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RESUMEN

Los métodos validados para la limpieza en equipos y areas en laboratorios farmacéuticos,
son considerados como parte fundamental para el cumplimiento de normativas como las
Buenas Practicas de Manufactura (BPM) y el Reglamento Técnico Centroamericano
(RTCA), entre otras; es por eso que en este trabajo de graduacion se realiz6 en un Laboratorio
Farmacéutico Nacional, especificamente en el area de produccién de Betalactamicos, la
validacion de método para la limpieza de areas y equipos del principio activo Penicilina G
Potasica , en donde se analizaron por la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC) los siguientes parametros: Linealidad del sistema, linealidad del método, exactitud,
especificidad, limite de deteccion y limite de cuantificacion. Los resultados obtenidos se
encontraron dentro de las especificaciones y tolerancias establecidas por dicho laboratorio,

por lo que se concluy6 que los resultados a obtener con el método validado son confiables.



1. INTRODUCCION

En la actualidad, la aplicacion de principios como las Buenas Practicas de Manufactura
(BPM), el Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA) y la presencia de organismos
como la Direccion Nacional de Medicamentos (DNM) en la industria farmacéutica estan
incrementando cada dia mas las exigencias para la calidad de los productos farmacéuticos.
Hoy en dia, se incrementa la existencia de métodos validados para la limpieza de equipos y
areas, esto con el fin de minimizar los riesgos de que exista una contaminacion cruzada entre

cada producto farmacéutico.!

La limpieza de equipos, accesorios y contenedores que estan en contacto directo con los
productos farmacéuticos durante su fabricacion; asi como de las areas donde se fabrican, es
un paso fundamental y obligatorio en todo proceso, esto con el fin de mantener la calidad de
sus productos, ya que en muchos casos el mismo equipo puede ser usado para la elaboracién
de diferentes productos. Con la verificacion de la limpieza, se estd asegurando que el método
de limpieza empleado reduzca el contenido de residuos de la superficie de los equipos, de las
zonas en exposicion comunes entre los diferentes productos y que son, por tanto, potenciales

vectores de transmision de los residuos de un producto a otro.

Todo esto se realiza para verificar la eficacia de los procedimientos de limpieza y asegurar
gue no existen riesgos asociados con la contaminacion cruzada de los ingredientes activos,
utilizando para su limpieza detergentes o desinfectantes cuando se elaboran en un mismo

equipo.?

En esta investigacion se realizard la determinacion de trazas de betalactdmicos
especificamente del antibidtico Penicilina G Potasica, después de realizar la limpieza de areas
y equipos en un Laboratorio Farmacéutico, por medio de Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién (HPLC).



2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar las trazas del antibidtico Penicilina G Potésica por medio de Cromatografia

Liquida de Alta Resolucion, como parte del proceso de limpieza de un laboratorio
farmacéutico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
v' Establecer una metodologia analitica para determinar las trazas de Penicilina G Potasica.

v Validar la metodologia analitica para cuantificar las trazas del antibiético Penicilina G
Potésica utilizando Cromatografia Liquida de Alta Resolucion, utilizando los parametros:
Linealidad, precision del sistema, precisién del método, exactitud, especificidad, limite
de deteccion y cuantificacion.

v Aplicar la metodologia analitica para verificar el proceso de limpieza de un laboratorio
farmacéutico.



3. FUNDAMENTO TEORICO

3.1 BETALACTAMICOS

Los antibioticos betalactamicos, son un amplio grupo de antibioticos, siendo la caracteristica
compartida contener en su estructura molecular un anillo heterociclico comun de cuatro
atomos, denominado anillo betalactdmicos (figura 1), cuyo mecanismo de accion es la
inhibicion de la Gltima etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana. Estos constituyen
la familia mas numerosa de antimicrobianos y la mas utilizada en la practica clinica. Se trata
de antibioticos de accion bactericida lenta, con actividad dependiente del tiempo, que en
general tienen buena distribucion y escasa toxicidad. Algunas modificaciones de la molécula
original han dado lugar a compuestos con mayor espectro antimicrobiano, pero la progresiva
aparicion de resistencias limita su uso empirico y su eficacia en determinadas situaciones.
Aun asi, la penicilina continta siendo el tratamiento de eleccion en un buen nimero de
infecciones; las cefalosporinas tienen un gran abanico de indicaciones; los carbapenémicos
se usan en infecciones nosocomiales y en infecciones causadas por bacterias
multirresistentes, y los inhibidores de las betalactamasas permiten recuperar el espectro de
actividad de las penicilinas a las que acompafan cuando la resistencia esta causada por la

produccion de betalactamasas.®
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Figura 1. Estructura molecular de un anillo betalactamico



3.2 PENICILINAS

Son un grupo de antibidticos de origen natural y semisintético que contienen el nucleo de
acido 6-aminopenicilanico, que consiste en un anillo betalactdmico unido a un anillo
tiazolidinico (ver figura 2). Los compuestos de origen natural son producidos por diferentes
especies del hongo Penicillium spp. Las penicilinas difieren unas de otras por sustituciones
en la posicion 6 del anillo, donde cambios en la cadena lateral pueden inducir modificaciones
en la actividad antibacteriana y en las propiedades farmacocinéticas. De acuerdo con su
origen y espectro de accion pueden clasificarse en 4 subgrupos (tabla 1). 3°

Tabla 1. Grupos de Penicilinas ®

GRUPO SUB-GRUPO ANTIBIOTICO
PENICILINAS Naturales - Penicilina cristalina
- Penicilina procainica
- Penicilina benzatinica
- Penicilina V
Resistente a penicilinasas - Oxacilina
- Meticilina
- Nafcilina
- Cloxacilina
- Dicloxacilina
- Flucoxacilina
Aminopenicilinas - Ampicilina
- Ampicilina/Sulbactum
- Amoxicilina
- Amoxicilina/Clavulanico
- Bacampicilina
Espectro extendido - Ticarcilina
- Ticarcilina/Clavulanico
- Carbenicilina
- Piperacilina
- Piperacilina/Tazobactam
- Mezlocilina




3.2.1 ESTRUCTURA QUIMICA DE LA PENICILINA G POTASICA

La penicilina en su estructura quimica (figura 2), tiene un anillo Tiazolidinico unido a un
anillo betalactamico, una cadena lateral izquierda que es la que da las diferentes actividades
antibacterianas y una cadena derecha que da las solubilidades de las penicilinas sodicas,

potasicas, procainicas y otras.’

o Anillo Tiazolidinico

/
N,

H

\/
o

T\

Figura 2. Estructura molecular de Penicilina G Potésica.

3.2.2 MECANISMO DE ACCION DE LA PENICILINA G POTASICA

La Penicilina G Potasica es un antibidtico B-lactdmico de accion principalmente bactericida.
Inhibe la tercera y Gltima etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana mediante la unién
a determinadas proteinas de la pared celular. Estas proteinas de union son responsables de
varios pasos diferentes en la sintesis de la pared celular y se encuentran en cantidades de
varios cientos a varios miles de moléculas por célula bacteriana. La actividad intrinseca de
la Penicilina G Potéasica, asi como las otras penicilinas contra un organismo particular
depende de su capacidad para obtener acceso a la pared de la célula y poder formar estas

proteinas.®
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3.3 TECNICA A UTILIZAR PARA LA VERIFICACION DE
LIMPIEZA: CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION
(HPLC).

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es una de las técnicas de cromatografia
mas utilizadas debido a su capacidad de separar analitos de distinta naturaleza presentes en
una mezcla. Utiliza una presion elevada para forzar al disolvente a que pase por una columna
que contiene particulas muy finas, consiguiendo asi separaciones de gran resolucion. El
equipo HPLC, consta de un sistema de suministro de disolvente, una bomba, una valvula de
inyeccidn de muestra, una columna de alta presion, un detector, un horno para controlar la
temperatura de la columna y un ordenador para controlar el equipo y visualizar los

resultados.®

3.4 PRINCIPIOS DE HPLC

La HPLC es uno de los tantos métodos de cromatografia para la separacion y analisis de los
componentes quimicos de una mezcla. Basicamente, en este método participan la fase mavil
y estacionaria (inmiscibles entre si) y la muestra de interés. La fase mdvil 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
actuan entre la mezcla a analizar y las dos fases determinan la retencién 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 separacion de los componentes.*®

3.5 VENTAJAS DE HPLC

A diferencia de otras técnicas, la HPLC cuenta con varias ventajas:

e 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. 1
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e Alta precision en sus resultados (+0.5 % o menor). 1

e Variedad de técnicas, entre las cuales estan la cromatografia por particion,
adsorcion, intercambio idnico y exclusion molecular. *°

e Facil manipulacion de los gradientes generados en la fase movil. 1

e 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.

e Tiempo de separacion menor a 30 min por muestra analizada. °

e Alto poder de separacion con deteccion sensible. 12

e Laoperacion es flexible, personalizable y automatizada.

e No esta restringida por la volatilidad o estabilidad térmica de la muestra. *?

3.6 INSTRUMENTACION

Un equipo para HPLC consiste en un reservorio o dispositivos de suministro de eluyentes
que contiene la primera fase, una bomba para impulsar el sistema de elucién, un inyector
para introducir la muestra dentro del sistema, un detector y registrador de la actividad quimica
y fisica para detectar el paso de los componentes de una muestra en el orden en el que se

eluyen. ®

Fase mavwil

Columna

Hormo de _—

N Registrador
termostatizacion

haalss

Detector

premhem -
H

1
i

Integrador

Figura 3. Esquema de equipo de Cromatografia liquida de Alta resolucion.®
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3.6.1 DISPOSITIVOS DE SUMINISTRO DE  ELUYENTES
(RESERVORIO)

En el reservorio se encuentra la fase mévil. 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.

La bomba se encarga de succionar la fase movil del reservorio para hacerla fluir por todo el
sistema a una velocidad precisa y constante. Normalmente operan hasta 6000 psi,
dependiendo de factores como el tiempo, tamafio de la columna, composicion de la fase

movil y el flujo deseado.™®

En esta investigacion el tipo de bomba a utilizar es una bomba de gradiente cuaternario, el
cual se compone de una cabina de disolventes opcional, un desgasificador de vacio y una
bomba de gradiente de cuatro canales. Esta Gltima comprende una valvula de particion de
alta velocidad y un dispositivo de bombeo, proporcionando la generacion de un gradiente

mediante la mezcla a baja presion. %13

3.6.2 DISPOSITIVO DE INYECCION

Los compuestos que se van a analizar se inyectan al cromatografo, de manera manual usando
jeringas, inyectores de espiral o utilizando inyectores automaticos. El sistema de inyeccion
automatico permite que la muestra sea introducida a la fase movil presurizada de manera

exacta y precisa®®. Este ultimo sistema de inyeccion es el que se utilizara en la investigacion.

3.6.3 HORNO Y COLUMNA

La columna permite la separacion a partir de las interacciones del analito entre la fase mavil

y la fase estacionaria. 13En este caso, la columna a utilizar es la LiChrospher® RP-18, la cual
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es un portador de gel de silice esférico confiable y versatil producido tradicionalmente con
propiedades de fase reversa C-18. La conexion al sistema de HPLC se realiza mediante el
uso del porta cartuchos manu-CART® NT (1.51486).14

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 la misma.!

