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1. INTRODUCCION

Mebendazol, Niclosamida y Tinidazol son principios activos que
tienen propiedades farmacolSgicas gue se aprovechan para integrar con
ellos un medicamento antiparasitario de amplio espectro, Gtil en el
tratamiento de parasitosis mixtas causadas por nemitodos, céstodos y pro-
tozoarios!‘)

E! propésito de este trabajo, estd encaminado a desarrcilar un
método analftico empleando la técnica de Cromatograffa de Liquidos de
Alta Resolucidn, para cuantificar niclosamida, mebendazol v tinidazol
{ tres principios activos contenidos en una tableta -poliférmace-).

Si bien, se cuenta actualmente con un método analftico para cuantificar
cada uno de los principios activos ya mencionados (2), no es suficientemente
satisfactorio el tiempo de andlisis debido a la té&cnica analftica utilizada
{ cromatografia en capa delgada para separar cada uno de los principios
activos, con posterior cuaniificacién de los mismos por espectrofotometria).
Se requiere antonces, un método versdtil que ofrezca CONFLIABILIDAD Y
RAPIDEZ DE ANALISIS.

Posterior al desarrollo del método aniftico, se llevard a cabo la
validacidn del mismo, con lo cual quedard establecido de manera clara y
objetiva, que el método de estudio reGne los requisitos para las aplicaciones

analfticas deseadas.



11, FUNDAMENTACION DEL TEMA

A. Descripcién de los principios activos

El medicamento que es objeto de estudio, incluye en su formulacién

los siguientes elementos:

Mebendazol 60 miligramos
Niclosamida 200 miligramos
Tinidazol 300 miligramos
Excipientes c.b.p. 714 miligramos

EL MEBENDAZOL es un agente antihelmintico de amplio espectro. Es una
substancia sintética que se presenta como polvo amorfo amarillento, muy
poco soluble en agua y en la mayor parte de los solventes orgénicos;
conocido también como ester metflico del &cide 5-benzimidazolcarbémico,

o bien, como el ester metflico del &cido (5-benzoil-1 H-benzimidazol-2- il1)=-
carbﬂmico.“’“

ts eficaz contra Trichuris trichiura, Ascaris lumbricoides, Enteraobius

vermicularis, Ancylostoma dupdenale, Necator americano; también es efectivo

aunque en menor grado contra Strangyloides stercolaris, y en infestaciones

por tenias. Su actividad ante los helmintos se debe a su capacidad de inhibir
de forma irreversible la captacién de glucosa exSgena por los helmintos. La
inmovilizacibn y muerte de los par&sitos ocurre lentamente y su desaparicién
del intestino, puede no ser completa hasta tres dias despubs del tratamiento.
Los estudios de toxicologfa aguda y crénica indican un alto margen de seguridad
entre la dosis terapéutica y la t6xica; sin embargo en ratas prefiadas, este
medicamento ha producido efectos teratogénices. El mebendazol se absorbe

muy poco, después de una dosis oral, aproximadamente el 0.5% pasa al torrente



sangufneo, 1a cual se excreta por orina en forma de un derivado descarboxilado.

3,
A continuacion se presenta la formula desarrollada del Mebendazol(. 4:5)

g
N - C-acH,

CeHz-C
8

La NICLOSAMIDA es un polvo microcristalino, color crema, inodore y sin
sabor. Desde el punto de vista quimico, es el N-(2-cloro-4-nitrofenil)-5-
clorosalicilamidal®)

OH %)
[}

Es pragtlcamente insoluble en agua, ligeramente soluble en etanol, meta-
nol, cloroformo y éter. Su espectro antiparasitario incluye la mayoria de los
céstodos (Taenia saginata, T. solium, Diphyllobo thium latum e Hymenolepis
nana) de las cuales el hombre es huesped primario y le causan enfermedades.
También afecta a Enteroblus vermicularis. El firmaco es absorbido por el
pardsito a través de su tegumento y en su interior, la accifn inds importante
as la inhibicién de la produccién anaerbbica del ATP,mecanismo fundamental
de la obtencién de energfa en estos pardsitos. La consecuencia de este efecto
es la muerte con digesti6n parcial de los segmentos y del escGlex. El grado
de absorclén por la pared intestinal del huésped es muy baja, por lo que se

6.7
consedera que la toxicidad es selective contra los parésitos susceptibles.( o7}



£l TIRIDAZOL, con nombre quimico de 1-(2-(etilsulfonil)etil)-2-metil-
S-nitroimidazol; etil-(2-(2-metil-5-nitro-1-imidazolil) 2til)sulfona; son
cristales poco coloridos a partir del benceno. Su férmula estructural, se
presenta a continuacibn.

gHZ'CHZ'SOZ'CHZ'CH3

0 N CH3

£l Tinidazol, tiene efectos amebicidas directos. La importancia de
este medicamento redica en que es altamente efectivo en todas las formas de
amibiasis, intra y extra intestinal. Se absorbe bien a través de la mucosa
gastrointestinal y sus concentraciones plasmdticas mds altas se observan una
hora después de la administracién oral. Alcanza concentraciones bajas en la
saliva y en 1a leche materna. Estd contraindicado en casos de discracias
sangufneas, lesiones orgénicas activas del sistema nervioso central, duran-
te el primer trimestre del embarazo y en casos de hipersensibilidad del

(5)

farmaco.

B. Antecedentes en la cuantificacibn de

mebendazol, niclosamida y tinidazol

A continuacién se presenta informacién referente a la cuantificaci6n
de mebendazeol, niclosamida y tinidazol, mediante cromatograffa de liquidos

de alta resolucién y cromatograffa de gases.



Compuesto Columna

Fage MOvil

TINIDAZOL  Bondapak/fenil

(8, 9, 10,
11, 12, 13) 0DS

0Ds

ETH Per-
maphase
0Ds

3% ov-11 (CG)
MEBENDAZOL 00§

(14, 15}

0Ds

NICLOSAMIDA 5% 0V-10% (CG)

(16, 17, 18)
Qos

AMINO

Solucidén amortiguadora de KH2P04-Na0H
0.05 M, pH= 7: Metanol (86:14)
Solucifn amortiguadora de fosfatos
0.01 M, pH= 5.5: ACN (85:15)
Sojucisn amortiguadora de acetatos,
20 mM, pH=4: ACN (93:7)

Cloroformo: Etanol: Hexano
(15:0.5:90)

Solucién amortuguadora de acetatos
20 mM, pH=5: ACN (95:5)

Gas acarreador: Nitrfgeno

Metanol :agua (55:45), Bomba A
Metanol: (NH,)4P0, (55:45), Bomba B
Bomba A: Bomba (67:33)

Solucién amertiguadora de KH2P04-
NaOH, 0.05 M, pHab : ACN (73:23)

Gas acarreador: Nitrégeno

Solucién amortuguadora de KH PO,

(6.66 g/1), pHs2.3 : ACN (340g : 1569)
Matanol :agua (B0 : 20)

Acetonitrilo : Agua (60 : 40)

Detector

¥ longltud de onds
wa
313 mm
UV a
320 nm
uv a
320 nm
Wwa
315 nm
Uv a
320 nm
PN
bv a
254 nm

uv a

313 nm
Captura

de electrén
ua

220

uv a

313 nm



De los métodos analfticos citados anteriormente, se puede observar

que hay elementos comunes para la cuantificacién simulténea de los tres

principios activos, en cuanto a cromatograffa de 1iquidos se refiere.

Los elementos Importantes que se van a tomar en consideracidn para el

desarrollo del método anlftico son los siguientes:

1. Una fase estacionaria comGn a los tres principios activos de 0DS (octadecil

silano}

2. Una fase mévil de Solucién Amortiguadora de KHZFOA- NaOH 0.05M. pH=7

o bien, pH=6 : ACN y/o Metanol, para cuantificar Tinidazol y Mebendazol.
En cuanto a Niclosamida se refiere, se pueden realizar combinaclones de

acetonitrilo, metanol, agua.

