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6.73 Amikacina sulfato, como solucién y polvo inyectables l
Identificacion primaria por medio de la inspeccion fisica

I. INSPECCION FiSICA

Buscar las deficiencias en el etiquetado, el en-
vase y en las formas farmacéuticas, tal y como
se describe en los capitulos sobre métodos y
operaciones generales en el manual principal.
Usar el formulario de reporte como guia para
anotar cualquier particularidad del producto.
La amikacina de uso farmacéutico consiste de
amikacina disulfato anhidro y se presenta como

solucién o polvo inyectables. El polvo es sumi-
nistrado en viales usualmente con contenido
de 100, 250, 500 o 1000 mg de amikacina
base libre. Las soluciones inyectables se sumi-
nistran en viales o ampolletas habitualmente
con contenido de 50 6 250 mg de amikacina
base libre por ml.

II.  RESULTADOS & MEDIDAS A TOMAR

Los productos farmacéuticos adquiridos a pre-
cios extremadamente bajos o para los cuales los
documentos acompafiantes faltan o no son los
correctos, asi como aquellos con defectos en su
forma farmacéutica, defectos en el envase o con
etiquetas incompletas, dafiadas o que faltan; o
con las etiquetas escritas en otros idiomas, debe-
ran ser sometidos a un ensayo de cromatografia

en capa fina.

Verificacion de la identidad y la cantidad a través del ensayo con cromatografia en capa fina

I PRINCIPIO Los polvos inyectables de amikacina se disuelven y las soluciones inyectables se diluyen con agua
y la presencia y contenido de agente activo se verificard mediante cromatografia en capa fina
(CCF) con referencia a un estandar adecuado.
II.  EQUIPOS Y REACTIVOS 1) Balanza de bolsillo 14) Plancha
2) Papel aluminio 15) Papel de filtro
3) Espatula 16) Tijeras
4) Embudo 17) Pinza
5) Cinta adhesiva 18) Luz ultravioleta de 254 nm
6) Rotulador 19) Cémara de manchado con yodo
7) Lapizy regla 20) Camara de sumersién
8) Viales de 10 ml (frasco plastico de 250 ml)
9) Juego de pipetas graduadas 21) Ninhidrina
(1a25ml) 22) Metanol
10) Juego de frascos de vidrio de laborato- 23) Agua
rio (25 a 100 ml) 24) Acido acético puro
11) Placas Merck CCF de aluminio con 25) Amoniaco (solucién al 25%)

recubrimiento de gel de silice 60 F,,, , 26) Acido sulfdrico (solucién al 96%)
tamafio 5 x 10 cm 27) Estandar de referencia, por ejemplo
12) Microcapilares de vidrio amikacina disulfato anhidro como pol-
(2-pl de capacidad) vo puro de procedencia comercial
13) Cémara de revelado para CCF
(frasco de 500 ml)

ll.  PREPARACION DE LA SOLUCION
MADRE DEL ESTANDAR

La preparacion de la solucién madre del estandar requiere de amikacina disulfato anhidro como
polvo puro de procedencia comercial o de una muestra de buena calidad para ser utilizada como
referencia. Se coloca un trozo de papel aluminio en la balanza de bolsillo suministrada, se gradia
la balanza a cero y utilizando una espatula, se colocan sobre el papel aprox. 0.30 g de amikacina
sulfato. Se desocupa cuidadosamente el contenido del papel aluminio en un frasco de vidrio de
laboratorio de 100 ml y se enjuagan todos los residuos sélidos con 60 ml de agua, utilizando
una pipeta graduada adecuada. Se anota cada vez el resultado exacto del pesaje del estandar de
referencia y se ajusta la cantidad apropiada de agua para la disolucién utilizando, por ejemplo,
58 ml de agua para 0.29 g o 64 ml de agua cuando la cantidad el estdndar de referencia extraido
de la provisién corresponde a 0.32 g. Se cierra el frasco y se agita hasta que se hayan disuelto
todos los sélidos. La solucién obtenida debe contener un total de 5 mg de amikacina disulfato o
el equivalente de 3.75 mg base libre por mly se rotula ‘Solucién madre del estdndar de amikacina’.
La solucion se prepara fresca para cada ensayo.

Importante: La balanza de bolsillo suministrada no registra cantidades inferiores a 0.25 g con
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exactitud. El valor estandar de desviacion de +/- 2% se considera demasiado alto. Al medir can-
tidades superiores a 0.25 g, la desviacion estandar se reduce a aprox. 1%. Ademads, la balanza
no registra cambios cuando se afiaden/retiran tan solo unos pocos miligramos del producto al
tratar de alcanzar el peso exacto de 0.30 mg paso a paso, por lo cual cada vez debe levantarse
y volverse a colocar la hoja de papel aluminio sobre la balanza evitando la inercia dindmica para
obtener lecturas correctas.

