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I~ INTRODUCCION
1.1 PLANTERMIENTO DEL PROBLEMA.

La validacién es el proceso de determinar la
confiabilidad de una metodologia para proveer determinados
datos analiticos. Es parte fundamental del desarrollo de 1la
técnica de andlisis de una forma farmacéutica. El gran
incremento de nuevos productos obliga a la industria
farmacéutica a buscar métodos de andlisis apropiados y

debidamente validados.{21,4)

Una parte integral del desarrollo del método analitico es
la validacién del mismo, es decir, el método debe probarse para

demostrar su eficiencia. (4)

La amcinonida es un potente corticosteroide para
aplicacién topica, con acciones antriinflamatoria y
antipruriginosa. Su actividad y biodisponibilidad a partir de
preparaciones tépicas es algo mayor a la corresp'pndiente a la
triamcinolona aceténida y al valerato de betametasona. Es
efectiva en crema al 0.1%. El método oficial para determinacién
de amcinonida en cremas, es a base de extracciones diversas y
posterior analisis por cromatografia liquida de alta

resolucién. {17, 16, 24}

El alcohol bencilico es muy utilizado como

bacteriostatico en productos parenterales y en presentaciones



galénicas de uso tépico. El método oficial de andlisis del

mismo es por cromatografia de gases. (14, 24)

Con este trabajo se pretende comprobar que un nuevo
método analitico se puede aplicar para determinar
simulténeamente amcinonida y alcohol bencilico en una crema,
por cromatografia liquida de alta resoluciétn, y que este cumple

con los requisitos minimos para considerarse como valido.

1.2- OBJETIVO

s

Comprobar por medio de pruebas de laboratorio y andlisis
estadistico de los resultados, que el método analitico
' estudiado es adecuado para el control de calidad del producto y

cumple con los requerimientos para los cuales fue diseflado.

1.3- HIPOTESIS

El métodoe analitico utilizado para determinacién de
amcinonida y alcohol bencilico por cromatografia 1liquida de
alta resolucién cumple con los requisitos minimos necesafios
para considerarse vilido, de acuerdo a las aplicaciones

deseadas.



I1I- ANTECEDENTES
2.1- VALIDACION DE METODOS AMNALITICOS

La validacién de un método analitico se define como el
proceso mediante el cual queda establecido, por estudios de
laboratorio, que la capacidad del método satisface 1los
requerimientos para las aplicaciones analiticas deseadas; es el
proceso de determinar la conveniencia de una metodologia para

proveer determinados datos analfticos. { 4, 22, 10 ).

La efectividad de nuevos métodos analiticos depende
directamente de una validacién completa, ya que esta es parte
fundamental del desarrollo de una formulacién y de la técniéa
de anilisis de control de calidad de una forma farmacéutica.

(11, 4).

En el proceso de validacitn, la decisién sobre la
utilidad del método se toma después de que se ha evaluado con
respecto a las necesidades analiticas. Esto implica que un
método valido en una circunstancia puede ser no valido en otra;
aunque un método © procedimiento analitico sea vAalido en
términos generales, no puede considerarse como vAlido para una
situacién experimental especial, debido a los efectos
producidos por las diferencias entre las muestras analiticas.

La adecuada validacién es indispensable para asegurar que un



procedimiento es apropiado para el problema especifico al que

se aplicar4. ( 10 ).

La validacién de un método analitico verifica mediante
una evaluacién sistematica, que el método se basa en principios
técnicos y cilentificos firmes, dentro de las condiciones que
limitan su operacidén, y ha sido optimizado para los propdsitos

practicos requeridos. ( 13, 10 ).

Un método es generalmente desarrollado alrededor del
analito, la concentracién a la cual se realiza el andlisis, - los
excipientes de la muestra a analizar y la técnica utilizada,
para la determinacléon del analito. Los requerimientos de la
validacién del método dependen de la prueba en particular a la
que se conducen y para la cual el método es aplicado. Para los
diferentes métodos analiticos posibles se aplican diferentes

criterios de wvalidacién. ( 11, 13, 19 ).

Todas las medidas analiticas cuantitativas estan sujetas
a errores. Es importante que en la validacién del método
‘analitico se obtengan resultados de manera que el error pueda
ser estimado y su significancia establecida, Es de gran
importancia distinguir entre error aleatorio Y error
sistematico, ya que su causa y efecto son diferentes. El error
aleatorio puede deberse a diversas causas, Y proveca una
desviacién de los resultados hacia ambos lados del valor real.

Los errores sistematicos tienen en general una causa constante,



por ejemplo, la liberacién incompleta del principlo activo, y
causan que los resultados en una serie de réplicas se desvien
del valor medio en un sentido, provocando gque todos los

resultados sean altos o bajos. ( 15 ).

Para considerar un procedimiento analitico como valido se
determinan mediante experimentos adecuados la linearidad,
precisién y especificidad del sistema, asi como la precisién,
exactitud y reproducibilidad del método analitico. También es
importante evaluar la estabilidad de la muestra analitica, y en
caso de que el método se utilice para realizar pruebas de
estabilidad, se determina la especificidad ante los productos

de degradacién.
PARAMETROS DE LA VALIDACION

Linearidad: La linearidad del sistema o método analitico
es su capacidad para asegurar que la respuesta analitica es’
directamente proporcional a la concentracién de la sustancia,
dentro de un intervalo determinado qué incluye el 100%. { 4,
11 ).

Especificidad: Es la propiedad del método analitico para
obtener una respuesta debida tnicamente a la sustancia de
interés y no a otros componentes de la muestra, ya sean

excipientes o productos de degradacién. ( 4 )



Recobro: Es la medida de la eficacia de la extraccién del
analito de 1la matriz de la muestra. Se puede determinar
analizando placebos afladidos con diferentes concentraciones de
principio activo, comparando 1la cantidad adicionada con 1la

cantidad recuperada por el método analitico. ( 21 }.

Precisién: Es el grade de concordancia entre los
resultados analiticos individuales cuando el procedimiento se
aplica repetidamente a diferentes muestreos de una misma

fuente; Se ve afectada por los errores aleatorios. ( 4, 15 ).

Exactitud: Es la concordancia entre el 'valor obtenido’
experimentalmente y el valor de referen;:i_a') Se ve afectada por

los errores sisteméticos. ( 4, 15).

Reproducibilidad: Es la precisién_.de un métode analitico
expresada como la concordancia entre determinaciones
independientes realizadas bajo condiciones diferentes, como son
analistas, dias, etc. El1 estudio de reproducibilidad debe
incluir tantas variables como se pudieran encontrar en el uso
normal del método; los resultados obtenidos deben interpretarse

estadisticamente. ( 4, 11 ).

Estabilidad de la muestra analitica: Es la propiedad de
una muestra preparada para su andlisis, de conservar- su
integridad fisica y la concentracién de la sustancia de

interés, ya gque esta se puede descomponer antes de ser



cuantificada, durante la preparacién de las muestras o en su
almacenamiento cuande ya han sido preparadas, Se determina
evaluando el periodo de tiempo en el c¢ual la muestra puede
permanecer, en determinadas condiciones de almacenamiento, sin
que se pierda precisién en los resultados del andlisis. ( 4,
11, 21 ),

Limita da daetaccién y de cuantificacién: El limite de
deteccién se define como la minima cantidad de analito en una
muestra cuya respuesta se puede distinguir de la respuesta del
blanco. El limite de cuantificacién es la minima cantidad de
analito que puede ser determinada con precisién y exactitud
aceptables, bajo las condiciones de operacién establecidas.

( 4, 12 ).

