UNIVERSITAT ROVIRA i VIRGILI

Master Interuniversitario en Técnicas cromatograficas aplicadas.
Curso académico 2024-2025

Trabajo Fin de Master

Determinacion de la Amoxicilina mediante
cromatografia de liquidos en un
laboratorio de rutina

Marta Bravo Camacho
Tutoras
Rosa Maria Marcé Recasens

Melody Fuentes



Determinacion de la Amoxicilina mediante cromatografia de liquidos en un laboratorio de @@.
rutina. )

UNIVERSITAT ROVIRA £ VIRGILI

INDICE

1. Introduccién 1
1.1 Laboratorios Karizoo S.A 1
1.2 Amoxicilina 1

1.2.1 Propiedades farmacoldgicas 2

1.2.2 Propiedades quimicas 2

1.2.3 Vias de degradacion 3

1.2.4 Almacenamiento 4

1.3 Marco Regulatorio Internacional y Nacional Aplicable a Laboratorios Farmacéuticos 4
1.3.1 Consejo Internacional para la Armonizacién de los Requisitos Técnicos de los Productos

Farmacéuticos de Uso Humano 5
1.3.2 Agencia europea de medicamentos 6

1.3.3 Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios 6

1.3.4 Farmacopea 6

1.4 Método de analisis 7
1.4.1 Cromatografia liquida de alta resolucién 7

1.4.2 Otras técnicas analiticas 8

2. Objetivo del trabajo 9
3. Parte experimental 9
3.1 Documentacion experimental 9
3.1.1 Entrada de muestras 10

3.1.2 Muestras estabilidad 11

3.1.3 Registro patrones 11

3.2 Parte analitica 12
3.2.1 Patrones y estandares 12

3.2.2 Desarrollo de la metodologia de analisis 13

3.2.3 Preparacion de patrones y muestras 13

3.2.4 Puesta en marcha del instrumento 14

3.2.5 Cromatografia liquida de alta resolucién 16

3.2.6 Cuantificacion de la amoxicilina y de sustancias relacionadas 18

3.2.7 Verificacidn de la idoneidad del sistema 18

3.3 Problematica en los ensayos de rutina 19
3.3.1 Problemas con el equipo 20

3.3.1.1 Columna 20

3.3.1.2 Precolumna 21

3.3.1.3 Detector 22

3.3.1.4 Inyector automatico 22

3.3.2 Resultados no confiables 23

3.3.3 Problemas de preparativa y programacién 23

3.4 Resultados fuera de especificacién y de tendencia. 24

4. Resultados y discusion. 25
4.1 Resultados de un lote de fabricacién. 26
4.2 Resultados de estudio de estabilidad. 26
4.3 Resultados andmalos e investigacion de fuera de especificacion. 28

5. Conclusiones. 31
6. Bibliografia 33



Determinacion de la Amoxicilina mediante cromatografia de liquidos en un laboratorio de @@.
rutina. )

UNIVERSITAT ROVIRA £ VIRGILI

1. Introduccion

Para introducir esta memoria es importante conocer sobre la empresa Laboratorios
Karizoo S.A. que es donde esta ubicado el laboratorio donde se realizan los ensayos de
rutina de la amoxicilina. También se explicaran las principales caracteristicas tanto
quimicas como farmacoldégicas de este producto, su principal via de degradacion y su
correcto almacenamiento. Finalmente se comentardan las normas y estandares utilizados
y los métodos de anilisis.

1.1 Laboratorios Karizoo S.A

Laboratorios Karizoo, S.A. es una empresa de origen familiar fundada en 1983 dedicada
a la fabricacion y distribucién de productos de sanidad y nutricién animal. Desde 2016
pertenece al grupo multinacional Alivira dedicado al 100% al sector farmacéutico
veterinario, con su sede principal en la India. ™!

Karizoo estd autorizada por la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos
Sanitarios (AEMPS) para la fabricacién de medicamentos de uso veterinario no estériles
de acuerdo con las Normas de Correcta Fabricacion (NCF). Los productos fabricados en
las instalaciones de Alivira en Espafia son: liquidos para uso interno, otras formas
farmacéuticas sdlidas (como granulos, pellets y comprimidos), incluidos los antibidticos
beta-lactdmicos y premezclas veterinarias (autorizacién de laboratorio n2 4237-E).

Es una empresa que produce medicamentos de alta calidad, destacdndose en la
fabricacién de genéricos, como es el caso de la amoxicilina. Este farmaco es utilizado
para tratar variedad de infecciones bacterianas. Es por ello por lo que debe cumplir
estrictos estandares de calidad para garantizar su eficacia.

El departamento de produccidon produce siguiendo normativas de calidad y buenas
practicas de fabricacién instauradas en la empresa. Produce grandes cantidades de lotes
de amoxicilina de diferente concentracion: 100, 500 y 1000 mg/g. Estas concentraciones
se diferencian por la cantidad de amoxicilina contenida en cada gramo del producto
final. Por ejemplo, la formulacién de 500 mg/g contiene 500 mg de amoxicilina por cada
gramo de producto total, mezclandose con acido citrico como excipiente.

1.2 Amoxicilina

La amoxicilina es el producto que mads se comercializa NH,

desde Laboratorios Karizoo S.A. ya que es H H

comunmente conocido para el tratamiento de HO i—S
o . 0 \)<

procesos infecciosos. Dentro de un laboratorio de N-_,

. o o)
rutina el principal problema de este producto es su J/—0H
facil via de degradacién lo que dificulta su andlisis y o
ademas es necesario un correcto almacenamiento. Figura 1 Estructura quimica Amoxiciling
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En el caso de la amoxicilina 500 mg/g el principio activo es la amoxicilina trihidrato y el
excipiente con el que se mezcla es el acido citrico. La amoxicilina trihidrato contiene
aproximadamente un 87% de amoxicilina base, el resto corresponde a las moléculas de
agua en la sal hidratada. Por lo tanto, para la fabricacién de amoxicilina 500 mg/g se
debe tener en cuenta que tanto el principio activo como el excipiente son puros, pero
se hace el recalculo de las moléculas de agua y se acaba de ajustar con el acido citrico.

Seguidamente se muestra una ejemplificacion para obtener 500 mg de amoxicilina base:

500m
Cantidad necesaria de amoxicilina trihidrato = Wﬂ ~574.71 mg

Cantidad necesaria acido citrico = 1000 mg — 574.71 ~ 425.29 mg

1.2.1 Propiedades farmacoldgicas

La amoxicilina es un antibidtico que pertenece a la familia de los betalactamicos, dentro
del grupo de las penicilinas semisintéticas de amplio espectro. Su accion antimicrobiana
no solo abarca bacterias grampositivas, sino también una gran variedad de bacilos
gramnegativos, entre los que se incluyen Escherichia coli, Haemophilus, Enterobacter,
Klebsiella, Proteus, Shigella y Salmonella, entre otros. Por esto se emplea a menudo
como primer remedio en infecciones de diferente gravedad, tanto en medicina humana
como también en veterinaria. [

Desde el punto de vista farmacoldgico, su mecanismo de accidn se basa en la inhibicién
de la sintesis de la pared celular bacteriana, especificamente en la etapa de
transpeptidacién, que implica la formacion de enlaces cruzados entre péptidos. Esta
inhibicidn ocurre en bacterias que se encuentran en fase de crecimiento exponencial, lo
gue conlleva un efecto bactericida por lisis osmdtica. Impidiendo asi que la pared celular
se construya correctamente. 3!

La amoxicilina estd incluida en la lista de medicamentos esenciales de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y su uso estd ampliamente extendido tanto en paises
industrializados como en aquellos en vias de desarrollo. Es un derivado para-hidroxilado
de la ampicilina, y presenta ventajas sobre esta, como una mejor absorciéon a nivel
gastrointestinal y una mayor eficacia cuando se administra por via oral. Ademas, su
absorcién no se ve afectada por la presencia de alimentos, lo que facilita su
administracién.

1.2.2 Propiedades quimicas

Su estructura corresponde al d4cido 6-[D(-)-alfa-amino-p-hidroxifenilacetamido]
penicilamico. Su féormula molecular es C16H19N305S. Y su peso molecular es de 365.4
g/mol. Presenta una ligera solubilidad en agua, etanol y metanol, y es practicamente
insoluble en disolventes organicos no polares como el éter o el cloroformo. En
soluciones acuosas acidas, la molécula puede perder hasta tres protones: siendo estos
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uno del grupo carboxilo, otro del grupo hidroxilo aromatico y uno mas del grupo amonio.
(41

Los pKas respectivos a la pérdida de estos tres protones son 2.63, 7.55y 9.64 a 23 °Cy
2.61,7.30y 9.45 a 35 ° C. Es un polvo cristalino fino, blanco a amarrillo bajo, y tiene un
sabor amargo. La alta humedad y las temperaturas tienen un efecto adverso en su
estabilidad. @

Al ser este farmaco polar, tal y como se observa en la Figura 1, por la presencia de grupos
hidroxilo, amino y carboxilo se utiliza una separacién mediante cromatografia liquida en
fase inversa con un detector UV para su cuantificacién en laboratorios de rutina.