PREPARACION DE LA SOLUCION
ESTANDAR DE TRABAJO AL 100%
(LIMITE DE CONCENTRACION
SUPERIOR)

La solucién madre del estandar no requiere de dilucién posterior, habiendo alcanzado la concen-
tracion superior de trabajo de 3.75 mg de amikacina base libre por ml. Para facilitar el manejo,
se transvasa un poco del liquido a un vial de 10 ml y se rotula ‘Solucién estdndar de trabajo de
amikacina al 100%’.

Esta solucién estandar de trabajo representa un farmaco de buena calidad con un contenido de
100% de amikacina.

PREPARACION DE LA SOLUCION
ESTANDAR DE TRABAJO AL 80%
(LIMITE DE CONCENTRACION
INFERIOR)

Se pipetean 4 ml de la solucién madre del estandar a un vial de 10 ml y se afiade 1 ml de agua.
Se tapa y agita el vial. La solucién obtenida debe contener un total de 3 mg de amikacina por
ml y se rotula ‘Solucién estandar de trabajo de amikacina al 80%"’.

Esta solucién estandar de trabajo representa un producto farmacolégico de baja calidad, con
contenido de amikacina de solo 80% de lo indicado en la etiqueta. En la investigacién actual,
éste nivel de contenido de farmaco representa el limite de concentracién inferior aceptable de
un determinado producto.

VI.

PREPARACION DE LA SOLUCION
MADRE DE LA MUESTRA DE UN
PRODUCTO QUE DICE CONTENER
100 MG DE AMIKACINA POR VIAL

250 MG DE AMIKACINA POR VIAL

500 MG DE AMIKACINA POR VIAL

1000 MG DE AMIKACINA POR VIAL

100 MG DE AMIKACINA POR

2 ML DE SOLUCION INYECTABLE

500 MG DE AMIKACINA POR
2 ML DE SOLUCION INYECTABLE

Se toma un vial sellado de las muestras recogidas durante el trabajo de campo. Se abre el vial y
se transfiere la totalidad del polvo a un frasco de laboratorio de 40 ml dotado de un embudo.
Para el enjuague y disolucion se afiaden exactamente 8.9 ml de agua con una pipeta graduada.
Se enjuagan el vial y la tapa de caucho tres veces directamente sobre el embudo, asegurandose
de dejar la menor cantidad posible del agua de enjuague en el vial. Finalmente se agrega el agua
restante al frasco de laboratorio, se tapa y agita la solucién hasta haber disuelto la totalidad de
los sélidos.

Se abre el vial y se transfiere la totalidad del polvo a un frasco de laboratorio de 40 ml dotado
de un embudo. Para el enjuague y disolucién se afiaden exactamente 22.2 ml de agua con una
pipeta graduada, siguiendo el procedimiento indicado anteriormente para 100 mg de amikacina.

Se abre el vial y se transfiere la totalidad del polvo a un frasco de laboratorio de 100 ml dotado
de un embudo. Para el enjuague y disolucién se afiaden exactamente 44.4 ml de agua con una
pipeta graduada, siguiendo el procedimiento indicado anteriormente para 100 mg de amikacina.

Se abre el vial y se transfiere la totalidad del polvo a un frasco de laboratorio de 100 ml dotado
de un embudo. Para el enjuague y disolucién se afiaden exactamente 88.9 ml de agua con una
pipeta graduada, siguiendo el procedimiento indicado anteriormente para 100 mg de amikacina.

Se abren el vial o la ampolleta sellados y se transfiere exactamente 1 ml de la solucién de la
muestra a un vial de 10 ml usando una pipeta graduada. Se diluye la solucién con 3.4 ml de
agua y se agita.

Se abren el vial o la ampolleta sellados y se transfiere exactamente 1 ml de la solucién de la
muestra a un vial de 25 ml usando una pipeta graduada. Se diluye la solucién con 21.2 ml de
agua y se agita.

Todas las soluciones madre producidas deberan contener finalmente 11.25 mg de amikacina
por mly rotularse ‘Solucién madre de la muestra de amikacina’. Las soluciones se preparan frescas
para cada ensayo. Se continda el trabajo con los liquidos claros.
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VIl.  PREPARACION DE LA SOLUCION DE Se pipetea 1 ml de la solucién madre de la muestra a una vial de 10 mly se afiaden 2 ml de agua.
TRABAJO DE LA MUESTRA Se cierra, agita y rotula el vial como ‘Solucién de trabajo de la muestra de amikacina’.

