7
;\i

5% UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONCMA
‘ DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

DETERMINACION DE MEBENDAZQOL
EN SUSPENSIONES

T E S 1 8

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGD
P R E S E N T A

LUZ MARIA LOPEZ MARIN

MEXICO, D, F, 1988

EXAMLNLS PHROFESIONALER
FAC, DE QUIMICA



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



4.
5.

CONTENTIDO

Lista de figuras

Lista de tablas
Nomenclatura

Introduccion

Generalidades

2.1 Mebendazol

2.2 Validacién de métodos analfticos
Parte experimental

3.1 oODesarrollo del método
3.2 Método

3.3 Vvalidacion

Resultados

Conclusiones

Bibliografia

Anexo. Tablas de résultados

pég.

t
iii

21
23
26
33
48
50



LISTA DE  FIGURAS

pdg
Espectro de absorcién del mebendazol en &cido
férmfco/agua (3/1000) 23
Linealidad del sistema 35
Linealidad del método 38
Tolerancia; efecto de la cantidad de dcido for
mico ’ 41

Reproduciblidad del método 43



LISTA DE  TABLAS

pag
Solubilidades de saturaci6n de polimorfos
de mebendazol en agua 7
Solubilidad de mebendazol en algqunos disol-
ventes 8
Resultados del empleo de mebendazol en di-
ferentes dosis en el tratamientc de diver-
sas helmintiasis intestinales 10
Formulacién de los placebos utilizados 28
Condicliones extremas estudiadas
(especificidad) 28
Exactitud y precisién del método 37
Tolerancla 40
Estabilidad de la muestra 44
Aplicacién del método a lotes comerclales 45

Resumen de resultados 47



KOMENCLATURA

A absorbancia

Am : absorbancia obtenida con la preparacibén de la muestra
As : absorbancia obtenida con la solucibn esténdar
b intercepto u ordenada al origen

CV : coeficiente de variacibn

m : pendiente

MBZ : mebendazol

n ¢ nGmero de datos

r . coeficiente de correlacién

rpm : revoluciones por minuto

S : desviacion estdndar

Xi : concentracitn de analito

Yi : resultado de la prueba

Y : promedio de resultados



1. INTRODUCCION

En México, las enfermedades parasitarias constituyen un
problema de primera magnitud. Gran parte de la poblacibn su-
fre de helmintiasis. Estas enfermedades presentan sintomas
molestos para quienes las padacen como: pérdida de sangre, in
terferencia de absorcién de protefnas, produccién de diarrea
y otros trastornos gastrointestinales., Causan cuadros pulmo-
nares y visceromegalias. Por consiguiente, existe también
un deterioro an la capacidad qe trabajo y de aprovechamiento
escolar, ademds de pérdidas socioeconbémicas. Incluso, en al-

gunos casos las complicaciones son fatales (2).

Desgraciadamente, la falta de informacién sobre medidas
higiénicas que existe en el pafs, espectalmente en la pobla-

cién rural, asf como de recursos provoca que las parasitosis



se presenten con alta frecuencia. Se mencjona que en algunos
lugares (a nivel mundial) las helmintlasis causan pérdidas e-
condmicas hasta en el 52% de las familias y, que la pérdida

econdmica por familia es aquivalente al ingreso de dos meses (2),

Por todo lo anterior, el empleo de medicamentos antipa-
rasitarios ha tomado un gran auge tanto en México como en el

mundo.

De entre los antihelminticos sintetizados en los Glti-
mos tiempos destaca el mebendazol., el cual tiene gran aplica-
cién en la terapia de numerosas parasitosis f{ntestinales. Es-
te farmaco se administra frecuentemente en suspensién; no obs
tante, en México no se cuenta con un método oficial para su
determinacién en esta forma farmacéutica. Por ello se reali-
26 la presente tesis, cuyo objetivo fue la implementacién de

un método para tal determinacidn.

El trabajo fue realizado en la Jefatura de Control de
Calidad del Instituto Mexicano del Seguro Social. En esta
Dependencia se efectGa el control de calidad de los medicamen-
tos que compra el Instituto, entre ellos las suspensiones de
mebendazol. Este producto, al fgual que otros, se adquiere
de diferentes laboratorios farmacéuticos (proveedores del IMSS),
por lo tanto las suspensiones que se reciben son distintas

entre sf. Debido a ello, el método fue desarrollado tomando



en consideractén las formulaciones reportadas por varios pro-

veedores.

La tesis comprende las siguientes partes: en el capftu-
lo 2 se sefalan las principales caracterfsticas del mebenda-
20l como farmogqufmico, las cuales sirvieron de base para la
fmplementacién del método. Tambié&n se hace una descripcibn de
los pardmetros elegidos para la validacién del mismo. Por o-
tro lado, en los capftulos 3 y 4, se menciona la parte experi-
mental: el desarrollo y la validacién del método y los resul-
tados obtenidos, as{ como su andlisis. Finalmente, en el capf

tulo 5 se presentan las conclusiones.



2. GENERALIDADES

2.1 Mabendazol

El mebendazol es un agente antiheimintico de amplio es-
pectro, que fue sintetizado por Janssen Pharmaceutica de Beer
se, Bélgica en 1968. Este férmaco se introdujo al mercado
en 1972; desde entonces se usa en numerosos pafses del mundo

y su empleo se incrementa aflo con afto (2).
El mebendazol fue Incluido en la lista publicada por la
OMS entre los 200 fdrmacos esenclales, donde es considerado

como el antihelmintico de eleccién.

2.1.1 Propiedades fisicoquimicas



El mebendazol es el metiléster del dcidc (5-benzoil-
IH-bencimidazol-2-i1) carbdmico, Su f6rmula es la siguien-

te: o

¢
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Este firmaco es un antiparasitario de la serle de los
bencimidazoles, a la cual pertenecen también el tiabendazol,
{evamizol, parbendazol, fenbendazol, oxfendazol, cambenda-

zol, carbendazina y albendazol.

El mebendazol se obtiene mediante las reacciores que

se muestran a continuacisn (11):
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Mebendazo

El mebendazol sufre hidrélisis al ser calentado con §l-
calis. El producto de degradacién correspondiente es el 2-
amino-5-benzoilbencimidazol, compuesto de color amarillo (17),

Este producto no puede estar como impureza de sfntesis, como



se observa en las reacciones correspondientes.

El mebendazol se presenta en tres distintas formas poli
mérficas denominadas A, B, y C. Estas formas pueden identi-
ficarse, entre otras técnicas, mediante: andlisis térmico di-
ferencial, espectroscoffa infraroja y medidas de solubilidad
(ver tabla 2.1). Cada una de ellas puede obtenerse usando

procedimientos controlados de cristalizacion.