2.2 CORTICOSTEROIDES

Corticosteroide es el término que se aplica a las
hormonas o esteriodes producidos por la corteza adrenal y se
extiende a otros compuestos naturales o sintéticos con

estructura y actividad similar. { 23 ).

Los corticosteriodes producen diversos efectos
farmacolégicos en el organismo de los mamiferos. Ejercen
influencia sobre el metabolismo de carbohidratos, proteinas y

1ipidos y sobre el balance de electrolitos y agua; afectan las



funciones del sistema cardiovascular, sistema urinario,
sistema misculo esquelético, sistema nervioso central, sistema
gastrointestinal y piel y tejido conectivo; producen efectos
sobre la hemopoyesis y presentan accién antiinflamatoria e

inmunosupresiva. ( 5,9 ).

Los corticosteriodes se clasifican en dos grupos:
corticosteroides naturales, que se pueden extraer a partir de
la glandula adrenal o prepararse sintéticamente, como son
hidrocortisona, cortisona, corticosterona, 11~
desoxycorticostercna y aldosterona y los corticosteroides
sinteticos, como 9a~fluorocortisol, prednisolona v

triamcinolona. ( § ).

Los corticosteroides naturales son esteroides derivados
del pregnano, que tienen grupos ceténicos en el C-3 y 20, con
una insaturacién entre el C-4 y C-5 del anillo A y tienen una
cadena 17P~CH-CO~CH,0H. los corticosteriodes sintetizados para
use medicinal, se obtienen a partir de sapogen.lna_s
esteroidales. {5).
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El uso terapelitico de los corticosteriodes es ampliamente
empirico. Se aplica en artritis reumatoide, carditis reumatica,
asma bronquial, enfermedades inflamatorias oculares, y otras
enfermedades especificas como nefritis, edema cerebral,
nefrosis, lupus eritematoso, enfermedades eccematoides de 1la
piel, desordenes alérgicos de 1la piel, neurodermatitis,
pemfigus, enfermedades neoplisticas y enfermedad de Hodgkin.

(5).

2.3-AMCINONIDA
CH,0C0CH 5
c=0

)

La amcinonida es un potente corticosteroide efectivo por
aplicacién tépica en crema y su uso estad indicado para aliviar
las manifestaciones inflamatorias y pruriginosas que acompafian
a aquellas dermatosis que responden a 1Q corticosteroides,

como psoriasis, psoriasis intertriginosa, dermatitis atépica,

10



dermatitis seborréica, dermatitis por contacto, dermatitis
eccematosa, liquen plano, liquen simple crénico,
neurodermatitis, lupus eritematoso discoide, dermatitis

exfoliativa, intertrigo y dermatitis del panal. (17)

El grado de absorcitn percutanea de la amcinonida al
aplicarse tépicamente, esté detelrminado por diversos factores
que incluyen el vehiculo, la integridad de la barrera dérmica y
el uso de vendajes oclusivos. Una vez absorbida, la amcinonida
es sujeta a los mismos parémetros farmacocinéticos que
presentan los corticosteroides administrados por via sistémica.
Los corticosteroides se unen a las proteinas plasmiticas en
grado variable y son metabolizados por el higado y exctetado;s

por via renal y algunos también por via biliar.( 17 )

2.4 ALCOHOL BEINCILICO

H;OH

Y
NS

Csﬂscﬂzoﬂ

Densidad a 20 °C : 1.04535.

Punto de fusién: -15.19 °cC.

Punto de ebullicién: 204.7 °C.
Temperatura de autoignicién: 837 °©F,
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Liquido claro e incoloro, de olor aromatico ligero y
sabor quemante. Ligeramente soluble en agua, miscible en
alcohol, éter y cloroformo. Es poco toxico e inflamable. Se
prepara por hidrdlisis de c¢loruro de bencilo, por medio de la
reaccién de Canizzaro, o por reduccién catalitica. A gran
escala se prepara por accion de carbonato de sodio o de potasio

sobre cloruro de bencilo.

Se usa en preparacién de perfumes y sabores, para
desarrollo fotografico en pelicula de color, como solvente para
gelatina y caseina en callente, Para fabricacion de otros.
compuestos bencilicos; En la industria farmacéutica se utiliza
como agente antimicrobiano bacteriocestitico en productos

inyectables, ungllentos y cremas, { 14 )

2.5 CROMATOGRAFIA
2.5.1 GENERALIDADES

En afios recientes se ha observado un cambio significativo
en las técnicas de anilisis de faArmacos. La instrumentacién
analitica cada vez mias sofisticada, con manejo automatizado de
las muestras, juega un papel importante en los laboratorios de
an4lisis para desarrollo y control de calidad de productos

farmacéuticos, 1lo cual permite una mayor rapidéz en el

12



desarrollo de nuevos productos y un mejeor control de calidad.

{6)

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucién ( HPLC- High
Performance Liquid Chromatography |} es importante en la
industria farmacéutica, y tiene aplicaclones en las &reas de
aislamiento de fArmacos de sus fuentes naturales, asi como en
la caracterizacién y ensayo del farmaco, y en el control de
calidad y cuantificacién del farmaco en el producto terminado.

{6)

El uso de la cromatografia liquida de alta resolucién
ofrece sensibilidad, exactitud, precisién y conveniencia
excelentes; quizd su principal ventaja es la especificidad, ya
que al analizar el compuesto es separado de una serie de

impurezas. ( 3}

La cromatografia se define como el procedimiento mediante
el cual se lleva a caho la separacién de los componentes de una
mezcla, por medio de las fuerzas competitivas que las dos
fases, una fija o estacionaria y otra mévil, ejercen sobre un
soluto. En este proceso intervienen fuerzas tanto fisicas como

quimicas., ( 8, 18 )

Un sistema cromatografico consiste en una  fase
estacionaria, capaz de ejercer fuerzas de retencién sobre un
soluto, y una fase mévil, que pasa continuamente a través de la

fase estacionaria y que ejerce fuerzas de disolucién sobre el

i3



mismo soluto. El1 proceso mediante el cual el solvente de la
fase mévil arrastra finalmente al soluto, se llama elucidén. La
separaclién de los componentes de una mezcla en un sistema
cromatografico, se debe a que la fase estacionaria retiene con
mayor fuerza a los componentes mas afines a ella, y por lo

tanto, estos componentes tardardn més en eluir, ( 8 ).

En general, los métodos - cromatogridficos se clasifican

segin la naturaleza de la fase movil:

1liquido-sdlido
’ liquido~ 1liquido
en columna de fase ligada
Intercambio iénico
cromatografia Exclusién molecular

liquida
en papel
L planar en capa fina
4 gas - s6lido
cromatografia
gaseosa

L\gas - liquido

Cuadro 1 )
Clasificacién de matodos cromatogré&ficos

14



En el caso de la cromatografia liquida de alta resolucién
se utilizan columnas delgadas y sistemas de alta presidén que
propician una separacién mas eficiente de los componentes de la

muestra en pocos minutos, { 20 )

Los sistemas de cromatografia de liquidos se pueden
diferenciar por el tipo de fuerzas de retencidbn gue presenta la
fase estaclonaria, seqin su naturaleza, sobre el soluto, lo
cual da origen a distintos tipos de cromatografia, como la de
adsorcién, de reparto, de intercambio iénico y de exclusién

molecular.

