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RESUMEN

%1 ovjativo fundamental del presente trabajo, es compa~
rar 405 tdcnicas analfticas para la determinacidén de cloro -
butanosl como conservador en preparaciones farmacéduticas in -
sextadbles de tipo oleoso.

La té:1i:a aralftica titulométrica para determinacidn do clo-
robutanol, es 2nrpleada como métsdo de rutina para la determi-
nacidn de nste consarvador en las preparaciones farmacéuticas
que 1o zontienen. Dlcho método consiste en la separacidn del
:loro -utansl de una praeparacidn farmacéutica inyectable, ile-
i{anta lestilazidn por arrastre de vapor. El clorobutanol as{
obteniio se trata con un £lcall y un exceso de solucidn 0.1 N
ie nitrato e plata, deternindniose el clorobutansl por la
cantiial de cloruro de plata formado, al titularse por retro-
zeso 2on solucidn 0.1 N de tioctanato de amonio, el nitrato
ie pla=a residual, utillzando como indicador sulfato férrico
aménizo.

La tdzniza analfticza da cromatograffa e gases, es el método
ofizlal pranuesto 2or las princinales farmacopens interpnacios
nales ~ara la letarmipacidn de <lovobutanol an prepavaciones
farmalfitlioas inyeotables, Sin embarpo este mdtods sdlo pue-
de ser amplaado en aquellas preparaciones farmacduticas cuyo
vehfculo 23 asuoso. El adtode cromatogrdfico presentade en

asta estudlo, permite lu Jeterminacidn de clarobtutanol en pre
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pareciones farmacéuticas inye:tables de tips o1

W
t
¥}

sl érop6sito de la comparacidn de las dos id:
anteriores, estd en seleccionar la mds apropisia en suzntd a

sus caracter{sticas de ecjecucidn y la gue resulte mds favora-
ble rara wesolver un rroblema -avtizelar,

Fste trabajo propone recmplazar al método titulométricn, -u-

pleado zomo método rutinaric Jde andlisis on ia letermipacisdn

de clorobutanol, por un mdtodo de cromatograffs de gasas; 20

siderado mds ventajoso respecto al método antariosr, por se:-

ma, resultados tan precisos y exactos como los iel mdtoio tiw

tulométrico.

El procedimiento emplealo para la comnaracidn de astos dos

métodos de andlisis fuerdn los sigulentes:

1) Tstudis de linealilad de respuasta lel ndtodo cromatogrs -
fico en la determinaci’da de clorosutanol,

2) =studio de resetibilidad del método cromatogrifize cn la
determinacidn de zlorsbutansl, en una areparasida farmade

tica de tipo slaoso.

3) Estudis ie :1dn con nuestra,

de adicidn de estdndar o suostancia vatrdn, opor =1 mitode
cromatogrdifica, A 153 racaltalos del astudio de rocusaers -
cildn obtenidos, s2 ias aplicd una prueta da nindtesis =ara
demostrar sl1 los resultalos ostenidos no di<teren do s5na

racupsracidn cuantitativa. %sto se logrd medlante L1 anli-

cacidn da la wrueba t de Student.



L) Rstudlo de renetibilidad del método titulomdtrico en la
d:terminacidn de clorobutanol, en una preparaciton farma-
céutica de tipd oleoso.

5) Con los resultalos obtenldos descritos en los puntos 2 ¥
4 se iavestigd:

a) Ji las diferencias ootenidas entre los datos encontra-
ips 7or los los métodos de andlisis son estsdfsticamen
te significativas o na, mediante la aplicacidn de la
Prueca astadfstica t de Student,

b) le cfleuls la desviacidn estdnlar en los datos obteni-

. i3s3 por los 19s métodos de andlisis y seo les aplied la
sruzba 2staifstica F para comparar la orecisidn de dos
series le mell:las y comprobar si existe una diferencia
slgnifi:ativa entre las varianzas obtenidas 1e los da-

tos nrovenientes de los dos mdtodos is anflistls.

Los r:suitaJas outenidos lel procedimiento de comparacidn de
los d5s métodos de andlisls descritos anterlormente, muestran
quaz
1) 71 astulis le linealidad de respuasta del mdtodo cromato-
;rsrico en la iszterminacidn :e clorobutanol, proporcelsna
una raspuesta lineal en el intervals de :oncentracianas
da 0,3 a 0.7 mz/mwl.
2

~

El astuilio de recuperacidn con muestra por la tdenica de
adicidn de estdndar por el método cromatogrdfico, indica
una recuperaciin cuantitativa en el intervalo de concentra

clanes de 0,50 a 0.75 mg/ml.



3) La aplicazifan ie la prucha t do Student a los resultsias
obtenidos por los dos métodos de andlisis, dezuestrsn jue
no se observa una 4lferencia estadfstlzamente sizniffizati-
va entre ellos y que los datos puelen considerarse proce-
dentes de una misma poblacidn estadfsti:za.

4) La aplicacidn de la prueba de ¥ a los resultados obtenidos

' por los dos métodos de andlisis demuestran que existe una
diferencia significativa eatre las varianzas obtznidas ig
los datos provenientes de los dos métodos de andlisis y
que por lo tanto la precisidn de los dos wmétodos de ardli-
sis no son idénticos; encontrdndose una desviaclﬁA estdn -
dar maysr para el método titulomdtrico resoecto al méisin

cromatogrdfico.

Por todo lo anterior y como conclusidn final, se sugiere que
el método de cromatograffa de gases puele emplesrse comd mé-
todo rutinario de andlisis en la determinacidn de clorobuta-
nol en preparaciones farmacéuticas inyectables de tlpo oleo-

so, en lugar del método titulomdtrico.
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CAPITULO I
OBJETIVOS

91 objetivo de este trabajo es comparar dos tdécnicas
analftizas para la determinacidn de clorobutanol en prepara-
siones rfarmacéuticas inyectables de tipo oleoso.

Sstas téenlcas son:

l.- Detorminacidn de clorobutanocl por proceiimiento titulomé-
trizo’ previa destilacidn por arrastre de vapor, utilizado
csomd procedimiento rutinario de analfsis para el control
dn calidad en los productos farmacéuticos que lo contie -

nan.

2.- Determinacidn de clorsbutanol por la tdcnica analftica de
cromatograffa de gases con el propdsito de. reducir tiem -
pos de andlisis y obtencidn de resultados con prectsidn y

exactitud adecuados.



SAPITULO II
INTRODUSIION

La importancia de la adecuada preservacidn microbisld -
gica de las preparaciones farnacéuticas, consiste evidensemr:
te en eliminar las complicaciones clfnicas por contaminacifn
microbioldgica de productos inyectables, tdplcos y orsles que
puedan ser ocasisnadss oor su administracisn.

Fl crecimiento microbioldgico, adends de representar un peli-
gro para la salud en el usuvario, puede produzlr maccades slieg
t.os sobre la estabilidad del producto.

Las fuentes de contazinacidn que pueden afectar la preserva -
cidn adecuada de un medlcamento son numerosas, eatre ellas
estdn: las materlas primas, los contenedores, el equipo y am-
biente de manufactura, los operadores, los materisles de em -~
paque y ol inadecuads manejo y/o administracidén por parte dal
usuario. Las caracter{sticas ideales para la seleccidn i2 un
agente antimicroovianc destinado para una preparacidn farmacdu
tica son:

1) Efectividad bacteriostdtica contra un amplio espestra de
microorganisuos.

2) Fstabilidad fsicza, qufuica y microbioldgica dursnts ol
tiempo de caducldad del medicamento.

3) Atdxico, no sensibilizante, suficlentemente scluble y con-
patible gqufmica y ffsicamente con Los componeates de la for -

2



mulaziln y de sabor y oslor aceptables a la conzentracidn em -
pleada.

%ingdn agente bacteriostdtico redne todas estas caracterfsti-
:as, sino que la eleccidn del agente antimlicroblano mds ade -
suads para cada preparacién particular se obtiens partiends
ie una ocase individual, complementala por informacidn pudli -
+ada y por estudlos experimontales efectuados por laborats: =
~ios farmacduticas. ‘

Jebido a la toxicidad potencial de los agentes ;ntimicrobin -
nos smpieados c¢omo conservadores, debe tenerse culdado en la
soncentracidn empleads en la formulacidn del medicamento.
"sto es particularmente importante en las preparaclones que
se aiministran paronteralmente cn volumenes mayores de 5 ml.
La Farmacopea de los Estados Unidos, edicidn vigdsima, (1),
espeiifica un lfmite mdximo para clertos conservadores. Por
ajeapls, para compuestos catfonieos tensonctivos, como clo -
ruro> de vpaenzalconio, cloruro de benceéonic; miristil-gamma=-
piealino y compuestos que contienen mercurio, tales como ni-
trato fenilmercurio y etilmercurlotliosalicilato de sodio, el
Lfmite es do 0.17; para fenol, cresol y clorobutanol el 1fmi-
te es do 0.5%, lo se sugieren lfmitos mdxlmos para parabenocs
v aleohol oveancflico, el metil y propil parabens se¢ usan fre-
:uentenente :ombinados a una concontracidn de 0.18% y 0.02%
raspectivamenta.

aunque los informes sobre agentes antimlcroblanos son numero-
sos en la literatura, es diffcil evaluar el compromiso reque=
rido entre su actividad como antimicrobiano y la estabilidad

del producto en ol que se cncuentra incorporado,
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L. Lashman {2), menclona la d:pandencla del pH de algunzc 227
servadores para su actividad eflcsz, asf{ comd su iresiszili-
dad qufmica y su interazeidn ffsl:a y qufmlea, con 19s 2o=3o-
nentes de empaque del producto.

E1 clorobutanol es compatible con un gran nimaro de suzsian -
cias qufmicas 7 farmaz4uticas, por lo que se usy amplia—sntse
como agente cacteriostatico en sslucsiosnes marenceraies. 7o i:
literatura {5), se encuentra Jue el clorobutansl en una s:clu-
cidn acuosa saturada (al 0.89) puaile considararse 270 un --
agente bacteriostdtico complets, con un coeflcionte de Tanal
de 1.2, as{ mismo se reporta Gue a una concentrs:idn de .53
ejerce actividad bacteriostdtica contra microorzaalsmes n>
esporulados, espec{ficamente Hscherichia coli, Staphylssazcas
aureus, 3acillus mesentericus y DBacillus me atherinm.

Por otra parte, Briggs y lJallow (3), mencionan qua el =loTo-
butanol sl 0.5% es sacterlostdtico para las foimas no aspari-
ladas; Taub y Luckey (4#), reportan jue 2l clorobdutansl a unz
concentracidn de 0.8% es bacteriostdtica para Staphylocoseus

typhosa.

Slasificacidn de los srrores en qufmica analftica (6), (1%).

Bl propdsito principal de una mebtodoloyfa analftf:a, deha
centrarse en proporcionar informacidn suficilente acerca le 13
composicidn de muestras especfficas, al resolver ua prodlema
particular.

Cuagdo se considera el crlterio de acuerdo con el cual un pro-

cedimiento analftico sard selsccionade, la pre



titud son usualmente los primeros parémetrps que se evaludn.
El térnino error, E, puede definirse como la difersncia entre
el valor observado o medido, O, y ol valor verdadero (mds pro
bable), T+ O sea,

E=0-T

25 evidente gque el error de una medicidn no puede establecer-
se si eI valor verdadero de la cantidad, es desconocido; y
pruesto que el valor verdadero se establece por medicidn, pare
ce imposible encontrar el error asociado con alguna medicidn,
esto es verdad en el sentido estricto del término. Sin embar-
o aesto no es insuperablo, como Se describe a continuacién.
£l error de una medicidn, E, es una meiida de la exactitud

de la meadizidn. Los errores no se expresan cominmente en valo
res absolutos (como en la férmula anterior), sino en valores
relativos, p. e}. con respecto al valor verdadero, T, porque
2l valor'E sin considerar al valor T carece de importancia
prdctica. Por 1o tanto el valor que interesa es E/T. Tsta es
la expresidn para el error relativo, Es conveniente expresar
el error relativo en términos da porcentaje, (E/T) X 100, o

a0 partos nor mil, (7/T) X 10C00. La exactitud de una medizidn

ot

se mide pdor sua arvor relativo,

n 125 3323 oo 1253 ae 2Ll v72lor veriaders de una cantiiad ns
g cono:s on zierto grado de exactituld, es necesarlo expre-
sar la exa:ti*nd de una medicidn de alguna maners que no con-
sidere el conocimiento del error. Zsto puede lograrse obtenlen
do la media aritmética do un nfmero de mediclones y encontran-

do la diferencis entre el valor de uns medida dada v el valor

i
i
i
i
i
1
i



gromedio. Esta diferencia puede llamarse, - desviacidn de un va
lor medido particular:

D= 0« H
Donde D == Desviacidn absoluta

0= Valor de la medilcidn
M= Media aritmética de las mediciones

La maznitud de las desviaciosnes de uns serie de mediciones as
una madida de la preclsidn de la medicidn., Para que tenga un
sentido prdctico, el valor de las desviaciones puede expresar
se de manera relativa con respacto a Me
La precisidén de una observacidn individual es entorces (D/M)
X 100, expresada en porcentaje, o (D/i{) X 1000, en partes por
mil.
Fs evidente, que la exactitud expresa la certeza de una medi -
cién, y la precisidn la reproducibilidad de la medicidn. La
exactiéud sin la procisidn es obviamente impusible, pers la
precisidn de niniguna forma significa exactitud.
Fn los procedimientos de andlisis qufmlcos se pueden encontrar
varios tipos de errores, los cuales puelen clasiflcarse en las
sigulentes categorias:

fErrores daterminados. Los errores daterninados son los

gque pueien ser evltadss o corregidos Jdespuds de determinarse

su magnitud, Las fuentes de error determinadss mds cozunes

sons

a) Los errores causados por el equipo utilizado incluyen el
uso de apartos sin calisrar, construccidn delectuosa de la

balanza de medlcidn y contaminacidn de las disoluciones por



b)

c)

1)

e)

el

el atajue qufwmico de los rezipentes aque los contienen.

Los errores debido a los reaztivos qufmicos derivan de que
los reactivos pueden contener impurszas jue interfieren
con el método de andlisis.

Los errores personales debido a la falta de habilidad del
analista péra distinguir o Juzgar observaclones con certe-~
Za.