1.2.3 Vias de degradacién

La amoxicilina tiene dos vias de degradacién bastante comunes en laboratorios de rutina
si no se trabaja con las condiciones adecuadas. La estabilidad de la amoxicilina puede
verse afectada por la humedad, la temperatura y pH. Los rangos dptimos para minimizar
su degradacién son un pH de entre 4.5 y 6.0, una temperatura no superior a 30° Cy una
humedad relativa recomendada de entre 30-50% HR. Su degradacién puede originarse
por procesos como la hidrdlisis del anillo betalactdamico o por la dimerizacion tal y como
se muestra en la Figura 2. Los productos originados por vias de degradacién influyen en
los resultados obtenidos en los ensayos rutina de cromatografia liquida. [©!
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Figura 2 Vias de degradacién amoxicilina 4

La degradacion por un proceso de hidrélisis ocurre cuando hay afectaciones en el anillo
betalactdmico que es quimicamente inestable. La hidrdlisis viene dada principalmente
por una alteracion en el pH, es decir, si la muestra se deja en soluciones con un pH fuera
del rango neutro o si se emplean tampones inadecuados. Al trabajar con pH extremos
ocurre lo siguiente:

e Medio 4cido (pH <4): el anillo betalactdmico puede empezar a abrirse
lentamente.

e Medio basico (pH>6.5-7): la hidrélisis ocurre de manera mas rapida, las
soluciones alcalinas degradan potencialmente la amoxicilina.

3
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La degradacion mediante un proceso de dimerizacion ocurre cuando dos moléculas de
amoxicilina reaccionan entre si. La apertura del anillo betalactdmico de una de ellas
forma un enlace covalente y producto de la condensacidon se forma el dimero. Una
molécula de amoxicilina sufre hidrélisis, abriendo su anillo betalactamico,
primeramente. El grupo amino libre de otra molécula ataca el anillo betalactamico
abierto. Finalmente se forma un enlace amida entre ambas moléculas. Esta reaccién
puede darse entre dos moléculas distintas de amoxicilina, es decir, intermolecular o
incluso puede llegar a ser autocatalizada. !

A temperaturas elevadas la amoxicilina se degrada mas rapidamente induciendo al
proceso de hidrélisis de manera acelerada, al igual que en presencia de humedad. Una
vez estd disuelta, en el momento que se preparan las disoluciones acuosas para su
analisis, es muy susceptible a hidrdlisis si no se mantiene refrigerada y protegida de la
luz.

Al darse la hidrélisis o dimerizacién se produce la degradacién de este farmaco. Estas
posibles vias de degradacién afectan al contenido de las impurezas, pudiendo hacer que
haya resultados fuera de especificacion. Es por ello que los factores que hay que
controlar son la temperatura, la humedad y el pH para que no se acelere la degradacién
del producto. Una temperatura elevada acelera la cinética de reaccién, la presencia de
agua provoca la reaccién de la hidrélisis y un pH no adecuado aumenta la reactividad.

1.2.4 Almacenamiento

Llevar un control de las condiciones de humedad y temperatura del laboratorio es
fundamental para garantizar un correcto almacenamiento de las muestras para analizar.
La amoxicilina se debe conservar a una temperatura ambiente de no mas de 302Cy en
un lugar seco, tal y como se ha comentado anteriormente. Se almacenan en bolsas bien
selladas porque la temperatura elevada y la humedad pueden llevar un proceso de
degradacidn de este principio activo descomponiendo asi el producto.

1.3 Marco Regulatorio Internacional y Nacional Aplicable a Laboratorios
Farmacéuticos

La normativa que sigue laboratorios Karizoo son las GMP (Good Manufacturing
Practices). Son un conjunto de normas que regulan la fabricacién, el procesamiento, el
envasado y el almacenamiento de productos.

Dependiendo del pais al que se exportara el producto estas GMP estan respaldadas por
diferentes normativas o regulaciones. Las regulaciones para seguir son las siguientes:

e Consejo Internacional para la Armonizacién de los Requisitos Técnicos de los
Productos Farmacéuticos de Uso Humano (ICH).

e Agencia europea de medicamentos (EMA).

e Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS).
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El departamento de control de calidad garantiza que la amoxicilina producida cumpla
los requisitos establecidos en cuanto a composicidn, pureza y concentracion. Normativa
que viene regida por la Farmacopea Europea (Ph.Eur.) y Farmacopea Espafiola (FE).

El objetivo de la Farmacopea es garantizar la calidad de los medicamentos y las
sustancias que contienen. Estd compuesta por monografias que se convierten en
normas oficiales aplicables en los territorios de los paises partes del convenio.

Por lo tanto, usar la Farmacopea y estar regulado por las tres entidades anteriores, como
son ICH, EMA y AEMPS son conceptos relacionados, pero no iguales. Las principales
diferencias se encuentran en la Tabla 1.

Tabla 1 Diferencias entre Farmacopea, ICH, EMA y AEMPS

Aspecto Farmacopea ICH, EMA y AEMPS

Qué es Conjunto de normas técnicas sobre | Autoridad reguladora de

la calidad de medicamentos medicamentos ya sea para Europa o
Espaia.

Funcién Define cdmo debe ser un | Evalda, aprueba vy autoriza Ia
medicamento comercializacidn

Ambito Técnico y cientifico Regulatorio y legal

Aplicacion Laboratorios en fabricacion vy | Fabricantes que buscan comercializar
control de calidad medicamentos

En resumen, la Farmacopea se centra en especificaciones fijas y métodos estandar,
mientras que ICH, EMA y AEMPS promueven un enfoque mas cientifico, basado en el
ciclo de vida del medicamento y en la justificacidn técnica de los procedimientos
utilizados.

La Farmacopea proporciona monografias y métodos analiticos oficiales que deben
cumplirse obligatoriamente para ciertos productos y materias primas. Es especialmente
util para establecer especificaciones de calidad estandar y comparables en distintos
paises. Sus métodos, si se siguen, no requieren justificacion adicional.

Por otro lado, las guias ICH, EMA y AEMPS ofrecen un enfoque mas amplio y flexible,
centrado en el desarrollo, validacidén y control de calidad de medicamentos, incluyendo
principios de calidad por disefio (QbD), gestidon de riesgos, validacién de procesos y
estudios de estabilidad. Estas guias no son tan normativas como la farmacopea, pero
permiten una mayor adaptacién a productos nuevos o complejos.

1.3.1 Consejo Internacional para la Armonizacidon de los Requisitos Técnicos de los
Productos Farmacéuticos de Uso Humano

Es Unico en su capacidad para reunir a las autoridades reguladoras y a la industria
farmacéutica para debatir los aspectos cientificos y técnicos de los productos
farmacéuticos y desarrollar sus directrices. Por lo tanto, es un foro internacional que
reune a autoridades como la EMA y la AEMPS. Regula lo siguiente:

e GMP para principios activos.
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e Disefio del producto y del proceso. Quality by Design (QbD).

e Gestidn del riesgo de calidad durante todo el ciclo de vida del medicamento.

e Establece un sistema de calidad farmacéutico alineado con GMP.

e Desarrollo y fabricacién de APIs, incluyendo controles de calidad.

e Gestidn del ciclo de vida del producto y control de cambios post-autorizacion.

e Requisitos GMP para fabricacion continua.

e Desarrollo de métodos analiticos como parte de control de calidad.

e Estructura de documentacidn regulatoria para presentar calidad ante
autoridades. 19

1.3.2 Agencia europea de medicamentos

Protege y promueve la salud humana y animal mediante la evaluacién y el seguimiento
de los medicamentos en la Unién Europea (UE) y el Espacio Econdmico Europeo (EEE).
Aunque no redacta farmacopeas, exige el cumplimiento de la Farmacopea Europea y de
GMP. (1]

1.3.3 Agencia Espaiiola de Medicamentos y Productos Sanitarios

Como agencia estatal adscrita al Ministerio de Sanidad, es responsable de garantizar a
la sociedad, desde la perspectiva de servicio publico, la calidad, seguridad, eficacia y
correcta informacién de los medicamentos y productos sanitarios, desde su
investigacidn hasta su utilizacién, en interés de la proteccién y promocion de la salud de
las personas, de la sanidad animal y del medioambiente. Ademas, coordina la edicién y
actualizacion de la Farmacopea Espafiola que complementa la Farmacopea Europea. 12

1.3.4 Farmacopea

La farmacopea es un compendio oficial de normas y especificaciones de calidad para los
medicamentos, sustancias activas, excipientes y preparados farmacéuticos. Sirve como
una herramienta normativa que define cdmo deben elaborarse, controlarse y analizarse
para garantizar su calidad, seguridad y eficacia. [13

Una farmacopea incluye monografias, métodos generales, reactivos, soluciones tipo,
normas de envasado y etiquetado.

Para la amoxicilina 500 mg/g se limita que el contenido de la amoxicilina tiene que ser
entre un 95.0% y un 105.0% respecto a la sustancia anhidra base. Por lo tanto, el
intervalo permitido es de 475 mg/g como limite inferior y de 525 mg/g como limite
superior. Y en el caso de las impurezas relacionadas, para las impurezas que se pueden
especificar no pueden ser mas de un 1.0% cada una, las impurezas no especificadas no
pueden ser mas de un 0.1% cada unay las impurezas totales no pueden ser mas del 3.0%
cada una.