Tabla 2.1 Solubilidades de saturacién de polimorfos de me-
bendazol en agua

Forma polimérfica | Solubilidad dezsaturacibn ’
{mg/ml}x10

A 0.984 ¥ 0.005
B 7.13 to.05
C 3.54 Yog.05

£l mebendazol es un polvo de color blanco a blanco a-
marillento, inodoro, que funde arriba de 280°C con descompo-

sicién (aproximadamente a 290°C)

Este compuesto es estable al aire y a la luz y con el
tiempo no sufre alteraci6n; no es higroscédpico. Las suspen-

siones de mebendazol son muy estables a altas temperaturas



(30°, 409, 60°C) si se mantienen dentro de un intervalo de
pH de 4 a 8 (15).

El mebendazo! es pricticamente insoluble (menos de
0.05%) en: agua, HCl 0.0%N, hexano, éter, cloroformo, metanol
etanol, isopropanol, acetona, acetato de etilo, benceno, pro-
pilénglicol y polietilénglicol; es parcialmante soluble en
dcido acético glacial y en benzaldenfdo y muy soluble en dci-
do férmico y 4cido perclérico. En la tabla 2.2 se presentan

algunos datos de solubilidad {11).

Tabla 2.2 Solubilidad de mebendazo! en algunos disolventes

DISOLVENTE g MBZ/100 ml é
Acido férmico (HCOZH) 22 —44?
HCOOH 80% en agua 14 {
HCOOH 50% en agua 3.3
HCOOH 20% en agua 0.1
Acido acético 0.6
Acido léactico 4.3
Dimetilformamida 0.1
Dimetilacetamida 0.1
Dimetilsulféxido 2.4




El mebendazol muestra absorcibn de la luz ultravioleta
observdndose dos picos midximos en varios sistemas, por ejem-
plo: 4cido férmico 0.05% en isopropanol (248 y 313 nm), &ci-
do clorhfdrico 0.1N en isopropanol (234 y 288 nm), hidroxido
de sodio 0.01N en isopropanol (270 y 355 nm),(5); &cido per-
clérico 0.01M en agua (234 y 288 nm), (25).

2.1.2 Uso Clinico

El mebendazol es un antiparasitario de amplio espectro,
efectivo para el tratamiento de infecclones de numerosas es-
pecies de céstodos y nemdtodos. Su mayor aplicacifn se en-
cuentra en la terapia de las helmintiasis intestinales comu-
nes y, es muy Gtil en pacientes con infecciones parasitarias
maitiples. En la tabla 2.3 se muestran algunos resultados

obtenidos con el empleo de este f&rmaco.

También se ha demostrade que el mebendazol actla con-

tra infecciones por céstodos como 7, saginata, T, solium,

H. nana, E. granulosus y E. multilocularis. Es muy {mportan-

te su actlvidad contra estas dos Gltimas especies, que son
causantes de enfermedades conocldas como hidatosis, diffcifes
de combatir. Asimismo, se ha demostrado que el mebendazol es
efectivo en la terapia de 1a triquinosis. Desde luego, los
estudios con estos helmintos deben ampliarse para establecer

la efectividad y seguridad en su tratamiento.(2, 3, 14).



Tabla 2.3 Resultados del empleo de mebendazol en diferentes
dosis en el tratamiento de diversas helmintiasis
intestinales (2).

100 mg {300 mg (400 mg | 100 mg|100 mg{200 mg
una vez|una vez|una vez{bid/3d{bid/4d|bid/4 d

Ascaris T 289 - 10 1176 155 3
lumbricoides C 215 10 1118 150 31

% 74.39 100 95.06 } 96.77 | 10C.0
Enterobius T 560 - - 281 - 28
vermicularis | C 532 280 27

% 95.00 99,64 96,42
Trichuris T 62 10 1 2577 166 -
trichiura C 34 0 1 2133 151

13 54.83| 0.0 82,77 | 90.96
Uncinarias T 42 9 3 999 160 116

C 1" 8 1 79 92 105

% 26.19 | 88.88 79.17 | 57,50 90.51
Strongyloides | T 6 - - 154 150 -
stercolaris C 3 106 37

% 50.00 68.83 | 24.66
Taenia sp T - - - 26 - 35

[ 18 28

% 69.23 80,00
Hymenolepis T - - - 72 - .
nana C 30

% 41,66
Trichostrongylus{ T - - - 57 - -
sp c 46

% 80.70
Ternidens T - - - 18 - -
deminutus [ 18

% 100,00
T = tratados C = curados % = porcentaje bid = cada doce horas

d = dfas




2.1.3 Mecanismo de accién

) Los primeros experimentos al respecto demostraron que
el mebendazol inhibe la captaci6én de glucosa del pardsito de
manera irreversible. Esto provoca un decremento de glicégeno
y, por lo tanto, una disminuci6én en la formacién de ATP (in-
dispensable para la supervivencla y reproduccién del helmin-
to}. Sin embargo, el mebendazol no parece afectar los nive-

les sangufneos de glucosa en el huésped (2, 14, 21).

En estudios mds reclentes se ha observado, ademis, que
este fdrmaco provoca una degeneracién en los microtGbulos ci-
toplasméticos de el pardsito (14). Este deterioro provoca un
bloqueo del transporte de grdnulos secretorios del aparato de

-Golgl. Entonces, [a muerte del helminto puede ocurrir por:

a) autélisls, al salir enzimas hidrolfticas o proteolfticas

de los granulos secretorios;

b) Ffalta de enzimas requeridas para la absorci6n o digestién

de nutrientes en el sit{o de absorcién, o;

¢) bloqueo en el transporte de materiales del recubrimiento
celular (a partir de los grénulos secretorios) y, por con
sigufente, disminucién en la proteccién de la pared ceiu-

lar.
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2.1.4 Farmacocinética

La informacién publicada sobre la farmacocinética del
mebendazol es un tanto limitada. Se sabe 4ue es muy pobre
su absorcién, lo cual representa una ventaja terapéutica en
el tratamiento de parasitosis Intestinales; sin embargo, se
requieren altas dosis orales para combatir a helmintos que

{nfectan los tejidos.

Se ha observado gue la mayur parte de la dosis se excre
ta por las heces en un perfodo de 24 a 48 horas, principal-
mente como mebendazol inalterado. Las pequefias cantidades
absorbidas se eliminan r&pidamente por la orina; en aigunos
estudios se ha encontrado que la baja biodisponibilidad del
mebendazol se debe tanto & su baja solubilidad (y, por lo tan
to, absorci6n limitada) como a un alto efecto de primer

paso (8).