3. Para los tres principios activos, se puede utilizar un detector ultravioleta

con una longitud de onda de 313 nm.

Actualmente se cuenta en el departamento de control de calidad con

un método analitico espectrofotométrico para la cuantificacibn de los tres

principios activos, el problema es la separacifén cuantitativa de cada uno

de ellos, el quimico analista se ve obstaculizado primero por un tiempo de

andlisis muy largo y después, con la manipulaci6n de la muestra en extremo

cuidadosa en cualquiera de las siguientes etapas:

1. La completa solubilizacién de los principfos activos en el sistema

de disolventes ya estabiecido.

2. La separaci6n de los excipientes y de los principios activos, por medio

de filtracion.

3. La aplicacion de un volGmen determinado de estdndar y muestras a 1a

placa cromatogrifica de la manera mds exacta posible.



4, El raspado de la zona, una vez realizada la eluci6n de la placa
cromatogréfica.
5. La separacifn de la silica get y de los principios activos por filtracion.
Es necesario por tanto, contar con un método analitico rapido y
confiable, con el cual se minimicen los errores debidos a la manipulacién
de 1a muestra. Se piensa emplear la técnica de cromatograffa de 1iquidos de
alta resoluci6tn para tales fines, porque se cuenta en el laboratorio con
los recursos necesarios {equipo de cromatograffa y reactivos) para desarrollar
un método analitico por HPLC; y 10 més importante es, que en cualquier otra
técnica analftica ( potenciométrica, tritrimétrica, espectrofotométrica, etc.)
seria necesaria la separaci6n de los tres principios activos contenidos en la
tableta de manera CUANTITATIVA, situaci6n que implica una manipulacién excesiva

de la muestra.

C. Cromatografia de Liguidos

de alta resolucibn

1. HISTORIA DE LA CROMATOGRAFIA L1quipat'®)

Esta técnica fué desarrollada en primer lugar por el boténico ruso
M.S. Tswett, para la separacifén y alslamiento de los pigmentos dé las
plantas. Tswett eligié el nombre de las palabras griegas que significan
“escritura en color” refiriendosa a las bandas de las diferentes substancias
coloreadas que logrd separar sobre columnas de yeso pulverizado.

Posteriormente en 1930 y 1931, Kuhn'y E. Lederer revitalizaron el
método en los laboratorios de Heidelberg, Alemania. En pocos afios la
cromatograffa 1iquida en columna se convirtid en una técnica utilizada

universalrente,



Un logro importante lo constituyé el desarrolio de 1a cromatografia
de reparto gas-ifquido por parte de Martin y James en 1952. Al mismo tiempo
se extendfa el interés por la cromatograffa liquida {1960-1870), por lo cual
se generalizd la teorfa, fructificando en una nueva expansién de la moderna
cromatogrffa 1fquida en columna, actualmente conocida como cromatografia

lfquida de alta eficiencia ( HPLC, High Performance Liquid Chromatography).

2. peFinic1on1?)

Cromatograffa es un término general aplicado a una amplia gama de
técnicas de separaci6n que esencialmente se basan en la distribucitn de
los componentes a separar entre dos fases, una de ellas es una fase
mévil, la cual puede ser un gas o un liquido, y la otra es una fase esta-
cionaria, 1a cual a su vez puede ser un liquido o un s6lido. El proceso
cromatogrifico tiene lugar como resultado de repatidas adsorciones o re-
partos durante el movimiento de los componentes de la muestra a lo largo
del lecho estacionario, alcanzindose 1a separaci6n gracias a las diferencias
en los coeficientes de distribuci6n de los distintos componentes de las

muestras.

3. CLASIFICACION Y GENERALIDADES(19+20.21)

Baséndose en la naturaleza de 1a fase movil, la cromatograffa se
divide en cromatograffa de gases y en cromatografia de liquidos, las cuales
a su vez se subdividen al tomar en cuenta la naturaleza de la fase estacionarla,

tal y como se muestra en la figura siguiente.



} Croma'tOQrafia
cafes } Gas-11quidd- Liqdidos
GaJ-sbl ido ' Colm———Lﬂéna
Liquido’s6lido Liquidolifquido de fdse de gntercamblo folico ad

quimicamente unida

exclusion

dd permeacifn en gel de filtracién en gél

Figura 1. Clasificacién de la cromatografia

Existen muchas maneras de clasificar la cromatografia 1iquida en columna,
otro tipo de clasificaci6n es el sigujente:

a. Cromatografia de adsorcion. Liquido-s6lido, la fase estacionaria es un

adsorbente y 1a separacifn se basa en repetidas etapas de adsorcibn-desorcién.

b. Cromatograffa de particién, Liquido-liquido, la separacién no se basa en

la adsorcién, sino en una verdadera particién entre la fase mbvil y la fase

_estaclonaria.

¢. Cromatografia de intercambio i6nico. El lecho estacionario tiene una

superficie cargada i6nicamente, con carga contraria a ia da la muestra.
la Tase movil es una solucién amortiguadora, en la que el pH y 1a polaridad
se utilizan para controlar el tiempo de elucibn,

d. Cromatograffa de exclusion, Se rellena 1a columna con un material que

posea poros de dimensiones comprendidas entre ciertos 1f{mites, con lo que
1a muestra es retenida o filtrada segln sea su tamafo melecular.

En cuanto a los dos primeros tipos de cromatograffa, no siempre puede
asegurarse cudl de los procesos implicados (adsorcitn o reparto) desempedia
el papel més importante. Por esta razén en la prictica se definen dos o mis

tipos, seg(n sea la polaridad relativa de las dos fases: cromatografia en



10

fase normal y cromatografia en fase Inversa.

En la cromatograffa en fase normal, el lecho estacionario es de naturaleza

fuertemente polar (por ejemplo silice} y la fase mbvil es apolar { por ejemplo
n-hexano o tetrahidro furano), las muestras polares quedan retenidas en la
columna durante tiempos mayores que los materiales menos polares.

En la cromatografia en fase inversa, el lecho estacionario es de naturaleza

no polar (hidrocarburo}, mientras que la fase mévil es un liquido polar, normal-
mente agua o alcohol. En este case, cuanto mds no polar sea la muestra, mayor

serd su retencion.

D. El proceso de separacidn

(19,20}
1. JERMINQS MAS USUALES EMPLEADOS EN CLAR

a. Tiempo de retencibn

€] tlempo de retencibn es el tiempo que transcurre desde la inyeccifén

hasta el &pice del pico.

L ¢ i
< 1 o | ¢ =L
* h ' r
' i
! ]
! {
) ! Pico de un soluto
! H no retenido
lnjcio '
A

% Tiempo

Figura 2. Esquema que muestra un cromatograma tipico, en donde "r es el
tlempo de retencitn, to es el tiempo muerto, ty es el tiempo

de retencidn corregido o relativo.



En la figura 2 se puede observar que el tiempo de retenci6n absoluto
t. es el tiempo‘que permanece la muestra interaccionando con la fase es-
tacionafia més el tiempo que permanece en la fase mbvil (tiempo muerto).

tr‘= to + t;_
b. Factor de capacidad

Es una medida de la retenci6n de un componente. Es el coeficiente de

reparto comGn a todos los procedimentos de distribucién,

K= conc. de la muestra en la_fase estacionaria
conc. de la muestra en la fase mivil

Mide 1a solubilidad de la muestra en la fase estacionaria. Este valor
indica el tiempo durante el cual puede retenerse cada cemponente de una mues-
tra en la columna. La fase estacionaria retarda la muestra al interaccionar
con ella en un tiempo tr" y el t, es el tiempo que permanece ep la fase mbvil;

el cociente entre ambos da el valor de K.

c. Factor de selectividad (factor de separacién o

retencién relativa -o(- )

El factor de selectividad es la relacifn del tiempo en que dos picos
permanecen en la fase estacionaria. $i el valor de alfa es igual a uno, los
dos picos tienen solubilidades iguales con respecto a la fase estacionaria

y no se realiza la separacidn.



