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RESUMEN

Metronidazol (MTZ) con nombre quimico 2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)
etanol, es un medicamento frecuentemente usado para el tratamiento de infecciones
producidas por Trichomonas vaginalis, ademas de ser Util en algunas infecciones
parasitarias es un antibiotico con gran actividad bactericida frente a un gran nimero
de bacterias anaerobias y algunas microaerdfilas, tiendo propiedades farmacolégicas

como antibacteriano, antiprotozoario y antihelmintico.

El presente estudio se llevd a cabo en el Laboratorio Nacional de Control de
Calidad de Medicamentos del Ministerio de Salud de Nicaragua (LNCCM-MINSA),
con la finalidad de validar dos técnicas analiicas como son Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) y Espectrofotometria ultravioleta visible (UV/Vis)
para la cuantificacion de metronidazol base, en los preparados farmacéuticos tableta

e inyectable, reportado en la Farmacopea de los Estados Unidos (USP 34, 2011).

Se utilizd un cromatografo de liquidos Agilent modelo 1260 con inyector
automatico, y un espectrofotometro ultravioleta Agilent modelo 8453, ambos con
detectores de arreglo de diodo a una longitud de onda fija de 320 nm, trabajando en
el rango de concentraciones de 15.46 a 49.47 pg/mL, utilizando como fase moévil y

diluyente Agua:Metanol (60:40 v/v) para ambas técnicas.

Las técnicas validadas se le determinaron los parametros de desempefio,
especificidad, linealidad, exactitud y precision. La curva de calibracion para cada
técnica, demostraron ser lineales r> = 0.9995 (CLAR), r* = 0.9990 (UV/Vis). Se obtuvo
porcentaje de recuperacion en tableta de 104.351 % (CLAR) y 103.441 % (UV/Vis), y
para inyectable 102.532 % (CLAR) y 105.783 % (UV/Vis). En los estudios de la
repetibilidad y precisién intermedia los coeficientes de variacion fueron menores al
2%.
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Ambas técnicas resultaron ser especfficos, lineales, precisos y exactos, por lo

tanto pueden usarse para la rutina de control de calidad en productos farmacéuticos.

Palabras claves: Metronidazol, Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion,

Espectrofotometria UV y Validacion.
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1.1 INTRODUCCION

El tema de validacion ha sido objeto de estudios desde hace afios por
diferentes organismos de caracter oficial, desde la Agencia de Alimentos y
Medicamentos (Food and Drug Administration, FDA), Organizacién mundial de la
Salud (OMS), Asociacion Oficial de Quimicos Analiticas (AOAC), Conferencia
Internacional sobre Armonizacion de los Requisitos Técnicos para el Registro de
Productos Farmacéuticos para Uso Humano (ICH), Farmacopea Europea y la
Farmacopea de los Estados Unidos de América (USP), consignan la ineludible

necesidad de la validacién en los procesos analiticos.

El Consejo de Ministros de Integracion Econdmica de Centroamérica
(COMIECO), aprobo un “Reglamento Técnico Centroamericano, RTCA 11.03.39:06.
Productos Farmacéuticos. Validacion de métodos analiticos para la Evaluacion de la
Calidad de los Medicamentos”, con el objetivo de establecer las directrices para la
validacion de meétodos analiticos fisicoquimicos y microbiolégicos utilizados en el

control de calidad de medicamentos.

Metronidazol (MTZ) es quimicamente 2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il) etanol,
el cual es un farmaco de primera eleccidn para profilaxis y tratamiento de muchas
enfermedades parasitarias. Posee un espectro extremadamente amplio de actividad
antiprotozoario y antimicrobiano siendo efectivo para la mayoria de las bacterias

anaerobias estrictas y protozoarios, siendo seleccionada para nuestro estudio.

Las técnicas que fueron motivo de comparacién en nuestro estudio es la
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) y Espectrofotometria
Ultravioleta Visible (UV/Vis), ambas con detectores de arreglo de Diodos para la
cuantificacion de metronidazol base en su formas farmacéuticas tableta e inyectable,

reportado en la Farmacopea de los Estados Unidos de América USP 34.
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En la validacion de las técnicas analiticas se prepararon en las mismas
condiciones los patrones y las muestras, evaluando los parametros de especificidad
del método, linealidad, precision en condiciones de repetibilidad, precision

intermedia, exactitud, limite de deteccion y limite de cuantificacidon del sistema.

El alcance de nuestro trabajo experimental fue la comparacion de dos técnicas
que generaron datos para evaluar la equivalencia entre las mismas, en toda una
gama de concentraciones, con la finalidad de seleccionar una técnica rapida que

garantice la seguridad y eficacia del medicamento.



Validacién de dos técnicas analdicas paa fa cm-b&waén de @Kehmiaaﬁof base por @/Lomalcﬂﬁaf:fa
(CLAR) y &Wo,cuo;olomeuia (UV/Vis) - A

1.2 ANTECEDENTES

A nivel internacional encontramos un sin nimero de trabajos reportados en
diferentes revistas sobre validaciones de técnicas cromatograficas vy
espectrofotométricas en diversos preparados farmacéuticos y algunos de ellos en
metronidazol en diferentes presentaciones farmacéuticas. En Nicaragua no existen
estudios comparativos de dos técnicas analiticas; sin embargo, se encontraron cinco
estudios sobre el tema de validacion en diferentes técnicas y preparados

farmacéuticos.

Internacionales:

2013 “Validated chromatographic and spectrophotometric methods for analysis
of some amoebicide drugs in their combined pharmaceutical preparation”.
Abdelaleem EA, Abdelwahab NS. Pakistan Journal of Pharmaceutical Sciences
(2013) vol. 26, Issue 1, Jan; p 175-83.

2013 “Application of validated stability indicating HPLC method in stability
testing of nor-metrogyl tablets” Rajyalakshmi Chavakula, Rambabu Chintala,
Benjamin Tadank Journal of Pharmacy Research (2013), vol. 6, Issue 5, May,

p 499-503.

2012 “Simultaneous Determination of Metronidazole and Diiodohydroxyquine in
Bulk Powder and Paramibe Compound Tablets by TLC-Densitometry and HPLC”.
Hesham, S; Safaa, M; Riad, Mamdouh, R; Rezk and Kholoud AhmedSalem et al.,

Pharmaceutica Analytica Acta (2012), vol. 3, Issue 10.
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2011 “Development and Validation of HPLC Method for Simultaneous
Estimation of Ofloxacin and Metronidazole from Pharmaceutical Formulation”. Shree
S. K. Patel. International Journal of Pharmaceutical Frontier Research (JPFR),
(2011), vol. 1, Issue 2, July-Sep: p 68-74.

2008 “Validacion de un método de HPLC simple y rapido para la determinacion
de metronidazol en formulaciones dermatolégicas”. Tashtoush BM; Jacobson EL;
Jacobson MK. Drug Development and Industrial Pharmacy (2008), vol. 34, Issue 8, p
840-4.

2008 “Desenvolvimento e validagdo de método analitico para determinacao de
Metronidazol em forma farmacéutica (gel vaginal)’. Bedor, Danilo; Soares, JL;
Grangeiro, S; Ramos, S, Lima, Adley; Rolim, PJ. Latin American Journal of
Pharmacy (2008) vol. 27, no. 02, p 263-265.

2007 “Validacién de métodos por Espectrofotometria Ultravioleta y HPLC para
la determinacion cuantitativa del Atenolol en preparaciones farmacéuticas”. Weich, A,
Carvalho de Oliveira, D; Melo, J; Goebel, K; Rolim, C. Latin American Journal of
Pharmacy (2007); vol. 26, no. 5, agosto, p 765-770.

2007 “Desarrollo y validacion de un método simple para HPLC simultanea
determinacion in vitro de amoxicilina y metronidazol en una sola longitud de onda”.
Naser Tavakoli, Jaleh Varshosaz, Farid Dorkoosh, Mohammad R. Zargarzadeh.
Revista de Analisis farmacéuticas y biomédicas (2007), vol. 43, no. 1, 04 enero, p
325-329.
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2001 “Quantification of metronidazole in small-volume biological samples using
narrow-bore high-performance liquid chromatography”. J.I.D Wibawa, P.N Shaw, D.A
Barrett. Journal of Chromatography B: Biomedical Sciences and Applications (2001),
vol. 761, Issue 2,25 September, p 213-219

Nacionales:

2012 “Validacion del método analitico para la cuantificacion de Dexametasona
0.5 mg tableta por la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
realizada en Laboratorio Nacional de Control de Calidad de Medicamentos (MINSA),
de agosto 2011 a marzo 2012. UNAN-Managua”. Bras. Téllez Maria Guissell y

Villanueva Martha Ibis.

2011 “Validaciéon del método analitico por cromatografia liquida de alta presion
para la cuantificacion de Mupirocina 2% ungtento en Laboratorio CEGUEL en el
periodo comprendido de mayo a noviembre 2009. UNAN-Managua”. Bra. Faife Lopez
Adinia.

2008 “Validacion de un método Espectrofotométrico UV-Visible para la
determinacion de la Ciprofloxacina en formulaciones sdélidas producidas por
laboratorios Bengochea de Managua; UNAN-Managua”. Brs. Garcia Taleno G. M y
Gutiérrez Obando B. A.

2004 “Desarrollo y validacion para la determinacion de Clembuterol y Ambroxol
en jarabe por Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)”. UNAN-Ledn. Bra.

Quiroz Larios, Clelia Guadalupe.

2004 “Desarrollo y validacion de un método de andlisis de tabletas de
Loratadina y Clorhidrato de pseudoefedrina por espectrofotometria UV-Vis”. UNAN-

Ledn. Bra. Roman Mercado, Mercedes Elizabeth.
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1.3 JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La validacion es parte integral de las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) y
del desarrollo de un método de analisis puesto que sin fiabilidad de los resultados
analiticos es imposible asegurar que un medicamento cumple con las
especificaciones exigidas, ademas, contribuye a garantizar la calidad y asegura las

propiedades de calidad de un producto determinado.

La molécula del metronidazol fue seleccionado por ser el farmaco de primera
eleccion para la profilaxis y el tratamiento de muchas enfermedades parasitarias asi
como las disponibilidad de este principio activo en diferentes presentaciones
farmacéuticas comercializadas tales como: tableta, capsula, inyectable, gel, 6vulo y

suspension.

Debido a lo anterior, la farmacopea de los Estados Unidos de América
recomienda diferentes técnicas de cuantificacion para cada una de los preparados
farmacéuticos. Con el presente trabajo se quiere unificar una Unica técnica para
determinar el metronidazol en diferentes preparados farmacéuticos, por ende
ahorrdndose tiempo en el desarrollo de la misma y a la vez garantizando la rapidez

en la distribucion a las unidades asistenciales para su posterior dispensacion.

Se considera conveniente la realizacion de este trabajo de investigacion en la
comparacion de dos técnicas analiticas; debido al aporte que proporciona, en cuanto
a métodos de andlisis modificados, siendo de gran importancia disponer de métodos
de andlisis alternativos, que proporcione rapidez, seguridad, confiabilidad, en la

calidad de los resultados.
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo General

Determinar los parametros de desempefio del método analitico para la
cuantificacion de metronidazol base tabletas de 500 mg e inyectables 500
mg/mL por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) vy

espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/Vis).

1.4.2 Objetivos Especificos

1.

Evidenciar los parametros del desempefio de la validacion del sistema:
linealidad, precision, exactitud, limite de deteccion, limite de cuantificacion
para metronidazol base por cromatografia de liquidos de alta resolucion
(CLAR) y espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/Vis).

Determinar el porcentaje de recuperacion de metronidazol base en tabletas e
inyectables, por cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) y

espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/Vis).

Comprobar la especificidad del método analitico para la cuantificacion de
metronidazol base en tabletas e inyectables, por las técnicas de cromatografia
de liquidos de alta resolucion (CLAR) y espectrofotometria ultravioleta/visible
(UVNVis).

Comparar las técnicas desarrolladas a traves de los pardmetros de validacion
para determinar la técnica mas adecuada e idénea, de menor tiempo, y que

garantice la seguridad y eficacia del medicamento.
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2.1 Generalidades de validacion
2.1.1 Definicion de validacion

La validacion de un procedimiento analitico es el proceso que establece,
mediante estudios en laboratorios, que las caracteristicas de desempefio del
procedimiento cumplan los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas (USP
34 <1225>, 2011). El objetivo de la validacion de un procedimiento analitico es

demostrar que es apto para el propésito indicado (ICH, 2002).

Mediante la validacion del método se establece si los parametros de calidad
satisfacen los requisitos de una aplicacion analitica concreta. Para ello, se requiere

experimentacion y comparacion con valores de referencia bien conocidos.

Los objetivos de una validacién analitica son los siguientes:
» Garantizar la coherencia entre los resultados obtenidos y las necesidades
» Asegurar la calidad y constancia de la calidad de la informacion obtenida
» Caracterizar métodos y herramientas analiticas

> Facilitar las auditorias de calidad

2.1.2 Caracteristicas analiticas para validacion de métodos

Para que un método de andlisis pueda ser validado, es necesaria la
determinacion y evaluacion de una serie de parametros que definen la calidad del
método que describen la Farmacopea USP 34 (USP 34 <1225>, 2011).
Especificidad
Linealidad del sistema
Precision expresada en sus 2 formas: repetibilidad y precision intermedia.
Exactitud

Limite de detecciéon

YV V V V VYV V¥V

Limite de cuantificacion
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2.1.2.1 Especificidad

Es la habilidad de determinar sin ninguna equivocacion, al analito, en presencia
de otros componentes que se espera estén presentes, tales como impurezas,

productos de degradacion y componentes de la matriz (USP 34 <1225>, 2011).

La especificidad puede verificarse de diferentes maneras, dependiendo del tipo
de andlisis a realizar. Es importante tomar en cuenta, que en aquellos casos en que
la matriz de la muestra es variable, tanto en términos de su composicién, como en la
fuente de las materias primas que las componen (diferentes proveedores, diferentes
origenes), se recomienda que la especificidad se establezca para las diferentes

composiciones o fuentes en forma independiente.

2.1.2.2 Linealidad e intervalo

Linealidad: es la habilidad para producir resultados que son directamente
proporcionales a la concentracion del analito en muestras dentro de un rango dado
(USP 34 <1225>, 2011).

Intervalo: es la amplitud entre las concentraciones inferiores y superior del
analito, en la cual se puede determinar al analito con un nivel adecuado de precision,
exactitud y linealidad utilizando el procedimiento segun se describe por escrito (
(USP 34 <1225>, 2011).

2.1.2.3 Precision

Es el grado de concordancia entre resultados de pruebas individuales cuando el
método es aplicado repetidamente a muestreos mlltiples de una muestra
homogénea. Se puede medir por el grado de reproducibilidad o repetibilidad del

método analitico.




Validacién de dos técnicas analdicas paa fa cm%waéu de @Ke&mi&a&oﬂ base por @/Lomalcﬂﬁaf:fa
(CLAR) y 80310,«;&401«»@&5@ (UV/Vis) - A

En términos generales la precisiéon, debe determinarse, analizando un nimero
suficiente de alicuotas, que permitan calcular estadisticamente la desviacion
estandar o la desviacion estandar relativa (coeficiente de variacion). (USP 34
<1225>, 2011).

Existen tres formas diferentes de evaluar la precision: repetibilidad, precision
intermedia o reproducibilidad (USP 34 <1225>, 2011).

2.1.2.3.1 Repetibilidad

La repetibilidad se refiere a la utilizacion del procedimiento analitico en un
laboratorio durante un periodo de tiempo corto realizado por el mismo analista con el
mismo equipo (USP 34 <1225>, 2011)

2.1.2.3.1.1 Determinacién de la repetibilidad

La Conferencia Internacional sobre Armonizacion de los Requisitos Técnicos
para el Registro de Productos Farmacéuticos para Uso Humano (ICH), recomienda
llevar a cabo un total de nueve determinaciones, que cubran el intervalo especificado
para el procedimiento, se trabaja con el punto medio de la calibracion, con sus nueve
determinaciones repetidas de esta concentracion (ICH, 2002; USP 34 <1225>, 2011).

2.1.2.3.1.2 Criterios de aceptacion de la repetibilidad

Existen diferentes criterios de aceptacién sin embargo, se puede generalizar
que en el caso de la repetibilidad, la precision intermedia y la desviacion estandar
relativa, debe ser menor o igual al 2%, y en algunos casos puede ser igual 0 menor
del 3% (Unidon Aduanera, 2004).
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2.1.2.3.2 Precision Intermedia
Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de analisis sobre la
misma muestra homogénea, pero en condiciones operativas diferentes (diferentes

analistas, dias y aparatos, etc.) en un mismo laboratorio (AEFI, 2001).

2.1.2.3.2.1 Determinacion de la precision intermedia

Se determina preparando una muestra a la concentracién considerada como el
100% o a la concentracion de andlisis rutinario, haciendo andlisis por triplicado. El
ensayo se realiza por dos analistas, en dias diferentes (USP 34 <1225>, 2011).

2.1.2.3.2.2 Criterio de aceptacion de la precision intermedia
La estimacion de la precision intermedia se realiza con el célculo del Coeficiente

de Variacion global (Unién Aduanera, 2004).

2.1.2.4 Exactitud

La exactitud de un procedimiento analitico es la proximidad entre los resultados
de la prueba obtenidos mediante ese procedimiento y el valor verdadero (ICH, 2002;
USP 34 <1225>, 2011).

Segun la ICH, se recomienda que la exactitud se evalue con un minimo de
nueve determinaciones, sobre un minimo de tres niveles de concentraciones y tres

determinaciones repetidas de cada concentracién (USP 34 <1225>, 2011).

2.1.2.4.1 Determinacion de la exactitud

Existen diferentes maneras de determinar la exactitud, los siguientes son los
mas frecuentes y pueden ser utilizados en todos los tipos de analisis (Union
Aduanera, 2004; ICH, 2002).
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Prueba de un Estandar de Referencia
Mezcla con excipientes (placebo con una cantidad agregada conocida)
Agregado de estandar (muestra con cantidad agregada conocida)

Se deduce a partir de los datos de la especificidad y linealidad

ok LN PR

Comparacion con un método reconocido como exacto (método de referencia)

2.1.2.4.2 Comparacion de los resultados obtenidos de un estandar o material de
referencia certificado en la determinacién de exactitud

Verificacion

El material de referencia puede ser obtenido en el mercado por algun suplidor o
puede ser preparado internamente en el laboratorio (Unién Aduanera, 2004).

Se analiza por replicado el material, por el método a validar y se compara el
resultado obtenido con el valor verdadero declarado, este método se encuentra
limitado por la disponibilidad y la estabilidad del material de referencia, asi como por
el grado de certidumbre que se tenga del valor verdadero de la concentracion del

material de referencia.

2.1.2.4.3 Criterio de aceptacién de la exactitud
En la exactitud el criterio de aceptacion es 90.0 % - 110.0 % de recuperacion o
2% de error relativo (USP 34, 2011)

2.1.2.5 Limite de deteccién (LOD)

Es la cantidad minima de analito en una muestra que puede detectarse por una
Gnica medicién, aunque no necesariamente cuantificarse, en las condiciones
experimentales indicadas, expresadas habitualmente en forma de concentracion de

analito (porcentajes, partes por millon ppm) en la muestra (USP 34 <1225>, 2011).
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Se determina mediante el analisis de muestras con concentraciones conocidas
de analito, estableciendo el nivel minimo que puede detectarse confiablemente.

El limite de deteccidn se calcula mediante la férmula: (Sierra, I. et al., 2010).

330 .,
LOD = — (Ecuacion 1)

Donde

o=es la desviacion estandar de la respuesta de la muestra

m = es la pendiente de la curva de calibracion para linealidad

2.1.2.6 Limite de cuantificacion (LOQ)

Es la minima cantidad de analito en una muestra que se puede determinar con
precision y exactitud aceptables en las condiciones experimentales indicadas que se
expresa en forma de concentracion de analito (porcentajes, partes por millén ppm) en
la muestra (USP 34 <1225>, 2011).

El limite de cuantificacion se calcula mediante la formula: (Sierra, I. et al., 2010).

100
LOQ = — (Ecuacion 2)

Donde
OO0000es la desviacién estandar de la respuesta de la muestra

m = es la pendiente de la curva de calibracion para linealidad

2.1.3 Clases de ensayos analiticos
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica, en cuatro clases
principales con sus respectivas especificaciones para la validacion de métodos

analiticos, que se nombran en: (Inf.32 OMS Anexo 5, 2006)

13



Validacién de dos técnicas analdicas paa fa cm-b&waén de @Kd’nmi&a&oﬂ base por @/Lomalcﬂﬁaffa
(CLAR) y 8oj;wuo§olomo,aca (UV/Vis) - A

Clase A: Para establecer identidad
Clase B: Para detectar y cuantificar impurezas
Clase C: Para determinar cuantitativamente la concentracion

Clase D: Para evaluar las caracteristicas, disoluciéon, uniformidad de contenido

2.1.4 Datos requeridos para la validacién de procedimientos farmacopeicos

Los requisitos de las pruebas farmacopéicas varian dependiendo de la
naturaleza de la prueba especifica, considerando esta amplia variedad es l6gico que
diferentes procedimientos requieran diferentes esquemas de validacién, que a
continuacion se detallan (USP 34 <1225>, 2011).

Categoria I: procedimientos analiticos para la cuantificacion de los componentes
principales de farmacos a granel o ingredientes activos (incluyendo conservantes) en

productos farmacéuticos terminados.

Categoria Il: para la determinacion de impurezas en farmacos a granel o producto

de degradacion en productos farmaceéuticos.

Categoria lll: para la determinacion de las caracteristicas de desempefio (ej.

disolucién, liberacién de farmacos).

Categoria IV: pruebas de identificacion

14
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Tabla 2.1.4.1 Pardmetros requeridos para la validacion de procedimientos

farmacopéicos.

Categoria |l
Caracteristicas de Categoria | Prueba de | Pruebade | Categoria | Categoria
Desemperfio Analitico Limite Limite [ |\
Cuantitativa | Cualitativa
Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de deteccién No No Si * No
Limite de cuantificacion No Si No * No
Linealidad Si Si No * No
Intervalo Si Si * * No

Fuente: (USP 34 <1225>, 2011)* Pueden requerirse, dependiendo de la naturaleza de la prueba

especifica.

2.2 Fundamentos de Cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR)

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR), es una técnica de
separacion basada en una fase estacionaria sélida que esta inmovilizada en una
columna o fijada sobre un soporte y la otra llamada fase movil liquida, que se
desplaza al contacto de la primera (USP 34 <621>, 2011).

2.2.1 Componentes del aparato cromatografia de liquidos de alta resolucion
(CLAR)

Un cromatégrafo de liquidos consta de un recipiente que contiene la fase movil,
una bomba para forzar el paso de la fase mévil a través del sistema a alta presién, un
inyector para introducir la muestra en la fase mévil, una columna cromatografica, un
detector y un dispositivo de recoleccion de datos como, por ejemplo, una

computadora, un integrador o un registrador (USP 34 <621>, 2011).

Ademas de recibir y reproducir sefiales enviadas por el detector, las
computadoras se emplean para controlar las operaciones y los parametros
cromatograficos (USP 34 <621>, 2011).
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2.2.1.1 Sistemas de bombeo
Los sistemas de bombeo de CLAR administran cantidades exactas de fase
movil desde los recipientes hasta la columna mediante una tuberia y uniones

adecuadas para altas presiones (USP 34 <621>, 2011).

Las bombas empleadas para el analisis cuantitativo deben construirse con
materiales inertes a los componentes corrosivos de la fase movil y ser capaces de
bombear la fase mévil a una velocidad constante, con fluctuaciones minimas, durante

periodos de tiempo prolongados.

Los tipos de bombas que existen en la actualidad son: isocratica, binaria y
cuaternaria (Agilent, 2009-2010).

La bomba isocrética: solo tiene un canal de disolvente; es decir, no se puede
modificar la composicion durante un método porque no hay una valvula de gradiente
multicanal (MCGV) (Agilent, 2009-2010).

La bomba binaria: se compone de dos bombas idénticas integradas en una
Gnica carcasa, proporciona la generacion de un gradiente por mezcla a alta presién
(Agilent, 2009-2010).

La bomba cuaternaria: estd compuesta por una cabina de disolventes, un
desgasificador de vacio y una bomba de gradiente de cuatro canales. Esta dltima
comprende una valvula de particion de alta velocidad y un dispositivo de bomba
(Agilent, 2009-2010).
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2.2.1.2 Inyectores

Después de ser disueltos en la fase movil u otra solucidon apropiada, los
compuestos que se van a cromatografiar, se inyectan en la fase mévil, ya sea
manualmente usando jeringas o automaticamente mediante el uso de inyectores

automaticos.

2.2.1.3 Columnas

Para la mayoria de los analisis farmacéuticos, la separacion se logra por la
particion de los compuestos presentes en la solucion de prueba entre la fase movil y
la estacionaria. Los sistemas que constan de fases estacionarias polares y fases
moviles no polares se describen como de fase normal, mientras que, por el contrario,
cuando se emplean fases moviles polares y fases estacionarias no polares se

denomina cromatografia en fase reversa (USP 34 <621>, 2011).

2.2.1.4 Detectores

Para revelar la presencia de las sustancias eluidas a la salida de la columna
estratégicamente se utiliza un detector, que es un dispositivo capaz de convertir una
propiedad fisica, no medible directamente, en una sefial y ofrecernos informacion

sobre la naturaleza y magnitud de la propiedad fisica (USP 34 <621>, 2011)

Caracteristicas de los detectores (Trejos, 2011).
a) Sensibilidad: medida de la efectividad de un detector para convertir la
muestra en una sefial eléctrica medible.
b) Linealidad: rango de masa o concentracion de muestra sobre el cual el
detector mantiene una sensibilidad constante sin desviacion arbitraria.
c) Rango dinamico lineal: rango sobre el cual la sensibilidad del detector es
constante.

d) Ruido: es cuantificado por el promedio de la amplitud pico-pico de la sefial
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e) Limite de deteccion: esta definido como la minima cantidad de sustancia

gue puede producir una sefial que sea el doble de nivel del ruido.

2.2.1.5 Dispositivos de recoleccion de datos

Las estaciones de datos modernas reciben y almacenan la sefial de los
detectores e imprimen los cromatogramas completo con las alturas y las areas de los
picos, la identificacion de la muestra y las variables del método. Se emplean también
para programar la cromatografia de liquidos, controlando la mayoria de las variables
y proporcionando periodos largos de operacion sin necesidad de supervision (USP
34 <621>, 2011).

2.2.1.6 Aptitud del sistema de cromatografia de liquidos de alta resolucion
(CLAR)

Las pruebas de aptitud del sistema son una parte integral de los métodos de
cromatografia de liquidos y se emplean para verificar que la resolucién y la
reproducibilidad del sistema cromatografico, son adecuadas para el andlisis que se
va a realizar. Las pruebas se basan en el concepto de que el equipo, los
componentes electrénicos, las operaciones analiticas y las muestras que deben
analizarse constituyen un sistema integral que puede evaluarse como tal (USP 34
<621>, 2011).

2.2.1.6.1 Resolucién (R)

Es una funcion de la eficiencia de la columna, N (nUmero de platos tedricos en
una columna cromatografica) y se especifica para asegurar que los compuestos que
eluyen muy cerca entre si se resuelvan unos de otros, para establecer el poder de
resolucion general del sistema y para asegurar que el estandar interno se resuelva
del farmaco (USP 34 <621>, 2011).
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2.2.1.6.2 Eficiencia de la columna

La eficiencia de la columna puede especificarse también como un requisito de
aptitud del sistema, especialmente si hay sélo un pico de interés en el cromatograma;
sin embargo, es un medio menos confiable para asegurar la resolucion que la
medicion directa (USP 34 <621>, 2011).

Las inyecciones repetidas de una preparacion estandar empleada en la
valoracion u otra solucion estandar se comparan para determinar si se cumplen con

los requisitos de precision.

A menos que se especifique algo diferente en la monografia individual, se
emplean los datos de cinco inyecciones repetidas del analito para calcular la
desviacion estandar relativa, (Sg ¢ DSR), si el requisito es 2,0% o menor; se emplean
los datos de seis inyecciones repetidas si el requisito de la desviacion estandar
relativa es mas de 2,0% (USP 34 <621>, 2011).

2.2.1.6.3 Factor de asimetria (T)
Es una medida de la simetria del pico, siendo la unidad para los picos

perfectamente simétricos y su valor aumenta a medida que la asimetria es mas
pronunciada (USP 34 <621>, 2011).

En algunos casos, pueden observarse valores menores a la unidad. A medida
que la asimetria del pico aumenta, la integracién y por tanto la precision se tornan
menos confiables (USP 34 <621>, 2011).