También se encontr6é que la biodisponibilidad aumenta
cuando el mebendazol se administra disperso en aceite de o-
1iva (dentro de cdpsulas de gelatina blanda); é&sto tiene
importancia para el tratamiento de parasitosis en las gque se

requiere de un efecto sistémico.

Los metabolitos de mebendazol carecen de actividad an-

tithelmintica; los principales son el 2-amino-5-(cf ~hidroxi-



bencil)bencimidazo! y el 2-amino-5-benzoilbencimidazol. Exis
te discrepancia sobre cudl de estos dos es el que se encuen-

tra en mayor proporci6n (8, 10, 14, 21),

Recientemente se intci6 el estudio de un profdrmaco del

mebendazol, cuya férmula es 13 siguiente:

o
N|C¢5 0
MHZ \N—'C—CHa
H

Esta estructura es estable en medio acido y neutro vy,
al administrarse en ratas se convierte rdpidamente en mebenda
20l. Los estudios han mostrado que con el profdrmaco se ob-
tienen mayores niveles sanguineos; ademds, los metabolitos
que se han detectado al usar este compuesto son los mismos

que los encontrados al administrar mebendazol (9).
2.1.5 Toxicidad

Debido, probablemente, a su minfma absorci6én el meben-
dazol no causa toxicidad sistémica en su uso clinico, afn en
presencia de anemia y desnutriciébn. En raras ocasiones se
han observado efectos secundarios, entre las que se cuentan:
dolor abdominal a la expulsién de par&sitos, diarrea, marecs,

cefalea, gastralgia, ndusea, vémito y prurito. En 5285 casos



estudiados, s6lu el 0.006% de los pacientes presentaron algu-

no de estos efectus (2).

Por otro lado, el mebendazol nv se prescribe a mujeres
embarazadas, porque ha causado efectos teratfgenos y embrio-
téxicos en ratas (2, 3, 14). Desde luego, tampoco es utiliza
do en pacientes que han mostrados reacciones alérgicas al mis

mo.
2.1.6 Formas farmacéuticas y dosificaci6n

En México, las formas farmacéuticas que se preparan son
tabletas de 100 mg y, suspensi6n oral de 100 mg de mebenda-
zol/5 ml.

El esquema de tratamiento de este medicamento no cambia
con la edad o peso cbrporal ya que no provoca efectos secun-
darios. La dosis comlin es de 100 mg cada 12 horas durante
tres dfas consecutivos, pero varfa en funcibn de la infeccién

a tratar.

Algunos nombres comerciales con los que se conoce al
mebendazol son: Vermox, Mebutar, Pantelmf{n, Nemasole y Vermi

rax.



2.2 Validaci6n de métudos analiticus

La validaci6n de un método analftico es el proceso me-
diante el cual queda establecido, por estudios experimenta-
les, que la capacidad del método satisface los requisitos pa-

ra la aplicacién analftica deseada (1).

Los iparémetros analfticos que generalmente se conside-
ran en la validaci6én de métodos de valoraclén para formas
farmacéuticas son:

linealidad y ranygo
especificidad
precistén
exactitud
tolerancia

establlidad de la muestra

Desde luego, el criterio para valliddar métodos analftti-
cos no es uniforme. La elecci6n de los experimentos para la
validacién de un método depende de: la aplicaciébn que se le
va a dar, las necesidades de cada laboratorio, los requeri-

mientos oficlales y la persona que la realiza.

A continuacién se muestra una breve descripcion de los

pardmetros arriba sefalados (1, 18, 19).



2.2.1 Linealidad

La linealidad de un método analftico se define como la
capacidad de éste para dar resultados directamente proporcio-
nales a la concentraci6n del analito, dentro de un {ntervalo
determinade. Estos resultados pueden ser obtenidos directa-
mente o mediante previo tratamiento matemdtico a los datos

obtenidos del andlisis.

La linealidad se expresa, usualmente, como la variancia
de la curva de regresi6n calculada a partir de los resultados
de la prueba contra la concentracién de! analito, por el mé-

todo de minimos cuadrados.

Las ecuaciones utilizadas en el andlisis de regresié6n
son:

nEXiV1 - (Exi)(E1) (1)
Coef. de correlacién

} o=
! hExi2-(gxi)2 it (£vi)?

-

pendient (n) nExivi—=2x1Evi (2)
endiente m =
nE X1°-(E¥1)2

£Yi - mSxi

n

Intercepto ( b )

(3)



en donde,
n ¢ nmero de datos
X{ : concentracién de analito |

Yi : resultado de la prueba

E]l m&todo se considera lineal (1) cuando: r = 0.99
m o~

b~0

2.2.2 Rango
El rango es el intervalo comprendido entre ios nive-
les superior e inferior de analito para los cuales se comprue

ba que el método es preciso, exacto y lineal.

2.2.3 Especificidad

Este pardmetro es la capacidad del método para propor-
cionar resultados debidos Gnicamente al analito y no a otras
sustancias que estén presentes en el producto, como exciplen-
tes o productos de degradaci6én. En otras palabras, la espe-
cificidad es la medida del grado de interferencia (o de ausepn

cta de ella) en el andlisis de muestras complejas.

La especificidad se determina por comparaci6n de los re
sultados en muestras que contienen Impurezas con aquellas que

no las tienen o, por andllsis de placebos.



Cuando los productos de degradacién no estdn disponi-
bles o identificados, los resultados de esta prueba suelen
ser complementados con ensayos adicionales de pureza {croma-
tografia, termogramas, etc.) en muestras sometidas a condicio

nes extremas.

2.2.4 Precision

La precisién de un método analftico es el grado de con-
cordancia entre resultados individuales obtenidos al aplicar
el mismo repetidamente a una muestra homogénea. Este pardme-
tro se mide con la reproducibilidad y la repetibilidad. La
reproducibilidad muestra la variacién entre los resultados en
contrados por diferentes analistas, mientras que la repetibi-

lidad lo hace entre resultados de una misma persona.

La precisi6n se expresa como la desviaci6én estdndar o co
mo el coeficiente de variaci6n obtenidos, los cuales se cal-

culan mediante las ecvaciones 4 y § respectivamente.

Desviacién estindar (1)

Coeficiente de variactén ( CV ) = ( S/ ¥ ).100 (s5)

en donde,



Y : resultado individual
Y : promedio de todos los resultados individuales

n : nmero de resultados

2.2.5 Exactitud

La exactitud es una med{da de la concordancia entre los
resultados obtenidos por el método y los valores reales. Fre
cuentemente se expresa como el porcentaje de recobro encon-

trado:

cantidad de analito encontrada
% recobro = x 100 (6)
cantidad de analito real

Generalmente, los estudios de recobro se realfzan por a-
plicaci6n del método a un placebo adicionado del principio ac
tivo en cantidades conoccidas, Otra altgrnatlva es realizar
lo mismo utilizando un producto terminado en lugar de el pla-
cebo. Cada una de estas dos formas tiene sus ventajas y des-
ventajas: con el producto terminado se util{zan excipientes
ya expuestos al proceso de produccién, pero no se pueden ob-
tener resultados para contenidos menores al declarado en el
mismo; un placebo, en camblo, no ha pasado por el mismo pro~
ceso que aquél, pero sirve para realizar estudios en conteni-
dos menores y mayores al 100%. También en ocasiones, el prin

c¢ipio activo se adiciona a una mezcla de todos los excipien-
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tes, hecha en el laboratorto, que funciona como placebo.