12

El valor que corresponde al pico con mayor tiempo de retencién, se

coloca siempre en el numerador.

d. Nimero de platos tefricos y altura del plato

La anchura de un pico, es decir, l1a desviacién esténdar, indica cusn
agudo es un pico. Sin embargo este valor depende de varios pardmetros,
entre ellos el caudal, por tanto es mejor considerar un valor relativo
para expresar la calldad del pico. Una expresiOn aparentemente adecuada
es e] cociente entre 1a desviaci6n estidndar y el tiempo de retencitn, también
llamado desviacibn estindar relatlva.ﬂ’/tr. sin embargo, resulta ser un valor
muy pequenio y poco préctico, Su inverso, trﬁr es5 adecuado. En la préctica,
1o que se utiljza para la expresién de la eficacia de una columna es el cuadra-
do del cociente anterior: HNs { tr/a‘)z.

ta razén para el uso del cuadrado es tebrica y estd relacionada con
el hecho de que desde un punto de vista matemdtico, la medida bisica de una
distribucitn normal es la varianza ( 6)2; N representa el nGmero de platos
tebricos.

Existen varios métodos para cuantificar el nlmero de platos tedricos
dependiendo de la altura a la que se tome la anchura del pico; uno de ellos
es e] método ai 0.5 de la anchura del pico, cuya férmula es:

Ne 5.5 ( t./ w,)?
El nGmero de platos tedricos depende de la longitud de la columna. En

consecuencia se ha introducido otro término que relaciona el nGmero de piatos
con la longitud de la columna, es la altura de plato o altura equivalente a

un plato tedrico, cuya dimensi6én es l1a longitud.

Ha L/N



A menor altura del plato y mayor nlmero de platos, corresponde més

eficacia de la columna cromatogréfica.
e. Resolucién

La resoluci6n es una medida de la capacidad que tiene una columna
para separar dos plcos y es definida como la distancia que hay entre el

centro de picos dividida entre el promedio de las anchuras de los mismos.

1
Figura 3. Picos cromatogrdficos, en los cuales V expresa altura y W anchura

del pico.

0.5 (Wy + W)

para el célculo de la resolucién, se utilizan los picos més diffciles
(los més juntos), y si &stos se pueden separar con éxito, todos los demis
que estén contenidos en la muestra lo harén,

Tanto la selectividad, como la eficiencia y el factor de capacidad

estin estrechamente ligadas a 1a resolucidn al utilizar la siguiente formula:

Re (o= t/ext) (¥R Y (Kt + K)

. .24
E. El equipo en cromatografia ngulda(‘9'20'21'22'23 24)

Normalmente un cromatSgrafo de lfquidos cuenta con los componentes que

se representan en la figura nOmero 4.
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l i l ' COLUMNA
SISTEw| [ SISTERA [oerecTor|— pesecHos]
£ [_lo

BOMBED INVECEION

IlNTEGRADORl

Figura 4. Componentes de un sistema tipico de cromatografia de 1{quidos.

Primero se tiene el reservu;lo del disolvente (fase m6vil), una

bomba para impulsar el disolvente, un dispositivo para 1a inyeccibn que
permita la aplicaci6bn de la muestra, una columna para llevar a cabo la
separacidn de los componentes contenidos en la muestra, un detector que mida
en forma continua alguna propiedad fisicoquimica de los componentes de la
muestra, generando una sefal prop&rcional a la concentracién de los mismos.
En sequida se tiene el integrador que transforma la intensidad de las sefa-
les emitidas por el detector, en nGmeros digitales que puedan relacionarse
con la cantidad de muestra.

La verificacion del buen funcionamiento de un cromat6grafo de 1iquidos
se lleva a cabp apalizando cada uno de los componentes que forman parte del

equipo.
1. FASE MOVIL

Los requisitos de la fase mbvil para tener una buena cromatografia son
los siguientes:

- La muestra debe ser soluble en la fase mbvil.
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- La polaridad del solvente debe producir valores de K de entre t y 10.
K es el factor de capacidad que mide la distribuci6n de la muestra entre la
fase estacionaria y la fase mévil. Los valores de K menores de 1 indican que
la muestra casi no es retenida por la fase estacionaria y da como resultado
separaciones muy pobres. Los valores de K mayores de 10 indican que la muestra
se retiene excesivamente por la fase estacionaria de la columna y dard como
resultado un tiempo de andlisis muy largo. Por estas razones, es necesario
ajustar la polaridad de la fase m6vil, mezclando varios solventes.

- Los solventes deben ser de gran pureza para o daiiar la columna, ni
provocar la interferencia con el andlisis. Deben ser filtrados y degasificados
previamente al andlisis.

- Otras consideraciones importantes son: su viscosidad, toxicidad,

punto de ebullicifn y costo del solvente.

2. FILTRO DE LA FASE MOViL

€s de acero inoxidaple o de teflén y de 2 a 5 micras de porosidad.
Es muy recomendable lavarlo frecuentemente en baflo ultrasSnico con &cide
acético al 10%. Como una precauci6n adicional se puede colocar un segundo

filtro en ia linea del solvente, justo antes de entrar a la columna.
3. BOMBA

Los requisitos de una bomba ideal, son los siguientes:

.~ Debe ser quimicamente inerte y capaz de manejar los diferentes
tipos de solventes.

- Debe soportar una alta presifn con velocidades de flujo entre 0.5
y 10 ml/min.

- No debe generar pulsos que se traduzcan en ruido.



- La velocidad de flujo debe ser reproducible para poder abtener

tiempos de retencifn también reproducibles.

a. Flujo y reproducibilidad de flujo

Se verifican colocando una probeta graduada a la salida de la columna.
Es muy importante que la columna se encuentre en buen estado y que se

recolecten por lo menos 5 ml si se ha escogido un flujo de 1 ml/min o menor.

c. Fluctuaciones en ia iinea base por generacién de pulsos

Con 1a bomba y el integrador encendidos, observar las desviaciones

de la lfnea base.
4. INYECTOR

El prop6sito de tener un sistemd de inyeccifn es colocar la mestra
dentro de 1a columna en forma de una banda delgada y no de disparsarla
sobre ella. Los problemas que pueden presentarse con el inyector son:
de fugas de liquido, de sifoneo y de obstruccién.

Para evitar la obstruccidn del inyector es recomendable lavarlo
diariamente con la misma fase mbvil usada para la cromatografia o con metanol,
y en caso de usar soluciones buffer es indispensable lavarlo con suficiente

agua.
5. COLUMNA

Siempre que se adquiera una columna nueva es necesario llevar un
registro de la selectividad, del nGmaro de platos tefricos y de la reso-
lucién para el sistema de separacidn para el que fué adquirida. De esta

manera puede llevarse un control de vida de la columna.
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tos problemas que pueden presentarse con 1a columna pueden ser: de
fuga, de obstruccién, da cromatograma ( &ste se debe principaimente al
comportamiento de la columna; la presencia de picos fantasmas y el coleo de
los picos se deben a una obstrucci6n dentro de la columna. La variacién de
1os tiempos de retencifn en muchas ocasiones es debida a una deficiencia en

el equilibrio de la columna).

6. DETECTOR

Su finalidad es medir la concentraci6n de los componentes de la muestra
elufdos con la fase mévil.

Los tres detectores mds comlnmente usados son el de ultravioleta de
longitud de onda fija, de ultravioleta de longitud de onda variable, y el
detector de indice de refraccién; cada uno difiere en sensitividad para
varios tipos de muestra. Los problemas que puaden presentarse en los detec-

tores son: de fugas de lfquido, de ruido electrénico.
7. INTEGRADGR

Su propbsito es registrar de manera permanente los resultados del
andlisis por wmedio de un cromatograma. Los sistemas de registro no presentan
ningln problema si se ha conectado adecuadamente al detector.