También estipula que el método debe cumplir con los criterios de idoneidad del sistema,
siendo los siguientes:
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e Laresolucion entre los picos de amoxicilina y cefadroxil tiene que ser al menos
de 2.0.

e Ladesviacidon estandar relativa maxima tiene que ser del 1.0% en seis inyecciones
para la solucidén de referencia.

1.4 Método de analisis
1.4.1 Cromatografia liquida de alta resolucion

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) es la técnica mas usada en
laboratorios de rutina para la determinacion de la amoxicilina y de sus sustancias
relacionadas. Al tener una alta sensibilidad y precision permite detectar y cuantificar
pequefias cantidades de amoxicilina y de sus impurezas con una alta precisién vy
exactitud. Este producto tiende a tener impurezas o productos de degradaciéon con
estructuras muy similares y a través de esta técnica se pueden separar eficientemente,
lo cual es crucial para identificar y cuantificar sustancias relacionadas. Ademas, es una
técnica rapida y reproducible que estd validada por farmacopeas, lo que estandariza su
uso en laboratorios.

Mediante HPLC se realiza el andlisis de la amoxicilina para poder determinar su
contenido y la cantidad de sustancias relacionadas que contiene este producto, para
poder garantizar si el lote que se comercializara cumple la especificacion o no.

Como ya se ha comentado anteriormente el método estandarizado viene marcado por
farmacopea siendo el siguiente:

e Columna: C1g (250 x 0.46 cm, 5 um).

e Temperatura de la columna: 30°C.

e Fase movil A: Acetonitrilo: Disolucién tampdn a pH 5.0 (1:99).
e Fase movil B: Acetonitrilo: Disolucién tampdn a pH 5.0 (20:80).
e Flujo: 1 mL/min.

e Detector: 254 nm.

e Volumen de inyeccion: 50 L.

La columna al ser una Cig indica que la fase estacionaria estd recubierta con grupos
octadecil. Es una columna inversa donde la fase estacionaria es no polar y la fase movil
es mas polar, la cual es ideal para separar compuestos de moderadamente a
fuertemente polares. El material de relleno dentro de la columna son particulas de silice
con un recubrimiento Cis.

La principal diferencia entre el método utilizado para la determinacion de amoxicilina
frente al de sustancias relacionadas es que la determinacién del contenido de
amoxicilina se realiza mediante un método isocratico y la de sustancias relacionadas es
con gradiente. Seguidamente se muestran las proporciones de las fases méviles a utilizar
en cada método:

e Método contenido de amoxicilina: 92% de la fase moévil Ay 8% de la fase movil
B.
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Método sustancias relacionadas: se utiliza el gradiente indicado en la Tabla 2.

Tiempo retencidn (min) Fase movil A (%) Fase movil B (%)
O-tr 92 8
tr-(tr+25) 920 8->100
(tr+25)-(tr+40) 0 100
(tr+40)-(tr+55) 92 8

Ddnde t; es el tiempo de retencion de la amoxicilina.

En el apartado 3, correspondiente a la parte experimental, se especificard el tiempo de
retencion de la amoxicilina. Este valor debe encontrarse dentro de un margen aceptable
gue permita validar el pico cromatografico, lo cual asegura que el equipo funciona
correctamente y que el andlisis cumple con el patrén de referencia. En caso de que el
tiempo de retencion se desvie de los valores establecidos, serd necesario ajustar o volver
a preparar la fase movil.

1.4.2 Otras técnicas analiticas

Ademas de HPLC existen varias técnicas analiticas que se pueden usar para analizar la
amoxicilina. Seguidamente se muestran las mas comunes junto con sus aplicaciones,
ventajas y limitaciones. En la Tabla 3 quedan reflejadas otras técnicas analiticas
utilizadas tanto para cuantificar o para identificar la amoxicilina y que se pueden
encontrar también en laboratorios rutina.

Tabla 3 Otras técnicas analiticas de la amoxicilina

Nombre Uso Ventaja Limitaciones
Espectrometria | Cuantificacidn. Econdmica. Baja selectividad, no es
UV-Visible. [/ Rapida. adecuada para

Facil de implantar. mezclas complejas.
Cromatografia Identificacion. Econdmica. Resultados menos
de capa fina. @ No requiere cuantitativos.
instrumentacion Baja precision y
compleja. sensibilidad.
Espectrometria | Cuantificacion Muy alta Coste.
de masas. de  muestras sensibilidad y Personal
complejas. especificidad. especializado.

La Tabla 3 presenta una comparativa entre varias técnicas analiticas empleadas para la
identificacion o cuantificaciéon de la amoxicilina y principalmente por las limitaciones
hace que el HPLC sea la opcidn mds adecuada para garantizar resultados fiables en el
control de calidad diario.

La espectrofotometria UV-Visible destaca por ser econdmica, rdpida y facil de
implementar. Sin embargo, su baja selectividad impide un analisis fiable cuando la

8
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muestra contiene impurezas o excipientes, lo cual es comun en formulaciones
farmacéuticas complejas.

La cromatografia de capa fina es util como técnica preliminar de identificacidn,
especialmente en laboratorios con recursos limitados. No obstante, su baja precisién y
nula capacidad cuantitativa la hacen inadecuada para establecer especificaciones de
calidad.

Por otro lado, la espectrometria de masas ofrece una excelente sensibilidad y
especificidad, siendo ideal para estudios avanzados o investigaciones. Sin embargo, su
elevado coste y la necesidad de personal especializado limitan su aplicacién en el
entorno rutinario, ya que sus ventajas no son necesarias en este ambito.

2. Objetivo del trabajo

Este trabajo tiene como objetivo principal explicar la importancia de la aplicacion de la
técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) en un laboratorio de rutina
para garantizar la calidad de la amoxicilina. A través de una explicacion detallada de este
método, se exploraran los fundamentos de HPLC y los procedimientos involucrados en
su implementacién. El principal objetivo es garantizar la calidad del producto final en
cada lote de produccidon. También se mostrara la importancia de llevar una buena
documentacidn para tener una correcta trazabilidad desde que la muestra entra al
laboratorio e incluso desde que se utiliza un patrén para hacer los ensayos. Ademas, se
abordaran las problematicas mas frecuentes que se pueden encontrar en el dia a dia de
esta analitica y sus respectivas soluciones.

3. Parte experimental

Seguidamente se mostrard la parte experimental de los ensayos de rutina de la
amoxicilina. Se dividira en dos partes, la parte experimental documental y la analitica.
Ademas, se abordaran las diferentes problematicas que aparecen durante los ensayos
de rutina de dicho producto y que soluciones se suelen aplicar.

3.1 Documentacion experimental

En cualquier laboratorio es de alta importancia un buen registro de toda Ia
documentacién que acredita la entrada de la muestra a analizar desde el departamento
de produccidn al laboratorio. Es por ello que hay distintos formularios que rellenar para
llevar un control estricto de todos los lotes fabricados.

Ademas, no solo es importante la documentacién referenciada a la muestra, sino que
en el departamento de control de calidad también hay un estricto control de los
patrones utilizados en todos los analisis.

Toda esta documentacidn facilita la trazabilidad desde la recepcion de materias primas
hasta la entrega del producto final. Garantizando que cualquier problema pueda ser
identificado y corregido rapidamente. Del mismo modo que con los patrones al haber
documentado un registro de uso y comprobado su estado.
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3.1.1 Entrada de muestras

Una vez se ha hecho la produccién de cualquier lote de amoxicilina cada muestra debe
de ser registrada por el departamento de control de calidad. Este registro se instaura
para poder realizar una trazabilidad mas eficaz de la entrada de las muestras al
laboratorio.

Mediante estos registros, que se encuentran en las guias de fabricacién del producto, se
obtiene la informacion del analista que ha ido a recoger la muestra, asegurdndose que
la recogida ha sido como indica el protocolo, si ha habido incidencias y finalmente la
hora y el dia en la que se realiza la accion.

Se realiza una toma de muestras en diferentes puntos para garantizar la uniformidad y
la calidad del producto terminado. Asi se puede detectar cualquier problema que ocurra
previa o posteriormente del envasado, como podria ser contaminacion, errores de
dosificacién o deshomogeneidad en el lote. Tal y como se muestra en la Figura 3 el
reactor de la amoxicilina se puede dividir en cuatro puntos imprescindibles para tener
un control del estado del lote durante todo el proceso de envasado. Estos cuatro puntos
son los siguientes:

e Granel: es la muestra que se recoge antes de ser envasado el lote. Se toma para
verificar que la mezcla cumple con las especificaciones de calidad antes de ser
fraccionada y envasada. Se coge del reactor antes de empezar a empaquetar el
lote.

e |Inicio: es la primera muestra tomada al empezar el proceso de
envasado. Sirve para asegurar que el equipo de envasado
funciona correctamente y que no se ha contaminado con el
producto anterior.

e Medio: es la muestra tomada a mitad del proceso de envasado
y corresponde a la mitad del reactor. Permite verificar que no
hay desviaciones de calidad durante el proceso y las
condiciones se mantienen estables.

e Final: es la ultima muestra recogida del lote y se utiliza para
confirmar que hasta el final del proceso de envasado la Figura 3 Reactor
calidad se mantiene correctamente. amoxicilina

Cualquier lote que entra al laboratorio debe de estar registrado en los programas
informaticos TRYTON y SAP. A partir de los cuales se les da a los lotes un nimero de
analisis y se obtiene el boletin con los ensayos que requiere la especificacidn.

