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CAPITULO I

INTRODUCCION




1.1 INTRODUCCION

El desarrolle y la validacién de métodos analiticos
de los ‘productos farmacéuticos para uso humano, asi como los
productos veterinarios, ha cobrado gran importancia en los
ultimos afios, Debemos asegurar la eficacia y seguridad de los
medicamentos, mediante técnicas analiticas que permitan demostrar
que los productos farmacéuticos cumplen con las normas de calidad
establecidas.

En este trabajo, se presenta el desarrollo y validacién
de dos métodos analiticos por cromatografia de liquidos de alta
resolucién  (CLAR}, para cuantificar el principio activo
(netobimin) y los conservadores (metilparabeno y propilparabeno),
contenidos en una suspenslén antiparasitaria de uso veterinario.

El  netobimin es un  probenzimidazol de acclén
antiparasitaria, el cual se cuantifica por cromatografia de
ligquides de alta resolucién, mediante un método analitico
sencillo, en el cual se hacen una serie de diluciones para
finalmente inyectar una muestra en el cromatégrafo,

El metilparabeno y propilparabeno se cuantifican también
por cromatografia de liquidos, a través de un método analitico,
en el que se siguen una serie de extracciones con cloroformo para
geparar los parabenos del netobimin, ya que uno de los productos
de dégradacién del netobimin interfiere con el metilparabeno.

Para validar los métodos analiticos desarrollados se hicieron las



siguientes determinaciones:

1. Tolerancia, especificidad y linearidad del sistema.
2. Exactitud y reproducibilidad del método.
3. Linearidad y estabilidad de la muestra.
La informacién obtenida se trat6é estadisticamente

demostrar la confiabilidad y reproducibilidad del método.

para



CAPITULO IX

GENERALIDADES



2.1 MONOGRAFIAS
2.1.1 NETOBIMIN

Netobimin, probenzimidazol, 2{{[{(metoxicarbonil)amino)
[[2=-nitro- 5-(propiltio.)fenil]amino] metilen]amino}e{:ano, acido
su].féni&o. .

Férmula condensada: CiSzNO7.H20
ESTRUCTURA:; -

CHyCH,CH,S y N = C— NH,CH,CH,50;
NHCOCTH,
[
[+]
NO;

Polvo amarillo de olor y sabor caracteristico. P.f. = 200 - 205°C
Solubilidad: 650mg/ml H20, con Tris (hidroximetilaminometano).
El netobimin tiene un pH de maxima estabilidad entre 3.5

y 5. Se degrada con bases fuertes y con temperaturas altas.
LProductos de degradacidn;: .
1.- 2{(Amino} - [2 - nitro - 5 - { n - propiltio) -~ fenilamino]}
metilamino etano, Acido sulfénico, al que llamaremos
"Compuesto B".

El compuesto B es el mayor producto de degradacién en
solucidn, aparece desde la sintesis del netobimin, el Compussto B

es identificado en este trabajo.
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2.- 1-Metoxicarbonilamino - (2- nitro - 5 - propiltiofenil )
urea. al que llamaremos compuesto "A".

Bi compuesto A, se encuentra en una concentracién menor en
golucién . También es identificado en este trabajo.
. 3.-El ﬁetobimin tiene otros productos de degradacién pero aun no
‘han sido identificados.

Mecanismos de acclidn:

El netobimin se considera un probenzimidazol; se convierte
en albendazole y albendazole sulféxido por la microflora ruminal.
El sulféxido es un metabolito muy efectivo en contra de pardsitos
internos, el cual es absorbide y transformado en albendazole
sulfona para ser eliminado por el organismo.qn

El netobimin produce la muerte de los paradsitos mediante
dos mecanismos: inhibe la formacién de los microtubulos
celulares, impidiendo el intercambio de los metabolitos entre el
pardsito y su medio ambiente; e inhibe la enzima fumarato
reductasa, la cual es esencial para el metabolismo energético de
los parasitos.
lndicaciones:

Esta indicado en el tratamiento y control de nematodos
gastrointestinales y pulmonares (gusanos redondos), céstodos
{tenias) tremdtodos (Fasciola Paramphistomum) de bovinos, ovinos
y caprinos. Presenta también actividad ovicida y larvicida sobre
larvas hipobiéticas o inhibidas de 0. ostertagi, larvas I4 y

nematodos resistentes a otros antihelminticos.