3.6.4 DETECTOR Y REGISTRADOR

El detector ubicado al final de la columna es el encargado de captar los cambios en los
eluyentes de la columna y convertirlos en sefiales eléctricas, las cuales son recibidas por el
registrador. El detector a utilizar forma parte de los detectores ultravioletas (UV), los cuéles
son econdmicos, populares y son ampliamente utilizados en la industria. Este tipo de detector
responde a sustancias que absorben radiacion electromagnética. El detector de UV es
principalmente utilizado en la industria farmacéutica ya que permite separar e identificar los
principales componentes activos de una mezcla °. Su fundamento es la espectrofotometria de
absorcion de luz visible y ultravioleta de un componente a una determinada longitud de onda
15 Finalmente, los sistemas informaticos, recolecta y procesa las sefiales recibidas del

convertidor y los plasma en un cromatograma para su posterior lectura e interpretacion.®

3.7 APTITUD DEL SISTEMA ¥/

Las pruebas de aptitud del sistema son una parte integral de los métodos de cromatografia de
liquidos y de gases. Estas pruebas se usan para verificar que el sistema cromatografico sea
adecuado para el analisis que se pretende efectuar. Las pruebas se basan en el concepto de
que el equipo, los sistemas electronicos, las operaciones analiticas y las muestras analizadas
constituyen un sistema integral que se puede evaluar como tal. Los factores que pueden

afectar el comportamiento cromatografico incluyen lo siguiente:
* Composicion, fuerza idnica, temperatura y pH aparente de la fase moévil

* Velocidad de flujo, dimensiones de la columna, temperatura de la columna y presion
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« Las caracteristicas de la fase estacionaria, incluyendo el tipo de soporte cromatografico
(basado en particulas 0 monolitico), tamafio de particula, tamafio de poro y area superficial

especifica.

Un pico cromatogréfico ideal deberia de tener una forma Gaussiana simétrica (figura 4), por
lo tanto, otro pardametro a mencionar es el factor de asimetria (As), que se define como la

relacion de los anchos a y b al 10% de la altura del pico.'®

110 h
TR |

Injection

Donde:

As = factor de asimetria de pico

b = distancia desde el punto medio del pico el
punto de salida o caida del mismo (medido al 10%
de altura del pico)

a = distancia desde el inicio del pico hacia el punto
medio

(medido al 10% de altura del pico)

Figura 4. Factor de Asimetria °

3.8 CALIBRACION EN UN SOLO PUNTO®

El uso de una sola disolucion estandar como concentracion de referencia para calcular
supone, la intercepcién de la curva de calibracion es cero y el cambio en la respuesta es
constante y directamente proporcional al cambio en la concentracién del analito. Los
resultados analiticos se calculan a partir de la sefial del analito medida o evaluada y su

posicion en la curva de calibracion.

Utilizando un Gnico estandar, se calcula un factor de calibracion (CF)!” de la siguiente

manera.
CF= Xstd/ Ystd

Donde:
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Xstd = €s la concentracion estandar

Ystd = €s la respuesta analitica del estandar.

Las concentraciones se calculan de la siguiente manera:
Concentracion= Y x CF

Donde:

Y= Sefial de la respuesta

CF= Factor de Calibracion.

Debido a que es un método tomado por la Farmacopea de los Estados Unidos (USP, por sus

siglas en inglés), se eligio la calibracion metodolodgica de un solo punto.

3.9 LIMPIEZAEN LA INDUSTRIA FARMACEUTICA

Se define la limpieza en la industria farmacéutica como el proceso de separacion por medios
fisicos, mecanicos, o quimicos de la suciedad depositada en los equipos utilizados en la

fabricacion de medicamentos.?

El proceso de limpieza reduce los residuos, lo cual no significa que los elimine totalmente.
Asi pues, lo que se busca es disminuir el contenido de residuos hasta un limite preestablecido

y aceptable.?

Los productos farmacéuticos y sus ingredientes activos pueden ser contaminados por otros
productos farmacéuticos e ingredientes activos, agentes de limpieza, microorganismos, u
otros materiales como lubricantes, particulas de aire, materias primas, sustancias
intermediarias y auxiliares. En muchos casos, el mismo equipo es utilizado, para la
elaboracion de diferentes productos subsecuentes; por lo tanto, es esencial, no solo un buen

procedimiento de limpieza sino también una adecuada estrategia de validacién de limpieza.
2,22
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310 IMPORTANCIA DE LIMPIEZA EN LA INDUSTRIA
FARMACEUTICA

La limpieza es un proceso fundamental y obligatorio en cualquier industria farmacéutica para
garantizar la seguridad y la calidad de los productos fabricados. Es por ello, que para realizar
una verificacion de limpieza en la industria farmacéutica se deben revisar de manera rigurosa

diferentes parametros. 222

En muchas ocasiones una limpieza superficial se reduce a los residuos mas visibles, pero no
los elimina completamente. Lo que se pretende es definir cuél es el nivel de limpieza y
desinfeccion aceptable y que no suponga ningun riesgo para el consumidor final. Para areas
y equipos que estén en contacto con betalactamicos, estos no deben de ser detectables al

momento de ser analizado en la verificacion.?*

El concepto de verificacion de limpieza ha recibido una creciente atencion en los ultimos
afios. Comenzo con la edicidn de la Guia de inspeccion de validacion de limpieza de la FDA
en julio de 1993.22

Prueba la efectividad de los procedimientos de limpieza de los equipos de fabricacion, para

prevenir la contaminacion cruzada del siguiente producto.??

La limpieza de las areas escogidas incluye los equipos, teniendo en cuenta que los
procedimientos son especificos para el compuesto y para cada formulacion farmacéutica. En
todos los casos deben establecerse los limites del compuesto, asi como los métodos de
control.2>2?® El objetivo de la verificacion de la limpieza es demostrar que el equipo se limpia
de forma consistente de los residuos del producto fabricado, detergentes y/o
microorganismos, hasta un nivel aceptable para evitar la contaminacion del siguiente

producto a fabricar.?’

La verificacion de limpieza constituye un elemento de suma importancia en la produccion de
medicamentos, siendo parte esencial de la garantia y calidad de manufactura del producto
farmaceéutico. Con la verificacion se asegura que el residuo que permanece en la superficie
de los equipos, luego de aplicar la limpieza establecida en los procedimientos normalizados

de operacion, se encuentre dentro de los niveles permisibles predeterminados 2’. Ademas
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comprende la identificacion y caracterizacion de los residuos (principio activo, excipientes,
productos de degradacidn, preservantes, agentes de limpieza, microorganismos, entre otros),
seleccion de los criterios para el céalculo del limite aceptable de residuo, seleccién y
verificacion del método de muestreo, seleccién y verificacion del método analitico para la
determinacion de los residuos, seleccion y validacion del procedimiento de limpieza,

elaboracion del informe final y de las instrucciones operacionales.?” 2829

Antes de iniciar un estudio factible de verificacion de limpieza hay que seleccionar un analito
y un limite aceptable de residuo para un ingrediente activo especifico 8 en este caso serd la

materia prima, Penicilina G Potasica.

La guia de la FDA para la verificacion de limpieza establece que el limite de residuo debe
ser 16gico basado en una compresion del proceso, practico en el sentido que debe ser el
apropiado para la situacion actual de limpieza a ser verificable por alguna técnica analitica
de deteccidn, alcanzable por el procedimiento de limpieza y lo mas importante, que las
industrias desarrollen un argumento cientificamente racional y justificado para el limite

permitido.?’

3.11 CRITERIOS DE LIMITES PARA UNA VERIFICACION DE
LIMPIEZA

Los criterios mas utilizados para establecer los limites de una verificacion de limpieza son:

- Limpieza visual es decir que no debe quedar ni un residuo visible en el equipo
después de la limpieza.

- No més de 10 ppm de un producto a otro (base de metales pesados en materias
primas).

- No més de 0.1% de la dosis terapéutica del producto en la dosis méxima diaria del

siguiente producto.

En esta investigacion, el contenido de Penicilina G Potasica debera estar por debajo del
limite de deteccion, el cual no debe ser mayor a 10 ppm.*®
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3.12 PARAMETROS DE VERIFICACION PARA DETERMINAR
RESIDUOS DE PENICILINA G POTASICA.,

Las caracteristicas de desempefio analiticas habituales que deben considerarse en la

verificacion son las siguientes:
3.12.1 EXACTITUD

Es la proximidad entre los resultados de la prueba obtenidos mediante ese procedimiento y
el valor verdadero. La exactitud de un procedimiento analitico debe establecerse en todo su

intervalo.’

La exactitud se calcula como el porcentaje de recuperacién de la cantidad valorada con
respecto a la cantidad conocida de analito afiadida a la muestra, o como la diferencia entre la
media de la valoracion y el valor verdadero aceptado, considerando los intervalos de

confianza.l’- 3031

La Conferencia Internacional sobre Armonizacion (o ICH, por sus siglas en inglés)
recomienda que se evalué la exactitud utilizando un minimo de nueve determinaciones sobre
un minimo de tres niveles de concentracion, cubriendo el intervalo especificado, es decir,

tres concentraciones y tres determinaciones repetidas de cada concentracion. 8%

3.12.2 PRECISION

La precision de un procedimiento analitico es el grado de concordancia entre los resultados
de las pruebas individuales cuando se aplica el procedimiento repetidamente a mdultiples
muestreos de una muestra homogénea. La precision habitualmente se expresa como la
desviacion estandar o la desviacion estandar relativa, coeficiente de variacion, de una serie
de mediciones. Ademas, puede ser una medida del grado de reproducibilidad o de

repetibilidad del procedimiento analitico en condiciones normales de operacion.t” 3

- Reproducibilidad. Se refiere al uso del procedimiento analitico en diferentes
laboratorios.
- Repetibilidad. Se refiere a la utilizacion del mismo procedimiento analitico en un

laboratorio durante un periodo corto por el mismo analista y con el mismo equipo.
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3.12.2.1 PRECISION DEL SISTEMA

La evaluacion de la precision del sistema permite verificar que el sistema de medicion
funciona apropiadamente, independientemente de las condiciones ambientales. Es
conveniente que antes de llevar a cabo una validacion o verificacion de un méetodo analitico,
se establezcan los sistemas apropiados para la operacion del sistema de medicion. La solucién
de la precision del sistema se establece en el desarrollo del método usando un minimo de seis

determinaciones al 100% de la concentracion de prueba.®

3.12.3 PRECISION DEL METODOQ ¥

Se determina mediante el analisis de un nimero suficiente de alicuotas de una muestra
homogénea que permita calcular estadisticamente, estimaciones validas de la desviacion

estandar o de la desviacion estandar relativa (coeficiente de variacion).

La Conferencia Internacional sobre Armonizacion (o ICH, por sus siglas en inglés),
recomienda que se evalué la repetibilidad utilizando un minimo de nueve determinaciones
que cubran el intervalo especificado para el procedimiento, (es decir, tres concentraciones y

tres determinaciones repetidas de cada concentracion).

3.12.4 ESPECIFICIDAD %

Es la capacidad de evaluar de manera inequivoca el analito en presencia de aquellos
componentes cuya presencia resulta previsible, tales como impurezas, productos de
degradacién y componentes de la matriz.

3.12.5 LIMITE DE DETECCION -3

Es la cantidad minima del analito que puede detectarse en una muestra, aunque no

necesariamente cuantificarse, en las condiciones experimentales indicadas. Las pruebas de
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limite simplemente comprueban que la cantidad de analito se encuentra por encima o por

debajo de un nivel determinado.

Es un parametro que tiene gran importancia en determinadas situaciones; por ejemplo,
cuando un analisis trata de poner de manifiesto la presencia de un analito que esta presente
en la muestra en una concentracion muy baja, como puede ser el caso de la determinacion de
impurezas en productos acabados, entre otros. Existen varias estrategias para abordar el
calculo del limite de deteccién; en el ambito del analisis quimico es muy habitual el

denominado criterio 3.syx. (3 veces la desviacion estandar)

3.12.6 LIMITE DE CUANTIFICACION ®

Es una caracteristica de las determinaciones cuantitativas de compuestos gque se encuentran
en baja concentracion de la matriz de una muestra, tales como: impurezas en farmacos a
granel y productos de degradacién en productos farmacéuticos terminados. Es la minima
cantidad de analito en una muestra que se puede determinar con precision y exactitud

aceptables en las condiciones experimentales indicadas.