Los cuatro puntos comentados anteriormente son cruciales para poder hacer un estudio
en el caso que haya algun resultado andmalo, ya sea que ese resultado no cumpla con
la especificacidén o se considere fuera de tendencia.

Para determinar la calidad del lote se realiza primeramente los ensayos criticos del
granel, que son el aspecto y el pH. Una vez el granel cumple con la calidad requerida se
realiza el envasado. Al realizarse el envasado de todo el lote, se dan de alta las muestras
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en el laboratorio y se analizan las muestras de inicio, medio y final bajo la especificaciéon
adecuada. Una vez obtenidos los resultados el departamento de control de calidad ya
puede dar luz verde o retestear los resultados andmalos para que se pueda
comercializar y exportar ese lote.

3.1.2 Muestras estabilidad

El andlisis de muestras de estabilidad de los lotes de amoxicilina es esencial para
asegurar que el medicamento tiene determinado una correcta vida util, es decir hasta
cuando puede utilizarse de manera segura y eficaz.

Mediante este estudio se observa como la calidad del producto puede variar con el
tiempo debido a factores ambientales como la temperatura, la humedad y la luz,
ademas del tipo de envase. Permiten establecer las condiciones optimas de
almacenamiento y uso. Ayudan a identificar posibles degradaciones quimicas, fisicas,
bioldgicas o microbioldgicas que pueden afectar a la eficacia del producto antes de su
fecha de caducidad.

En las muestras de amoxicilina por cada diez lotes fabricados uno de ellos requiere hacer
un estudio de esta estabilidad, para seguir comprobando que las condiciones
estipuladas son las adecuadas. Las muestras de los lotes que requieren estudio de
estabilidad son sometidas a las siguientes condiciones tal y como se muestra en la Tabla
4,

Tabla 4 Condiciones de las muestras de estabilidad

Condiciones | Temperatura (2C) | Humedad (%)
Normales 25 60
Intermedias 30 65
Aceleradas 40 75

Una vez se seleccionan los lotes se realizan los ensayos que requieren la especificacion
en el primer afo cada tres meses, el segundo ano cada seis meses y a partir del tercer
afo al menos una vez al aino. Con todos los parametros evaluados se puede hacer una
interpretacion de resultados. Detectando cambios significativos que implicarian
desviaciones respecto a las especificaciones establecidas.

Un punto fundamental de la documentacion de un laboratorio de rutina es documentar
y registrar la entrada y salida de estas muestras de las diferentes camaras climaticas
para poder tener un seguimiento.

3.1.3 Registro patrones

El departamento de calidad registra los patrones una vez entran al laboratorio llevando
un control exhaustivo del estado de ellos. El analista cada vez que los utiliza para los
ensayos pertinentes debe de registrar la acciéon que esta llevando a cabo y comprobar
gue esos patrones pueden ser utilizados.
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3.2 Parte analitica

Seguidamente se desarrollara la metodologia de analisis para determinar el contenido
del producto como el de sus impurezas.

3.2.1 Patronesy estandares

Para realizar el contenido de amoxicilina y para cuantificar sus impurezas se utilizan
tanto patrones primarios como patrones secundarios. La principal diferencia entre
ambos es que la utilizacion de un patrén primario tiene mayor exactitud que la
utilizacién de uno secundario, ya que el patrén primario es un estandar de referencia
absoluta que viene referenciado por Farmacopea, mientras que el secundario viene
calibrado con respecto al patrén primario.

Seguidamente en la Tabla 5 se muestra los diferentes patrones primarios y secundarios
utilizados en el laboratorio. Cabe destacar que los patrones primarios utilizados se
obtienen de casas comerciales y el patrén secundario se obtiene mediante una
estandarizacion de una materia prima utilizada para la fabricacién de cualquier lote de
amoxicilina a comercializar.

Tabla 5 Patrones primarios y secundarios en Karizoo

Patron primario Patrén secundario
Amoxicilina trihidrato CRS Amoxicilina trihidrato
Cefadroxilo -

Se utiliza el patréon primario que viene estipulado por farmacopea de la amoxicilina
trihidrato CRS para poder estandarizar una materia prima de amoxicilina y poder usarla
como patrén secundario. Al conocer por el certificado el valor exacto de este patrén
primario mediante la cromatografia liquida se puede fijar el contenido de esa materia
prima y a partir de ahi poder usarla como patrén secundario. La estandarizaciéon de
patrones secundarios mediante patrones primarios es muy habitual en laboratorios
rutina. Ademas, con el patrdon secundario también se comprueba la repetitividad de las
areas de las diferentes inyecciones y se comprobara si el equipo esta inyectando bien.

Como patrén de control, también conocido como “system”, se utiliza un patrén primario
gue es el cefardoxilo. El patron de control es utilizado, tal y como marca farmacopea,
para comprobar que la separaciéon durante el andlisis es la 6ptima. Se utiliza el
cefardoxilo como estandar del sistema en el analisis de HPLC ya que tiene una estructura
similar a la amoxicilina, tal y como se muestra en la Figura 4, ya que ambos son
betalactamicos. Tiene un tiempo de retencién distinto al pico de interés, pero lo
suficientemente cercano como para verificar la resolucién, reproducibilidad y eficiencia
de la columna. Y ademads es un compuesto estable y comercialmente accesible.
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Figura 4 Estructura molecular cefadroxilo
3.2.2 Desarrollo de la metodologia de analisis

Una vez las muestras llegan al laboratorio habiendo hecho su previa documentacién y
registro se pueden poner bajo andlisis. En un laboratorio de rutina es fundamental tener
los equipos a utilizar en sus condiciones éptimas, asi como saber gestionar los tiempos
de andlisis para poder sacar el mayor numero de resultados al dia.

Primeramente, se pone en marcha el HPLC, haciendo una purga del sistema, se
acondiciona la columna, se realiza un blanco, se inyectan patrones y muestras y
finalmente se hace el lavado de la columna.

Los pardmetros criticos que se suelen variar en cualquier método de cromatografia para
validar un método son el pH, la temperatura, el flujo, volumen de inyeccién y
dimensiones de la columna. En este caso como se ha comentado anteriormente al ser
un método que ya estd estipulado por farmacopea estos pardmetros son fijos e
inamovibles. Por lo tanto, los ensayos se haran bajo las siguientes condiciones, también
se pueden encontrar en el apartado 1.4 Método de analisis de esta memoria.

e Columna: C15 (250 x 0.46 cm, 5 um).

e Temperatura de la columna: 30°C.

e Fase movil A: Acetonitrilo: Disolucion tampdn a pH 5.0 (1:99).
e Fase movil B: Acetonitrilo: Disoluciéon tampdn a pH 5.0 (20:80).
e Flujo: 1 mL/min.

e Detector: 254 nm.

e Volumen de inyeccidn: 50 pL.

Ademas, el tiempo de retencién de la amoxicilina se deberia de obtener entre 9-11
minutos.

3.2.3 Preparacion de patrones y muestras

Cuando se analiza un lote de amoxicilina para comercializar se debe de analizar tanto el
contenido de este producto como el de sus sustancias relacionadas. La preparativa de
las muestras para los dos métodos son distintas, pero para el caso de los patrones hay
preparativas en comun que se pueden aprovechar. Es por eso, que en un mismo dia para
ahorrar tiempo se analizan tanto las sustancias como las riquezas.

La preparativa de los patrones es la siguiente:

e Referencia A: Pesar 60 mg del patrén secundario amoxicilina trihidrato y diluir
en 100 mL con fase mavil A.
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e Referencia B: También conocida como patrén control o “system”. Pesar 4 mg del
patron primario cefradoxilo y diluir en 50 mL con fase mévil A. Finalmente coger
5 mL de la referencia B anterior y 5 mL de la referencia A y diluir a 100 mL con
fase movil A.

e Referencia C: coger 5 mL de la referencia Ay diluir a 100 mL con fase movil A.

Seguidamente se muestra para cada método que patron es necesario para poder
cuantificar, cuantas inyecciones son necesarias y el tiempo del cromatograma:

Tabla 6 Patrones utilizados en cada método

Patrén Riqueza Sustancias relacionadas
Referencia A | 6 inyecciones, 13 minutos -
Referencia C - 3 inyecciones, 13 minutos
Referencia D - 2 inyecciones, 20 minutos

Con estos patrones se comprobard si el equipo estd funcionando correctamente tal
como indica farmacopea y ademds se cuantificardn tanto las riquezas como las
sustancias relacionadas.

La preparativa de las muestras se realiza de la siguiente manera:

e Método de riquezas: pesar 600 mg de amoxicilina y diluir con agua en 100 mL.
Seguidamente coger 10 mL y diluirlos en 25 mL con fase mévil A.

e Meétodo sustancias: pesar 150 mg de amoxicilina y diluir con fase mévil A en 50
mL.