El criterio general para la aceptaci6n de un método a-
nalftico como preciso y exacto, en el caso de suspensiones,

es (1):

El coeficiente de variacién ( CV )< 3.0% y, el porcen-
taje de recobro = 97 - 103 %.

2.2.6 Tolerancia

La tolerancia de un método analftico es el grado de re-
producibilidad entre resultados obtenidos del andlisis de una
muestra homogénea bajo condiciones de prueba diferentes. Es-
tas condiciones pueden ser: diferentes lotes de reactivos, de

dfas, instrumentos, analistas, temperaturas de andlisis, etc.

2.2.7 Estabillidad de la muestra

Para determinar si la muestra mantiene constante su pro
piedad medible, los resultados que se obtienen el dfa de su
preparacién se comparan con aquellos obtenidos después de un
tiempo determinado. De esta manera se puede saber si es po-
sible preparar la muestra y medir su respuesta después de un

perfodo.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Desarrollo del método

La elecci6n del método analftico tomé en consideracién
las siguientes caracterf{sticas

* Exactitud y precisién regqueridas

* Disponibilidad de material y equipo

* Utilidad para el andlisis de formulaciones diferentes

de mebendazol en suspension

*

Posibilidad de realizarse por cualquier persona, bajo
las condiciones establecidas

* Tiempo y costo del andlisis

Se eligi6 la técnica de espectrofotometr{a debido a la

disponibilidad del equipo en el laboratorio en el que se desa



22

rrolld el tema y a la necesidad de implementar un método sen-

cillo y econdmico.

El sistema de disolventes que se decidi6 usar fue una
mezcla de dcido foérmico en agua ( 3/1000 ), ya que es adecua-
do para la disolucidén del principio activo y su costo no es e
levado. El espectro obtenido con una solucidén estdndar de
mebendazol se muestra en la figura 1. En este sistema, los
excipientes contenidos en suspensiones de mebendazol mostra-
ron interferencias importantes; por ejemplo, el colorante u-
sado por uno de los fabricantes dio una absarbancia a 288 nm
equivalente a un 2% del contenido de mebendazol etiquetado.
Por consiguiente, fue necesario un tratamiento previo para la

eliminaci6n de interferencias.

Baséndose en las solubilidades del mebendazol en agua y
en dcido férmico, se propuso un método con cenﬁrifugaclones.
Las primeras, con agua, para eliminar la mayorfa de los exci
plentes y; las posteriores, con &cldo férmico, para extraer

el principio activo de! sedimento resultante de aquellas.

Los volGmenes de agua y los tiempos de centrifugacién
en las extracciones fueron establecidos con seis formulacio-
nes, correspondientes a diferentes fabricantes nacionales de

la suspensi6n (proveedores del IMSS).
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por Gltimo, para determinar le validez del método, se

realizaron los experimentos sefialados en el inciso 3.3.

- - 0.9
B - 0.8
- L 0.7
Figura t - L 0.6

Espectro de absorcién de
mebendazol en dcido fér- = I~ 0.5
mico/agua {3/1000).

Absorbancias méximas a - 0.4
288 y 234 nm. L
0.3
" ~ 0.2
- 0.1
1 | | { | 1 | 0.0
190 250 250
3.2 Método Longitud de onda (nm)

Material y equipo.- Se utiliz6 una centrifuga Beckman

modelo TJ-6 y un agitador mecdnico {vortex). Las medidas de
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absorbancia fueron lefdas en espectrofotémetros Beckman mode-
los DU-7 y DU-8, con repetibilidades fotométricas de 0.25% A
y de ¥( 0.001 a 0.004) A respectivamente, e Intervalos de lon
gitud de ondavde 190-800 nm. Se us6 material de vidrio de u-
so comGn en el laboratorio y una Autobalanza Perkin Elmer mo-
delo AD-22.

Sustancia de referencia de mebendazol (esté&ndar).

Acido férmfco R.A, y agua destilada.

Preparacidn de la solucién estdndar.- Pesar con exacti-
tud una cantidad aproximada a 10 mg de la sustanc{a de refe-
rencia de mebendazol, transferir a un matraz volumétrico de
100 ml, adicionar 3 ml de &cido f6rmico, agitar hasta disol-
ver y aforar con agua destilada y mezclar. Transferir una a-
l1fcuota de 10 mi de esta sclucién a un matraz volumétrico de
100 m}, aforar con agua y mezclar. Esta solucidn contiene a-

proximadamente 10 pg de mebendazol/ ml.

Preparaci6n de la muestra.- Mezclar el contenido de cin
co frascos y transferir una alfcuota de 5 ml a un tubo de
centr{fuga de 50 ml, agregar 25 m! de agua destilada, agitar
en vortex un minuto y centrifugar a 3500 rpm 15 minutos. De-
sechar la mayor parte posible del sobrenadante, de manera que
no se pierda sedimento. Repetir la operacidn dos veces més,
resuspendiendo el sedimento de la tercera centrifugacién en

2 ml del sobrenadante. Adicionar 30 ml de &cido férmico, a-
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gitar en vortex hasta dispersar por completo y centrifugar a
3500 rpm § minutos. Transferir el sobrenadante a un matraz

volumétrico de 100 ml. Adadir 15 ml de agua dest{tada al tu-
bo de centrifuga con el sedimento restante, agitar, centrifu-
gar a 3500 rpm 5 minutos. Reunir el sobrenadante de esta Gl-
tima centrifugaci6n con el de la anterior en el matraz de

100 ml. Aforar con agua destilada y mezclar, Transferir una
alfcuota de t ml de esta solucién a un matraz volumétrico de

100 ml, aforar con agua y mezclar.

Procedimiento.- Obtener las absorbancias de la prepara-
clén de la muestra y de la solucién estédndar a la longitud de
onda de m&xima absorcién (28831 nm) usando como blanco una

mezcla de dcido férmico en agua (3/1000) y celdas de 1 cm.