3.12.7 LINEALIDAD

Es la capacidad de obtener resultados de prueba que sean proporcionales ya sea directamente,
0 por medio de una transformacion matematica bien definida, a la concentracion de analito

en muestras dentro de un intervalo dado.*

La Conferencia Internacional sobre Armonizacion (o ICH, por sus siglas en inglés),
recomienda que, para establecer la linealidad, se utilicen normalmente un minimo de cinco

concentraciones.3?
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO DE LABORATORIO

» Materiales y Equipo

o Balones volumétricos de 100.0 mL

e Pipeta volumétrica de 2.0 mL, 3.0 mL y 4.0 mL
e Pipeta volumétrica de Mohr 10 mL

e Agitadores de vidrios

e Beaker de 50 mL, 100 mL y 1000 mL

e Pipeteador mecanico.

e Baiio de ultrasonido

e HPLC LC-2010 Shimadzu

e Balanza analitica, Mettler Toledo

» Reactivos
e Fosfato de potasio monobaésico de potasio, Merck

e Metanol HPLC Merck
e Agua destilada y agua Milli Q.

4.2 TOMA DE MUESTRAS

Las 6 muestras del hisopado y 6 muestras de enjuagues en limpieza de areas y equipos de la
planta de betalactamicos fueron proporcionadas por el técnico inspector encargado de la

limpieza.

Las muestras fueron analizadas en el Laboratorio de Control de Calidad de un Laboratorio

Farmacéutico.
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4.3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En el andlisis experimental del analito en estudio Penicilina G Potéasica, se utilizé el
procedimiento que tiene su fundamento en la Farmacopea de los Estados Unidos (USP, por
sus siglas en inglés) 2022.

4.4 METODO Y CONDICIONES DEL METODO

e Técnica: HPLC
e Reactivos
Solucién A: Fosfato Monobésico de potasio 0.01M

Fase movil: Metanol y Solucion A (40:60)

e Sistema cromatografico

Columna: 4,6mm x 10 cm, relleno L1 de Sum
Longitud de Onda: 220 nm
Velocidad de Flujo: 1.0 mL/min

Volumen de Inyeccién: 20 pL

e Preparacion de las Soluciones Estandares:
1. Pesar aproximadamente 10.0 mg de estandar de Penicilina G Potéasica (ajustado al
100% de su pureza) y transferir a un balén volumétrico de 100.0 mL.
2. Agregar 50 mL de agua destilada y ultrasonificar por 5 minutos.
3. Aforar siempre con agua destilada y homogenizar.
4. Tomar una alicuota de 4 mL y transferir a un balon volumétrico de 100.0 mL y aforar
con agua destilada y homogenizar.

5. Pasar a través de filtro jeringa nylon poro 0.45 pum.
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50 mL de agua destilada

ST: 10.0 mg Penicilina G Potéasica 100 mL

Ultrasonificar 5 minutos

4 mL 100 mL

[Penicilina G potésica] = 0.004 mg/mL

Preparacion de Muestra:

1.

3.

De las muestras recolectadas del Gltimo lavado realizado en areas y equipos, colocar
la muestra directamente en un vial, pasar a través de filtro jeringa nylon poro 0.45 um
descartando los primeros 5 mL del filtrado y colocarlos directamente en el vial
previamente ambientado y debidamente identificados.

De las muestras recolectadas con hisopado realizado en areas y equipos, colocar el
hisopo con muestra directamente en un balon volumétrico de 10mL y agregar 5 mL
de fase movil, agitar manualmente, retirar el hisopo y aforar con fase movil y
homogenizar, colocar la muestra directamente en un vial, pasar a través de filtro
jeringa nylon poro 0.45 um descartando los primeros 5 mL del filtrado y colocarlos
directamente en el vial previamente ambientado y debidamente identificados.

Preparar por triplicado.

Procedimiento:

1.

Ambientar la columna con solvente Metanol HPLC en proporcion que contiene la
fase movil aproximadamente por 1 hora. (60 Metanol HPLC: 40 agua destilada).
Ambientar la columna con fase movil aproximadamente 1 hora. Cuando el sistema se
haya equilibrado, hacer una inyeccidn de la solucién blanco (diluyente).
Inyectar por quintuplicado la primera disolucién estandar y verificar los siguientes
requisitos de la aptitud del sistema:

a) Factor de asimetria: No méas de 2.0

b) EIRSD: No més de 2.0%
Inyectar cada una de las dos disoluciones estandar (1 y 2), preparadas anteriormente

segun la preparacion de la solucién estandar y calcular el factor de correlacion (FC).
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5. El factor de correlacion debe estar entre 98.0% y 102.0 %. En caso de no estar en este

rango, preparar dos nuevas disoluciones estandar y repetir el numeral 4.

FC=100 x (A2 X W1) / (A1 x W>)
Donde:
A - Area del cromatograma de estandar 2
W1 = Peso del estandar 1.
A = Area del cromatograma de estandar 1

W = Peso del estandar 1.

6. Inyectar por separado en el cromatdgrafo volimenes iguales (20 pL) de disolucién
muestra y estandar. Registrar los cromatogramas y medir las respuestas de los picos

principales.

e Criterios de Aceptacion: No mas de 10 ppm.

4.5 PARAMETROS DE VERIFICACION

45.1 LINEALIDAD DEL SISTEMA

> Preparar una disolucion madre de Penicilina G Potasica de acuerdo al procedimiento
establecido en la técnica de andlisis, cuya concentracidn permita obtener, por dilucion,
5 niveles de concentracion de la disolucion del estandar. La concentracion central debe

ser igual a la que se prepara la disolucion estandar al 100%.
Se realizaron los niveles de calibracion como se indican a continuacion:
Determinacion de impureza: 50% (0.0020 mg/mL), 75% (0.0030 mg/mL), 100%

(0.0040mg/mL), 110% (0.0044 mg/mL) y 120% (0.0048 mg/mL) de la concentracion del
estandar.
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Posteriormente se debe calcular la estadistica de la regresion y obtener la curva de calibracion

correspondiente para cada uno de los analitos.

» Férmula para calculo de la regresion lineal:

S — )i — )
(EEH G - D20 - )

Donde:

r: Coeficiente de correlacion.

x: Promedio de la concentracidn de la disolucion estandar.
y: Promedio de la respuesta de la disolucion estandar.

n

: nimero de determinaciones o mediciones.

> Formula para célculo de la pendiente®®:

b= Z[(xz —X). (yi _7)]
- Y(x; —X)?

Donde:

b: pendiente

x;: valor de x de cada dato puntual
X: promedio de los datos puntual x.
y;: valor de y de cada dato puntual

y: promedio de los datos puntual y.

> Formula para el calculo de la ordenada en el origen®:

2y — b¥x

n

Donde:

a: ordenada en el origen
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b: pendiente
n: nimero de determinaciones o mediciones
x: valor de x de cada dato puntual

y: valor de y de cada dato puntual

Para los términos que definen la curva de calibracidn, la normativa exige estimar los valores
para los intervalos de confianza de la pendiente y la ordenada en el origen, por eso a
continuacion se describen las expresiones que se requieren para la realizacion de esos

calculos.

> Formula para el calculo del error de estimacion o desviacion estandar *°:

Syjx =

Donde:

y;: valor de y de cada dato puntual
y: valor calculado de la variable dependiente, a partir de la ecuacién de regresion

n: namero de datos puntuales

> Formula para el calculo de la desviacion estandar de la pendiente3*:

Sy/x

VI —x)?

Sb=

Donde:

Sy /x - error de estimacion

x;: valor de x de cada dato puntual

x. promedio de los datos puntual
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> Formula para el calculo de la desviacion estandar de la ordenada en el origen®:

S, =S 1+ yz
T B0 - %)?
Donde:

Sy : error de estimacion
x;: valor de x de cada dato puntual
x;: promedio de los datos puntual

n: nimero de datos puntuales

> Formula para el calculo del intervalo de confianza de la pendiente3:

Pendiente = b ttp_5)Sp
Doénde:
b: pendiente
t: t student al 95%
n: numero de datos puntuales

Sp: desviacion estandar de la pendiente
> Formula para el calculo del intervalo de confianza de la ordenada en el origen3*:

Ord.origen = a * tp-_p) Sy
Donde:
a: ordenada en el origen
t: t student al 95%
n: numero de datos puntuales

S, desviacidn estandar de la ordenada en el origen.
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4.5.2 PRECISION DEL SISTEMA

> Calcular el Coeficiente de Variacion de los factores de respuesta (FR), obtenidos para
cada nivel de la prueba de linealidad.

> Preparar de acuerdo a la técnica de analisis una disolucion del estdndar al 100%
(0.004mg/mL) de la concentracion tedrica y hacer 6 inyecciones consecutivas.

> Calcular el Coeficiente de Variacion de los tiempos de retencion y de las areas del pico

principal obtenidas.

4.5.3 PRECISION DEL METODO

> Preparar de acuerdo con la técnica de anélisis, 6 disoluciones del estandar al 100% (0.00400

mg/mL) de la concentracion tedrica.

Y

Preparar 6 disoluciones de prueba como lo indica la técnica para la muestra en el ensayo.
> Realizar una determinacion de cada disolucion alternando estandar y muestra, comenzando

con un estandar, hasta terminar la serie.

Férmula para calculo:

SihCn = 2

n—1

%RSD = —*100

Ril @«

Donde:
s: desviacién estandar
n: nimero de determinaciones 0 mediciones
x;: Concentracion de estdndar o muestra en mg/mL

RSD: Desviacioén estandar relativa o Coeficiente de variacion.

4.5.4 EXACTITUD (RECOBRO)/LINEALIDAD DEL METODO

> Preparar de acuerdo a la técnica de analisis, 3 disoluciones estandar al 100% de la

concentracion tedrica.
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> Preparar de acuerdo a la técnica de analisis por triplicado las siguientes disoluciones de
prueba, tomando en cuenta la concentracion tedrica del estandar:
e Agua (calidad usada en enjuague de areas y equipos) + Principio Activo al 80% (0.0032
mg/mL)
e Agua (calidad usada en enjuague de areas y equipos) + Principio Activo al 100%
(0.0040 mg/mL)

e Agua (calidad usada en enjuague de areas y equipos) + Principio Activo al 120%
(0.0048 mg/mL)
> Realizar una determinacién de cada disolucidn, de acuerdo a la siguiente secuencia:
e  Estandar 1
e  Muestra 80% (0.0032 mg/mL)
e  Muestra 100% (0.0040 mg/mL)
e  Muestra 120% (0.0048 mg/mL)

Hasta terminar las 3 series

Se realizan las determinaciones como lo indica la técnica de analisis para cada serie de
muestras con referencia a su estandar respectivo, y se compara el valor real obtenido con el

valor tedrico esperado. Calcular el r y RSD correspondiente.

Para calcular el porcentaje de recobro de Penicilina G potasica, es tomada de la siguiente

manera: °
% Recobro= (ru/rs) x (Cs/Cy) x 100
Doénde:
ry: respuesta del pico de Penicilina G Potasica de la solucion muestra
rs: respuesta del pico de Penicilina G de la solucion estandar
Cs: Concentracion de Penicilina G Potasica USP en la solucion estandar (mg/mL)

Cu: Concentracion de Penicilina G Potésica USP en la solucion muestra (mg/mL)
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4.5.5 ESPECIFICIDAD

> Preparar 2 disoluciones del estandar al 100% de la concentracion (0.0040 mg/mL)
teodrica establecida en el método de ensayo de trazas de Penicilina G Potasica en
Enjuagues de Limpieza de Areas y Equipo.

> Preparar 2 disoluciones muestra y proseguir como lo indica el método de ensayo de
Trazas de Penicilina G Potésica en Enjuagues de Limpieza en areas y equipo.

> Preparar 2 disoluciones iguales de Agua (calidad usada en enjuague de areas y equipo)

» Evaluar la interferencia debida al placebo (agua) y obtener los respectivos
cromatogramas con los componentes individuales apropiadamente identificados, a una
longitud de onda de 220 nm establecida en el método de ensayo de trazas de Penicilina

G Potésica en Enjuagues de Limpieza de areas y Equipo.