Como se ha comentado anteriormente la gran problematica de la amoxicilina es su facil
degradacidn sobre todo en contacto con agua. Es por eso, que las muestras que se
preparan para analizar sustancias relacionadas deben prepararse justo antes de ser
inyectadas en el equipo. Este procedimiento esta estipulado para que esa degradacién
no influya en los resultados obtenidos.

Las muestras para el analisis de riqueza se inyectan por duplicado, excepto si son
muestras de estabilidad que se inyectan por triplicado. El tiempo de cromatograma es
de 13 minutos. Las muestras para el analisis de sustancias relacionadas se inyectan una
Unica vez y el tiempo de cromatograma es de 65 minutos.

3.2.4 Puesta en marcha del instrumento

Para poder poner en marcha el HPLC primero se cambian los disolventes y las fases
moviles de los canales mencionados anteriormente. Cabe comentar que los canales que
llevan disolventes organicos se sonican en el bafio de ultrasonidos previamente para
poder eliminar las burbujas de aire.

El canal Ay D, que son las fases modviles, se cambian diariamente al tener disoluciones
tampodn, ya que el no hacerlo puede afectar al tiempo de retencidn en el que saldra la
amoxicilina. El canal B que es el del acetonitrilo se cambia semanalmente al ser calidad
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UPLC. Y finalmente, el canal C que es el agua también calidad UPLC se cambia
diariamente al ser mas propensa a que se puedan generar hongos. El canal de limpieza
al ser una mezcla de agua con metanol (85:15) se cambia también diariamente.

Una vez se han cambiado las botellas de los canales con los que se va a trabajar se purgan
durante 15 minutos a un caudal de 5 mL/min. Se purgan para evitar que queden
burbujas de aire en el circuito y que puedan influir en el andlisis, ademas de acondicionar
cada canal con el disolvente que toque. Al haber purgado los canales se procede a purgar
el inyector, es decir, se purga la jeringa con la que se dosifica la cantidad de muestra al
equipo. Se le hacen 3 ciclos de dosificaciones y con eso también aseguramos que la
jeringa quede totalmente limpia y ademds que no tenga restos de burbujas de aire y que
pueda influir en la repetitividad del andlisis.

Al estar todo purgado y en las condiciones de trabajo éptimas se coloca la columna junto
con la precolumna.

Cuando ya se ha colocado tanto la columna junto con la precolumna y se ha quitado el
volumen muerto se procede a programar el método de acondicionamiento de la
columna.

Este método equilibra la columna ya que esta viene de estar guardada con un disolvente
de almacenamiento. El acondicionamiento elimina este solvente de guardado y lo
reemplaza por la fase moévil con la que se usard el analisis. También elimina
contaminantes residuales que pueden haberse quedado en la columna durante el
almacenamiento. El método se muestra en la Tabla 7 y es el siguiente:

Tabla 7 Método acondicionado de columna

Tiempo retencion Flujo Canal A Canal B Canal C Canal D
(min) (mL/min) (%) (%) (%) (%)
0 0.2 - 65.0 35.0 -
10.0 1.0 - 65.0 35.0 -
30.0 1.0 - 8.0 92.0 -

Al tener la fase estacionaria de la columna activada y acondicionada se puede comenzar
con el analisis de patrones y muestras. Primero de todo se inyecta un blanco que es la
fase movil A para poder generar bien el gradiente, y una vez ya se ha hecho el primer
blanco se pueden ir inyectando muestras y patrones.

Para finalizar el ensayo, al haberse inyectado todas las muestras y los patrones se
programa el método de lavado guardado, con el que se lava la columna y se deja en
condiciones de guardado hasta que se vuelva a utilizar para mas lotes de amoxicilina. El
método de lavado guardado sirve para eliminar residuos de muestras o sales que
puedan precipitar. Se muestra en la Tabla 8 y es el siguiente:
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Tabla 8 Método lavado de columna

Tiempo retencion Flujo Canal A Canal B (%) | Canal C (%) Canal D
(min) (mL/min) (%) (%)
0 1.0 100.0

10.0 1.0 0 5.0 95.0 -
100.0 1.0 0 5.0 95.0 -
115.0 1.0 0 95.0 5.0

205.0 1.0 0 95.0 5.0

210.0 1.0 0 65.0 35.0

240.0 1.0 0 65.0 35.0

250.0 0 0 65.0 35.0

3.2.5 Cromatografia liquida de alta resolucion

Para el andlisis del contenido de amoxicilina y de sustancias relacionadas se utiliza un
método validado seglin farmacopea como ya se ha comentado anteriormente mediante
cromatografia liquida de alta eficacia.

El equipo utilizado es un HPLC marca WATERS con detector de absorbancia ultravioleta-
visible y bomba cuaternaria, tal y como se muestra en la Figura 5 a.

e Equipo de HPLC: Waters e2695.
e Detector PDA WATERS 2996.
e Separations Module WATERS 2695.

Las caracteristicas técnicas son las siguientes:

e Presidn maxima: 5000 psi.
e Volumen LOOP: 200 pL.
e Flujo maximo: 5 mL/min.

Al tener el equipo una bomba cuaternaria se trabaja con cuatro canales en los que se le
debera de poner el disolvente o disolucién acuosa adecuada para que el propio equipo
pueda hacer el método de trabajo. Tal y como se ha mencionado en el apartado anterior
se hace un breve resumen de los disolventes o disoluciones usados en cada canal:

e Canal A: Fase movil A.
e Canal B: Acetonitrilo.
e C(Canal C: Agua.

e Canal D: Fase mdvil B.

Ademas, cuenta con un quinto canal en el que se utiliza la disolucion de limpieza,
mediante ese canal hara la limpieza de la jeringa después de cada inyeccion. Esa
disolucién de limpieza es una mezcla de agua con metanol en proporcion 85:15. La
proporcidn de la fase mévil A y la fase mévil B se pueden encontrar en el apartado 1.4
Método de analisis de esta memoria. Los canales con los disolventes o disoluciones se
muestran en la Figura5byc.
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Las caracteristicas técnicas de la columna son las siguientes:

e Marca: Phenomenex.

e Numero de serie: 00G-4252-EO.
e Lote: H22-308148.

e Fase estacionaria: Css.

e Dimensiones: 250 x 0.46 cm.

e Tamafo de particula: 5 um.

e Rango de pH: 1.5-9.0.

e Presién maxima: 6000 psi.

La columna junto con la precolumna estd escogida para cumplir con el método validado
por farmacopea y se muestra en la Figura 5 d.

La columna siempre ird unida a la precolumna, como se ha comentado anteriormente.
En este caso, al trabajar en rutina el uso de la precolumna es fundamental porque alarga
la vida util de la columna quedando retenidas en la precolumna microparticulas que
pueden dainar la columna. Es decir, actia tanto como filtro fisico y quimico. De filtro
fisico ya que como he comentado anteriormente las microparticulas se quedan
retenidas en la precolumna y no pasan a la columna, y de filtro quimico porque al estar
rellena de la misma fase estacionaria de la columna alarga minimamente la columna a
la que esta conectada ya que los compuestos también interactian minimamente con
esta.

Las caracteristicas técnicas de la precolumna son las siguientes:

e Marca: Phenomenex.
e Dimensién: 4 x 3 mm.
e Fase estacionaria: Cis.
e Tamafo de particula: 5 um.
e Rango de pH:1.5-9.0.

El programa con el que se crean métodos y se procesan resultados es el EMPOWER.

Figura 5 a) Instrumento de  Figura 5 b) Canal A, B, Cy D Figura 5 ¢) Canal limpieza Figura 5 d) Columna y
HPLC de Waters precolumna
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3.2.6 Cuantificacidon de la amoxicilina y de sustancias relacionadas

Una vez obtenidos los cromatogramas la cuantificacién de la amoxicilina y de sus
sustancias relacionadas se hace mediante comparativa de areas. El EMPOWER tiene las
siguientes férmulas y asi se obtienen los resultados.

Férmula contenido amoxicilina:

A C
%Amoxicilina = -2 . “2% . 50. 100
Asjr P

Dénde:

e Appes el area del pico de la amoxicilina de la muestra.

e Aares el drea media del pico de la amoxicilina de la referencia A.
e Cares la concentracion de la referencia A.

e Pesel pesodela muestra.

Férmula contenido sustancias relacionadas:

Ap C 100
%Impureza = _IFLR 50
A P %Amoxicilina

Dénde:

e Apes el drea del pico de la amoxicilina de la muestra.

e Apres el drea media del pico de la amoxicilina de la referencia C.
e Cares laconcentracion de la referencia C.

e Pesel pesodelamuestra.

e % Amoxicilina es la riqueza de la muestra.

Para asegurar que los resultados que se obtienen son los correctos cada muestra se
inyecta por duplicado. A excepcién de las muestras que son de lotes de estabilidad que
esos se analizan por triplicado tal y como indica el protocolo.

Al obtener el porcentaje de drea de las sustancias relacionadas se verifica si esas areas
obtenidas estan por encima tanto del limite de deteccién como del de cuantificacion ya
gue si no es asi no se tendrian en cuenta para las impurezas pertinentes. Los limites son
los siguientes:

e Limite de deteccidn > 0.033% (p/p).
e Limite de cuantificacién > 0.067% (p/p).