La eluciétn de un soluto en un sistema cromatografico es
una funcién de la polaridad y dependera de la dispersién de las
moléculas del soluto entre las de la fase mévil y de 1la
localizaci6én de las cargas de cada especie molecular. Si la
molécula de soluto es polar, serd atraida por los dipolos de
una fase mévil polar y se unird electrostiticamente a ellos,
siendo por 1lo tanto eluida. También puede presentarse el
establecimiento de puentes de hidrégeno y atracciones ‘de tipo

electrostiatico entre las moléculas de soluto y fase movil,

En bas/a a la polaridad de las fases mévil y estacionaria,
se pueden utilizar dos tipos de sistema cromatografico: el de
fase normal, cuando la fase mévil est4 integrada por liquidos
orginicos no polares y la fase estacionaria es relativamente

polar, y el de fase reversa, cuando la fase movil esta

15



constituida por 1liquidos acuosos o polares y la fase

estacionaria es apolar. B

2.5.2-~ EQUIPO UTILIZADO EN HPLC.

Columnas: Consisten en un tubo cilindrico empacado con la
fase estacionaria; El material de construccién de la columna,
su forma y sus dimensiones,_ el material de empaque y otras
caracteristicas de las colu.r'nnas son de mucha importancia para
el desempefioc del sistema cromatogrdfico. Existen en el mercado
una gran cantidad de columnas listas para utilizarse, y su.
eleccién depende de las nececidades especificas de cada

caso. (17}

Bombas: Son dispositivos capaces de proporcionar a la
fas.e mévil la presién necesaria para que esta fluya a una
velocidad especifica y atraviese la columna cromatografica.
Existen diversos tipos de bombas cromatograficas, siendo las
mas comunes las de flujo constante, que pueden sSer de un
pistén, de pistdén reciproco y de jeringa. ES importante que el
sistema de bombeo proporcione un flujo uniforme, ya que de lo
contrario, se pueden producir pequefias variaciones en la linea

base que afectan directamente a las Areas de los picos.

Detectores: Su funcién es detectar los diferentes

componentes de la muestra cuandoe estos salen de la columna.

16



Existen de Aiversas clases, siende los mas comunes los
espectrofotémetros UV-Visible o IR, refractdmetros, fotometros,
fluorémetros, fotdémetros de 1llama, espectfos de absorcién
atémica, etc.. El detector debe tener una gran sensibilidad y
es preciso establecer sus limites de deteccién. Debe ser capaz

de detectar picos consecutivos sin perder eficiencia.

Integradores: Se encargan de transcribir la sefal
eléctrica que produce el detector, cuantificando las areas bajo

la curva de cada pico y registréndolas.

2.5.3. PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

La elucién de un compuesto a través de un sistema
cromatogri&fico idealmente da origen a una curva de tipo
gaussiana al gradficar 1la respuesta del detector, que es
proporcional al nlimerc de moléculas que salen de la columna,

contra el tiempo de eluciédn.

Las principales caracteristicas o parametros de los picos

cromatograficos son:

Tiempo de retencién: Es el tiempo que transcurre entre la
inyeccién de la muestra en el sistema cromatografico y 1la

deteccidn maxima que se produce para cada compuesto.

17



Area bajo la curva: Representa la cantidad de moléculas

cbtenidas de cada scluto de la muestra.

Resolucidn: Expresa si realmente el sistema
cromatogrdfico es capaz de separar a dos compuestos entre si.
Se define como la diferencia entre los tiempos de retencién de
dos picos dividida entre el promedio del ancho de la base,

expresado en términos de tiempo.

Nimero de platos teéricos ( N ): El conceptoc de plato
teérico es un modelo fisico capaz de reproducir lo que sucede
en el interior de la columna cromatografica, sequn se va
produciendo la separacién. Si consideramos que el interior de
la columna estd constituido no por particulas, sino por una
serie de tamices sucesivos, en los que la luz del tamiz es el
paso libre y su zona impenetrable es la retencién,: cada uno de
estos tamices constituird un plato te6érico. Por 16 tanto, al
aceptar que la separacién cromatogriéfica se reali’z_g en torno a
zonas transversales imaginarias, entre mas pi;::os posea la

columna, mAs eficiente ser4.

Al numero de platos tebéricos se le asigna el concepto de
eficiencia de la separacién cromatografica, pues entre mayor

sea N, la capacidad separativa de la columna seri mayor.

El numero de platos tebricos, est& en funcién de la

distribucién estadistica de las moléculas respecto al tiempo

18



que tardan en salir de la columna. Cuanto mayor sea N, la

agudeza del pico serd mayor.

Factor de _asimetria: E1 factor de asimetria mide 1la
agudeza del pico. Un factor de asimetria de 1la unidad, indica
un pico perfectamente simétrico., Un factor de asimetria mayor o
menor dque la unidad, significa coleo del frente del pico

correspondiente.

2.5.4. METODOS DE CUANTIFICACION EN HPLC

Despues de que se han determinado las areas de los picos
se procede a cuantificar el principio activo, ya sea mediante

estandarizacién externa o por estandarizacién interna.

El método de estandarizacién externa consiste en
cuantificar comparando las &reas de los picos de la muestra y

el esté&ndar. Este método presenta las ventajas siguientes:

1.- Simplifica la preparacién de las soluciones a analizar.

2,- Elimina la necesidad de un est&ndar interno.

3.- Se evitan problemas causados por una coelucién del
estandar interno y de productos de degradacién

desconocidos.

La concentracién de un estdndar externo debe ser cercana

a la esperada en la solucién de la muestra, y las Areas de los
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picos deben ser comparables, evitando asi cancelar errores en
las medidas. La cantidad de sustancia de interés en la muestra
se puede calcular de acuerdo a la siguiente férmula:

4 = Am_Ps_Dm 100
As Pm Ds

en donde: .

3 Porcentaje del activo en la muestra.
Am = Area bajo la curva del pico de la muestra.
As = Area bajo la Curva del pico del esténdar.
Pm = Peso de la muestra.

Ps = Peso del estdandar.

Dm = Dilucién de la muestra.

Dilucién del esténdar.

=]
(]
n

El método de estandarizacién iInterna consiste en
adicionar una sustancia determinada a la solucidén de prueba. La
relacién entre las Areas de l1los picos de las sustancias de
interés y de 1la sustancia adicionada es comparada de un
cromatograma a otro. Un esténdar interno debe cumplir con los

siguientes requerimientos:

1.~ Su pico debe ser completamente separado de los otros picos
del cromatograma.

2.- Debe eluir cerca de los solutos que ser&n cuantificados.

3.~ Preferiblemente su estructura y el Area del pico deben ser

parecidas a las de la muestra a analizar.
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4.—- No debe estar presente en la muestra a analizar ni ser
producto de degradacién de la misma. No debe degradar a la
muestra.

5.- Debe ser quimicamente inerte bajo las condiciones de
trabajo.

6.~ Debe ser facilmente disponible y de alta pureza.

Existen dos variaciones en las técnicas para el uso del
estandar interno: una involucra una relacién entre las
respuestas, y la otra, la determinacién de factores de
respuesta. En el primer caso, se prepara una solucién de la
myestra y una solucién del esténdar, a las cuales se les
adiciona una misma cantidad del estiAndar interno. Después de
obtener el cromatograma de la muestra y del estdndar, se

determina la respuesta analitica ( R ) en cada caso:

R= Brea del pico de la sustancia de jinterés
Area del pico del est&ndar interno

Se relacionan entonces en forma directa las respuestas
analiticas de la muestra y del esténdar, para cuantificar la
sustancia de interés. La segunda forma de utilizar el esténdar
interno es por medico de la determinacién de factores de

respuesta, dividiendo el peso de la muestra entre 1la
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correspondiente area del pico. Despues el factor de respuesta

se utiliza para calcular la concentracién de la muestra:

FR = Bsr Psi _ Dsr
Asi Dsi Psr

§ = _BAn Psi Dn 100 _ 28
Asf{ Dsi Pm FR

En donde:

FR = Factor de respuesta.

Asr = Area del pico del estandar de referencia.