Los errores proporcionales tienen su origen en la inexpe~-
riencia o falta de habilidad del anslista.

Los arrores del método son inherentes a las proplecdades
ffsizas y/o jufmicas del sistema objeto de andlisis. “stos
errores son importantes porque su magnitud y signo son
constantes cuando se verifican andlisis repetidos en con-
diciones andlogas. Pueden ponerse de manifiesto modifican-
do las condlclonss de trabajo o realizando el sndlisis por

otro mdtodo completamente diferente,

“rrares constantes. Yon los que se manifiestan cuando en

anflisis de muostras repeti:das apavece un error del mismo

signo 7 magnitud, y este error no puerie ponarse de manifiesto

an foru le falta de precisidn; estos errores son diffciles

de des~ubrir y pueden lncluso pasar inadvertidos,

“rrores sistemiticos., Fstos errores puaden atribulrse

a errores determinados variables, pueden diferir no sélo en
magnitud, sino tambidn en signo al variar las condiclones.
%n algunos casos puede conocerse la ley de variscidn y con

ello aplicar correclones.



Trrores iadeterzinsdss. Zsa cescefas varlaciones, Susss

causas, magnitel ¥y sisnd ny puzden predecirse ni :alcularse.
Fstos errores siguen la ley e probabdilidad y constituyen

errores fortuitos (al azar).

Tyvaluazida de procisidn v enscsiced. jomparaciin de dos oro-

cedinientos de andiisis. (4).

Jna de las formas mds simples de optimizar un prodlema
analftico en pafticular consiste en comparar distintos méto-
dos de andlisis de acuerdo con sus caracieristiras de ejecu-
cidn y seleccionar el que redna las mds favoraoles.

Zn ocasiones se pretende reemplazar un método de andlisis

de aplicacidn rutinaria por otro prozedimiento nfs tarato o
cds rdpido, 0 en general por un procedimiento de caracter{s-
tizas nds desecables. Jada andlisis tienc una variabilidad
proveniente de las pequeiias ¢ lnevitables varisciones usuales
de manipulacidn, medio ambients y mzdilda.

La jetlpici5n de precisidn Jada por analytical Cheaistry (7)),
se reftere a la reproducibiiidai le una medida deantro de un
conjunto Jde mediciones, 2sto es, a la dispersidn de un con -
junto de valores alreledor «ie un valor central. 71 término
sonjunto sa raeflere a un ndzcro (n) de rdplicas de medidas
independientes de alguna propledaid.

Otra definicidn propuesta es la de “Organization for Stanla-~
rizatién" (8), que indica:

Reproducibilidad. ®s la concordancla aproximada entre
resultados obtenidos por. el mismo método o con materialss de

prueba 1dénticos pero bajo condiciones diferentes (diferente



>perador, difereante aparato, diferente laboratorio y/o tiempd
diferenta).

Zepetibili-dad. ©s la concordanzia aproximada entre resul
tadas suczesivos obtanldos con el mismo mftodo o materisles ~
:iéntizos ;7 bajo las mismas condiciones (@ismo operador, mis-
=0 aparato, mismo laboratorio y mismo tiempo).
analytizal Chemistry propone como medidas de precisidn los si

gulentes pardmetros estadisticoss

X1= Medida independicente

Z = Promedio

il

lidmero de meldiciones

na desviacidn estdndar tienc las mismas unidades que la pro-
osledad a medlr. Llega a ser la expresidn uds formal de la pre
:151dn cuando el valor de n os mayor. Cuando las madidas son
indepenlizntes ¥y se distribuyen normalmento, los pardmetros
~stadfsticos mds usuarles son la media para el valor central,
vy la desviacidn estdndar para la dicpersidn de datos.

La varlanza, 52, es el cuadrado de la desviacidn estdndar,

La desviazidn estdndar relativa es la dosviacidn cstdndar ex-
presada zomd> una fraccién de la media, s/X. se multiplica al-~
gunas veces por :len y se expresa como un porcentaje.

La desviacidn estdndar relativa para un método de andlisis -

que se emplea ampliamente, no dehe ser mayor de 2%..



ic

Ctras dos zantidaizs, Gue nd son siezpre recomendables comd
maiidas de pre:zisisdn, 2x:'epts :tuando el conjunto consiste de
unas po2as mediciones sons

La desviacidn media (o promedio), dado por:

D.M.= |i - %

] n

y el Rango, daio por la diferencla de mapgnitud entre sl resu}
tado mayor y menor en un conjunto de mediciones.
Otra medida de precisidn de la media =23 ol Error Estdndar y
se define por:

E= §/{i
Fste valor no s da interéds para evaluar la pre:isidn de un
procedimiento; pero s{ como una modida de la confianza en un
resultado obtenido.
Respecto a la definicidn de exactitud, cuando se.efectdan ig-
terminaciones analfticas se obtienen diferentes resultadss,
Xj. Un resultado puede diferir del valor verdaderolﬁm, el «
cual se desconoce y, en la terminologfa estadf{stica, esta di-

ferancia se reficre al arror:
ey= )(i -/;/.

Si se ofectusn sulicientes mediclones, se obtiecne una media

constante X, donde X es un estimador de la media 4 , de un nd
maro de determinasciones ilimitado. La diferencla absoluta en-
tre ¢ representado por % y el valor verdadero, 4., a3 una me
dida de la exactitud del procedimlento, es decir, que la di -

ferencia entre el resultado obtenido por el método y el resul
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tado real o verladero es una mediia Je nxa:titud. La manara
=4s sen:zilla de abtener alguns estizazidn de la exaztitud del

=4tado, 25 usdndolo para analizsr us wstaniar o material de

3

2ferencia para el cual la coaceatracidn del anglito es cono=
slda con alta precisidn y exactitud, La liferen=ia =ntre el
valor :onocido verdadero y la mcdia de réplica ie determina -
:iones -on =21 método da prueda, sc debe a la zuma de errores
sistexdticos y aleatorios. Fs por 1o tanto nezesaris estimar
la importanzia relativa de cada tipo de error y la estrategia
usada para iste propdsito es investigar si la desviacidn pue-
i» explicarse .eoido a errores aleatorlos solamente, en cuyo
:a89 3e efectda una Prueoa t de Stulent. Si el resultalo es
:ijde las Jesviaciones pueden atribuirse a errores aleatorios,
so considera que el mStodo es exacto. De io eontrario se con-
sidera 4jue la desviacidn es una medida del error sistemdtico.
“sle procedimiento de investiga:idn 4n la 2xactitud tiane la
jesventaja de que el resultads sca vdlido sélo para el mate -
rial de relerencla. Frecuentemente no se dispone de un mate -
rlal estdndar de con:entracidn conoclda. "n ede caso Se compa
ra el "‘rody a tnvestigar o “Mdroio de Pruebs" con el método
~xistents llamado ":Stado Je Relerencia", el cual se presume
Jq1n no invelucra orrares sistemdtlcss.

“sta suposicidn se debe 4 que este método para dicha determi~
naztdn se toma frecuentemente de la literatura como "M4todo
de Refereacla".

Una vez qua se cuocnta con un "Método de Roferencis™ exacto,

los métodos de referencia y de pruebs se aplican para efectuar
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un nfoers de deotarsinazisngs e ol atorial a analtzar,

Los resultados obtensiios puelen amalicarse de varias rmaneras:
(1) Aplicar un 2dlcals de resrestdn lineal a los datos obtend
dos por los métolos 43 ;rueba y de referencls, el zoeflciente
de correlacidn (r), Zeberd tdosimonte ser igual a la unilad;
sin embargo el zoaficiznze e correlacidn servird como un in-
dicador prelimirar d4e iz exaztizud el =8todo y no como un
criterio definitivo,

(2) Investigar si las 1iferencias obtenidas entre los datos
4e los métodos son estadfsticam-~nte significativas o no. “sto
se lozra zediante la apliica:zidn ée la Prueba t de Student.
(3) 51 cdlculo de la desviacidn estindar para el andlisis de
réplicas de determinaciones de mu2stras por dos métodos dife-
rentes utilizanio la Prueba estaifstica F.

La Pruesba estadfstica 7 se utiliza para comparar 1la presistidn
de dds series de medidas y comprozsar si existe una diferesncia
significativa entre las varianzas obtenidos de los datos pro-
venientes de dos métodos o sistemas de andlisis.

(4) La aplicacion de la té=nica Ze experinmentos de recuvsera -
cidn (téenica de adicidn de substancia patrdn) y tdenica de
"Spiking/Plazebo”,

En el método de recuperacion, "Spiking/Placebo™, el ingredlen
te activo puro se adiciona en una cantidad conocida a una nez
cla de exczipientos del sroducto (placeba), teniendo cuidado
de no incluir excipientes que tengan una actividad semejante
a la del fdrmaco, y la uwezclz resultante se 2naliza y compara
con los resultadas esperados.

BEn el método de adicidn de substancia patrdn, sae analiza una
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mezcla jue consiste en el ingrediente activo y los excipien -
tes que componen el producto a la cual se le afiade una canti-
iad adicional conocida de substancia patrdn. La diferencia
entre la nuestra asf{ preparada y 1os resultados esperados es
una medila de la cantidad de suostancia patrdn recuperada por
al andlisis. Fn ambos métodos, la recuperacidn se define como
la relacidédn de la cantidad de substancia patrdn obtenida en
el andlisis a la cantidad de substancia patrdn adicionada.

La srxactitud de un método puede medirse a lo largo de un in~
tervalo de concentraciones posibles. Esto significa que la
exactitud .estd determinada a través de un intervalo que pue=-
de extenderse desde un 80% hasta un 120% del valor esperado
de con:entracién de la substancia que se analiza. Se emplean
procedimientos estadfsticos para comprober la lincalidad del
método. Esta se define como la variacidn en la cantidad del
rdrmaco recuperada por el andflisis como una funcidn de la cap
tidad original del fdrmaco en la muestra. Jualquier desvia --
cidén de la lincalidad indlca que ol método no es aproolado
para la mucstra problema a esa con:entracidn del rdrmaco. En
tales casos debordn realizarse algunas modificaciones y reva-
lidar el método en zuestién o camblarlo por otro.

La Figura No. 1 ilustra algunos resultados experimentales po-
silbles. En esta figura, la lfnea A representa una situacidn
ideal, en la cual el método es lineal y tlene una ordenada al
origen igual a cero. La lfnoa 3 muestra la misma situecldn,
pero con el estudio de recuparacién con placebo. En este caso

la ordenada al origen debe corresponder & la cantidad afiadida



1%

de substancia patrdn.

Figura No.l Resultados experimentales posibles en
el estudio de linealidad de un método
de anflisis.

Jantidad
Recuparada

cantidad de Muestra

La lfnea C muestra que un mStodo puede prescntar linealidad
péro no ser adecuado para andlisis a concentraciones muy ba-~
jas. La 1fnea D es un ejeaplo tipico de un modelo no lireal.
S1 se afectda la recuperacidn solamente en un punto (punto 1
o punto 2), el método puede parecer satisfactoris, el proble-
ma se hace evidente sdélo cuando el laboratorio de pruebs utf
1iza el método en muestras a otras concentraciones, Los re =
sultados de estos andlisis serdn incorrectos debido a que el
método no es exacto para todas las concentraciones.

Para conslderar un mdétodo adsecuado para uso de rautina por un
laboratorio de andlisis, debe disefiarse por evaluacién esta-
dfstica a un nivel de confianza del 95%.

Los métodos de andlisis para farmacos puros pueden evaluarse
examinando la linealidad, del procedimieato utilizando una -

substancia patrén. S1 no se dispone de una substancia patrdn,
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el método puede comprobarse comparando los resultados obteni
doﬁ por éste métodc contra los obtenidos por otro. El método
- alterno debe emplear una técnica analftica diferente de la

que haya sido validada, (9).

MEkodys utilizados para la determinaciédn de clorobutanol

vx1s5te una amplia variedad de métodos analfticos para
la drterminacidn de clorobutansl. Algunos adtodos de valora-
2idn se ocasan on la doterminaciédn de algin grupo funcional y
atros se fundamentan en la compasicidn integra de la molécu-
la de clorobutanol. Entre los métodos qufmicos mds conocidos
Jestacan los siguientes:

1dtodos titulomdtricos. Los métodos de valoracidn titu-

lonétrizos son los mis sencillos y que implican el uso de ma
terial y 2quipd accesible a la mayor{a de los labaratorios
de control analftico. Fstos métodos consisten en la destila-
:14n por arrastre de vapor del clorobutansl en las prepara -
ciones farmacéuticas, seguido de descomposicidn del clorobue
tanol por calentamienta con dlcali y titulaxidn del residuo
alcalin> por retroceso, o blen una vez separado el clorobuta
nol de la preparacidn farmacéutica: éste puede ser determina
io titilomftrizamonte de diferontes maneras:

a) ¥4izdy todomftriss (10}, (11). Tste mdtods se ~asa en la

daterninacidn Jde acetona provenlente de la descomposicidén de
slorshutanol en medlo fuertemente alcalino por un mdtodo io-

domdtrico,

b) Yaioracidn urgentométrica  (13), Por este mftoie al clorg




butanol recidn destilado, se adiciona dlcall y un excess de
solucidn 0.1 N de nitrato de plata. El clorobutanol se deter
mina indirectamente por 1a cantidad de cloruro de plata for-
mado, al titularse nor retrs:eso con solueidn 0.1 ¥ de tio-
cianato de amonio, el nltrato de plata residual, utilizend
como indicaior una 30lucidn de sulfato férrico ambnico.

osta tdcnica analfitica para leterminacidn de clorsoutanol =g
esplesla como método analitico rutinario para la detersiny -
cidn e este conservalor en las preparaciones furma:&ntivgs

que lo contlenen.

fea. (10). EBste mdtodo consiste an

e} Tl
el tratamients aleslino de las preparaciones farme:daticas que
contienen clorobutansl y la determinacidn argentomédtrica del
ion cloruro por un procedimiento amperométrico. Fn »ste mdto-
do se utiliza un electrodo de nlata como electrodo indicador.
A continuacidn a oira cuestra igual pero sin tratamients al -
calino se le detertina ol clorp de la misza manera. Lo dife-
reancia en el contenido de cloro de las dos deterainacionec
corresponde a la concentracidn de cloro proveniente del zlo -
rooutarol en la preparacidn farma:éﬁtica y elimina 2walguier
otra fuente de lon cloruro axterna. La concentracidn de olo-
robutanol en la formulacidn se determina asf indirectamente,
calculandose 2l contenido de cloro encontrado y utilizando

un factor gravioéirico convenieate.