456 LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

»  Se utilizaron los célculos obtenidos en el parametro de la linealidad del sistema.

(ordenada en el origen y la desviacién estandar de la medida variable).

»  Lafdérmulade error de estimacion Sy fue definida en el apartado 3.5.1 de la linealidad

del sistema.

» Se evalta el nivel minimo de analito que pueda detectarse y cuantificarse

confiablemente.

El limite de deteccion es la concentracion de analito que genera una sefial analitica (YLp),
igual a la ordenada en el origen (a) mas tres veces la desviacion estandar de la medida

variable (3.syix)

YLD = a + 3.Sy/x
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Una forma sencilla de determinar el limite de cuantificacion es, de manera analoga al limite
anterior, considerarlo la concentracién de analito que genera una sefial analitica (Y.c) igual
a la ordenada del origen (o) mas diez veces la desviacion estandar de la medida variable
(10.5y1x)

Yic= a + 10.sy/x

Tabla 2. Especificaciones de pardmetros de verificacion de trazas de Penicilina G

Potasica
PARAMETRO DETERMINACION ESPECIFICACION
1. Linealidad Numero de Analisis de la regresion que
del sistema Concentraciones del estandar determinaciones demuestre:
» Coeficiente de
Valoracién del farmaco Determinacion (1?):
0.98 <r°<1.00

50% 3 » Coeficiente de
75% 3 correlacion (r): 0.98< r<
100% 3 1.00
110% 3 > Intervalo de Confianza
120% 3 para la pendiente IC(B1):

No debe incluir cero

» Intervalo de Confianza
para la ordenada al origen
(intercepto) IC(30):
Debe incluir cero

» Coeficiente de variacion
(CV o RSD):
<20.0% (Método trazas
e impurezas)

2. Precision del ~ Se calcula el factor de respuesta para cada punto de la = coeficiente de variacion en

sistema prueba de linealidad del sistema se determina por la cuanto a:
multiple inyeccion de una solucion del estandar al ~ » Factor de respuesta:
100%. <2.0%

» Respuesta: <2.0%
» Tiempo de retencion:

<1.0%
3. Precision del =~ 6 determinaciones: » Coeficiente de variacion
método cada una consiste de un estandar y una muestra de las concentraciones de:

(repetibilidad)  preparada al 100% de la concentracion tedrica.

32



5. Exactitud
(recobro) //
Linealidad del
método

6. Especificidad

7. Limite de
deteccion y
cuantificacion

Cantidades del analito, se afiaden a la matriz (al 100
% de su peso establecido en el método), para obtener
niveles del 80%, 100% y 120% de la concentracién
tedrica de la sustancia.

Numero de determinaciones: 9 (3 por cada nivel de
concentracion)

3 estandares al 100%.

El método se prueba con la matriz, muestra y principio
activo.

Preparar 5 soluciones de solucion estandar segun el
intervalo: 50%, 75%, 100%, 110% y 120% y 5
soluciones blanco.

<25.0%

Analisis de la regresion que
demuestre:
> Coeficiente de
Determinacion (r?):
0.98 <r’<1.00
» Coeficiente de
correlacion (r): 0.98< r<
1.00
» Coeficiente de variacion

(CV o RSD): £20.0%
» Porcentaje de recobro:

70.0% - 130.0%
No debe haber interferencia
significativa.

Se evaluia el nivel minimo de
analito que pueda Detectarse
y Cuantificarse.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos de los parametros de validacion

llevados a cabo en el presente trabajo. Mencionar que el método analitico aplicado, para la

determinacion de trazas de Penicilina G Potasica en muestra de hisopado y enjuague de area

y equipo, se encuentra descrito en la Farmacopea de los Estados Unidos 42 (USP), y se valido

de acuerdo al procedimiento interno de validacion dado por el Laboratorio Farmacéutico

Nacional.

5.1 LINEALIDAD DEL SISTEMA

En este estudio se realiz6 con el objetivo de encontrar el grado de linealidad que existe a lo

largo de diferentes rangos de concentracion, para comprobar la linealidad se realizé una curva

de calibracién en un intervalo de 50%-120% para el principio activo Penicilina G Potasica,

los datos se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Resultados obtenidos de la Linealidad del sistema.

Nivel | Concentracion | Concentracion Tiempo | Respuesta| % RSD
del estandar real (mg/mL) de (Area) | (Respuesta)
(%) retencion
3.8334 48377
1 50% 0.00200 3.8124 48312 0.09 %
3.7818 48298
3.7379 65359
2 75% 0.00300 3.7820 65086 0.5%
3.7134 65735
3.8110 79758
3 100% 0.00400 3.8101 79480 0.2%
3.8115 79848
3.8925 86432
4 110% 0.00440 3.8793 86425 0.01 %
3.8754 86411
3.8689 92432
5 120% 0.00480 3.8707 92711 0.2%
3.8906 92359
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Se observa que en los coeficientes de variacion (RSD) en cada nivel de concentracion son
menores al 1.0%, esto nos indica que existe repetibilidad en la prueba, es decir, el equipo se

encuentra funcionando correctamente y las muestras fueron bien preparadas.

Con las respuestas obtenidas de las &reas como de las concentraciones finales, se realiz6 una

regresion lineal con ayuda de la herramienta de hoja de célculo.

LINEALIDAD DEL SISTEMA

100000
90000
80000
70000

r2=0.9840

Area

60000
50000

40000
0 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006

Concentracién (mg/mL)

Figura 5. Curva de regresion lineal para los datos obtenidos en la evaluacion del parametro

linealidad del sistema.

El valor de coeficiente de determinacion (r?) obtenido para la Penicilina G Potéasica fue de

0.9840, por lo tanto, se encuentra dentro de la especificacion.

Como el valor de r? obtenido experimentalmente es cercano a la unidad se puede decir que
existe linealidad, por lo tanto, existe una fuerte correlacion entre las areas obtenidas como

funcion de la concentracion inyectada.

Dentro del parametro de la linealidad también se calcularon los intervalos de confianza a un
95%, tanto de la pendiente como de la ordenada en el origen utilizando la t student; para la
pendiente, su especificacion no debe de incluir el cero, en cambio para la ordenada del origen
debe de incluir el cero. Al observar en la tabla 4, ambos intervalos cumplen sus parametros,

por lo tanto, la linealidad del sistema es aceptable. A continuacién, se detalla los calculos:
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Pendiente = b tt;_3) Sy
b = 15636845
S, = 289204
Pendiente = 15636845 + 3.1824 - 289204
Pendiente = 14716 (limite inferior)

Pendiente = 16557 (limite superior)

Ord.origen =a +t;, 3 'S,
a=17550
S, = 1092
Ord.origen = 17750 + 3,1824 - 1092
Ord.origen = — 38302 (limite inferior)
Ord.origen = 73402 (limite superior)

Tabla 4. Estadisticas de la regresion del parametro de la linealidad del sistema

Ecuacion de la curva de calibracion y = 15636845x + 17550
Coeficiente de correlacion maltiple (r) 0.9920

Coeficiente de determinacion r? 0.9840

Intervalo de confianza Inferior 95% Superior 95%
Intercepto -38302 73402
Pendiente 14716 16557

4.2 PRECISION DEL SISTEMA

Se llevo a cabo realizando 6 inyecciones consecutivas de estandar de Penicilina G Potéasica
al 100% de su pureza, para posteriormente calcular el promedio y la desviacion estandar
correspondiente, por medio del cual se evalua la precision del sistema. Los resultados

obtenidos se muestras en la tabla 5.
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Tabla 5. Resultados obtenidos de areas y tiempos de retencion de la precision

del sistema
N° Respuesta del estdndar Tiempo de retencion
(Area) (minutos)

1 83967 3.898

2 85075 3.883

3 85958 3.902

4 85080 3.923

5 85041 3.888

6 84872 3.897
Promedio 84998 3.899

% RSD 0.972 % 0.297 %

Se puede observar que la desviacion estandar o coeficiente de variacién (CV) del area de

Penicilina G Potésica es de 0.972 %, por lo que cumple con la especificacidon que sea menor

o0 igual de 2.0 %. Para el tiempo de retencién el porcentaje de desviacion estandar es de

0.297%, por lo que también cumple con la especificacion que sea menor a 1.0%.

Como se cumple ambas especificaciones, nos indica que el equipo de Cromatografia Liquida

de Alta Resolucidn se encuentra trabajando correctamente.

4.3 PRECISION DEL METODO

En este parametro se evalUa la capacidad de repetibilidad que tiene el método al ser aplicado

tanto a las muestras como estdndares, al momento de la inyeccion en el equipo se alternaron

seis estandares y seis muestras. En la tabla 6 se presentan los datos obtenidos.
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Tabla 6. Resultados obtenidos de la precisién del método

N° Respuesta Respuesta Respuesta del | Concentracion | Concentracion
del areade | del area de la area de la del estandar de la muestra
estandar muestra muestra (mg/mL)
(Enjuague) (Hisopado)
1 63821 No No detectable 0.004 No detectable
detectable
2 64345 No No detectable 0.004 No detectable
detectable
3 64423 No No detectable 0.004 No detectable
detectable
4 65277 No No detectable 0.004 No detectable
detectable
5 60482 No No detectable 0.004 No detectable
detectable
6 60696 No No detectable 0.004 No detectable
detectable
Promedio 63174 No No 0.004 No detectable
detectable detectable
% RSD 3.25% N/A N/A 0.0 N/A

Se observa que la desviacién estandar (%RSD) o coeficiente de variacion (CV) de las areas

del estandar, se obtuvo un valor de 3.25%, por lo que cumple con la especificacion la cual es

< 25.0%, mientras que para las muestras tanto de enjuagues e hisopados no aplica la

desviacion estandar, porque el equipo no detecto una sefial al momento de ser analizadas.

Con los resultados obtenidos podemos confirmar que el método de Penicilina G Potasica

presenta precision.

4.4 EXACTITUD

Para el estudio de este parametro se realizaron tres lecturas de estandares (tres niveles de

concentracion) de Penicilina G Potasica, realizandose tres replicas para cada una de ellas,
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luego se determind el porcentaje de recuperacion para evaluar la exactitud del método. En

la tabla 7, se muestran los datos obtenidos.

Tabla 7. Resultados obtenidos de la exactitud del método.

Respuesta Respuesta | Respuesta | Respuesta | % RSD %
1 2 3 Recuperado

Estandar 100.0% 75798 75705 76372 0.47%

(0.0040 mg/mL)

Muestras 80.0% 60549 60350 60375 0.179% 99.64 %
(0.0032 mg/mL)

Muestras 100.0% 72194 72431 72352 0.190% 95.57 %
(0.0040 mg/mL)

Muestras 120.0% 89897 89460 89269 0.359% 97.70 %
(0.0048 mg/mL)

Como se puede observar los resultados obtenidos del porcentaje de recuperacion en los tres

niveles de concentracién, estd dentro del rango que es de 70.0%-130.0%, de la cantidad

afiadida, mientras que la desviacidn estandar o coeficiente de variacion también cumple con

la especificacién que es menor o igual a 20.0%. Por lo tanto, podemos confirmar que el

método presenta exactitud para la determinacién de Penicilina G Potasica.

Para la obtencion de los resultados se utilizd la siguiente ecuacion:

% Recobro= (ru/rs) X (Cs/Cy) x 100

Resultado= (60549/75798) x (0.004/0.0032) x 100% = 99.85%

Resultado= (60350/75798) x (0.004/0.0032) x 100% = 99.52%

Resultado= (60375/75798) x (0.004/0.0032) x 100% = 99.56%

99. 64%
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También se realizd una regresion lineal utilizando los datos obtenidos de la tabla 7,

especificamente de la concentracion y la respuesta del area, en el cual se evaluaron la

correlacion de los datos obtenidos.