Am = Area del pico de la muestra.

Asi = Area del pico del estandar interno.

Pgr = Cantidad del estindar de referencia.

Psi = Cantidad del estandar interno.

Pm = Cantidad de la muestra.

Dsr = Dilucién del estandar de referencia.

Dm = Diluciébn de la muestra.

Dsi = Dilucidn del estandar interno.

Entre las ventajas de la utilizacién de un estandar
interno, 8se encuentra que se corrigen ligeras variaciones en el
volumen de inyecci6tn en el cromatégrafo. Asi mismo, se eliminan
errores causados por pequefias diferencias en las diluciones

cuantitativas de la muestra y el estandar, causadas, por
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ejemplo, por diferencias de temperatura al momento de realizar
la diluci6én; La relacién entre la cantidad de sustancia de
interés y la cantidad de estdndar interno, es constante desde

el momento en que este se afiade a la muestra. ( 2).

2.5.5. CROMATOGRAFIA DE CORTICOSTERIODES

Los esteroides fueron los compuestos en los cuales se
observé inicialmente el potencial de la cromatografia liquida
de alta resolucién aplicada en anAlisis farmacéutico; muchos
métodos analiticos son adecuados para la determinacién de
corticosteroides, como son las reacciones de desarrollo de
color con azul de tetrazolio o isonlacida, cromatografia e.n
capa fina seguida de mediciones espectrofotométricas UV o
colorimétricas o por cromatografia gas -~ liquido. La
deterninacién de esteroides por HPLC ha llegado a ser el método
de anflisis de dichos compuestos mas usual, principalmente
porque la mayoria de estos compuestos se pueden analizar por un
método general, que requiere una preparacién de la muestra muy .
senc'illa.( 1, 23 ).

La cromatografia liquida de alta resolucién es un
./ instrumento poderosoc que proveé métodos especificos para
analizar corticosterioides en preparaciones farmacéuticas., Los
métodos son especialmente adecuados para corticosteroides en

cremé, lociones y unglientos debido a que la complejidad del
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excipiente interfiere potencialmente con los métodos UV o
colorimétxricos, siends la mayoria de estas interferencias

eliminadas con los métodos HPLC. ( 26 ).
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III ~ PARTE EXPERIMENTAL

3.1- DIAGRAMA DE FLUJO

Solucién concentrada
amcinonida y alcohol
bencilico

L sml.

orar con fase
wmbvil B

a 50 ml.

Solucién da}
butil parabeno

Calentar a 60° C.
hasta disolver

rlitrar

Piluir casi a

50 ml. con fase
mbvil B

Retfrigerar
30 minutos

Sonicaz
10 minutos




3.2 MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO

3.2.1- MATERIAL

-Matraces volumétricos de 50 ml.

-Pipetas volumétricas de diversas capacidades.
-Matraces Kitasato de 500 ml. y 1000 ml.
-Probetas graduadas de diversas capacidades.
-Papel filtro Watman No. 1.

-Membrana Gelman Matricel Alpha 200 de 0,2 micras.

3.2.2- REACTIVOS

-Acetonitrilo grado U.V. ( Baxter - Burdick &
Jackson ).

-Alcohol bencilico grado reactivo. ( J.T. Beaker.
-Estandar secundario. Pureza 99.79% },
-Amcinonida. ( Materia prima. Esténdar secundario.
Pureza 98.97 % ).

-Butil parabeno. ( Estandar, Pureza 100% ).

-Metanol grado U.V. ( Baxter - Burdick & Jackson ).
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3.2.3- EQUIPO

-Balanza analitica.

~Ultrasonido: Branson mod. 1200.

-Columna HPLC: Zorbax ODS 4.6mm ID x 25 cm.
-Bombas HPLC: Waters mod. 510.

-Inyector HPLC: Reodyne Loop fijo 20 Hl.
~Controlador de gradiente: Waters.
-Detector: Waters mod. 484.

-Integrador: Waters mod. 745 B,

3.3 METODO ANALITICO

3.3.1- FASE MOVIL

- Fase mévil A: Mezclar 350 ml. de acetonitrilo y 650 ml. de

agua HPLC. Degasificar antes de usarse.

- Fase mbvil B: Mezeclar 700 ml. de acetonitrilo y 300 ml. de

agua HPLC. Degasificar antes de usarse.

3.3.2- PREPARACION DE ESTANDARES

- Solucién concentrada de amcinonida y alcohol bencilico: Pesar

10 mg., de amcinonida y 200 mg. de alcohol bencilico en un
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matraz volumétrico de SO ml. Diluir a la marca con fase

mévil B. Sonicar 5 minutos y mezclar.

~ Solucién concentrada de butil parabeno ( esténdar interno }:
Pesar 6.25 mg. de butil parabeno en un matraz volumétrico
de 50 ml. Diluir a la marca con fase mévil B. Sonicar 5§

minutos y mezclar.

- Solucién estdndar de anAlisis: Pipetear 5 ml. de solucién
concentrada de amcinonida y alcohol bencilico y 5 ml. de
solucién concentrada de butil parabeno en un matraz
vc:':lumbtrico de 50 ml. Diluir a la marca con fase mévil B y
mezclar. Filtrar a través de membrana Gelman Matricel
Alpha 200 de 0.2 micras.

3.3.3- PREPARACION DE LA MUESTRA

Pesar aproximadamente 1g. de muestra en un matraz
volumétrico de 50 ml.. Agregar 5 ml. de solucién concentrada de
butil parabeno ¥y 15 ml. de acetonitrilo. Calentar en un bafio
de agua a 50 - 60 °C, hasta disolver la muestra completamente.
A'qreqar fase mévil B casi hasta la marca cuando la muestra se
encuentra ain caliente. Enfriar en un bafio de agua a
temperatura ambiente, Diluir a la marca con fase moévil B,
Agitar vigorosamente. Sonicar durante 10 minutos. refrigerar

durante 30 minutos. Filtrar a través de papel Watman No. 1 ¥y
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posteriormente a través de membrana Gelman Matricel Alpha 200

de 0.2 micras.

3.3.4- PREPARACION DE LA COLUMNA

Antes de iniciar el analisis lavar la

cromatografica, pasando a flujo de 1 ml. por minuto:

a)
b}
c)
d)

e)

Durante 30 minutos, metanol - agua 50:50.
Durante 30 minutos, acetonitrilo - agua 50:50.
Durante 20 minutos, fase movil A.

Durante 20 minutos, mezcla de fase A - fase B
858~ 15%,

Durante 20 minutos, mezcla de fase A - fase B

70% - 30%.

3.3.5 - PROCEDIMIENTO DE ANALISIS

Fase movil: 70% fase A - 30% fase B.

Flujo: 2.0 ml. por minuto.

Velocidad de graficacién 0.5 cm/min.
Atenuacién: De 0 a 8 minutos 128. De 8 minutos
en adelante 32.

Nivel de ruido: 1200.

Inyectar por duplicado 20 pl de esténdar y de

cada muestra.
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CALCULOS:

% DE AMCININIDA O = { RM/RE ) X { CE/CM ) X 100
ALCOHOL BENCILICO

RM = ABC MUESTRA/ ABC BUTIL
PARABENO MUESTRA

RE = ABC ESTANDAR / ABC BUTIL
PARABENO ESTANDAR

CE = CONCENTRACION EL ESTANDAR

CM = CONCENTRACION DE LA MUESTRA
( ABC = Area Bajo la Curva.)
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3.3.6 - PARAMETROS A EVALUAR

ADECUABILIDAD DEL SISTEMA

Analizar un esténdar de amcincnida, alcohol bencilico y

butil parabeno, utilizando velocidad de carta de 2cm. por

minuto.
-

Determinar:

a) Numero de platos tebricos de la columna para cada

b)

compuesto de interés, segun la férmula:

NUMERO DE PLATOS TEORICOS = 25 x { tr / WSa )2
Donde: tr = Tiémpo de retencién en segundos.
W5a = Ancho de la base del pico, a una
distancia de 4.4% de la altura total
del pico.