Estas pruebas se realizan mediante la recoleccion de datos de inyecciones
repetidas del estdndar u otras soluciones, segin se especifigue en la monografia
individual. Puede ser necesario realizar ajustes en las condiciones operativas para

cumplir con los requisitos de aptitud del sistema.
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A menos que se especifique algo diferente en la monografia, los parametros de
aptitud del sistema se determinan a partir del pico del analito (USP 34 <621>, 2011).

Para determinar la eficacia del sistema operativo final, se debe someter a una
prueba de aptitud. Las inyecciones repetidas de la preparacion estandar requeridas
para demostrar que la precision del sistema es adecuada pueden efectuarse antes
de inyectar las muestras o intercalarse entre las inyecciones de las muestras (USP
34 <621>, 2011).

2.3 Fundamento de la Espectrofotometria (UV visible)
2.3.1 Definicion de Espectrofotometria (UV visible)

La espectrofotometria Ultravioleta-visible es una técnica analitica que permite
determinar la concentracion de un compuesto en solucién. 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 concentracion (Garcia, 2011).

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 solucién y medir la

cantidad de luz absorbida por la misma (Garcia, 2011).

Las ventajas de la espectrofotometria sobre otros métodos analiticos de

laboratorio son varias: es rapida, precisa, versétil, facil de usar y eficiente en costo.

El fundamento de la espectroscopia se debe a la capacidad de las moléculas
para absorber radiaciones, entre ellas las radiaciones dentro del espectro

Ultravioleta-visible.
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Las longitudes de onda de las radiaciones que una molécula puede absorber y
la eficiencia con la que se absorben dependen de la estructura atdbmica y de las
condiciones del medio (pH, temperatura, fuerza iénica, constante dieléctrica), por lo
que dicha técnica constituye un valioso instrumento para la determinacion y

caracterizacion de biomoléculas (Garcia, 2011).

La espectrofotometria ultravioleta-visible usa haces de radiacion del espectro
electromagnético, en el rango Ultravioleta de 80 a 400 nm, principalmente de 200 a
400 nm y en el de la luz visible de 400 a 800 nm, por lo que es de gran utilidad para
caracterizar los materiales en la region ultravioleta y visible del espectro (Garcia,
2011).

2.3.2 Caracteristicas del sistema espectrofotométrico
» Las muestras en solucién se ponen en una pequefa celda de silice o cuarzo
» Se utilizan dos lamparas: una de Hidrégeno o Deuterio para la region
Ultravioleta, y una de Tungsteno / halégeno para la region visible

» Se utiliza también una celda de referencia que contiene sélo solvente

A\

La luz pasa simultaneamente por la celda de muestra y la celda de referencia

» El espectrometro compara la luz que pasa por la muestra con la que pasa por
la celda de referencia

» La radiacién transmitida es detectada y el espectrometro obtiene el espectro

de absorcién al barrer la longitud de onda de la luz que pasa por las celdas

(Garcia, 2011).

2.3.3 Aplicaciones del sistema espectrofotométrico
La espectrometria Ultravioleta-Visible se utiliza habitualmente en Ila
determinacion cuantitativa de soluciones de iones metalicos de transicion y

compuestos organicos muy conjugados (Garcia, 2011).
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La ley de Beer-Lambert establece que la absorbancia de una solucion es
directamente proporcional a la concentracion de la solucién. Por tanto, la
espectrometria Ultravioleta-Visible puede usarse para determinar la concentracién de
una solucion. Es necesario saber con qué rapidez cambia la absorbancia con la
concentracién. Esto puede ser obtenido a partir de referencias (las tablas de
coeficientes de extincibn molar) o, con mas exactitud, determinandolo a partir de una
curva de calibracion (Garcia, 2011).

Absorbancia.

La absorbancia A de una solucién se define mediante la ecuacion:

104
A= —logT=log 5 (Ecuacion 3)

Donde:

| es la intensidad de la luz con una longitud de onda especifica.

I0 es la intensidad de la luz antes de que entre a la muestra (intensidad de la luz
incidente) (Garcia, 2011).

2.3.4 Aspectos cuantitativos de las mediciones de absorcion Ley de Beer.
(Garcia, 2011).
La Absorbancia de una especie en solucion homogénea es directamente

proporcional a su actividad éptica, longitud del paso 6ptico y su concentracion.

Es una relacion empirica que relaciona la absorcion de luz con las propiedades

del material atravesado.

Amx x Cst .,
Cmx = —A ” x FD (Ecuaciéon4)
S
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Donde:

Cst: concentracion del estandar

FD: Factor de dilucion de la muestra
Amx: Absorbancia de la muestra

Ast: Absorbancia del estandar

2.4 Generalidades Farmacoldgicas de la molécula de metronidazol

El metronidazol es un nitroimidazol activo frente a la mayoria de los protozoos
del intestino, pero especialmente til para tratar infecciones extraintestinales
(absceso hepatico) y frente a bacterias. Posee una gran actividad, tanto in vitrio
como in vivo, frente a Entamoeba histolytica y Trichomonas vaginalis. (Velasquez et
al., 2008).

2.4.1 Propiedades fisico quimica del metronidazol (Laurent, G., 2005)

Nombre Propio: Metronidazol
Nombre quimico: 2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il) etanol

Formula estructural:

N -
/4}\%/0
o ) b

Férmula molecular: CgHgN3O3

Peso Molecular: 171,15 g/mol

Descripcién: Polvo blanco cristalino ligeramente amatrillo.

Solubilidad: Muy poco soluble en agua y en alcohol, ligeramente soluble en éter y
en cloroformo.

pKa: 2.6, pH: 5.8 (solucion saturada).

Punto de fusion: 159-163 °C.
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2.4.2 Mecanismo de accion

El metronidazol es amebicida, bactericida, y tricomonicida. Actla sobre las
proteinas que transportan electrones en la cadena respiratoria de las bacterias
anaerobias, mientras que en otros microorganismos se introduce entre las cadenas

de ADN inhibiendo la sintesis de acidos nucleicos (Velasquez et al., 2008).

Su accion se atribuye a la generacién en el parasito de compuestos intermedios
reducidos, los cuales, tras su oxidacion, originan aniones superéxidos y otros
productos citotoxicos, como radicales hidroxilo, que provocan la destruccion de la
célula. Se ha demostrado que la forma reducida del metronidazol inhibe la sintesis
del ADN en T. vaginales (Velasquez et al., 2008).

2.4.3 Propiedades farmacolégicas farmacocinética (Velasquez et al., 2008)

Biodisponibilidad: 100% (oral), 59-94% (rectal)
Unién proteica: 20%

Metabolismo: Hepéatica (60-80%), bilis (6—15%)
Vida media: 6-7 horas

Excrecion: Renal

Vias de administracién: Oral, rectal, vaginal, intravenosa o tépica

2.4.4 Indicaciones terapéuticas (Velasquez et al., 2008)

El metronidazol es un amebicida eficaz y es de eleccion para el tratamiento de
todas las formas clinicas de la amebiasis y entre otros que a continuacion se
mencionan:

» Tricomoniasis, giardiasis, amebicida.
Infecciones ginecoldgicas como endometritis, abscesos tubo-ovaricos, salpingitis.
Infecciones del tracto respiratorio inferior producidos por Bacteroides sp.

Septicemia bacteriana,

YV V V V

Endocarditis causada por Bacteroides sp, entre otras.
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2.4.5 Reacciones secundarias y adversas (Velasquez et al., 2008)

Las reacciones mas graves reportadas con el uso de metronidazol incluyen
convulsiones y neuropatia periférica. Otras reacciones reportadas son:
» Tracto gastrointestinal (TGI): Dolor epigastrico, nausea, vomito, alteraciones
gastrointestinales, diarrea y sabor metalico.

» Hematopoyético: Neutropenia reversible y trombocitopenia.

A\

Piel: Erupciones, eritemay prurito. Fiebre, angioedema.

» SNC: Cefalea, mareo, sincope, ataxia y confusion. Estos sintomas pueden
interferir con la habilidad para conducir o utilizar maquinaria peligrosa.

» Trastornos visuales: Diplopia y miopia transitorias.

> Reacciones locales: Flebitis en el sitio de infusion LV

2.4.6 Interacciones medicamentosas y de otro género (Velasquez et al., 2008)

» Disulfiram: la combinacion de disulfiram y metronidazol puede causar reacciones
psicoticas.

» Alcohol: la ingestion de alcohol durante el tratamiento con metronidazol puede
causar colicos, nausea, cefalea y alteraciones vasomotoras.

» Terapia anticoagulante oral: metronidazol, potencia el efecto anticoagulante de la
warfarina y otros anticoagulantes cumarinicos, causando un alargamiento del
tiempo de protrombina.

» Fenitoina o Fenobarbital: la administracion de medicamentos que inducen
enzimas microsomales como la fenitoina y el fenobarbital pueden causar una

disminucion en los niveles plasmaticos de metronidazol.
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3. HIPOTESIS

La Espectrofotometria ultravioleta visible (UV/Vis) es aplicable para cuantificar
metronidazol en sus formulaciones tableta e inyectable como técnica alternativa por
no presentar diferencias significativas con la técnica normalizada cromatografia de

liguidos de alta resolucion (CLAR).
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4. DISENO METODOLOGICO
4.1. Tipo de estudio

Descriptivo de corte transversal: es descriptivo por realizar analisis estadistico,
es univariado porque solo describe o estima parametros en la poblacion de estudio a
partir de una muestra y transversal ya que implica la recoleccion de datos en un solo

corte en el tiempo.

4.1.1 Tipo de disefo

Experimental porque se realizaron los andlisis de forma practica donde
obtuvimos datos en el area de fisico quimica del laboratorio nacional de control de
calidad de medicamentos. Debido que se desea comprobar los efectos de una
intervencion especifica y requiere dos condiciones: intervencion y asignacion

aleatoria (grupo control).

4.2 Descripcién del ambito de estudio
El estudio se realiz6 en el Laboratorio Nacional Control de Calidad de
Medicamentos del Ministerio de Salud de Nicaragua (LNCCM-MINSA), Texaco

Xolotlan 2 cuadras y media abajo.

4.3 Poblacién y muestra
4.3.1 Poblaciéon de estudio

La poblacién de estudio proporcionada por el LNCCM-MINSA, fue de 120
tabletas de 500 mg de metronidazol base y 5 frascos inyectables de 500 mg/100 mL

de metronidazol base.

4.3.2 Muestra
Debido a la cantidad de muestra facilitada por LNCCM-MINSA, se realizé
muestreo aleatorio simple, seleccionandose 10 tabletas de 500 mg metronidazol

basey 3 frascos inyectables de 500 mg/100 mL de metronidazol base.
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4.3.3 Criterio de inclusién
Tableta de 500 mg e Inyectable de 500 mg/100 mL de metronidazol base

4.3.4 Criterio de exclusién

Capsula, 6vulos, gel y suspension de metronidazol
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4.4 Variables
4.4.1 Variable independiente

Concentracion (variable no sujeta a errores indeterminados)

4.4.2 Variables dependientes
Area y absorbancias (sujeta a errores indeterminados). Especificidad, linealidad, precision en condiciones de

repetibilidad y precision intermedia, exactitud, limite de deteccion, limite de cuantificacion, para metronidazol mediante los
métodos validados por CLAR y UV/Vis.

4.4.3 Operacionalizacion de variables

. TIPO DE
VARIABLE CONCEPTO INDICADOR ESCALA DE MEDICION
VARIABLE
Es su capacidad (dentro de un | Coeficiente de variacion (C.V C.V. de la pendiente <2 %
rango dado) para obtener | Coeficiente de correlacion (r) r=0.9900
Linealidad resultados de andlisis que son | Coeficiente de determinacion (r?) r* > 0.9980 Categorica
directamente proporcionales a | Test del intercepto t, tint < trap.
la concentracion (cantidad) de | Test de linealidad de la pendiente tpen toend > tiab.
un analito en la muestra. Test de la regresion t.q treg > tiap.
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Expresa la precision bajo
las mismas condiciones de

operacion a través de un

El coeficiente de variacion (CV) de

los resultados, tanto para los datos

C.V 2% (CLAR)

Precision _ _ correspondientes a la repetibilidad Categorica
corto intervalo de tiempo. L _ CV < 3 % (UV/Vis)
By o como para la precision intermedia;
También  significa una
o no debe ser mayor de 5%.
precision entre ensayos.
Es la proximidad entre los
Test de Cochran Gexp < Gian
resultados de las pruebas .
. ) ) Ensayo de hipotesis de t de Student: texp < tiap .
Exactitud obtenidos mediante ese _ _ Categorica
i Recuperacibn de muestra por % Recuperacion
método y el valor » o
concentracion en el procedimiento 90.0 % a110.0%
verdadero .
analitico.
Capacidad de evaluar e
identificar simultanea o
separadamente, los Comparacion entre la
o analitos de interés de | Programa Chemstationintegrado al | sefal obtenida del .
Especificidad _ ) _ _ ] Categorica
forma  inequivoca  sin | equipo CLAR y UV/Vis estandar y el placebo:
interferencias de Negativa

excipientes presentes en

la matriz de la muestra.
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4.4.4 Material y método
4.4.4.1 Materiales para recolectar la informacion

Consulta de Farmacopea de Estados Unidos Americanos USP 34 - NF-29,
COMIECO “Reglamento Técnico Centroamericano, RTCA 11.03.39.06. Productos
Farmacéuticos. Validacion de Métodos Analiticos para la Evaluacion de la Calidad de
los Medicamentos”, Asociacion Espafiola de Farmaceéutico de la Industria (AEFI
2001) “Validacion de Métodos Analiticos”, Catalogo de instrumentos y accesorios de
Agilent Technologies 2009-2010, ICH 2002 “Validacion de métodos analiticos.
Buenas Practicas para Laboratorios Nacionales de Control Farmacéutico. Anexo 3,
informe 36”, Informe 32 OMS Anexo 5, 2006 “Validacion de procedimientos
analiticos empleados en el examen de los materiales farmacéuticos”, Journal of
Chromatography, Clarke's Analysis of Drugs and Poisons, Uniobn Aduanera 2004

“Guia de validacion de métodos analiticos” vy sitios webs Internet.

4.4.4.2 Materiales para procesar la informacion
El andlisis se realizé haciendo uso de hojas de célculo del programa Microsoft
Excel 2010 disefiadas especificamente para tal fin, presentando la informacion

obtenida a través de cuadros y graficos en Microsoft Word 2010 y Minitab 16
4.4.4.3 Tipos de fuentes de informacidén primaria

Generada por el programa ChemStation versién B.04.02 (Programa integrado al
CLAR. Agilent 1260 infinity y espectrofotdmetro Agilent 8453).
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5. DISENO EXPERIMENTAL (METODOLOGIA ANALITICA GENERAL)

5.1 Método analitico por Cromatografia de Liguidos de Alta de Resolucién

(CLAR) y Espectrofotometria ultraviolea visible (UV-Vis)

5.1.1 Condiciones Cromatograficas

Equipo

Marca

Modelo

Columna

Sistema de bombeo
Longitud de onda
Temperatura

Flujo

Volumen de inyeccion

Tiempo de retencién

: Cromatografia de liquidos de alta resolucion
. Agilent Technologies

: 1260 infinity

: Agilent Cg (4.6 mm x 25 cm x 5 pm)

: Binario

: 320 nm

:25°C

: 1 mL por min.

: 20 uL

: 3.4 minutos

5.1.2 Condiciones Espectrofotométricas

Equipo
Marca
Modelo
Detector
Celda

Longitud de onda

: Espectrofotometro UV-Visible
. Agilent

: 8453

: Arreglo de Diodos (DAD)

: Cuarzo (1 cm)

: 320 nm
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5.2 Preparacion de las soluciones de trabajo (CLAR)

Nota: Lamentablemente por la carga de trabajo que tiene el LNCCM-MINSA, el
tiempo programado por la direccion no fue suficiente para cumplir con todos los
procedimientos de la validacion como es el no someter las muestras a condiciones
drasticas como: hidrolisis &cida HCI 3 N, hidrdlisis basica NaOH 3 N, oxidacion H20-,
disolucion de las tabletas y estudio de estabilidad de las muestras tabletas e
inyectables, asi como la carencia de los reactivos, siendo necesario la

complementacion del estudio en otro trabajo monografico.

5.2.1 Preparacion de la fase mévil

En la preparacion de la fase movil se empleé agua y metanol grado CLAR;
individualmente fueron filtradas con filtro de membranas de nylon y desgasificadas
con una bomba al vacio para evitar complicaciones durante el procedimiento
analitico, posteriormente el agua fue depositada en el reservorio A (fase acuosa) y el
metanol en el reservorio B (fase organica), una vez ubicado en sus respectivos

reservorios, se programo el sistema en la proporcion de Agua: Metanol (60:40).

5.2.2 Preparacion del estandar primario USP metronidazol base

En la preparacion de la solucion madre; se utilizd estandar primario de
referencia (ER) metronidazol base USP, con un grado de pureza de 100.42 % segun
certificado de andlisis facilitado por el Laboratorio Nacional de Control de Calidad de

Medicamentos.

Segun recomendaciones de la USP 34, se pes6 en una balanza analitica con
exactitud 15.4 mg de estandar primario, multiplicandose ese valor por la potencia
declarada en la etiqueta del estandar para obtener el valor verdadero de 15.46 mg de
metronidazol base, transfiriéndose inmediatamente a un matraz volumétrico de 50
mL, se disolvi6 en 10 mL de metanol sonificandolo por 5 minutos y una vez

homogenizado se aforé con fase movil.
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Se preparé a partir de la solucién madre las cincos concentraciones para la
curva de calibrado: 15.46, 24.73, 30.92, 37.10 y 49.47 pg/ml (50%, 80%, 100%,
120% y 161%) respectivamente, todas con fase movil.

Los céalculos para llegar a las concentraciones finales son los siguientes:
Diagrama 5.2.2.1

Representacion esquematica de la preparacion de la curva del calibrado
de ER-metronidazol base.

5 mL
100 mi * 1000 = 15.46 pg/mL
2 mL
- 7E L * 1000 = 24.73 pg/mL
Solucién L
| / 5 mL
madre i - * 1000 = 30.92 pug/mL
15.46 mg /A 50 mL
50 mL ( )

‘ Smb 000 = 37.10 L
e * = .
25 mL hg/m

4 mlL
25 mL

* 1000 = 49.47 ng/mL

Posteriormente fueron filradas con filtro de nylon 0.45 pm, descartando las
cincos primeras gotas parar curar el filtro y la jeringa, consecutivamente se adiciono

en los viales correspondientes para ser inyectados automéaticamente en el equipo.

5.2.3 Preparacion de las muestras
5.2.3.1 Preparacion de metronidazol tableta 500 mg

La cantidad de metronidazol por tableta de acuerdo a su composicion es de
500 mg. La USP 34 recomendd pesar 10 tabletas de metronidazol, siendo pesada
individualmente cada tableta, se obtuvo un peso total de 6803.300 mg y de este se

calculo el peso promedio que fue de 680.330 mg por tableta, conteniendo 500 mg de
metronidazol y 180.33 mg de placebo analitico.
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Posteriormente se pulverizO hasta obtener un polvo fino y homogéneo con

ayuda de un motero y pildn, para facilitar su disolucion.

Primera disolucion:

De la muestra pulverizada se pesd en papel parafinado exactamente 3
muestras individuales con la cantidad de 17.6 mg equivalente a 12.90 mg de principio
activo, luego se transfirieron a 3 matraces volumétricos de 25 mL respectivamente
rotuladas, enseguida se disolvieron con 15 mL de fase movil, posterior a esto se

sonifico por 5 minutos, una vez homogenizada, se aforé con fase movil.

, 12.9 mg (p.a) x 680.330 mg (x de tab)
Cantidad a pesar de polvo = = 17.6 mg
500 mg (declara x tab)

Segunda dilucion:

Se midieron de manera independiente 3 alicuotas de 3 mL de la primera
disolucion y se transfirieron a 3 matraces volumétricos de 50 mL, enseguida se
aforaron con fase movil, se agitd para tener homogeneidad en la muestra,
obteniéndose una concentracion final de 30.96 pg/mL de metronidazol, que
corresponde aproximadamente al punto medio de la curva de calibracién (30.92
pug/mL). Luego fueron filtradas con filtro de nylon 0.45 pum y descartando las cincos
primeras gotas con el proposito de curar la jeringa y el filtro utilizado, una vez
filtradas las muestras se transfirieron a los viales rotulados (con una capacidad de

1.5 mL) debidamente rotulados, para su posterior inyeccion.

El calculo fue el siguiente:

129 mg 3mb
25.0mL  50.0 mL

= 30.96 ug/mL
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Diagrama 5.2.3.1.1

Representacién esquematica de la preparacion de la muestra (tableta),
concentracion de 30.9 pug/mL.

m 1er. Disolucion

4 12.90 mg de principio activo
+

aforo con F.M a 25 mL

—— |

) C ) L

mL 3mL Alicuotas
\’ \’

1 | 1 | [ |
| 4 2da. Disolucion
3 mL+ aforo con F.M a 50 mL

=
w

Una vez terminado las preparaciones de las muestras tabletas, se programé la
secuencia de lectura en el CLAR, inyectandose cada muestra por triplicado; siendo
intercalados entre ellas un estandar de control de metronidazol base con la

concentracion correspondiente al punto medio del calibrado (30.92 pg/mL).

5.2.3.2 Preparacion de metronidazol inyectable 500 mg/100 mL
El proceso de la preparacion de la valoracion de metronidazol inyectable fue el

siguiente:

Solucién madre:

La cantidad de metronidazol en inyectable de acuerdo a su composicion es de
500 mg/100mL. En un matraz volumétrico 500 mL, se mezclaron tres frascos de
solucién inyectable de metronidazol, segin la norma de muestreo para soluciones

inyectables masivas parenterales, con la finalidad de tener una muestra homogénea.
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Primera disolucion:

Se tomaron tres muestras independientes de la solucion madre de 3 mL
equivalente a 15 mg de principio activo, transfiriéndose cada alicuota a tres matraces
volumétricos de 50 mL respectivamente rotulado, luego se diluyé estas muestras con
15 mL de metanol, las cuales fueron llevadas a ultrasonido por 5 minutos, una vez

terminado el tiempo se aforaron con fase movil.

500.0 mg (declara p.a) x 3.0 mL (alicuota) _
100.0 mL (vehiculo del p.a)

mg de pricipio activo = = 15.0mg

Segunda disolucion:

Se midieron de manera independiente 3 alicuotas de 5 mL de la primera
disolucion y se transfirieron a 3 matraces volumétricos de 50 mL, enseguida se
aforaron con fase mdvil, se agitd para tener homogeneidad en la muestra,
obteniéndose una concentracion final de 30.00 pg/mL de metronidazol, aproximado

al punto medio de la curva de calibracién (30.92 pg/mL).

150mg 5.0mb&
50.0 mL - 50.0 mL

Concentracion final de metronidazol = = 30.0 ug/mL

Luego fueron filtradas con filtro de nylon 0.45 um y descartando las cincos
primeras gotas con el propdsito de curar la jeringa vy el filtro utilizado, transfiriéndose

a viales (con una capacidad de 1.5 mL) debidamente rotulados.

Una vez terminado las preparaciones de las muestras inyectables, se programé
la secuencia de lectura en el CLAR, inyectandose cada muestra por triplicado; siendo

intercalados entre ellas un estandar de control con la concentracion correspondiente
al punto medio del calibrado (30.92 pg/mL).
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Diagrama 5.2.3.2.1

Representacion esquematica de la preparacion de la muestra (inyectable),
concentracion de 30.00 pg/mL

Frascos de Inyectables de 500 mg/100 mL

Mezcla de los tres frascos inyectables en un matraz
volumétrico de 500 mL

T T 7T Primera disolucion
| | 4 15.00 mg de principio activo
, ) ) +
V. Vi V. N aforo con F.M a 50 mL
= U= Q=
5mL 5mL 5mL

T T 2da. Disolucion
| | | Alicuotas 5 mL+ aforo con F.M a 50 mL

e \ ’/ /

- - Q-
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5.2.3.3 Preparacion del placebo

Se prepararon soluciones placebo para ambas formas farmacéuticas, facilitada
por el Laboratorio Nacional de Control de Calidad de Medicamentos. Previamente
haciendo los célculos adecuados, se procedié a pesar cada componente de las
formulaciones sin el principio activo con las mismas concentraciones de las muestras
inyectadas. Lamentablemente por ser una informacién confidencial del LNCCM no se
puede presentar las férmulas cualitativa- cuantitativa de las preparaciones de los

placebos.

5.2.4 Preparaciéon de las soluciones de trabajo (Espectrofotometria UV-Vis).
5.2.4.1 Preparacion del estandar y muestras.

Las soluciones de trabajo del estandar y muestras utilizadas en CLAR, se
emplearon en UV-Vis, con la finalidad de comparar el comportamiento de las mismas
en las diferentes técnicas; con la Unica diferencia que las soluciones utilizadas en

espectrofotometria fueron filtradas por papel filtro marca Whatman.

Segun la recomendacion de la Buenas Practicas de Laboratorio (BPL), se
realizé un barrido con el blanco (diluyente con la misma composicion de la fase movil
utilizado en CLAR), posteriormente leyendo las muestras por triplicado entre cada
muestra un estandar control con la concentracion del punto medio del calibrado
(30.92 g/mL).

5.3 Validacion del método de cuantificacion del principio activo

Segun la USP 34, nuestro trabajo corresponde a la categoria I, en el cual se
evaluaron las caracteristicas de desempefio analitico: especificidad, linealidad e
intervalo, precision; en condiciones de repetibilidad y precisién intermedia, y
exactitud. Por ser un estudio de caracter comparativo se incluyeron los parametros

de limite de deteccion y limite de cuantificacién.
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5.3.1 Especificidad del método

Se verifico la especificidad del método analitico observando la capacidad de
éste, de detectar el analito de forma inequivoca sin interferencias de otro compuesto
ylo sustancias quimicas diferentes que pueden estar presentes en una misma

muestra.

Se prepararon diluciones independientes de tabletas, inyectables y placebo,
reflejado en los incisos: 5.2.3.1, 5.2.3.2y 5.2.3.3

El andlisis se realiz6 por triplicado para cada una de las muestras, realizandose

de manera intercalada: muestra, estandar control y placebo.

5.3.1.1 Criterio de aceptacidon de la especificidad del método

Segun la USP 34 el pardmetro que nos permitié valorar la especificidad del
método es la comparacion de la sefial obtenida entre el estandar, la muestra y el
placebo.
> El criterio de aceptacién: la muestra no debe presentar ningln tipo de sefial que

interfiera con la sefial que se encuentra para el estandar.

5.3.2 Linealidad del sistema

Para el estudio de la linealidad del sistema se prepar6 una curva de calibracion
con 5 niveles de concentraciones diferentes desde 15.46 pg/mL hasta 49.47 pg/mL.
Inyectdndose automaticamente en CLAR con volumen 20 ul, cada punto por

triplicado, hasta obtener 15 determinaciones.
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5.3.2.1 Criterio de aceptacion de la linealidad del sistema

Los parametros que nos permitieron valorar la linealidad del sistema son los

siguientes:
Parametro Criterio de aceptacién
» Coeficiente de correlacion lineal (r) r=0.9900
» Coeficiente de determinacion (r?) r> 2 0.9980
> Intercepto a tintercepto < ttab
> Pendiente b E pendiente > tiab

5.3.3 Precision del sistema
En la evaluacion de la precision del sistema se evalué en condiciones de

repetibilidad y precision intermedia.

5.3.3.1 Repetibilidad del sistema (mismo dia/analista/equipo)
En el caso de la repetibilidad se prepararon 10 diluciones determinando 10
lecturas de la concentracion del punto medio del calibrado del estandar de 30.92

pg/mL.

5.3.3.1.1 Criterio de aceptacion de repetibilidad del sistema
» Coeficiente de variacién < 2 % (CLAR) y < 3 % (UV/Vis)

5.3.3.2 Precisién intermedia del sistema (interdia e inter- analista)
La precision intermedia fue realizada por dos analistas en dos dias diferentes.
Se prepararon 3 soluciones de trabajo a una concentracién Unica que represento el

100,0 % de la cantidad tedrica declarada con una concentracion de 30.92 ug/mL.
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En ambas técnicas cada muestra fue analizada por triplicado, inter dia e inter

analista. Para su evaluacion se realizé6 un analisis de varianza.

5.3.3.2.1 Criterio de aceptacién de la precisién intermedia del sistema
» Coeficiente de variaciéon < 2 % (CLAR)

Coeficiente de variacion < 3 % (UV/Vis)

Coeficiente de Variacion global < 2% (CLAR Yy UV/Vis)

Analisis de varianza con el test de Fisher, donde Fexp < Fiap.

Factor de cola < 2 (CLAR)

Numero de platos tedricos > 2000 (CLAR)

vV V.V V V¥V

5.3.4 Exactitud

La Conferencia Internacional sobre Armonizacion de los Requisitos Técnicos
para el Registro de Productos Farmacéuticos para Uso Humano (ICH) 24,
recomienda llevar a cabo un total de nueve determinaciones que cubran el intervalo
especificado en el procedimiento. Para ello se trabajan tres niveles diferentes de

concentracion (50 %, 100 %, 161%) con tres muestras independientes de cada nivel.