La concentracién de amikacina que se espera obtener de esta solucién de trabajo de la muestra es
de 3.75 mg por ml y deberéa corresponder a la concentracién de la solucién esténdar de trabajo
superior elaborada arriba.

VIIl.  APLICACION DE LOS PUNTOS Se traza una linea de origen paralela a una distancia de 1.5 cm del extremo inferior de la placa
cromatogréfica y se aplican con los microcapilares suministrados 2 microlitros (ul) de la solucién
de ensayo y del estandar como se indica en la fotografia.

Hasta cinco puntos se pueden aplicar sobre una placa. Compruébese la uniformidad de los puntos
utilizando luz ultravioleta de 254 nm. Aunque la amikacina por si misma permanezca invisible,
los excipientes del medicamento se harén visibles para facilitar la verificacién. Todos los puntos
deberan tener forma circular y ser aplicados equidistantes sobre la linea de origen. Aunque las
intensidades puedan diferir, los didmetros nunca deben hacerlo. Las diferencias de intensidad se
deben a la cantidad de excipientes residuales o a la diferente concentracién de agentes activos
en las soluciones de muestra. Una diferencia en el tamafio de los didmetros es resultado de un
deficiente procedimiento de aplicacién. Por lo tanto, se deberd repetir el procedimiento hasta
que el didmetro de los puntos sea homogéneo.

Debe tenerse en cuenta que el llenado de los microcapilares puede requerir de mas tiempo al
trabajar con soluciones acuosas de muestra. Dado que trazas de agua pueden generar puntos
irregulares y “colas” en los puntos, debe secarse por completo el solvente de extraccién con la
plancha (a temperatura minima) suministrada antes de revelar la placa cromatografica.

IX.  REVELADO DE LA PLACA Se pipetean 10 ml de metanol y 10 ml de solucién concentrada de amoniaco al frasco a utilizarse
CROMATOGRAFICA como camara de revelado. Se tapa la camara y se mezcla muy bien. Se recubre la pared de la
camara con papel filtro y se espera por unos 15 minutos para asegurar la saturacion de la cdmara

con el vapor del solvente. Cuidadosamente se coloca la placa CCF cargada en el frasco. Se cierra

el frasco y se revela la placa cromatografica hasta que el frente del solvente haya cubierto aprox.

las tres cuartas partes de la longitud de la placa, siendo el tiempo requerido para el revelado de

unos 30 minutos. Se retira la placa de la cdmara, se marca la linea del frente del solvente y se

permite la evaporacion del excedente de solvente, utilizando una plancha caliente de ser necesario.

X.  DETECCION DE LOS AGENTES Se seca por completo el solvente residual y se expone la placa cromatogréfica a los vapores de
ACTIVOS yodo por aprox. 1 minuto. Se retira la placa de la cdmara de yodo y se examina a la luz del dia.

Adicionalmente se puede utilizar la placa yodada para el manchado con ninhidrina. Para la solu-
cién de manchado de ninhidrina se disuelven en el vaso pléstico suministrado 3 g de ninhidrina
(aprox. 10 espatulas colmadas) en una mezcla de 150 ml de metanol y 30 ml de écido acético
puro. Utilizando las pinzas se sumerge la placa en la solucién, retirandola inmediatamente. Se
deja escurrir el excedente de solucién de la placa sobre papel absorbente y se limpia el dorso
de la misma también con papel. Se seca el resto de la solucién de manchado sobre la plancha
caliente suministrada. Pasado un minuto gradualmente se irdn haciendo visibles a la luz del dia
los puntos de amikacina. Este método de deteccién se utiliza tanto para la identificacién como
para la cuantificacién de la amikacina. El procedimiento ilustrado del manchado con ninhidrina
puede consultarse en la pagina 26 del manual principal 2008. Eventuales manchas violaceas por
contaminacién accidental de la piel son inocuas para la salud y desapareceran al cabo de uno
o dos dfas.

Para verificar todavia mas la identidad y contenido de amikacina, se puede exponer una segunda
placa CCF al manchado con acido sulfirico mediante el siguiente procedimiento: Se llena el vaso
plastico de 250 ml de capacidad con 190 ml de metanol, seguidos de 10 ml de solucién con-
centrada de acido sulfirico y se mezcla suavemente. Se deja reposar la mezcla para que enfrie.
Utilizando una pinza se sumerge la placa CCF de cabeza en la solucién de manchado, retirdndola
inmediatamente, procediendo a continuacién como se ha hecho durante el manchado con
ninhidrina. Los puntos deberan aparecer al cabo de unos dos minutos.
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XI.  PLACA CROMATOGRAFICA VISTA A
LA LUZ DEL DIA TRAS EL MANCHADO