Caleular los miligramos de mebendazol en 5 ml de la sus

pensién por medio de la ecuacién 7

mg MBZ _ 10 C[_Am (7)
smf = As
en donde,
C : concentracién de la soluci6n estdndar en microgramos por

mtiilitro (pg/ml)
Am : Absorbancia obtenida con la preparacién de la muestra

As : Absorbancia obtenida con la solucifn estdndar
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3.3 validaci6n del método

Para validar el método se determinaron los siguientes
parédmetros: linealidad del sistema, especificidad, precisio6n
y exactitud del método, linealidad del método, tolerancia y

estabilidad de la muestra.
3.3.1 Lipealidad del sistema

Con el objeto de conocer la respuesta del sistema y sa-
ber la factibilidad del mé&todo para proporcionar resultados
lineales se realiz6 un estudio de linealidad con soluciones

esténdares de mebendazol.

Se prepararon scluciones de mebendazol en concentracio-
nes de 5, 7.5, 9.0, 10.0, 11.0, 2.5 y 15.0 ug/ml, correspon-
dientes a un intervalo de 50 a 150% de la concentracién final
teérica al aplicar el método. Las absorbancias de cada solu-
ci6n se leyeron en el espectrofotémetro a la longitud de onda
de méxima absorcién de 288 ¥ 1 nm. Esto se realiz6 por du-
plicado, en dos dfas diferentes y con distintos lotes de reac

tivos. Los datos y resultados se muestran en la tabla At.
3.3.2 Especificidad

El estudio de este pardmetro se dividié en dos partes:



27

estudios con placebos y, estudios con suspensiones mantenidas

bajo condiciones extremas.

3.3.2.1 Estudios con placebos

Se aplicéd el método a dos diferentes placebos prepara-
dos en el laboratorio {(tabla 3,1)}. Las cantidades de exci-
pientes y procedimientos de preparacién se basaron en las for

mulaclones reportadas por seis proveedores del IMSS.

3.3.2,2 Estudlos con suspensiones mantenfdas bajo condicio-
nes extremas

En la tabla 3.2 se observan las condiciones que se man-

.tuvieron en este estudio.

Posterformente, cada muestra se analizé con el método
propuesto y los resultados se complementaron con preparacio-
nes de cromatograffa en capa delgada. Los resultados se mues

tran en el capftulo 4.

3.3.3 Exactitud y precisién del método

Para la determinacién de estos paridmetros, se prepara-
ron suspensiones por adicién de cantidades conocidas de meben

dazol a cada uno de los dos placebos utilizados en el estudio
de especificidad.



Tabla 3.1 Formulacién de los placebos utilizados
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Placebo 1 Placebo 2
Nipasol 0.050 g [ Nipasol 0.050 %
Nipagin 0.150 g | Nipagtn 0.180 g
Glicerina 8.000 g | AzGcar 15.000 g
Azlcar 27.500 g { Propilénglicol 10.000 g
Sacarina s6dica 0.200 g | Alcohol 96° 0.60 ml
Alginato sédico 0.300 g { Carbopol 934 0.063 g
Tween 80 0.050 g | Goma de tragacanto 0.068. g
Tween 20 0.050 g | Metil celulosa 0.250 g
EDTA disédico 0.030 g [ CMC sdédica 0.013 ¢
Acido cfitrico 0.120 g | Avicel 0.500 g
Citrato de sodio 0.800 g | Acido cftrico 0.050 g
Amarillo no. 6 0.030 g | Antiespumante 0.020 g
Esencia de cereza 0.200 ml| Rojo No. 3 0.001 g
Lauri] sulfato de sodioc 0.100 g | Trietanclamina 0.200 g
Agua destilada cbp 106 ml Agua destilada cbp 100 ml
Tabla 3.2 C(ondiciones extremas estudiadas
MUESTRA Temperatura | Tiempo
Producto comercial adicionado-de Temperatura | 4 semanas
agua destilada ambiente
Producto comerctal adicionado de 0
NaOH 0.1N (pH = 12.1) 60 - 62°C 1 1 semana
Producto comercial adicionado de 0
HC1 0.1N (pH = 1.3) 60 - 62°C 4 semanis
Placebo correspondiente al produc- 60 - 62%C

to comercial adicionado de HCl1 g.IN
(pH:= 1.2)

4 semanas
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El intervalo elegido para estudlar exactitud y preci-
si6n del método fue de 50 a 150% de contenido en el producto
(50 a 150 mg MBZ/S ml). De esta manera, existe confiabilidad
en la medicion del contenido del principlo activo, aunque se
encuentre fuera de los limites de aceptacién. Por otra parte
con un intervalo amplio pueden hacerse variaciones en la can-
tidad de suspensién a medir, ya sea por falta de material o

de muestra.

Para llevar a cabo la prueba de exactitud se adiciona-
ron cantidades de 50, 100 y 150 mg MBZ/5 ml de placebo y se
mezcl6 para obtener suspensiones homogéneas. Se aplicé el
método a cada una y se calculé el porcentaje de recobro. Con
el objeto de estudiar al mismo tiempo la precisibn, se reali-
zaron seis determinaciones a cada concentraci6n; en total se
recavaron doce datos (seis correspondientes a cada placeba}.

Los datos se muestran en la tabla A2.
3.3.4 Linealidad del método

Para el estudio de la linealidad del método, se obtuvie
ron datos de recobro a dos concentraciones mis: 75 y 125 mg
de MBZ/5 ml. Asf, se reunieron una serie de resultados que
proporcionaron una curva de cantidad recuperada VS cantidad
adicionada, con la cual se evalud este parimetro de una ﬁane-

ra representativa. Los datos se muestran en la tabla A3.1.
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3.3.5  Tolerancla y reproducibilidad del método

3.3.5.1 Tolerancia

Se analizaron muestras de ta suspensién de un fabrican-
te del producto cambiando algunas condiciones del método. El
propésito de esta prueba fue determinar si existen pasos cri-
ticos del andlisis, que requieran de especial cuidado para ob

tener resultados confiables, por ello:

3) se consider6 importante variar la cantidad de &cido
férmico adicionada a las muestras. El mebendazol mostro dos
absorbancias mdximas, como se aprecia en la figura 1; se eli-
gi6 leer las muestras a 288 am debido a que en esta longitud
de onda el &cido f6rmico no mostré absorcidn, como en la de
234 nm (é&sto se determin6é al correr un espectro de dcido fér-
mico contra aire como blanco). Sin embargo, se prepararon
muestras con diferentes volGmenes de &cido (27, 30 y 33 ml)

para asegurar que é&sto no afectara los resultados;

b) se realizaron centrifugaciones con agua en un dfa, y
se continub con el andlisis el dfa siguiente. Lo anterior se
hizo para comprobar la factibilidad de preparar la muestra en

dos dfas consecutivos;