Para establecer la exactitud del sistema analitico se prepararon 3 tres muestras
independientes con las concentraciones de 15.46, 30.92, 49.47 pg/mL de estandar

de trabajo con el mismo porcentaje de pureza de 100.42 %.

Diagrama 5.3.4.1
Representacion esquematica de la preparacion de la exactitud del
sistema ER-metronidazol base.

5mL
madre 4 . 5mL
> T 1000 = 30.920 pug/mL
15.460 mg / \
50 mL = 4mL

— 1000 = 49.472 L
—— Hg/m
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Diagrama 5.3.4.2

Representacion esquemaética de la preparacion de la exactitud del
método tableta 500 mg metronidazol base.

—_—
3 pesadas
independientes T
soluciéon madre | S
129 mg
25 ml e
>

Diagrama 5.3.4.3

L
S0l * 1000 = 30.960 pg/mL

3mL 000 = 30.960 L
* = 30.

50 mL hg/m

3mL 000 = 30.960 L
* = .

50 mL hg/m

Representacion esquematica de la preparacion de la exactitud del
meétodo inyectable 500 mg/100 mL metronidazol base.

>
3 pesadas
independientes T
solucion madre - 5
15mg
50 ml =
| _ >

5.3.4.1 Criterio de aceptacion de Exactitud

L
1000 = 30. L
=g * 1000 = 30.00 pg/m

5mL
50 mL

«1000 = 30.00 pg/mL

5mL
50 mL

«1000 = 30.00 pg/mL

> Porcentaje de recuperacion: tableta 90.0 % - 110.0 %

> Porcentaje de recuperacioén: inyectable 90.0 % -110.0 %

» Homogeneidad de variancias (Test Cochran): Gexp < Gtab

» Test det Student: Texp < Ttab
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5.4 REACTIVOS, EQUIPOY MATERIALES
Reactivos
i Nombres Marca | Grado Lote Procedencia Fecha de
vencimiento
1 Agua bidestilada HPLC - RARPE -
144270
2 Metanol Merck | HPLC 2.830 MERCK 7-2012
Estandar
3 Metronidazol Base | USP HPLC | 81245 OPS/USP 08-2012
Pureza: 100.42%
Equipos
Muestra de
N©° Nombres Marca Modelo N° Serie verlflg:mon
calibracion
o Validada:
1 Balanza Analitica Metler Toledo | AG204 1115140717 90-05-2011
2 Bomba al vacio
3 Ultrasonificador Acuasonic P250T 0802-10-10 10-2011
Espectrofotometro UV-Vis
Detector de arreglo de ,
4 Diodo (DAD) Agilent 8453 | PE1164T | CNN4251GXT | 30-06-2011
Celda: cuarzo (1 cm)
5 | Agitador Agimatic-E
Cromatografo Liquido de
Alta Resolucion (HPLC)
Equipado con los Agilent
siguientes modulos: Technologies
e Detector de Arreglos 1260 infinity
de Diodos (DAD)
6| . Horno 30-06-2011
- G1315C | DEAA200277
e Inyector automatico
e Bomba Binaria
* Interface G1316A | DEAAKO1497
e Desgasificadorde
solventes
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Nota: Por motivo de ser documentos confidenciales, que soporta que los equipos

instrumentales estaba recientemente verificado y calibrado por la empresa
ORGOMA, que brinda mantenimiento a los equipos del Laboratorio Nacional de

Control de Calidad de Medicamentos, solamente fueron mostrados sin permitir copiar

absolutamente ninguna informacién para soportarlo en este trabajo.

MATERIALES

Descripcion Marca | Capacidad | Clase/Tolerancia
Pipeta Volumétrica Pyrex 2mL Clase A/+ 0.010 mL
Pipeta Volumétrica Pyrex 3 mL Clase A/£ 0.015 mL
Pipeta Volumétrica Pyrex 4 mL Clase A/£ 0.015 mL
Pipeta Volumétrica Pyrex 5mL Clase A/+ 0.015 mL
Pipeta Volumétrica Pyrex 7 mL Clase A/+ 0.015 mL
Probeta Pyrex 250 mL Clase A/+£ 1.0 mL
Vaso de precipitado forma Pyrex 250 mL Clase A
baja (beaker)
Vaso de precipitado forma Pyrex 500 mL Clase A
baja (beaker)
Matraz Volumétrico aforado Pyrex 25 mL Clase A/ +0.040 mL
Matraz Volumétrico aforado Pyrex S0 mL Clase A/ +0.060 mL
Matraz Volumétrico aforado Pyrex 100mL | Clase A/£0.1 mL
Matraz Volumétrico aforado Pyrex 1000 mL | Clase A/ £0.400 mL
Papel Filtro de Membranas 0.45 pm
de nylon REF: 7404-004
LOTE: D117526
Filtros para jeringas de nylon | ilipore 0.45 pm X

33 mm
Viales para el carrusel del .
inyector automatico Agilent
Cg 4.6mm X
Columna cromatografica Agilent 25cm x5
pgm

Espatula de acero inoxidable
Celda de cuarzo 1lcm
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6. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
6.1 Técnica Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) con una
bomba binaria.

Todos los parametros se evaluaron con un nivel de confianza de 95%.

6.1.1 Especificidad del método

Se verifico la especificidad del método analitico observando la capacidad de
éste, de detectar el analito de forma inequivoca sin interferencias de otro compuesto
ylo sustancias quimicas diferentes que pueden estar presentes en una misma

muestra.

Para comprobar la especificidad del método, se inyectaron soluciones: fase
movil, placebo, tableta, inyectable y solucion estandar de metronidazol base. El
tiempo de retencion obtenido fue de 3.4 minutos para el estdndar y para las muestras
anteriormente mencionadas. Los estudios de especificidad demostraron que ni la
fase mdvil, ni el placebo presentan ningun pico en el tiempo de retencion de
metronidazol. Esto confirma que los excipientes utilizados en la fabricacion de la
tableta e inyeccion no interfirieron con el pico de metronidazol. Los cromatogramas

estan reflejados en el Anexo No. 1.

6.1.2 Calibrado del sistema por cromatografia de liquidos de alta resolucion
(CLAR)

Se preparé una curva de calibracion con soluciones de estandar primario de
metronidazol base, en un intervalo de concentraciones de 15.46, 24.73, 30.92, 37.10
y 49.47 pg/mL. El andlisis se realiz6 por triplicado en cada concentracion,
obteniendo 15 determinaciones en un sistema CLAR, los datos se reflejan en la tabla
N°6.1.2.1
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TABLA N°6.1.2.1. Evaluacion de la curva de calibracion en CLAR
N° Concentracién Area P,Ia.tos Tiempo Tiempg Factgr de Factor de
Muestras (ug/ml) (m_AU) tedricos muerto | retencion | capacidad k' Cola
Variable x Variable y (N) (tm) (t,)

15.460 456.000 | 2999.807 | 0.128 3.420 1.742 0.41
1 15.460 456.100 | 2896.791 | 0.130 3.410 1.740 0.41
15.460 456.400 | 2964.448 | 0.124 3.410 1.723 0.41
24.730 774.400 | 2964.448 | 0.129 3.410 1.723 0.41
2 24.730 774.800 | 2881.064 | 0.125 3.410 1.726 0.41
24.730 774.900 | 2946.706 | 0.129 3.410 1.722 0.41
30.920 950.000 | 2954.692 | 0.127 3.410 1.722 0.41
3 30.920 948.100 | 2967.278 | 0.129 3.410 1.732 0.41
30.920 949.600 | 2945.507 | 0.126 3.410 1.729 0.40
37.100 1131.400 | 2942.726 | 0.128 3.410 1.720 0.41
4 37.100 1130.700 | 2963.253 | 0.130 3.410 1.721 0.40
37.100 1131.200 | 2877.211 | 0.125 3.410 1.719 0.40
49.470 1512.100 | 2949.497 | 0.127 3.410 1.713 0.40
5 49.470 1511.500 | 2873.365 | 0.127 3.410 1.717 0.40
49.470 1512.900 | 2947.096 | 0.127 3.400 1.722 0.40

Pendiente (b) 30.7453

Intercepto (a) -4.9106

Coeficiente de correlacion(r) 0.9995

Coeficiente de determinacion (r?) 0.9990

Fuente: Software ChemStation Agilent 1260 y Programa Microsoft Excel 2010

En la tabla 6.1.2.1 reflejan los datos proporcionado por el software ChemStation

de Agilent 1260, para la verificacion de estos datos se procedieron a calcular

estadisticamente la pendiente (b), el intercepto (a), el coeficiente de determinacion (r)

y coeficiente de correlacion (r?).

Coeficiente de correlacion (r)

Z?[(xi -

%) (y, —

y)]

\[Zi(xi - f)zZi(yz - }_’)2

= 0.9995

(Ecuacién5)
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Coeficiente de determinacion (r?)
r? =0.99952 = 0.9990 (Ecuacién 6)

6.1.2.1 Evaluacion del desempefio del sistema CLAR.
Este proceso se realizé por medio de la curva de calibracion del sistema, con lo
cual comprobamos el funcionamiento del sistema, mediante la determinacion de los

siguientes parametros cromatograficos:

TablaN26.1.2.1.1 Funcionamiento del sistema en CLAR

Parametro Criterio de aceptacion Resultado | Cumplimiento
Tiempo de retencidn RSD <1.0 % 0.003 Cumple
Factor de capacidad Superiores a 'l 1.730 Cumple

Simetria del pico Maximo 2 0.406 Cumple
Platos tedricos Minimo 2000 2938.259 Cumple

Fuente: Software ChemStation Agilent 1260

Todos los valores que se obtuvieron de los platos tedricos son superiores a
2000 por tanto se cumple con el criterio de aceptacion del funcionamiento del
sistema. Al obtener valores superiores a 2000 se comprueba la eficacia de la

columna.

El factor de capacidad (k") promedio es de 1.730 lo que indica que el pico de
metronidazol no eluye préximo al del solvente, por lo que la selectividad no se ve

comprometida en el procedimiento analitico.

A continuacion se presenta el calibrado y la ecuacidén de la recta, en ella se

observa una proporcionalidad entre concentracién y respuesta cromatogréfica.
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GRAFICON®6.1.2.1.1
Curva de calibracion en area ER- metronidazol base en CLAR

Calibrado en Area de ER-Metronidazol Base
2000.0 -
y = 30.7453x - 4.9106
1500.0 - R2 =0.9990
o 1000.0 -
T '
500.0 -
0.0 . . . . . .
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0
Conc. pg/mL

Fuente: Software ChemStation Agilent 1260 y programa Microsoft Excel 2010

La ecuacion de la recta de la curva de calibracion, se expresa segun y =
30.7453 x -4.9106 con r= 0.9995 y r> = 0.9990

6.1.3 Linealidad del sistema por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidn
(CLAR).

Para el estudio de la linealidad del sistema se preparé una curva de calibracion
en un intervalo de concentraciones de 15.46, 24.73, 30.92, 37.10 y 49.47 ug/mL de
metronidazol base; estandar primario de referencia USP, con un porcentaje de grado
de pureza de 100.42 %.

El analisis se realizd por triplicado en cada concentracion, obteniendo 15

determinaciones en un sistema CLAR, los datos se reflejan en la tabla N° 6.1.3.1

Nota aclaratoria: debido al tiempo transcurrido desde el desarrollo de la parte
experimental hasta la redaccion de este trabajo, dicho estandar con su certificado ha
sido eliminado de los archivos del LNCCM, por politica internas que una vez vencido
el estandar de referencia, con la finalidad de mantener disponible el espacio para el

estandar de remplazo.
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TABLA N°6.1.3.1.
Evaluaciéon de la linealidad del sistema de metronidazol base en CLAR

L, . Area
N° N° Con(cerllrtrrf)cmn (ﬁrAeS) Promedio Tiempo de
Muestra| Replica Val#?able « Variable (mAU) Retencion
y Variable y
1 15.46 458.600 3.410
1 2 15.46 457.800 458.100 3.410
3 15.46 457.900 3.409
4 24.73 776.200 3.410
2 5 24.73 775.800 776.233 3.403
6 24.73 776.700 3.403
7 30.92 948.100 3.406
3 8 30.92 949.800 948.867 3.404
9 30.92 948.700 3.406
10 37.10 1135.800 3.409
4 11 37.10 1137.900 1136.233 3.405
12 37.10 1135.000 3.404
13 49.47 1511.300 3.407
5 14 49.47 1512.600 1512.533 3.405
15 49.47 1513.700 3.402
Variabilidad o Parametros Estadisticos

Pendiente (b) 30.736

Intercepto (a) -2.896

Coeficiente de Correlacion (r) 0.9995

Coeficiente de Determinacion () 0.9990

Fuente: Software ChemStation Agilent 1260 y programa Microsoft Excel 2010

6.1.3.1 Ecuacidon de la recta de la linealidad del sistema CLAR

La mayoria de los métodos analiticos se basan en una curva de calibracién en

“ e

la que una cantidad medida “y” se representa en funcion de la concentracién

conocida “x” de una serie de patrones (Skoog, 2009).

La relacién entre ambas variables se expresa matematicamente como una recta
de regresion del tipo y = bx + a, donde “b” es la pendiente y “a” la ordenada en el

origen, obtenida por un método de ajuste (AEFI, 2001).
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Se utiliz6 el método de los minimos cuadrados, que consiste en ajustar estos
parametros para minimizar la suma de los cuadrados de los residuales y obtener

funciones lineales (Skoog, 2009)




Dolidacisn 3¢ 30 tionicas anablicas pare Lo Cuantificacisn 3¢ Meluonidasol bave por Coomatagrafia (CLAR)y Eepeclacfolomelia (v/v) W

TABLA N°6.1.3.1.1

Analisis de minimos cuadrados en los datos de CLAR

= )2 > V)2 > > 2
ugc/raﬁc(:x) AF(&;A xi—-% | ;=% (y;—9) »i—) o — %)Y — ) 5 é r;:) r;egig E) ?Ior_n gél)o

15.460 458.600| -16.076| 258.438| .507.793| 257854.069 8163.286 472.282

15.460 457.800| -16.076| 258.438| .508.593| 258667.179 8176.146 472.282 -14.182 201.134
15.460 457.900| -16.076| 258.438| .508.493| 258565.470 8174.539|  472.282
24.730 776.200 -6.806 46.322|  .190.193| 36173.504 1294.456 757.204

24.730 775.800 -6.806|  46.322| _190593| 36325.819 1297.178|  757.204 19.029|  362.098
24.730 776.700 -6.806|  46.322| .189.693| 35983.561 1291.053 757.204
30.920 948.100 -0.616 0.379 -18.293 334.646 11.269|  947.460

30.920 949.800 -0.616 0.379 -16.593 275.339 10.221|  947.460 1.407 1.979
30.920 948.700 -0.616 0.379 -17.693 313.054 10.899 947.460
37.100 1135.800 5.564| 30.958|  169.407| 28698.619 942.579| 1137.408

37.100 1137.900 5.564|  30.958 171.507| 29414.537 954.263| 1137.408 -1.175 1.380
37.100 1135.000 5.564| 30.958| 168.607| 28428.208 938.127| 1137.408
49.470 1511.300 17.934| 321.628| 544907 296923.275 9772.356| 1517.612

49.470 1512.600 17.934| 321.628 546.207 | 298341.723 9795.670| 1517.612 -5.079 25.792
49.470 1513.700 17.934| 321.628|  547.307| 299544.587 9815.398| 1517.612

T = 473.040 | 14495.900 1973.176 1865843.589 60647.441| 14495.900 592.383

X=31.536 966.393 131.545 124389.573 4043.163|  966.393 118.477

Fuente: Software ChemStation Agilent 1260 y programa Microsoft Excel 2010
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La ecuacion utilizada para y, fue la siguiente:

y=bxx+a (Ecuacién 7)

Segun, Skoog (2009), la linea generada por el método de minimos cuadrados
es aqguella que minimiza la suma de los cuadrados de los residuos de todos los
puntos. Ademas de aportar el mejor ajuste entre los puntos experimentales y la
linea recta, el método proporciona la desviacion estandar de la pendiente (b) y el

intercepto (a).

Conviene calcular la suma de los cuadrados de las desviaciones de las
variables de Syx, Syy Y Sxy Yy de forma siguiente encontrar la pendiente y el

intercepto:

1. Sxx=suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los

valores individuales de x.

Sex=2(x; = 0% = Yxi — (2;) (Ecuacién 8)

Donde:
= pares de datos individuales de x

x= valor medio o promedio de las variables (x)

Sex = z(xi —%)?=1973.176
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2. Syy=suma de los cuadrados de las desviaciones respecto ala media de los

valores individuales de y.

2
S,, = Z(yi —y)? = ny - % (Ecuacién 9)

Donde:
yi = pares de datos individuales de y

y = valores medio o promedios de las variables (y)

S,y = Z(yi — )% = 1865843.589

3. Sy=suma de los cuadrados de las desviaciones respecto ala media de los

valores individuales de x e y.

Sy = Z(xi—?_c;)(yi—f’) = inyi_w (Ecuacién 10)

x. -
Sy = inyi —% = 60647.441

Para encontrar la ecuacién de la recta es necesario encontrar la pendiente y

el intercepto a partir de los datos calculados de la suma de los cuadrados.

Ecuacion de la pendiente (b):

S
b= (Ecuacion 11)
SXX
_ 60647.441 30736
~ 1973176
Donde:

Sxy = suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los valores
individuales de x e y.
Sxx = suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los

valores individuales de x
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Ecuacion del intercepto (a):

a= y—bx (Ecuaciéon 12)

a =966.393 — (30.736* 31.536) = —2.896

GRAFICON°6.1.3.1.1
Calibrado de la linealidad del sistema de ER- metronidazol base en CLAR

Calibrado en Area de ER-Metronidazol
2000.0 -
y = 30.736x - 2.8956
15000 - R =0.999
©
9 10000 -
<L
500.0 -
0.0 T T T T T 1
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0
Conc. pg/mL

Fuente: Software ChemStation Agilent 1260 y programa Microsoft Excel 2010

Segun, Skoog (2009), la pendiente es un factor que limitan la sensibilidad,
siendo el valor de la pendiente de 30.736 y el sesgo es de -2.8956 indicado por el

valor del intercepto.

6.1.3.2 Test de linealidad: test de Student para la pendiente (b) en CLAR

Para demostrar que existe una pendiente significativamente distinta de cero
se aplico la prueba de t Student. Para calcular el texp de dos cola, para n-2 grados
de libertad = 13 en un nivel de confianza del 95% y con un grado de significacion
a= 0.05 (0/2= tog75 13), €l valor critico en la tabla de la distribucion T-Student es
2.160.

55



Validacién de dos técnicas analdicas paa fa QWW de @Mwmaagof base por @Lomafoﬂzna¥ta
(CLAR) y Bspectrofotometria (UV/Vis) @

Para esta prueba debe de cumplirse el criterio de aceptacion que el texp > tia;
U Ho: p1= M2
Hipotesis
Hi: pua# p2
Para ello se utilizé la siguiente formula:
|bl

exp (b) — E

t (Ecuacién 13)

Para encontrar el texp, €s necesario calcular primero la desviacion estandar

de la regresion (S,) para obtener la desviacién estandar de la pendiente Sy,

Desviacion estandar de la regresioén (S;)

S . — b2S
S, = % (Ecuacion 14)

S = \/1865843.589 — ((30.736)%? ¥ 1973.176) _ \/1,865,843.589 —1,864,056.793
= =

15 -2 13
1,786.797
L= —13 =+vV137.446 =11.724

Desviacion estandar de la pendiente Sy
Para esta prueba debe de cumplirse el criterio de aceptacion que el texp > tian;
L Ho: H1= M2
Hipotesis
Hi: pu# p2

S, = Srz/ (Ecuacién 15)

xx

_|(11.724)2 _ _
S, _j /1973.17¢ = V0.070 = 0.264

56



Vafidacién 2e dos tecnicas analiticas para la Cuantificacion 3e Metronidagol base por &mauﬂﬁapa

(CLAR) y Bspectrofotometria (UV/Vis) @,
Se obtiene:
_ bl _ 30736 _
lexp = 5 = 520y = 116.456

Al comparar el valor texp con el tap, Se demostro que existen diferencias
significativas, siendo texp 116.456 > tap 2,160, comprobando estadisticamente que

existe una pendiente diferente de cero.

El intervalo de confianza confirma lo demostrado por el test de Student la

pendiente no incluye el cero.

Intervalo de confianza (IC) para la pendiente se calculo:
b+t*S, =30.736 + 2.16 *0.264
30.736 £ 0.570
[30.166 a 31.306]

6.1.3.3 Test de proporcionalidad: test de Student para el intercepto (a) en
CLAR

Mediante este test se evalubé que la recta pasa por el origen de coordenadas,
determinando que la variable independiente (X) es significativamente distinta de
cero.

Cabe mencionar, en el inciso 6.1.3.2 el valor critico en la tabla de la
distribucion T-Student es 2.160.
Para esta prueba debe de cumplirse el criterio de aceptacion que el texp > tiap;

Ho: M= H2

Hipotesis
Hi: la# 2
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Para ello se utilizo la siguiente formula:

lal

lexp () = s,

(Ecuacion 16)

| a| = valor absoluto del intercepto

Sa = Desviacion estandar del intercepto
Para encontrar el texp, para el intercepto es necesario calcular primero la
desviacion estandar de la regresién (S;), la cual fue calculada en el inciso 6.1.3.2

con la ecuacién 14, siendo éste un valor de 11.724 y por ende obtener la

desviacion estandar de la pendiente Sy,
Desviacion estandar del intercepto

1 .y
Sa = Sr * /m (Ecuaaon 17)

1
S, = 11724« \[ = 8.857

15— (223,766.842)/16,890.965

_lal _ 2.896 _
ep@ = 5= g ggg = 0-327

t
., 8.857

Se cumplié que texp (a) < tap. Para calcular el tap de dos cola, para n-2 grados
de libertad =13 en un nivel de confianza del 95% y con un grado de significacion
a= 0.05 (0/2= to9s 13), el valor critico en la tabla de la distribucion T-Student es
2.160, siendo texp (q) 0.327 <ty 2.160; se comprueba que la variable x es diferente

de cero y que la recta pasa por el origen de coordenadas.

Intervalo de confianza (IC) para el intercepto se calculé:

att*S,-2.896 +2.160 * 8.857
-2.896 + 19.131
[-22.027 a 16.235]
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6.1.3.4 Test G de Cochran
La prueba de Cochran nos indica para determinar si el factor de concentracion

tiene influencia en la variabilidad de las respuestas.

S?maxima

Gexp - Z 5-2
i

(Ecuacion 18)

Donde:
s?maxima: varianza maxima de los grupos

¥s?: sumatoria de la varianza de cada grupo

El valor critico de Cochran se determina C= (K, v, a)

Donde
K es el nimero de grupo de datos o nUmeros de réplicas
0 es el nimero de grado de libertad definido como Ny -1, donde Nyax €s el mayor

de los tamarfios de la muestra y a el nivel de significancia usualmente 0.05.

El criterio de aceptacion: si el G,,, < G.Significa que las varianzas de las

concentraciones son homogéneas, es decir que el factor de concentracién no

influyen estadisticamente en la variabilidad de los resultados.
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Prueba de homogeneidad de varianzas

TABLA N°6.1.34.1
Test de G de Cochran varianza de los factores de respuesta en CLAR

Concentracion Area Factor Promedio | Desviacién| Varianza

N° (ug/mL) (mAU) respuesta de estandar (s®) de

Variable x Variable y f(y/x) f(y/x) (s) de f(y/x) f(y/x)
15.460 458.600 29.664

1 15.460 457.800 29.612| 29.631 0.028 0.00079
15.460 457.900 29.618
24.730 776.200 31.387

2 24.730 775.800 31.371 31.388 0.018 0.00033
24.730 776.700 31.407
30.920 948.100 30.663

3 30.920 949.800 30.718 30.688 0.028 0.00078
30.920 948.700 30.682
37.100 1135.800 30.615

4 37.100 1137.900 30.671| 30.626 0.040 0.00163
37.100 1135.000 30.593
49.470 1511.300 30.550

5 49.470 1512.600 30.576 30.575 0.024 0.00059
49.470 1513.700 30.598

Promedio (x 30.582 2
Desviacién Estandar ((83 0.580 2Si- 0.00412

Fuente: Software ChemStation Agilent 1260 y programa Microsoft Excel 2010

La hipotesis es:
H,= G,y < Gigp

exp

Hl = Gexp > Gtab

o 0.00163
exXP " 0.00412

=0.395

Al comparar el valor experimental con el valor critico, se obtuvo un Gexp
menor que el G, por tanto se cumple la hipétesis nula donde se comprueba que X
o factor de repuesta no tiene influencia en la variabilidad de los resultados de f (y/x)
Gexp 0.395 < Giap (o0 = 0.05, K=5,n=3) = 0.683.
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6.1.3.5 Coeficientes de variacién de los factores respuestas
Esta prueba nos permitid relacionar la lectura o respuesta en area y la
concentracion. Se recomienda obtener valores menores al 2% para ello se aplica la

siguiente ecuacién: (AEFI, 2001).

S .,
cV = f* 100 (Ecuacién 19)

Donde:
s= desviacion estandar

X= media de los resultados

Segun en la tabla N° 6.1.3.4.1 test G de Cochran varianza de los factores de
respuesta en CLAR, la desviacion estandar global del factor respuesta es de: 0.580

y el promedio global es de 30.582 por tanto:

_0.580
"~ 30582

*100 = 1.896 %

Al aplicar la prueba de linealidad mediante los coeficientes de variacién de los
factores de respuesta (C.V ) se obtuvo como resultado un coeficiente de variacion

CV; =1.896 %< 2% demostrandose la adecuada linealidad del sistema.
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6.1.3.6 Analisis de varianza en CLAR

El andlisis de la varianza de la regresion (ANOVA) es un método que se
emplea para comparar resultados obtenidos por distintos métodos, laboratorios,
analistas, etc., cuando el nimero de medias obtenidas es superior a dos. También
permite separar las contribuciones de uno o mas factores a la varianza global del
sistema (AEFI, 2001).

TablaN°6.1.3.6.1
ANALISIS DE VARIANZA EN CLAR

Analisis de residual Analisis de laregresion
Concentracion Area
N® (ng/mL) (MmAU) y yi— 3 |0i—=¥)?*| -y (y-y)?
Variable x Variable y

15.460 458.600 472.282 | -13.682 | 187.202 -494.111 | 244145.8347
1 15.460 457.800 472.282 | -14.482 | 209.733 | -494.111 | 244145.8347
15.460 457.900 472.282 -14.382 206.847 -494.111 244145.8347
24.730 776.200 757.204 18.996 | 360.831 | -209.189 | 43759.98998
2 24.730 775.800 757.204 18596 | 345.795 | -209.189 | 43759.98998
24.730 776.700 757.204 19.496 | 380.077 | -209.189 | 43759.98998
30.920 948.100 947.460 0.640 0.410 -18.933 358.4715954
3 30.920 949.800 947.460 2.340 5.476 -18.933 358.4715954
30.920 948.700 947.460 1.240 1.538 -18.933 358.4715954
37.100 1135.800 | 1137.408 | -1.608 2.586 171.015 | 29246.07349
4 37.100 1137.900 | 1137.408 0.492 0.242 171.015 | 29246.07349
37.100 1135.000 | 1137.408 | -2.408 5.799 171.015 | 29246.07349
49.470 1511.300 | 1517.612 -6.312 39.840 551.219 303841.8944
5 49.470 1512.600 | 1517.612 | -5.012 25.119 551.219 | 303841.8944
49.470 1513.700 | 1517.612 | -3.912 15.303 551.219 | 303841.8944
Promedio 966.393 966.393 SCres= 1786.797 SCrec = 1864056.793

Fuente: Programa Microsoft Excel 2010
La ecuacion utilizada para calcular y, fue la siguiente:

Yy=bxx+a (Ecuacién 7)
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Segun AEFI (2009), el andlisis de la varianza se fundamenté en la suma de
cuadrados totales la cual se descompone en dos componentes, la suma de

cuadrados de los residuales y la regresién: SCT = SCres + SCgrec

Segun la ecuacion reflejada en AEFI (2001), se calcul6 la varianza residual

(S?y.x) a partir de los datos de los minimos cuadrados, con la siguiente ecuacion:

_ 52

Varinza Residual = S;X = Z(il—zy) (Ecuacion 20)
., 1786797 _

Vegs = SZ, = 137.446

SC; = SCres + SCreg (Ecuacién 21)

SCr=1786.797 + 1864056.793 = 1865843.589
SCt=1865843.589

Una vez realizada los célculos de las varianzas y de los residuales se realizo el
calculo de Fisher (F), el cual es una prueba estadistica que sirve para comparar

varianzas, donde se cumple el criterio que Feyp > F tap.