1:14tados eoloric
tansl.

tricos pvars la determlnazidn de clorobu-

Otras técnlcas para la determinacisn de clorobu=ans

52 bBisan

en los métodos colorimétricos, los mds conociins son:
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a) Formacidn del dorivado del dcido hidroxdmico del cloro-
bptansl, (13), (14).

Nste método permite la determinacidn rdpida del clorobutanol
como materia prima y comdo conservador en preparaciones far -
macdutizas parenterales. Se fundamenta en la formacidn del
deido hldroxﬁmico del clorobutanol producto de la reaccidn
entre sl zlorobutanol con la hldroxilamina en solucidn alca-
tina. 3L oroducto forma un complejo colorido al hacerse rea-
cclionar zon el ion férrico; la intensidad del color obedecs
la ley de Lambert-Beer en el rango de 0.1 a 0.8 mg de cloro-
butansl por mililitro de muestra en solucidn.

81 eszeatra de absorcidn del complejo colorido formado entre
el ion férrico y el dcido hidroxdmico en solucién dcida se
caracteriza por un mdximo a 500 nm.

Las interferenzias detectables por este método incluyen com-
puestss tales como ésteres, imidas, cloruros de dcidos, anhi
dridos de 4dcilos, los cuales forman hidroxamstos. La presen-
cia e aniones tales como tartratos o citratos que zomplejan
al ion férrico, o de sales tales como fosfatos y ftalatos =
los cuales forman precipitados con éste mismo, también inter

fieren zan el mdétodd,

14tolg de ensayo turbidimétrics. (15), (14).

Este =ftodo microbiolégico le valoracidn de clorobutancl pre
seata grandes ventajas sobre otros métodos indirectos de de=-
verminaciin del mismo, cuando se emplea como conservador en
precaraciones famacdutlioas,

Sste zdtodo ofrece un alto g rada de especificidad puesto que
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determina exclusivamente al conservador y los resultados ns
se encuentran afaectados por los productos de degradacidn del
mismo. 71 método consiste en la adicidn de cantidades creciep
tes de clorobutanol suostancia patrén, 8 una serle de tubos
de ensayo que rontienen caldo nutritive inoculado con Fs:he-
richia coll. Despuds de una in:ubacidn de 3.5 horas se mide
la turbidez de cada tubo a una longitud de onda de 530 nm oor
medio de un color{motro fotodlectrico provisto de un filtro
de color aproplado. La concentracidn de clorobutanol en la -
muestra se establcce por :omparacidn de la respuesta del mi -
croorganismo de prueba en la muestra por analizar zon la b -
sarvada en la serie de patrones de refercacia de clordhutanol
tratados do la misma manera. Debido a la rapidez de la prueba
y a que las técnicas de esterilidad no necesitan ser estr{z-
tamente observadas, este métoio resulta ser apropiado para la
valoracidn del clorobutanol en preparaciones farmacdaticas en

el intervalo de concentracidn de 0.05% a 0.5%.

Anflisis de clorabutanol por Zromatograffas Lfquida Alta Fre-~

sidn. (16).

La técnlza de cromatograffa 1fquida desarrollads parz la
determinacidn de clorobutanol tiene como principio la sopara-
cidn cromatogrdfica por fase inversa del clorobutanol presen-
te en preparaclones inyectables oleosas y acuosas. ©n esta
técnica analfticza se utiliza una columna de octadecilsilano
de 25 cm. de lonygitud, %.0 wm. de didmetro interno y 10 ziers
nes de tamafio de partfcula.

21 detector empleado es una ldmpara ultravioleta y la razi?

8oad
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de deteccidn para el clorobutanol es de 210 nm.

La fase mivil empleada ¢s una mozcla de metanol-agua (1lsl).
Se recorienda una velocidad de flujo de 1.8 ml/min.

~ste Sistema cromatogrdfico permite la elucidn del clorobuta-
nal a los 5 minutos.

La muestra se extrae previamente en un sistema de hoxano-meta
nol (75:25), recobrdndose el clorobutanol en la fase metand -
lica y finalmente el extracto se lleva a una concentracidn do
0.3% my/ml.

©l intervaln de respuesta lineal para el clorobutanol por cro

~atograffa de 1fquidos se extiende en el intervalo de concen-

tra:idn de 0.28 a 0.4B mg/ml.

ndlisis de zlorobutanol par Cromatografia de Gases.
%n la literatura (17), para la implementacidn de este proce -

e

Jimiento de andlisis, se utilizardn lnicialmente varias colum
ras de cromatograffa para lograr una adecuada resolucién del
clorobutanol,.las cuales se eligieron tomando en cuenta las
:aracterfsticas del 2lorobutanol el cual es un compuests al-
tamente polar por sus gruypos funcionales hidrdxilo y cloruro.
fe utilizé un detector de lonizacidn de flama y como soporte
ie las columnas de cromatograffa se empled Cromosorb W sila -
nizado de tamaiio de malla 70-80, las velocidadaes de flujo de
1os gas2s halio, hidrdieno y aire fueron de 60, 60 y 300 -
=l/min., respe:tivamente,

Ffars la determinacidn de clorooutancl en preparaciones farma-
:futicas se utilizaron diferentes tipss de solventes: ajua,

patrolato y propilenglicol. La fase estacionaris de la columna



cromatozrdfica fue diisodecil ftalato y la fase lfquida fue
propilengliicol. .

Los resultados indican la recuperacién cuantitativa del clo-
robutanol en el intervalo de concentraciones que se extiende
de 0.15 a 1.503 en los tres sistemas de solventes.

Adends del benzaldehfdo, los estdndares internos propuestos
fueron el alcanfor, mentol y ciclohexanol.

Cabe menclonar que esta tdcnica analftica permite la separa-
cidn del clorobutanol de sus productos de degradacidn prime-
rios, cloroformo y acetona.

Bs conveniente destacar que el uso de venzaldehfdo como estdn
dar interno er 21 mdiods cromatogrdfico presenta serios oro-
blemas de estabilidad, debido a su fdcil oxidacidn a dcids
bgnzofco por expaosicidn a la luz o algunas substanclas pre -
sentes en el vehfculo de la muestra por analizar que pudieran
oxidarlo. Zxperimentalmente se ha encontrado que al determt -
narse el clorobutanol en preparaciones farmacduticas por cro-
matograffa Je gases, en donde se utiliza benzaldehido como es
tdndar interno, se observan resultalos mdfs altos que los es -
perados, 1los cuales se incresentan a medida que transcurre

el tiempo entre la preparacidn de la muestra y su deterzina-
cibén. La evidencla indica gue &l benzaliehfdo puede reaccio-
oar lentamente con el vehfculo de la preparacidn farmacduti-
ca o efectuarse una oxidacidn del wismo, y la variacida de la
concentraclidn Jel estdndar interno, provoca irreproducibili -

dad de resultados.
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Selec2idn de métodos para un estudio comparativo.

Los métodos considerados para efectuar el estudio compa
rativo de determinacidn de clorobutanol en soluciones inyec-
tables de tipo oleoso para este trabajo son: a) Bl método
de valoracidn argentométrico por retroceso y b) Fl método de
detercinacidn de clorobutanol por cromatograffas de gases.
Zstos 108 mdtodos fueron seleccionados como se explicd ante-
riormente debido a que cuando se pretende implementar un nue .
vo método de andlisis qufmico, en este caso el método cromato
zrdfico, se dabe demostrar que el nuevo método es exacto y
estd excento de errores sistemdticos; esto puede demostrarse
caararands los resvltados obtenidos por éste método contra
los obtenidos por otro método alterno aplicado al mismo pro-
blema. 71 mdtodo alterno debe emplear una técnica analftica
diferente, validada.

“n este trabajo se selecciond al método de andlisis titulomé-
trics comd "Metodo de Referencia” por ser un procedimiento de
andlisis validado y empleado como método de andlisis rutina-
rio para la doterminacidn de clorobutanol para el control de

calidad de los preductos farmacduticos que lo contienen.

fundarents deo latorrminacidn Jde clorobutansl por el nétodo do

valorazidn ar entamétrico por retroceso. (18).

La detereinacidn argentométrica se fundamenta en al mé-
todo de Volhard para la determinacidn de plata en presencis
de deido nitrico concentrado, con solucidn valorada de tiocts

nato de potasis o de amonio 0.1 N, utilizando como indicador
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ana disolucidn de nitrato [érrico amdnico.

rl hétodo original de Volhard demostré ser de gran valor no
sdlo para la deterzinacidn de plata, sino también en numero-
sos andlisis indirectos como en la deterwinacidn de halogenu
ros.

La plata puede determiparse con una alta precisidn en medio
dcido con solucidn 0.1 N de tiloclanato de potasis o de amo -
nio como precipitante; el tiocianato de plata es una sal es-
casamente soluble, posee un producto de solubilidad de 10‘1%
Un exceso de solucidn de tiocianato puede detectarse instan-
tdneamante con una sal férrica; ésta'\fltina forma complejos
rojos intensamente coloridos de tiocianato férrico, en medio
deldo.

Fn la determinacidn de .cloruro de acuerdo al método anterior,
se presenta una dificultad en la titulacidn por ‘retroceso

del exceso de plata:
- +
Cl™ -+ Ag .—::Agcll
A + SN =—=agsN|
Se tiene ahf dos sales escasamente solubles AgCl y AgSCN, en

equilibrio con la solucidn. Asi se tiene la sizuiente rela -
cidas

!Cl I:(KES)AEJI 10_2'3

[SJN'J (Kps)AgSGN
Despuds de que se ha titulado todo el exceso de plata por re
troceso, un exceso do tiocianato puede reaccionar con el -

AgCl , puesto que ¢l tilocianato de plata es mends solubla -



23

que ei Ag.lls

Agll] + SCN"+&==Agscy| -+ <17
1 eyuilioris se establece cuando {31‘] / [SCN'] ha sido -
ijval a 102'3, despuds qua prfcticamente todo el exceso de
tiscia-277 ha reac~iosnado; el punto final por 1o tanto no se
jetacta con precisidn.
La rear>fn eatre 21 Agll 7 un ex:eso de tiozlanatn es rela<
tivanenss lenta, se rezonienla que la suspensidn acuosa se
2u0Fs @dn .4na zapa de nitrovenzens, li:rofna 5 algdn otro sol
7ente orguinlcy lnmisciole con el agua, el zloruro de plata se
sylomara en la interfase agna-solvente orggnico y asf se zepa
s1 d~ a2 a:idn del tiscianato; se logran rasultados exelen-
tes s. se ahade aproximalamente 1 ml de nitrobsnceno en la -
suspensidn acussa antes de titular por retroceso 2l exceso de
siaty: le ~sts manera se logra -un punto final nftido y per -

sanent=.’

‘undam~nty e 1la tdoptza A2 sromatograflfa de sases. (1%).

1 fuajdaztonto de esta téinlza analftica es la separacidn
¢fsi:a de ios o mds componentes, basada en la diforente dis -
srimeids le dys Jases, una de las cusles es la fasc astaclo-
naria » la otra ~d8vil, Zuanl> ss utilliza un jas 2%m> fase md-
v1il, la td:ni:a se llama cromatografia de gases.

“n la :romitogralffa ias-1fquids, la fase estacionaria es un
1fgquids » ~1 roorso de separacidn se llama particidn: en la
sromatogratia ;ms-sdlido, una superficie sdlida es la fase

:staclsnaria ;y el prozeso de separazidn es de aisorcidn.
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Bn esta tdeaica analftica ol pra-eso que so lleva 2 cz2% es
el sigutente; la fase mdvil o _.% azarreador najo oresidn
mueve una muestra en [rrma dc¢ vasur el puerto de inyeceidn
a travéds de la fase =stacioanarii (solumna) donde se efoctda
la separacisdn de dos o mds zomponentes que constituyen la
muestra; cada componeate se¢ lesplaza por la columna a vele-
cilades Jeterminadas vor suc afintisdns ern 2llay luego zada
componnnte pasa al detezctor dande su zombustidn en una flama
de hidrdgeno produce iones. Un potencial D2 (corriente conti
nua) aplicado entre el colector y la trampas del jet, que -~
constltuyen el dat2ctor, gencra una co-riente eléctrica que
despudés se zonvierte sn voltaje, sc amplifica y aparace en

el graficador como un ploo.

Prineipio de las mediziones en cromatosraffa de gases. (19).

©n cromstografia la masor parte 4e los andlisis se rea-
lizan con el fin de Jsterminar la concentracidn o la cantidad
de materia del, o los coaponentes prosentes en la wmuestra.
Pussto que 2L :ronatogrdfo no presenta los resultaios en for-
ma numdrica, exzepto ol :as> de los intesradores ~lextrdnicos
ligitales, sino <omo varia:iones de voltaja dn salida en fun-
cidn del tieapo, es necesaris transformar dichas variacisnes
en un nidmero y ineso coavertirlo a la informacidn desasda,
La manera de conversién del plcd obtenido en’el cromatograma

en un iato numdricos, puade lo:rarse de diversas maneras:

a) Midlendo la altura del pico. L> mds fdcll es medir la md-

xima distancia a la cual el pico sale de la 1linea hasae. Las
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ventajus son velocidad y facllidad; sin embargo estd sujeto

a2 muchas fuentes de error, entre las que se cuentan las di-

foren:iaz de operadar s operador en la técnica de inyeccidn,
las -onilciones de operacidn del sistema cromatogrdfico como
tenprratera y las velocldades de flujo de los gases, que de-
ben vartonerse constantes etc.

b) Miliendo el drea del pico. "ste mdtodo de medicidn se pre
flere al método de medlcién de altura del pico, por ser mds

repradusible ya que el drea del plco obtenido no depende de

su forma y por lo tantd no se ve afectado por las condicio-

nes ie veriacidn del mdtodo anterior.

Se ran desarrollado una gran variedad de métodos: Manuales,

mecdnices y electrdnicos.

t4todos manuales. Varios de los métodos manualaes depen;
den de la construccidn de un trigngulo de la misma drea que
el pico, %®l tridngulo se construye por medio ge rectas tan ~
gentcs a los lados del plco y extrapolando la 1fnea base de-
bajo del pico.