Factor de resolucién entre alcohol bencilico

parabeno y entre amcinonida y butil parabeno.

FACTOR DE RESOLUCION = (t2 ~ t1) / 1/2( a2 + al )
Donde: tl y t2 = Distancia medida en milimetros

desde el inicio de la corrida al '

méximo de cada pico.
al y a2 = Ancho de la base del pico,
extendiendo los bordes de los

lados hasta la linea base.

i
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c) Factor de asimetria de cada pico.

FACTOR DE ASIMETRIA = w0.05 / 2f
Donde: w0.05 = Ancho de la base del pico al 5% de
su altura total.
f = Distancia medida del maximo del pico
al borde trasero del mismo al 5% de

su altura total.

ESPECIFICIDAD DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

Analizar soluciones est&ndar correspondientes al 100% de
amcinonida, alcohol bencilico y butil parabeno por. separado,
asi como muestra de producto terminado y placebo. Identificar
la respuesta analitica de los principios activos y de los
excipientes., El sistema ser& especifico si no hay ninguna
interferencia con los picos de los principios activos de

interés, debida a alguin otro componente de la muestra.
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PRECISION DEL SISTEMA

Analizar por sextuplicado una solucién estandar
correspondiente al 1008 de amcinonida, alcohol bencilico vy

butil parabeno.

El sistema se considerard preciso si el coeficiente de
variacién de las &reas bajo la curva de cada compuesto de

interés es menor o igual a 28%.

LINEARIDAD DEL SISTEMA

Preparar a partir de la solucidon concentrada de
amcinonida y alcohol bencilico, est&ndares que contengan 208,
40%, 60%, 0608, 100%, 120%, 140% y 1608 de dichos principios

activos, y analizarlos por duplicado.

Tabular, para cada principio activo, el promedio del Area
bajo la curva contra la concentracién de cada muestra, Calcular

el coeficiente de regresién y el coeficiente de determinacién.

Calcular el coeficiente de variacién de los factores
obtenidos al dividir el promedio del &rea bajo la curva entre

la concentracién de principio activo en cada muestra.
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El sistema se considerard lineal si el coeficiente de
correlacién es mayor a 0.99, el coeficiente de determinacién es

mayor a 0.98, y el coeficiente de variacién es menor de 2%.

PRECISION, EXACTITUD Y LINEARIDAD
DEL METODO.

Se utilizard el método de placebo afiadido, preparando 6
muestras correspondientes a cada concentracién ( 80%, 100% y
120% para amcinonida y ©50%, 100% y 150% para alcochol
bencilico}.

Pesar por sextuplicado, junto con 1lg. de placebo,. fmg.
de  amcinonida y 0.1g de alcohol bencilico ( 808 y 508
respectivamente ), 10mg. de amcinonida y 0.2¢g de alcohol
bencilico vy ( 1008 ) y 12mg. de amcinonida y 0.3g de alcohol
bencilico ( 1208 y 150% respectivamente ). Agregar a cada
muestra 5ml. de una solucién de 62.5mg. de butil parabeno en 50
ml. de fase movil B. Continuar el tratamiento de las muestras

normalmente.

Filtrar las muestras después de refrigerarlas; colocar
cuantitativamente 5 ml. de. cada soluciotn filtrada en un matraz
de 50 ml.y aforarlos con fase mbévil B, Filtrar en membrana y

analizar cada muestra.
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Comparar el resultado obtenido con un estandar preparado
de la misma manera para cada concentracién, pero sin agregar
placebo. Calcular para cada muestra el porcentaje de recobro de

am\cinonida y de alcohol bencilico.

El método se considerard preciso si el coeficiente de
variacién de los porcentajes de recobro obtenidos es menor al
2% y la media de los mismos se encuentra entre 98% y 102%. Asi

mismo, el intervalo de confianza debe incluir el 100%.

La exactitud del método se determinard& de acuerdo a la
prueba de t de Student. El método serd exacto si t calculada <
t tebdrica.

La linearidad del método se determinar& tabulando los mg.
;dicionados contra los mg. recuperados. Calcular el coeficiente
d'e regresién (r), el coeficiente de determinacién (r?), 1la
pendiente (m) y la ordenada al origen (b). El método se

considerar4d lineal si r = 0,99, r2= 0,98, m=1y b= 0,

REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

Proporcionar una muestra de producto terminado a dos
analistas, para que se analice por triplicado y en dos dias
distintos.
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Calcular el coeficiente de variacion de los resultados
que se obtengan Yy Trealizar el anadlisiz de varianza

correspondiente para determinar la fuente de variacién.

El método se considerarad reproducible si el coeficiente

de variacién es menor a 28.

ESTABILIDAD ANALITICA DE LR MUESTRA

Preparar cuatro muestras de producte terminado; guardar
las muestras antes de filtrarlas, 3 de ellas en refrigeracién y

una a temperatura ambiente.

Analizar las cuatro muestras a las 0, 24 y 48 hrs. de

preparadas.

Realizar el anAlisis estadistico correspondiente ( prueba
t de Dunnet }» para determinar si la muestra analitica es

estable o no en dichas condiciones.
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3.4~ ANALISIS ESTADISTICO
3.4.1- Linearidad del sistema y del método:

Los datos deben describir una linea

correspondiente a la ecuacién y = mx + b, donde
n = Nimero de mediciones.
X = Cantidad adicionada.
y = Cantidad recuperada.
m = Pendiente.
b = Ordenada al origen.
r = Coeficiente de regresién.
:i = Coeficiente de determinacién.

FORMULAS:

m = > - »

n*Ex2 - (Ex)2
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2 _ _Exy .
Ex2 * Ey2

3.4.2- PRECISION Y EXACTITUD DEL METODO.

la exactitud del método se evaluard por medio de ia

prueba t de Student, donde:

g = Grados de libertad = n - 1.
X = Promedio de % de recobro
s = Desviacién estandar de § recobro.

n = Nimero de datos

t calculada = X - 100

8 Aﬁ?\

Intervalo de confianza:

"t" = t tebrica de la tuﬁla de- distribucién de t Student, con
a = 0.05 y los grados de libertad calculados.

I.Cofqoosy ® X += _a”t"

e
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3.4.3 - REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

La reproducibilidad del método se evaluard mediante el
andlisis de varianza de los resultados considerando el modelo

de dos factores aleatorios (analistas y dias).

Tabular los resultados de acuerdo a la siguiente tabla:

ANALISTAS

I 11

X1 X7 o
DIA 1 X2 cl X8 c3

X3 X9

X4 X10
DIA 2 X5 e2 X1l c4

X6 X12

Nuimero de analistas.
Numero de dias.
= Celda

= Numero de an&lisis realizados por un analista en un dia.