En la siguiente tabla 8, se presentan los datos utilizados en la regresion.

Tabla 8. Datos de la concentracion con su respuesta obtenida en cada nivel de

concentracion.

Concentracion Concentracion Area
(Porcentaje) (mg/mL)
80.0% 60549
80.0% 0.0032 60350
80.0% 60375
100.0% 72194
100.0% 0.0040 72431
100.0% 72352
120.0% 89897
120.0% 0.0048 89460
120.0% 89269

A continuacion, se muestra en la figura 6, el grafico elaborado con las concentraciones

teoricas vs el area, en la cual se puede evidenciar el comportamiento de la curva, asi como

en la tabla 9 se muestra la respuesta de la regresion.
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EXACTITUD

94000
89000
84000 r2=0.9888
79000
$ 74000
<
69000
64000
59000
54000
000200  0.00250  0.00300 000350  0.00400  0.00450  0.00500
Concentracion (mg/mL)
Figura 6. Gréafico obtenido de los resultados de Exactitud
Tabla 9. Respuesta obtenida de la regresion
Estadistica de la regresion
Coeficiente de correlacion maltiple (r) 0.9943
Coeficiente de determinacion (r?) 0.9888

Como se observa en el gréfico, las sefiales obtenidas para las diferentes concentraciones de
la Penicilina G Potasica representan una linea recta con un coeficiente de determinacion (r?)
de 0.9888 y un coeficiente de correlacion (r) de 0.9944. Se puede afirmar que el método
presenta ajuste lineal con relacién de la sefial del instrumento con respecto a la concentracion

del analito.

4.5 ESPECIFICIDAD

Para el estudio de la especificidad, se analizaron los cromatogramas del placebo (agua
destilada), cromatograma del estandar de la Penicilina G Potésica y cromatograma de las

muestras (hisopado y enjuagues). Se realizaron dos inyecciones del placebo, dos inyecciones
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del estandar y dos inyecciones de la muestra a analizar. Primero se analizo6 el cromatograma
del placebo, es decir del agua destilada (figura 7), con el fin de demostrar que no existe
interferencias, con el pico cromatogréafica de la Penicilina G Potésica, luego se analiz6 el
cromatograma del estandar (figura 8). Por ultimo, se analizaron los cromatogramas de las
muestras, y se observa (figuras 9 y 10) que no hay interferencia con el pico de interés. En la

tabla 10, se muestran los tiempos de retencion obtenidas del placebo, principio activo y

muestras.
Tabla 10. Resultados de los tiempos de retencion del placebo, estdndar y
muestras.
Muestras Tiempo de retencién (minutos)

Placebo 2.907
Estandar 3.874
Muestras de trazas de Penicilina G Potésica

. No detectable
de hisopado
Muestras de trazas de Penicilina G Potasica

. No detectable

de Enjuague
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<Chromatogram>
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Figura 9. Cromatograma de muestra de enjuague de Penicilina G Potasica



DATOS MX1 TRAZAS PENICILINA G POTASICA EQUIPOS HISOPADO ESPECIFICIDAD.001..Icd
uv 1 Det.A Ch1

2000
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4 |

Figura 10. Cromatograma de muestra de Hisopado de Penicilina G Potasica

El tiempo obtenido de la Penicilina G Potasica fue de 3.874 minutos, el tiempo de retencion
del placebo, agua destilada, fue de 2.907 minutos. Por lo que se observa que hay una pequefia
diferencia entre el tiempo de retencidn del principio activo y del placebo, por lo tanto,
ninguna sefial interfiere en la cuantificacion de la Penicilina G Potésica, decir es un método

especifico para la determinacion del principio activo.

4.6 LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Una de las ventajas de utilizar métodos instrumentales de anélisis como la Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC), es que son capaces de detectar y determinar cantidades
de analito mucho maés pequefias que otros métodos. Uno de los principales problemas que se
presentan cuando se trabaja a bajos niveles de concentracién es a la hora de informar sobre
la presencia o ausencia de un analito determinado; por esta razon, es muy importante llevar
a cabo la determinacion tanto del limite de deteccion como del limite de cuantificacion. Esto
se realizd utilizando la desviacidn estandar del intercepto y la pendiente de la curva de
calibracién normal elaborada con los datos obtenidos de los estdndares de Penicilina G

Potésica en el parametro de la linealidad. Los datos se pueden observar en la tabla 4.
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A continuacion, en la tabla 11, se presentan los resultados obtenidos, como se observa los
valores encontrados son muy pequefios, lo que indica que el limite de deteccion y

cuantificacion se encuentran alejados de la concentracion de trabajo.
Para la realizacion de los célculos se utilizaron dos ecuaciones las cuales fueron:

Ecuacién 1: Yip = a + 3.syix

Y,p = 17550 + 3(656.43)

Y,, = 191519.29

a+ 3.5,
b

LD = 0.00012 —‘Z

m
m
Ecuacion 2: Yic= a + 10.syix

Y,c = 17550 + 10(656.43)

Y,, = 241143

a + 10.5,,
b

mg
LC = 0.00042 —
mL

Tabla 11. Resultados obtenidos del Limite de deteccién y cuantificacion.

Limite de deteccion 0.00012 mg/mL

Limite de cuantificacion 0.00042 mg/mL
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En la tabla 12 se muestra un resumen de los resultados obtenidos de los parametros de

validacion estudiados para la determinacion de trazas de Penicilina G Potésica.

Tabla 12. Resumen de los resultados obtenidos de los parametros de

Validacion.
CUMPLE
PARAMETRO ESPECIFICACION RESULTADOS
Sl | NO
»  COEFICIENTE DE e  Coeficiente de correlacion (r) = 0.9920
DETERMINACION (R?): e Coeficiente de determinacion (r?) = 0.9840
0.98 <r’<1.00 e Intervalo de Confianza para la pendiente IC(81): 14716 -16557
Intervalo de Confianza para la ordenada al origen (intercepto) 1C([30):
>  COEFICIENTE DE -38302. 73404
CORRELACION (R):
Respuesta Respuesta Respuesta
0.98<r< 1.00 [nivel] RSD
>  INTERVALO DE 1 2 3
CONFIANZA PARA LA
PENDIENTE IC(81): NO | 0.00200234
48377 48312 48298 0.09%
DEBE INCLUIR CERO | mg/mL 50%
» INTERVALO DE
L LINEALIDAD 360300351 N
CONFIANZA PARA LA 65359 65086 65735 0.5%
ORDENADA AL mg/mL 75%
ORIGEN (INTERCEPTO) 0.00400468
. 79758 79480 79848 0.2%
| :
C(80) mg/mL 100%
DEBE INCLUIR CERO
0.004405148
> COEEICIENTE DE 86432 86425 86411 0.01%
VARIACION (CV O mg/mL 110%
RSD):
<20.0% (METODO
0.004805616
TRAZASE 92432 92711 92359 0.02%
IMPUREZAS) mg/mL 120%
Factor de respuesta: RSD =1.7%
Respuesta: RSD =0.1%
COEFICIENTE DE VARIACION | Tiempo de retencion: RSD = 0.2%
EN CUANTO A: T g
o lempc'), ¢ Respuesta de estdndar CRA de Penicilina G
* FACTORDE N retencion Potésica (Area)
2. PRECISION DEL RESPUESTA: <2.0% (min) J
SISTEMA
. RESPUESTAS: <2.0% ! 3.898 83967
2 3.883 85075
. TIEMPO DE
RETENCION: < 1.0% 3 3.902 85958
4 3.923 85080
5 3.888 85041
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6 3.897 84872

Respuesta de estandares RSD =1.0%
Respuesta de muestras impurezas: RSD =N/A
Respuesta Respuesta
Estandares Muestras mg / unidad (CRA | % (CRA de
N° (CRA de de Penicilina G Penicilina
(PenicilinaG | Penicilina Potasica) G Potasica)
i Potésica) G Potésica)
3. PRECISION DEL COEFICIENTEDIEI.E VARIACION
METODO : 1 87220 No presenta N/A N/A
e RESPUESTASY 2 87954 No presenta N/A N/A
FACTORES DE
RESPUESTA: <25.0% 3 88001 No presenta N/A N/A
4 87955 No presenta N/A N/A
5 87626 No presenta N/A N/A
6 88412 No presenta N/A N/A
. PORCENTAJE DE -r>=0.9888
RECOBRO:
-r=0.9943
70.0% - 130.0%
Respuesta Respuesta | Respuesta
*  COEFICIENTE DE ivel Trazas Trazas Trazas RSD %
DETERMINACION [nivel] recobro
5. EXACTITUD ) 1 2 3
(RECOBRO) (r?): >0.98y < 1.00
e COEFICIENTE DE 80% 60549 60350 60375 0.18 99.65%
CORRELACION (r):
>0.98 y < 1.00 100% 72194 72431 72352 0.2 95.57%
e  COEFICIENTE DE 120% 89897 89460 89269 0.4 97.70%
VARIACION: <20.0%
NO DEBE HABER
6. ESPECIFICIDAD INTERFERENCIA NO EXISTE INTERFERENCIA SIGNIFICATIVA
P 0.00042 mg/mL
7. LIMITE DE SE EVALUO EL NIVEL c '-'nT.'ft.e de -
DETECCION Y MINIMO DE ANALITO QUE uantiticacio
CUANTIFICACION PUEDA DETECTARSE Y
CUANTIFICARSE 0.00012 mg/mL.

L imite de Deteccid
CONFIABLEMENTE. imite de Deteccion




. CONCLUSIONES

El método analitico validado cumple con los pardmetros establecidos, por lo tanto, se
evidencia que el método es valido para la cuantificacion e identificacion del principio

activo Penicilina G Potésica.

Se establecio que la metodologia analitica para la determinacion de Penicilina G
Potéasica presenta linealidad en el intervalo de concentracion estudiada, desde 50.0%
a 120.0%, obteniéndose el coeficiente de determinacion r?= 0.984 y 0.988 tanto para
el sistema como para el método, respectivamente; por lo tanto, ambos valores se

encuentran dentro de los limites establecidos, los cuales son 0.98 < r?< 1.00.

Los resultados obtenidos para la precision del sistema y del método fueron
satisfactorios, ya que los valores obtenidos de RSD de los factores de respuesta fueron
menores al 1.0 %, lo que indica que el sistema y el método son precisos.

La metodologia analitica cumple con las especificaciones de exactitud, evaluandose
mediante inyecciones de tres niveles de concentracion conocidas 80% (0.0032
mg/mL), 100% (0.0040 mg/mL), 120% (0.0048 mg/mL.) para posteriormente calcular
el porcentaje de recuperacion con su desviacion estandar relativa, obteniéndose los
valores dentro de los limites establecidos, por el laboratorio farmacéutico nacional
que es de 70.0% a 130.0%.

Al determinar el Limite de Deteccion se obtuvieron valores de 0.00012 mg/mL y el
Limite de Cuantificacion 0.00042 mg/mL respectivamente, lo que nos muestra que
los resultados se encuentran por debajo de la concentracion de trabajo. Por lo que
hace que el método validado para el laboratorio farmacéutico nacional sea muy

sensible.
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> EIl método aplicado para la verificacion de limpieza en areas y equipos en la planta
betalactdmicos es efectivo, ya que el limite de deteccion y el limite de cuantificacion
para la determinacién de Penicilina G Potésica se encuentran por debajo de la
concentracion establecida por el laboratorio farmacéutico nacional que fue de 0.004

mg/mL.
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7. RECOMENDACIONES

Se recomienda que se realice la precision intermedia, para evaluar la precision por dos
analistas y comparar que los resultados obtenidos reflejen que no existen trazas de

Penicilina G Potasica.

Recomendar al laboratorio farmacéutico, monitorear con mayor frecuencia las trazas de
Penicilina G Potasica, para verificar si la limpieza realizada en la planta de produccion

se esta haciendo correctamente.