A= 1/2 Wh

Sin eabargd esta metodologfs es sumamente subjetiva en cuanto

a la apreciacidn de las lfncas tangenciales que deben trazar~

S —
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se, con lo que el drea del tridngulo es una buena aproxima -
cidn del drea del plco. Hay una £rea on la cima la cual a2
deberfa ser incluida, y dos peguedas dreas a los lados que
deberfan incluirse. Siendo muy optimistas puede pensarse que
los errores se cancelan.

Una variacidn de la metcdologfa anterior consiste en usar la
altura y el ancho a la zedia altura, lo jue evita el proble-
wa del dibujo real del tridngulo (ya que elimina el factor
de julcio), pero slempre sobreestima el drea pués el tridn -

gulo esta completamente dentro del pico real.

Estos dos métodos muestran un problema comfn. 2l pico ideal,
para el cromatografista, es alto y estrecho. La altura puede
medirse con bastante exactitud, pero la medida dal ancho por
ol eontrario puede tenar un error grande., Tl ancho de la 1f-
nea de tinta es teambidn un factor a considerar.

Otro método que so encuentra on ocaslones es el de las flgu-
ras de papel, cl cual consiste en cortar con unas tijeras el
pico y luego pesarlo. Los problemas, ademds del de destruir

el registro, se deben uds que nada al papel. La densidad del
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papel no es uniforme, como Sm asume, y es ademds nigroscd -
plco por lo que los factores de respuesta variardn con la
humedad, situacidn ésta que no es recomendable; por otra par
te es laborioso cuando se hacen muchos andlisis.
14todos meszgnicos. a) 31 planfmetro es un dispositivo

que czonsta de una cabeza trazadora, la cual se mueve desde
algdr. punto de partida arbitrario alrededor de todo el pie
y res;rcsa al punts de partida; la cabeza del integrador con
un trazador en la parte inferior, un contador en la superior
'Y un pesd fijo o punto de partida. Se anota la lectura del
contador, se traza la curva, y se vuelve a anotar la lectu-
ra. .2 diferencla entre estas medidas es el drea del pico.
Los prezios de cstos planfmetros son bajos, lo que los hace
atraztivos; pero principalmente proporcionan satisfactoria
sxs~-titud de medida a pesar de le forma del plcu.

b) Tl integrador de dlsco es un dlspositivo mecdnico acopla
do Z2irc-tamente al mecanismo de la ﬁluma del registrador;
tiene su plumilla lndepondiente y dibuja un trazo fino a lo
larg> del papel del registrador. La unldn es tal que la dis
tancia total desplazada por la plumilla del integrador es
proporcional al drea del pico del trazo principal que causo
el desnlazamiento.

Las vantajas del integrador de disco son: bajo costo, opera-
zi3n automdtica, lndependiente de la forma del plco y ol re-
gistro directo en el mismo papel donde estd el cromatomagra-
me .

‘Las desventajas son que los picos cromatogrdficos deben per-

mapecer en el papel de la carts del registrador pars ser me-
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didos por sl integrador, por lo que dece conocerse ngrfecta-
mente la sedal cromatogrdfica para cada pico, de modo de pre
ver una respuesta apreciablemente grande en el tamafio del pi
co para cambiar la atenuacidn de manera de integrar los pi -
cos exactamente, y luego incluir el factor de atenuacidn en

el cdlculo del dren.

#4todos_eleztrinicos., La gran ventaja de los integrado-

res electrdnicos digitales es su capacidad de funcionar -~-
solos sin ninguna atencidn por parte del operador. Una vez
que se ha inyectado la muestra y presionando el botén de par
tida, mide los tiempos de retencidén y las dreas de los picos
que corresponden, produciendo luegs un registro impreso de
los datos. )

El esquema general del intezrador electrdnico es el miswo

para todos los fabricantes:

RELOJ

I

LOGICA [~-—= IMPRESOR > SALIDA

ALINEN-
TACION —

‘———1 INTEGRADOR
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Sal2UL0S

Asumtiends que se tiene una senaracldn cromatogra'ficn
ouena, o al menos tan bucna como la muestra lo permita, y ha~
bienio detlzidido al método para coavertir los picos & ndmerss
discretas, deben relacionarse estos ndmeros con la composi --
cidn de la muestra. Hay muchas formas poslbles de cdmputo; la
gseleccisn de uno en partizular depende de la exactitud desea~
da y de la cantidad de trabaJo que se quiera realizar.
Los mftodos bdsicos de cdlculo son, en orden creciente de com
plejiiad {ry d= exa:titud), los sigulentes:

tormallzazidn de dreas.

Normalizazién de factores de respuesta.

_Estandarizactdn extocrna.

Kstandartzacidn interna.
“n este travajo ol método de cdlz:ulo usado fue el de Estanda=
rizacidn interna, por ser el método mds exacto y por contar
con los recursos necesarios para efectuarlo. Por lo tanto se-
rd el dnico método de ecdlculo que se discutird aquf.

Mérodo de zflcoulo por “standarizacidn interna. Para el

ampleo ie @ste mdtodo de cdlculo debe contarse con una mezcla
de calloracidn jue contlene cantidades conocidas de cada uno
de los :omponentes a ser analizados, mds un componente afiadi-
do que no esté presente en las muestras analfticas, conocido
como estdndar interno, y que 3e emplea como material de refe-
rencla.

Las etapas de cdlculo para el patrdn de calibracién sont



Estdndar PLed Area
Estdndar 1 Ay 5
Interno

2 Aog
3 Ass
*stindar Ang

internc “
b As

1) Para cada pico, dividir el dres medlida entre la cantidad Ze
ese componente para obtener el factor de resoucsta.
La "cantidad" puede tomarse en unidades de zoncentrasidn o
peso absoluto, como se desee, ya que san s3lo las cantldades
rolstivas las que nos interesan.

2) Dividir cada uno de los factores de respuesta entre la del

estdndar interno para obtener los factores de respuesta rela

tlvos.l
Pico Area Concen- Factor de Factor de
tracion Respuesta Respuesta
Relativo
1 Ms C1s Fhys PR g
2 AZS C2S FRaS FRRJ
3 Aas °3s FH3S FHEBS
FEstdndar
Interno AES CES FRES Fﬁn,s
4 Ay Cys FRys FRRyg
. . . . .
1 A c FR FRR

is is is is



La tercera columna merece un comentario adicionalt:

Es5te prosadimiento de callbracidn estd dirigido a obtener
factores de respuesta relativos; no se csta calibrando en el
sentido absoluto. Por consigulente an la tercera columna se
pueden expresar concentraclones, cantidades inyectadas, can-
tidades pesadas en una balanza analftica y luego dilufdas en
upa cantidad de solvente. El dnico requisito es que estos nf
wmarosg representen las cantidades relativas de los diferentes
componentes.

La cantiiad inyectada no es crftica. Todo aumenta o dismipu~
ye pronorcionalmente con la cantidad layectada (siempre y
cuando se permanezca en el rango lineal), pero los factores
de respuesta relativos permanecen constantes. %s sin embar-
go, una buena idea eligir el tamafio de inyeccidn comparable
al que serd usado con las muestras.

9sta es una muestra & la cual se le ha afiadido una cantidad

conocida de estdndar interno antes de cromatografiarla.

Muestrazs

Pico ATea

1 A
Estdndar M

Interno 2 A
M

3 A
M

Estdndar

Interno ‘m
b by




Rste plco se usa para
las cantidades reales
clondndolos con dicho
Las otapas de cflculo

plco.

para la muestra san:

la calidra:idn absoluta, y se obtienen

de los deudfs plcos de la nouestra rela-

1) Para cada pico, dividir ol 4res medida entre su factcr de

respuesta relativa para obtener el drea corregida. Bsta

otapa elimina el efecto do la no uniformidad del detector.

2

~

Dividir cada una de estas freas corregldas.entro la del

estdndar interno para obtensr la cantidad de cada componen

te rolativa a la del estdndar interno.

3) Multiplicar cada una de las cantidades relativas por la

cantidad real del estdndar interno para obtaner las canti-

dades reales de cada componente.

Pico

3
Estdndar
Interno

4

i

Area

A
A
A
A

Bw RE

Factor

FRR
15

FHR;

Area

Corregida

AC

Cantidad
Relativa

CR

CRn

k1
CRex

cr

Cantidad

Real

Resumiendo algebraicamente el cdlculo de cada uno de los tér-

minos anteriormente seflalados, para el componente i de las

preparaciones patrén y muestra:



1) Pactor de H:spuesta:

A1.S
[

is

FR=

2) Pactor de respuesta relativo:

— A1s/"Ls

FR,
PR, = = = ~
1~ Fhgg T Apsogg

3) Area Corregldas

A, A
AS, =it = i y
IMT FRE ,5/C g)e (Apg/Cps

%) Cantidad Relativa

ACy, _ Ao \ + 4
CRan= "y —(Aislcis)i-(kns/cns)/ L

5) Cantidad Real:

A A\
Ryjy = SR X = ( iM - A
e * (hg/Cg) ¥ (Ag/Crg) — B Om

Rearrezlando los términos; para el cdlculo de RLH'

W = (A g/ Apy) X _Sis X
M (A glAgg) ) Cen
“ ES
Jusnds la concentracién del estdndar interno es la misma tan~
to en 1a preparacién muestra como en la preparacidn patrdn de

calibra:idn, ¢z decir, cuando
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ta expresidn anierior queda as{s

(R, /Ag,)
iM/ Fy
= B ..
Ry = 1S
“J.s/‘m)

Adends, si los factores (Ao /Agy) v (A 15/Ase) los identifiza-

mos como Ry ¥ Ry, la ftime expresidén puede representarse as{:

R

R“‘: R‘ X Cs

Que es la férmula de cdlculo final empleada para la determina~
cidn de uno, dos o 1 componentes en una muestra por cromatogra
f£fa de zases cuando se calcula por el mdtodo da estandariza -

cibn internsa.



CAPITULO III
GENERALIDADES

Hombre jufmica. (20).

Tlc¢robutanol

3ipdni-os
2-propanol 1,1,l-tricloro-2-metil, clorbutol; 1,1,1-tri-
:loro-2-metilpropan-2-0l; Alcohol tricloroisobutflico; clo =

reton; 2,2,2-tricloro-tertbutflico; Metaform, Sedaform.

Tdrmula
s
c“3'g;0313 P.M. 177.46 g/mol
sfntesis

El clorobutanol se prepara por la oxidacién de una mez-
cla de hidrdxido de potasio o etdxido de potasio en clorofor

mo y azetona,

Propleiales Ffsicas

Se prosenta en forma de cristales incoloros de sabor y
olor 8 aleanfor. Sublima fdcilmente, la forma anhidra tiene
un Puf. de 97 °C, 1a forma heaihidrato tiene un P.f. de 78 9g
2l punto de ebulliclén es de 167 °C a una atmdsfera de 760
wakig y e 135 °C a 245 malg,

35
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€1 clorobutanol so solubiliza fdcilmente en agua calien-
te, un gramo se disuelve en 1 ml de alcohol, 10 ml de ;lice ~
rol; soluble en cloroformo, acetona, dter de pétroleo, deido

dcatico glacial.

Descripcidn Farmacopeica

El clorobutanol es anhidro o contiene no mds de la mitad de
una molécula de agua de hidratacidn. Contiene no menos‘de -
98,07 y no mds de 100.5¢ de CuH7OCI3, calculads con base en
el compuesto anhidro.
Identificacidn

A. El espectro de absorecidn I.R., determinado en una cel
da de 1 mm, de una solucidn 1 en 50 de disulfuro de carbono
exhibe un mdximo a la aisma longitud de onda que una prepara=-
c¢idn similar de Clorobutanol Substancia de Refereacis U.S.P,

3. A 5 ml de uta solucidn (1 en 200) preparada reciente-
mente, afiadir 1 ml de solucidn 1 ¥ de hidrdxido de sodlo, afia
dir lentamente j ml de solucidn reactivo de iodo, se observa
un precipitado amarillo de lodoformo, caracter{stico por su
olor (21).

2+ A 0.1 g de clorobutanol en 1 ©l de aleohol, se afaden
5 wl de solucidn reactivo de hiirdxido de amonio, 1 ml de so-
lucidn reactivo de nitrato de plata y 2 a 3 gotas de solucidn
reactivo de hidréxido de sodio, calentando la solucidn hasta
obtener un color café, se aprecia la formacida de plata méta-

lica; al enfriar, filtrar y acldificar el filtrado claro con
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soluaidn reactivo de dcido nftrico, se sprecia la formacidn
de un precipitado blanco.

D. Mezclar aproximadamente 20 mg de clorobutanol con
2 ml de solucidn 10 M de hidrdxido de sodio y 1 ml de piridi-
.na; calentar en bafio de vapor, y agitar; la capa de piridina

se observa de cdlor rsjo.

Deterninacidn de agua

Se utiliza el Mdtodo de Xarl Fisher. Debe contener no amds
de 1.0¢ en la forma anhidra y no mds de 6.0¢ en la forma hidra

tada.

Daterninacidn de cloruros
Una solucidn de 0. g de clorobutanol en uns mazcla de

25 &1 de alcohol dilufdo y 1 ml de dcido nftrico debe presen-

tar no wds cloruros que los correspondientes a 0.50 ml de una

solucidén de dcido clorhfdrico 0.02 X,

Reaccidn
Agltar vigorozamente 0.9 g de clorobutanol con 25 ml de

agua; el agua debe permanecer neutra al papel litmus.

~ Aconiicionamiento y empague
1 clorobutanol debe conservarse en contenedores hermd-
ticos.
Marbhete

El marbete debe caracterizar al clorobutanol como anhi -
dro o hidratado.