3.2.7 \Verificacion de la idoneidad del sistema

Para poder dar por vdlidos los resultados o no hay que verificar previamente que el
equipo haya trabajado de manera correcta y que no haya habido desviaciones. Para eso
hay que comprobar que el método cumpla con los criterios de idoneidad del sistema.
Los criterios estdn marcados por farmacopea y se pueden encontrar en el apartado 1.3.4
Farmacopea.
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Una vez la resolucién de la referencia B, tal y como se muestra en la Figura 9, y la
desviacién estandar relativa de la referencia A estan dentro de los limites establecidos
se procede a procesar tanto patrones como muestras para generar los resultados. Si los
criterios de idoneidad del sistema no estan dentro de los limites establecidos se
invalidaria el dia y sin llegar a procesar los resultados ya que no serian fiables.
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Figura 9 Ejemplo idoneidad del sistema referencia B
3.3 Problematica en los ensayos de rutina

Al hacer ensayos repetitivos o sistematicos los analistas se enfrentan a diferentes
inconvenientes o problemas en su dia a dia que deben saber resolver y minimizar.
Normalmente con una alta carga de trabajo al tener muchos analisis en un tiempo
reducido deben de resolver esos problemas técnicos, ya que en un laboratorio de rutina
se necesitan unos resultados precisos y lo mas rapido posible.

A continuacidn, se clasifican los principales problemas:

e Problemas con el equipo: Engloba la obstruccion de columnas y precolumnas,
fugas en el sistema, problemas de presién, desalineaciéon del detector o mal
funcionamiento del inyector automatico.

e Resultados no confiables: Puede haber picos fantasmas o irreproducibles,
resolucién insuficiente entre picos, desviaciones en tiempos de retencién y
problemas con la linea base.

e Preparativa de fases moéviles y muestras: Contaminacion cruzada, inestabilidad
de la muestra y errores humanos en la preparativa de ambas.

e Presidnytiempo: alta carga de trabajo, presion por resultados rapidos y precisos
y documentacién exigente.

Seguidamente se ejemplificardn esos inconvenientes durante el andlisis de la
amoxicilina, se centraran en los problemas de equipo, de resultados no confiables y de
preparativa.
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3.3.1 Problemas con el equipo

Uno de los problemas mas frecuentes que se encuentra el analista en su dia a dia es
tener fallos técnicos en el HPLC. Por lo tanto, es de alta importancia tener los equipos
en buen estado y con un buen mantenimiento para minimizar posibles incidencias.

Entre los fallos mas comunes se encuentra el de los problemas con la presion del equipo.
Estos problemas se pueden clasificar en si son por sobrepresién o por una presiéon
demasiado baja. Pueden estar relacionados con obstruccién de la columna, precolumna
y de canales, en el primer caso. Y con fugas en el segundo caso.

Mediante el programa EMPOWER y su panel de control, tal y como se muestra en la
Figura 10, se puede ir comprobando que los parametros mas criticos del equipo sean los
adecuados y que estd funcionando correctamente. Cualquier anomalia se veria
reflejada.

Temperature (°C) Flow (mL fmin) ﬁ Pressure (psi) Instrument Method: Sample Set Time Remaining: | 0:00:41:39
Sample 24.5 Flow  1.000 Pressure 2480.2
Column 25.9 SeA 427 High Limit 4000.0 |Amoxicilina_SF|_ins J Total Samples Time Remaining: | 0:14:09:59
B 0.0 Low Limit 0.0
%l 0.0 ﬁ "
%D 57.3 Edit | | Mew Sample Set Time: | 0:00:00:00

2998 PDA Detector

Running

Shutter: Open

Figura 10. Panel de control EMPOWER
3.3.1.1 Columna

Durante el andlisis de la amoxicilina, la columna es uno de los pardmetros técnicos mas
criticos y que si no esta en sus condiciones 6ptimas puede afectar a la reproducibilidad
y presion del analisis, ya que es muy importante el rendimiento que esta tenga.

Entre los problemas mas comunes se encuentran:

e Ensanchamiento de picos debido a una disminucion en la eficiencia de esta. Lo
comunmente conocido como “picos con cola”. Puede ser causado por un
deterioro de la fase estacionaria. Seguidamente se muestra un ejemplo.

Normal Problema

U

PICOS MUY ANCHOS

Figura 11. Ensanchamiento de picos

e Incorrecta resolucidn entre picos a causa de una fase estacionaria degradada. En
el caso del analisis de la amoxicilina es muy dificil llegar al punto que no cumpla
el criterio de idoneidad marcado por farmacopea al respecto de la resolucién,
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pero al dar resoluciones muy altas en el momento en el que empieza a bajar
considerablemente ya es un aviso de que es probable que pueda haber un
problema con la columna. Seguidamente se muestra un ejemplo.

Normal Problema

PICO CON COLEQ

Figura 12. Pérdida de resolucion

e Sobrepresidon en el sistema debido a la obstrucciéon de la columna. Puede ser
causado por el uso de una fase modvil no filtrada y que hayan acumulado
microparticulas en la cabeza de columna. Y también acumulacién de
microparticulas por un elevado uso de la columna. La sobrepresion se veria
marcada en el panel de control de EMPOWER, en la parte de “pressure” tal y
como muestra en la Figura 10.

3.3.1.2 Precolumna

Otro factor muy relacionado con la columna es la precolumna ya que esta es una minima
extension de esta. Como he comentado con anterioridad al ser un filtro tanto fisico
como quimico, tal y como se muestra en la Figura 13, juega un papel fundamental
durante el andlisis.

Normalmente suele ser el principal motivo, ya que se cambian los filtros de precolumna
cada tres semanas aproximadamente para evitar los mismos problemas que los que se
han comentado en el apartado anterior.

Las columnas con sus respectivas precolumnas tienen un libro de equipo vinculadas para
anotar cuantas muestras se han analizado y asi poder hacer un recuento y decidir la
periodicidad de cambio del filtro de la precolumna. En la amoxicilina como se fabrican
unos dos lotes diarios se estipula que este filtro se cambia cada dos tres semanas. Cada
vez que se realiza un cambio de filtro se debe de anotar en el libro de equipo para que
cualquier persona del laboratorio pueda saber cada cuanto se ha cambiado dicho filtro
y evitar problemas.
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Figura 13 Funcionamiento precolumna

Seguidamente se muestra como se observaria de manera visual si el filtro
estd en buenas condiciones para continuar usandose. En la Figura 14 se
observa que el filtro de abajo esta claramente obturado y el de arriba es uno
nuevo.

Figura 14 Filtro
precolumna

3.3.1.3 Detector

El detector registra la presencia y la concentracion de los analitos en el HPLC. Cuando
esta parte del equipo falla provoca los siguientes problemas:

e Ruido excesivo en la linea base esto puede ser debido tanto por una
contaminacién en la celda como por una desgasificacion insuficiente de las fases
moviles.

e Deriva en la linea base. Normalmente va relacionada con un método con
gradiente, ya que puede no estar bien equilibrado.

e Pérdida de sensibilidad causada por una celda sucia o una l[dmpara en mal
estado. Es muy importante que una vez se enciende la [dmpara esté pasando
flujo para no danarla.

e Picos fantasma causados por suciedad de la celda o por su propio desgaste.

Las soluciones ante estos problemas es dejar el tiempo correcto para que el gradiente
se equilibre, afiadiendo mas blancos. Desgasificar minimo 20 minutos las fases maoviles
cuando llevan grandes cantidades de organico. En el momento que se enciende la
[dmpara comprobar que esta esta humedecida y pasando flujo. Y finalmente hacer un
correcto mantenimiento a la celda del detector para evitar suciedad y contaminacién
cruzada.

3.3.1.4 Inyector automatico

Los fallos del inyector automatico afectan directamente a la reproducibilidad, precision
y exactitud del analisis. Ademas, al tener estipulado por farmacopea que las areas de la
referencia A no pueden superar un 1% que el inyector no trabaje adecuadamente puede
hacer que se invaliden dias enteros de trabajo. Los fallos mds comunes son los
siguientes:

e Volumen de inyeccion incorrecto causado por haber burbujas de aire en la
jeringa o el sistema de inyeccion.
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e Contaminacién cruzada entre muestras causada por acumulacion de
contaminantes en la aguja, loop o que se haya contaminado la soluciéon de
lavado.

e Obstruccion en el sistema de inyeccidn a causa de estar la aguja obstruida por
utilizar muestras sin filtrar.

La soluciéon ante estos problemas es principalmente comprobar que el sistema de
inyeccidn esta bien purgado y sin burbujas de aire. Sonicar la solucién de lavado para
gue no introduzca estas burbujas a la jeringa durante la limpieza de esta. Comprobar
que la jeringa esta limpia y la solucién de lavado no esta contaminada para evitar
contaminacién cruzada. Filtrar siempre las muestras y realizar un mantenimiento
periddico al inyector.

3.3.2 Resultados no confiables

Dentro de los resultados no confiables se encuentra gran variedad de motivos por los
cuales se descartarian resultados. Como se ha comentado anteriormente puede haber
picos fantasmas o irreproducibles, resolucion insuficiente entre picos, desviaciones en
tiempos de retencién y problemas con la linea base.