{25,26,27)
F. VALIDAC1ON
1. DEFINICION

La validaci6n de un método analftico, se define como el proceso por
el cual queda establecido, por estudios de laboratorio que la capacidad
del método satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas

deseadas.
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La capacidad se expresa, en términos de pardmetros analfticos.

El proceso de validaci6n de un método en particular estd basado en
pfincipios cientificos adecuados y ha sfdo optimizado para propbsitos
prdcticos de medicié6n.

En la aplicacion de los criterios de evaluacién de un método analftico
prevalecerd ante todo la experiencia y el criterio de la persona que lleve

a cabo la validacién.

2. PARAMETROS A EVALUAR

a. Especificidad

Es 1a habilidad de un método analitico para obtener una respuesta
debida dnicamente a la sustancia de interés y no a otros componentes que

estén presentes en la muestra.
b. Linearidad

La linearidad d2 un sistema o m&todo analitico es su habilidad para
asegurar que los resultados analfticos - los cuales puaden ser obtenidos
directamente o por medio de una transformacién matemitica bien definida-,
son proporcioneles a la concentracibén de la sustancia dentro de un intervalo

de concentracién determinado.
€. Exactitud

La exactitud de un mé&todo analftico es la concordancia entre un valor
obtenido experimentalmente y el valor de referencia. Se expresa como el
porciento de recobro obtenido del andlisis de muestras a las que se les ha

adicionado cantidades conocidas de 1a sustancia.



d, Precisién

La precisién de un método analftico es el grado de concordancia
entre resultados analftices individuales cuando el procedimiento se aplica
repetidamente a ¢iferentes muestreos de una muestra homogénea del producto.
Usualmente se expresa en términos de desviacitn estdndar o del coeficiente
de variacion. La precisién es una medida del grado de reproducibilidad y
repetibilidad del método analftico bajo las condiciones normales de operacién.

1) Repetibilidad. Es la precisién de un método analftico expresada como
la concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas bajo
las mismas condiciones ( analista, tiempo, aparato, laboratorio, etc.).

2) Reproducibilidad. Es la precisi6n de un métedo analftico expresada
como la concordancia entre determinaciones independientes realizadas bajo
condiciones diferentes ( diferentes analistas, en diferentes dias, en el misme

y/o diferentes laboratorios, utilizando el mismo y/o diferentes equipos).

e. Estabilidad de la muestra

Es la propiedad de una muestra preparada para Su cuantificacién, de
conservar su integrided fisicoquimica y la concentracién de la sustancia
de interés, después de almacenarse durante un tierﬁpo determinado bajo
condiciones especificas.

Los parémetros a valorar dependiendo de la aplicacidn dei método

analfitico del que se trate, se encuentran en la tabla 1.
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IT11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las parasitosis intestinales, por los efectos nocivos que
ocasionan en el desarrollo ffsico y mental, especialmente del nifio, como
por la forma negativa con que inciden sobre la economfa de la poblaci6n,
constituyen un importante e ineludible problema de orden sanitario y social(z)

La frecuencia con que se manifiestan estos cuadros patolégicos, es
sumamente variable, aGn dentro del mismo pafs o regibn, pues depende en par-
ticular, de la zona geogrdfica que se tome en consideracién. Dos razones son
las determinantes: por un lado, las diferentes condiciones climéticas reque-
ridas para cumplir el ciclo evolutivo de cada especie; y por otro, las dis-
tlntaﬁ circunstancias econémicas, sociales, saniterias y culturales, que
especificamente, gravitan en cada drea geogrifica.

Ademds, es tan elevada la frecuencia con que se presentan las
parasitosis intestinales en el hombre, que puede inferirse sin caer en
exageracifn, que es spuy raro encontrar una persona adulta, que actualmente
no albergue pardsitos o que no los haya albergado, por lo menos, una vez en
la vida, y preferentemente en su ninez.()

£s importante entonces, contar con medicamentos que asocien en
su formula los elementos necesarios para erradicar répida y definitivamente
las infestaciones producidas por protozoarios, nemitodos y céstodos (parasi-
tosis mixtas}})Su gran demanda en el mercado exige una producci6n en gran
escala y por lo consiguiente, métodos de andlisis répidos y confisbles

para liberar el producto en el menor tiempo posible.
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1V, OBJETIVOS

A. Objetivo General

Desarrollar y validar un m&todo analftico para control de calidad
por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucisn para la cuantificacién

de mebendazol, niclosamida y tinidazol, contenidos en una tableta.

8. Objetivos Especificos

1. Probar experimentalmente, la fase mévil y la fase astacionaria Optimas

para la adecuada separaci6n de los principios activos en la formulacién.

2. Seleccionar las condiciones analfticas y operativas adecuadas para

la cuantificaci6n de mebendazol, niclosamida y tinidazol, por CLAR.

3. Validar el método analitico desarrollado, evaluando al sistema y al
método ‘a través de los pardmetros de Especificidad para conirol de
calidad, Linearidad, Exactitud, Precision ( Repetibilidad y

keproducibilidad).
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V. HIPQTESIS

Utilizando las propledades fisicoquimicas del mebendazol, la niclosamida
y el tinldazol, se logra una separacién cuantitativa, en base al equilibrio
que se establece entre la fase estacionaria y la fase movil con cada una de
las moléculas; de tal forma que la separacidn de cada componente obedece
principalmente a la resoluci6n del sistema cuando se han manejado conve-
nientemente los factores quimicos (selectividad y factor de capacidad) y
mecdnicos ( nGmero de platos tedricos o eficiencia de la columna).

Una vez desarrollado el método analitico, se llevara a cabo la validacion

del mismo para poder utilizarlo como método de rutina para control de calidad.
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VI. PARTE EXPERIMENTAL

A. Materiales

1. EQUIPO

ne
H

-

a.

=
h

o

a

o

Cromatégrafo de Liquidos de Alta Resoluci6n, marca Beckman

Columpa, marca Backman, ULtrasphere 005, de 7 cm de longitud X 4.5 mm
de dismetro interno.

Hembranas tipe HVLP Q4700 de 0,45 micras de didmetro de poro, marca
HMillipore o equivalente.

Bomba de vacfe

Equipo de ultrasonido

. Potencibmetro

. Material de vidrio

REACTIVOS

Acetonitrilo {Merck)
Metanol grado HPLC (Merck)

Acido Férmico R.A. {Baker)

fosfato de Potasio Monobdsico (Merck)

Hidrésido de Sodio, lentejas  (Merck)

B. MéStodo

CUANTIFICACION DE NICLOSAMIDA

a.

Preparacién de la fase mbvil

Se prepard la Fase mévil Agua: Acetonitrilo (ACN}: Metanol en 1a proporcién
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10:30:60, como se indica a continuacibn:
Se midieron los disolventes por separado en probetas graduadas de
vidrio, se mezclé y filtr6 a través de una membrana tipo HVLP de 0.45

micras de di&metro de poro. Se degasifictd en bafo ultrasénico durante 15 min.

b. Preparacifn de la solucién esténdar

Se pesd con exactitud 34 mg de niclosamida esténdar de referencia y
se transfiri6 a un matraz volumétrico de 100 ml, se agregd 3 ml ‘de dcido
férmico R.A. y 50 ml de metanol R.A., se disolvi6 y afor6 con metanol. Se
transfiri6 una alfcuota de 2 ml a un matraz volumétrico de 50 ml y se llevd

a volamen final con fase movil.

c. Preparaci6n de la muestra

Se trituraron 20 tabletas en un mortero de porcelana hasta polvo fino
y se pesaron 0.12 gramos del polvo, se transfirieron a un matraz volumétrico
de 100 m], se agregaron 3 ml de dcide formico v 50 ml de metanol R.A., se
sonicd por 15 minutos, se dej6 enfriar y se llevé a volumen final con metanol
R.A., se transfiri6 una alfcuota de 2 ml a un matraz volumétrico de 50 ml
y 5e llevb a aforo con fase mévil.