CON YODO | 1.0 (Frente del solvente)
—m—————
[ 0.8
i W f ' Los mismos puntos de
amikacina observados tras el

Recorrido No. 1: 0.6 manchado con ninhidrina.
Estandar superior de trabajo representando
100% de contenido de amikacina
Recorrido No. 2: | 0.4

Farmaco de buena calidad con contenido
aceptable de amikacina

Puntos de amikacina tras el
Recorrido No. 3: | 0.2 manchado con yodo
Farmaco de calidad deficiente con contenido
inaceptable de amikacina

Recorrido No. 4: 0.0 (Linea de origen)
Estandar inferior de trabajo representando 1 2 3 4
80% de contenido de amikacina

XIl.  OBSERVACIONES HECHAS A LA LUZ Un punto de color naranja-marrén a una distancia de recorrido de aprox. 0.26 indica la presencia
DEL DIA TRAS EL MANCHADO CON de amikacina en la solucién de ensayo. Los puntos desapareceran rapidamente. Se continta ob-
YODO servando la placa conforme se va evaporando el yodo. Los puntos representando los productos

de baja calidad irén desapareciendo gradualmente primero, seguidos por los puntos de referencia
que representan un contenido de agente activo del 80% y 100%, respectivamente.

XII. OBSERVACIONES HECHAS A LA LUZ Al exponer la placa yodada a la ninhidrina y al calor, todos los puntos de amikacina observados
DEL DIA TRAS EL MANCHADO CON durante el manchado con yodo tomaran un color rojizo-marrén, inclusive parpura intenso, si se
NINHIDRINA utiliza una placa recién desarrollada sin exposicién previa al yodo. De acuerdo con el procedimien-

to de manchado con yodo, los puntos adicionales de color intenso generados por la solucién de
ensayo podrian indicar la presencia de otros agentes activos o una degradacién de la amikacina
siendo éste Ultimo caso el mas probable, si van asociados a un punto principal de menor tamafo.
Un punto principal de menor tamario de la solucién de la muestra puede indicar asi mismo un
bajo contenido de amikacina debido a baja concentracién o volumen de llenado insuficiente. De
no aparecer punto alguno, la muestra no contiene agente activo.

XIV. OBSERVACIONES HECHAS A LA LUZ Alternativamente, al exponer la placa yodada al calor y al acido sulfdrico en vez de a la ninhi-
DEL DIA TRAS EL MANCHADO CON drina, todos los puntos de amikacina observados previamente durante el manchado con yodo
ACIDO SULFURICO tomaran un color gris, hasta negro. Para la lectura e interpretacién de los resultados se toman

como referencia los procedimientos de manchado con yodo y ninhidrina descritos anteriormente.

XV. RESULTADOS & MEDIDAS A TOMAR El punto de amikacina en el cromatograma obtenido con la solucién de ensayo debe correspon-
der en términos de color, tamario, intensidad, forma y distancia de recorrido al obtenido con el
cromatograma de las soluciones estandar alta y baja. Este resultado debe obtenerse con cada
método de deteccién. Si ese no es el caso, se debe repetir el ensayo desde el principio con una
segunda muestra. El lote se rechaza, si el contenido de farmaco no puede verificarse al tercer
ensayo. Para la confirmacién de los resultados, se refieren muestras adicionales a un laboratorio
profesional de control de calidad de formacos. Las muestras se retienen y el lote se pone en cua-
rentena hasta que se haya tomado una decision final respecto a liberar o rechazar el producto.
Con el fin de documentar los ensayos, fotografie todos los resultados con una camara digital
con la luz de flash desactivada.
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Auténtico o falsificado?

GLOBAL PHARMA

HEALTH FUND E.V.

Una iniciativa sin animo de lucro
fundada y patrocinada por
Merck, Darmstadt - Alemania

Global Pharma Health Fund
Frankfurt, Alemania

Tel. +49-69-46939-662

Fax +49-69-46939-852
info@gphf.org - www.gphf.org

U.S. Agency for

International Development

Office of Health, Infectious Diseases
and Nutrition, Ronald Reagan Bldg.,
1300 Pennsylvania Avenue NW
Washington, DC 20523-3700, USA
Tel. +1-202-712-4789

Fax +1-202-216-3702
aboni@usaid.gov - www.usaid.gov

g

PROMOTING THE QUALITY OF MEDICINES

United States Pharmacopeia
Promoting the Quality

of Medicines program

12601 Twinbrook Parkway
Rockville, MD 20852-1790, USA
Tel. +1-301-816-8162

Fax +1-301-816-8374
pgm@usp.org - Www.pgmusp.org