¢) se varié también la concentracitn comercial de &cido
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férmico (Baker 88% a Merck 98-100%), para saber si puede cam-

biarse una por otra segln su disponibilidad o costo, y;

d) se realizé el método extrayendo dos veces con 4cido
féormico (15 ml cada vez), 'en lugar de una sola extraccibén con
30 ml. El propbsito fue determinar si se pueden utilizar tu-
bos de centri{fuga mds pequefios, en los que no podrian adicio-

narse 30 ml de una sola vez.
Los datos se muestran en la tabla 4.1,
3.3.5.2 Reproducibilidad del método

Dos analistas diferentes aplicaron el método a una mues
tra homogénea. Para ésto se eligié un lote que cumplib satis
factoriamente con los lf{mites de aceptacién del producto. Ca-
da analista reallz6 seis determinaciones de la muestra. Los

datos se muestran en la tabla A.4.
3.3.6 Estabilidad de la muestra

Las muestras, listas para ser lefdas en la prueba de re
producibilidad del método, se leyeron nuevamente en el espec-
trofotbmetro después de 72 horas de su‘preparaclén. Los re-
sultados se compararon con los obtenidos el mismo dfa, para

saber si la muestra mantiene estable su absorci6n. Datos en
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la tabla 4.3.

3.3.7 Aplicacidén del método a lotes comerciales

Finalmente, el método propuesto se aplicéd a seis lotes,
pertenecientes a tres diferentes proveedores del IMSS. Se e-
ligieron formulaciones con distintos tipos de excipientes y
de viscosidades entre aquellas que se utilizaron para el de-

sarrollo del método.
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4, RESULTADOS

4.1 Llinealidad del sistema

Con el objeto de tener una mayor apreciacién de los re-
sultados y debido a que los datos de absorbancia varfan de un
dfa a otro como resultado de diferente calibraci6n del equipo
de celdas o de lotes de reactivos, se calculé el porcentaje
de recobro en cada medicién con una varlacf6n de la ecuacién

6:

¢ RECOBRD =—Cantidad encontrada . 100 (6)
Cantidad adicionada

en donde,
Cantidad adicionada: concentraci6n de mebendazol (pg/ml) en
cada solucidn preparada.
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Cantidad encontrada: concentracién de mebendazol (pg/ml) cal-
culada a partir de la Ifnea de regresién
de la curva Cantidad adicionada VS Absor

bancia obtenida.

El sistema proporciond datos de absorbancia que varia-
ron de manera lineal con respecto a la concentracién de meben

dazol, es decir que se cumpli6 la ley de Beer.

€l sistema se considera lineal, ya que el coeficiente
de correlacién fue de 0.9999, la pendiente de 1.0002 y, el in
tercepto de -0.0026 ug/ml. Estos resultados se aprecian en

la figura 2 (Datos en la tabla A1).

¢,2 Especificidad

4,2,1 Estudios con placebos

Al aplfcar el método a los placebos 1y 2, la mayorfa
de los exciptentes se disolvieron en agua y, por lo tanto se
eliminaron al centrifugar con ella. Se encontrd que otros
exciptentes, como el avicel, sedimentaron con agua, iqual que
el mebendazol; sin embargo, no se extrajeron con 4cido férmi-
co, ya que no son solubles en &1, por lo que fueron elimina-

dos.
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Figura 2., Linealidad del si{stema.

Pardmetros estadfsticos: r = 0.9999, m = 1.0002 y,
b = -0.0026 pg/ml
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Aunque se observ6 que no se desecharon los excipientes

en su totalidad, éstos no interfirieron en las lecturas de abp

sorbancia del principlo activo.

4,2,2 Estudios con suspensiones mantenidas bajo condiciones

extremas

Al considerar como referencia al producto adicionado de

agua, se obtuvieron los siguientes resultados:

a) la adicién de &lcall a la suspensién (mantenida a un pH de

b

12.1), provocé su degradaci6n en una semana. Como se men-
cion6 en el capftulo 2.1, el mebendazol sufre hidrélisis
alcalina., Esto fue comprobado al realizarse una cromato-
graffa en capa delgada de la muestra y no detectar mebenda
zo}. Por otra parte, al aplicar el método propuesto, tam-
poco se ldentific6 el principlo activo: se observé que no

hubo sedimento al centrifugar con agua (donde se encontra-

ria el mebendazol}, ni a3Gn cuando se cambié previamente el

pH a 5.3, De estos resultados se dedujo que el producto

de degradacién formado no afecta en la determinacién;

la muestra mantenida a pH &cido (1.3) sufrié modificacio-
nes en su aspecto: la suspensién fue inestable y sedimenté
aunque pudo ser resuspendida con facilidad. Al valorar me

bendazol se obtuvieron jguales resultados que con la mues-
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tra de referencia (adicionada de agua). Sin embargo, median-
te cromatograffa en capa delgada se detecté otra mancha de mg
nor tamafo a un RF = 0.42 ademds de la correspondiente a me-

bendazol. Esa mancha fue debida a excipientes, lo cual se de
mostré al observarla también en una cromatoplaca corrida con

el placebo correspondiente mantenido bajo las mismas condicio
nes. Lo anterior comprobé que los excipientes se degradan al

pH estudiado.

4.3 Exactitud y precisién del método

En la tabla 4.1 se muestran los promedios de los datos
obtenidos en la determinacién de estos pardmetros (datos com-
pletos: tabla A2). Como se observa, los porcentajes de reco-

bro y coeficientes de variacién estuvieron dentro de los 1f-

mites de aceptacién para esta prueba (inciso 2.2).

Tabla 4.1 Exactitud y precisién del método

mg MBZ adicionados | mg MBZ encontrades| % RECOBRO; C. V.

50.0 49.9 99.81 0.64%
100.0 100.0 100.02 | 0.61%
150.0 149.9 99.96 | 0.50%

4.4 Linealidad del método
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Con los resultados de recobro del estudio anterior vy
los obtenidos para concentraciones de 75 y 125%, se recavaron
cinco pares de datos (de contenido y porcentaje de recobro).
Con ellos se evalué la linealidad del método. En la figura 3
se representan los resultados, que corresponden a la tabla

A3.

El andlisis de regresi6n proporciond los siguientes re-
sultados: el coeficiente de correlacién (r) = 0.9999, la pen~
diente (m) = 1.0016 y, la ordenada al origen (b} = -0,2400,
Estos valores se encuentran dentro de los limites de acepta-
ci6én para linealidad, por lo que el método se considera 1i-

neal.

4.5 Tolerancia y reproducibilidad

4.5.1 Tolerancia

En la tabla 4.2 se observa el contenido de mebendazol
encontrado en una suspensifn, después de haber realizado el

método con las vartaciones mencionadas en el inciso 5.3.5.2.