Usos

El clorobutanol tiene propledades antibacteriales y antilup-
sicides y se smplea a una concentracidn de 0.5¢ como conser-
vador en inyestablaes y soluciones ctta’l:zlcas, Sticas y nasa-
les,

El clorobutanol es un sedante y anal;ésico lo:al con cna  --
accidn similar a la del hidrato de =loral, p>ro =:nos potente
[} lrritanteApara el estomago, (22), sun coando la DA {Tele-
ral Drug Adalnistration) no considera al clorobutanol :omo
an ingrediente activo dentro del panel de Miscelaneos “xler -
nos, el Dr. Joel Hertz (Directar de Serviclos Té:nicos da —-
Whitehall) propuso a la FDA una monograffa considerando al
clorobutanol coms analgfsico eaterno, {(23). vl Dr. Hertz eco-
m_enta que: "Reclentemente se propusiersn nuevos datos consis-
tentes de resultados le prueba de induccidn de dolor en cala
de ratén, para (':onstderar al clorobutanol 1ingredieéente activo
dentro del Panel de Misceldneos Fxternos de la FDA",

El Dr. Hertz prepard una formulacidn con clorobutanol al 5 3,
dcido tdnico al 25: en alcohol isopropilfeo, y otra forz.ala-
cidn con clorobutanol al 54 en alcohol isopropflico.

La primera se emple$ con 6xito en el tratamients de ufias en~
terradas, la segunda formulacidn se encontr§ que proloaga
significativamente el tiempo por el cual el ratén puede tsle-
rar un estfmulo de dolor inducido.

‘El Dr. Hertz concluye: "Estas dos muestras actdan por un efeg
to de analgésico local para reducir la reaccién norral al do-
lor; a%ade que por sf solo el alconol isopropilfco na.ipcra -
ments la tolerancias al dolor®.
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F£l clorobutanol en pequeiias d5sis se utiliza contra mareos,
peio os menos efectivo para este propdsito que la hioscina

- ¥ los f{rmacos antihistamfnicos, (22).

Sn polvo al 1 y 2¢ externamente, Se ewplea para aliviar el
prarito y otras condiclones irritantes de la piel; una solu-
cidén al 17 en parafina 1fquida se usa prinoipalmente en el
alivio de las reacciones del catarro.

®Bn odontologfa, sc utiliza una soluciédn sl 25¢ en aceites
voldtiles, tales como el aceite de acacia y el ajo, como cu-
biertas para pulpas Infectadas 5 oxpuestas.

Rl clorobutanol se emplea también como plasticida en ésteres
y dteres de celulosa, (20).

Jatezorfsn terapedtica humana. (20).

Principalmente como agente antimicroblano y analgdsico dental.

Cateorfa terapedtiza veterinaria

Se emplea como sedante mediano, antiprurftico y antisdptico.

Ffeetos tdxieos. (22).
%1 envenenamiento agudo puede producir estupor profundo, hi-

potensidn, disnea y cianosis.

Tratamiento de gfectos tdxicos

Por va:lado estomasal, por aspiracidn y por lavado. Debe pro-
poreionarse respiracidn artificlal heste que dsta se rasta ~-
blezca totalmente.

Incompatibilidades
a) 21 clorobutanol se utiliza en preparaciones farmacduticas

a gnu concentracidn de 0.5%; esta concentrscién se aproxima
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8 su punto de saturacién a bajas temperaturas y puede presen-
tarse cristalizacidn.

b) El polisorbato 20 y el lauromacrogol 1000 reducern la
velocidad de hidrélisis del clorobutanol a pH 9.2, pero el
macrogol 4000 a0 tiene ese efactd.

¢) Fn presencia de trisilicato de magnesio al 1§, o1l :x1o-
robutanol al 0.5% no tiene actividad antibacterial contra
Staphylococcus aureus.

d) La bentonita al 1{ y la carboximetilcclulosa al 1% re-
ducen 1a actividad del clorobutanol .enire un 20 y un 303.

e) El clorobutanol difunde de una solucidn acuosa al 0.5¢
almacensda en contenedores de pelietilens, ia pérdlds se in-
crementa con el tiempo, temperatura de almacenamienio y dres
de polietileno en contacto con la solucidn, después de 10 se
wanas la solucidn de clorobutanol al 0.57% al::éenada a a;rs-
ximadamente 20 °3 en contenedores de polietilea> de 15 y 39
wl de capacidad no tuvierdn actividad bactericida contra -~
Pseudomona aeuroginosa; pero almacenada a temperatura de 4 a
8 °C mantuvo su actividad bactericida en contenedsres de 1%
a 120 ml, (22).

£) La pérdida de clorobutanol como =onservador 1a lrs so-
luciones parenterales acondi:ionadas en frasco vial para zul-
tidosis por interaccidn con tapones de hule, pucde ilevar a
la contaminacién de la preparacién inyectable por introdi --
ccidn de hecterias ocasionalmente.

Dicha pérdida del conservador on ¢l iuyeclmbie se explica de

diversas maneras: Masuccl y Moffat (23), la eoxplican dobids
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= la vaporizacldn del conservador del frasco vial; Weinner
\24), ia explica debido a la composicién diferente de los
vapones de hule; Siddell (25), atribuye el problema a la fal-
ta de unif$rm1dad de contenids de los tapones a causa de una
t{nadez:343 calidad de los patrones estdndares y al deficlente
sontrol de los métodos de manufactura.

3on ol orepdsito de determinar los factores due influyen en

™

a périlla del consaervador en las soluclones inyectables

azondicl

9

nadas en frasco vial multidosis, Lachman (31), efec-
t40 un experimento donde se evaluaron los conservadores:
aleansl Z2encflico, alcohol fenilet{lico, alcohol p-claro-/f-
fenilet{lizo, clorobutancl y metilparabeno. )

Los elastdmeros usados en este estudio fueron los mfs comin -
wmente utilizados en la industria farmacéutica como son el hu-
le natural, el neopreno y el butilo.

Se estuits adends la dependencia de ls temperatura en la de -
gradacidn ; ol proceso de difusidn.

Tl experimento consistid en preparar soluclones inyectables
con diforentes conservadores a las concentraciones adecua -
das: Alcohol p-cloro-Z -fenilet{lico 0.3%, alrohol fenllet{l1
20 0,57, aleohol benc?llco 1,0%, metilparabeno 0.2% y cloro
~atanol snhidro 0,57, Se prepararon con agua para inyects -
ole y solucidn amortiguadora de pH %, se acondicionaron en
frasco vis' multidosls y ampolletas, se ongargolaron 5 sella-
ron respectivanente. %n el caso del frasco vial se pro -
oaron 125 tres diferentes tipos de elastdmeros mencisnados
antericrmente y fuoron almscenados la mitad en posicidn ver-

tical ¥ 1o otra mitad on posicidn invertida y almacenados
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en estufas a tempers-ura constante de 25 °:, 4o °c, 50 O¢ &
60 °2 *1.5 °,

Tambidn se prepard una solucién inyectable constituida de
solucién amortiguadora de pH 4 y tratada de la misma maners
que las soluclon=s con conservador.

56 efactud un estudio de estabilidad acelerada del conserva-
dor con las soluciones antes menczionsdas, as{ como un andli-
sis de actividad microbiolégica, pH, camblos qufmicos y £f -
sicos que hubieran ocurrids con el tapdn como dureza, forma
y color.

Las soluciones control con solucién amortiguadora en ampdlle
ta y frascos viales se determinaron de forma rutinaria.
Posterlormente se determins la pérdida de conservador de las
soluciones antés mencionadas evaluando su contenido residual
después de efectuarse un ciclo de esterilizacién por sutocla
ve.

Los resultados encontrados en este experimanto indican, que
1o disminucién del clorobutanol fue hasta de un 0% de una
solucién de clorobutanol a pH 4 contenida en frasco vial Yy
almacenads a 60 °C por 12 semanas; adends ¢l fendmens de in-
teracclén_do 1la naturaleza del tapdn-concentracidn del clo-
robutanol sigue una cindtica de degradacidn de primer orden,
Fn la tabla No. 1 se presenta una comparacidn de la pérdida .
de clorobutanol en frascos viales con tapones de diferente
composicién; se comprobd que los tapones tienen un marcado
efecto sobre la deteriortzaczidn ea ld concentracién del con-

servador a todas las temperaturas, Esta puode atribuirse a:
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a) Adsorcidn y absorcidn dol conservador en cl tapdn.

b) bifusidn y despuds volatilizacidn del conservador del
tapdn de hule, ¥y

¢) Interaceidn del conservador con el material extrafdo

421 tapdn.

La tatia No. 2 muestra el porcentaje de clorobutsncl perdi-
do 4v la solucifn, debido a la influencia del tap3n de hule;
este valor se establecid restando al porcentaje de conserva
dor residuul determinado en la solucidn envasada cn frascos
vizles de la determinada en la solucidn envasada en ampolle
tas, tal3d las mismas cendiciones de almacenamiento. Se obser
va que el mayor grados de degradacién ocurre en las dos pri -
meras semanes ¥y despuds el camblo es menos significativo; lo
que deauestra que existe un equilibrio entre la concentra ==
cién del conservador y el tapdn. También se determind que la
mayor p‘rdida de concentracidn de conservador se presenta en
frascos viaics almacenados en posicién lnvertida. Fl manejo
de frascos viales de esta manera no es comin; sélo se preten
¢1d acentuar el efecto del contacto de la solucidén con el ta
pén en el frasco visl para determipar su efecto.

La talla No. 3 muestra la dependencia en el contenido del
censesvador residual con la naturaleza del tap3n en frascos
viales multidosis despuds de su almacenamiento. Los datos de
niestran que el tapdn de nedpreno es el mayor responsable dea
la dismirucién cel clorobutanol de la soluclén, asto estd de
acuerds con las caracterfsticas de este wmaterial, mds poroso

que el hulw natural y el butilo lo cual se traduce en mayor



N

Tabla No. 1 Porclento -lo périfda de clorobutansl leblda al tapdn. (31).
Tomp. Eggggn‘gf Hale Natural Hule Heopreno Hule Butilo
oy e imas) | vertical | Invertldo | Vertical |Invertido | Vertical | Iavertido
25 2
8 12.8 17.0 25,6 36.2
12 19.1 21.3 12.8 19.1 31.9 3%.2
1%} 2 23.% 3.2 38;10 4o.0 31.9 BN
8 23.% 36.2 42.6 49,0 31.9 B4
12 23.4 Lo.0 LY ,7 51.1 3.9 1.9
50 2 B.h %0.0 40,0 51.1 3.9 ¥%.2
8 ¥%.2 ——— 3*.0 46,8 27.7 .0
12 .0 4o,0 W, 7 93.2 31.9 *.0
60 Bl 2.6 Ly 7 49.0 Yh 7 46.8
8 21.3 29.8 27.7 B 29.8 3.9
12 1.9 29.8 42,6 63.8 25.6 25.6
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Tabla No. 2 Influencia de la diferencia de conposlcion de tapones an el
porcentaje resi.dual de la concentracidn de soluciones de
clorotutanol envnsadns en frasco viales despuds de su alma=-
conamiento. (3%)

- Jomnosizidn del tapdn
Tiampo de et Hulg Matural lleoprrno Nutilo
Tgtp. Q}Tﬁig"“" 32§2,5$ 4 vorii- | Inver- | Verti- | Taver-{ Verti- | Inver-
v (semanas) cal tide cal tido eal tido
25 2
8 100 87.3 83.0 7%.5 63.8
12 100 81.0 | 78.7 87.3 81.0 | 68.1 63.8
4o 2 100 76.7 | 63.8 61.7 59.6 | 68.1 61.7
8 100 76.6 63.8 57.5 51,0 68.1 61.7
12 97.9 74.5 57.5 53.2 46,8 66.0 66.0
50 2 97.9 59.6 57.5 57.5 L5.8 66.0 61.7
8 93.6 57.5 e 59.6 46.8 A6.0 59.5
12 91.5 5745 k2,5 40,8 38.3 59.6 575
60 2 95.8 57.5 53.2 51.0 46,8 51.0 L8.9
8 1.0 59.6 51.0 53.2 k2.5 51.0 48.9
12 724 5745 k2.5 29.8 8.9 h6,.8 46,8
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grado de difusién con menos impedimento.
En cuanto al efects del ciclo de esterilizacidn por autocli-
ve de soluclones inyectables con conservador en salucidn -~
amorfiguadora de pH 4 y contenidas en frasco vial utilizando
los tres tipos de tapones aates zencionadios, la tabla N:.
nuestra que el ccnservador xzds 2Svctado :5 el aizohol p-clo-
ro-p-fenilet{lico respecto a la concentracidn residual del
conservador; ademds se obsevva que el tapdn menos reactivo
es el hule natural.

Tabla No. 3 Efecto del cié¢lo de esterilizacién

por autoclave en el contenids del

conservadoar en ctoluclones en frasco
vial con tapin de hule 4~ dirferente

composicidn.
!
£ Residual de conservador N
Ampolleta Hule Mule ‘l Hule :
Jonservador Contrecl Natural Naoprena | “ptiia’
Alcohol p-clo- | !
ro-g-fenilet{- :
1ico 100 91 88 £8 l
Alcohol fenil- | l . ;
atflico 100 100 ] 9 : o8
1 :
3lorobutanol 95 92 92 i 9z |
!
Alcohol Benef- 1
1ico 100 100 90 100 ;
Metilparabeno 100 100 | 100 100 l

Espectro bactericida del clorobutarol

. El clorocutanol es zompatitle con un gran o'imero d»
substanclas qufmicas y fdrmecos, se uca amplisacnic .ou. =

agente bocterlostitico en soluciones parenterales. “n la i
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teratura (%), se sncuentra que el clorobutanol as un agenta
bactrriortftico completo, en una solucidn saturada al 0.83
cortra wi:r.organismos no esporulados, especf{icamente Fs-
cherichia c¢olli, Staphyloecsuccus aureus, Baclllus mesentericus
facll.us ~egatherium y Baclillus subtilis.

Per ~trs parte briggs y Callow (3), indican gue el clorobu-
tan>l en una 411uzidn 1:200 es bacteriostdtico para las for-
mas no aspsr~uladas. Taub y Luckey (4), reportan que el clo-
robutansl en wna dilucidén 1:125 es bactericida contra Staphy

lococrus t/sprosa.

Pstakiiid~1 del slorgbutanpl

Se hz aemoctrado que el clorobutanol usado como agente
v3aterissiatizo en medicamentes sufre descomposicién en so-
Lucidn acuosa, as{ como por el calentamiento de su solucidn,
duraste el cizlo de »sterllizacidn en autoclave a 121 °2
por 20 din. > por calentamiento a 1C0 9 por 30 min. duran-
te tres dfas consecutlvos, (5). Murphy (26), estird el por-
centaje de hidrflisis de soluciones acussas de clorobutanol
3 difcrentes valores de pH después de esterilizarse on auto
clave por periodos de 5 a 20 min. y establecid que 1la htdgé
1isis 4drl :lerobutanol es ligera a valores de pH menores de
3y ¥ se incremsata notablemente en soluclones menos dcidas.
También damostrd que cuando las soluciones alcalinas o neu-
tras U» s.fi:'ente capacidad avnortiguadora que contienen --
clorobutannl, se esterilizan por autoclave, el efecty anti-
hacteria: disminuye notablemente.