V,

F = _REG (Ecuacién 22)
VRES

Donde:

SCres: sSuma de cuadrados de la regresion
Vges: 137.4746
Vres: 1864056.793, para un grado de libertad

Vegg  1,864,056.793
F = =13562.113
Vpgs  137.446
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Por lo tanto Fisher sera: 13562.113 > Fiap (0.05,1, n-2) = 4.667 cumpliendo el criterio

de aceptacion, demostrando la existencia de una pendiente diferente de cero.

Se valido la linealidad de la metodologia del sistema, para lo cual se partié de
una solucién concentrada de estandar metronidazol base, se prepararon una curva

de calibracion, con 5 niveles de concentracion del analito en el rango de trabajo de
15.26 a 47.49 pg/mL.

La evaluacién de los coeficientes de determinacion r? y de correlacién r, en el
sistema demostraron correlacion entre la concentracion (ug/mL) y la respuesta (area)
y que los cambios en la respuesta (variable dependiente) son debidos a variacion en

la concentracién (variable independiente) (AEFI, 2001).

Se aplicaron diferentes test estadisticos para demostrar la linealidad del
sistema, como: el ajuste de la curva de calibracion por minimos cuadrados,
obteniéndose los valores de la pendiente y el intercepto con sus respectivas
desviaciones estandares, aplicandose el t de Student para demostrar que existe

diferencia significativas.

Con la aplicacion del test de Cochran se demostréo la homogeneidad de
varianza. Se realizd el analisis de varianza de la regresion ANOVA, se evaluaron los
residuos y se determiné que estos son independientes y tienen distribucion normal,
presentado homocedasticidad y que la relacion entre concentracion y area es lineal.
Ver anexo 4 (grafica de residuales y normalidad para la linealidad), también se aplico
el test estadistico F de Fisher para verificar la linealidad. Bajo la evidencia muestral y
con un nivel de confianza del 95%, no se encontrd diferencias significativas entre las
concentraciones de los niveles estudiados, obteniendo un valor f de Fisher

experimental mayor que el valor de f tabulado, indicando regresion.
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6.1.4 Precision del sistema en CLAR

Para evaluar la precision se trabajo con muestras de estandar primario de
referencia de metronidazol base USP con un grado de pureza de 100.42 %. El
estudio de la precisién se realiz6 mediante la evaluacion de la repetibilidad y la

precision intermedia del sistema.

6.1.4.1 Repetibilidad del sistema en CLAR

La repetibilidad se analiz6 mediante la evaluacion de 10 determinaciones, se
trabajé con la concentracion media de trabajo de 30.92 pg/ml; se determinaron los
valores medios, las desviaciones estandar y los coeficientes de variacion en funcion

al factor de respuesta.
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TABLA N°6.1.4.1.1

Evaluacion de repetibilidad del sistema en CLAR

N( c » Area Datos de Factor

u(rjneero on(flz?gﬁ;:lon (mAU) | Factor Respuesta | Respuesta f(y/x) T N
: Variable fy/x) . Desviacién '

lecturas Variable x y Media estandar (s)
1 30.920 945.800 30.589 3.403 2955.754
2 30.920 946.700 30.618 3.403 2954.692
3 30.920 945.000 30.563 3.400 2954.448
4 30.920 945.700 30.585 3.402 2954.448
5 30.920 944.700 30.553 3.400 2946.706
6 30.920 945.600 30.582 30.585 0.018 3.400 2957.278
7 30.920 946.000 30.595 3.402 2949.497
8 30.920 945.900 30.592 3.403 2947.726
9 30.920 945.400 30.576 3.403 2945507
10 30.920 946.100 30.598 3.402 2947.096

Coeficiente de Variacion CV, % 0.059 % cumple
Criterio de aceptacion CV (%) < 2% Conclusion b

Fuente: Software ChemStation y Programa Microsoft Excel 2010.
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6.1.4.1.1 Evaluacién estadistica para la repetibilidad del sistema en CLAR
Los datos obtenidos se evaluaron con un tratamiento estadisticos con las

siguientes especificaciones:

» Media

X
X = Zn’ (Ecuaciom 23)
x = 30.585

» Desviacién estandar (s)

En la precision en condiciones de repetibilidad en funcion del factor de
respuesta se obtuvo una desviacion estandar pequefia con un valor de 0.018
indicando la buena precision del sistema donde demuestra que no se observo una

diferencia significativa.

— \[Z(Xi -x)2/(n—1) (Ecuacién 24)

s =0.018

» Coeficiente de variacion (CV)
El coeficiente de variacién (CV), nos indica la relacion existente entre la
desviacion de una muestra y su media. Al dividir la desviacion tipica por la media

se convierte en un valor de unidad de medida (Skoog, 2003).

El coeficiente de variacién entre los datos se calcula utilizando la siguiente
ecuacion 19.

0018
~30.585

*100 = 0.059 = 0.06%
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Se aprecia en la tabla 6.1.4.1.1, que el CV % esta por debajo de 2 %
obteniéndose un valor de 0.059 %, indicando que la técnica cumple con los

parametros establecidos, siendo el ensayo repetitivo y a la vez aceptable.

6.1.4.2 Precisién Intermedia del sistema en CLAR

El estudio de precision intermedia se realizd para evaluar las fuentes de
variacion en el analisis inter analistas e inter dia, se trabajé con concentraciones
similares (30.92 pg/mL y 30.52 pg/mL) los dos dias.

Se aplicé el estadistico de t de Student y la prueba de Fisher para
determinar si existian diferencias significativas entre los resultados analiticos

obtenidos por ambos analistas.

Los datos obtenidos estan representados en funcién del factor de
respuesta para determinar si el factor de concentracion influye en la variabilidad
de los resultados. Las respuestas obtenidas de la precision intermedia de cada

analista y en dias diferentes estan reflejadas en el anexo 8 y 9.
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Se obtiene los siguientes resultados:

TABLA N°6.1.4.2.1
Evaluacion de la precision intermedia interdia e interanalista en CLAR

ANALISTA: A ANALISTA: B
ler Dia | 2do Dia ler Dia | 2do Dia
Conc.
pg/mi Factor de Respuesta | Factor de Respuesta Formula

30.920 31.801 31.691 31.429 31.671

30.920 31.811 31.646 31.415 31.701

30.920 | 31.873 31.675 31510 | 31.704 Coeficiente de

30.920 | 31.818 | 31.717 31468 | 31271 variacion

30.920 31.814 31.666 31.474 31.383

30.920 31.805 31.708 31.465 31.229

30.920 30.741 31.494 31.429 31.278

S
0 — —
30.920 30.731 31.468 31.458 31.314 CV% X * 100

30.920 30.747 31.394 31.471 31.317

Media 31.460 31.607 31.458 31.430

S 0.541 0.121 0.029 0.201
CV (%) 1.719 0.382 0.093 0.640
CVgiobal 0.708
Criterio de aceptacion CVgiobal (%) < 2% Conclusion Cumple

Fuente: Programa de Microsoft Excel 2010

En tabla N* 6.1.4.2.1, se aprecia que los coeficientes de variacion
experimentales en los dos analistas y en diferentes dias estan por debajo del 2%,
cumpliendo el criterio de aceptacion para métodos Cromatograficos (CV < 2 %)
segun lo establecido por la USP 34 y segin RCTA 11:03:39:06.
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6.1.4.2.1 Evaluacion estadistica para la precision intermedia en CLAR

TABLA N°6.1.4.2.1.1
Analisis de varianza de dos factores con una sola muestra por grupo en CLAR

Andlisis de varianza 30.92 pug/mL

Resumen
Grupos Cuenta| Suma Promedio Varianza
Analista 1 2 63.0667 | 31.5333 1.07E-02
Analista 2 2 62.8874 | 31.4437 3.93E-04
Dia 1 2 62.9177 | 31.4589 2.75E-06
Dia 2 2 63.0363 | 31.5182 1.57E-02
Origen de Grados Promedio Valor
las > SC de S SC Probabilidad | critico
variaciones libertad para F
Analista 0.0080 1.0 0.0080 1.0544 0.4916 161.4476
Dias 0.0035 1.0 0.0035 0.4610 0.6203 161.4476
Error 0.0076 1.0 0.0076
Total 0.0192 3.0

Fuente: Programa Microsoft Excel 2010

Se realizé un andlisis de varianza de los datos aplicAndose el test Fischer.
Los valores obtenidos demostraron que no existen diferencias significativas entre
las precisiones alcanzadas por los analistas en diferentes dias para una
probabilidad de 0,05% ya que el valor de Fexp €S menor que Fiap. (Inter analista
Fexp 1.0544 < Fiap161.4476; inter dia Fexp 0.4610 < Fiap 161.4476).

TABLA N°6.1.4.2.1.2
Precision intermedia interdia e interanalista en CLAR
t estadigrafo Student

Analista: Avs. B
Analista: A | Analista: B formula
lerdia | 2do dia
texp | 0.376 1.053 0.897 0.372 f = X
tan | 2.306 2.306 2.306 2.306 7P (svn)
Texp<tiab. NO existe diferencias significativas

Fuente: Programa de Microsoft Excel 2010
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Al realizar la prueba de Student para ambos analistas, el valor experimental
resultd ser menor que el tabulado, lo cual demuestra que no existen diferencias

significativas entre las medias alcanzadas con un nivel de significacion de un 5%.

6.1.5 Exactitud del sistema en CLAR
La exactitud del sistema se verificé a través de la prueba de estandar de
referencia, mediante el analisis de un estandar primario de referencia USP

certificado, facilitado por LNCCM.

Segun las recomendaciones de la ICH (2002), se evalu6é la exactitud a 3
concentraciones de trabajo de 15.46, 30.92 y 49.47 (ug/mL) de estandar primario
de metronidazol base, los cuales corresponde al punto minimo, medio y maximo

de los valores de la curva de calibracion reflejado en la tabla N°6.1.2.1.

TABLA N°6.1.5.1

Evaluacion de la exactitud del sistema en CLAR

Conc. Area Factor Promedio | Desviacién | Varianza
N° (ng/mL) (mAU) de . 2
lectura | Variable | Variable | repuesta de estandar (s) | (s°) de
N y F=Y/X F(Y/X) de F(Y/X) F(Y/X)
1 481.100 31.119
2 15.460 481.800 31.164 31.164 0.045 0.00205
3 482.500 31.210
4 1000.900 | 32.371
5 30.920 | 1000.000 | 32.342 32.361 0.017 0.00028
6 1000.900 | 32.371
7 1533.800 | 31.005
8 49.470 | 1534.000 | 31.009 31.007 0.002 0.00001
9 1534.000 | 31.009
Promedio x 31.511
Desviacion Estandar (s) 0.642 ¥Si?= 0.00234
CV:% 2.036%

Fuente: Programa de Microsoft Excel 2010
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6.1.5.1 Evaluacion estadistica de exactitud del sistema en CLAR

» Media

X
X = Zn' (Ecuacion 23)
X = 31511

»  Desviacion estandar (s)

S = \[Z(xi -x)?2/(n—1) (Ecuacion 24)

S =0.642

Test de proporcionalidad: G de Cochran

Donde Gexp < Gtab

S? maxima .
Gexp = vt (Ecuacién 18)
1

Donde:
s?méaxima: varianza maxima de los grupos

¥s: sumatoria de la varianza de cada grupo

~0.0020

Goyp = =0.870
P 0.0023
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El valor de G de la distribucion de G de Cochran para un grado de
significacion a = 0.05% a 3 niveles de concentracion (k=3) y 2 grados de libertad,
el valor critico es de 0.966.

Al comparar el valor experimental con el valor critico, se obtuvo un Geyp
menor que el Gty,, por tanto se cumple con el criterio de aceptacién donde se
comprueba que X o factor de repuesta no tiene influencia en la variabilidad de los
resultados de f (y/xX) Gexp 0.870 < 0.966.

6.1.5.2 Exactitud del método en CLAR

Célculos para determinar el porcentaje de recuperacion de metronidazol
base tableta.

En el inciso 5.2.3.1 se indica como se prepararon las muestras para

determinar el porcentaje de recuperacion en tabletas.

Para realizar esta tabla se realizaron los siguientes calculos:
Cantidad de principio activo (p.a) que declara cada tableta (mg) 500.00
Peso promedio de las 10 tabletas (mg) 680.33
Cantidad pesada del polvo homogéneo (resultado de 10 tabletas) (mg) 17.533

Cantidad de principio activo (p.a) en la muestra pesada (mg) 12.90

Cantidad pesada = Declaracion de p.a enla tableta

Cantidad de p. 1 tra =
antidad de p.a en la muestra Peso promedio de la tableta

17.553 mg * 500 mg
680.330

Cantidad de p.a enla muestra = = 12.900 mg

cantidad de p.a en la muestra

Concentracion en pg/mL a inyectar = * 1000
volumen

73



Validacién de dos ticnicas ann%myaaa fa @md&%mm de @Mwuﬁa@of %axw,jw/c &mt@ﬂﬂa}ta
(cLAR) y &opectrofotometria (UV/Vis) @

12900 mg 3 mL

C traci6 Lai tar =
oncentracion en pg/mL a inyectar Eml 50wl

«1000 = 30.96 pg/mL

. Concentracion encontrada con el calibrado ug/mL
Recuperacion % = — - * 100
Concentracion a ug/mL inyectar

. 32.308 pg/mL
Recuperacion % = * 100 = 104.351 %
30.961 pg/mL

El procedimiento de cuantificacion nos permitid calcular la cantidad de
principio activo en la muestra sometida a analisis, y el promedio del porcentaje de
recuperacion obtenido fue de 104.351 % el cual estd dentro de los valores

orientativos para formulado farmacéutico del 90.0 % - 110.0 % segun la USP 34.
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Validacién de dos téicnicas analiticas para fa @Lanﬁﬁieaciéﬂ de @Ke&oniaa.::’of base por &ma[aﬂﬂaﬁa (CLAR) y
K

Bopectrofolomelia (UV/Vis) A

6.1.5.2.1 Exactitud del método de metronidazol 500 mg tableta en CLAR
TABLA N°6.1.5.2.1.1

Porcentaje recuperacion de metronidazol 500 mg tableta

PENDIENTE 30.7453

D.ec'?‘f.a Cantidad Conc. Canglda;l Conc. Tg d Media mg/ Tab R L
gélt?\%p; pesada mg de pg/mL a pSrsir?c% ioe AREA calibrado Iea?(r:r?LTerse}[rg ;g enco_nt_rado Qe ecue;:)ramon
Tab/mg polvo VLRI | activo (mg) Hg/mL. principio activo | PrNCIPIO activo
500 17.553 30.961 12.900 991.200 32.239 13.433 104.128
500 17.553 30.961 12.900 991.500 32.249 13.437 13.431 104.160
500 17.553 30.961 12.900 990.400 32.213 13.422 104.044
500 17.553 30.961 12.900 993.300 32.307 13.461 104.349
500 17.553 30.961 12.900 993.700 32.320 13.467 13.465 104.391
500 17.553 30.961 12.900 993.600 32.317 13.465 104.381
500 17.553 30.961 12.900 995.500 32.379 13.491 104.580
500 17.553 30.961 12.900 995.200 32.369 13.487 13.490 104.549
500 17.553 30.961 12.900 995.500 32.379 13.491 104.580
x =500 17.553 30.961 12.900 993.322 32.308 13.462 13.462 104.351
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TABLA N°6.15.2.1.1.1
Test G de Cochran en CLAR
Porcentaje de recuperacion de metronidazol 500 mg tableta

g Conc. % Promedio Desviacion (s) | Varianza (s?)

z g | (MIMb) |recuPERACION oo no oo
9 Recuperacion | Recuperacion | Recuperacion
1 104.128

3 104.044

4 104.349

5 30.961 104.391 104.374 0.022 0.0005
6 104.381

7 104.580

3 30.961 104.549 104.570 0.018 0.0003
9 104.580

Promedio x 104.351

Desviacion 2_
Estandar (s) 0.202 2s;"=0.0044
C.Vi% 0.194

Fuente: Programa de Microsoft Excel 2010

Test de proporcionalidad
Test de Cochran

Cabe mencionar anteriormente en el inciso 6.1.3.4, que, el test de G de
Cochran se utiliza para determinar si el factor de concentracion influye en la
variabilidad de los resultados.
Donde: Gexp < Gtap

- s? maxima - s? maxima _0.0036 0.818
I PY Py g2 ©0.0044

El valor de Gip de la distribucion de G de Cochran para un grado de
significacion a = 0.05% a 3 niveles de concentracion (k=3) y 2 grados de libertad,
el valor critico es de 0.966. Al comparar el valor experimental con el valor critico,
se obtuvo un Geyp menor que el Gup, por tanto se cumple con el criterio de
aceptacion donde se comprueba que X o factor de repuesta no tiene influencia en
la variabilidad de los resultados de f (y/X) Gexp 0.818 <0.966.
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Célculos para determinar el porcentaje de recuperacion de metronidazol
base, inyectable.
En el inciso 5.2.3.2 se indica como se prepararon las muestras para

determinar el porcentaje de recuperacion en inyectables.

Para realizar esta tabla se realizaron los siguientes calculos:
Cantidad de principio activo (p.a) que declara cada inyectable (mg/100mL) 500.00
Cantidad de principio activo (p.a) que declara cada inyectable (mg/mL) 5.00

Para realizar esta tabla se realizaron los siguientes calculos:

Volumen final * Declaracién de principio activo

Cantidad de p.a en la muestra = —
volumen inicial

Cantidad de p.a en la muestra = % =15 mg/3 mL

» _ cantidad de principio activo en la muestra
Concentracion en pg/mL a inyectar = ] * 1000
volumen

15mg 5mL
*
50mL 50 mL

Concentracion en pg/mL a inyectar = * 1000 = 30.00 pg/mL

. Concentracion del calibrado en pg/mL
Recuperacion % = — - * 100
Concentraciéon en ug/mL a inyectar

El procedimiento de cuantificacion nos permitio calcular la cantidad de
principio activo en la muestra sometida a analisis, y el promedio del porcentaje de
recuperacion obtenido fue de 102.532 % el cual estd dentro de los valores

orientativos para formulado farmacéutico del 90.0 % - 110.0 % segun la USP 34
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3

o

6.1.5.2.2 Exactitud del método de metronidazol 500 mg/100 mL inyectable en CLAR
TABLA N°6.1.5.2.2.1

Porcentaje recuperacion de metronidazol 500 mg/100 mL inyectable

Pendiente 30.7453 de la curva de calibracion

Declara Cantldad Conc. Caqtldad Conc. encontrgdo en Media mg .
medida mL medida de ‘ : encontrado | Recuperacion
paen | o principio L_Jg/mL a principio AREA calibrado | la muestra de de principio %
Fco./mg activo inyectar activo mg pg/mL principio activo
activo
500 3.000 30.961 15.000 944.900 30.733 15.367 102.444
500 3.000 30.961 15.000 944.700 30.727 15.363 15.365 102.422
500 3.000 30.961 15.000 944.900 30.733 15.367 102.444
500 3.000 30.961 15.000 942.300 30.649 15.324 102.162
500 3.000 30.961 15.000 947.600 30.821 15.410 15.352 102.737
500 3.000 30.961 15.000 942.200 30.645 15.323 102.151
500 3.000 30.961 15.000 944.000 30.704 15.352 102.346
500 3.000 30.961 15.000 950.200 30.906 15.453 15.421 103.018
500 3.000 30.961 15.000 950.600 30.919 15.459 103.062
x =500 3.000 30.961 15.000 945.711 30.760 15.380 15.380 102.532

Fuente: Programa de Microsoft Excel 2010

78




Validacisn de dos técnicas analicas paa fa em%%mmm de @Kdﬂmuaaﬁof base por &omaloﬂ@aﬁta
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TABLA N°6.1.5.2.2.1.1
Test G de Cochran en CLAR
Porcentaje de recuperacion de metronidazol 500 mg /100 mL inyectables
| Conc. o Promedio Desviacién (s) | Varianza (s?)
2 2| (gml) oo 0 % % %
S ecuperacion . ., .,
| Recuperacion | Recuperacion |Recuperacion
1 102.444
2 30.000 102.422 102.437 0.013 0.0002
3 102.444
4 102.162
5 | 30.000 102.737 102.350 0.335 0.1122
6 102.151
7 102.346
g | 30.000 103.018 102.809 0.401 0.1610
9 103.062
Promedio x 102.532
Desviacion 2_
Estandar (s) 0.336 2si“=0.2733
C.Vi% 0.328
Fuente: Programa de Microsoft Excel 2010
Test de proporcionalidad
Test de Cochran
Dénde Gexp < Gtab
— s? maxima - s? maxima 01610 _ 0.589
P Ys? e Y s? © 02733

El valor de Gip de la distribucion de G de Cochran para un grado de
significacion a = 0.05 % a 3 niveles de concentracion (k=3) y 2 grados de libertad, el
valor critico es de 0.966. Al comparar el valor experimental con el valor critico, se
obtuvo un Gexp menor que el Gip, por tanto se cumple la hipdtesis donde se
comprueba que X o factor de repuesta no tiene influencia en la variabilidad de los
resultados de f (y/X) Gexp 0.589 < 0.966.
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6.2 Técnica de Espectrofotometria Ultravioleta Visible (UV-Vis)

En la evaluacion de la -caracteristicas del desempefio analitico en
espectrofotometria UV-Vis, se utilizaron las misma muestras y soluciones de trabajo
anteriormente preparadas en el analisis de cromatografia de liquidos de alta
resolcion (CLAR), inciso 5.2.2, 5.2.3.1, 5.2.3.2 y 5.2.3.3 para determinar si hay

variabilidad en los resultados en ambas técnicas.

6.2.1 Especificidad del método (UV VIS)

Se verifico la especificidad del método analitico observando la capacidad de
éste, de detectar el analito de forma inequivoca sin interferencias de otro compuesto
ylo sustancias quimicas diferentes que pueden estar presentes en una misma

muestra.

Los espectros obtenidos estan reflejados en el Anexo N° 13, indicando los
resultados del analisis de la muestra placebo, la solucion del estandar referencia y la
muestra del producto terminado, mostrando que los excipientes no interfieren en la
determinacion del principio activo; con estos resultados se evidencia la especificidad
del método para el control de la calidad al no observarse espectros adicionales del

placebo a la longitud de onda de 320 nm del principio activo.

6.2.2 Calibrado del sistema por espectrofotometria UV-Vis

Para la realizacién de los pardmetros en la técnica de espectrofotometria UV-
Vis, se utilizaron las mismas soluciones de estandar primario de metronidazol base
utilizadas anteriormente en la técnica de cromatografia de liquidos de alta resolucion
CLAR segun inciso 5.2.2.
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TABLA N°6.2.2.1
Evaluacion de la curva de calibracion en espectrofotometria UV-Vis.

Espectrofotometria UV -Vis
N° Concentracion . Absorbancia .
Mediade Conc. Media de
Muestras /mL Abs. <320nm>
Vg:?able)x ug/ml Variable y Abs<320nm>

15.460 0.796

1 15.460 15.460 0.799 0.797
15.460 0.797
24.730 1.272

2 24.730 24.730 1.276 1.275
24.730 1.277
30.920 1.546

3 30.920 30.920 1.545 1.545
30.920 1.543
37.100 1.819

4 37.100 37.100 1.820 1.821
37.100 1.823
49.470 2.448

5 49.470 49.470 2.447 2.450
49.470 2.456

Pendiente (b) 0.0481

Intercepto (a) 0.0611

Coeficiente de correlacion(r) 0.9995

Coeficiente de determinacion () 0.9990

Fuente: Espectrofotometro UV-Vis ChemStation Agilent 8453

En la tabla 6.2.2.1 se reflejan los datos proporcionado por el software
ChemStation Agilent 8253, para la verificacion de estos datos se procedieron a
calcular estadisticamente la pendiente (b), el intercepto (a), el coeficiente de

determinacion (r) y coeficiente de correlacion (r?).

Coeficiente de correlacion (r)
_ 3= DG - )]
\/Zi(xi - f)zZi(yz - 3_’)2

= 0.9995 (Ecuacién 5)
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Coeficiente de determinacion (r?)
r?2 = 0.99952 = 0.9990 (Ecuacion 6)

GRAFICON°®6.2.2.1
Curvade calibracion de estandar metronidazol base en UV-Vis.

Calibrado en Absorbancia Estandar-Metronidazol Base
3.0 -
y = 0.0481x + 0.0611

25 1 R2 =0.9990
]
'S 2.0 -
[
«
Q15 -
o
2 1.0
2t

0.5 -

0.0 T T T T T 1

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0
Concentraciéon pg/mL

Fuente: Programa Microsoft Excel 2010

La ecuacion de la recta de la curva de calibracion, se expresa segun

9 = 0.0481 x + 0.0611 con r= 0.9995 y r* = 0,9990.




Validacién de dos técnicas analdicas paa fa @m%%mmm de @Kdﬂmuaaﬁof base por &ma{oﬂﬁaﬁta
(CLAR) y Bopectrofotometria (UV/Vis) xg,

6.2.3 Linealidad del sistema por espectrofotometria UV VIS.

TABLA N°6.2.3.1
Evaluacion de la linealidad del sistema de metronidazol base en UV/Vis

Espectrofotometria UV -Vis
N° Concentracion . Absorbancia .
Muestras (ng/mL) CMedla o}e L Abs. <320nm> AbMi%?Ode S
Variable x onc. Hgim Variable y S nm
15.460 0.782
1 15.460 15.460 0.771 0.773
15.460 0.766
24.730 1.289
2 24.730 24.730 1.304 1.300
24.730 1.305
30.920 1.539
3 30.920 30.920 1.587 1571
30.920 1.587
37.100 1.875
4 37.100 37.100 1.879 1.879
37.100 1.882
49.470 2.444
5 49.470 49.470 2.466 2.458
49.470 2.465
Pendiente (b) 0.0491
Intercepto (a) 0.0475
Coeficiente de correlacion(r) 0.9991
Coeficiente de determinacion (r%) 0.9981

Fuente: Software ChemStation Agilent 8453

En la tabla 6.2.3.1 se reflejan los datos proporcionados por el software
ChemStationAgilent 8354, para la verificacion de estos datos se procedieron a
calcular estadisticamente la pendiente (b), el intercepto (a), el coeficiente de

determinacion (r) y coeficiente de correlacién (r?) a partir de los minimos cuadrados.
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§

Bopectrofolometria (UV/Vis) KEJ
6.2.3.1 Ecuacién de la recta de la linealidad del sistema UV-Vis.
TABLA N°6.2.3.1.1
Analisis de minimos cpadradoi en los d_atzos en efpectrofo_tozmetria UV-Vis. _ _ .
u&%ﬁ%x) Absoz)tl))anma ;=) | ;=% | ;=) | 0i— ) i — D)y — ) 9 Ig ryo r;eé'ilg Eo ?’0;1 eycji)o
15.460 0.782 -16.076 | 258.438 -0.814 0.663 13.092 0,807
15.460 0.771 -16.076 | 258.438 | _0.825 0.681 13.266 0,807 0.807 0,651
15.460 0.766 -16.076 | 258.438 | .0.830 0.688 13.338 0,807
24.730 1.289 -6.806 | 46.322 -0.307 0.094 2.088 1,262
24.730 1.304 -6.806 | 46.322 -0.292 0.085 1.986 1,262| 1,262 1,592
24.730 1.305 -6.806 | 46.322 -0.291 0.085 1.980 1,262
30.920 1.539 -0.616 | 0.379 -0.057 0.003 0.035 1,566
30.920 1.587 -0.616 | 0.379 -0.009 0.000 0.006 1,566 1,566 2,452
30.920 1.587 -0.616 | 0.379 -0.009 0.000 0.005 1,566
37.100 1.875 5.564 | 30.958 0.279 0.078 1.552 1,869
37.100 1.879 5.564 | 30.958 0.283 0.080 1.575 1,869 1,869 3,494
37.100 1.882 5.564 | 30.958 0.286 0.082 1.590 1,869
49.470 2.444 17.934 | 321.628 0.848 0.719 15.202 2,477
49.470 2.466 17.934 | 321.628 0.870 0.757 15.604 2,477| 2477 6,134
49.470 2.465 17.934 | 321.628 0.868 0.754 15.575 2,477
S = 473.040 2 = 23.9406 1973.176 4.769 06.893 23,941 7,980 14,323
X=131.536|¥=1.5960 1,596 1,596 2,865

Fuente: Programa Microsoft Excel 2010.
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Validacién de dos técnicas analdicas paa fa emd&%mm de @Mwmaaﬁof base por @Lmabﬂﬂafta
(CLAR) y Bopectrofotometria (UV/Vis) E;

Conviene definir los valores de Syx, Syy Y Sxy para encontrar la pendiente y el

intercepto:

1. Six = suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los
valores individuales de x.

2
Six = Z(xi -x)%= lez - % (Ecuacion 8)

Donde:
Xij= pares de datos individuales de x

X= valor medio o promedio de las variables (X)

S, = E(xi —%)?=1973.176

2. Sy = suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los

valores individuales dey.