Se filtraron las soluciones esténdar y muestra a través de una membrana
tipo HVLP de 0.45 micras de di&metro de poro.

Se inyecté la solucibn esténdar por duplicado hasta que la relaci6n
del &rea de 103 picos no presentd una variacién mayor del 2%, se continub
de la misma manera con las soluciones de la muestra.

Se inyect6 la solucibn estdndar cada seis inyecciones de la solucidn

de la muestra para asegurar la estabilidad del sistema.



d. Condiciones cromatogréficas

Para el cromatégrafo de liquidos

- Columna: Beckman Ultrasphere 0DS, 7 cm de long X 4.5 mn de didmetro
- Fase mGvil: Metanol: Acetoritrilo: Agua { 60:30:10)

- Flujo: 0.5 ml/min

- Detector: 313 nm

~ VolGmen de inyecci6n: 20 mcl

- Presion: 1.0 Kpsi

- Sensibilidad: 0.05 AuF

2) para el Integrador

- Atenuacitn: 64
- Velocidad de carta: 0.3 cm/min
- Area minima de rechazo: 50 000

- Amplitud del pice (PW): 2
e. Célculos

Se calculd la cantidad en miligramos de niclosamida en la tabieta con

la formula siquiente:

Ay Wy
mg/tabs ~-ave-a ) QETTS-E XPogy X Pp
Aest W

en donde;

- mg/tab= miligramos por tableta
- An= Area de la muestra

- Agst= Area del estsndar
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- Hs= peso del estdndar en gramos
- Hm: peso de la muestra en gramos
- Pest= potencia del esténdar

Pp= peso promedio de ias tabletas, en miligramos

2, CUANTIFICACION DE MEBENDAZOL Y TINIDAZOL

a. Preparacién de la fase mbvil

Se preparé la fase mévil KH2P04 0,025 M¥ ph=6: Acetonitrilo: ietanol en
1a proporci6n 65:30:5, como a continuaci6n se indica:

Se midieron los disolventes por separado en probetas graduadas de vidrio,
mezclando y filtrando a través de una membrana tipo HVLP de 0.45 micras de
difmetro de poro. Se degasificé en baio ultrasénico durante 15 minutos.

*Previa a la preparacitn de la fase movil, se prepard la solucidén de
fosfato de potasio monobdsico (KHZPO4), 0.025 M a pH=6, como a continuvacidn
se indica:

Se pes® 1.7 gramos de fosfate de potasio monobdsico R.A., transfiriéndolos
a un matraz volumétrico de 500 ml, disolviéndo con agua destilada y llevando a
volfimen final con agua; ajustando el pH=6 con solucién de hidr6xido de sodio
1:10.

b. PreparaciGn de la solucién estandar

Se pesd con exactitud 0.01 gramos de mebendazol, y 0.05 gramos de tinidazol
estdndares de referencia y se transfirieron a un matraz volumétrico de 100 mi,
agregande 3 ml de 8cido f6rmico R.A., disolviéndo perfectamente. Se llevd a
volGmen final con agua. Se transfiri6 una alicunta de 2 ml a un matraz volumétrico

de 50 ml y se Ilevd a aforo con fase movil.



c. Preparacibn de la muestra

Se trituraron 20 tabletas (conteniendo 60 mg de mebendazol, 200 mg de
niclosamida y 300 mg de tinidazol) en un mortero de porcelana hasta polvo
fino y se pas6 0.12 gramos del mismo, transfiriéndolos a un matraz volu-
métrico de 100 ml, se agregd 3 ml de acido fOrmico R.A. y se sonictd 15
minutos; llevando a velGmen final con agua. Se Filtr6 con papel Wahtman del
nGmero 4, descartando las primeras porciones del filtrado. Se transfirié
una alfcuota de 2 ml a un matraz volumEtrice de 0 mi, llevando a volGmen
final con fase movil.

Se filtr6 ia solucidn estdndar y muestra a través de una membrana tipo
HVLP de 0.45 micras de didmetro de poro.

Se inyect6 la soluci6n estdndar por duplicado hasta que la relacidn
del drea de los pices no presentd una variacién mayor de 2%, continuando de
la misma manera con las soluciones de la muestra.

Se inyect6 la soluci6n estdndar cada 6 inyecclones de la solucién de

la muestra para asegurar la estabilidad del sistema.

d. Condiciones cromatogréficas

1) Para el cromatOgrafo de liquidos

- Columna: Beckman Ultrasphere 0DS, de 7 cm de longitud X 4.5 mm
de didmetro interno.

- Fase mbvil: KH2P04 0.025 M. pH=6: Acetonitrilo: Metanol (65:30:5)

- flujo: 0.5 ml/min

- Detector: 313 nm

- VolGmen de inyecci6n: 20 mcl

- Presitn: 1.0 Kpsi

- Sensibilidad: 0.05 AUF
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2) para el integrador

- Atenuacién: 128 para el tinidazol, 34 para el mebendazol
- Velocidad de carta: 0.25 cm/min

- Arez minima de rechazo: 50 000

- Amplitud del pico (PW): 2

e. Cilculos

Se Calculd la cantidad en miligramos de tinidazol y mebendazol en la

tableta con la formula siguiente:

A s
mg/tabzm=ee=n X cenm2a X Pogy X Pp
Aest “m

en donde:

mng/tab = miligramo por tableta
Am = Area de la muestra

Aesf Area del estandar

NS= peso del esténdar en gramos
Hm= peso de la muestra en gramos
Potencia del estdndar : Pest

Pp = Peso promedio de las tabletas, en miligramos
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3. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

a. Determinacién de la especificidad para control de calidad

Se inyectd de manera indepandiente, bajo las mismas condiciones de
operacifn, una muestra de las mezclas de placebo con cada uno de los
principios activos ( también se inyectd una muestra de placebo s6lo).
CRITERIO: No debe existir respuesta alguna, de no ser por la sustancia de

interés.

b. Determinacién de la exactitud del método

Para el caso de Niclosamida, se manejaron tres niveles de concentracién
del 75%, 100% y 125%, mediante el andlisis de 6 muestras de placebo adicionado
de estdndar para cada una de las tres diferentes concentracionas.

Para tinidazol y mebendazol, se manejaron cuatro niveles de concentraci6n
del 80, 100, 110 y 125%, mediante el andlisis de 6 muestras de placebo adicio-
nado de esténdar para cada una de las cuatro diferentes concentraciones.
CRITERIO: C.V, < 2%

t student calculada < t (n-1, 0.95) en tablas

c. Determinaci6n de 1a linearidad del método

Tanto para niclosamida, mebendazol y tinidazol, se manejaron 5 niveles
de concentracion del 60, 80, 100, 110 y 120%, se analizaron placebos a los que
se les adiciond cantidades conocidas del principio activo (pesadas indepen-
dientes}. El an&lisis se realizd por triplicado siguiendo al pié& de la letra

el método analftico.
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d. Determinacién de la linearidad del sistema

Para tinidazol, mebendazol y niclosamida se manejaron 5 niveles de
concentracidn del €0, 80, 100, 110 y 120%, analizando 2 muestras de cada
nivel, preparadas con soluciones esténdar { a partir de una soluci6n patrén
y realizando diluciones).

CRITERIO: m aproximadamente 1
b aproximadamente 0

t caleulada b<t (n-t, 0,95) en tablas

e. Determinacién de la precisibn

1)} Precisibn del sistema. Este parémetro se determind realizando &

inyecciones de una misma solucién estandar al 100% del nivel normal
ensayado.

CRITERIG: C.V. < 2%

2) Repetibilidad del método. Se utilizaron los resultados obtenidos en

la exactitud del método pero con diferente tratamiento estadfstico.