Contralndicaciones:
No usar en ovinos y caprinos en las primeras 7 semanas de
gestacion.
Dosia:
7.5 mg netobimin /Kg de peso.



2.1.2 METILPARABENO

Metilparabeno, parahidroxibenzoato de metilo, solbrol,nipagin.
Fdraula condensada: CHi03, (152.1 g/mol).
ESTRUCTURA:

Ho €00CH;

Cristales blancos o polvo cristalino blanco, es inodoro o
tiene débil olor caracteristico y ligero sabor urente, produce la
sensacion de gue gquema la lehgua, seguido por entumecimiento.
pka = 9.49, p.f. 125-128°C.u»

Preparado por esterificacién de &cido parahidroxibenzoico
con metanol.

Selubilidad:

Soluble 1/400 de agua caliente; 1/3 de alcohol; 1/10 de
éter. Soluble en glicerina, aceites, grasas, clorcformo ,
propilenglicol caliente, metanol y alcalis, es poco soluble en

benzeno y tetracloruro de carbono.



Estabjlidad:

Se hidroliza cataliticamente en presencia de 4cidos vy
bases, es incompatible con sales de hierro. El.pH de maxima
estabilidad es 4, por lo que se utiliza en un intervalo de
pH 3-9.

El metilparabeno ge hidroliza produciendo acido
parahidroxibenzéico y metanol.

Cs Hy 03 + H0 ~==> C1 Hi O3 + CHjOH

La velocidad de hidr6lisis se incrementa al aumentar la
fuerza idnica.

La actividad antimicrobiana se reduce de un 75 a un 100 %

en la presencia de silicato de magnesio y aluminio al 1%, talco,
polisorbato 80, y trisilicato de magnesio.(
Algunos plésticos como el nylon 6 absorben al metilparabeno y al
propilparabeno disminuyendo su actividad antimicrobiana contra
Aspergillus niger, Klebsiella auroginosa y Pseudomona auroginosa.
Usos:

Antiseptico y conservador en preparaciones farmacéuticas en
concentraciones de 0.05 a 0.25 8, y en combinacién con otros
parabenos. Se utiliza también para la preparacién de cosméticos
que contienen grasas, y aceites vegetales y animales.

Mé tod i {lisis:
1. Método oficial de la Farmacopea Nacional: Valoracién residual
con &cido sulfurico, usando como undicador azul de bromo timol

S.1.



3.
4.
5.

-~

Método especificado en la USP XXII: Cromatografia de
Espectroscopia U.V.

Cromatografia en capa fina.

Resonancia magnética nuclear.

Método bromométrico, previa hidrélisis.
Cromatografia de liquidos,

gases,



2.1.3 PROPILPARABENO

Propilparabeno, parahidroxibenzoato de propile, nipasol.
Formula condensada: CiH1203 (180.20 g/mol).
ESTRUCTURA:

HO COOCH2CH,CH3

Cristales incolores o polve blanco, es inodore o
tiene olor débil, sin sabor o con sabor muy ligero; p.f. =
95 a 98°C.

Preparado por esterificacién del 4cido parahidroxibenzoico
con propanol.

Solubilidad:

Soluble 1/2500 de agua fria; 1/400 de agua caliente; 1/3.5
de etanol; 1/3 de acetona; 1/4 de cloroformo; 1/3 de éter;
1/140 de glicerol; 1/6 de propilenglicol; 1/140 de aceites
fijos. Soluble en metanol y en soluciones alcalinas.q,s
Estabjlidad:

Su pH de maxima estabilidad est4 entre 4 - 5. Es
incompatible con 4lcalis y sales de hierro, sufre catalisis acida

y bésica.
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La hidrélisis produce &cido hidroxibenzoico y propanol.

Clo Hiz O3 + HO ---> C7 Hp 03 + C3 HI OH

Usoz;
Conservador en combinacién con metilparabeno.
tétodos de andlisis:
1. Método oficial de la Farmacopea Nacional: Valoracién residual
con &cido sulftrico.
2. Método especificado en la USP XXII: Cromatografia de gases.
3; Espectroscopia U.V.
4. Cromatografia en capa fina.
5. Resonancia magnética nuclear.
6. Método bromométrico.