= Z(yi —y)? = Zylz — (ZK,"')Z (Ecuacion 9)

Donde:
Yi = pares de datos individuales dey

y=valores medio o promedios de las variables (y)

_ Z(yi —7)? = 4.769
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3. Syy = suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los
valores individuales de x e y.

= Z(xi—f,)(yi_y): zxiJ’i_M

(Ecuacién 10)
N
XX LY
Sey = Z xiyl — =——=96.893

Para encontrar la ecuacion de la recta es necesario encontrar la pendiente y el
intercepto a partir de los datos calculados de la suma de los cuadrados

Ecuacién de la pendiente (b):

(Ecuacién 11)
XX

_ 96.893
"~ 1973.176

=0.0491
Ecuacién del intercepto (a):

a=y—bx (Ecuacién 12)

a = 1596 — (0.0491 x 31.536) = 0.0475
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Validacién de dos técnicas analdicas paa fa @md&%mm de @Mwmaaﬁof base por @/Lmaloﬂﬂa.}m.
(CLAR) y Bopectrofotometria (UV/Vis) E;

GRAFICON°®°6.2.3.1.1
Calibrado de la linealidad del sistema de ER-metronidazol base en

espectrofotometria UV-Vis.

3.0 Linealidad del sistema del estandar de Metronidazol Base
2.5 -
© y = 0.0491x + 0.0475
5 2.0 1 R2 = 0.9981
C
3 15 -
2
1.0
E
0.5 -
0.0 T T T T T 1
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0
Concentracion pg/mL

Fuente: Programa Microsoft Excel 2010

La ecuacion de la recta de la curva de calibracion, se expresa segun
y = 0.0491x +0.0475 con r= 0.9991 y r> = 0,9981.

6.2.3.2 Test de linealidad: test de Student para la pendiente (b) en UV-Vis.

Para demostrar que existe una pendiente significativamente distinta de cero se
aplico la prueba de t Student, para calcular el te, de dos cola, para n-2 grados de
libertad = 13 en un nivel de confianza del 95% y con un grado de significacion
a = 0.05 (a/2= tp975 13), €l valor critico en la tabla de la distribucion T-Student es
2.160.

Para esta prueba debe de cumplirse el criterio de aceptacion que el texp > tiap;
Ho: p1= M2

Hipotesis
Hi: l.J.;]_;'é M2
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Para ello se utilizd la siguiente formula:

|bl

exp (b) = S_b (Ecuacién 13)

t

Donde:
|b|= valor absoluto de la pendiente

Sp =desviacion estandar de la pendiente

Para encontrar el texp, Se calculd primero la desviacion estandar de la regresion

(sr) para obtener la desviacion estandar de la pendiente Sy,

Desviacion estandar de la regresion (S;)

S... — b2%S
S = |[XX—XX (Ecuacion 14)
T N-2

s = \/4.769 — (0.0491)%2 % 1973.176 _ \[4.769 — 3.946
= =

15-2 13
0.823
S, = I3 =v0.063 =0.251

Desviacion estandar de la pendiente Sy

S, = STZ/ (Ecuacién 15)

xx

_(0.251)2 B B B
S, = j /1973.17¢ = +/0-063/1973.176 = ¥0.000032 = 0.006
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(CLAR)V 8%%&(40104»0,&&0. UV/Vis) &;
Se obtiene:
__Ibl _ 0.0491 _
texp(b) = s, o006 8.183

Se comprueba estadisticamente que existe una pendiente diferente de cero,
obteniendo el texp Mmayor que al twap, Siendo el tep de 8.183 > t,, 2.160, lo que

demuestra que existen diferencias significativas.

El intervalo de confianza confirma lo demostrado por el test de Student la

pendiente no incluye el cero.

Intervalo de confianza (IC) para la pendiente se calculé:
b+t*S,p-0.0491 + 2.160 * 0.006
0.0491 + 0.01296
0.03614 a 0.06206

6.2.3.3 Test de proporcionalidad: test de Student para el intercepto (a) en UV-
Vis.

Cabe mencionar, en el inciso 6.2.3.2 el valor critico en la tabla de la distribucién
T-Student es 2.160.
Para esta prueba debe de cumplirse el criterio de aceptacion que el texp > tian;
Hipotesis For Ha= e

Hi: Wa# 2
Para ello se utiliz6 la siguiente formula:
lal

exp(a) ~ g

a

t (Ecuacién 16)

| a| = valor absoluto del intercepto

Sa = Desviacion estandar del intercepto
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Para encontrar el teyp, para el intercepto es necesario calcular primero la
desviacién estandar de la regresion (S;), la cual fue calculada en el inciso 6.2.3.2 con
la ecuacién 14, siendo éste un valor de 0.251 y por ende obtener la desviacién

estandar de la pendiente Sy,

Desviacion estandar del intercepto

’ 1 ./

1
S, = 0251
a ’ j 15— 223,766.842 /16,890.965

, 1
=0251% |——
Sa = 0251+ o378

1
= 0251% |——
Sa = 0251+ 120

S

S, =0.251% v0.571=0.251%0.756 = 0.1900

a 0.0475

= —=——=10.250
exp(@) ~ § " 0.1900

t

Siendo texp (a) < ttan S€ COMprueba que la variable X es diferente de cero y que la

recta pasa por el origen de coordenadas (AEFI, 2001).

Se cumplié que tep (3 < tan. El tap para las condiciones planteadas

anteriormente es de 2.160 siendo texp (a) = 0.250 < tap = 2.160
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Intervalo de confianza (IC) para el intercepto se calcul6:
axtt*S5,-0.0475+ 2.160 * 0.190
0.0475 £ 0.4104
-0.36301 a 0.45794

6.2.3.4 Test G de Cochran

La prueba de Cochran nos indica para determinar si el factor de concentracion

tiene influencia en la variabilidad de las respuestas.

TABLA N°6.2.3.4.1
Test G de Cochran varianza de los factores de respuesta en (UV-Vis)

Concentracion (32‘8;@ Factor Promedio | Desviacién (S\Z/)aé??(zﬁx)
N° (Mg/mL) Variable respuesta de estandar (s) y
Variable x y f(y/x) f(y/x) de f(y/x)

15.46 0.782 0.051

1 15.46 0.771 0.050 0.050 0.00051 2.587E-07
15.46 0.766 0.050
24.73 1.289 0.052

2 24.73 1.304 0.053 0.053 0.00036 1.295E-07
24.73 1.305 0.053
30.92 1.539 0.050

3 30.92 1.587 0.051 0.051 0.00090 8.188E-07
30.92 1.587 0.051
37.10 1.875 0.051

4 37.10 1.879 0.051 0.051 0.00009 8.517E-09
37.10 1.882 0.051
49.47 2.444 0.049

5 49.47 2.466 0.050 0.050 0.00025 6.381E-08
49.47 2.465 0.050
Promedio x 0.051 ¥Si’= 1.28 E-06

Desviacion Estandar (S) 0.001

Fuente: Programa Microsoft Excel 2010
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Homogeneidad de las varianzas
La homogeneidad de varianza se comprob6 aplicando el test de Cochran. Para

esta prueba debe de cumplirse que Gexp < Gtan.

El valor de Gip de la distribucion de G de Cochran para un grado de
significacion a = 0.05% a 5 niveles de concentracion (k=5) y n-2=3 grados de
libertad, el valor critico es de 0.683

La hipotesis es:
H, = Gexp < Gtab
Hl = Gexp > Gtab

c S?maxima E 6n 18)
= ——— cuacioéon
8.188E~"7
G =—=0.640

exp 1.28 E-

Al comparar el valor experimental con el valor critico, se obtuvo un Gexp menor
que el Gip, por tanto se cumple la hipétesis donde se comprueba que X o factor de
repuesta no tiene influencia en la variabilidad de los resultados de f (y/X) 0.640 <
0.683.

6.2.3.5 Coeficientes de variacién de los factores respuestas

S .,

CV = ¥ * 100 (Ecuacién 19)
0.001

CV=—x100=1.96
0.051
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Al aplicar la prueba de linealidad mediante los coeficientes de variacion de los
factores de respuesta (C.Vs) se obtuvo como resultado un coeficiente de variaciéon

CV =1.96 %< 2% demostrandose la adecuada linealidad del sistema.

6.2.3.6 Analisis de varianza en Espectrofotometria UV-Vis

TABLA N°6.2.3.6.1
Analisis de varianzaen espectrofotometria UV-VIS

Andlisis de residual Analisis _d’e la
regresion
Concentracion Abs.
N® (Mg/mL) Variable y yi—y | =92 | -y | (3-¥)?
Variable x y
15,460 0,782 0,807 -0,025 0,001 -0,789 0,623
1 15,460 0,771 0,807 -0,036 0,001 -0,789 0,623
15,460 0,766 0,807 -0,040 0,002 -0,789 0,623
24,730 1,289 1,262 0,027 0,001 -0,334 0,112
2 24,730 1,304 1,262 0,042 0,002 -0,334 0,112
24,730 1,305 1,262 0,043 0,002 -0,334 0,112
30,920 1,539 1,566 -0,027 0,001 -0,030 0,001
3 30,920 1,587 1,566 0,021 0,000 -0,030 0,001
30,920 1,587 1,566 0,021 0,000 -0,030 0,001
37,100 1,875 1,869 0,006 0,000 0,273 0,075
4 37,100 1,879 1,869 0,010 0,000 0,273 0,075
37,100 1,882 1,869 0,013 0,000 0,273 0,075
49,470 2,444 2,477 -0,033 0,001 0,881 0,776
5 49,470 2,466 2,477 -0,011 0,000 0,881 0,776
49,470 2,465 2,477 -0,012 0,000 0,881 0,776
Promedio 1,596 1,596 SCRES =0.001 | SCREG =0.317
Fuente: Programa Microsoft Excel 2010
La ecuacion utilizada para calcular y, fue la siguiente:
y=bxx+a (Ecuacién 7)
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Segun la ecuacion reflejada en AEFI (2001), se calculd la varianza residual

(S%y.X) a partir de los datos de los minimos cuadrados, con la siguiente ecuacion:

(i~ 9)°

(Ecuacion 20)
n—2

Varinza Residual = S}, =

, 0001
Vags = Spx = —3— = 0000077

Vrgs = S2, = 0.000077

SC; = SCrgs + SCgrgc (Ecuacién 21)
SC; =0.001 + 0.317= 0.3180

SC; =0.3180

Una vez realizada los célculos de las varianzas y de los residuales se realizé el
calculo de Fisher (F), el cual es una prueba estadistica que sirve para comparar

varianzas, donde se cumple el criterio que Fexp > F tap.

V,

F = _REG (Ecuaciéon 22)
VRES

Donde:

SCrec: sSuma de cuadrados de la regresion.
Vges: 0.000077
Vres: 0.317, para un grado de libertad.

Vege 0317
F= = = 4,446.883
Vpgs  0.000077

Por lo tanto Fisher sera: 4,446.883 > Fiap (0.05, 1, n-2) = 4.667 cumpliendo el criterio

de aceptacion, demostrando la existencia de una pendiente diferente de cero.
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6.2.4. Precisién del sistema en espectrofotometria UV-VIS.

6.2.4.1 Repetibilidad del sistema en espectrofotometria UV-VIS

TABLA N°6.2.4.1.1
Evaluacion de repetibilidad del sistema en UV-VIS

Namero Concentracion ABS patos de Factor
. Respuesta f(y/x
de (g/mL) (320nm) Respii?far f(y/x) . i Desvﬁic?én
lecturas Variable x Variable y Media estandar (s)
1 30.920 1.594 0.052
2 30.920 1.593 0.052
3 30.920 1.590 0.051
4 30.920 1.588 0.051
5 30.920 1.591 0.051
6 30.920 1591 0.051 0.051 1 7.9194E-05
7 30.920 1.589 0.051
8 30.920 1.594 0.052
9 30.920 1.588 0.051
10 30.920 1.594 0.052
Coeficiente de Variacion CV, % 0.155%
Criterio de aceptacion CV (%) < 2% Conclusién Cumple

Fuente: Microsoft Excel 2010

6.2.4.1.1 Evaluacién estadistica de repetibilidad en espectrofotometria UV-Vis.
Los datos obtenidos se evaluaron con un tratamiento estadisticos con las

siguientes especificaciones:

> Media
X
X = Zn’ (Ecuacién 23)
X =0.051
> Desviacion estandar
s= 2 — %%/ @-1) (Ecuacién 24)

s= 7.9194E%
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» Coeficiente de variacion (CV)
El coeficiente de variacion (CV), nos indica la relacién existente entre la
desviacion de una muestra y su media (x). Al dividir la desviacion tipica por la media

se convierte en un valor de unidad de (Skoog,2003).

S
CV = % * 100 (Ecuacién 19)
14 79194E7% 100 = 0.155 %
= —— = .
0.051 0

Se aprecia en la tabla 6.2.4.1.1, que el CV % esta por debajo de 2 %
obteniendo un valor de 0.155 %, indicando que la técnica cumple con los parametros

establecidos, siendo el ensayo repetitivo y a la vez aceptable.

6.2.4.2 Precisiéon intermedia en espectrofotometria UV-VIS.

Precision intermedia segun inciso 6.1.4.2 aplicado para UV/Vis.

Se aplico el estadistico de t de Student y la prueba de Fisher para determinar
si existian diferencias significativas entre los resultados analiticos obtenidos por

ambos analistas.
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TABLA N°6.24.2.1
Evaluacion de la precision intermedia interdia e interanalista en UV/Vis

ANALISTA: A ANALISTA: B
Conc. lerDia | 2doDia | lerDia | 2do Dia Férmula
pug/mi Factor de Respuesta Factor de Respuesta
30.920 0.053 0.051 0.053 0.052
30.920 0.053 0.051 0.053 0.052
30.920 0.053 0.051 0.053 0.052 o
30.920 0.053 0.051 0.052 0.052 | Coeficiente de
30.920 0.053 0.051 0.052 0.052 Variacion
30.920 0.053 0.051 0.052 0.052 CV % = = %100
30.920 0.052 0.051 0.052 0.052 X
30.920 0.052 0.051 0.052 0.053
30.920 0.052 0.051 0.052 0.053
Media 0.052 0.051 0.052 0.052
S 0.0002 0.0002 0.0003 0.0004
CV (%) 0.385 0.392 0.578 0.770

Fuente: Programa Microsoft Excel 2010

6.2.4.2.1 Evaluacion estadistica de precision intermedia en UV-Vis.
TABLA N°6.24.2.1.1

Analisis de varianza de dos factores con una sola muestra en UV-Vis
t estadigrafo Fisher

Andlisis de varianzas,
RESUMEN
Grupos Cuenta| Suma | Promedio Varianza
Analista 1 2 0.1030 0.0515 5E-07
Analista 2 2 0.1040 0.0520 0.0E+00
Dia 1 2 0.1040 0.0520 0.0E+00
Dia 2 2 0.1030 0.0515 5E-07
Origen de Grados Promedio Valor
las > SC de S SC Probabilidad | critico para
variaciones libertad F
Analista 2.5E-07 1 2.5E-07 | 1.000 0.5 161.4476
Dias 2.5E-07 1 2.5E-07 | 1.000 0.5 161.4476
Error 2.5E-07 1 2.5E-07
Total 7.5E-07 3

Fuente: Programa Microsoft Excel 2010
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Se realiz6 un analisis de varianza de los datos aplicAndose el test Fischer. Los
valores obtenidos demostraron que no existen diferencias significativos entre las
precisiones alcanzadas por los analistas en diferentes dias para una probabilidad de
0,05% ya que el valor de Fexp €s menor que la Fp. (Inter analista Fexp 1.000 <
Ftan161.4476; inter dia Fexp 1.000 < Fiap 161.4476).

Tablan®6.24.2.1.2

Precision intermedia interdia e interanalista UV-Vis
t estadigrafo Student

Analistas Avs B Formulas
ANALISTA: A | ANALISTA: B 1er Dia 5do Dia X
calc = 7Ta —
tea=| 2.054 tea =| 0.149 0.151 0.360 (Sﬁ)
tap =| 2.306 tap =| 2.306 2.306 2.306
Texp< tiap NO existe diferencia significativas por lo cual es aceptable

Fuente: Programa de Microsoft Excel 2010

Al realizar las prueba de Student para ambos analistas, el valor experimental
resultd ser menor que el tabulado, lo cual demuestra que no existen diferencias

significativas entre las medias alcanzadas con un nivel de significacion de un 5%.

6.2.5 Exactitud del sistema por espectrofotometria Uv/Vis
Se evalud la exactitud a 3 concentraciones de trabajo de 15.46, 30.92 y 49.470
(ug/mL), con soluciones de estandar primario de metronidazol base, realizandose

por triplicado cada punto de andlisis obteniendo los siguientes resultados.
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TABLA N°6.25.1
Evaluacion de la exactitud del sistema en UV/Vis

conc. Abs. Factor de | Promedio Desviaciéon
N® (pg_/mL) (32Qnm) repuesta de estandar (s) Varianza (s°)
lectura Varl;(slble Van;tble F=vY/X F(Y/X) de F(Y/X) de F(Y/X)
1 0.765 0.050
2 15.460 0.770 0.050 0.050 1.47E-04 2.15E-08
3 0.767 0.050
4 1.587 0.051
5 30.920 1.593 0.052 0.051 1.08E-04 1.16E-08
6 1.588 0.051
7 2.454 0.050
8 49.470 2.478 0.050 0.050 4.27E-04 1.82E-07
9 2.436 0.049
Promedio X 0.050 ¥S?’= 2.16E-07
Desviacion Estandar S 0.0009
C.Vi% 1.814 %

Fuente: Programa Microsoft Excel 201

6.2.5.1 Evaluaciéon estadistica de exactitud del sistema en UV-Vis.
> Media

x.
X = Zn’ (Ecuacion 23)
oYX
X=——=0.050

n

» Desviacion estandar (s)

x)? .
= - (x; — — 1) (Ecuacion 24)
1

- \/Z(Xi —x)2/(n—1) = 0.0009
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Test de proporcionalidad: G de Cochran
Donde: Gexp < Gtab

SZ maxima
T T ySE
1.82 EY
216 EY

G (Ecuacién 18)

= 0.843

exp —

El valor de Gip de la distribucion de G de Cochran para un grado de
significacion a=0.05% a 3 niveles de concentracion (k=3) y 2 grados de libertad, el

valor critico es de 0.966.

Al comparar el valor experimental con el valor critico, se obtuvo un Gexp menor
que el Gtyp,, por tanto se cumple con el criterio de aceptacién donde se comprueba
gue X o factor de repuesta no tiene influencia en la variabilidad de los resultados de f
(Y/X) Gexp 0.843 < 0.966.

6.2.5.2 Exactitud del método en UV-Vis.

Calculos para determinar el porcentaje de recuperacion de metronidazol
base tableta.

En el inciso 5.2.3.1 se indica como se prepararon las muestras para determinar

el porcentaje de recuperacion en tabletas.

Para realizar esta tabla se realizaron los siguientes calculos:
Cantidad de principio activo (p.a) que declara cada tableta (mg) 500.00
Peso promedio de las 10 tabletas (mg) 680.33

Cantidad pesada del polvo homogéneo (resultado de 10 tabletas) (mg)  17.533
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Cantidad pesada * Declaracion de p.a en la tableta

Cantidad de p. 1 tra =
antidad de p.a en la muestra Peso promedio de la tableta

17.553 mg * 500 mg
680.330

Cantidad de p.a en la muestra = = 12900 mg

. ) cantidad de p.a en la muestra
Concentracion en pg/mL a inyectar = * 1000
volumen

12900 mg 3 mL
*
25 mL 50 mL

Concentracion en pg/mL a inyectar = * 1000 = 30.96 pg/mL

. Concentracién encontrada con el calibrado pg/mL
Recuperacion % = — - * 100
Concentracion a pg/mL inyectar

.
eCupe] acClo 0 :'; / 0

El procedimiento de cuantificacion nos permitié calcular la cantidad de principio
activo en la muestra sometida a andlisis, y el promedio del porcentaje de
recuperacion obtenido fue de 103.441 % el cual esta dentro de los valores

orientativos para formulado farmacéutico del 90.0 % - 110.0 % segun la USP 34.
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6.2.5.2.1 Exactitud del método metronidazol 500 mg tableta por UV-VIS

TABLA N°6.2.5.2.1.1
Porcentaje de recuperacién de metronidazol 500 mg tableta

Pendiente 0.0481 de la curva de calibracién
Declara C;)aer;té%zd Cantidad Conc. Abs. C_onc. mg de p.a mlvgl;e/'?'gb Recuperacion
p.aen mg de pesada de _ug/mL a <320 nm> calibrado encontrado en encontrado %
Tab/mg polvo p.amg inyectar pg/mL la muestra depa
500 17.553 12.900 30.961 1.522 31.649 13.187 102.221
500 17.553 12.900 30.961 1.528 31.763 13.235 13.214 102.591
500 17.553 12.900 30.961 1.526 31.728 13.220 102.477
500 17.553 12.900 30.961 1.546 32.141 13.392 103.813
500 17.553 12.900 30.961 1.547 32.168 13.403 13.392 103.900
500 17.553 12.900 30.961 1.545 32.112 13.380 103.719
500 17.553 12.900 30.961 1.554 32.308 13.462 104.350
500 17.553 12.900 30.961 1.548 32.183 13.410 13.427 103.947
500 17.553 12.900 30.961 1.548 32.183 13.410 103.947
x =500 17.553 12.900 30.961 1.540 32.026 13.344 13.344 103.441

Fuente: Programa Microsoft Excel 2010
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TABLA N°.6.2.5.2.1.1.1
Test de Cochran por UV-Vis

Porcentaje recuperacion de metronidazol 500 mg tableta
. 2.
N° (ucgc;nmcl;) % Promedio Desviacion (s) Varlazl/ja (%)
Lectura RECUPERACION | % Recuperacion | % Recuperacion Recuperacion
1 102.221
2 30.961 102.591 102.4297 0.1891 0.0358
3 102.477
4 103.813
5 30.961 103.900 103.8107 0.0907 0.0082
6 103.719
7 104.350
8 30.961 103.947 104.0815 0.2326 0.0541
9 103.947
Promedio x 103.441
Desviacion
Estandar (s) 0.783 Z 2 — 00981
C\Vi% 0.757 St =
Fuente: Programa Microsoft Excel 2010
Test de proporcionalidad
Test de Cochran
Donde: Gexp < Grab
- s? maxima - s? maxima _0.0541 0.551
P Y2 P Y s? ©0.0981

Al comparar el valor experimental con el valor critico, se obtuvo un Geyx, menor
que el Gtyp, por tanto se cumple el criterio de aceptacién donde se comprueba que X o
factor de repuesta no tiene influencia en la variabilidad de los resultados de f (y/X) Gexp
0.551 < 0.966.
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Célculos para determinar el porcentaje de recuperacion de metronidazol
base inyectable.
En el inciso 5.2.3.2 se indica cOmo se prepararon las muestras para determinar

el porcentaje de recuperacion en inyectables.

Para realizar esta tabla se realizaron los siguientes calculos:
Cantidad de principio activo (p.a) que declara cada inyectable (mg/100mL) 500.00

Cantidad de principio activo (p.a) que declara cada inyectable (mg/mL) 5.00

Para realizar esta tabla se realizaron los siguientes célculos:

Volumen final * Declaracién de principio activo

Cantidad de p.a enla muestra = —
volumen inicial

Cantidad de p.a enla muestra = m{% =15mg/3 mL

» _ cantidad de principio activo enla muestra
Concentracion en pg/mL a inyectar = olumen * 1000
volu

15mg 5mL
*
50 mL 50 mL

Concentracioén en pg/mL a inyectar = * 1000 = 30.00 pg/mL

. Concentracion del calibrado en pg/mL
Recuperacion % = — - * 100
Concentracion en ug/mL a inyectar

= * = 7
ecuperacion 7o . / 0

El procedimiento de cuantificacion nos permitié calcular la cantidad de principio
activo en la muestra sometida a analisis, y el promedio del porcentaje de recuperacién
obtenido fue de 105.783 % el cual esthd dentro de los valores orientativos para
formulado farmacéutico del 90.0 % - 110.0 % segun la USP 34.
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6.2.5.2.2 Exactitud del método de metronidazol 500 mg/ 100 mL inyectable por UV-Vis.
TABLA N°6.2.5.2.2.1

Porcentaje de recuperacion de metronidazol 500 mg/ 100 mL inyectable

Pendiente 0.0481 curva de calibracion
Declara antidad Cantidad Conc. AbS. C_onc. enconrtr:g do en Media mg Recuperacion
p.aen |medidamL de| medida pg/mL a <320nm> calibrado la muestra de encontrado de %
Fco./mg p.a dep.amg| inyectar pg/mL n.a p.a
500 3.000 15.000 30.000 1.512 31.435 15.717 104.782
500 3.000 15.000 30.000 1.513 31.451 15.726 15.715 104.837
500 3.000 15.000 30.000 1.511 31.403 15.702 104.678
500 3.000 15.000 30.000 1.533 31.867 15.933 106.223
500 3.000 15.000 30.000 1.534 31.884 15.942 15.951 106.279
500 3.000 15.000 30.000 1.537 31.956 15.978 106.521
500 3.000 15.000 30.000 1.533 31.879 15.940 106.265
500 3.000 15.000 30.000 1.534 31.892 15.946 15.937 106.306
500 3.000 15.000 30.000 1.532 31.850 15.925 106.168
% =500 3.000 15.000 30.000 1.526 31.735 15.868 15.868 105.783

Fuente: Programa Microsoft Excel 2010
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TABLA N°6.25.2.2.1.1
Test de Cochran por UV-Vis
Porcentaje de recuperacion metronidazol 500 mg /100 ml inyectables

N° Conc. % Promedio Desviacion (s) Varlar012a (Sz)
Lectura (hg/mL) RECUPERACION | % Recuperacién | % Recuperacion Recupéoracién

1 104.782

2 30.000 104.837 104.766 0.081 0.0065

3 104.678

4 106.223

5 30.000 106.279 106.341 0.158 0.0251

6 106.521

7 106.265

8 30.000 106.306 106.246 0.071 0.0051

9 106.168

Promedio x 105.784

Desviacion

Estandar (s) 0.771 z s{ = 0.0367

C.Vi% 0.729

Fuente: Programa Microsoft Excel 2010

Test de proporcionalidad

Test de Cochran
DOﬂde Gexp < Gtab

— s? maxima o - s? maxima 00251 0.684
exp st exp st 0.0367

Al comparar el valor experimental con el valor critico, se obtuvo un Geyx, menor
qgue el Gip, por tanto se cumple la hipétesis donde se comprueba que X o factor de
repuesta no tiene influencia en la variabilidad de los resultados de f (y/X)

Gexp 0.684 < 0.966.
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6.3 Consolidado de las técnicas en CLAR y espectrofotometria UV-VIS.

Comparacion estadistica

Con el objetivo de realizar una comparacion estadistica entre los resultados
CLAR vy los obtenidos por la técnica analitica alternativa desarrollada por
espectrofotometria UV- Vis. La evaluacion estadistica se realizd mediante pruebas
de significacion como el t-Student para determinar si existen diferencias significativas
entre las medias y el test de Fisher para determinar si sus varianza difieren

significativamente.

6.3.1 Evaluacion de la linealidad del sistema en las técnicas de CLAR y UV-Vis.

TABLA N°6.3.1.1
Estudio de linealidad del sistema en CLAR Y UV-Vis

| . Criterio de .,

Parametros CLAR UVNis Aceptacion Conclusion

Ecuacion de la
y= 30.736 X - y=0.0491 x +

recta_ 5 896 0.0475 y=ax+b Cumple

y=b+axx
Coeficiente de _ _
correlacion (1) r=0.9995 r=0.9991 r =20.9900 Cumple
Coeficiente de 2 2_ 2
determinacion () r’=0.9990 r’=0.9981 r=0.9980 Cumple
Prueba de linealidad
Coeficientes de _ _ o
variacion C.V; C.V¢=1.896% CVi=197% CVi<2% Cumple
Test de Cochran Gexp = 0.395 Gexp = 0.640 Gexp< Gup | Cumple

Gtap = 0.683

Prueba de Proporcionalidad

:texbp Flegdiggte ® texpp = 116.456 texpp = 8.183 texp b > ttab Cumple
al - L.

:fxbp Iftezrieﬁrgo @ texpa = -0.327 texpa=0.250 texp a < ttab Cumple
al - .

Confiana 0.764 4.323E-05

Fuente: programa Microsoft Excel 2010
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Discusion de resultados:

Para todos los pardmetros estadisticos para el estudio de la linealidad
(intercepto, pendiente y coeficiente de correlacion), se trabajé con un nivel de
confianza del 95%.

Se reportan los resultados de los estudios de linealidad del sistema para ambas
técnicas cromatografico y espectrofotométrico, el coeficiente de regresion lineal fue
de 0.9995 y 0.9991, respectivamente, y los coeficientes de variacion del factor de

respuesta resultaron similares a 1.896% y 1.97 % respectivamente.