CRITERIO: C.V. <23

3) Reproducibilidad. Se realiz6 con una muestra homogénea del producto a
un nivel de concentracién del 100%, con dos fuentes de variacién:
analista y dfa de andlisis.

CRITERIO: C.V. € 2%
F calculada < F(0.95) en tablas de distribucitn



VII. RESULTADOS



A. Especificidad para Niclosamida

R N
F T
3 H
g l: F
Placebo P
Mebendazol M
Niclosamida- N
Tinidazol T
8
3
® ¢
¥ 3
a e '
Ad +
A B c 1

Figura 5. Cromatogramas obtenidos en la especificidad para Niclosamida,
en donde, A= P, B=P+N, C=P+T+M, D=P+TsM+N
Columna: Ultrasphere 0BS, de 7 c¢cm X 4.5 mm
Fase m6vil: Metanol : Acetonitrilo : Agua (60: 30: 10)
Flujo de 0.5 ml/min, detector UV a 313 nm, volGmen de inyecci6n

20 mcl, sensibilidad 0.05 AUF
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Figura 6. Cromatogramas obtenidos en 12 especificidad para Mebendazol ¥
Tinidazol, en donde AsP, DaPaN, CuPa¥, DsP+T, ExPsMeN,
FaPaT4M, GuP4T4HeN, HaP+T4N
Columna; Ultrasphere 005, de 7 cm X 4.5 mn
Fase mévil: KHPO, 0.025 H, pH=6:ACN:Metanc] (65: 30: 5)
Flujo da 0.5 ml/min, detector UV a 313 nm, volfmen de inyeccién
20 mcl, sansibilidsd 0,05 AUF '



neg
Adicionados

10.10
10.10
10.10
10.10
10.10
10.10
13.40
13.40
13.40
13.40
13.40
13.40
16.75
16.75
16.75
16.75
16.75
16.75

CRITERIO:
Coefi

REGLA DE DEC}
T cal

CONCLUSION:

C. Exactitud y Repetibilidad del Mé&todo
para Niclosamida

meg %
Recuperados Recabro
10.16 . 100.59
10.31 102.08
10.18 100.79
10.18 100.79
10.08 99,80
10.22 101.19
13.24 98.80
13.49 100.67
13.52 100.89
13.49 100.67
13.41 100.07
13.36 99.70
16.50 98.51
16.34 97.55
16.49 98,45
16.11 96.18
16.37 97.73
16.51 98.57
Media 99.61
Desviacidn esténdar 1.540
Coeficiente de variacién 1.546
T calculada 1.074
EN TABLAS:
T (n-1, 0.95) 1.739¢

ciente de variaci6n < 2.0%
SION:
culada <€ T (n-1, 0.95) en tablas

El m&todo es exacto y Preciso
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D. Exactitud y Repetibilidad del Mé&todo
para Mebendazol

- mcg mcy %
Adicionados Recuperados Recabro
3.40 3.44 101.18
3.40 3.43 100.88
3.40 3.42 100.59
3.40 3.41 100.29
3.40 3.41 100.29
4.00 4.07 101.75
4.00 4.08 102.00
4.00 4.06 101,50
4.00 4.06 101.50
4.00 4.05 101.25
4.00 4.05 101.25
4.40 4.44 100.91
4.40 4.41 100.23
4.40 4.38 99.54
4.40 4.38 99.54
4.40 4.37 99.32
4.40 4.37 99,32
4.69 4.64 98.93
4.69 4.63 98.72
4.69 4.66 99.36
4.69 4.63 98.72
4.69 4.63 98.72
4.69 4.65 99.15
Media 100.21
Desviacién esténdar 1.08
Coeficiente de varfaci6n 1.08
T calculada 0.9312
EN TABLAS:
T {n-1, 0.95) 1.7171

CRITERIO:

Coeficiente de variacién( 2%
REGLA DE DECISION:

T calculada <T (n-1, 0.95)
CONCLUSIONES:

El método es exacto y preciso



E. Exactitud y Repetibilidad del Método
para Tinidazol

mcg meg %
Adicionados Recuperados Recobro
17.00 t7.05 100.29
17.00 17.02 100.12
17.00 16.94 99.65
17.00 17.05 100.29
17.00 17.00 100.00
20.90 21.06 100.76
20.8%0 20.96 100.29
20.90 20.97 100.33
20.90 20.95 100.24
20.90 20,93 100.14
20.90 21.00 100.48
23.00 22.59 98.22
23.00 23.12 100.52
23.00 23.11 100.48
23.00 23.05 100.22
23.00 22.98 99.91
23.00 23.07 100.30
24.70 2471 100.04
24.70 24.70 100.00
24.70 24.69 99.96
24.70 24.69 99.96
24.70 24 .57 99.47
26.70 24.91 100.85
Media 100.11
Desviacién estdndar 0.52
Coeficiente de variacibn 0.52
T calculada 1. 016
EN TABLAS:
7 {n-1, 0.95) X 1.7171
CRITERIO:

Coeficiente de variacifn ¢ 2%
REGLA DE DECISION:

T calculada < T (n-1, 0.95)
CONCLUSIONES:

El método es exacto y preciso



F. Linearidad de] Sistema
para Niclosamida

ncg
Adicionados

8.16
d8.16
8.16
10.48
10.88
10.88
13.60
13.60
13.60
14.96
14.46
14.96
16.32
16.32
. 16.32

Pendiente
Ordenada al orfigen

Area

1136349
1138120
1140150
1515132
15156130
1517120

1893915 -

1895011
1896012
2083306
2034130
2093120
2272698
2273740
2280693

Coeficiente de correlacibn
Coeficiente de determinacién 0.999952

CRITERIO:

Ordenada al orfgen: valor cercano a 0
Coeficiente de correlacifn > 0.9y
Coeficiente de determinaci6n > 0.98

CONCLUSION :

El modelo lineal es correcto

139462.41
-512.34

'0.999976
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Inferencia para b

Hoz b,

Hieb #£0

"
(=

t‘cal = =~ 0.3310
tiap € 19-1, 0,95) = 1.7613
Criterio de aceptacitn: El sistema se considera cop una ordenada al orfgen

igual a cero si se cumple que |tca1l< t tab

Conclusion: |-0.3310| ¢1.7613, por 1o tanto H, se acepta.

Intervalo de Confianza: {-3832.32 ¢ -512,33 ¢ 2807.56)

2.4
2.3+
2.2 ~
2.1~
2
1.9
1.8 4
1.7

- (MILLONES)

\

1.6 ~

1.5 o

AREA

1.4 ~

13+

1 [ I E— T T T T 4 T '
. 9 1 13 15 17

meg  ADICIONADUS

figura 7. Gré&fica de linearidad del sistema correspondiente a Niclosamida
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. Linearidad del Sistema

para Mebendazol

mcg
Adicionados Area

340708
390613
520944
520839
651180
651170
716298
716199
781416
780998

oL BRWWNN
MR
TP ONN A D

Pandiente 162752.9095
Ordenada al orfigen 85.56
Coeficiente de correlacitn 0.9999
Coeficiente de determinacién  0.9999

CRITERIO:

Ordenada al orfgen: valor cercano a @
Coeficiente de correlacitn > 0.99
Coeficiente de determinacitn> 0.93

CONCLUSION:

El modelo lineal es correcto



a2

Inferencia para b

HO : hO =0

L £0

teal = 0.000029

t (10 - 1, 0.95) = 1.833

tab
Criterio de aceptacién: El sistema se considera con una ordenada al origen

igual a cero si se cumple que o< tap

conclusion: 0.000029 < 1.8331, por lo tanto Ho se acepta.