Los resultados del estudio de la cindtica de degradacidn de
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clorobutancl (27), demuestran gucs

1.- La degradscidn del clorobutanol on soluciones acuosas es .
una reaccidn especflica catallzada por el ion hidréxilo.

Con respecto al ifon hidrdéx1lo siguen una cinétlica de orden
uno las soluciones de clorobutanol a pH entre 5 y 7.5, v de
orden cero entre pH 2 a b.

2.- La energfs de activacidén aparente, Wa, para la degrada -
cidn del clorobutanol en soluctones acuosas de ph 2 a8 7.5

es de 30.7 Keal. Puesto que esta energfa de activacidn apa -
rente incluye ¢l calor de lonizacidn del agua (aproximadamen
te 12 Kcal) la Fa de la roaccidn al:alinz deke ser de 1£.7
Kcal, un valor razonable para uns reaccldn hidrolftica de
este tipo.

3.~ Se determind el tiempo de vida media a 25 °C para el clo
robulunvl en solucidn scuosa del calculd de las constantes -
de reaccldn especffica a varios valores de pH v a 25 9, 71
tiempo de vida medias del clorobutarnsl en solucidn amortigua-
da a pH 3 se calculd en S0 afios a 25 °3, mlentras que su =~
tiempo de vida medla en condiciones similares a pH de 7.5
fue de 0.23 afios. Similarmente la descomposicidn del cloro -
butanol en solucién azuosa a 115 °C durante 3C win. a pH 7.5
¥ 6.0 se calculd en 13 y 5E7 respectivamonte.

L.~ Se encontrd que la pérdida dr clorobutanol en medicamen-
tos se debe no sdlo a la descomposicidn qufmica sino tambidn
a la volatilizacidn durante la preparacidn y almacenawiento
a travds de contenedores porosos, tapounes, etc.

5.~Los productos de degradacidén principal del clorobutansl
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en soluciones acuosas son aceiona, wondxido de carbono,
daido clorhfdrico y trazas de dcido oX-hidroxiisobutflico.
6.- Deblds a la produccidn de lones H' durante la hidréli =
sis, el pH del medio, si no estd awmortiguado, disminuye.
Debids a esta disminucidn del pH y a la velocidad de degra -
dacidn que es muy lenta a pH bajo, la hidrblisis debe ser
un tanto limitada en soluciones mo amortiguadas.

7.- Fl clorobutanol es inadecuado en soluciones débilmente
alcalinas debido a que el calentamiento lo dascompone con
pérdida de actividad antibacterial. BEs adecuado enr soluiones
€cidas. )

El claroéutanol finamente pulverizado debe lncorporarse en
el agua a una temperatura entra 60 y AS On v dobs agitarse
@ intervalos hasta completar la disolucidn; temperaturas
mayores incrementan la pérdids por volatilidad o retardan

la disoclucidn.

7=l clorobutanol tiene actlvidad bioldgica de vasodila-
tacién y relajante del mdsculo lisa, (28).
La actlvilad bioldglca dol clorcbutanol en diferentes siste
mas farma:futicos no es la misma. %l clorobutanol al usarse
como conservador en preparaciones farmacduticas de péptidos
neurchipofisarios se eacuentra en una proporcidn variable
respecto al péptido activo. Por lo tanto 1os efectos del
conservador deben de ser casi dominantes en preparsciones
dilufdas del péptido de baja actividad.

Los péptidos neurohipofisarios (p. o). oxitocina y vasopre-



sina) libre de conservador tienen efectc de vasodilatadar,

de varios gracos en alguanas aspecies. 2o 2l honbre 1s oxitc-
cipna libre de coanservador tiene efecto de hipotensor, aun;ia
no tan pronunciado como en aves, (29).

Para la demostracidn de aste elezto de vasﬁdila::cidn ¥ Te-
lajacidn de miszulo liso debids al ciorobuanol an prevara -
ciones farmacduticas de péptidos neurohipofisarios contenl=n
do clorobutanol comn conservador se utilizaron sesmertos afs
lados de trdquea de conejo; los sezmentos sc suspendieron on
solucidn de Krebbs vy se equilibraron a una tan.idn de T.0 3
por 2 hrs. Bl segmento se llevd primero & un estsdo Je con-
traccidn con la adlcidn de 50 mcs/ml de acetilasling en un
bano de agua. Después de alcanzarse un estads de contracatidn
estable, se afiadid por separado una dosis de oxito-ina comer
cial (Syntocinon) de 1.0 U/ml, el mismo volumen dc diluente
con conservador (clorobutanol) y 1.0 ml de oxitonina likze .
eppnservadcr, Bl Syn:ouiuun y su diluente provoa - relats
c¢idn inmediata de los segmentos de trdquea prezontrs{ise,
pero la oxitocina sin conserva-dor no presentd nin:in elect:
demostrable; puesto jue el clorobutanol tambidn tier2 efast:
vasodepresor en zato intacto, el clorobutanol no puede ser
considerado como substancia inerte.

Estudios experimentales han demostrado que el clorobutanol
en concentracidn de 500 mg/ml produce una disminucidn de 307
en la amplitud de contraceidn y un 20% de lncremento en la
duracidn de accidn potencial, (30). Bl clorobutanol disminu-
ye la velocidad de conduécidn inducida y la automaticidad no



se maniflestan dentro del mdsculo ventricular aislado.

Rl efecto inotrdpico negativo se encuentra en varias formu-

' laciones ¢on epinefrina y algunos otros pdbtldos semejantes
que contienen como conservador clorobutanol en concentracio-
nes suficientemente altas (mayores de 500 meg/ml).

Tste efecto lnotrdépico negativo se observd en miocardlo als-
lado de saps el cual se puso en contacto con una formulacidn
proporcionads por los Laboratorios Sandoz Pharmaceutical
cuyo rrinciple activo es OradyKinin y contlene clorobutanol
como cdaservador.

Probando ssluciones del prinelpio activo puro de 3radykinin
se observd que el efecto no era deoido al principlo asctivo
sino por ol contrario, el Bradykinin ejerce un efecto inotrd
pico positivo cuando se inyecta sistémicamente. Esto fue de-
mostrado sometiendo miocardio aislado de sapo en solucidn de
Alnzer oxigenada de pH 7.4 8 37 °C a .una tensidn de 2 K di =~
~8s 7 con2etando el miocardio a un electrodo de Ag:agll y é;
te 8 un 23:1loscopio; a este sistema se afiadieron 0.1 mg de
3radykinin y 500 mg de clorobutanol dilufdos en solucidn sa=-
'ina fisisldgica, encontrdndose reduccidn en la tensidén iso-
adtrica del drgano aislado.

£l dniz=o caso de intoxizaidn fatal por clorobutanol reporta-
do, (23), ocurrid en una mujer de 45 afios aproximadarente,
intoxizada intenclionalmente con un frasco de una onza de Den
tslone facricado por Parke Davis. Fl marbete indicaba 175 -
sranos de clorobutanol por onza de producto, los resultados

de distribucién en flufdos y tejidos se muestran a continua-



Medio
Sangre entera
Plasma
Orina
Contenido estomacai
Cerebro
Rfgado
Bilis
Ba zo

Rifidn

b Conce. on mg/l00 gz.
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Joacentracidn (2g/189 ml’
6.4
6.5
3.2 X 10 °
16,1 P

.1



CAPITULO IV
PARTZ EXPERIMENTAL

Para el estudio de comparacidén de métodos de andlisis
en la doterminacidn de clorobutanol en preparaclones farma-
cduticas oleosas, se considerd inlcialmente el Método de De-
terminacidn de Clorobutanol por Cromatogratfa de Cases, con-
siderado como "Método de Prueba® frente al Método Titulomé ~
trico considerado como "Método de Referencia",., Para la eva -

luacién del M&todo Sromatogrdfico se realizaron los sigulen-

1318 do Linealidad de¢ respuesiag

dio de lepetibilidad:

10 le Recuperacidn con Muestra.

Se reallizd un Sstudio de Repetibilidad utilizando el Mdétodo
T{tulonétrico de anflisis de clorobutanol aplicado a 1a misma
muestra emplearla para el Fstudio de Repetibilidad por el ME -
todo Sromatografico.

Se efectud un anglisis comparativo estadfstico con los datos
obtenidos por ambos m§todos para selaccionar el mds apropilado

para su uso.

53
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Matodo de Jromatorraffa de Gases nara la determinacidn An

clorobutanol en preparaciones farmacduticas inyectables oleo-

s85s.,

Fste mdtods utiliza benzaldehfdo como estdndar interno
y clorobutanol substancia de referencla. %j}o las condicio-
nes propuestas el benzaldehfdo exhibe un tiempo de retencidn

de aproximadamente 2.79 min. y el zlorobutanol de %.10 min.

Biquipo y condiciones del sistema :romatogrdfico:

Equipo.- Cromatdsrafo de gzases Perkin-Flmer Sigma 1B
con detector de ionizacidn de flama e integrador elestrdnico
digital.

Solumna.- De 4 ples de longitud por 3 mm de didmetro in-
terno, empacada con Zarbowax 20 M al 107 con tamafio de partf-
cula de malla 50-80 y soporte Jas “hrom Q.

Tamperatura e la c¢olumnn.- £5 es,

Temparatura del inrcrtor.- L0 Yz

Temparatura de¢l Jdetectar.- 180 9z,

Flujo de gas acarrcador (helio).- 60 ml/min.

Atenuazidn.- S

7olumen ie fngseccidn.. 1.2 nicrolitros.

Procedimiento Cenarai pawa la daterminazidn de clorobutanol

nor ronatoyraffs de Jasns

Prengracidn Jde mustva vy scustancin de refarancia

A) Preparacidn del _estdnlar interng., Se transfirlerdn

0.35 wl de benzaldehfdo R.A. a un matraz volumétrico de
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250 mlg se A enivieran y afcraren con disullurv de carvono

¥ Se homogenlzd perfectamente. Esta solucidn se emplea tanto
para la preparacidn de las muestras, como para la de clorobu
tanol substancla de referencla.

3) Prepiracign de la solucidn de clorobutanol substan =

gia Je_referencla. Se pesd aproximadamente 125 mg de cloro -
butanol U3P substancia de referencia; se transfirieron a un
matraz volumétrico de 25 wl, se disolvid y aford con disul-
furo ds carbono; se homogenizé perfectamente y se transfirie
ron 5 ml de esta solucidn a un frasco vial de 100 ml, se afia
Jiecdn 5.0 mL de estindar interno y 40 ml de disulfuro de
carbono d.A.; se mezcld perfectamente. La solucidn asf obte-

nida 2orresponie a una concentracidn de 0.50 mg/ml.

2) Preparacidn de 1a Muestra (X). Se transfirid una
cantidad equivalente de 24 a 25 mg de clorobutanol (5.0 ml
de muestra medida con una pipeta volumétrica) a un frasco
vial de 100 ml. Se adadleron 5.0 =l de la prepsracidn de .estdn
lar internz y 40 ml de disulfuro Je carbonoe R.A.; se homogeni-
26 y zentrifugd la maestra.
Sa inyestaron 1.2 wmizrolitros de la preparacidn de clorobuta-
nol substancla de referenclia y muestra al cromatogrdfo, uti -

lizanis las wvondiciones dara el equipo antes mencionadas.

(#) KO0TA: La muestra usada corresponde a una preparacidn far~
zacéutica oleosa comercial Je "Neo Sec Forte", Lote MY-543
que contiene clorobutanol cowo conservador, proporcionada

por Laboratorios Upjohn, S.A. de C.V,
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C) Cdloulos. Calcular el contenido de clorobutanol expre

sado en mg/ml con la siguiente Pérmula:

R
R’: xcsx%-

Dondes

R, Relacidén del £rea integrada del pico de ?lorobutanol de
la preparacidn substancia de referencia al £rea integra-
da del plco de benzaldehfdo de la preparacidn substancia
de referencia.

Rm Reluacidn del drea integrada del pico de clorobutanol en
la muestra al drea integrada del pico de benzaldehfdo
en la muestra.

e, Concentracidn de la preparacién de clorobutanol substan-
cia de referencia, expresada en mg/ml.

Vl Volumen total empleado en la preparacidn de la muestra
gxpresado en mililitros.

va Volumen de la preparacidn farmacfutica oleosa emplesda

en la preparacién de la wmuestra, expresado en mililitros.
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Sisteca de Recugerasida eon Musztra

Para la realizacidn de este estudio se analizaron cues-
tras coasistentes de 1z muestra problema a las que se les -
adiciond solucidn de clorobutanol substancia de referencia
en diferentes proporciones para obtener 10¢, 110, 120, 130
140 y 150% de la concentraciéa normal del conservador en el

ensayo.

Procadimiento para el estudio de recuperacidn

A) Preparscidn del estdniar interno: Como se describid ca
el Procedimiento jeneral para Determinacidn de Clorobutansl

por Cromatograffa de Gases.

B) Preparazidn de Clorobutanol Substancia de Referencin:
Se pesd aproximadamente 125 mg de clorobutanol USP substsan-
cia de referencia; se transfirieron a un matraz volumétrics
de 50 ml, se disoivieron y aforaron con disulfuro de cardsno:
io que constituyd la Solucidn A; se transfirteron 10 ml de
la Solucldén A a un matraz volumStrico de 50 ml; se aiadicroa
5 wl de la preparacidn de estdndar interno y sv agregd dizui

furo de carbono hasta el aforo; se homogenizd perfectamcate.

C) Preparacidn de muestrass Se prepararon muestras confor
me a1l procedimliento presentado en la Tabla No. 4. Las muas-
tras se mezclan perfectamente, se centrifugan a 2500 RPM
durante 10 min. y se inyectan 1.2 microlitros de cada mues -

tra y substancla de referencia al cromatogrdfo.