7. Cromatografia de liquidos.
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2.2 PARASITOS

El parasitismo implica una relacién sgimbidtica en la cual
un animal, llamado huésped, es lesionado hasta cierto punto por
las actividades de otro, llamado parésito. ElL parasitismo al
igual que otra forma de simbiosis, implica una relacidén intima
entre las dos especies.@n

En el tratamiento de las parasitosis, siempre se debe tener
en mente que cualquier medicamento empleado para liberar al
huésped de sus parésitos, se basa en la toxicidad diferencial.
Esto significa que el agente antiparasitario es més téxico para
el parésito que para el huésped. Aunque en algunos sujetos el
margen es més corto y la variacién individual de la resistencia
del huésped lo reduce aun mas.

Activamente se conocen tres tipos de paréasitos internos;
los tremétodos con 69 géneros diferentes, los nematodos con 143
.géneros y los céstodos con 134 géneros diferentes. Todos ellos
afectan a los animales aunque no a todos los animales
domésticos.qy

Durante aflos, el hombre ha tratado de controlar a los
parasitos con diferentes sustancias, algunas efectivas pero con
alto grado de toxicidad, otras menos téxicas pero poco efectivas.
Las parasitosis mads graves se han manifestado en animales
domésticos, esto es un grave problema que afecta a la economia,
de ahi la preocupacién por hacer medicamentos veterinarios gue

ataguen este mal.
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CICLOS BIOLOGICOS

ﬂuchos parasitos tienen un solo huésped y se transfieren de
un individuo a otro de la misma especie, ya sea por contacto
directo o mediante formas resistentes que pueden sobrevivir
cierto tiempo fuera del huésped, durante el cual infectan a otros
huéspedes.

Las infecciones parasitarias pueden transmitirse de un
huésped a otro mediante vectores artrbpodos. Un vector sgeré
huésped si la maduracidén del pardsito se lleva acabo en él., Si
el artrépodo es tan solé instrumento de transferencia pasiva, se
llama vector mecéanico. Muchos helmintos tienen ciclos biolégicos
complejos en los que participan dos o mads huéspedes. Cuando se
necesita de mis de un huésped para la maduracién del parésito,
aquel en el que se lleva acabo la reproduccidén sexual se le
denomina huésped definitivo. A las
especies en donde se realizan las etapas de larvas se les llama
huésped intermedio.

CLASIFICACION

Los parésitos animales del hombre y casi todos los
vertebrados pertenecen a cinco subdivisiones principales o phyla.
Estos son Protozoa; Platyhelminths o gusanos planos (tremitodos y
céstodos);  Aschelminths, (nemdtodos o gusanos redondos);
Acanthocephala o gusanos de cabezas espinosas; y Arthropoda. La
asignacién de esta categoria se basa en caracteristicas

morfolégicas.en
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Lrepdtodog,

La palabra tremétodo significa cuerpo con agujeros. Los
tremétodos o duelas adultos, son pérésitos entozoarios
de vertebradés. Casi . todos son hermafroditas y  muchos
pueden fertilizarse por si mismos son organismos delgados, en
forma de hoja o elongados, que poseen drganos para adherirse en
forma de ganchos o depresiones musculares llamadas ventosas, Los
huevos que deposita el adulto en el vertebrado son arrojados al
exterior directa o indirectamente con las heces, (Fasciola,
Fasciolopsis, Clonorchis, formas heterofideas, - Shistosomas,
Japonicum, S. mansoni)., Ahi se forma una larva a eséa se le llama
miracidio, la larva termina por madurar y llevar vida
independiente. Para emerger debe esperar a que la ingiera otro
huésped. El huésped intermediario es un molugco caracol o almeja.

Su alimentacién consiste en el material liquido o
semiliquido que se encuentra en la regién en donde el gusano se
establece; el modo de alimentacidén es suctorial, utilizando el
6rgano natural de fijacién de las ventosas; en algunos casos este
proce3o se facilita por secreciones enzimaticas producidas por el
trematodo. La digestién es predominantemente extracelular.

La respiracién de los trematodos que viven en el aparato
digestivo es escencialmente anaerobia. Los trematodos sanguineos
obtiener oxigeno en su médio ambiente proéximo a los glébulos
rojos, pero si esta fuente se inhibe artificialmenmte, pueden

utilizar glicégeno. Cuentan con un sistema nervioso.
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Entre los trematodos estén las formas que parasitan al
intestino, higado, vasos sanguineos y pulmones del hombre.
Cegtodos,

Los céstodos tienen un cuerpo segmentado, elongado y en
forma de listén que posee un érganc de fijacién , el escolex, en
posicién anterior, carece de aparato digestivo. -El alimento se
absorbe a través de la cuticula del gusano tanto de hidratos de
carbono como de otras sustancias presentes en las mucosas del
intestino del huésped. Su sistema excretor es muy primitivo.
Cuentan con sistema nervioso.