Intervalo de Confianza: { -67.44 { 85.56 < 674.50)
850

80O —

750 -

700 <

650

600 —

550

-AREA (HILES)

500
450 T

a0

350 T T T T T— T T u v — T
2 2.4 2.8 3.2 36 4 4.4 4.8

tn
r

mcg  ADICIONADOS

figura 8. Gréfica de linearidad del sistema, correspondiente a Mebendazol



H. Lincaridad del Sistema

mcg
Adicionados

CRITERIOD!

para Tinidazol

Area

1160915
1160812
1547387
1547312
1934859
1934211
2128344
2127112
2321831
2319115

Pendiente
Ordenada 3l origen
Coeficiente de correlacibn

Coeficiente de determinacibn -

Orderada al origen: valor cercano a 0
Coeficiente de correlaci6n > 0.99
Coeficiente de determinacién> 0.98

CONCLUSION !

€1 modelo lineal es correcto

$6053.883
1146.71
0.9999
0.9999
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Inferencia para b

HO: bo =0

Hyt by £ 0

tcal= 0.4171

tiab ( 10-1, 0.95)= 1.8331

Criterio de aceptacidn: El sistema se considera con una ordenada al origen

igual a cero si se cumple que tcal < ttab

Conclusién: 0.4171 £ 1,8331, por lo tanto Ho se acepta
Intervalo de Confianza: { -5072.57 < 1146.71 € 7365.99)

2.5

2.4 7

= e
] e

r

- *
WK =
4t

AREA  (MILLONES)
3k
I3
\

AT I
1

-
tw
1

1.2 A
l)/
1.1
1 T T T LN T T T T T T T T
0 12 4 1% e 26 oz 2 2

mcg  ADICIONADUS

Figura 9. Grifica de linearidad del sistama, correspondiente a Tinidazol
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Adicionados

s

£x2-15 599.64
Sx= 6.66

m= 1.
b= -0

mc

21.30
21.30

x=474

902
.0497

1. Linearidad del Método
para Niclosamida

£y= 474.02

mcg
Recuperados

£y2=15 603,04

Ecuacidn de la racta corregida: y= 1.002x

r= 0.

r2= Q

Syt

A
Sy/x= 0.6722

9999
.9997

= 0.6258

J=1.49

Inferencia para b

- 0.0497

21.29
21.28
21.25
27.56
27.63
27.62
33.62
33.43
33.48
36.51

36.33
36.16

39.10
39.29
39.47

Zxy= 16 601.27
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He=D £0

teal = -0.0571

Yeab (15~1.0.9.5)= 1.7613

1-0.05711< 1.7613, por lo tanto el método presenta una ordenada al origen
{gual a cero.

Intervalo de confianza: ( -1.9151 £ -0.0497 < 1.8157)

Inferencia para m

H°= m =1
Hd= m#a
t cal® 0.07414

tiab { 15-1,0.95)= 1.7643

0.07414 £ 1.7613, por lo tanto el método presenta una pendiente igual a 1.
Intervalo de Confianza: (0.9442 < 1.002 < 1.0598)
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RECUPERADOS

ncg

.2

40
38 -
36
34
32 4
30 -
28 ~
ZSJ
24 4

22

20 -

meg ADECIONADOS

figura 10. Gréafica de linearidad del método analitico para niclosamida
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J. Linearidad del Método

para Mebendazol

mcg mcg
Adicionados Recuperados
2.750 2.810
2.750 2.7a1
2.750 2.729
3,400 3.404
3.400 3.3%
3.400 3.405
2.130 a.128
4.130 a2
4.130 4.150
4.450 4.436
4.450 4.437
4.450 4.458
4.850 4.836
4,850 4.808
4.850 a.867
£x= 58.74 £y=58.717 £xy= 238.3388
£ x%= 238.5132 £y2-238.1723
Sx= 0.7785
m= 0.9901
b= 0.03728

Ecuacién de la recta corregida:
r= 0.9996

r2= 0.9992
iy/x= 0.0165
Sy/x= 0-01772

J = 5507

Inferencia para b

y= 0.9901x + 0.03728
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Hi: bAO

teqy® 0-3968

tyay ( 15-1, 0.95)= 1.7613

0.3968 ¢ 1.7613, por lo tanto el método prasenta una orden_ada al origen
igual a cero.

Intervalo de confianza: { -0.0147 < 0.03728 4 0.08931)

Inferancia para m

Hy: m#1

t cal = -1.6274
ttab(‘lS-l. 0.95)= 1.7613
|-1.6274 1< 1.7613, por lo tanto el método presenta una pendiente igual a 1.

Intervalo de confianza: (0.9770 < 0.9901 < 1.0031)



mcg RECUPERADOS

5.2

4.8 -
4.5
4.4
4.2 ~

3.8 4
3.8 o
3.4

3.2

34
2.8 -
2.6 B .

2.4

T T 4 T L T T T L T T T T

2.4 2.8 3.2 3.8 4 LX] 4.e ' 5.2

wey ADICIONADOS

Figurs 11. Grafica de linearidad del método analftico para mebendazol
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K. Linearidad de! Método

para Tinidazel

mcg mcg
Adicionados Recuperados

12.300 12,609
12.300 12.294
12.300 12.296
16.150 16.162
16,150 16.152
16.150 16.147
22,980 - 22.953
22.930 22.992
22.930 23.036
21.800 21.689
21.800 21.79%
21.800 21.815
23.650 23.522
23,650 23.760
23.650 23.676
x= 290.64 y=290.798
22502425 y2=5927 .44
Sx=4,57

m= 0.49949

b= 0.1102

Ecuacibn de la recta corregida: y= 0.9949x + 0.1102
r=0,9999

r2= 0,9998

Sy/x= 0.1167

Sy x= 0.1253
5 =79

Inferencia para b

xy= 5925.82
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Hy: b£0O

tcal= 0.7573

ttab(15-1.0.95)= 1.7613

0.7573 & 1.7613, por lo tanto el método presenta una ordenada al origen
igual a cero.

Intervale de confianza: (-0.2019 < 0,1102 € 0.4223)

Inferencia para m

HO: m =1
Hieom £ 1
tcal= -0.696

typ(15-1. 0.95)= 1.7613
1-0.696 1< 1.7613, por lo tanto el método presenta una pendiente igual a 1.
Intervalo de confianza: ( 0.9792 < 0.9949 < 1.0106)
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mcg  RECUPERADOS

‘12 o

25
24
23
22

13 A

1 13 15 17 19 21 23 25

mcg ADICIONADOS

Figura 12, Grafica de linearidad del método analftico para timidazol
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L. Reproqucibilidad de Niclosamida

ANALISTA
1

z

97,71 97,15

D 1 975 96.99
97.8 98.07
I
9.7 96.89
A 2 97.93 Y8.3% -
96s12 97.09 .
rieasa . = 97.42 %
Desviacidn esthndar - 0160
Coeficiente de variacion = 062 %

ANALIBIS DE LA VARIANIA

FUENTE DE SUMA DE GRADUS DE mMEDIA DE F (Qe.9%)
VARIACION CUADRADOS LIBLRTAD CUADRADOU CALC, 1AbLAS
DIA 0,161008 T 0.1631008 0.764249 161.4%
ANALISTA 0. 000075 1 0.00007% 0.00035% 16143
INTERACCION G 210678 1 04210675 02460928 Bed2
ERROR TeoBeBIY g 0.4570v&
TOTAL a,028274 11
CRITERIOS
F calculada < F (0955 de tablas de distribucitn.
CONCLUBIONLSS

El meteao analitico es reproducible.