Tabla No. 4 Diluciones de clorobutanol para el
estudio de recuperacidn

£ Nivel Solueidn A | FEstdndar | Muestra o)

ensayado (ml) Interno (wl) (al)
100 . 0 5 ) Lo
110 1 5 1 39
120 2 5 5 38
130 3 5 5 R7J
140 b 5 5 36
150 5. 5 5 35

D) Cldlculos.
1) Zalcular el contenido de clorobutanol encontrado en mg/ml,

segdn la expresisn Cy1

3]
-
I

2) Calcular el contenido total de clorobutanol en miligramos
encontrado en la preparacidn, de acuerdo a la expresidn Bl;
multiplicando el resultado de clorobutanol en mg/ml, obteni-
do, Cl, por ol volumen de la preparacidn original de la cual
se partié, vy

o)
I
[«
>
«
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o

o)
]
£3
3
3%
3
2

miligramos en la preparacidn, de acuerdo a la expresién B,
el cual proviene de la preparacidn farmacéutica oleosa, -
(V3 X 3;3) 'y de la adlcidn de clorobutanol substancia de re-

ferencla, (V3 X 33), para la preparacidn de la muestras

By= (v2 Xcy)+ (v3 X c3)

L) Calecular el contenido de clorobutanol sybstancia de refe-
rencia afiadido, en miligramos, en la preparacién; de acuerdo
a la expresién Az, la éual se obtiene multiplicando 1la con -
rentracidn de clorobutanol en mg/ml, por ol volumen de la -
preparacién farmacéutica oleosa para la preparacién de la -

nuestras:

3) lalcular el contenido de clorobutanol substaencla de refe-

rencia encontraio, en miliyramos, en la preparacidn; de acuer
i0 a 1a expresidn Al, el cual se obtiene restando el conteni-
do de clorobutanol correspondlente a la preparacidn farmacéu-
tica oleosa en la preparacidn de la muestra (V2 b ¢ Ca), del

zontenido total de clorobutanol encoatrado, B ¢
Aj=m B - (V; X &p)

6) Calcular el porcentaje de recuperscidn de clorobutanol -



50

substancia de referencia encontrado en la preparacidn, de
acuerdo a la expresidn Ry, dividiendo la cantidad de clorobu-

tanol substancia de referencia encontrado, A,, entre la cantl

1
dad de clorobutanol substancis de referencla ensayada, A,,

en la muestrat
By = Al/Az X 100

7) Calcular el porcentaje de recuperacidn de clorobutanol

total encontrado en la preparacica, de acuerdo a la expre --
sidn Ry, dividiendo la cantilad de clorobutandl encontrado,
By, entre 1ia cantidad de clorobutanol total ensayado, B,, en

la ruestra:
Ry = 51/82 X 100

Dondes:
Rm Relacidn del drea integrada del plco de clorobutanol en
la muestra al drea inte;rada dal pico de benzaldehfio en

la muestra.

R_ Relacidn del drea integrada del ples de clorobutanol de
la preparacidn substancia de referencia sl drea integra-
da del plco de benzaldehido de la preparacidn sutstancia

de referencia

vl 'Yolumen total de la ltiza dilucidn empleada, en milili~

tros, utilizados en la preparacidn de la muestra.
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Volumen de la preparacidn farmacéutica oleoss eapleada

en la praparacidn de la muestra, expresada en mililitros.

Concentracidn de la preparacidn de clorobutanol substan

cia de referencla, expresada en mg/ml.

Joncentracidn de clorobutanol de la preparacidn farmacédu-

tica olmosa empleada, expresada en mg/ml.

Soncentracidn de clorobutanocl de 1a "Solucidn A" empleads,

expresada en mg/ml.

Volumen de la preparacidn de la "Solucidn A" empleada, ex

presado en mililitros.
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Bitudlu de Linealidag

Bste estudio permite determinar si existe una relacidn
lineal en el rango de 50 a 150% iel contenido tedrico del in
grediente actlvo cuando se anallza de scuerdo con el ensayo
propuesto en el "Procedimlento General para Determinacidn de

Clorobutanal por Cromatograffa de Gases".

Procedimiento para el ®studio de Linealidad. FPsta prug

ba se realizd usando soluciones de clorobutanol substancia

de referencla preparadas en un intervalo de concentracidn del
60 al 140f de la concentracldn teorica presente en la formu-
lacidn,

Se pesaron aproximadamente 125 mg de clorobutanol USP substan
cia de referencla; transferidos a un matracz volumétrizo de

25 ml, se disolvid v agreed A1snifuse dc carbono hasta el afg
ro; a esta solucidn se le denomlnar{ "Solucidn B",

A partir de la Solucidn B se prepararon las sigalentes dilu -
ciones en un frasco vial de 100 ml, de acuerdo con la Tabla
No. 5. Estas diluciones se mezclan perfectamente, se ceantri-
fugan a 2500 RPM durante 10 min y se inyectan 1.2 microlitros
de cada dilucidn al zromatografo de gases.

Se determine la relacidn de 4reas del pico de clorsbutanocl al
pico de estdndar interno, para cada nivel de concentracidn en
sayado. Los resultados se tabulan y se graflca la respuesta
obtenida de relacldn Je dreas contra cada nivel de concentra-
cidn correspondiente. LoOs resultados se muestran en las Ta -

blas Nos.6 y 7 y urdfica No. 1, en el Cap{tulo de Sasultados.
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Tabla No. § Diluciones de clorobutanol substan-
cia de referencia utilizados para
el Estudio de Linealidad.

Sovayado | Doferas | SMESTP|

(ml) (m1)
60 5 3 k2
8o 5 4 'S}
100 5 5 Lo
120 5 6 39
1o 5 7 38

Tstudis da “epetitilidad en el Método Cromatogrdfica

La precisidn del ensayo puede ser medida por la desvia -
cida estdnaar relativa de andlisie Ae r&plica d6 @uwstras y

sreparazidn de substanzia de referencia.

Procediniento psra 1 Fstudio de Repetibilidad del Méto-

do Zromatoprdfico. La precisidn del Mdtodo ’romstogrd-
fico en la determinacién de clorobutanol en preparaciones far
macéutlcas parenterales oleosas, se determind preparando tres
muestras con clorobutanol, como se menciond en el "Procedimien
to Ceneral para Jeterzinzzidn de Clorobutanol por Sromatogrs -
rfa de Gases" e inyectando cads muestra al cromatogrdfo de ga-
ses 5 veces, se deternind el contenido de clorobutanol de cada
inyeceidn. A los resultados obtenidos, una vez tabulados, se
les practica un estudlio de desviacidn estdndar. Dichos resal-

tados se muestran en la Tabla No. 1l2.
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Princinin del mdtodo +itulomdtrics para ls deterninacidn de

slorobutanol en preparacionns farmacdyticas oleosas.

_Este método consiste en la separacidn del clorobutanol
de una prenaracidn farmacéutica osleosa meliante lestilacidn
nor arrastre de vapor., "l :lorooutanol asf adbtenido se trata
con dlcall y un exceso de solucidn 0.1N de nitrato de plata,
determindndose el cloracutanol por la z2antidad de cloruo de
plata formado, al titularse por retroceso el nitrato de plata
residual con solucidn 0.1 N de tioclanatc de amoanio, utilizan
do como indicador suwiata férrizac amdntes.

SFrosedimients nara la dete-ninacidér le clorobtutandl en

soluzion:s inyrctables oleozas oor el método titulomd-

trico. Se transfirio una :muestra de aosroximadamente
100 mg de clorobdutanol (20,0 ml de muestra medida 32n una
pipeta volumétrica) a un matraz de Xjedabl; se éonecto el
matraz a un condensador vertical rectc y sa 2alectd al cloro-
butanal en un matraz de Triesuecer de tupdn esmerllado, cuyo
contenido era de 25 ml de solucidn de hidrdxido de potaslo
alcooh3lico al 30%. Y1 matraz Frlenmeyer se sumergio en un
baiio de hielo y el tubo terminal del conilensador se puso en
contacto con la superficie le la solucidn de hidrdxido de po
tasio. Se soloco debais del matraz de destilacidn un mechero
de Junsen; la llama se¢ resuld de manera que no quelaran mds
de 3-" mwl de agua en el matraz 4ol destilado, al final de la
dostilacion; se destild a una velocidad moderada hasta colec
tar unos 100 ml. Se desconectd el avarato de destiiacidn y se

lavd 1s punta del condepsador primero con alcohsl y desouds
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con aguaj se tapo el matraz y so dojo reposar toda la noche
o temperatura amblente. Se afiadio dcido nftrico concentrado
hasta hacer la solucidn dcida al papel indicador, agrezando
Ja 5 ml de exceso. Se dejd enfriar y se afisdieron 25 ml da
solucidn 0.1 N de nitrato de plata, 5 ml de nitrobenceno y
se homoi-nizd perfe:tamente. Se titulo con solucién 0.1 N de
tiociatato do amonio usando solucidn de sulfato férrico amdni
1] cnﬁo indtcador. Sa preparo una solucidn blanco y se deter-

mind de La misma manera.

Sflculos., Jalcular eL contenido de clorobutanol en mg/ul

con la siguiente férmula:

(Vg - V) XN X 59.1%
v

A

Donde:

Vg = V51umen de tiocianato de amonlo gastados en la determina
cidn de la preparacidn blanco. :

Vy = Volumen le la solucidn de tioscianato de amonio gastados
en la deterninacidn de la muestra.

VA = Tolumen ie alicuota de muestra utilizada en el andlisis.

N = iormalidad de la solucidn de tiocianato de amonio.

59.1%=Paso miliequivalente del clorobutanol
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Procedimients pars sl Mstudic dc Bepetihilidad del Mdtodo

Titulomdtries.

La precisidn del ¥4todo Tltulomdtrico en la determinacida
de clorobutancl an orevarazicaes farmacdutlcas lnyectables
alnosas, se determind preparando 15 mu-stras zon clorobutanal,
c;nforme al "frocedimiento nara la determinacidn de clorobuta-
nol en soluciones oleosas »or -1 método titulométrico®, men:lp
nado anteriormenta. Al ser valoradas las muestras en su conte-
nido de clorobutanol y tabulados los resultados, se les caleu-
16 la desviacidn sstdndar, (Tabla No. 15 en el Capftulo de Re-

sultados),



CAPITULO V
RESULTADOS

Resultaios soore Fstudio de Linealidad. Mdtodo Cromatogrdflico.

Los resultados del estudio de linealidad se obtuvieron
de una sslucidn de clorobutanol substancia de referencia (Sg

lucidn B) que contenia 5.302 mg/ml.

Tabla No. 6 Resultados del Wstudlo de Linealidad
por el Método Cromatogrdfico.

% Nivel Joncentracidn Respuesta Respuests
ensayado Clorobatanol Promedio
(mg/ml)
60 0,3182 0.64
2 o.squ . 0.6470
: 0.5486 .
1.0533
100 0.5302 1.0595 1.0609
1.0022
1.0583
1.2550
120 0.6362 1.2619 1.2632
1.2626
1.2629
1.5k
140 0.7423 1.4666 1.4679
1.4709
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Los pardmetros estadfsticos manejados para el tratamiento de

datos son los siguientes:

P Kool
a
RMe =L 4+ H
2
R*H~-L

%RSD S
a

X 100

ta_X_ -~ YUY
8/{n”

X = t(g.l.,0L/2) _S

n

m = n X, = (¥x

aE2X3) - (21)2



b, (Ey) (Fx2) - (Ex) (Z xv)

alE ) - (=)

Fule 2 n(ZExy) = (£x) (EY)

Donde:

V(e ) - (=0 a(=y%) - (Zr)z

X - Hedia

R«M. = Rango medio

D.¥, = Desviacidn media

2

yuntuacidn mfs Alta

Puntuacidn mds baja

= jidmery de datos

§7= Varlanza

= Jesviacidn Estdndar

383D, ¥ Desviacidn Estdndar Relativa

o¢ = Nivel de significacidn

gel.

* Grados de Libertad
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Andlisis
mﬂ
b=

FeCo =

de Regresidn Lineal:

Pendiente d¢e la recta dae regresidn
Ordenada al crigen de la recta de regresidn

Factor de zor-clacidn de la recta de regresidn.
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71

tadfstico para el Bstudio de Linealidad se

Tabla Nos 7 Andflisls estadfstico de regresidn lineal
sobre 103 resultados del Estud
lidad, ussndo clorobutanol substancia de

referencia.

10 de lineg

H“t‘i‘gfm ! 3327&1) Pr};::gio =2 '.>'_'.y2 = xy
‘ Ix 4
1 l 0.3182 0.6470 0,1013 0,4187 0.2059
2 ! 0.5302 1,0509 0.2811 1.1255 0.5525%
; 3 } 0.4242 1.2632 L oohoug b o1.g0em 1 o0 g0ag
| Y | 0.742 1.4679 0.5510 2.1547 1.0896
| L 2.2263 4,4 390 1,381 { _9,2945 2.6814

a) Ordenada al origent b= 0,0323

D} readalente ae ia recta

¢) PFactor de Correlacidni

o= 1.9354%
F.Ce= 1.0000
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Resultados del Estudio de Recuoeracidn, Mdtodo Zromatoprdfico.

Los resultados obtenidos en el ¥studio de Secuperacidn
fueron logrados utilizando el Sistema de Recuperacidn con Hueg
tra.

La concentracidn de clorobutanol substancla de referencla fue
de 0.5283 mg/wl, la concentracidn de clorobutanol en la "Solu-
cidn A" fue de 2,6162 mg/ml, la concentracidn de clorobutanol
en la preparacidn farmacdutica empleada fue de 4.9010 mg/mi,
determinada en la Seccidn de "Resultados del TUstudio de Repe-~
tibilidad del Mdtodo Cromatogrdafico® .en el Capftulo de Resul-
tados de este trabajo.
La respuasta cromatoprifica de la preparacidn de clorobitanol
substancia de referencia fue de 1.0201.
Los ;esultadoé del Fstudio de Recuperacidn de clorobutanol
por el Método Cromatogrdfico estdn presentados en la Tabla Ko.
8; a'estcs resultados se les aplicd un estudio estadfstico
para demostrar sl los resultados obtenidos, dentro del error
experimental indican un porcentaje de recuperacidn del 100€.
Para esto se aplica la Prueba t de Student y se plantean dos
hipdtesis, nula y alterna, B, v Hy respectivamente, con un
aivel de significacidn del 57,

Ho ¢+ X =4 =100

Ha H X #3/7
El estudio estadfstico Prueba t de Student se presenta en la
Tabla KRo. 9.
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Tabla No. 8 Resultados del @siudin de Racuperacidn de
Clorotutanol por el vdtodo de Cromatograrfa

de gases.