Realizar el estudio de la estabilidad de las muestras de enjuague e hisopado de trazas de
Penicilina G Potésica, para verificar que las condiciones a las cuales pueden ser sometidas

no alteren o degraden las muestras.

Se recomienda al Laboratorio Farmacéutico Nacional que se utilice el método validado
propuesto siguiendo las indicaciones, para obtener resultados confiables.
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9. ANEXOS
ANEXOS 1. LINEALIDAD DEL SISTEMA

Figura 11. Cromatograma de Linealidad del sistema a las concentraciones de 50.0% a
120.0%.

<Chromatogram>
PENICILINA G POTASICA 50.0% LINEALIDAD.001.kcd
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0-
-2500+
. - _ - — . , - —
0 1 2 3 4 5 8 7 8 9 10
min
PENICILINA G POTASICA 50.0% LINEALIDAD.002 kcd
W i DetA Chi
2500 } Eg
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<Summary Report>

<< Detector A ==
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Tabla 13. Datos obtenidos de la regresion de la linealidad del sistema.

Concentracion Real

Nivel % mg/mL Area FR ESTANDAR
50% 0.00200 48377 4.1342E-08
50% 0.00200 48312 4.1398E-08
50% 0.00200 48298 4.1410E-08
75% 0.00300 65359 4,5900E-08
75% 0.00300 65086 4,6093E-08
75% 0.00300 65735 4.5638E-08
100% 0.00400 79758 5.0152E-08
100% 0.00400 79480 5.0327E-08
100% 0.00400 79848 5.0095E-08
110% 0.00440 86432 5.0907E-08
110% 0.00440 86425 5.0911E-08
110% 0.00440 86411 5.0919E-08
120% 0.00480 92432 5.1930E-08

120% 0.00480 92711 5.1774E-08

120% 0.00480 92353 5.1974E-08
Media 4.8051E-08
%RSD 8.4
desviada al origen 0.0
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ANEXO 2. PRECISION DEL SISTEMA

Figura 12. Cromatograma de Estandar de Penicilina G Potasica al 100.0% (0.0040 mg/mL)

DATOS PENICILIMNA G POTASICA PRECISION 100.0% 004.ked

v 3 TetA TR
5000
2500H
[ ¥ &
2500
- Saa T 1 T T T T
mim
DATOS PEMICILINA G POTASICA PRECISION 100.0% 005 kd
v 3 Ti=tA TR
i
5000
2500]
R
-2500-
T T 1 | L] L | T 1 v 1 T T
i 2 3 4 5 g 7 8 o 10
mim
DATOS PEMICILINA G POTASICA PRECISION 100.0% 008 kd
v = DOetA R
] B
5000
2500
[I_ AT ¥ I
-2500-]
0 3 3 i 5 & T 8 8 10
miin

62



<Chromatogram:=
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<Summary Report>

<< Detector A ==

ID#1 Compound Name: Penicilina G Potasica

Title Ret. Time Area Conc Units | Vial# [Tailing Facto
DATOS PENICICINA G POTASICA PRECISITON 1 3898 83967 0004 mg/m0 2 0805
DATOS PENICILINA G POTASICA PRECISION 1 3883 85075 0.004 mg/mL{3 0814
DATOS PENICILINA G POTASICA PRECISION 1 3902 85958 0.004 | mg/mL] 4 0810
DATOS PENICILINA G POTASICA PRECISION 1 3923 85080 0.004] mg/mL] 5 0.805
DATOS PENICILINA G POTASICA PRECISION 1 3888 85041 0.004| mg/mL] 6 0803
DATOS PENICILINA G POTASICA PRECISION 1 3897 84872 0.004] mg/ml] 7 0811
Average 3898 84008 0.004 0.809

Title Ret. Time Area Conc Units | Vial# Talling Facio
%RSD 0297 0972 0.004 0.691
Maximum 3923 87610 0.004 0814
Minimum 3883 85990 0.004 0.803
Standard Deviation 0012 843 0.00 0.006

Theoretical Plaie#
12357974
12309.593
12309.593
12357974
12355.974
12309.593
12333.450

1.120
12357974
12309.593

26.145
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ANEXO 3. PRECISION DEL METODO

Figura 13. Cromatograma de estandar 1 Penicilina G Potésica (Precision del método)
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Figura 14. Cromatogramas de Muestras 1 de Enjuague e Hisopado, para la precision del

método.
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<= DRIBEOrA ==
101 Compound Mame: Penlding & Pos@sics
pis FeL TIme|  Area COnE. | Wa= | 1alng Facho | Thecrelcal PlaiEs
[CETOE WA PERICICNA 5 POTESICA EQUIRg [s]Hs] ] IR TO00 .00
DETS MET PENICILIRA = PLTSGes ELog i [1] [ k] [ee]ox] [l
[ A 3 0.O0O [1] (R [ L.O00 0.000
[OET0S WIET PERICILING 5 FUTRSICE ARER LR 5 IR AL 000
DETOS WK1 PENICILINA & POTASIGE SUELD Lo [£] AR ] ] ] EE] [ e
[DET0S WET PERICILINA & FOTRSICE SUELT e ) L) R ) T PR
FWETAnE [HLeL ] [£] [ER ] [ KE] [
i) 0.000 0000 0.000 0.000 0.000
Manimum [HLEL ] [£] BB ] [ KE] [
L | 0 (R} i [1] [ Heln] [ee]ox] [l
[ Standard Dewviaticn ] ] [] [ HEA] [HEE]KE] 10.0500
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Figura 15. Cromatograma de estandar 2 Penicilina

G Potasica (Precision del método)

<Chromatogram>
DATOS PENICILINA G POTASICA PRECISION 100.0%.001.lcd
uV 1 ® Det. A Ch1
1 3
- o
1 el
5000+
] ©
c
25004
o
—2500—‘
1 T I I T T T I T T T T I T T T I T T T T | T T | T T T I T T T I T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
min
<Summary Report>
<< Detector A >>
ID#1 Compound Mame: Penicilina G Potasica
Tifle Ret. Time| Area Conc Units | Vial#¥ [Tailing Facto
DATOS PENICILINA G POTASICA PRECISION 1 3810 87954 0.004 | mg/mL[ T0 0.809
Average 3.810 87954 0.004 0.809
%RSD 0.000 0.000 0.000 0.000
Maximum 3810 87954 0004 0809
Minimum 3.810 87954 0.004 0.809
Standard Deviation 0.000 0 0.00 0.000
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Figura 16. Cromatogramas de Muestras 2 de Enjuague e Hisopado, para la precision del

método.
<Chromatogram=
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750 DATOS MX2 TRAZAS PENICILINA G POTASICA AREA HISOPADO 002 .lcd
w Del A Chi
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' I| |.l f
| \
|'\ / \ ||
1
0 \‘—/\\_/J | e s
0 2 3 4 5 [} 7 10
min
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7500+
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2500+
0- S
T g L e e S=Do g At T T o T N T ¥ T
0 2 3
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——t ) T e e e
0 T E—
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0 2 3 4 5 <] 7 8 10
min
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<Summary Report>

<< Detector A =>
ID#1 Compound Mame: Penicilina G Potasica

Tile Hef. Time Ares Conc. Units | ViaRF [Taling Facto
[DATUS MEZ TRAZAS PENICILING 5 PO ASICA 0.000 0.000 0.00] engfml] 77 0.000
[DATOS WXZ TRAZAS PENICILINA G FOTASICA 0.000 0.000 0.00] mgiml] T2 0.000
[DATOE WXZ TRAZAS FENICILINAG FOTASICA 0.000 0.000 0.00] ngiml] T3 0.000
[DATUS WEZ TRAZAS PENICILING G PUTASICA 0.000 0.000 0.00] giml] 74 0.000
[DATOS WXZ TRAZAS PENICILINA G FOTASICA 0.000 0.000 0.00] mgiml] 75 0.000
[DATOS WXZ TRAZAS PENICILINAG FOTASICA 0.000 0.000 000 mgiml T8 0.000
Lverage 0.000 0.000 000 0.000

Tile Ret. Time Area Conc. Units | Vial# [Taling Facto
%RSD 0.000 0.000 0.00 0.000
Maximum K] (R 0.0 [V
Minirmum 0.000 0.000 000 0000
Standard Deviation 0000 0.000 0.00 0.000

Theaoretical Flate®
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
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Figura 17. Cromatograma de estandar 3 Penicilina G Potésica (Precision del método)

<Chromatogram>
DATOS PENICILINA G POTASICA PRECISION 100.0%.001.lcd
uV - Det.A Chi
E
5000
z
2500+
0_
-2500+
————T T T ————— 7T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 10
min
<Summary Report>
<< Detector A >>
ID#1 Compound Name: Penicilina G Potasica
Title Ret Time Area Conc. Units | Vial# [raling Facio
DATOS PENICIONA G POTASICA PRECISION 1 3792 Ba00T .00 mgimL{ 17 0.856
Average 3792 BA00T 0.004 0856
TRS5D 0.000 0.000 0.000 0.000
Maximum 3792 Ba00T 0.004 0.856
Minimum 3.792 88001 0.004 0.856
Standard Deviation 0.000 0 0.00 0.000

Theorefical Flaie#
12551432
12551432

0.000
12551432
12551432

0.000
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Figura 18. Cromatogramas de Muestras 3 de Enjuague e Hisopado, para la precision del

método.
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<Summary Report>

<< Detector A >>
ID#1 Compound Name: Penicilina G Potasica

Title Ret. Time Area Conc. Units | Vial# [Tailing Facto

DATOS MX3 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00 [ mg/mL] 18 0.000
DATOS MX3 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00 [mg/mL] 19 0.000
DATOS MX3 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00 [mg/mL] 20 0.000
DATOS MX3 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00 | mg/mLj 21 0.000
DATOS MX3 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00 [mg/mL] 22 0.000
DATOS MX3 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00 | mg/mL] 23 0.000
Average 0.000 0 0.00 0.000
Title Ret. Time Area Conc. Units | Via# [Tailing Facto

%RSD 0.000 0.000 0.000 0.000
Maximum 0.000 0 0.00 0.000
Minimum 0.000 0 0.00 0.000
Standard Deviation 0.000 0 0.00 0.000

Theorelical Plate#
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
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Figura 19. Cromatograma de estandar 4 Penicilina G Potasica (Precision del método)

<Chromatogram:>
DATOS PENICILINA G POTASICA PRECISION 100.0%.001.lcd
uv 8 Det.A Chi
1 2
5000+
2500+
[J_
-2500+
——T—— 77T -7
0 1 2 3 4 5 6 7 8 10
min
<Summary Report>
<< Detector A ==
ID#1 Compound Mame: Penicilina G Potasica
Title Ret. Time] Area Conc. Units | ViaFf [Tailling Facto
DATOS PENICILINA G POTASICA PRECISION T 3.785 87955 0.004] mg/mL] 24 0.871
Average J.78h Gr9oh 0.004 08717
RS0 0.000 0.000 0.000 0.000
WMaximum 3.785 87955 0.004 0.871
Minimum 3.785 87955 0.004 0.871
Standard Deviation U0 0 000 0.000

T heorelical Plaie®
12792 154
12792 1654

0.000

12792154

12792154
0.000
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Figura 20. Cromatograma de Muestras 4 de Trazas de Penicilina G Potasica en Enjuague e
Hisopado, para la precision del método.