Los resultados obtenidos en esta prueba fueron equipa-
rables a los obtenidos en la prueba de precisién del método
(los coeficientes de vartacién fueron similares). Por lo tan

to, las diferencfas que se observaron en cada determinacidn
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férmico (15 ml ¢/u)

Variacidn del procedimiento| mg M8Z/5 ml (Contenido prom,.; C. V.
2) Anélisis normal 90.41
b) 27 ml d2 &cido férmico 89.72
c) 33 ml de dcido férmico 91.07
d) Centrifugaciones con agua en
un dfa y continuaci6n del mé- 90.34 90.23 ggﬁr 0.64%
todo al dfa siguiente
e} Cambio de concentracion comer 90.41
clal de dcido férmico *
f) Dos extracciones con &cido 89.43

no se debleron a los cambios

seflalados, ya que la misma des-

viacién se encontré al repetir el andlisis sin variar estas

condiciones (prueba de precisién).

En la figura 4 se muestra como la cantidad de dcido fér

mico adicionado no afectd (con los volGmenes estudiados) en

la absorbancia a 288 nm, pero s{ lo hizo a 234 nm.
gufente, la lectura de absorcidén debe hacerse a la

de onda de 288 nm. De esta manera, un error en la

de dcido férmico no afecta los resultados.

4.5.2 Reproducibilidad del método

En la figura 5 se muestran los contenidos de

Por consi
longitud
medicibn

mebendazol
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L 0.6

o ~ 0.2

= 0.1

0.0
190 250 350
Longitud de onda {nm)

figura 4. Toleranctia,
efecto de 1a cantidad de dcido férmico

Absorbancias mdximas

4.,A ( ~———) Andlisis normal 0.755 a 234 nm; 0.495 a 288 nm
30 ml de HCOOH

4,8 { -seeee ) con 27 ml de HCOOH  0.713 a 237 nm; 0.492 a 288 nm
4.C {(-—-—+) con 33 ml de HCOOH 0.812 a 232 nm; 0.499 a 288 nm
Equipo utilizado: espectofotémetro Beckman DU-8.
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encontrados por los dos analistas en el lote seleccionado pa-

ra la realizacién de esta prueba.

Entre las 12 determinaciones se obtuvo un coeficiente
de variaci6én { CV ) de 1.40%. El contenido promedjo encon-
trado fue de 93.05 mg MBZ/ S ml ( la formulacién de marbete

contiene 2.0 g de MBZ y vehfculo cbp 100 ml),

Con el fin de visuvalizar mejor los resultaos, se tomé
el contenido promedio encontrado como un 100%, como se obser-
va en la figura 5. Ah{ se muestra que la variacibén estuvo
dentro de los lImites de aceptacifn para esta prueba, aunque

no fue semejante a la obtenida en el estudio de precisién.

Es importante mencionar que el analista 2, no fue el
mismo que realizé la prueba de prectisi6n. Por lo mismo, se
deduce que el método puede ser aplicado por diferentes ana-

listas y obtener la misma varfacién.

La desviaci6én encontrada por el analfsta t, se debié6
probablemente a errores al azar, ya que ambos analistas uti-
lizaron el mismec tipo de materfal, reactivos y equipos.

4.6 Estabilidad de la muestra

Las muestras listas para ser lefdas en el espectrofot6-
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Figura 5. Reproducibilidad del método
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metro mantuvieron estable su absorci6n después de un perfodo
de 72 horas (a temperatura ambiente); este lapso equivale a

un fin de semana. Los resultados se muestran en la tabla 4.3

Tabla 4.3 Estabilidad de la muestra

Analista| No- de Contenido encontrado (mg MBZ/S ml)
muestra Inicial A las 72 hs (7 amb) !
1 93.21 92.89
| 2 1 94,57 93.79
| 3 93.97 93.19
2 4 93.51 92.58
5 93.66 92.89
6 34.72 93.79
X 90.98 91.56
2 91.73 92.01 "
3 92.18 92.61
! ar 94.27 95,16
5t 92.63 93.36
6 91.13 91.71
Contentdo promedio 93.05 92,96
S 1.30 1.0
C. v. 1.40% 1.08%

Como se esperaba, el mebendazol no se degrad6é signifi-
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cativamente en los disolventes empleados durante el tlempo es
tudiado. La diferencia obtenida en las desviaciones estindar

pudo ser atribuida a la calibraci6n del espectrofotémetro.

Se aplicd la prueba de t para comparaci6én de los conte-
nidos promedic encontrados (iniciales y después de 72 horas),
obteniéndose un valor de t = 0.1222, Para una confiabilidad
de 95%, el valor tebrico de t es de 2.2281, porlo tanto los
dos grupos de mediciones mestraron contenidos promedio lgua-

les.
4.7 Aplicaci6bn de! método a lotes comerciales

El método fue apllﬁado. tal como se describi6 en el in-
ciso 3.2, a tres formulaciones diferentes. Los resultados se
muestran en lta tabla 4.4,

En todos los lotes analizados se encontraron contenidos
dentro de los limites de aceptacifn del producto (96 - 110 mg
~de MBZ/5 ml).

Tabla 4.4 Aplicaci6n del método a lotes comerciales

Proveedor{Llote]|Contenido gmg MBZ/5ml) |Contenido prom.| C.V.
12 2 3e

X A 89.37 89.98 90.99 90.11 0.90%
X 8 96.48 _ 94.48 95.15 95.37 1.07%




Tabla 4.4 ,..Continuacibn

46

pProveedor{ Lote[Contenido (mg MBZ/5 ml)|Contenido prom.{ C. V.
1¢ 20 30
¥ ¢ 98.70 99.97  98.51 99.06 0.80%
Y D [104.16 103.80 104.52 104.16 0.34%
z E 95.65 94,57  96.36 95.53 0.94%
z F 96,58 97,48 97,12 97,06 0.47%

Al realizar el método,

los sobrenadantes de las prime-

ras centrifugaciones (con agua), se observaron diferentes: u-

nos mis translGcidos que otros.

En cualquier caso,

lo impor-

tante es apreciar una separacidn clara entre el sobrenadante

y el sedimento después de cada centrifugacién.
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4.8 Resumen de resultados
A partir de los resultados resumidos en la tabla 4.5,
se dedujo que el método tiene la exactitud y la varlabilidad
requeridos. Por lo tanto, es posible su aplicaclon para la

determinaci6n de mebendazol en suspensiones.