% Nivel - .

enigyg Ry Ry 5 8 B, Ay Ay R, ity

100 %'&8: 0,463 | 04900 24,500 | 24,50 N
ENCE I 900 24, L R mem | mmmee 99,98
1.0329

110 iggz 1,0352 | 0.5361 26,805 | 27,1200 | n.6152 2.3010 | 87.95 9k . BY4
1.14

120 1182 tawa | o 5925 | 29.625 | 2 o | o232
1:11030 . «99 9.625 94735 232 5.1200 97.85 99.63
1.2475

130 %3{:32 1.2471 0.6459 32.295 | 32.3950 | 7.8L84 7.7900 | 99,25 99.81
T.%12 ) '

140 %gggg 1.36%2 | 0.7065 350325 | 3.9700 | 10.4448 | 10.620 | 103.39] 101,10
1.4335 . .

150 %kgoi 1.4329° | 0,7421 .05 | 37.985 | 13,081c | 12,600 | 96,32 98,81
. J .

R, = 1.0201 V=5 ml C,= 4,9010 mg/ml

cs = 0.,5263 mg/ml c3 = 2,5l92 mg/mL
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Donde:
B2 Masa de clorobutanol total aifladida en la preparacidn, ex-
presada en miligramos.

A, Masa de clorobutansl substancia de referencis afiadida en

N la preparaci’dn, expresada en miligramos.

B; Masa de clorobutanol total encontrada en la preparacifn,
expresada en miligramos.

A, Masa de clorobutanol substancla de rererenéia encontrada
en la preparacidn, expresada en miligramos.

= Concenlracidn de ciorobutanol encontrada en la preparacidy,
expresada en mg/ml.

Ry Relaclidn del drea integrada del pico de clorobutanol al
drea integrada del plco de benzaldehfdo en la muestra.

R,: Relacidn promedio de Ry

Rl Porcentaje de recuperacidn de clorabutanol substancla de
raferencis encontrads cn la preparacidn.

Ry Porcenta)e ae resuperacidn de clorobutanol total encontra

do on la preparacidn.
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auin Wo. 3 anallsis estadiatico de los resultados
dcl Bgtudio de Recuveracidn de Cloro -
butanol por Cromatografia de Gases -
aplicando el criterio de t da Student.

Pox X | 0?52 | s | ¢ [s(e.re,/2)

Ry | 483.70 7 30,950 123.0 32,25} 5.68} 1,200 4.776

R, | 42.11{ 33.62] 3.26 | o.81] 0.90] 0.9m1| 2.5m

tonctusidnt Pueato que el valor de t calculedo, t*, €8 menor
que el valor rcorrespondicnts obtsnido de teublas, L} ve acep~
ta la hipdtesis nula, €s decir, podemos considersr aque el
‘avcentnje de recuperacidn obtenido por el Kétodo Cromatogrd
fico en la determinacién de clorobutanol en nreparaciones -
fart.céutican oleoeas no es signiricativamente diferente de
1,

¢on lna resultados de recuperacién de clorsbutanol obtenidos
3e afectud un estudio de linealidad para comparar contra los
Heaultados del Extudic ds Linsalidad obtenidos ewpleando clo
robutanol substencia de referencia. Los resultados se mues —
tran en las tablas Noes. 10 y 1ii.
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Andlisie estadistico de regrasidn linenl
de 108 ilerultados del Estudio de Recupe-~
racién de Clorobutanol por Cromatografia

Tabla No., 10

de Guses.
. Conc. Reop,
# Nivel  (,./n1)  Promedio x? Y2 XY
ensayudo X Y
100 0,4950 0.9463 0,2401 0.8354 0.4637
110 0.5361 1.0352 0.2874 1.0716 0.5550
120 0.5325 1.1441 0.3511 1.3030 0.06779
130 0.6457 1.2471 0.4169 1.5552 0,852
140 0.7065 1.3642 0.4931 1.8610 0.9638
150 0,7421 1.4329 0.5507 2.0532 1.0634
3.713% 7.1650 2.3456 8.74%6 4.5292
a) Ordenada al drigen: b = 0.0003
b) Pendiente de la Hecta: m = 1.3393

c) Pactor de correlacidn: FP.C. = 1.2000

Cowpuracidn de andlisis de refresidn lineal
aplicado a los Resultados obtenidos en los
estudios de recuperacidén y linealidad en
clorobutanol por el Nétodo de Cromatografinm

)
-+

Table No.

de ¢ases.
Pendiente de la Ordenada 8l Pactor
recta de regre- origen de la de
sidn recta de regre=- | Correlacidn
aidn

Estudio de 1.9354 0.0323 1,000
Linealidad
cstudio de
Recuperacién 1.9303 0.0003 1.0320
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Respuesta Prouedio

L ..Grdfica ¥o. 2

© Estudio de Linealidad usando

refrrencia
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Resultados del Sstudio de Repatibilidad. Método Cromatografico,

Los resultados del estudio de repetibilidad por el M4to=-
do Cromatogrdfico, se obtuvieron empleando clorobutanol subse
tancla de referencis a una concentracidn de 0.5302 mg/ml con
una recpuesta cromatografica Ry de 1.0201.

Los resultados del estydio de repetibilidad del Método Croma=-

togrdfico sc muestran en la Tabla No. 12.

uesulizdas del Tstulio de fepetibilidad, Mdtodo Titulomdtrico.

Lis rezultados del Wstunilo de Mepetibilidal para la deter
minacidn e clorohutanol en praparaciones farmacduticas oleo-
sas, se outuvieran aupleando solucidn 0.1026 N da nitrato da
plata y solucidn 0.10?73 N de tiocianato de amonio como titulan
te, la alicuota de muestra utilizada fue de 20 ml. Los resulta

dos se muestran en la Tabla Lo. 13.

Zistuiio conparativo de métsios.

Para investigar la relacidn entre varianzas de dos pobla-
clones astadfsticas, se cmplea el consento de la distribucidn
F. Tsta inferencia estadfstica permite comparar si existe
una diferencta significativa entre 1las varianzas obtenidas
de 1ps datos provenientes de dos mdtodos o sistemas de andli -
818 diferentes. Do existir una diferencia siznificativa, esta
tebe provenir de una desigualdad en los promedlos respectivos
ie estos dos métodps.

Para zonprooar dicha desigualdad se aplica la Prueba t de
Student.

®n el :aso partizular de este trabajo se quiere comprobar si



Tabla No., 12

8o

Resultados del Estudio de Repetibilidad
para la determinacidén 4

mm 21 MLeada
PULT G4 mw

wSaT

3a Dewnma
aé wITRO

e clorobutanol
sgrafia de Gases.

Muestira Andlieis Respuesta Clorobutanol
No. No. “m {ne/ml)
1 0.3413 4,62324
2 0. 2451 4, 2120
1 3 0. 3444 4, 2055
4 0.3443 ©4,2000
5 2,92437 4,2047
T o7IITY ITETTT
2 0.2429 4.2008
2 3 3. 2460 4. 2168
4 n aasa 4.6 70
5 U, 2405 4,5CF3 |
1 0. 3303 3.0
2 0.3454 L3137
3 3 0.9445 4,908
4 0.9413 4.8924
5 0.J433 4.9028
X = 4,3010 mg/ml
Reléi, = 00,0135 me/ml
R = 0.,3270 mg/ml
Deide = VL0020 mg/ml
5?2 0,0001107
S = 0.0105214 mg/ml
ARSD = 0.2140

Intervalo de
confisnze paras
la estimacién
de la izedia

a) Con un nivel de
confianze del 357

(4.901 + 0.000)

b) Con un nivel de
confianzn del 974

(4.201 + 0.00%)

Linites de to
rancia para 1l
estinacién de
la media

1e | &) Con un nivel de
- confisnze del 95%

a

{4.901 + 0.023)

b) Con ur nivel de
confianza del §9%

(4.301 + 0.031)
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Tabla No, 13 Resultados del Eetudio da Repetibilidaed
pera la determinacién de clorobutanol
por el Método Titulométrico.

Huestra Vol. Eco. VYol. #ta. Clorobutanol
¥o. vy (1) v, (m1) (me/l)
1 23.8 8.3 4491506
2 23 8.3 4.21%
3 23t .2 4,317
4 2347 8.4 4,8522
5 21.8 g.3 4.3156
b 23.8 8.3 4, 9156
7 238 [ 8.3 4,315
8 23.8 3 Cez 4. 3474
9 2.7 ’.4 4.6522
10 23.3 .l A4.4730
11 23.b b.4 4,55 35
12 23.8 t.3 4.91%6
13 23.8 8.2 4.3474
14 23.8 8.4 4,839
1% 238 i €2 4.9156
X =
Reil, =
EI_ -
DN, =
2
S =
! 3=
] “hSD =
! A} Can un nivel de
! Intemzlo de confienzn del 35% | (4.914 + 0.013)
; ivnze nara
! sncidn de - -
ble modie ; b) C?nu\m nivel de 1 (4,914 + 0.104)
i ; confianze del 9% -
{ Limites do Tole | g Con un mivel de
rancis para la l confiunie del 95% | (4.914 + 0.075)
! estimacibn de |
ia medis ‘ﬁ . N
ib) Con un nivel de (4,914 + 0,104)
i

confianza del J3%
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axists nna difarantia significativa antre lpe ragnltadog ob-
canidos por loz los mitodss da andlisis (cromatogrdfico y ti
tulondtrico), en 1a determinacidn de clorobutanol en prepara
ianes fariac-duticas inyaec-tables de tipo oleoso.

a) Anli2a:i3n da la Prueba de F a los resultados obtenidos
:n ia Se2terzinazidn d= clorobutanol por los métodos cromato -
srdfien y vitnlonétrico.
zra ~fe:ztuar ila Prueha ds F se propone una hipdtesis nule que
supone jue la varianza del Mctodo Cromatogrdfico es igual a la
T:l ¥étalo Titulondtrizo y una hipotésis alterns que supone
418 awpas varianzas con iiferentes; ademds se considera un nf

val de signif!azidn 2el 95%.

H : s2=3g2 5222€.0001
a < t c

v 2w §2=20,0012
- 2 . {

~1 valor de F czlculado con los datos de varianza de ambos

28todos as:

Fo 222282 35 5000
0.C00%

=1 valor de F o:ctenldo de tsblas estad{sticas es det

Flie, 14,0, 025 = 2,95

Jonzlusida: Puesiz que ol valor e P ozalealedc es moyor que el
¥3ler eorresporcientc obtenide e vic Ui, s: recheczz le pipd .

L2518 hulaj e oo per
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b) Aplicacisn de la Prueba de t de Student a lam rannlta
d0s obtenidos en lp determinacidn de clorobutanol por los
@étodos Cromatogréfico y Titulométrico.

Para efectuur la Prueba t de Student en la comparscién entre
las madiar de los resultados de determinacidén de clorobuta -
n2l por 1os ¥{todos de andlisis Cromatogrdfico y Titulométri
co, Fe propon: una hipdtesis nule que supone que los prome -
dios obtenidos por ambos métodos de andlisis son iguales y

una hipdtesis nlterna que supone qus los promedios obtenidos
por ambos métodos de sndlisis son diferentes entre si, con -

siderando un nivel de significacién del S£t

B = Ve Y 4
“u ' "i{c /1'{\". Ha : sfle” At
s2 = 0.0012 X, = 4.9135

t ° t

s2 = 0.9001 X,= 4.3010

41 valor de t obtenido con los valores correspondicntes ess

=1

(Si /n1 + s: /n)2

Eele = -2

L(sf /n) / (a + 1)+ (53 /n)) / (ny+ 1)

(x, = X%.) - ( - )
‘- L% A 42

Vs 7a) + 3 /my)

gel. = 17

t = 1,3287



8l

KL valor de t obtsnido de tablas estad{sticas es da:
£(17,0.,025) = 2,110

. Conclusidn: Puesto que el valor de t calculado es menor que
el valor correspondiente obtenido de tablas, no s2 rechacza
1a hipdtesis nula; lo cual oquivale a docir que las dos me-
dias no son significativamente diferentes en ambos métodos

de anflisis.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONFES

Los resultados del estudlo de determinacidn de clorobu-

tanol en preparaclones farmacduticas inyectables de tipo

oleoso por sl kdtodo de Sromatograffa de Gases demuestran quet

1)

E)

4)

©1 intervalo de respruesta lineal nara la determinacidn de
cloroxitanol por .romatograffa de Gases es de 0.3 a 0.7 -
ag/ml, dermostrado nor 2studios de linealidad y recuvera -
:idn.

Los rasultados dal sstulio de recuperacidn demuesiran una
recup-razldn zuantitativa en el intervalo de concentracio
nes de U.9 a U./Y mg/ml.

=1 esrviio de repetibilidad demuestra gue el mdtodo es pre
ci3o0, al obtenerse uns desviacidn estindar relativz monor
de 23.

Los rezultados del estudio comrarativo de las métzdos de
determinasidn de slovensut:nol por 2romatograffa e gases
y tizulaadtriso sesoactivamonte, demuestran ju~ el nmdétodo
de crosatograffa de sases (fStods de Prueba), ss mds sre-
2150 ya2 el métods titulomdtrico (Métad> de referencila),
al realizarle ls Prunva estadfstiza de ¥, y jue los resul
tado:z ootenldos por ambos mdtodos pueden sonsiderarse -
coms si-nificativam~nts tddntlcos dentro de las variacio-

nes orsoias del error experimental, sl practicarles la in

90
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ferencia ratad{stica Prueba t de Student.

Adamds, 11 con:ordancis en el contenido de clorobutanol por
1935 das mitodas de andllsis, como lo demostrd la Prueba es-
tadfstiz1 t de Student, comprueban que el Método de Cromato-
2raffa es exa:to.

Por lo anteriosr, el Mdtodo de Cromatograf{a de Gases pueds
emplearss como método rutinarioc de andlisis en la determina-
cidn de clorobutanol, en proparscienes farmacéuticas inpyec -

tables de tipo oleoso.
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