La evaluacion de los coeficientes de correlacién r y de determinacion r?
demostraron correlacion entre la concentracion (pg/mL) y la respuesta (area y
absorbancias) para ambas técnicas, obteniendo valores superiores a lo establecido,

los cuales éstos valores estan reflejados en las tablas 6.3.1.1.

En la prueba de linealidad mediante el coeficiente de variacion de los factores
de respuesta CV;, se obtuvo un coeficiente de variacion < del 2 %, lo que demuestra
la adecuada linealidad de acuerdo con el limite establecido, por lo que se establece
el cumplimiento de la linealidad en el intervalo de concentracion estudiado para
ambos técnicas validadas (AEFI, 2001).

Se obtuvo la curva de -calibracion ajustada por minimos cuadrados y
estadisticamente fueron evaluados, resultando ser lineal. Al aplicar la prueba de la
pendiente, este resultdé ser no significativo ya que la tca fue mayor que la tip y para la
prueba del intercepto, este resultd ser no significativo ya que la tcac fue menor que la

trab.
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TABLA N°6.3.1.2
Test Student para la pendiente en CLAR y UV-Vis

Parametros CLAR UVNis Criterio .(:!e Conclusion
Aceptacion
Pendiente b 30.736 0.049 b#0 Cumple
So 0.264 0.006 Por be= bz
Hi: a# Y2
ttab 2.160 2.160
foxo b 116456 | 8.183 fexp > liab Cumple
Los limites
Limites de superiores e Existe
confianza inferiores deben linealidad
incluir el cero
t*Sp +0.570 | +0.01296
Limite Superior 31.306 0.06206
Limite Inferior 30.166 0.03614

Fuente: programa Microsoft Excel 2010

Discusién de resultados:

Al aplicar la prueba de la pendiente para ambas técnicas, resultaron ser no
significativos ya que la tca > tap, por lo que se acepta la hipotesis nula de que la

pendiente es diferente a cero.

109



Validacién de dos técnicas analticas paa Lo em%%mmm de @Kdﬂmuaaﬁof base por &omaloﬂ@aﬁta
(CLAR) y Bspectrofotometria (UV/Vis) ;g,

TABLA N°6.3.1.3

Test Student para el intercepto en CLAR y UV-Vis

Parametros CLAR UVNis Criterio .o!e Conclusién
Aceptacion
Intercepto a -2.896 0.0475 b#0 Cumple
Sa 8.857 HO: H1= M2
0.190
Hi: Hl?f M2
t 2.160 2.160
- 0327 0250| ‘o=l Cumple
Limpes de Los limites
gosn lanza 191311 04104 superiores e Existe
Limsite Superior — 16.235 _0 4579 7 inferiores deben| linealidad
Limite Inferior -22.027 -0.36301 incluir el cero

Fuente: programa Microsoft Excel 2010

Discusion de resultados:

Al aplicar la prueba del intercepto a cada uno de los técnicas, ambos resultaron

ser no significativos ya que la t.g fue menor que la tap, por lo que se acepta la

hipotesis nula de que el intercepto es diferente a cero, para ambas técnicas.
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6.3.1.3.1 Gréficos de Residuales

COMPARACION DE GRAFICAS DE LOS RESIDUALES

Residuos

20.00 -
10.00 -

0.00
-10.00 -
-20.00 -

Grafico 6.3.1.3.1.1
Grafico de los residuales Linealidad en CLAR

00

Conc. pg/mL

Residuos

0.04

0.02

-0.02

-0.04

Grafico 6.3.1.3.1.2
Grafico de los residuales Linealidad en UV/Vis

0.00 10.00 /20.00

.| 30.0 50.00 60.00

Conc. pg/mL

Discusién
Observando los residuales se
aprecia que para CLAR y UV-
Vis el modelo se ajusta bien a
residuos se

los datos. Los

distribuyen aleatoriamente.
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6.3.2 Evaluacion de la precision del sistema en CLAR y UV-Vis.
6.3.2.1 Repetibilidad del sistema en CLARy UV-VIS

TABLA N°6.3.2.1.1
Repetibilidad del sistema en CLAR Y UV-Vis.

Técnica CLAR Técnica UV-VIS

(Eg()/nmCL) Factor Datos de Factor Factor Datos de Factor

Variable X | Respuesta Respuesta f(y/x) respuesta Respuesta f(y/x)
f(y/x) Media S f(y/x Media S

30.920 30.589 0.052

30.920 30.618 0.052

30.920 30.563 0.051

30.920 30.585 0.051 29194

30.920 30.553 30.585 0.018 0.051 0.051 E-OS

30.920 30.582 0.051

30.920 30.595 0.051

30.920 30.592 0.052

30.920 30.576 0.051
Coeﬂmenéevc’l(z/OVanauon 0.059 % 0.155%

Criterio de aceptacion CV =2 %.Cumple CV = 3 %.Cumple
Limite de deteccion pg/mL 0.002 pg/mL 0.005 pg/mL

Limite de cuantificacion 0.006 0.016

ug/mL

Fuente: programa Microsoft Excel 2010

Discusion de resultados:

En los estudios de repetibilidad realizados, para las técnicas cromatografico y
espectrofotométrico, los coeficientes de variacion fueron 0.059% vy 0.155%,

respectivamente, lo que nos demuestra la buena precision de las técnicas.
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6.3.2.2 Precision intermedia del sistema en CLAR y UV-Vis.
TABLA N°6.3.2.2.1

Estudio de la precision intermedia en CLAR y UV-Vis.(inter analista e inter dia

Técnica Analista Factor de respuesta
Dia 1 Dia 2
X =31.460 X = 31.607
Analista A s=0541 s=0.121
CLAR CV% =1.719 CV% =0.382
X =31.458 X = 31.430
Analista B s=0.029 s=0201
CV% = 0.093 CV% = 0.640
X = 0.052 X =0.051
Analista A s = 0.0002 s=0.002
UV-Vis CV% = 0.385 CV% = 0.392
X =0.052 X =0.052
Analista B s = 00003 s =0.004
CV% = 0.578 CV%=0.770
Criterio de aceptacion: coeficiente
de variacion CV giobal < 2% 0.620 %

Fuente: programa Microsoft Excel 2010

Discusion de resultados:

En la evaluacion de la precision intermedia se calculd las medias, las
desviaciones estandar y el coeficiente de variacion de los factores de respuesta,
realizados en ambas técnicas (CLAR y UV-Vis). Los valores obtenidos descritos
anteriormente en la tabla 6.3.2.2.1, se obtuvieron coeficientes de variacion
independientes para cada técnicas < al 2%.para CLAR < 3% para UV-Vis,

obteniendo un CV. global < 2%indicando precisién en ambas técnicas.
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TABLA N°6.3.2.2.2

Prueba Fisher de la precision intermedia en CLAR y UV-Vis.

(inter analista e inter dia)

. L CLAR uv-vIS
Origen de las variaciones
I:exp I:exp
Analista 1.0544 1.0000
Dias 0.4610 1.0000
Criterio de aceptacion (a =0.05 %) Fexp < Ftab Fiap = 161.4476

Fuente: programa Microsoft Excel 2010

Discusién de resultados:

Los valores obtenidos para los estudios de la precision intermedia demostraron
que no existen diferencias significativas entre las precisiones alcanzadas por los
analistas en diferentes dias para una probabilidad de 0,05% ya que el valor de Feyxp

es menor que la Fap.

6.3.2.3 Exactitud del sistema CLAR vs UV-Vis

TABLA N°6.3.2.3.1
Evaluacion de la exactitud del sistema en CLAR y UV-Vis

o Factor de repuesta F(y/x) | Factor de repuesta F(y/x
N° Muestras | Conc.(ug/mL) CLI?AR (v/x) UVRAS (/%)
15.460 31.119 0.050
1 15.460 31.164 0.050
15.460 31.210 0.050
30.920 32.371 0.051
2 30.920 32.342 0.052
30.920 32.371 0.051
49.470 31.005 0.050
3 49.470 31.009 0.050
49.470 31.009 0.049
Promedio 31.511 0.050
Desviacion estandar (s) 0.642 0.0009
CV.i<2% 2.036 1.814 %
Test de proporcionalidad
Test Cochran: Geyp < Giap 0.966 0.870 0.843
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Discusion:

Los resultados reflejados en la tabla 6.3.2.3.1 indican que hay una buena
exactitud del sistema en ambas técnicas, se obtuvieron desviaciones estandares
aceptables, y coeficientes de variacion < 2 y 3% para cada uno de los niveles de

concentracion estudiadas.

Al aplicar la prueba de significacion para conocer la influencia de la
concentracion sobre la variabilidad de los resultados (G de Cochran), se obtuvieron
Gexp menores Giap; por tanto, las varianzas de las concentraciones empleadas son

equivalentes e indicando que la concentracion no influye en la variabilidad de estos.

6.3.2.4 Exactitud del método por CLARy UV-Vis.

TABLA N°6.3.24.1
Porcentaje de recuperacion de metronidazol 500 mg tableta

N° Muestras Conc.(ng/mL) CLAR UV-Vis
Variable x % Recuperacion % Recuperacion
30.961 104.128 102.221
1 30.961 104.160 102.591
30.961 104.044 102.477
30.961 104.349 103.813
2 30.961 104.391 103.900
30.961 104.381 103.719
30.961 104.580 104.350
3 30.961 104.549 103.947
30.961 104.580 103.947
Promedio 104.351 103.441
Desviacién estandar (s) 0.202 0.783
CV<2% 0.194 0.757
Test de proporcionalidad
Test Cochran: Gexp < Giap 0.966 0.818 0.551
Test Student teyp < tiap 0.00185 < 2.751
Test de Fisher Fexp < Fiap 0.06667 < 2.589

Fuente: programa Microsoft Excel 2010.
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Discusion:

Los resultados reflejados en la tabla 6.3.2.4.1 indican una buena exactitud del
método en ambas técnicas, se utilizo el método de recuperacion, obteniéndose
valores en porcentajes de recuperacion dentro de los limites establecidos por la
farmacopea de los Estados Unidos USP 34-NF29 (90.0 % a 110.0 %). Los valores
del coeficiente de variacion en las dos técnicas resultaron ser menor que el 2% a la

vez siendo aceptables.

En la influencia del factor concentracién sobre la variabilidad de los resultados
de la exactitud se aplico el test G de Cochran, obteniéndose Gexp, menores Giap (para
n-1= 2 grado de libertad y P = 0.05, nivel de confianza, G = 0.966); por tanto, las
varianzas de las concentraciones empleadas son equivalentes indicandose que la

concentracion no influye en la variabilidad de estos (AEFI, 2001).

No existen diferencias significativas entre la recuperacion media y el 100 % de
recuperacion al aplicar el test de Student para medias de dos muestras
emparejadas, entre ambas técnicas; (para un test de dos colas n-2 = 7 grado de
libertad y = a de 0,05 %). Se obtuvieron texp menores tip demostrando la exactitud

del método.

También se aplico el test de Fisher para varianzas de dos muestras, indicando
gue no existen diferencias significativas entre las varianzas alcanzadas por ambas
técnicas, (para un test de dos colas n-2= 7 grado de libertad y a= 0.05 %, Fiap =

2.589); el valor calculado resultd ser menor que el tabulado.
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TABLA N°6.3.2.4.2
Porcentaje de recuperacion de metronidazol 500 mg /100 mL inyectables

0 Conc.(ug/mL) CLAR UV-Vis
N”Muestras Variable x % Recuperacion % Recuperacion
30.000 102.444 104.782
1 30.000 102.422 104.837
30.000 102.444 104.678
30.000 102.162 106.223
2 30.000 102.737 106.279
30.000 102.151 106.521
30.000 102.346 106.265
3 30.000 103.018 106.306
30.000 103.062 106.168
Promedio 102.532 105.784
Desviacion estandar (s) 0.336 0.771
CV% 0.328 0.729
Test de proporcionalidad
Test Cochran: Geyxp < Grap 0.966 0.589 0.684
Test Student. Texp < Ttap 0.0000017 < 2.751
Test de Fischer Feyp < Frap 0.18993 < 2.589
No existe diferencia significativa entre ambas técnicas

Fuente: programa Microsoft Excel 2010.

Discusion:

Los resultados reflejados en la tabla 6.3.2.4.2 indican una buena exactitud
del método en ambas técnicas, utilizando el método de recuperacion, obteniéndose
valores en porcentaje de recuperacion dentro de los limites establecidos por la
farmacopea de los Estados Unidos USP 34-NF29 (90.0 % a 110.0 %). Los valores

del coeficiente de variacion para las técnicas resultaron ser menor que el 2%.

En la influencia del factor concentracion sobre la variabilidad de los resultados
de la exactitud se aplico el test G de Cochran, obteniéndose Geyxp, menores Gap (para
n-1= 2 grado de libertad y P=0.05, Gp=0.966); por tanto, las varianzas de las
concentraciones empleadas son equivalentes indicandose que la concentracion no
influye en la variabilidad de estos (AEFI, 2001).

117



Validacién de dos técnicas analticas paa Lo emvh&awlm de @dew@agof base por &malﬁoﬂ@aﬁ&a
(CLAR) y Bspectrofotometria (UV/Vis) @,

No existen diferencias significativas entre la recuperacién media y el 100 % de
recuperacion al aplicar el test de Student para medias de dos muestras
emparejadas, entre ambas técnicas (para un test de dos colas n-2 = 7 grado de
libertad y una probabilidad de 0,05 %, obteniéndose texp menores al ta, demostrando

la exactitud del método.

Se aplicd el test de Fisher para varianzas de dos muestras, demostrandose
que no existen diferencias significativas entre las varianzas alcanzadas por ambas
técnicas, (para un test de dos colas n-2= 7 grado de libertad y una probabilidad de

0,05, Fap=2.589); se obtuvieron Fexp menores Fiap.

TABLA N°6.3.2.4.3
Porcentaje de recuperacion para la cuantificacion de metronidazol base

Tableta Inyectable
% DE RECUPERACION | % DE RECUPERACION
CLAR uv CLAR uv
104.128 102.221 102.444 104.782
PARAMETROS 104160 | 102591 102.422 104.837
. 104.044 102.477 102.444 104.678
ESTADISICOS 104.349 103.813 102.162 106.223
104.391 103.900 102.737 106.279
104.381 103.719 102.151 106.521
104.580 104.350 102.346 106.265
104.549 103.947 103.018 106.306
104.580 103.947 103.062 106.168
Promedio X = 104.351 103.441 102.532 105.783
Desviacion estandar (s)= 0.202 0.783 0.336 0.771
CV(%)= 0.194 0.757 0.328 0.729
Test de proporcionalidad
Test Cochran: Gy, < Giap 0.966 0.818 0.551 0.589 0.684
Test Student. te,, < tian 2.751 0.00185 < 2.751 0.0000017 < 2.751
Test de Fischer Fe,p, < Fia 2.589 0.06667 < 2.589 0.18993 < 2.589

Fuente: programa Microsoft Excel 2010.
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Discusion:

Al analizar estadisticamente los resultados obtenidos de los métodos analiticos por
CLAR y Espectrofotometria UV/Vis, para la cuantificacion de las tabletas 500 mg e
inyectables 500 mg/mL de metronidazol base, se pudo comprobar a través del t
calculada que no existen diferencias significativas entre los resultados, cumpliendo el

criterio de la hipotesis: texp < tian.
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Resumen de resultados
RESUMEN DE RESULTADOS DE LA VALIDACION EN CLAR Vs. UV-Vis
Principio Activo: Metronidazol Base Tipo de validacion Resultados
Prospectiva Técnicas
Ensayos Especificaciones | HPLC | UV-Vis
1. Especificidad No debe presentar
. - interferencias de | Cumple | Cumple
- Interferencia de excipientes e
excipientes
2. Linealidad de Sistema
- Coef!c!entes de correlz_aluo_n, r. , > 0.9900
- Coeficiente de determinacion r-. 2
. L r‘=0.9980
- Coeficiente de variacion C.V o
. . CVi=2%
- prueba de linealidad para la ot
pendiente (b) Xp~ © tab Cumple | Cumple
P=0.05, y n-2 grados de libertad. foo< t
- prueba de proporcionalidad para el Xp " tab
intercepto (a)
P=0.05, y n-2 grados de libertad.
3. Precision del sistema
- Coeficiente de variacion C.V CVi=2%
° _Repetlbllld_ad_fjel sistema CV(<2%
- Coeficiente de variacion C.V G <G
- Test G de Cochran exp = Jtab
e Precision Intermedia CV. <29 Cumple | Cumple
- Coeficiente de variacion C.V A
GexpS Gtab
- Test G de Cochran
. I:exp Ftab
- Test de Fisher forn <
- Test de Student Xp = Hab
4. Exactitud
- % Recuperacion o 0
- Test G de Cochran 90. OGA) 1é0 0 %
- Test de Recuperacion mediay el t:Xp<t tab
100% xp = ftab Cumple | Cumple
P=0.05, y n-1 grados de libertad. E. <F
- Test de fisher exp = T tab
P=0.05, y n-1 grados de libertad

Fuente: Programa Microsoft Excel 2010
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7. CONCLUSIONES
Se ha mostrado la validez de la metodologia para ambas técnicas,
verificAndose los parametros de aceptabilidad planteados por la USP 34 — NF 29,

obteniéndose resultados que corresponde a los objetivos planteados inicialmente.

1. Las técnicas analiticas validadas para la cuantificacion del
metronidazol base demostraron ser lineales, precisos, exactos y especificos en el
rango de concentraciones estudiado, no existe diferencias significativas entre los
resultados, ni por su varianza (test de Fisher) ni por la diferencia de medias (test de
Student) y (test G de Cochran) indicando que la concentracion no influye en la

variabilidad de estos.

2. En los estudios de exactitud realizados para ambas técnicas analiticas
demostraron ser exactos:

a. Los valores de porcentaje de recobro estuvieron dentro de los limites
establecidos 90.0% a 110.0 %, para las técnicas espectrofotometria UV-Vis y
cromatografia de liquidos de alta resolucion.

b. Los valores del coeficiente de variacion para cada uno de los niveles de
concentracion estudiados resultaron menores que el 2 %.

c. En la influencia del factor concentracién sobre la variabilidad de los resultados
de la exactitud al aplicar Test G de Cochran, las concentraciones empleadas
son equivalentes, lo que indica que la concentracion no influye en la
variabilidad de estos.

d. No existieron diferencias significativas entre las recuperaciones medias y el
100 % de recuperacion al aplicar la prueba de la t de Student, ya que la texp fue
menor que la tan, el test Fisher Feyp fue menor Fip demostrando que las

técnicas son exactas.
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3. Como se puede apreciar en los anexos 1 y 13 de las técnicas
reportadas por CLAR y UV/Vis resultaron especificos al no detectarse interferencias
de picos y adicionales en la zona de elusion del producto principal y en los espectros

en la zona de corrida de la misma.

Al analizar muestras del placebo, la sustancia de referencia de Metronidazol y el
producto terminado, indican que los excipientes no interfieren en la determinacion del
principio activo, lo que demuestra la especificidad de las técnicas para el control de la
calidad al no observarse absorbancia del placebo a la longitud de onda maxima del

principio activo.

4. Al comparar las técnicas analiticas validadas para el control de calidad
de metronidazol tableta e inyectable, se concluyd que son adecuados para estos
fines y resultaron ser lineales, precisos, exactos y especfficos en el rango de

concentraciones estudiado.

La técnica por espectrometria ultravioleta puede emplearse en la cuantificacion
del producto terminado al igual que el método cromatografico; resulté de eleccién por
su sencillez y rapidez el espectrofotométrico y el método por cromatografia liquida de
alta resolucion para realizar los futuros estudios de estabilidad del producto por su

elevada especificidad.
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8. RECOMENDACIONES

Continuar con la investigacion de Metronidazol tabletas de 500 mg e
inyectable 500 mg/mL, evaluando el resto de los parametros de desempefio para
llevar a cabo una validacion completa del método analitico asi como someter las

muestras a estrés, la estabilidad de los mismos, disolucién en las tabletas.

Enviar una copia de la tesis a la jefatura del Laboratorio Nacional de Control
de Calidad del Ministerio de Salud y a la jefatura del departamento de la direccion
General de servicio de salud, para brindar informacion accesible de consultas sobre

el tema.

Validar los métodos espectrofométrico para otros compuestos que contengan
metronidazol base aplicAndose a diferentes concentraciones, como parte de
investigaciones posteriores que el incrementen el desarrollo experimental y minimice
variaciones que existan. Presentado los resultados y conclusiones en congresos y/o
seminarios dirigidos a la industria farmacéutica a igual a los que prescriben estos

farmacos.

Se recomienda al Laboratorio donde se llevd a cabo esta investigacion,
evaluar el resto de los parametros de desempefio que conforman una validacion de
método analitico, manteniendo constantes las condiciones de trabajo de temperatura
y humedad relativa, y estabilizando como minimo 40 minutos antes de realizar las

lecturas de las muestras.
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GLOSARIO

Adecuabilidad del sistema: Verificacion de que el sistema (instrumento, analista,
equipo, sustancia de referencia, entre otros) opera con base a criterios

preestablecidos, que permitan asegurar la confiabilidad de los resultados de un

método analitico.

Analito: componente especifico de una muestra, a medir en un analisis

Bacterias anaerobias: son aquellas que para crecer en la superficie de un medio de
cultivo necesitan una atmdésfera sin oxigeno, ya que este elemento es téxico para

ellas.

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

los parametros de calidad.

Especificidad: capacidad de un método analitico para obtener una repuesta debida

uncamente al analito de interés y no a otros componentes de la muestra.

Exactitud: Concordancia entre un valor obtenido empleando el método y el valor de

referencia.

Limite de cuantificacion: Concentracion minima de analito, que puede ser
determinada con precision y exactitud aceptable, bajo las condiciones de operaciéon

establecidas.

Limite de deteccidén: Concentracibn minima del analiico en una muestra, que
puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de

operacion establecidas.
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Linealidad: capacidad para obtener resultados de prueba que sean proporcionales
ya sea directamente o por medio de una transformacion matematica bien definida, a

la concentracion de analitico en muestra en un intervalo dado.

Método analitico: Adaptacion especfifica de una técnica analitica para un propdésito
de medicion seleccionado, en la cual se identifican los recursos materiales y el

procedimiento.

Muestra: Porcion del material a evaluar.

Matriz: Esta conformado por el principio activos y los excipientes que dependera del

preparados farmacéuticos.

Microaerdéfila: microorganismo que para desarrollarse necesita atmosfera con baja

tension de oxigeno.

Parametros de desempefio analitico; parametros de mérito o elementos
requeridos para el ensayo de validacion: Caracteristicas de validacion que
necesitan ser evaluadas y que tipicamente corresponden a la siguiente lista:
exactitud, precision, especificidad, limite de deteccién, limite de cuantificacion,

linealidad e intervalo de linealidad.

Placebo analitico: Muestra que contiene todos los componentes de un producto a

excepcion del analito.

Precision: Grado de concordancia entre los resultados analiticos individuales,
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una

muestra homogénea del producto o de una referencia.
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Precision Intermedia: Precisibn de un método analitico, expresada como la
concordancia relativa obtenida entre determinaciones independientes realizadas en

un mismo laboratorio, por diferentes analistas, en distintos dias.

Procedimiento analitico: Descripcion detallada de los pasos necesarios para aplicar

un método analitico.

Repetibilidad: Precision de un método analitico, expresada como la concordancia

entre determinaciones independientes realizadas por diferentes laboratorios.

Validacion: Establecimiento de la evidencia documental que un procedimiento
analitico conducira con un alto grado de seguridad a la obtencién de resultados
precisos y exactos dentro de las especificaciones y atributos de calidad previamente

establecidos.

Validacion de un procedimientos analitico: Procedimientos para establecer
pruebas documentadas que demuestren cientificamente que un método analitico
tiene las caracteristicas de desempefio que son adecuadas para cumplir los
requerimientos de las aplicaciones analiticas pretendidas. Implica la demostracion de
la determinacion de las fuentes de variabilidad y del error sistemético y al azar de un

procedimiento, no soélo dentro de la calibracion sino en el analisis de muestras reales.

Validacion del método analitico: Proceso por el cual se demuestra, por estudios de

laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para la aplicacion

analitica deseada.
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ABREVIATURAS

%: Porcentaje o recobro

X : Media aritmética de x

y . Media aritmética de y

y:y ponderada

a: Intercepto

AOAC: Asociacion de Comunidades Analiticas

b: Pendiente

BPM: Buenas practica de manufactura

CLAR: Cromatografia de liquidos de alta resolucion

CLAR: Cromatografia de liquidos de alta resolucién

COMIECO Consejo de Ministros de Integracion Econdmica de Centroamérica
CV: Coeficiente de variacion o desviacion estandar relativa

CVyx: Coeficiente de variacion de regresion

ER: Estandar de referencia

FDA: Agencia de Alimentos y Medicamentos (Food and Drug Administration)
IC: Intervalo de confianza

ICH Conferencia Internacional sobre Armonizacién de los Requisitos Técnicos para
el Registro de Productos Farmaceéuticos para Uso Humano

IV: Intravenosa

LNCCM: Laboratorio Nacional de Control de Calidad de Medicamentos
LOD: Limite de deteccion

LOQ: Limite de cuantificacion

MCGV: Valwula de gradiente multicanal.

130



Validacién de dos técnicas analticas paa Lo QWW de @Kd/wtzuaaﬁof base por @Lomaloﬂ@aﬁca
(CLAR) y Bspectrofotometria (UV/Vis) :g,

mg: Miligramos

MINSA: Ministerio de Salud
mL: Mililitro

MTZ: Metronidazol

N: NUumero de platos tedricos en una columna cromatografica

nm: Nanometros

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

p.a: Principio activo

ppm: parte por millén

r: Coeficiente de correlacion

R: Resolucion

r*: Coeficiente de determinacion

RTCA Reglamento técnico centroamericano

s: Desviacion estandar

S% Varianza

SC+: Suma de cuadrados total

SCres: Suma de cuadrados residual

SCrec: Suma de cuadrados de la regresion

SDR: Desviacion estandar relativa

UNAN: Universidad Nacional Autbnoma de Nicaragua
USP: Farmacopea de los Estados Unidos de América
UV/NVis: Ultra violeta visible

UV: Ultra violeta

viv: Volumen sobre volumen
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Anexo N°1

1. ESPECIFICIDAD DEL METODO EN CLAR
FIGURA N°1.1

Especificidad del método para la cuantificacion de metronidazol base
Tableta 500 mg.

i Placebo de Tableta

i Recuperacion de Tableta Cone. 30.96 ug/ml .

i St Control Recuperacion de Tableta Conc. 30.92 ug/ml .

e

Fuente: Software ChemStation Agilent 1260
FIGURA N°1.2

Especificidad del método para la cuantificacion de metronidazol base
Inyectable 500 mg/100mL.

3 . . @ -

Placebo de Inyeccion




2. CALIBRADO DEL SISTEMA EN CLAR.
FIGURA N°2.1

Anexo N°2

Calibrado del sistema en area, estandar de referencia metronidazol base

o
121)—:
100 St de Metronidazol Base Conc. 49.47 ug/ml
] Curvade Calibracion
1 St de Metronidazol Base Conc. 37.10 ug/ml
e St de Metronidazol Base Conc. 30.92 ug/ml
St de Metronidazol Base Cone. 24.73 ug/ml
e
] St de Metronidazol Base Conc. 15 46ug/ml
-
o
o 05 1 15 2 25 3 as a 45 rin
[=] D]
Fuente: Software ChemStation Agilent 1260




Anexo N°3

3. LINEALIDAD DEL SISTEMA EN CLAR.

FIGURA N°3.1

Linealidad del sistema en area, estandar de referencia metronidazol base
USP.

Analista 1
I mm_: | I ﬂ

1m—§ St Metronidazol Conc. 49.47 ug'ml ' Lmeahdad del SlStema
: St Metronidazol Conc. 37.10 ugiml \ . roq

100~ -

m—f St Metronidazol Conc. 30.92 ugiml \\ AnahSta Ca’ndlda

m—; St Metronidazol Conc. 24.73 ugiml \

:E St Metronidazol Conc. 1546 ug/ml \\

0 e

R

Fuente: Software ChemStation Agilent 1260

FIGURA N°3.2

Linealidad del sistema en area, estandar de referencia metronidazol base
USP.

Analista 2

mN"- St Metronidazol Conc. 48 83 ug/ml ﬂ

= St Metroridazol Conc. 36 62 uginl f\\ Linealidad del Sistema
100

%0- St Metronidazol Conc. 30.52 ug/ml H\\\ ,

w St Mol Co 2 4Togd -y Analista Ana

& St Metoridazol Cone. 1526wl [\,

-

0

0 1 2 3 4 5

Fuente: Software ChemStation Agilent 1260




GRAFICAS DE RESIDUALES EN CLAR

FIGURA N°3.3

COMPARACION DE GRAFICAS DE LOS RESIDUALES

Anexo N°4

Residuos

20.00 ~
15.00 -
10.00 -
5.00 -

0.00

-5.00 +
-10.00 -
-15.00 -
-20.00 -

Gréfico de los residuales Linealidad en CLAR

10.0

Conc. ug/mL

60.0




4. PRECISION DEL SISTEMA EN CLAR.
4.1 REPETIBILIDAD DEL SISTEMA

FIGURA N°4.1.1

Anexo N°5

Repetibilidad del sistema en éarea, estandar de referencia metronidazol

base USP.