M. Reproducibilidad de Mebendazol

ANALISTA
1 2
I 160
D i PPl 974
100.a3 I9.21
I
100 9. 0%
A 2 92.03 100.2
YE.97 99.39
Media = 97,42 %
Desviacaibn estdndar = 0.60
Coeticiente de variacidn = Q.62 %
ANALISIS DE LA VARIANIA
FUENTE DE SUMA DE GRADJS DE MEDIA DE F F (0.35)
VARIACIOHN CUADRADOS LIBERTAD CUADRADOS CALC. TABLAS
DIA 0.a48533 1 0.4a&S3I3 0.204058 161.aS
ANALISTA 0.1033 1 Q.10383 0.213283 161 .45
INTERACCION Q.d96133 <1 0.496133 Z.153122 S5.32
ERROR 1.2434 8 0.230425
TuTAL 2576366 11

CRITERIO:

F calculada < F (0.95) ae tablas de

CUNCLUS1ONES:

El metodo analitico es reproducinle.

distribucaion.
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M. Peproducibilidad de Tinidazel

ANALISTA

1 2
999 A RN
b 1 100.d 92
99 10062
l ——
100.1 160.14a
A 2 100. 08 10038
93.89 Gl
Media = 9742 %
Desviacibn esvdndar - (<Y
Coeticiente de variacidn = W2 %

ANALIGIS DE LA VARIANZA

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE MEDIA DE F F (095
VARIACION CUADRADDS LIBERTAD CUADRADOS CALC. THELAS
DA Q. 001875 1 0.0018%5 9.0600000 161,45
ANALISTIA 0000408 1 Q«0U0d08 1960000 16105
INTERAGGIUN 0« Q0208 1 .000208 0002534 &.32
ERROUR 0.0S7333 B8 0.032166
TOTAL Q. 659825 11
CRITERID!

F calowada < F (9.95) de tablas de distribucion.

CONCLUSIONESE

El meétoao analitico es reproducible.
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VIII.DISCUSION DE RESULTADOS

Se desarrollaron dos m&todos cromatogrificos, uno para ta determinacién
cuantitativa de Niclosamida por CLAR {columna: ODS, Fase mbvil: metanol-
acetonitrilo-agua 60: 30: 10) y otro para mebendazol y tinidazol por CLAR
{columna: 0US, fase movil: KH,P0, 0.025 M, pH=6 - acetonitrilo- metanol
65: 3U: 5). Los tres principios activos se encuentran Formulados en una

tableta, en las concentraciones siguientes:

#ebendazol 60 miligramos
Niclosamida 200 miligramos
Tinidazol 300 miligramos

Cada método analftico se validé estadisticamente con el fin de conocer
su confiabilidad, evaluando para ello su especificidad para control de calidads
la exactitud y repetibilidad del método; linearidad de! sistemas linrearidad
del método y reproducibil idad.

La especificidad para control de calidad -figura 5 y 6- revel6 que
ambos métodos analfticos son capaces de dar respuesta Gnicamente por la sus-
tancia de interés.

Para la exactitud y repetibilidad del mdtodo, se obtuvieron los

siguientes resultados:
Coeficiente de

variaci6n toal tib
Niclosamida
jetosamt 159 0.5695 1.7396
kebendazol 1.08 0.9312 1.7171
Tinidazol 0.52 1.0160 1.7171

El criterio aplicado fué que el coeficiente de variacifn presentara

un valor menor del 2% y que tcal fuese menor que tygn.



Se lleg6 a la conclusi6n de que en todos los casos, la regla se cumplia
y por lo tanto los métodos eran exactos y precisos.

ta linearidad del sistema y del método se evaluaron con los siquientes
estadisticos: pendiente (m), ordanada al orfgen (b}, coeficiente de corre-
lacidn (r), coeficiente de determinacitn (rz), anexando las inferencias
para m y b, con sus respectivos intervalos de confianza.

Para el sistema:

m b r rZ
Niclosamida 139462.41 -512.34 0.999% 0.99
Mebendazol 162752.91 85.56 0.999 0.99
Tinidazol 96653.888 1146.71 0.999 0.99

El criterio utilizado fué una ordenada al origen con un valor cercano
a cero y su respectiva inferencia; la pendiente no se evalud porque se
trabajé con respuesta medida (AREAS); un coeficiente de correlaci6n mayor
de 0.99 y un coeficiente de determinaci6n mayor de ©,98.

Analizando los resultados obtenidos, se concluye que el modelo lineal
es correcto para el sistema.

Para el método:

m b r r'2
Niclosamida 1.002 -0.0497 0.9999 0.4997
Mebendazol 0.9901 0.0372 0.99496 .9992
Tinidazol 0.9949 0.1102 0.9999 0.9998

Estos resultados, aunados a las inferencias para la ordenada al
orfgen y la pendiente, dan la certeza de concluir que el modelo lineal es

correcto para el método.

r:‘
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Para la evaluaci6n de reproducibilidad, se manejaron dos fuentes
" de variaci6n: dfa y analista. Los resultados fueron los siguientes:
Se obtuvo tanto para niclosamida, mebendazo! y tinidazol, una
media de 97.42, una desviaci6n estandar de 0.60 y un coeficiente de
variacién del 0.82%.
En el andlisis de varianza se obtuvieron los siguientes resultados:
Fcal dia Fcal analista FtaD {0.95) dia y apalista
Niclosamida 0.764249 0.000355 161.45
Mebendazol 0.904058 0.218238 161.45
Tinidazol 9.000000 1.960000 161.45
Feal interaccitn Frab (0.95) interacci6n
Niclosamida 0.460928 5.32
Mebendazol 2.153122 3.32
Tinidazol 0.002535 5.32

El criterio utilizado fué que Fcal 4 Ftab {0.95) en tablas de distribucién.
analizando los resultados ahteriores. se puede concluir que para los tres

principios activos, el método analitico es reproducible.

Cabe mencionar que idealmente se pretendia cuantificar con un s6lo
método analftico los tres principios activos, sin embargo, no fué posible
dada la fuerte afinidad de la Niclosamida por la fase estacionaria. Se
busc6 entonces una fase m6vil tal, gque incrementara la polaridad de la
Niclosamida, permitiendo obtenerla a un tiempo de retencitn adecuado y

sin coleos en el pico cromatogréfico.
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1X. CONCLUSIONES

Los objetivos planteados al inicio del trabajo, se cumplieron
satisfactoriamente. La hip6tesis planteada se confirmé como verdadera
y se concluye de manera general -dado el andlisis de resultados llevado
a cabo- que el método analitico desarrollado y validado, se puede utilizar

como método de rutina para control de calidad.
X. RECOMENDACIONES

En ambos métodos analfiticos desarrollados, si se requiriera almacenar
1as muestras para su posterior andlisis, se recomienda realizar experimental-
mente 1a estabilidad de la muestra, mediante la comparaci6n de los resultados
de los andlisis iniciales de tres muestras, con los obtenidos de las mismas
muestras después de permanecer por un tiempo determinado en diferentes con-

diciones de almacenaje.



XI. FORMULARIO

CALCULO DE LA EXACTITUD
Hyt A = 100%
Ha: H# 100%

typ ( geles n-1, X < 0.05)

Criterio de aceptacién: t..; < 1.,

Limites da confianza: Xt by’ slﬁ

CALCULO DE LA LINEARIDAD

pendiente: m=-R.8ZE xy) - (£x) (£y)
n (£x%) - (£x)2

.y - nx

Ordenada al origen: b

n

Ecuaci6n de la recta corregida: y= mx +

—

- M -_m -
teal® _.(-_____0);55 _____ o1
S y/x
teap  ( 9e1.= n-1,%=0.05)

61



62

Criterio de aceptaciotn; tcal = t’tab

~

: *
Limites de confianza; m t‘i—«/Z . sy/x
sx o1
Inferencia para b
Hy= b= 0
Hy=b £ 0

Intervalo de confianza; b + t1-°‘/2 . Sylx ExXy
n £ (xy- 02
Cdlculo de la Sensitividad; J‘ =0
5
y/%

2
Error tipico de Estimacitn: Sy/n" / AS¥0) - biy o m (Fxy)
n

Error tipico de estimacién modificado:/ --2--2-w . 5 -
’ ,/n -2 I = Sypx

CALCULO DE LA REPRODUCIBILIDAD

Dos analistas y dos dfas diferentes, utilizando determinaciones

independientes.
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