2 O 0 o

= Numero total de an&lisis.
al = Analista 1

a2 = Analista 2

dl = pial

d2 = Dia' 2
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Célculos:

Grados de libertad:
Analistas: a~1 = 2-1
Dias: d-1 = 2-1
Interaccién analista dia = (a-1)(d-1) = 1
Exrror tegidual = ad(r-1)

Error total = adr -1
Total analistas:
IXal = X1 + X2 +...+ X6
EXa2 = X7 + X8 +...+ X12
IX = IXal + IXa2
Total dias:
’md;-x1+xz+x3.+x7+xa+x9
IXd2 = X4 + X5 + X6 + X10 + X1l + X12
' Totales de celdas:
Cl = X1 + X2 + X3
C2 = X4 + X5 + X6
C3 = X7 + X8 + X9
C4 = X10 + X11 + X12
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Factor de correccio6n:

FC = (ZX)2

n

Suma de cuadrados de analistas:
sca = (EXal)? + (sxa2)? - FC
[
Suma de cuadrados de dias:

scd = (ZXd1)2 + (fxd2)?2 - FC
6

Suma de cuadrados celdas:

scc = 262 - FC
6

Suma de cuadrados de interaccién analista - dias:
SCa-d = SCC - SCa - Scd

Suma de cuadrados del error total:.

SCET = EX? - FC
Suma de cuadrados del error residual:

SCER = SCET - SCa - Scd - SCa-d
Suma de cuadrados medios de analistas:
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SCMa = _SCa .

Suma de cuadrados medios de dias:

SCMd = __gScd .
d-1 .

Suma de cuadrados medios de interaccién analistas - dias:

SCMa-d = =
(a-1) (d-1}

Suma de cuadrados medios error residual:

SCMER = _SCER .
(a) (d) {r-2)

Obtener la relacién de varianzas ( F experimental )
dividiendo la suma de cuadrados medios de los analistas, dias e
interaccién analistas dias entre la suma de cuadrados medios

del error residual.

Tabular los resultados en 1a tabla ANADEVA

correspondiente.
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3.4.4.- EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE LA MUESTRA
ANALITICA.

Para evaluvar la estabilidad de la muetra analitica, _se

realizard la prueba de t de Dunnet, utilizando el programa

SAEVMA para validacitn de métodos analiticos.
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1V - RESULTADOS
4.1- SISTEMA CROMATOGRAFICO
4.1.1- ADECUABILIDAD DEL SISTEMA

Se desarrcollé un cromatograma de esténdar de amcinonida,
alcohol bencilico y butil parabeno, a una velocidad de carta de
2cm por minuto. Se calcularon el nimero de platos te6ricos para
cada compuesto, los factores de resolucién entre amcinonida y
butil parabeno y alcohol bencilico y butil parabeno y el factor
de asimetria de cada pico de interés. Los resultados obtenidos

fueron los siguientes:

4.1.2- NUMERO DE PLATOS TEORICOS

Amcinonida:
Altura del pico: 4.8 cm.
Ancho del pico 4.4% ( wSa ) = 19 mm.
Tiempo de retencién ( seg ) = Bl3.6 seg.

Numero de platos tebdricos: 45841.06



Alcohol bencilico:

Altura del pico: 11 cm.

Ancho del pico 4.4% ( wSa ) = 3 mm.

Tiempo de retencién ( seg ) = 96.6 seq.

Numerco de platos tedricos: 25921.0

" Butil parabeno:
Altura del pico:

6.2 cm.

Ancho del pico 4.4% ( wSa ) = 10 mm.

Tiempo de retencién ( seg ) = 333.6 segq.

Numero de platos teéricos: 27822.24

4.1.3~ FACTOR DE RESOLUCION ( R )

ANCHO DISTANCIA OE ®
DE BASE RETENCION

ALCOHOL BENCILICO 3.5 mm 31 mm

BUTIL PARABENG 7.5 mm 110 mm 18.3¢

AMCINONIDA 14 ma 270 om 1488

Cuadro 1.- Factores de resolucién entre alcohol bencilico y

butil parabeno y amcinonida y butil parabeno.
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4.1.4-

FACTOR DE ASIMETRIA

F ANCHO DE FACTOR DE
BASE ( 58 ) ASIMETRIA
ALCOHOL BENCILICO 1.5 mm 4.0 mm 1.3
BUTIL PARABENOC 3.0 mm 9.0 mm 1.5
AMCINONIDA 8.0 mm 19,0 mm 1.18
Cuadro 2.- Factores de asimetria de alcohol bencilico, butil

parabeno y amcinonida.



4.2~ ESPECIFICIDAD DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

Se analizaron soluciones correspondientes al 100% de
amcinonida, alcohol bencilico y butil parabenc por separado,
asi como muestra de producto terminado y placebo. Se detectaron
los picos de interés, y se comprobd que no hay interferencia

producida por otros componentes de la muestra.

Los tiempos de retenciétn correspondientes a 1los

compuestos de interés son:

ALCOHOL BENCILICO: 1.69 MIN,
BUTIL PARABENO: 6.34 MIN.
AMCINONIDA: 14.54 MIN, .
oy
=4
s
-
~M
5
-
~
0
-
w
<
-t
. ——
Muestra de producto Ancinonida
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Placebo con butil parabenc
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Alcohol bencilico Butil parabeno
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4.3~ PRECISION DEL SISTEMA

Se analizé por sextuplicado una solucién esténdar de
amcinonida, alcohol bencflico y butil parabeno. Se calculéd el
coeficiente de variacién de las A&reas bajo la curva obtenidas

para cada compuesto:

AMCINONIDA ALCOHOL BENCILICO BUTIL PARABINO
875846 1415399 2183395
890038 1442047 2231145
849088 1426893 2212047
854924 1409048 2167217
869038 1411971 2185149
868523 1412035 2185532

X 867861.16 1419555.50 2194080.93
14643.21 12664.71 23174.33
c.V. 1.66% 0.89% 1.06%

Cuadro 3.- Precisién del sistema cromatogréfico.
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4.4- LINEARIDAD DEL SISTEMA

Se determin6é la linearidad del sistema para amcinonida y
alcohol bencilico, analizando soluciones correspondientes al
20%, 40%, 60%, B80%, .1008, 1208, 140%, y 160% de principieo
activo. Se determiné el coeficiente de regresién y de
determinacién para cada compuesto, asi como el coeficiente de
variacién del factor (4rea bajo la curva / concentracién ). El

anilisis se realizé por duplicado.

Los resultados obtenidos son los siguientes:
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AMCINONIDA

CONCENTRACION AREA INTERPOLACION
mg/ml ( promedio )

0,00 -6761,69 -6761.69
0.01 87730.00 86617.83
0.02 178952.50 179997.35
0.03 270716.00 273376.89
0.04 361385.00 366756.42
0.05 478213.00 460135.95
0.06 545303.00 556515.48
0.07 642636,00 646895.01
0.08 742907 .00 740274.54

COEFICIENTE DE CORRELACION: 0.9993
COEFICIENTE DE DETERMINACION: 0.9987
ORDENADA AL ORIGEN: -6761,69
COEFICIENTE DE VARIACION: 2.6%

Cuadro 4.- Linearidad del sistema cromatogr&fico para
deterninacién de amcinonida.

LINEARIDAD DEL SISTEMA
AMCINONIDA

80000000
700000. 00
€00000. 00
$00000. 00
400000.00
30000000
200000. 00
100000.00

0.00

ruzmy

-1 . 00
00000 6.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08

CONCENTRACION { mg/ml )
+ originales ~— regresién lineal

Grafica 1- Linearidad del sistema para determinacién de
amcinonida.
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ALCOHOL BENCILICO

CONCENTRACION AREA INTERPOLACION
(mg/ml) { promedio )

0.00 927.16 927.16
0.08 117238 119340,45
0.16 236632.5 237753.75
0.24 354623.5 356167.05
0.32 476596 474580.35
0.4 602944 592993.64
0.48 707122 711406.95
0.56 829639 829820.24
0.64 945501 948233,54

COEFICIENTE DE CORRELACION: 0.9999
COEFICIENTE DE DETERMINACION: 0.9998
ORDENADA AL ORIGEN: 917.16
COEFICIENTE DE VARIACION: 0.84 %

Cuadro 5.- Linearidad del sistema cromatogrifico para
determinacién de alcohol bencilico.