=Chromatogram:>
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min
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<Summary Report>

<< Detector A >>
ID#1 Compound Name: Penicilina G Potasica

Title Ret. Time Area Conc. Units | Vial# [Tailing Facto
DATOS MX4 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00| mg/mL] 25 0.000
DATOS MX4 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00| mg/mL] 26 0.000
DATOS MX4 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00| mg/mL] 27 0.000
DATOS MX4 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00| mg/mL] 28 0.000
DATOS MX4 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00| mg/mL| 29 0.000
DATOS MX4 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00| mg/mL] 30 0.000
Average 0.000 0 0.00 0.000

Title Ret. Time Area Conc. Units | Vial# [Tailing Facto
%RSD 0.000 0 0.000 0.000
Maximum 0.000 0 0.000 0.000
Minimum 0.000 0 0.000 0.000
Standard Deviation 0.000 0 0.000 0.000

Theoretical Plate#
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
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Figura 21. Cromatograma de estandar 5 Penicilina G Potasica (Precision del método)

<Chromatogram>
DATOS PENICILINA G POTASICA PRECISION 100.0%.001.lcd
uv - Del A Chi
=
1 b
5000
] a3
2500-]
o
-2500-]
———— —————— ————— :
0 1 2 3 4 5 6 7 8 10
min
<Summary Report>
<< Detector A >>
ID#1 Compound Name: Penicilina G Potasica
Title Rel Timg[ _ Area Conc. Units | Viak [Talling Facto
DATOS PENICILINA G POTASICA PRECISION 1| 3884 B7626 0.004 | mg/mL]|31 0816
Average 3.864 B7626 0.004 0816
%RSD 0.000 0.000 0.000 0.000
Maximum 3884 B7626 0.004 0876
Minimum 3.884 87626 0.004 0.816
Standard Deviation 0.000 0 0.00 0.000

Theoretical Plate#
12228876

12226 876

0.000

12228876

12228876

0.000

81



Figura 22. Cromatograma de Muestras 5 de Trazas de Penicilina G Potasica en Enjuague e

Hisopado, para la precision del método.

<Chromatogram>
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<Summary Report>

<< Detector A >>
ID#1 Compound Name: Penicilina G Potasica

Title Ret. Time Area Conc. Units | Vial# [Tailing Facto
DATOS MX5 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 1] 0.00| mg/mL]| 32 0.000
DATOS MX5 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00| mg/mL] 33 0.000
DATOS MX5 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00| mg/mL]| 34 0.000
DATOS MX5 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 1] 0.00| mg/mL] 35 0.000
DATOS MX5 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00] mg/mL] 36 0.000
DATOS MX5 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 1] 0.00] mg/mL] 37 0.000
Average 0.000 0 0.00 0.000

Title Ret. Time Area Conc. Units | Vial# [Tailing Facto
%RSD 0.000 0.000 0.000 0.000
Maximum 0.000 0 0.00 0.000
Minimum 0.000 0 0.00 0.000
Standard Deviation 0.000 0 0.00 0.000

Theoretical Plate#
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
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Figura 23. Cromatograma de estandar 6 Penicilina G Potasica (Precision del método)

<Chromatogram>
DATOS PENICILINA G POTASICA PRECISION 100.0%.001.lcd
uv E Det.A Chi
) g
&
4 ]
50004
2500
- r
2500
T LA I | LA LL A N R B LR B B R | L —1 T T 1T LI
0 1 2 3 4 5 B 7 8 10
min
<Summary Report>
=< Deteclor A »>
|0#1 Compound Mame: Penicilina G Potasica
Title: Ret. Time Area Conc. Units | ViaE [raling Facio
DATOS PENICILINA G FOTASICA PRECISION 1 3777 58412 0.004 mg/mL] 38 0.576
Average 3777 58412 0.004 0.576
RS0 0.000 0.000 0.000 0.000
Klaximum 3777 88412 0.004 0.576
Kinimum 3097 88412 0.004 0576
Standard Deviafion 0.000 [1] 0.00 0.000

Theoretical Plate®
12385925
12385.925

0.000
12385925
12385.925

0.000
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Figura 24. Cromatograma de Muestras 6 de Trazas de Penicilina G Potasica en Enjuague e

<Chromatogram=

Hisopado, para la precision del método.
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<Summary Report>

<< Detector A>>
ID#1 Compound Name: Penicilina G Potasica

Title Ret. Time Area Conc. Units | Vial# [Tailing Facto
DATOS MX6 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00 [mg/mL] 39 0.000
DATOS MX6 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00 [mg/mL 40 0.000
DATOS MX6 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00 [mg/mL| 41 0.000
DATOS MX5 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00 [mg/mL 42 0.000
DATOS MX6 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00 [mg/mL 43 0.000
DATOS MX6 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00 [mg/mL| 44 0.000
Average 0.000 0 0.00 0.000

Title Ret. Time Area Conc. Units | Vial¥# [Tailing Facto
%RSD 0.000 0.000 0.000 0.000
Maximum 0.000 0 0.00 0.000
Minimum 0.000 0 0.00 0.000
Standard Deviation 0.000 0 0.00 0.000

Theoretical Plate#
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
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ANEXO 4. EXACTITUD DEL METODO.

Figura 25. Cromatograma de estandar 1 de Penicilina G Potéasica, parametro Exactitud

<Chromatogram>
DATOS STD PENICILINA G POTASICA.001.lcd
uv i b DetA Ch1
5000 8
E o
T
2500
0,
-2500+
—— 77 ——T 77 7 T T
0 1 2 4 5 6 7 8 10
min
<Summary Report>
<< Detector A >>
ID#1 Compound Name: Penicilina G Potasica
Title Ret. Time] Area Conc. [Vial#[lalling Facto] Theorefical Plate#
DATOS STD PENICILINA G POTASICA.DDT. 3678 75798] 00032]2 0800 14734746
Average 3678 75798] 00032 0.800 14734746
%RSD 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Maximum 3678 75798] 0.0032 0.800 14734746
Minimum 3678 75798 0.0032 0.800 14734746
Standard Deviation 0.000 0 0.000 0.000 0.000
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Figura 26. Cromatograma de Muestra 80.0% (0.0032 mg/mL) de Penicilina G Potasica,

parametro Exactitud

<Chromatogram:=
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-Eﬁuu- 1 1 1 1 ! L] ! |
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min
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2500
0
-2500-
1 1 1 1 1 | 1 |
0 2 3 4 5 8 7 8 8 10
min
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<Summary Report>

<< Detector A >>

ID#1 Compound Name: Penicilina G Potasica

Title Ret. Time] Area Conc. |Vial#[Tailing Facto| Theoretical Plate#
DATOS PENICILINA G POTASICA EXACTITUD 8 3.719 60549 99.853(3 0.788 1883.319
DATOS PENICILINA G POTASICA EXACTITUD 8 3.716 60350 99.524[3 0.789 1863.905
DATOS PENICILINA G POTASICA EXACTITUD 8 3.711 60375] 99.566(3 0.790 1858.343
Average 3.715 60425 99.648 0.789 1868.523
%RSD 0.100 0.179 0.179 0.175 0.702

Title Ret. Time| Area Conc. |Vial# [lailing Facto|Theoretical Plate#
Maximum 3.719 60549| 99.853 0.790 1883.319
Minimum 3.711 60350| 99.524 0.788 1858.343
Standard Deviation 0.004 108 0.179 0.001 13.113
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Figura 27. Cromatograma de estandar 2 de Penicilina G Potéasica, parametro de Exactitud

<Chromatogram>
DATOS STD2 PENICILINA G POTASICA.002 Icd
" i g Det A Chi
5000 8
2500+
[]_
-2500-]
I 1 | I | | I 1 1
0 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10
min
<Summary Report>

<< Detector A >>
ID#1 Compound Mame: Penicilina G Potasica

Title Ret. Time]  Area Conc. | Viai [lalling Facto[ T heorefical Plate®
UATOS STDZ PENICILINA G POTASICA.DUZ Jcd JEM 75705 [N E] 0802 14720233
Average ELTA 75705 0.004 0802 14720233
%RSD 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Maximum ELTA 575 0.004 0802 14720233
Minimum 3.671 75705 0.004 0.802 14720233
Standard Deviation 0.000 0 0.000 0.000 0.000
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Figura 28. Cromatograma de Muestra 100.0% (0.0040 mg/mL) de Penicilina G Potasica,

parametro Exactitud

<Chromatogram=
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<Summary Report>

<< Detector A >>

ID#1 Compound Name: Penicilina G Potasica

Title Ret. Time Area Conc. |Vial#[Tailing Facto| Theoretical Plate#
DATOS1 PENICILINA G POTASICA EXACTITUD 3.649 72194 95.362|8 0.843 1722.346
DATOS1 PENICILINA G POTASICA EXACTITUD 3.635 72431 95.676|8 0.848 1736.511
DATOS1 PENICILINA G POTASICA EXACTITUD 3.635 72431 95.676|8 0.848 1736.511
Average 3.640 72352 95.571 0.847 1731.789
%RSD 0.220 0.190 0.190 0.333 0.472

Title Ret. Time| Area Conc. |Vial# [railing Facto|Theoretical Plate#
Maximum 3.649 72431| 95.676 0.848 1736.511
Minimum 3.635 72194 | 95.362 0.843 1722.346
Standard Deviation 0.008 137 0.181 0.003 8.178
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Figura 29. Cromatograma de estandar 3 de Penicilina G Potésica, parametro de Exactitud

<Chromatogram>
DATOS STD3 PENICILINA G POTASICA.003.Icd
uv 3 Det A Chi
] k4
5000 z
2500
[}_
-2500-
I | 1 1 | L 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
min

<Summary Report>

<< Detector A >>
ID#1 Compound Mame: Penicilina G Potasica

Title Ref. Time]  Area Conc. [Via#Tailing Facto[Theorefical Plale#
DATOS STD3 PENICILINA G POTASICADD3 Icd 3074 76372 000486 0.840 14688 371
Average 3574 76372 0.0048 0.840 14688.311
%RSD 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Maximum 3074 76372 0.0048 0.840 14688 371
Minimum 3574 76372 0.0048 0.840 14688 311
Standard Deviafion 0.000 [} 0.000 0.000 0000
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Figura 30. Cromatograma de Muestra 120.0% (0.0042 mg/mL) de Penicilina G Potasica,
pardmetro Exactitud

<C hromatogram:=
DATOS PENICILINA G POTASICA EXACTITUD 120%.001.Jcd
w : 1 et A Chi
1 3
5000
2500
R
-25004
1 1 N 1 1 1 | D | | 1
0 1 2 3 5 8 7 3 g 10
min
DATOS PENICILINA G POTASICA EXACTITUD 120%.002 lcd
w 1 S DA Thi
5000
2500
o
-2500
T T T T T T T T
0 2 3 4 5 B 7 3 g 10
min
DATOS PENICILINA G POTASICA EXACTITUD 120%.003 Jcd
uv 1 % DetA Chi
] =
5000
2500
o
2500
1 ] 1 1 1 L] L] L
0 2 3 4 5 B 7 3 g 10
min
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<Summary Report>

<< Detector A >>
ID#1 Compound Name: Penicilina G Potasica

Title Ret. Time Area Conc. [Vial#[Tailing Facto] Theoretical Plate#
DATOS PENICILINA G POTASICA EXACTITUD 1 3.690 89897 98.091|5 0.812 1773.384
DATOS PENICILINA G POTASICA EXACTITUD 1 3.681 89460 97.615|5 0.815 1764.391
DATOS PENICILINA G POTASICA EXACTITUD 1 3.678 89269 97.406|5 0.818 1755.509
Average 3.683 895421 97.704 0.815 1764.428
%RSD 0.170 0.359 0.359 0.397 0.507

Title Ret. Time| Area Conc. [Vial#Tailing Facto|Theoretical Plate#
Maximum 3.690 89897 98.091 0.818 1773.384
Minimum 3.678 89269 | 97.406 0.812 1755.509
Standard Deviation 0.006 322 0.351 0.003 8.937
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ANEXO 5. ESPECIFICIDAD

Figura 31. Cromatograma del diluyente (agua destilada)