Tabla 4.5 Resumen de resultados

PARAMETRO ]Criterios de aceptacién RESULTADOS
r 20,99 r = 0,9999
me~~1 m = 1.0002
LINEALIDAD DEL
SISTEMA b~0 b =-0.0026
v £0.7% CV = 0.31% ’
EXACTITUD Y PRE-| ¥ RECOBRO = 97-103% RECOBRO = 99.93%
CISION DEL METODO* Y = 3.0% vV = 0.58%
r=0,99 r = 0,9999
LINEALIDAD DEL
METODO* m -~ 1 m = 1.0016
b ~0 b =-0.2400
TOLERANCIA Y Tolerancia:
CV = 0.64%
REPRODUCIBILIDAD oV < 3,08
OEL METODO* Reproducibilidad
CV = 1.40%

*

Limites para métodos en suspensiones (1).
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5. CONCLUSIONES
Por tode lo expuesto en el capftulo anterfor, se conclu-
ye que el método desarrollado cumple satisfactoriamente con

las caracterfisticas necesarias para su uso:

a) tiene la precisi6n, exactitud y especificidad requeridos,

como se demostr6 con las pruebas correspondientes;

b

puede ser realizado por cualquier analista, bajo las condi-
clones de pruebs establecidas. Ademds, el método tolera de
terminados cambios sin que ello altere los resultados: se
pueden utilizar diferentes concentraciones comerciales de &
cido férmico, 13 muestra puede leerse un dfa o un fin de se
mana después de su preparacién o bien, puede prepararse en

dos dfas consecut{vos cuando el tiempo disponible en uno H
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lo no es suficfente;

es aplicable a formulaciones diferentes de mebendazol en

suspensién, lo cual se deduce a partir de los resultados ob
tenidos con las pruebas a lotes de distintos proveedores.

Esta caracter{stica es fundamental para su aplicacién en un
laboratorio evaluador porque permite el andlisis de suspen-
slones de varios fabricantes a un mismv tiempo y utilizando
los mismos reactivos. Oesde luego, queda fuera de! alcance
del método el aseguramiento de su funcionalldad para refor-

mulacfones del! producto por parte de los proveedores;

la duracién aproximada del andlisis es de tres horas. Este
perfodo es adecuado, ya que podemos encontrar andlisis mds
cortos, pero no funcionales para todas las formulaciones

consideradas en este estudio. Por otro lado, el sistema de
disclventes empleado es muy econbmico: se compone de &cido

férmico y agua, é&sta en mayor proporcién.

Por Gltimo, por no existir un método oficial o farmaco-~

peico para el andlisis de mebendazol en suspensiones, se propo

ne el expuesto en este trabajo para dicho objetivo. Se sugie-

re, sin embargo, una validacién del método para los laborato-

rios que deseen aplicarlo a su formulacién, debido a posibles

diferencias en excipientes con respecto a los de este estudio.
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TABLAS DE RESULTADOS



Tabla A1, Linealidad del sistema
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i Dfa |Cantidad adicig | Absorbancia | Cantidad en-| % RECOBRQ Promedioc
! cionade de MBZ| (288 nm) | contrada l (%) o
' {ug/ml) MBZ (ug/ml) ] (1)
; 4.95 0.2753 4.94 100,19 |
by 7.48 0.4164 7.50 99.52 |
8.89 0.4938 8.91 99,70
N 10.01 0.5525 9.98 100.18
10.98 0.6087 11.00 100.22
0 12,44 0.6843 i2.38 100.27
15.46 0.8555 15.49 99.80
99.99 0.31
5.00 0.2712 4.98 99.60
D 7.52 0.4122 7.56 100.53
9.07 0.4951 9.08 100. 11
0 10.21 0.5569 10,21 100.00
10.95 0.5956 10.92 99.84
5 12.57 0.6847 12.55 99.73
14.91 0.8144 14.93 100.13

** La cantidad encontrada es la abscisa (X') calculada a partir de la lf-
nea de regresi6n de la curva Cantidad adiclonada (X) VS Absorbancia

(v).



Tabla A2. Exactitud y precisién del método
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mg MBZ adicionados | mg MBZ encontrados)% RECOBRO |PROMEDIO DE c. V.
RECOBRO
49.64 99.27
49,86 99.71
48,93 99.86
50.21 100.42
49,28 38.56
| 50.00 :::Z ‘33'23 99.81% | 0.64%
49,86 99.72
49.62 99.23
49.71 99.42
50.19 100.38
50.28 100.56
99.71 99,71
100.66 100.66
99.22 99,22
100.35 100,35
99,95 99.95
99.28 99.28
100.00 101.24 101.24 100.02% 0.61%
100.36 100.36
99.82 99.82
100.21 100.21
99.26 99,26
100.16 100.16




Tabla A2 ...Contlnuacién
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mg MBZ adicionados | mg MBZ encontrados{% RECOBRO | PROMEDIO DE C. V.
RECOBRO
149.99 99.99
148.82 99.21
149,73 99.82
149,97 99.98
150,98 100.65
149,94 99.96
150.00 150.86 100.57 99.96% 0.50%
149,72 99.81
149.13 99.42
149,36 99,57
151,29 100.86
149,61 99.74




Tabla A3.1

Estudios de recobro para contenidos de 75 y 125

mg MBZ/5 ml

58

mg MBZ adicionadas| mg MBZ encuntradoJ

% RECOBRO | PROMEDIO DE} .
~ RecosRo vt Y

!
100.20 |

75.15 i
74.58 ¢ 99.44 :
: 74.54 i 99.39 '
74.33 i 99.77
74.90 . 99.87 :
74.60 . 99.47 L
75.00 76 44 | 10059 | 99-62% | 0.432)
74.60 199,47 ;
74.45 | 99.27 ;
74.72 93,63 i
74.46 | 99.28 :
74.33 I 99.11 :
; :
126.55 [ 101,24 i
125,08 | 100.06 ;
124.33 | 95.46 i
125.33 100.26
125.93 100.74
. 124,65 99.72
125.0C 126. 70 t01.36 | 100-10% | 0.73%
124,41 95.72
125.53 100.42
124.88 99.90
123.99 99.19
124.14 93.31
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Tabla A3.2 tinealidad del método

mg MBZ adicio- {mg MBZ ancon-| % RECOBRO
nados trados
50.0 49.9 89.81
75.0 74,7 99.62
100.0 10C,0 100,02
125.0 125.1 100.10
150.0 149.9 99.96

Cada uno de estos datos es el promedio
de 12 determinaciones de recobro (Ta-
blas A2 y A3.1).

Tabla A4. Reproducibilidad del método

NGmero de a- % de MBZ encontrado
ndlisis Anallsta 1 Analista 2
1 97.58 100.17
2 98.58 101.63
3 99.07 100.99
4 101.31 100.49
5 99.55 100.66
6 97.94 101.79
Contenido
promedio 99.04 100.96
c. V. 1,30% - 0.64%

El coef. de var. de las 12 determinaciones:
C. V. = 1,402
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