Como muchos de ellos ya se han hablado en apartados anteriores, este apartado se
centrard en la problemdtica de los picos fantasmas o irreproducibles y los problemas
con la linea base, ya que pueden ir vinculados.

En el andlisis de las sustancias relacionadas la principal problematica viene por los
problemas con la linea base al usar un método con gradiente. Tal como indica el método
es necesario que el perfil del gradiente sea siempre igual durante todo el analisis. Unas
de las problematicas mas comunes son:

e Picos fantasmas normalmente por contaminacion cruzada o porque el gradiente
no estaba lo suficiente estable. Provoca gran cantidad de fuera de tendencias e
incluso resultados fuera de especificacion. Es por eso que se tiene que asegurar
siempre con los blancos suficientes que el gradiente es totalmente estable,
arrastrando asi posibles interferentes que hayan quedado en la columna durante
su limpieza.

e Inestabilidad en la linea base normalmente provocada por que el gradiente
todavia no estaba estable o por una inadecuada preparativa de las fases méviles.

3.3.3 Problemas de preparativa y programacion

La problematica en la preparativa y programacién de secuencias de HPLC involucran en
primer lugar al analista y multiples factores como pueden ser las condiciones del
material, el equipo y del software. Los errores mas comunes son los siguientes:

e Errores en la preparativa de muestras: el analista puede realizar diluciones
incorrectas, que el material de uso no esté limpio y provoque contaminacion
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cruzada, identificacion incorrecta de las muestras y que haya una confusién de
ellas y un incorrecto cumplimento del tiempo de estabilidad de las muestras.

e Incorrecta programacion de las secuencias: es debido a una mala configuracién
de los pardmetros cromatograficos. Los pardmetros mds criticos seria la
equivocacion en el volumen de inyeccién, en el método o en el tiempo de
analisis.

Para minimizar esos errores el analista debe tener siempre a mano el protocolo
normativo de trabajo (PNT) para no cometer ningun error de procedimiento. Disponer
de buenos ciclos de limpieza y de secado del material de vidrio a utilizar. Una buena
formacién a los analistas para conocer la técnica a la perfeccién, ya sea a nivel de
programacién de secuencias, como conocimiento de los tiempos de estabilidad de las
muestras y de buenas practicas de laboratorio (identificacién de muestras, gestion de
residuos, etc).

3.4 Resultados fuera de especificacion y de tendencia.

Las OOS (Out of specification) y OTS (Out of trend) son unas siglas muy usadas en los
laboratorios de rutina. Ambas se refieren a situaciones en las que los resultados
analiticos no cumplen con las expectativas establecidas, ya sea saliéndose de
especificacion o de tendencia.

Una OOS se refiere a cualquier resultado analitico que esté fuera de los limites
especificados, en este caso por farmacopea y por tanto se debe de investigar para
determinar la causa. Normalmente deriva la repeticidon del andlisis siguiendo la Figura
15.

Mediante esta guia se fija el protocolo de actuacién de la repeticién de un andlisis
cuando este da fuera de especiacion. Se divide en si la sospecha de que el resultado
andmalo sea por una preparativa de muestra, por un error de analista o que la muestra
esté en mal estado. Si la sospecha es por una preparativa de la muestra se repite por
triplicado y si da dentro de especificacidn esos resultados se reemplazan y si no se
pueden hacer mas replicas, se plantean mas hipoétesis o se confirma el resultado OOS. Si
se sospecha de error del analista ya puede ser porque no sea experimentado el analista
gue ha generado la OOS hace 2 preparativas mas y un nuevo analista hace 3 preparativas
y se comparan los resultados. Una vez se obtienen los nuevos resultados se actua de la
misma manera que el primer caso. Y si por ultimo se sospecha de la muestra
normalmente por una mala fabricacién se realizan 2 preparativas mds y otra
comparandola con una muestra control. Una vez obtenidos resultados se actua de la
misma manera que el primer caso.
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Figura 15. Guia repeticion de resultados O0S
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Una OTS se refiere a resultados que estan dentro de las especificaciones pero que se
desvian del comportamiento histérico esperado del producto. Es muy util en el estudio

de estabilidad de la amoxicilina.

Seguidamente en la Tabla 9 de muestran las principales diferencias entre una OOS y una

OTS.

Tabla 9. Comparativa O0S y OTS

Criterio comparativo 00sS OoTS
¢Cumple especificacion? No Si
Gravedad Afecta a la liberacion del lote Alerta preventiva
Requiere investigacién Si No siempre

Implica fallo en el proceso

Posiblemente

No necesariamente

Por lo tanto, la principal diferencia es que se realiza una OOS cuando el producto no
cumple con las especificaciones regulatorias y puede implicar que el producto no sea
apto para su uso. En cambio, se realiza una OTS cuando el producto cumple las
especificaciones, pero no se comporta como se esperaba pudiendo ser una alerta de un

problema futuro.

4. Resultados y discusion.

En este apartado se presentardn y se discutiran los resultados obtenidos para el andlisis
de la amoxicilina en un laboratorio rutina. Se presentaran diferentes lotes de
amoxicilina, ya que se mostrara un lote analizado para salir a mercado directamente sin
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anomalias, un lote que requiere estudio de estabilidad y un lote al que se le aplica el
estudio de OOS.

Los limites de la especificacion marcados por farmacopea se encuentran en el apartado
1.3.3. Y los limites de cuantificacion y deteccidn se encuentran en el apartado 3.2.6 de
esta memoria.

Hay un total de 46 impurezas identificadas para el ensayo de sustancias relacionadas,
las sustancias que no se muestran es porque dan inferior al limite de deteccién o no se
detectan por lo tanto no se tienen en cuenta.

4.1 Resultados de un lote de fabricacion.

Seguidamente se muestran los resultados de un lote que sale directamente a mercado
sin ninguna investigacioén previa.

Como se observa en la Tabla 10 los resultados se encuentran dentro de especificacién.
La impureza encontrada en las sustancias relacionadas es la impureza nimero 10 que es
la que aparece siempre en la amoxicilina 500 mg/g y es la que indica si el ensayo se ha
degradado o no ya que es la mas critica. Como se observa al haber una Unica impureza
el contenido de las sustancias individuales y el de las totales es el mismo.

Tabla 10. Resultados lote fabricacion

Lote: 10043500211 Inicio Medio Final Promedio
Riqueza (mg/g) 507.047 506.374 504.020 505.814
Sustancias relacionadas (HPLC) (%)
Impureza 10 0.090 0.081 0.101 0.091
Impureza 19 <LQ (0.054) | <LQ (0.051) | <LQ (0.054) | <LQ (0.053)
Impureza 39 <LQ (0.044) | <LQ (0.047) | <LQ (0.048) | <LQ (0.046)
Impurezas totales 0.090 0.081 0.101 0.091

Los resultados de las muestras inicio, medio y final son muy similares con lo cual se
puede demostrar que la fabricacidn del lote ha sido perfectamente homogénea. Por lo
tanto, se utiliza el promedio de las tres muestras para la liberacién del lote.

4.2 Resultados de estudio de estabilidad.

Seguidamente se muestran los resultados de un lote al que se le ha hecho un estudio de
estabilidad. Este lote se selecciona para el estudio de estabilidad ya que corresponde al
décimo lote de granel fabricado desde el ultimo lote que fue evaluado, y segun el
procedimiento establecido, se debe de realizar un estudio de estabilidad cada 10 lotes
de granel. Se realiza bajo condiciones normales, intermedias y aceleradas. Las
condiciones se pueden encontrar en el apartado 3.1.2 de esta memoria.

Como se observa en la Tabla 11, correspondiente a aplicar condiciones normales, tanto
la riqueza como las sustancias relacionadas con bastantes similares, y siguen la misma
tendencia. Las impurezas son bajas y estables. Por lo tanto, las condiciones aplicadas no

26



Determinacion de la Amoxicilina mediante cromatografia de liquidos en un laboratorio de
rutina.

UNIVERSITAT ROVIRA £ VIRGILI

alteran la vida del producto y se mantiene estable cada 3 meses. Bajo estas condiciones
se espera que el producto se mantenga dentro de los limites especificados, puede haber

una ligera disminucién con el tiempo, pero no es significativa.

Tabla 11. Resultados condiciones normales

Condiciones normales 0 meses 3 meses 6 meses
Riqueza (mg/g) 499.400 504.583 494.203
Sustancias relacionadas (HPLC) (%)
Impureza 10 0.073 0.067 (<LQ) 0.072
Impureza 19 0.046 (<LQ) ND ND
Impureza 34 ND 0.036 (<LQ) ND
Impureza 41 0.045 (<LQ) ND ND
Impureza 42 ND 0.076 ND
Impurezas totales 0.073 0.076 0.072

Por lo tanto, al salir los resultados como lo esperado se da por vdlido esta parte del
estudio.

Como se observa en la Tabla 12, correspondiente a aplicar condiciones intermedias, bajo
estas condiciones se empieza a notar una ligera degradacion del producto. A partir de
los 3 meses se confirma que el producto empieza a degradarse viéndose reflejado en la
riqueza que va disminuyendo y en las sustancias relacionadas con laimpureza 10y la 12.
La impureza 10 como ya se ha comentado anteriormente es la impureza critica que
muestra la degradacion del producto y se observa que a medida que avanza el tiempo
aplicando las condiciones intermedias va aumentando, influyendo asi en la riqueza del

producto.