80—

5t Metroridazol Conc. 30.92 ug'nl

Repetibilidad del Sistema

min

Fuente: Software ChemStation Agilent 1260




Anexo N°6

4.2. PRECISION INTERMEDIA DEL SISTEMA EN AREA DE ESTANDAR DE
REFERENCIA METRONIDAZOL BASE DEL SISTEMA EN CLAR

FIGURA N°4.2.1

Precision intermedia del sistema INTER-ANALISTA-1 DIA

8-

Concentracion de 30 92 ugml

Precision Intermedia

Analista Candida
Primer Dia

min

Fuente: Software ChemStation Agilent 1260

Concentracion dz 3052 ug'ml

Precision Intermedia
Analista Ana

Primer Dia

Fuente: Software ChemStation Agilent 1260

[
1

I
2

I
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FIGURA N°4.2.2
Precision intermedia del sistema INTER-ANALISTA-2 DIA

Anexo N°7

Concentracion 30.92 ug/ul

Precision Intermedia
Analista Candida

Segundo Dia

D
05

e e e e e
2 25

Fuente: Software ChemStation Agilent 1260

10-

Concentracion 30.32 ug/ml

Precision Intermedia

Analista Ana
Segundo Dia

Fuente: Software ChemStation Agilent 1260

o
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e
2 25




RESPUESTAS OBTENIDAS DE LA PRECISION INTERMEDIA INTER
ANALISTA E INTER DIA EN CLAR.

Anexo N°8

PRECISION INTERMEDIA EN CLAR

CLAR ANALISTA LT DAL ANALISTA. I DIA:2
CONC. , AREA | Fvx | | AREA
mg/mL AREA | vepia | (Area) | AREA | MEDIA FYIX
30.920 983.300 31.801| 979.900 31.691
30.920 983.600| 984.133 | 31.811| 978.500| 979.267 31.646
30.920 985.500 31.873| 979.400 31.675
30.920 983.800 31.818| 980.700 31.717
30.920 983.700| 983.633 | 31.814| 979.100| 980.067 31.666
30.920 983.400 31.805| 980.400 31.708
30.920 950.500 30.741| 973.800 31.494
30.920 950200 950.467 | 30.731| 973.000| 972.500 31.468
30.920 950.700 30.747| 970.700 31.394
Media| 31.4600 Media|  31.6067
s| 0541 s 0.121
CV % 1719 CV % 0.382




Anexo N°9

CONTINUIDAD DE LAS RESPUESTAS OBTENIDAS DE LA PRECISION
INTERMEDIA INTER ANALISTA E INTER DIA EN CLAR

PRECISION INTERMEDIA

CLAR ANALISTA: 2 DIA:1 ANALISTA: 2 DIA:2
CONC. " AREA < AREA
ma/mL AREA MEDIA FY/X AREA MEDIA FY/X
30.520 959.200 31.429 | 966.600 31.671
30.520 958.800 | 959.900 | 31.415 | 967.500 | 967.233 31.701
30.520 961.700 31.510 | 967.600 31.704
30.520 960.400 31.468 | 954.400 31.271
30.520 960.600 | 960.433 | 31.474 | 957.800 | 955.100 31.383
30.520 960.300 31.465 | 953.100 31.229
30.520 959.200 31.429 | 954.600 31.278
30.520 960.100 | 959.933 | 31.458 | 955.700 | 955.367 31.314
30.520 960.500 31.471 | 955.800 31.317
Media| 31.458 Media 31.430
s| 0.029 S 0.201
CV%| 0.093 CV% 0.640




5. EXACTITUD DEL SISTEMA EN CLAR.
FIGURA N°5.1

Exactitud del sistema en area de estandar de referencia metronidazol base.

Anexo N°10

mm:_ -
m—: . .
m_: St Metroridazol Conc. 49.47 ug/ml X&Ctlﬂld del S]Stema
= Analista Candida
m—: St Metronidazol Conc. 30.92 ug/nl

] St Metronidazol Conc. 1546 ug'ml
2

T mw

Fuente: Software ChemStation Agilent 1260

Fuente: Software ChemStation Agilent 1260

mAl
121]-:
] St Metronidazol Conc. 48.83 ug/ml
100-
R Exactitud del Sistema
} St Metrondazol Conc. 30.52 uginl Analista Ana
m_
o
] $t Metronidazol Conc. 135 26 ughnl
m_
: I -
! 1' : | u




6. EXACTITUD DEL METODO EN CLAR
FIGURA N°6.1

Porcentaje de recuperacion de metronidazol base tabletas de 500mg.

Anexo N° 11

maLl-
80

-

5 8

20

0-

0
L}

Recuperacion Tableta Conc. 30.96 ug/ml

1}

T I T I T
05 1 15 2 25

4 45

Fuente: Software ChemStation Agilent 1260

FIGURA N°6.1.1

St Control de Recuperacion de Tableta
Conc. 30.92 ug/ml

4 45

min

Fuente: Software ChemStation Agilent 1260



FIGURA N°6.2
Porcentaje de recuperacion de metronidazol

500mg/ml.

base

Anexo N° 12

Inyectables de

mAl
n-
8-

-

Recuperacion Inyectable Conc. 30.0 ug/ml

0 0.5 1 15 2 25 3 35 4 45 mn
Fuente: Software ChemStation Agilent 1260
FIGURA N°6.2.1
Estandar control de metronidazol base.
=
0 St Control de Recuperacion de Inyectable
0
: Conc. 30.92 ug/ml
0~
0
DDI5';1I52I2I5!53|5 Lll‘lfﬁ ‘rrin‘

Fuente: Software ChemStation Agilent 1260




Anexo N°13

1. ESPECIFICIDAD DEL METODO EN ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS.

FIGURA N° 1.1 Especificidad del método para la cuantificacién de
metronidazol base Tabletas 500 mg.

| Cherlaid Sample Spectra = (=]
[ ple Sp

St Metronidazol Base 30.92
pg/mL

16 3
1.4 3
1.2 44
1
0.8 -
0.8 -
0.4 3
0.2
LE

Tableta Conc. 30.96 pg/mL

Placebo de tableta

Abzorbance (AL

200 250 200 250 400 '&'-hu‘eleng|

Fuente: Software ChemStation Agilent 8453
FIGURA N° 1.2

Especificidad del método para la cuantificacion de metronidazol base
Inyectables 500 mg /100 mL.

Method:
| INYECCIM M | @

Last Sample Spectrum EI@

1.6 4

1.4

St Metronidazol Base 30.92
pg/mL

1.2+

9

Inyectable Conc. 30.00 pg/mL

0.8 o

Absorbance (AL

0.8

0.4

0.2 o

T T T T T T T T T
200 225 250 275 200 325 350 ars 400 425 Wawelength (m)

Fuente: Software ChemStation Agilent 8453
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Anexo N°14
2. CALIBRADO DEL SISTEMA EN ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS.

FIGURA N°2.1

Calibrado del sistema en absorbancia, estandar de referencia metronidazol
base USP.

7
Overlaid Sample Spectra
25 3 - .z
St. de Metronidazol Base Conc.49.47 A Curvade Calibracion

pg/mL /

St. de Metronidazol Base Conc.37.10 / L
pg/mL

Abzorbance (ALl

200 225 250 215 200 325 350 3':‘5 \"hlvelensth (nm)
e 3
Fuente: Software ChemStation Agilent 8453
Processed Standard Spectra (=@ ][=] Calibration Curve (o= ] =]

Curva de 25 i L
Curvade Calibracion

Calibracién 27

Absorbance (A0

‘Wawaleneth Result

T T T T
200 250 300 350 400
Wavelength ()

T T T T T
o 10 20 20 40 50
Analyte Walue ¥ Path

Fuente: Software ChemStation Agilent 8453
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Anexo N° 15

3. LINEALIDAD DEL SISTEMA EN ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS.

FIGURA N°3.1

Linealidad del
metronidazol base.
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St. de Metronidazol Base Conc.30.92
pg/mL

St. de Metronidazol Base Conc.24.73
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St. de Metronidazol Base Conc.15.46
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Fuente: Software ChemStation
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Fuente: Software ChemStation Agilent 8453.
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Anexo N° 16

GRAFICAS DE RESIDUALES EN UV/VIS

Grafico de los residuales de Linealidad en UV-Vis
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Anexo N° 17

4, PRECISION DEL SISTEMA EN ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS.

4.1 REPETIBILIDAD DEL SISTEMA

FIGURA N°4.1.1

Repetibilidad del sistema en absorbancia de estandar de referencia
metronidazol base.

Method: @
| REPETIBLM Mod g
s
Processed Standard Spectra EI@ Calibration Curve ===
16 16
1.4 1.4
12 12
g 1 E 14
4
H 08 z LR
2 =
b ki
5 e § 064
0.4 0.4
0.2 0.2
04 0
T T T T T T T T T T
200 250 300 250 400 0 5 10 15 20 25 20
‘Waelangth (my) Anahte Walus ¥ Path

Fuente: Software ChemStation Agilent 8453.

| Mecthod:
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[Moa

ctbance

Processed Standard Spectra

B | = ===

Repetibilidad Conc. 30.92
ug/mL

Fuente: Software ChemStation Agilent 8453.
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4.2 Precision

referencia metronidazol base.

FIGURA N°4.2.1

Anexo N° 18

Intermedia del sistema en absorbancia de estandar de

Precision intermedia del sistema INTER-ANALISTA-1 DIA

Method: @
| PRECICA3.M Mod g
Processed Standard Spectra EI@ Calibration Curve o | = | = |
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Fuente: Software ChemStation Agilent 8453.
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Fuente: Software ChemStation Agilent 8453.
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FIGURA N°4.2.2

Anexo N°19

Precision Intermedia del sistema INTERANALISTA-2 DIA

Method: @
| PRECIAN3.M Mod 5]
>
.| Processed Standard Spectra =] | Calibration Curve ErEER
™ z i o= =]
€ iy . .z .
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RESPUESTAS OBTENIDAS DE LA PRECISION INTERMEDIA INTER
ANALISTA E INTER DIA EN UVNIS.

Anexo N°20

PRECISION INTERMEDIA EN UV-VIS

UV-VIS ANALISTA:L DAL ANALISTA:L DIA:2
CONC. Abs. Abs. FY/X Abs. Abs. EV/X
mg/mL <320nm>| MEDIA (Abs.) <320nm> |[MEDIA
30.920 1625 0053| 1592 0.051
30.920 1624| 1.625 0053| 1592| 1.590 0.051
30.920 1627 0053| 1588 0.051
30.920 1624 0053| 1586 0.051
30.920 1625 1.625 0053| 1586 1.582 0.051
30.920 1.626 0053| 1573 0.051
30.920 1614 0052| 1579 0.051
30.920 1616] 1.615 0052] 1579| 1579 0.051
30.920 1615 0052| 1578 0.051
Media 0.052 Media 0.051
s| 00002 s 0.0002
CV % 0.385 CV % 0.392
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Anexo N°21

CONTINUIDAD DE LAS RESPUESTAS OBTENIDAS DE LA PRECISION
INTERMEDIA INTER ANALISTA E INTER DIA EN UV/VIS.

PRECISION INTERMEDIA ANALISTA 1 UV-VIS

UV-VIS ANALISTA: 2 DIA'L [ ANALISTA: 2 DiA:2
Abs. Abs. FY/X Abs. Abs. FY/X
CONC.mg/mb | _250mm> | MEDIA (Abs) |<320nm>|MEDIA | (Abs)
30.520 1.606 0053 | 1576 0.052
30.520 1613 1.610 0053 | 1584 | 1581 | 0.052
30.520 1612 0053 | 1583 0.052
30.520 1589 0052 | 1589 0.052
30.520 1591 1590 0052 | 1583 | 1.591 | 0.052
30.520 1590 0052 | 1.602 0.052
30.520 1588 0052 | 1.601 0.052
30.520 1588 1589 0052 | 1607 | 1.605 | 0.053
30.520 1591 0052 | 1.606 0.053
Media 0.052 0.052
S 0.0003 0.0004
CV % 0578 0.070
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Anexo N°22

5. EXACTITUD DEL SISTEMA EN ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS.
FIGURA N°5.1

Exactitud del sistema en absorbancia de estandar de referencia
metronidazol base.

Method: @
| EXACTCAN M Mod E
Processed Standard Spectra = l= =] Calibration Curve ===
25 . .
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5 Exactitud =
- del sistema &
£ £
a 2
2 E:

T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 0 10 20 30 50
Wawvelength () Analyte value ¥ Path

Fuente: Software ChemStation Agilent 8453.
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Anexo N° 23

6. EXACTITUD DEL METODO EN ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS.
FIGURA N°6.1

PORCENTAJE DE RECUPERACION DE METRONIDAZOL BASE TABLETAS
500 mg.

Method:
‘ [ TABLETA M @ I

Overlaid Sample Spectra =[P | (S

Recuperacion Tableta
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Hoscrbance (W)
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Fuente: Software ChemStation Agilent 8453
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Anexo N° 24

FIGURA N°6.2

PORCENTAJE DE RECUPERACION DE METRONIDAZOL BASE
INYECTABLES 500 mg /100 mL.
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Anexo N° 25

Metronidazole Tablets

» Metronidazole Tablets contain not less than 90.0
percent and not more than 110.0 percent of the labeled
amount of metronidazole (CGHQNBOB)'

Packaging and storage— Preserve in well-closed, light-resistant containers.

USP REFERENCE STANDARDS ¢ 11—

USP Metronidazole RS
Identification—

A: To a portion of powdered Tablets, equivalent to about 300 mg of
metronidazole, add 20 mL of dilute hydrochloric acid (1 in 100), shake for
several minutes, and filter: suitable aliquots of the filtrate respond to
Identification test B under Metronidazole.

B: The retention time of the major peak in the chromatogram of the Assay
preparation corresponds to that of the Standard preparation as obtained in the

Assay.
DISSOLUTION (7113 —
Medium: 0.1 N hydrochloric acid; 900 mL.

Apparatus 1: 100 rpm.

Time: 60 minutes.

Procedure— Determine the amount of CGHQNBOB dissolved from UV

absorbances at the wavelength of maximum absorbance at about 278 nm of
filtered portions of the solution under test, suitably diluted with 0.1 N
hydrochloric acid, in comparison with a Standard solution having a known

concentration of USP Metronidazole RS in the same medium.
Tolerances— Not less than 85% (Q) of the labeled amount of C_.H N i

69 3°3"°
dissolved in 60 minutes.

UNIFORMITY OF DOSAGE UNITS (905’ : meet the requirements.
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Procedure for content uniformity— Transfer one Tablet to a 250-mL volumetric
flask, add about 100 mL of dilute hydrochloric acid (1 in 100), and shake for 30
minutes. Dilute with dilute hydrochioric acid (1 in 100) to volume, and mix. Filter,
discarding the first 15 mL of the filtrate. Dilute the filtrate quantitatively with
dilute hydrochloric acid (1 in 100), to obtain a solution having a concentration of
about 0.2 mg of metronidazole per mL. Pipet 10 mL of this solution into a 100-
mL volumetric flask, dilute with dilute hydrochloric acid (1in 100) to volume, and
mix. Concomitantly determine the absorbance of this test solution and that of a
similarly prepared Standard solution of USP Metronidazole RS, having a known
concentration of about 20 pg per mL, in 1-cm matched cells, at the wavelength
of maximum absorbance at about 278 nm, with a suitable spectrophotometer,

using dilute hydrochloric acid (1 in 100) as the blank. Calculate the quantity, in
mg, of C.H N,O., in the Tablet taken by the formula:

6 933
(TC/D)A,/ Ag)

in which T is the labeled quantity, in mg, of the metronidazole in the Tablet; Cis
the concentration, in ug per mL, of USP Metronidazole RS in the Standard
solution; D is the concentration, in ug per mL, of metronidazole in the test
solution, on the basis of the labeled quantity per Tablet and the extent of
dilution; and A, and A are the absorbances of the test solution and the
Standard solution, respectively.

Assay—

Mobile phase— Prepare a filtered and degassed mixture of water and methanol

(80:20), making adjustments if necessary (see System Suitability under
Chromatography (621)).

Standard preparation— Dissolve an accurately weighed quantity of USP
Metronidazole RS in Mobile phase to obtain a solution having a known
concentration of about 0.5 mg per mL.

Assay preparation— Transfer to a suitable size volumetric flask 1 0 Tablets,
whole or ground, which when diluted with methanol will yield a solution having a
concentration of about 10 mg per mL. Add methanol, and shake by mechanical

means for 30 minutes or until the Tablets are disintegrated. Dilute with methanol
to volume, and allow the solution to stand until the insoluble material has
settled. Pipet 5.0 mL of the clear supernatant into a 100-mL volumetric flask,
dilute with Mobile phase to volume, and mix. Filter the solution.
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Chromatographic system (see Chromatography (6217 )—The liquid
chromatograph is equipped with a 254-nm detector and a 4.6-mm x 15-cm

column that contains packing L7. The flow rate is about 1 mL per minute.
Chromatograph the Standard preparation, and record the peak response as
directed under Procedure: the tailing factor is not more than 2, and the relative
standard deviation for replicate injections is not more than 2.0%.

Procedure— Separately inject equal volumes (about 10 pL) of the Standard
preparation and the Assay preparation into the chromatograph, record the

chromatograms, and measure the peak responses. Calculate the quantity, in

mg, of metronidazole (06H9N303) in the portion of Tablets taken by the

formula:
10(L /1 D)C(r, / rg)

in which L is the labeled amount, in mg, of Metronidazole in each Tablet; D is
the concentration, in mg per mL, of Metronidazole in the Assay preparation
based on the labeled quantity per Tablet and the extent of dilution; C is the
concentration, in mg per mL, of USP Metronidazole RS in the Standard
preparation; and r;, and rg are the metronidazole peak responses obtained from
the Assay preparation and the Standard preparation, respectively.

Auxiliary Information— Please check for your guestion in the FAQs before
contacting USP.

Topic/Question |Contact Expert Committee
Monograph Leonel M. Santos. Ph.D. |(SM12010) Monographs - Small
' Molecules 1
Senior Scientific Liaison
1-301-816-8168
Reference RS Technical Services
Standards 1-301-816-8129
rstech@usp.org
(711 Margareth R.C. (GCDF2010) General Chapters -
Marques, Ph.D. Dosage Forms

Senior Scientific Liaison
1-301-816-8106

USP34-NF29 Page 3520

Chromatographic Column—

METRONIDAZOLE TABLETS

Chromatographic columns text is not derived from, and not part of, USP 34 or
NF 29.
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Anexo N° 26

Metronidazole Injection

» Metronidazole Injection is a sterile, isotonic, buffered
solution of Metronidazole in Water for Injection. It
contains not less than 90.0 percent and not more than
110.0 percent of the labeled amount of metronidazole
(C6H9N303).

Packaging and storage— Preserve in single-dose containers of Type | or Type

Il glass, or in suitable plastic containers, protected from light.

USP REFERENCE STANDARDS { 11} —

USP Endotoxin RS

USP Metronidazole RS
ldentification—

A: Apply a measured volume of Injection containing 0.025 mg of metronidazole
and a measured volume of a solution of USP Metronidazole RS containing
0.025 mg of metronidazole to a suitable thin-layer chromatographic plate (see

Chromatography {821} ) coated with a 0.25-mm layer of chromatographic silica
gel mixture. Allow the spots to dry, and develop the chromatogram in a solvent

system consisting of a mixture of chloroform, methanol, water, and ammonium
hydroxide (70:28:4:2) until the solvent front has moved about three-fourths of
the length of the plate. Remove the plate from the developing chamber, mark
the solvent front, and allow the solvent to evaporate. Locate the spots on the
plate by viewing under short-wavelength UV light: the R value of the principal
spot obtained from the test solution corresponds to that obtained from the
Standard solution.

B: The retention time of the major peak obtained from the Assay preparation
corresponds to that of the Standard preparation obtained as directed in the
Assay.

BACTERIAL ENDOTOXINS { 85}~ It contains not more than 0.35 USP Endotoxin
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Unit per mg of metronidazole.

PH (791} : between 4.5 and 7.0.

PARTICULATE MATTER (788’ : meets the requirements under small-volume
injections.

Other requirements— It meets the requirements under /njections (1.

Assay—

Mobile phase— Prepare a suitable filtered and degassed mixture of monobasic
potassium phosphate, prepared by dissolving 0.68 g of monobasic potassium
phosphate in 930 mL of water, and methanol (930:70), and adjust with 1 M
phosphoric acid to a pH of 4.0 + 0.5.

Standard preparation— Transfer about 25 mg of USP Metronidazole RS,
accurately weighed, to a 25-mL volumetric flask, dissolve in methanol, dilute
with methanol to volume, and mix. Pipet 2 mL of this solution into a 10-mL
volumetric flask containing 2 mL of water, dilute with Mobile phase to volume,
and mix.

Assay preparation— Transfer an accurately measured volume of Injection,
equivalent to about 25 mg of metronidazole, to a 25-mL volumetric flask, dilute
with water to volume, and mix. Pipet 2 mL of this solution into a 10-mL
volumetric flask containing 2 mL of methanol, dilute with Mobile phase to
volume, and mix.

Chromatographic system (see Chromatography {621 )}—The liquid
chromatograph is equipped with a 320-nm detector and a 4.6-mm x 25-cm

column that contains packing L1. The flow rate is about 2.0 mL per minute.
Chromatograph five replicate injections of the Standard preparation, and record
the peak responses as directed under Procedure: the relative standard
deviation is not more than 2.0%, and the tailing factor is not greater than 2.0.

Procedure— Separately inject equal volumes (about 20 uL) of the Standard
preparation and the Assay preparation into the chromatograph, record the
chromatograms, and measure the responses for the major peaks. Calculate the
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quantity, in mg, of metronidazole (CGH9N303) in each mL of the Injection

taken by the formula:

125C 1 V(ry 1 rg)
in which C is the concentration, in mg per mL, of USP Metronidazole RS in the
Standard preparation; V is the volume, in mL, of Injection taken; and r, and rg

are the peak responses for metronidazole obtained from the Assay preparation
and the Standard preparation, respectively.



Anexo N° 27

REGLAMENTO TECNICO CENTROAMERICANO RCTA 11:03:39:06
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REGLAMENTO NSO RTCA 11.03.47:07
TECNICO
CENTROAMERICANO

PRODUCTOS FARMACEUTICOS.
MEDICAMENTOS PARA USO HUMANO.
VERIFICACION DE LA CALIDAD.

Correspondencia: No hay correspondencia con ninguna norma
internacional

ICS 11.120.01 NSO RTCA 11.03.47:07

Reglamento Técnico Centroamericano editado por:

Ministerio de Economia, MINECO

Consejo Nacional de Cienciay Tecnologia, CONACYT
Ministerio de Fomento, Industria y Comercio, MIFIC
Secretaria de Industriay Comercio, SIC

Ministerio de Economia, Industriay Comercio, MEIC
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REGLAMENTO TECNICO CENTROAMERICANO RTCA 11.03.47:07

INFORME

Los respectivos Comités Técnicos de Normalizacion y de Reglamentacion Técnica a
través de los Entes de Normalizacién y de Reglamentacion Técnica de los Paises de
la Regidn Centroamericana y sus sucesores, son los organismos encargados de
realizar el estudio o la adopcion de los Reglamentos Técnicos. Estan conformados
por representantes de los sectores Académico, Consumidor, Empresa Privada y
Gobierno.

Este documento fue aprobado como Reglamento Técnico Centroamericano, NSO
RTCA 11.03.47:07 Productos farmacéuticos. Medicamentos para uso humano.
Verificacion de la calidad, por los Subgrupos de Medidas de Normalizacién y de
Medicamentos y Productos Afines de los Paises de la Region Centroamericana. La
oficializaciéon de este reglamento técnico, conlleva la ratificacion por el Consejo de
Ministros de Integracion Econdémica de Centroamérica (COMIECO)

MIEMBROS PARTICIPANTES DEL SUBGRUPO DE MEDICAMENTOS Y
PRODUCTOS AFINES

Por Guatemala
Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social

Por El Salvador
Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social
Consejo Superior de Salud Publica

Por Nicaragua
Ministerio de Salud

Por Honduras
Secretaria de Salud

Por Costa Rica
Ministerio de Salud
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REGLAMENTO TECNICO CENTROAMERICANO RTCA 11.03.47:07

1. OBJETO

Este reglamento técnico tiene por objeto establecer las pruebas analiticas que deben
ser realizadas para comprobar la calidad de los medicamentos por parte de la
autoridad reguladora.

2. Ambito de aplicacion

Las disposiciones de este reglamento son de aplicacibn para todos los
medicamentos importados y fabricados en los paises de la regién Centroamericana.

3. Documentos a consultar

RTCA 11.01.02:04 Productos Farmaceéuticos. Etiquetado de Productos
Farmacéuticos para uso Humano.

RTCA 11.03.42:07 Productos Farmacéuticos. Medicamentos de uso humano.
Buenas Practicas de Manufactura para la industria farmacéutica.

4. Definiciones

4.1 Autoridad reguladora: Ente responsable del Registro Sanitario y/o Vigilancia
Sanitaria de cada pais Centroamericano.

4.2 Calidad: Naturaleza esencial de un producto y la totalidad de sus atributos y
propiedades, las cuales determinan su idoneidad para los propésitos a los cuales se
destina.

4.3 Caracteristicas organolépticas: Son caracteristicas que se confieren a las
formas farmacéuticas tales como forma, color, olor, sabor, homogeneidad, textura,
dimensiones u otros; los cuales se determinan a través de los sentidos.

4.4  Especificaciones: Descripcion de los requisitos que debe satisfacer el material
inicial, el material de empaque y los productos intermedios, a granel y terminados.
Dichos requisitos incluyen caracteristicas organolépticas y propiedades fisicas,
quimicas, microbiologicas y biolégicas.

4.5. Estabilidad durante el tiempo de uso: Valoracion realizada al producto
reconstituido o diluido al final del periodo maximo de uso y bajo las condiciones
indicadas en la etiqueta.

4.6 Forma farmacéutica: Es la forma fisica que se le da a un medicamento, la cual
facilita la dosificacion del o de los principios activos para que puedan ejercer su
accion en el lugar y tiempo.

34



REGLAMENTO TECNICO CENTROAMERICANO RTCA 11.03.47:07

4.7 Medicamento: Sustancia simple o compuesta, natural, sintética, o mezcla de
ellas, con forma farmacéutica definida, empleada para diagnosticar, tratar, prevenir
enfermedades o modificar una funcion fisiolégica de los seres humanos.

4.8 Muestra: Parte o porcion finita representativa de un material, un lote de
produccién o de medicamentos almacenados, transportados o en uso que se
someten a analisis a efecto de verificar las caracteristicas de calidad o su
adecuacion para el uso.

4.9 Muestra de retencion: Cantidad de unidades representativas de cada lote de
producto terminado, materia prima o material de envase, almacenada por un periodo
de tiempo establecido y en cantidad suficiente para repetir el analisis completo.

5. Evaluacion Técnica

5.1 Etiquetado

Debe cumplir con el RTCA 11.01.02:04 Productos Farmacéuticos. Etiquetado de
Productos Farmacéuticos para uso Humano.
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REGLAMENTO TECNICO CENTROAMERICANO RTCA 11.03.47:07

Pruebas

Las pruebas declaradas en las tablas que a continuacion se describen detallan los
parametros de calidad de las diferentes formas farmacéuticas.

Tabla N° 1. Pruebas fisicas, quimicas y microbiolégicas

Forma farmacéutica Pruebas

=~

Caracteristicas organolépticas

Peso promedio

Variacion de peso

Friabilidad

Fuerza de ruptura.