1000000.00
900000.00
800000.00
700000.00
€00000.00
$00000.00
400000.00
300000.00
200000. 00
100000.00

pPEmy

LINEARIDAD DEL SISTEMA
ALCOHOL BENCILICO

0.00
0.00

0.08 0.16 0.24 0.32 0.4 0.49 0.56
COMCENTRACION { mng/ml )

+ originales ~=— regresién lineal

Grafica 2- Linearidad del sistema cromatogréfico para
determinacioén de alcohol bencilico.
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4.5- PRECISION Y EXACTITUD DEL METODO. AMCINONIDA.

Utilizando el método de placebo afladido, se determindé la
‘precisién y exactitud del método para determinacién de
amcinonida, wutilizando 6 muestras correspondientes a cada
concentracién estudiada ( 80%, 100% y 120% ). Se calcularon el
coeficiente de variacién y el intervalo de confianza para
comprobar la precisiétn del método, y la t de Student para
comprobar la exactitud del método. Los resultados cbtenidos son

los siguientes:
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CONCENTRACION mg mg
adicionados X parad bro
80.00% .6 8.4615 98.39
80.00% 8,2 8.323 101.50
80.008% 8.4 8.5554 101.65
80.00% 9.2 9.3904 102.07
80.00% 8.1 8.1348 100.43
80.00% 7.8 7.9279 101.64
PROMEDIO 8,3833 8.4655 100,98
100.00% 10.3 10.1558 98.60
100.008% 10.4 10.4426 100.41
100.00% 10.4 10.2544 98.60
100.00% 10.6 10.4198 98.30
100.00% 10.7 10.7364 100.34
100.00% 10.5 10,7321 102.21
PROMEDIO 10.4833 10.4568 99.74
120.008 12.1 12.2851 101.53
120.00% 12.1 12.515 103.43
120.00% 12.1 12.0044 99,21
120.008 12.3 12.3197 100.16
120.00% 12.2 12.3354 101.11
120.00% 12.2 12.5843 103.15
PROMEDIO 12.1666 12.34065 101.43

Cuadro 6.~ Exactitud y precisién del método para determinacidn
de amcinonida.

PROMEDIO % DE RECOBRO 100.71% t = -1.8343
DESVIACION ESTANDAR 1.6092 "t"(ao0.05) = 2.11
COEFICIENTE DE VARIACION 1.59708%

INTERVALO DE CONFIRNZA 99.9% - 101.51%
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4.6~ LINEARIDAD DEL METODO. AMCINONIDA.

Utilizando el método del placebo afiadido, se determinéd la
linearidad del método para determinar amcinonida; se
analizaron 6 muestras para cada concentracién ( 80%, 100% y
120% ). Se tabularon los promedios de mg recuperades contra mg

adicionados. El resultado obtenido fue el siguiente:

mg mg
PORCENTAJE ADICIONADOS RECUPERADOS
[ 1] -0.1425
80% 8.36833 8.4655
100% 10.46833 10.4568
1208 12.1666 12.3406
Cuadro 7.- Linearidad del método para determinacidn de
amcinonida.

COEFICIENTE DE CORRELACION: 0,9990
COEFICIENTE DE DETERMINACION: 0.9980
PENDIENTE: 1.0215

ORDENADA AL ORIGEN: -0,1422
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LINEARIDAD DEL METODO

AMCINONIDA
14
I 12
g 10
x
L 8
c
u
p 6
L]
T 4
a
d 2
°
s 0
-2 .
2 4 6 8 10 12 4

mg adicionados

Gréfica 3.- Linearidad del método para determinacién de
amcinonida.

4.7~ REPRODUCIBILIDAD DEL METODO. AMCINONIDA.

Se analizé una muestra por triplicado, realizando el
an4lisis dos analistas y en dos dias. Se realizd el andlisis de

varianza. Se obtuviercon los siguientes resultados:
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ANALISTAS

I II
95,03 94.99
DIA 1 93.75 95.78
94,07 96,26
97.00 97.07 .
DIA 2 95.43 96.19
96.16 95.92
COEFICIENTE DE VARIACION: 1.08%
FUENTE DE oL 73 sot ¥
ToN
nalistas 1 1.90 1.90 2.38
Dias 1 5.19 5.19 11.33
Interaccién 1 1.06 1.06 2.32
l::::stu -
kzuor 8 3.66 0.45
residual
lErrot 1 11.83
total
F TEORICA = 5.85
Cuadro 8.~ Andlisis de varianza. Reproducibilidad del vmtodo

para determinacién de amcinonida.
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Se prepararon 4 muestras de producto, conservindose 3 en
refrigeraciéon ( REF )} ¥y wuna a temperatura ambiente,
analizéndose a las 0, 24 y 48 horas de haberse preparado. Se
realizé el an&lisis estadistico de la prueba de t de Dunnet.

Los resultados obtenidos son los siguientes:

HRS REF REF REF TENP N
1] 96.56 96.98 96.94 96.17
24 97.45 96.30 97.06 96.27
48 86.84 95.41 100.22 99.32
CONDICION DE ALMACINAJE MEDIA t DE DUNNEZTT
TIEMPO O 96,6625
24 HORAS 96.769% 0.1135
48 HORAS 97.9475 1.3563
INTERPRE TACION:
24 HORAS La myestra es estable
48 HORAS La muestra es estable

Cuadro 9.~ Estabilidad de la muestra analitica. Amcinonida.
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4.9- PRESICION Y EXACTITUD DEL METODO. ALCOHOL
BENCILICO.

Utilizando el método de placebo afiadido, se determiné la
precisiétn y exactitud del método para determinacion de alcohol
bencilico, utilizando & muestras correspondientes a. cada
concentracién estudiada ( 50,% 100% y 1208 ). Se calcularon el
coeficiente de variacién y el intervalo de confianza para
comprobar la precisién del método, y la t de Student para
comprobar la exactitud del método. Los resultados obtenidos son

los siguientes:
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ION g [ ] s
jadicionados P d b
50.008% 0.1125 0.1125 100.00
50.00% 0.1178 0.1175 99,74
50.00% 0.1124 0.1129 100.44
50.00% 0.101 0,1008 89.86
50.00% 0.1203 0.1198 99.61
50.00% 0.1115 0.112 100.48
PROMEDIO 0.1125 0.1126 100.02
100.00% 0.2045 0.2031 99,30
100.00% 0.2007 0.1995 99.42
100.00% 0.193 0.1905 98.73
100.00% 0.1969 0.1959 98.51
100.00% 0.1924 0.1911 99.35
100.00% 0.2058 0.2041 99.15%
PROMEDIO 0.1992 0.1973 99.08
150.00% 0.3221 0.319 99.05
150.00% 0.303 0.3013 99.43
150.00% 0.3071 0.3062 99.70
© 150.00% 0.3139 0.3158 100. 62
150.00% 0.3095 0.3109 100.44
150.00% 0.3061 0.3072 100.36
PROMEDIO - 0.3102 0.3100 99.93
Cuadro 10.- Exactitud y precisién del método para determinacién

de alcohol bencilico.

PROMEDIO % DE RECOBRO

DESVIACION ESTANDAR

COEFICIENTE DE VARIACION.

INTERVALO DE CONFIANZA

99.67%
0.6239
0.6259
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4.10- LINEARIDAD DEL METODO. ALCOHOL BENCILICO.