Tabla 12. Resultados condiciones intermedias

Condiciones intermedias 0 meses 3 meses 6 meses
Riqueza (mg/g) 499.400 485.654 488.280
Sustancias relacionadas (%)
Impureza 10 0.073 0.076 0.097
Impureza 19 0.046 (<LQ) ND ND
Impureza 20 ND ND 0.058 (<LQ)
Impureza 21 ND 0.034 (<LQ) ND
Impureza 34 ND 0.05 (<LQ) ND
Impureza 40 ND ND 0.079
Impureza 41 0.045 (<LQ) ND ND
Impureza 42 ND 0.085 ND
Impurezas totales 0.073 0.161 0.176
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Bajo estas condiciones puede observarse una disminucion de la riqueza con el paso del
tiempo. Sin embargo, al estar los resultados dentro de los limites aceptables se da como
vdlida la estabilidad del producto.

Como se observa en la Tabla 13, correspondiente a aplicar condiciones aceleradas, bajo
estas condiciones se muestra la inestabilidad del producto. A partir de los 3 meses se
confirma que el producto empieza a degradarse, cada vez mas rapidamente, viéndose
reflejado en la riqueza que va disminuyendo y en las sustancias relacionadas que
aumentan criticamente. La impureza 10 muestra la degradacién del producto, que va
aumentando mas. Ademas, aparecen nuevas impurezas que influyen significativamente
en las totales.

Tabla 13. Resultados condiciones aceleradas

Condiciones aceleradas 0 meses 3 meses 6 meses
Riqueza (mg/g) 499.400 484.179 476.873
Sustancias relacionadas (%)
Impureza 10 0.073 0.082 0.090
Impureza 19 0.046 (<LQ) ND ND
Impureza 20 ND ND 0.053 (<LQ)
Impureza 28 ND ND 0.088
Impureza 30 ND 0.067 (<LQ) ND
Impureza 32 ND ND 0.091
Impureza 34 ND 0.078 ND
Impureza 40 ND ND 0.071
Impureza 41 0.045 (<LQ) ND ND
Impureza 42 ND 0.081 ND
Impurezas totales 0.073 0.241 0.340

Cuando se hace el estudio de estabilidad a lotes de amoxicilina el Ultimo punto de
condiciones aceleradas es 6 meses, porque a partir de este el producto es inestable.
Estos resultados son debidos a la sensibilidad de la amoxicilina a la humedad y el calor.

4.3 Resultados anémalos e investigacion de fuera de especificacion.

Seguidamente se muestran los resultados de un lote que sale directamente a mercado
con una investigacion previa de OOS.

En la Tabla 14 se muestran los resultados del ensayo de riqueza de las muestras inicio,
medio y final. Como se puede observar la muestra inicio se encuentra fuera de
especificacion ya que el resultado es inferior al limite establecido. La muestra medio y
final los resultados estan dentro de especificacién observandose una tendencia de
incremento a medida que se obtiene la muestra de final de envasado.
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Una vez se obtiene un resultado andmalo se realiza una investigacion para conocer las
causas de este resultado fuera de especificacién y poner acciones correctivas para que
no se vuelva a dar. Por lo tanto, tal y como se muestra en la Tabla 14 se realiza por
triplicado la preparativa de la muestra inicio, siguiendo asi el diagrama del apartado 3.4
de esta memoria. Al repetir la muestra por triplicado se obtienen unos resultados dentro
de especificacién y a partir de estos resultados se puede confirmar que el primer
resultado obtenido anémalo era debido a una mala preparativa de la muestra.

Tabla 14. Resultados lote 0OS

Muestra Riqueza (mg/g)
Inicio 465.338
Medio 482.264
Final 502.389

Retesteo
Inicio R1 486.006
Inicio R2 485.803
Inicio R3 488.359
Promedio 486.723

Al confirmar que la OOS es debida a una mala preparativa de la muestra se puede
concluir el estudio de investigacion indicando lo siguiente:

e Causa: La preparativa de la muestra no ha sido la correcta, probablemente no se
haya enrasado correctamente el matraz.

e Accidn correctiva: Se le informa al analista la importancia de comprobar el enrase
del matraz una vez se ha envialado la muestra para analizar mediante HPLC.

e Resultado final: se utiliza el resultado de la repeticidn por triplicado de la muestra
inicio como valor promedio.

En la Tabla 15 se muestran los resultados finales para la liberacidn del lote. Utilizando
como se ha comentado anteriormente el resultado promedio del triplicado de la
repeticion de riqueza de la muestra inicio. El valor es utilizado para el calculo de las
sustancias relacionadas.

Tabla 15. Resultados lote después O0S

Lote: 10113900009 Inicio Medio Final Promedio
Riqueza (mg/g) 486.723 482.264 502.389 490.458
Sustancias relacionadas (HPLC) (%)
Impureza 10 0.098 0.090 0.108 0.099
Impureza 18 <LQ (0.053) | <LQ (0.048) | <LQ (0.051) | <LQ (0.051)
Impureza 40 <LQ (0.058) | <LQ (0.060) | <LQ (0.051) | <LQ (0.056)
Impurezas totales 0.098 0.090 0.108 0.099

Los resultados se encuentran dentro de especificacion. La impureza encontrada en las
sustancias relacionadas es la impureza nidmero 10. También aparecen la impureza 18 y
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40 pero al salir por debajo del limite de cuantificacion no se tienen en cuenta en el
recuento de las impurezas totales. Por lo tanto, el contenido de la impureza 10 y el de
las totales es el mismo.

Los valores obtenidos en las muestras inicio, medio y final son muy similares con lo cual
se puede demostrar que la fabricacion del lote ha sido perfectamente homogénea. Por
lo tanto, se utiliza el promedio de las tres muestras para la liberacidn del lote.
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5. Conclusiones.

A través de esta memoria se demuestra que la utilizacién de la cromatografia liquida de
alta resolucién en laboratorios de rutina es fundamental para garantizar la calidad de la
amoxicilina para su comercializacién.

Es necesaria una documentacion rigurosa y el cumplimiento de las normativas
farmacéuticas y de calidad para obtener una adecuada trazabilidad desde la adquisicion
de materias primas hasta la entrega del producto final. Con estas buenas practicas se
facilita la deteccién y correccion de problematicas que puedan surgir durante el proceso.

Otros aspectos que contribuyen a la trazabilidad y validez de resultados son una
atencién exhaustiva a la preparacion de muestras, el mantenimiento adecuado del
equipo y la documentacién precisa durante el analisis de estas.

Los problemas técnicos pueden generar resultados no confiables, resaltando la
importancia del mantenimiento preventivo y de la monitorizacién continua del equipo.

La gestion de las anomalias, incluyendo picos fantasmas y desviaciones en los tiempos
de retencidn, es esencial para distinguir resultados vdlidos de los que puedan estar
afectados por interferencias o errores operativos. Siendo fundamental tener en un
laboratorio rutina un protocolo a seguir en el momento que aparecen resultados fuera
de especificacién o de tendencia.

La verificacién de la reproducibilidad y la resolucién adecuada entre picos en los analisis
asegura la sensibilidad y selectividad del método HPLC empleado, garantizando
resultados confiables para la liberacion de lotes.

El estudio de estabilidad y los analisis de lotes fabricados indican que el método HPLC es
adecuado para evaluar la calidad de la amoxicilina durante su vida util, asegurando que
el producto cumple con las especificaciones establecidas por la farmacopea.

Los resultados de la determinacién de la riqueza de amoxicilina en los lotes analizados
demostraron que, bajo condiciones normales de fabricacién y almacenamiento, los
niveles se mantienen dentro de los limites establecidos, asegurando la calidad del
producto.

La comparacidn entre las muestras inicio, medio y final muestra una gran homogeneidad
en los resultados, lo que indica una fabricacion homogénea y controlada del lote
analizado.

Los andlisis de las estabilidades en condiciones aceleradas mostraron que, a partir de los
3 meses, la estabilidad del producto empieza a deteriorarse, con una disminucién
significativa en la riqueza y un aumento en las impurezas relacionadas, especialmente la
impureza 10, lo cual evidencia la degradacidon del producto. La aparicién de nuevas
impurezas en condiciones aceleradas provoca la necesidad de estudio constante ya que
pueden originarse nuevos procesos de degradacion.
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La investigacion de lotes fuera de especificacion (00S) permitid identificar que los
resultados anédmalos en la muestra inicio del lote mencionado fueron consecuencia de
errores en la preparacion analitica, ya que los datos repetidos mostraron valores dentro
de rango cuando se repitid la prueba.

En resumen, el desarrollo y aplicacién de una metodologia robusta de HPLC, combinada
con procedimientos documentales, mantenimiento adecuado, control estadistico del
proceso y protocolos de actuacidn ante desviaciones, son fundamentales para asegurar
que los productos de amoxicilina cumplan los estandares regulatorios y mantengan su
calidad y estabilidad durante su vida util.
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