Desintegracion

Contenido de agua

Identificacion de (los) principio(s) activo(s)
Uniformidad de unidades de dosificacion

Valoracion, potencia, concentracion o actividad del (o
los) principio(s) activo(s)

Disolucion

Impurezas: productos de degradacién o sustancias
relacionadas

Limites microbianos

Tabletas con y sin
recubrimiento

Contindia

Tabla N° 1. Pruebas fisicas, quimicas y microbiolégicas (continuacion)

Forma farmacéutica Pruebas

Caracteristicas organolépticas de la capsula y de su
contenido

Peso promedio

Variacion de peso

Desintegracion

Contenido de agua

Capsulas de gelatina | Identificacion de (los) principio(s) activo(s)

dura y blanda Uniformidad de unidades de dosificacién

Valoracion, potencia, concentracion o actividad del (o
los) principio(s) activo(s)

Disolucién

Impurezas: productos de degradacion o sustancias
relacionadas

Limites microbianos
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REGLAMENTO TECNICO CENTROAMERICANO

RTCA 11.03.47:07

Continda

Tabla N° 1. Pruebas fisicas, quimicas y microbioldgicas (continuacion)

Forma farmacéutica

Pruebas

Soluciones y Emulsiones
(orales y tépicas)

Caracteristicas organolépticas

Volumen de entrega

pH

Densidad relativa o peso especifico

Viscosidad

Contenido de alcohol

Identificacion de (los) principio(s) activo(s)
Uniformidad de unidades de dosificacion

Valoracion, potencia, concentracion o actividad del (o
los) principio(s) activo(s)

Impurezas, sustancias relacionadas o productos de
degradacion

Limites microbianos

Suspensiones
topicas)

(orales vy

Caracteristicas organolépticas

Volumen de entrega

pH

Densidad relativa o peso especifico

Viscosidad

Identificacion de (los) principio(s) activo(s)
Uniformidad de unidades de dosificacion

Valoracion, potencia, concentracion o actividad del (o
los) principio(s) activo(s)

Disolucion

Impurezas: productos de degradacion o sustancias
relacionadas

Limites microbianos

Soluciones, Emulsiones y
Suspensiones
(inyectables, oftalmicas y
oticas estériles)

Caracteristicas organolépticas

Volumen en envase

pH

Particulas

Identificacion de (los) principio(s) activo(s)
Valoracion, potencia, concentracion o actividad del (o
los) principio(s) activo(s)

Impurezas: productos de degradacion o sustancias
relacionadas

Uniformidad de unidades de dosificacién

Esterilidad

Endotoxinas bacterianas (solo en inyectables)
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REGLAMENTO TECNICO CENTROAMERICANO RTCA 11.03.47:07

Continda

Tabla N° 1. Pruebas fisicas, quimicas y microbiolégicas (continuacion)

Forma farmacéutica

Polvos y granulados
(orales, tépicos y para
reconstituir)

Pruebas

Caracteristicas organolépticas (sin reconstituir 'y
reconstituido)

Contenido de agua

Tiempo de reconstitucion

Llenado minimo

Uniformidad de unidades de dosificacion

Variacion de peso

pH

Particulas

Identificacion de (los) principio(s) activo(s)

Valoracion, potencia, concentracion o actividad del (o
los) principio(s) activo(s)

Estabilidad durante el tiempo de uso

Impurezas: productos de degradacién o sustancias
relacionadas

Limites microbianos

Polvos para reconstituir
(inyectables)

Caracteristicas organolépticas (sin reconstituir vy
reconstituido)

Contenido de agua

Tiempo de reconstitucion

Llenado minimo

pH

Particulas

Identificacion de (los) principio(s) activo(s)

Valoracion, potencia, concentracion o actividad del (o
los) principio(s) activo(s)

Impurezas: productos de degradacion o sustancias
relacionadas

Esterilidad

Endotoxinas bacterianas

Cremas, Unguentos,
Pastas y Geles (topicos)

Caracteristicas organolépticas

Llenado minimo

pH

Identificacion de (los) principio(s) activo(s)

Valoracion, potencia o concentracion del (o los)
principio(s) activo(s)

Impurezas: productos de degradacion o sustancias
relacionadas

Limites microbianos
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Continda

Tabla N° 1. Pruebas fisicas, quimicas y microbioldgicas (continuacion)

Forma farmacéutica

Pruebas

Cremas, Unguentos y Geles (oftalmicas)

Caracteristicas organolépticas
Llenado minimo

pH

Contenido de agua

activo(s)
(o los) principio(s) activo(s)
sustancias relacionadas

Particulas metalicas
Esterilidad

Continda

Tabla N° 1. Pruebas fisicas, quimicas y microbiol6gicas (Final)

Forma farmacéutica

Supositorios  (rectales,
uretrales y vaginales) y
supositorios en tabletas
o cpsulas vaginales

Pruebas

Caracteristicas organolépticas

Peso promedio

Variacion de peso

Desintegracion

Tiempo de fusion

Identificacion de (los) principio(s) activo(s)

Uniformidad de unidades de dosificacion

Valoracion, potencia, concentracion o actividad del (o
los) principio(s) activo(s)

Disolucion

Impurezas: productos de degradacién o sustancias
relacionadas

Limites microbianos
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Continda

Tabla N° 1. Pruebas fisicas, quimicas y microbiolégicas (Final)

Forma farmacéutica

Pruebas

Aerosoles,
atomizadores e
inhaladores

Caracteristicas organolépticas

Llenado minimo

Numero total de descarga por envase

pH

Identificacion de (los) principio(s) activo(s)

Valoracion, potencia, concentracion o actividad del (o los)
principio(s) activo(s)

Uniformidad de dosis liberada

Impurezas: productos de degradacion o sustancias
relacionadas

Velocidad de descarga

Prueba de fuga (si la valvula es dosificadora)

Cantidad descargada (si la valwla es de descarga
continua)

Prueba de presion (si la valvula es de descarga continua)
Limites microbianos

Sistemas transdérmicos
y emplastos o cintas
adhesivas

Caracteristicas organolépticas

Peso promedio

Identificacion de (los) principio(s) activo(s)

Valoracion, potencia, concentracion o actividad del (o los)
principio(s) activo(s)

Uniformidad de unidades de dosificacion

Liberacion de farmaco (Disolucidén, solo en sistemas
transdérmicos)

Impurezas: productos de degradacion o sustancias
relacionadas

Limites microbianos

Implantes

Caracteristicas organolépticas

Peso promedio

Variacién de peso

Identificacion de (los) principio(s) activo(s)

Valoracion, potencia, concentracion o actividad del (o los)
principio(s) activo(s)

Impurezas, sustancias relacionadas o productos de
degradacion

Esterilidad
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NOTAS

Las pruebas indicadas en la tabla N° 1 se realizaran cuando apliquen, de acuerdo a
las especificaciones individuales de cada producto segun lo declarado por el
fabricante en el registro sanitario o segun lo que indiquen las farmacopeas oficiales
(anexo 4, Resolucion 93-2002, COMIECO- 24, Septiembre 2002).

Las pruebas incluidas en la tabla N° 1, no declaradas por el fabricante,
independientemente de si el producto es farmacopéico o no, constituyen pruebas que
deben ser efectuadas al verificar la calidad en el registro y en la vigilancia.

En el anexo 1 se indica la cantidad de muestras y muestras de retencién que deben
ser tomadas para realizar las pruebas mencionadas en la tabla N° 1

BIBLIOGRAFIA

Arias, T D. Glosario de Medicamentos: Desarrollo Evaluacion y Uso. Organizacion
Panamericana de la Salud, Washington, D.C.: OPS. 1999.

Farmacopea de los Estados Unidos 30 y Formulario Nacional 25. Trigésima edicion.
The United States Pharmacopeial Convention Inc. USA. 2007.

7. VIGILANCIA Y VERIFICACION

La vigilancia y verificacion de este Reglamento Técnico Centroamericano
corresponde a la Autoridad Reguladora de cada pais.
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Anexo A
(Normativo)

Cantidad de muestras requeridas para la verificacion de la calidad de los
medicamentos para uso humano

CANTIDAD
PRODUCTO VUESTRA

MUESTRA | DE Total

RETENCION

A_eroso!e_s: _ atomizadores e inhaladores 10 10 20
(sin antibiotico)
Aerosole_s,_ ] gtomlzadores e inhaladores 15 15 30
(con antibiotico)
Capsulas, grageas, tabletas 60 60 120
nggldos oralgs (suspensiones, jarabes, 13 13 26
elixires, emulsiones)
L|qU|dos_ topicos (soluciones, 13 13 26
suspensiones y emulsiones)
Liquidos orales . er_npz_;lcados en| 14 13 26
contenedores de dosis unitaria
Polvos y granulados (frascos/ sobres) con 20 20 40
menos 150 g
Polvos y granulados (frascos/ sobres) con
mas 150 g 10 10 20
Inyectables menor eigual a 3 mL 50 50 100
Inyectable de 5a 10 M 30 30 60
Inyectable de 20 a 100mL 10 10 20
Inyectables mas de 100 mL 7 7 14
Cre_mzjls_, geles y unguentos topicos (sin 15 15 30
antibiético)
Crgmgg, geles y unguentos tépicos (con 20 20 40
antibiético)
Polvos vy liofilizados estériles ( inyectables) | 20 20 40
Soluciones Oticas y Nasales 30 30 60
Supositorios o supositorios en tabletas 30 30 60
P_arches tra_nsdermlcos y emplastos o 15 15 30
cintas adhesivas
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suspensiones oftalmicas (con antibi6ticos)

Implantes 15 15 30
Unguentos, cremas, soluciones y 30 30 60
suspensiones oftalmicas (sin antibidticos)

Unglentos, cremas,  soluciones Yy 40 40 80

Lata con mas de 200 g de polvo

Sueros orales en solucion
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Anexo N° 28

TABLAS:
G-COCHRAN
F - FISHER

T-STUDENT
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2

Prueba de homogeneidad de varianzas de Cochran

3

4

5

a=0.05
n

6 7 8 9

10

11

17

37

145

1000

W | =

-1 &t

K= =]

0.998
0.966
0.906
0.841
0.780
0.727
0.679
0.638
0.602

0973
0.870
0.767
0.683
0.616
0.561
0515
0477
0.445

0939
0.797
0.684
0.598
0.332
0480
0437
0.402
0373

0.905
0.745
0.628

0.877 0.853 0.833 0.815
0.707 0.677 0.633 0.633
0.589 0.559 0.536 0.517

0.544 0506 0478 0456 0.438
0480 0444 0418 0398 0.381
0430 0397 0372 0353 0.338

0.391
0358
0.331

0350 0336 0318 0.304
0.328 0.306 0.290 0.276
0.302 0.282 0.266 0.234

0.801
0.616
0.501
0424
0.368
0352
0.292
0265
0243

0.788
0.602
0488
0411
0.336
0313
0.282
0.256
0.733

0.734
0.546
0436
0364
0313
0275
0.246
0222
0.203

0.660
0474
0372
0306
0.261
0227
0202
0.182
0.165

0.581
0.403
0.309
0.251
0.211
0.183
0.161
0.144
0.130

0.500
0.333
0.250
0.200
0.166
0.142
0.125
0.111
0.100

3

a=10.01
n

6 7 8 9

10

11

17

a7

145

1000

At e W

=]

0.999
0.993
0967
0927
0.882
0.837
0.794
0.754
0.717

0.995
0.942
0.864
0.788
0.721
0.664
0.615
0572
0.533

0979
0.883
0.781
0.693
0.625
0.568
0.520
0.481
0.446

0.958
0.831
0.711
0.632
0.563
0.508
0462
0425
0.393

0.937 0917 0.898 0.882
0.793 0.760 0.733 0.710
0676 0.641 0.612 0.589
0.587 0.553 0.525 0.503
0.519 0.486 0.460 0.440
0.465 0.434 0410 0.391
0.422 0.393 0370 0.352
0.387 0359 0337 0320
0.357 0.330 0.310 0.294

0.867
0.691
0.370
0.485
0.422
0375
0337
0306
0251

0.853
0.674
0.553
0.469
0.408
0.361
0.324
0.293
0.270

0.794
0.605
0488
0.409
0352
0310
0277
0.251
0.281

0.706
0.515
0.405
0335
0.285
0249
0221
0.199
0.181

0.606
0.423
0.325
0.264
0222
0.192
0.170
0.152
0.137

0.500
0.333
0.250
0.200
0.166
0.142
0.125
0111
0.100




Tabla 5. VALORES F OE LA DISTRIBUCION F DE FISHER

1-o=095 vy = grades de libertad del numerador
1-0a=P(FSfyu,) vy = grados de libertad del denominader
vy Jil 1 2 3 4 5 5} 7 ] 8 10 11 12 13 14 15 18 17 18 18 20
1 161455 199459 215707 2Z24.583 230160 233585 230767 2360604 240543 241832 242981 243505 244690 243363 240089 406 246917 247324 247663 246016
2 16513 19000 194964 19247 1929 19329 19353 19371 19335 19396 19405 19412 19419 19424 10429 19433 19437 19840 19443 10446
3 10128 9582 927  o17 93 8941 8887 8845 B2 ATES GBS GT4S EBTAM  BTIS ATD3 G632 8688  BETS  AGET  BEAD
4 779 E9%44 650 E38E 6256 G163 6094 G041 SS90 SO0Bd EO3 5912 BB ST 5ESE SAd4d4 0 S5E® 0 SEM LB SED
5 G608 5736 540 S132 S080 4830 4976 4818 4772 4TS 4TE 44678 4630 453 4619 45 4500 4579 435 459
[} 5867 8143 4ATH 453 43T 4264 4207 4047 4099 4060 40 4000 3978 3456 3830 3%@ 386 2896 1BE4 EW
T 5891 ATIT 4347 4120 32 3866 3TET 3TE® 36T 36T 3B03 3575 30 35®™ 0 3511 3484 3480 JdET 3485 3445
2 538 4459 4066 38368 3BBE 3561 350 343 3386 1MT 333 32B4 3E9 32F 0 3MA 3N 48T 3173 31 A
] 5117 425 3B 3633 3482 33T 332 333 AT AN AR 30T 3mdE 3 3008 2980 297 2950 2WE 293
10 4865 4103 3TE  3A49E 33E 32T 3138 30T 300 %8 2843 2913 ZEST 2860 2B zEE 2812 ZTeE ATES 2T
1 4844 3982 3587 3357 32 3085 312 2848 2896 2B 2813 27E8 2Bl 27 2T9 2701 2688 2671 2658 268
12 4747 3885 3490 3250 3106 2906 2913 QB4 2T9E 2TE3 ITF 2667 2E60 2630 2617 2590 258 2556 2885 254
13 4667 3806 3411 247 30 2915 283 2767 2T4 26N 2838 2504 257 2584 283 251 24 2484 247 248
14 4600 3739 334 3Nz 2856 2848 27TB4 2689 246 2602 2585 25 IR 246 2463 2445 243 2413 2400 238
15 | 4843 3682 32587 3056 2501 2780 2707 2641 2588 25 23 2475 2443 240 2403 235 2368 2353 2MD 233
16 | 4454 363 323 3007 2852 2741 2657 2501 2538 24 2455 24X 237 23 23R 233 2y 23 2M3 29T
17 4451 351 3497 2955 2BID 2500 24814 2548 2484 2450 2413 2381 2353 23X 2308 2380 22T XRET 21M3 233
18 4414 3355 3960 2%6  2TT3 2661 25T 2510 2456 2412 2374 2342 234 2280 2269 2250 223 2217 2M8 219
19 | 4381 352 317 2885 270 2638 254 2477 2423 238 2340 238 230 22 233 N5 1% 2182 2¥8 2155
20 | 4351 3493 3086 2866 2T 258 2514 2447 2383 2ME 230 2278 2230 225 2303 2184 296 2151 247 1M
21 4325 3457 3072  2E40  2BES 2573 2488 2420 23s6 23 2383 2280 1 2407 2478 2156 243 2123 249 2D
22 4301 3443 38 2817 2861 2348 2454 2397 232 27 238 22 21m 21T 219 213 21 2mE 20 20M
23 4279 34 303 2™ B0 2538 2447 23T 230 2;S 212 22 Z1TS 218 213 2108 20 2vE 2061 204
24 | 4260 3403 3000 2796 26N 26 243 23 230 235 M6 2183 2155 2130 2103 2086 20 208 200 207
25 412 3385 2891 2750 2R3 2400 2405 233 I3 216 118 2465 213 2411 2089 2060 2051 M35 201 2007
268 4223 3369 2870 2T4d 25T 24T 23E 231 23 2:0 218 2448 2119 20 20m2 2052 20 26 208 193
27 410 3384 2860 2T AW 2458 2F3 2305 2350 2ad 2188 213 213 2078 2088 26 208 2002 1%ET 1497
28 | 41% 330 28547 2T4 2558 2445 230 2291 2236 2180 2151 2118 2068 2064 2041 2 2008 1887 1972 18%
29 4183 36 28" 2T 25 243 236 23T8 XA 21T M3 21 2075 2080 2027 2007 188 1973 1888 16845
30 4111 336 282 2830 2Bd 241 2334 2386 2211 25 1% 2092 2D 203 205 1988 187 1880 WS 143
40 4085 3232 2B¥® 2606 2449 233 2248 2180 2124 2007 203 2008 1974 1448 1824 1404 188 1886 1B 188
5D | 4034 3183 2790 2557 2400 2266 2199 2130 2073 2026 1886 1832 18 1385 16T 1380 183 184 1T 1M
60 | 4001 3150 27% 2535 238 224 2167 2097 204D 1983 18 1917 187 1860 1B 185 17 O 1TE O1TE3 174
70 3878 3128 27 2503 21MEF 22M 2142 207 201 1080 1838 1403 183 143 1E12 1M 1T 1T mr iT2
80 3860 311 279 2486 239 2214 2126 2056 1898 181 1810 1475 1adS 14T 1T 12 TR 1T¥ 1TE 1Tl
60 | 347 388 276 2473 236 22M 2113 2043 1836 1936 18 1861 1830 1808 1T 1757 17F 172 1T 168
100 | 3836 3087 26% 2453 2305 219 2103 203 1975 197 18% 1450 1819 17 17B8 1746 1TE® 1708 1EM 16W
200 | 3888 31 2EW 2417 2350 2444 2056 1885 1927 1678 1EW 1801 1788 1742 1717 1534 16T 1BS6 1638 1623
500 | 3860 A4 2623 2380 232 2417 @B 1857 1899 1850 1808 1772 1TD  17i2 1655 1664 1643 1E25 BT 15®
1000 3Bs1 3005 2614 2381 2203 2106 2019 1846 1889 1B40 178 1762 1730 172 1678 1854 163 1614 15 159
Elaborada por Irans Patricla Valdsz y Altar.




Tabla 5. VALORES F DE LA DISTRIBUCION F DE FISHER

1-a=0.975 ¥4 = grados de libertad del numerador
1-a=P(F<igny) vy = grados de libertad del denominador
vy J 2 3 4 5 i 7 ] 8 10 1 12 13 14 15 18 17 18 18 n
1 | 647733 THRSB2 854131 BOASSS G135 SATMN4 G48200 GS6643 32T OG96M 9TAMRE G675 97RA30 DGRBS SB4ETS EAOTY GBETIS SEOLMS S91RMD 3%A0M
2 | 383D B0 BIGE MME PIW FIN B\IF R BFAT BIE BT A4S /4N AT BAH B4N B[4 94T 446 BB
3| 17443 16044 15438 15101 14685 14738 AN 145D 14473 14419 M4 1437 M3T W77 14233 1423 1413 14196 1443 aET
4 | 1213 10840 9579 06 936  01% 4974 8580 B45 AMM4 BT ETH1 BTS  EAB4  BEST BEI3  BE11  BSR  AES  BSAD
5 | 10007 &4 TR T TME 6978 6353 67% 6631 G619 6388 65N 648 64% 642 6403 6381 638 6M4 B3N
g | 3613 TH Gt 7 4E  5BX 583 SED S8 54 B0 236 B3I 2w M8 B2 Sxm A L i@
7 | 8073 65 SEW DE23 SES LI 40 4B 4B ATE1 4T 4666 4E23 45 438 451 45 430 44 44w
8 | TET BOSR 5416 5053 4BIT 48R 439 248 435 4E5 4283 4200 4982 41X 4001 4T 4D 40M 4D 38W
g | 7 STE 50T 4TIE 4484 43X 4197 A0 46 34 3512 36 3B ATH 3T ATM T2 3T 3R W
10 | 6937 5456 48X 4466 416 407 3950 3BE AR AMT 3665 36N 333 33W 3SR 346 J4W 0 3453 348
11 | 6724 5256 4630 4275 404 3881 3758 366 3336 3WE  J47 34 3 O33E 0 33M 33 3IR 361 1M3 AXE
12 | 6554 56 447 491 3B 3TE 3607 3512 343 AW 33 32T 1 36 3 AE: M® 0 3B im0 AW
13 | 6414 4988 437 396 3767 360 3483 33 AM2 3MW0 W 318 InS 302 3083 3T 3004 298 2965 1448
14 | 6298 4837 4282 38 3B A0 3BW0 3@ 220 1WT A 3080 Am2 257 2m9 2m3 0 20 287 2B 2B
15 | 6200 478E 418 2BM  3EE 3410 323 1w 1 3060 D03 2963 1m5 28M 2BE2 2ME 2B 2™ 2T 21TH
16 | 6113 487 407 3728 3302 330 3% 31X 30 256 293 2489 2B 20T 2T® v 2T® 2T 28 269
17 | 6042 4615 4011 3668 343 32T 3156 3061 2985 282 25 243 TS 27R 272} 2897 26m 2652 2683 2608
18 | 5978 450 3%¢ 3606 33 32H 3100 3005 24 2666 2814 2T 2730 26% 2667 264D 2617 2586 AEE  23W
18 | 582 4508 388 35 33 Aim 3061 28 288D 2817 2veS  2TAD 261 2647 2617 2391 2567 1546 2EE  23M
20 | 567 4461 3BS 3515 3O X 3007 2913 283 274 ITM 26T 2637 2603 2573 2547 258 IS 2482 dM
21 | 587 440 3B 47 XED 309 29D 2EW 2TOE 278 28R 2537 28 258 QR 2E)7 243 4B 42 4B
22 | 57 43 3T 4D NS D 294 2B® 2T 270 284 2502 233 23X 249 24 QA8 4 4 1@
23 | 570 4¥E 3TH 4B MBS B 292 2B 2TH 28E8 2B15 250 253 2497 2466 240 2416 234 234 13
24 | 5717 4% 3TH 0 3 R XIS 2395 24 2T 2TDR 2840 25% 254 23R 2468 2437 2411 23 2WMS M5 2
25 | 568 431 3EW 33 M 2380 BB 2TR 267 2613 2560 250F 24T 2441 2410 234 230 233 238 230
26 | 5659 4365 36M 33 A5 2845 23 27TA 2653 230 15X 1491 R4R2 2417 2387 2WD 238 I3 1Md 1M
27 | 5633 4247 3BT 33T 303 28W 230 2707 263 2368 2514 2469 Z4M 23 2364 23 233 M 2Im 128
28 | 5610 421 36X 3236 3063 2903 27ER 2687 2611 237 249 2448 24D 230 2344 237 22 W0 2381 1R
20 | 5888 421 3EO7 32T R0&4 2B84 TS 268D 25 239 2475 2430 230 23 23 1ME am 228 23 13
30 | S8e8 4132 3Ee 1280 M6 2BET 2746 2851 25 2501 248 24 212 23 W7 10 22E 22\ M3 O 1E
40 | 5424 4051 3463 126 24 274 2G4 23D 24 238 233 2288 233 2213 21 MM 1@ 2107 2088 2088
FD | 5340 3975 3380 3084 263 26T 253 4% 23 237 233 226 216 2140 2109 2081 2% 2033 2Kz 143
60 | 528 %S 3M3 3DME  ITEE 2N RS 2412 23 240 26 2988 213 2083 2060 2033 2006 1885 1o 1AM
70 | 57 3I®WD 3A@ 2975 2TH 256 247 23 23 237 I3 2136 ZMeS 203 2023 1999 187 1850 1819 1810
B0 | 518 334 3xd 2980 27D 25 2450 23 1M 2H3 18 i ZOM 203 2003 1974 1MdE 1828 1904 1834
90 | 519 334 325 2932 271 25 2437 23% 2250 2184 2140 2062 ZDS1 2015 1883 1855 159 1808 18R 18Md
100 | 5179 3EE 32 2917 28 25 2417 23 224 219 29128 20 28 200D 1868 1830 153 1890 1EEE 188
200 | 5400 3756 M8 IESD 2630 2472 231 3% LB 2193 2088 200 1569 193 1500 A0 1B 1EN 1T TR
BOD | 5084 376 3442 DB 2D 24M 2M3 27 1139 2074 2013 1971 19 1A% 1BS 1830 BB 1T TR 1TE
1000) 5033 3703 382 2799 259 24M 230 224 2436 2061 2006 195 1916 18T 1B4S  1BIE 1TER  1TEE LT iTR
Elaborada por Irens Pafricta Valdsz y Altao.
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Areas acumuladas de la distribucion T-STUDENT

1. (Como se usa la tabla de la distribucion T-STUDENT para averiguar 7 o ?

Supongamos un riesgo del 5% ( o un nivel de confianza del 95% ). a=0.05, y grados de libertad v=10.
Utilizaremos o2 yva que dejamos el mismo espacio correspondiente a la regién de rechazo por ambos

lados. (Cudl es el valor, pues, de 745,97 Se busca la interseccion y el resultado es 2.228. Este es el

valor critico para rechazar la hipotesis alternativa.

Gj_v

) 0,6 0,75 0,9 0,95 0,975 0,99 0,995 0,9975 0,999 0,9995
1 0,325 1,000 3,078 6,314 12706 31,821 63,656 127,321 318,280 636,578
2 0,289 0,816 1,886 2,920 4,303 6,965 9,925 14,089 22,328 31,600
3 0,277 0,765 1,638 2,353 3,182 4,541 0,841 7,453 10,214 12,924
4 0,271 0,741 1,533 2,132 2,776 3,747 4,604 5,598 7173 8,610
5 0,267 0,727 1,476 2,015 2,571 3,365 4,032 4,773 5,894 6,869
6 0,265 0,718 1,440 1,943 2,447 3,143 3,707 4,317 5,208 5,859
7 0,263 0,711 1,415 1,895 2,365 2,998 3,499 4,029 4,785 5,408
8 0,262 0,706 1,397 1,860 2,306 2,896 3,355 3,833 4,501 5,041
9 0,261 0,703 1,383 1,833 2,262 2,821 3,250 3,690 4,297 4,781
10 0,260 0,700 1,372 1,812 2,228 2,764 3,169 3,581 4,144 4,587
11 0,260 0,697 1,363 1,796 2,201 2,718 3,106 3,497 4,025 4,437
12 0,259 0,695 1,356 1,782 2,179 2,681 3,055 3,428 3,930 4,318
13 0,259 0,694 1,350 1,771 2,160 2,650 3,012 3,372 3,852 4,221
14 0,258 0,692 1,345 1,761 2,145 2,624 2977 3,326 3,787 4,140
15 0,258 0,691 1,341 1,753 2,131 2,602 2,947 3,286 3733 4,073
16 0,258 0,690 1,337 1,746 2,120 2,583 2,921 3,252 3,686 4,015
17 0,257 0,689 1,333 1,740 2,110 2,567 2,898 3,222 3,646 3,965
18 0,257 0,688 1,330 1,734 2,101 2,552 2,878 3,197 3,610 3,022
19 0,257 0,688 1,328 1,729 2,093 2,539 2,861 3,174 3,579 3,883
20 0,257 0,687 1,325 1,725 2,086 2,528 2,845 3,153 3,552 3,850
21 0,257 0,686 1,323 1,721 2,080 2,518 2,831 3,135 3,527 3,819
22 0,256 0,686 1,321 1,017 2,074 2,508 2,819 3,19 3,505 3,792
23 0,256 0,685 1,319 1,714 2,069 2,500 2,807 3,104 3,485 3,768
24 0,256 0,685 1,318 1,711 2,064 2,492 2,797 3,001 3,467 3,745
25 0,256 0,684 1,316 1,708 2,060 2,485 2,787 3,078 3,450 3,725
26 0,256 0,684 1,315 1,706 2,056 2,479 2,779 3,067 3,435 3,707
27 0,256 0,684 1,314 1,703 2,052 2,473 2,771 3,057 3,421 3,689
28 0,256 0,683 1,313 1,701 2,048 2,467 2,763 3,047 3,408 3,674
29 0,256 0,683 1,311 1,699 2,045 2,462 2,756 3,038 3,396 3,660
30 0,256 0,683 1,310 1,697 2,042 2,457 2,750 3,030 3,385 3,646
40 0,255 0,681 1,303 1,684 2,021 2,423 2,704 2,971 3,307 3,551
60 0,254 0,679 1,296 1,671 2,000 2,390 2,660 2,915 3,232 3,460
120 0,254 0,677 1,289 1,658 1,980 2,358 2,617 2,860 3,160 3,373
oo 0,253 0,674 1,282 1,645 1,960 2,326 2,576 2,807 3,090 3,290
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Anexo N° 29

Curvaen Areade ER Metronidazol base en CLAR

Normal - 95% de IC

500 1000 1500
Concentracion ug/mL

2000

2500

Media
Desv .Est.
N

AD

Valor P

964.7
365.2

15
0.457
0.228
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Anexo N° 30

Porcentaje

9

Curva en Absorbancia ER Metronidazol base en UV/Vis

Normal - 95% de IC

95
90

80
70
60
50
40 -
30
20

10
5

Media 1.578
Desv.Est. 0.5711
N 15
AD 0.469
Valor P 0.212

0 1 2
Concentracion ug/mL
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