Utilizando el método del placebo afiadido, se determind la
linearidad del método para determinar alcohol bencilico; se
utilizaron 6 muestras para cada concentracién ( 50%, 100% y
150% ). Se tabularon los promedios de g recuperados contra g

adicionados. El resultado obtenido fue el siguiente:

g g
PORCENTAJE ADICIONADOS RECUPERADOS
0 0 ~0.0006
508 0.1126 0.1126
100% 0.1992 0.15974
1208 0.3103 0.3101

Cuadro 11.~ Linearidad del método para determinacién de
alcohol bencilico.

COEFICIENTE DE CORRELACION: 0.99995
COEFICIENTE DE DETERMINACION: 0.98990
PENDIENTE: 0.9997

ORDENADA AL ORIGEN: -0.0006
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LINEARIDAD DEL METODO
ALCOKOL BENCILICO

0.4
g 0.3
r
]
c 0.2
u
P
-
T [ 2% S
a
d
°
s 0.0
~0.1
Q.0 0.1 0.2 0.3 0.4

g adicionados

grafica 4.- Linearidad del método para determinacién de alcohol
bencilico.

4.11- REPRODUCIBILIDAD DEL METODO. ALCOHOL BENCILICO

Se analizé una muestra por triplicado, realizando el
andlisis dos analistas y en dos dias. Se realizé el andlisis de

varianza. Se obtuvieron los siguientes resultados:
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ANALISTAS

I 11
105.43 106.98
DIA 1 104.27 107.46
104.58 103.78
108.78 107.22
DIA 2 108,20 106.792
109.56 106.74
COEFICIENTE DE VARIACION: 1.69%
FUENTE DE GL sc oM r
ION
alistas 1 0.28 0.28 0.23
Pias 1 16.20 16,20 14.92
Interaccién 1 7.90 7.90 6,97
analistas -
dias
lSrl:or 8 9.76 1.22
residual
erzo: 11 36.14
total
I;‘ TEORICA = 5.85
Cusdre 12.- AnAlisis de varianza. Reproducibilidad del método

para dterminacién de alcohol bencilico.
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4.12- ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA., ALCOHOL
BENCILICO.

Se prepararoh 4 muestras de producto, conservidndose 3 en
refrigeraciéon y una a temperatura ambiente, analizéndose a las
0, 24 y 48 horas de haberse preparado. Se realizé el andlisis
estadistico de 1la prueba t de Dunnet. Los resultados obtenidos

son los siguientes:

HRS REF REF REF TEMP AMB
1] 108,12 107.03 109.40 108,39
24 106.50 106.93 109.34 109.24
48 109.07 108.75 106.67 109.36
| MEDIA |
TIEMPO O 108.2350 MH
24 HORAS 108.0025 -0.2632
48 HORAS 108.4625 0.2575
INTERPRETACION:
24 HORAS La muestra es estable
48 HORAS La muestra es estable
Cusdro 13.-~ Estabilidad de la muestra analitica. Alcohol
bencilico.
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4.13- ANALISIS DE RESULTADOS
ADECUABILIDAD DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede decir que
el sistema cromatogrdfico es adecuado. Para los tres compuestos
de interés, se obtuvo un nimero de platos teéricos muy alto, lo
cual indica que 1la eficiencia de la columna es buena. Los
factores de resolucién obtenidos indican que la separacién de
los compuestos es adecuada. E1 factor de asimetria de los picos
indica una deformaciétn en los mismos, sin embargo, considerando
que el valor ideal es de 1, la asimetria es muy ligpra, y no

produce mayor efecto en el resultado del analisis.
ESPECIFICIDAD DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

El sistema cromatogriéfico es especifico para determinar
amcinonida, alcohol bencilico y butil parabeno, ya que ni en la
nmuestra ni en el placebo se presentaron picos correspondientes
a otros compuestos que pudieran interferir con los de los

compuestos de interés.
PRECISION DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

De acuerdo a los resultados obtenidos, y tomando en
cuenta que los coeficientes de variacién son menores de 2%, se

considera que el sistema cromatogréfico es precisc para la
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cuantificacién del 4area baje la curva de amcinonida, alcohol

bencilico y butil parabeno.
LINEARIDAD DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

Segiin los resultados obtenidos, se puede considerar que
el gistema se comporta linealmente al cuantificar amcinonida y
alcohol bencilico, ya que los coeficientes de correlacién y de
determinacién son mayores de 0.99. También se observa en las
graficas el comportamiento lineal del sistema y se puede ver
que la ordenada al origen es muy cercana a 0, lo cual indica
una relacién directa entre la cantidad de principlo activo y el
Area bajo la curva detectada por el sistema. '

PRECISION DEL METODO:

Amcinonida: De acuerdo a los resultados obtenidos, el
método es preciso, ya que el coeficiente de variacién del
porcentaje de recobro es menor de 2%, el promedio es de 100.71%

y el intervalo de confianza es de 99.9 a 101.51%.

Alcohol bencilico: De acuerdo a los resultados obtenidos,
el método es preciso, ya que el promedio es de 99.67% y el
coeficiente de variacién es de 0.62%. El intervalo de confianza

es de 99.36% a 99,98%.



EXACTITUD DEL METODO.

Amcinonida: De acuerdo al i-esultado obtenido, el método
se considera exacto, ya que la t de Student obtenida ( -1.83 )

es menor que el valor teérico { 2.11 ).

Alcohol bencilico: De acuerdo al resultado obtenido, se
considera que el método es exacto, ya que la t experimental

( 1.99 }) ' es menor que la t tedrica ( 2.11 ).
LINEARIDAD DEL METODRO

Ancinonida y alcohol bencilico: De acuerdo a los
resultados, se observa que el métodq es lineal, ya que los
" coeficientes de regresién y de determinacién son mayores que
0.99%, la pendiente es muy cercana a 1, la ordenada al origen es
cercana a 0 y al graficar mg recuperados contra mg adicionados
se obtiene una linea recta. En el caso de la amcinonida, debido
a que al utilizar concentraciones de 508, 1008 y 1508 se
encontré mayor variabilidad en los resultados, el estudic se
realizé con concentraciones de 80%, 1008 y 1208, considerando
que los limites aceptables en control rutinario de producto

terninado se encuentran dentro de este rango.
REPRODUCIBILIDAD DEL METODO.
amcinonida: De acuerdo a los resultados obtenidos, el

coeficiente de variacién es de 1.08%, por lo cual el método es
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reproducible, ya que el requisito minimo indispensable es gque

sea menor al 28%.

Alcohol bencilico: De acuerdo a los resultados obtenidos,
el coeficiente de variacién es de 1.6%%, con lo cual 1la

reproducibilidad del método es aceptable.
ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA

Amcinonida y alcohol bencilico: De acuerdo a 1los
resultados obtenidos y al andlisis estadistico realizado
{ prueba de t de Dunnett }, se considera que las muestras son
estables hasta 48 horas después de su preparacién,

conservandose de preferencia en refrigeracién.
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VI~ CONCLUSIONES

La validacién de metodos analiticos actualmente es
indispensable, debido a que el control de calidad en 1los
productos farmacéuticos es cada vez mAs estricte y requiere de

métodos mas eficientes.

El método analitico validado resulté especifico, lineal,
preciso, exacto y reproducible; igualmente se encontré gque el
‘sistema cromatografico utilizade es adecuado, preciso y lineal

para la determinacién de los principios activos de interés.

El método analitico para determinacién de mcinonid# y
alcohol bencilico en crema cumple con todos los requisitos
minimos que exige la Secretaria de Salud para considerarse como
valido, siempre y cuando se realice de acuerdo a las

especificaciones establecidas por este trabajo.

El método analitico validado es adecuado para el control
de calidad rutinario del producto, 1lo cual permite la
determinacién de los principios activos de interés en un menor

tiempo y a menor costo.

ESTR TESIS Mo Bigr
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