<Chromatograms>
DATOS AGUA CALIDAD USADA EN EMJUAGUE OE AREAS Y EQUIPOS.001.4ed
uV DetA Chi
20004
1500
1000+
500
y —
T T T T T T T T
a 1 2 3 4 5 6 ) ] 10
min
DATOS AGUA CALIDAD USADA EN EMJUAGUE DE AREAS ¥ EQUIPOS.002.4d
uy DetA Chi
2000+
1500+
1000+
500
0 _—
1 T ™1 T ™1 ™1 ™7 ™1
a 1 2 3 4 5 & T B 10
min
<Summary Report>
<< Detecor A ==
ID#1 Compound Mame: Blanco
Title Fei Time]  Area Cone. Units | ViaEs [l alling Facto
DATOS AGUA CALIDAD UEADA EN ENJUAGUE 0.000 1] 000 [mgll [&0 0.000
DATOE AGUA TALIDAL USADA EN ENJUAGEUE 0000 1) U0 [mgiC 80 0.ooo
AVETADE 0.000 1] 000 0.000
RED 0.000 0000 0000 0.000
TWaxarmum 0000 1] oo .o
Rinimum 0.000 1] 0.00 0.000
Standard Deviation 0.000 1] 0.00 0.000

Theoretical Flate?
0000
LiRiN ]
0.000
0007
0000
0007
0000




Figura 32. Cromatograma de Estandar de Penicilina G Potéasica Especificidad

=Chromatogram>
DATOS PEMICILINA G POTASICA 100.0% 001 Jed
u ; DeLA Ch
8
5000
2500
-:|—: Ty g
2500
T L I T T T ML T T
0 1 2 3 5 f 7 ] g 10
min
DATOS PEMICILINA G POTASICA 100.0% 002led
u ; DeL.A Ch
] 8
5000
2500
25004
l T T T — T T T ) & Rama
min
DATOS PEMICILINA G POTASICA 100.0% 003 Jed
iy E DeLA Ch
EO00
2500
04 T ¥ 4
-2500=1
1 L | I T L I LT | |
0 i 2 3 4 5 i 7 g g 10
min
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Figura 33. Cromatogramas de Muestras 1 de Penicilina G Potasica, para el parametro de

<Chromatogram=
DATOS MX1 TRAZAS PENICILINA G POTASICA EQUIPOS EMJUAGUE ESPECIFICIDAD 001 led

uv

uv

UV 3pp00-

Especificidad

L
o=

DATOS Mx1 TRAZAS PENICILINA G POTASICA EQUIPOS

=]
B —}

Det.A Chi
4 8 T4 ) 10
rin
HISOPADO ESPECIFICIDAD 001 lcd
Det.A Chi
8 L T 10
rin
DATOS MX1 TRAZAS PENICILINA G POTASICA AREA ENJUAGIE ESPECIFICIDAD.OD. led
Det.A Chi
—— T T — -
5 a T 4 g 10
rin
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ul

DATOS MX1 TRAZAS PENICILINA G POTASICA AREA HISOPADD ESPECIFICIDAD.OD. bed

| Det & Chi
500004
25000
0 \J\—'h .
T | | v 1 N | 1 | | 1 |
0 1 2 3 4 5 B 7 B 10
min
DATOS MX1 TRAZAS PENICILINA G POTASICA SUELD ENJUAGLE ESPECIFICIDAD 001, led
200004 Det.& Chi
15000
100004
5000+
o4
L L B [ B R L B Ry I B B L R B T Y
0 i 2 a 4 5 B 7 8 10
min
DATOS MX1 TRAZAS PENICILINA G POTASICA SUELO HISOPADO ESPECIFICIDAD.D01 led
Det.A Chi
150004
100004
5000-]
04 f\—\\-—-’\_
r1tfrrrrgrrryry;y;,oryryr*;y9rrrxrr y[rrrryf 7y} Jrrrr11 T
0 1 H 1 4 5 B 7 8 10
miin
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<Summary Report>

<< Detector A >>
ID#1 Compound Name: Penicilina G Potasica

Title Rel. Time Area Conc. Units Vial# [ Tailing Facto

DATOS MX1 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00[mg/mL |48 0.000
DATOS MX1 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00{mg/mL |49 0.000
DATOS MX1 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00[mg/mL |50 0.000
DATOS MX1 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00[mg/mL |51 0.000
DATOS MX1 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00{mg/mL |52 0.000
DATOS MX1 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00{mg/mL [53 0.000
Average 0.000 0 0.00 0.000
Title Ret. Time Area Conc. Units | Vial# [Tailing Facto

%RSD 0.000 0.000 0.000 0.000

Maximum 0.000 0 0.00 0.000

Minimum 0.000 0 0.00 0.000

Standard Deviation 0.000 0 0.00 0.000

Theoretical Plate#
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
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Figura 34. Cromatogramas de Muestras 2 de Penicilina G Potasica, para el parametro de

Especificidad
<Chromatograms:>
DATOS MXZ TRAZAS PENICILINA G POTASICA EQUIPDS ENJUAGUE D02 cd
u' DetA Chi
2000
1500+
10004
500
- rVL‘/\—A I
L L ] T L 1 L T Y
i 1 i 3 4 5 G 7 B g 10
min
DATOS MX2 TRAZAS PENICILINA G POTASICA EQUIPOS HISOPADD.002 Jed
u 150000+ DetA Chi
100000
BO0DH
0 J L
1 | | | | | 1 | 1 |
a i 2 3 4 5 d 7 B -+ 10
min
000 DATOS Mx2 TRAZAS PENICILINA G POTASICA AREA ENJUAGUE.D0Z.kd
u ] - DetA Cni
40007
2000
20004
10004
-
0 1 2 3 3 5 & T 3 e 10
min
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DATOS ME2 TRAFAS PEMICILINA G POTASICA AREA HISOPADD.002.1cd

DetA Chi
F00
2000+
1 o0
R VAN
o 1 2 3 i 5 & 7 R
min
DATOS MX2 TRAZAS PENICILINA G POTASICA SUELD EMJUAGUE 002 bed
Det.A Chi
Ly
2000+
100
0}
| 1 I | | | 1 1 |
0 1 2 3 E 5 [ ¥ B a 10
min
DATOS MX2 TRAZAS PENICILINA G POTASICA SUELD HISOPADOD. 002 bod
|' Det.A Chi
5004 | ||
|
L II | | III .II
. W III" ll| | I' l"‘.. Iﬂl
W | W
1 I."'\I._.'I II"
4 ot e - ]
[:._ g — -
N 1] 1 I L 1 I 1 L N
0 1 2 3 E 5 [ 7 8 8 10
min
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<Summary Report>

<< Detector A >>
ID#1 Compound Name: Penicilina G Potasica

Title Ret. Time| Area Conc. Units | Vial# [Tailing Facto
DATOS MX2 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00 |mg/mL] 54 0.000
DATOS MX2 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00 | mg/mL] 55 0.000
DATOS MX2 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00 [ mg/mL] 56 0.000
DATOS MX2 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00 | mg/mL] 57 0.000
DATOS MX2 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00 [ mg/mL] 58 0.000
DATOS MX2 TRAZAS PENICILINA G POTASICA 0.000 0 0.00 | mg/mL] 59 0.000
Average 0.000 0 0.00 0.000

Title Ret. Time Area Conc. Units | Vial# [Tailing Facto
%RSD 0.000 0.000 0.000 0.000
Maximum 0.000 0 0.00 0.000
Minimum 0.000 0 0.00 0.000
Standard Deviation 0.000 0 0.00 0.000

Theoretical Plate#
0.000
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ANEXO 6. LIMITE DE CUANTIFICACION Y DETECCION

Figura 35. Cromatogramas de Blanco 1 de Penicilina G Potasica, para el limite de

cuantificacion y deteccion

<Chromatogram>

C:\...\PENICILINA G POTASICA\TRAZAS\LIMITE DE DETECCION Y CUANTNDATOS BLANCO 1.001.lcd

mV
§ . Det.A Ch1
= g B ©
] g S >
o =
0.0 =
-2.5
! ! ! ! | ! ! ! ! I ! ! ! ! | ! ! ! !
0.0 25 5.0 7.5 10.0
min
<Results>
Detector A
ID# Name Ret. Time Area Height Conc. Units
1 RT0.905 0.905 26781 3312 0.000] mg/pL
2 RT1.845 1.845 491 83 0.000| mg/pL
3 RT2.424 2424 4348 282 0.000| mg/uL
4 RT2.837 2.837 832 73 0.000] mg/pL
5 RT6.188 6.188 1787 81 0.000] mg/pL
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Figura 36. Cromatogramas de Blanco 2 de Penicilina G Potasica, para el limite de
cuantificacién y deteccion

<Chromatogram>

C:\..\PENICILINA G POTASICA\TRAZAS\LIMITE DE DETECCION Y CUANTINDATOS BLANCO 2.001.lcd

mV
o Det.A Ch1
3 a
g g = 3 S
] = kot E
o o
0.0+
-2.5-
0.0 2'5 5|.0 7‘.5 10.0
min
<Results>
Detector A
D# Name Ret. Time Area Height Conc. Units
1 RT0.9712 0912 26865 3979 0.000| mg/uC
7 RT1.839 1.839 474 102 0.000] mg/uC
3 RT2.430 2.430 4762 288 0.000] mg/uL
4 RT2.844 2.844 882 77 0.000| mg/uL
5 RT6.129 6.129 1519 71 0.000] mg/uLC
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Figura 37. Cromatogramas de Blanco 3 de Penicilina G Potasica, para el limite de

cuantificacién y deteccion

<Chromatogram>

C:\...\PENICILINA G POTASICA\TRAZAS\LIMITE DE DETECCION Y CUANTI\DATOS BLANCO 3.001.lcd

mV
= Det.A Ch1
e s :
] = 2
0.0 4 4
-2.5+
T T T T | T T T T | T T T T | T T T T
0.0 2.5 50 7.5 10.0
min
<Results>
Detector A
ID# Name Ret. Time Area Height Conc. Units
1 RT0.880 0.880 25421 3854 0.000] mg/uL
2 RT1.833 1.833 498 100 0.000] mg/uL
3 RT2.423 2423 4176 252 0.000] mg/pL
4 RT2.812 2.812 862 89 0.000| mg/uL
5 RT6.118 6.118 1359 66 0.000] mg/uL
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Figura 38. Cromatogramas de Blanco 4 de Penicilina G Potasica, para el limite de

cuantificacién y deteccion

<Chromatogram>

C:\..\PENICILINA G POTASICA\TRAZAS\LIMITE DE DETECCION Y CUANTNDATOS BLANCO 4.001.lcd

mV
Det.A Ch1
N
o
o
' ! ' ' [ ' ! ! ! | ! ! ' ' | ' ! ' '
0.0 25 5.0 7.5 10.0
min
<Results>
Detector A
ID# Name Ret. Time Area Height Conc. Units
1 RT0.845 0.845 26252 3734 0.000| mg/uL
2 RT1.869 1.869 517 106 0.000| mg/uL
3 RT2.429 2.429 4151 261 0.000] mg/pL
4 RT2.864 2.864 831 92 0.000] mg/pL
5 RT6.127 6.127 1286 72 0.000| mg/uL
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Figura 39. Cromatogramas de Blanco 5 de Penicilina G Potasica, para el limite de

cuantificacién y deteccion

<Chromatogram>

C:\..APENICILINA G POTASICA\TRAZAS\LIMITE DE DETECCION Y CUANTNDATOS BLANCO 5.001.lcd

mV
5 Det.A Ch1
o o E E
0.0+
-2.51
T T T T | T T T T I T T T T | T T T T
0.0 25 5.0 7.5 10.0
min
<Results>
Detector A
ID# Name Ret. Time Area Height Conc. Units
1 RT0.891 0.891 27899 3685 0.000| mg/uL
2 RT1.868 1.868 482 98 0.000] mg/uL
3 RT2.772 2772 4204 246 0.000| mg/uL
4 RT2.864 2.864 865 98 0.000| mg/uL
5 RT6.130 6.130 1297 76 0.000| mg/uL

110