'. Los o6rganos genitales estan completamente desarrollados.
Los huevos se forman en el ootipo y se almacenan En el utero. Los
lhuevos de las especies de seudofilidios (Diphyllobothrium) son
ovoides y operculados, y est&n inmaduros al ser eliminados; los
del las especies de ciclofilidios {Taenia, Hymenolepsis,
Dypilidium, etc.)
son generalmente especificos, no esporulados y casi totalmente
embrionados al salir del utero,

Los céstodos adultos habitan en el intestino delgado. Sus
ciclos biolégicos son muy complejos. Al ingerir las larvas
infectantes, ya sea en forma accidental o en la comida se
egcaparan al intestino delgado y empezaran a crecer. La infecciédn
con gusanos adultos siempre se lleva a cabo por via bucal., EL
transporte de un huésped a otro suele ser pasivo. El tratamiento

se considera adecuado si se expulsa todo el gusano.
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Nepdtodos.

Los nemétodos son gusanos cilindricos, y alargados, con
frecuencia achatados en sus extremos. Tienen una cuticula rigida,
la cual puede suavizarse o extenderse para formar gran variedad
de formas. Muchas especies son de vida libre;
algunos se encuentran en las aguas dulces o saladas y otras
en el lodo, en 1la tierra del campo y en el jardin. Otros
nematodos son pariasitos de animales invertebrados. Entre los
vertebrados es dudoso que no haya una especie que no sea
parasitada por uno o mas nemdtodos. Muchos de estos como (}'\scaris
lumbricoides, Trichinella spiralis, Wuchereria bancrofti), son
agentes de enfermedad muy importante en el hombre.

Los sexos estén separados y el macho suele ser muche mas
pequefio que la hembra. Tienen un aparato digestivo bien formado.
Carecen de sistema circulatorio y también tienen sistema
nervioso.

Las etapas de ciclos biolégicos incluyen a los huevos ,
larvas, las cuales sufren varias mudas y adultos. Los huevos y
larvas de las especies que viven en el tubo digestivo salen
exterior por las heces del huésped. Cuando los gusanosg viven en
el tejido pulmonar o en logs rifiones, los huevos son expulsados
con los esputos o con la orina. Los huevos hacen eclosién y las
larvas del primer estadio se alimentan , mudan y se transforman

en larvas filariformes infectivas para el hombre por via cuténea.
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Las larvas atraviesan la piel vy se dirigen a los pulmones
antes de llegar al intestino, maduran y acaban por establacerse

en lugares apropiados para cada especie.
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2.3 BEMZIMIDAZOLES

Todos los benzimidazoles derivan de un anillo quimico como
nucleo. Los benzimldazoles son parte integral de la estructura de
la vitamina B12 a partir del nucleo se han realizado numerosas
variables como el henzimidazol carbamato.

Los benzimidazoles carbamatos son muy efectivos en contra
de diversos pardsitos, pero sus limitantes son la absorcién y la
solubilidad en agua.® Los benzimadazoles son insolubles en agua,
lo que limita su uso en el tratamiento de pardsitos
gastrolntestinales. Sin embargo, los parabenzimidazoles, son
mas solubles en agua.

Los parabenzimidazoles se desarrollaron sustituyendo las
moléculas de benzeno que son convertidas enzimaticamente a
benzimidazol carbamato activo después de la absorcidn, Al lograr
esto se superan las limitantes de log benzimidazoles carbamatos,
ya que sobre todo uno de ellos en especial el netobimin es mas
soluble en agua, lo gue favorece su absorcién.

El netobimin reduce el grupo nitro por accién de la
microflora intestinal. Los derivados orthoamino resultantes,
ciclan a metil 5 - (propiltio) benzimidazole carbamato.

Todos los benzimidazoles y probenzimidazoles . actuan
destruyendo los microtubulos de las células del pardsito que son
necesarias para el transporte de nutrientes, a través de la pared
celular del pardsito. El metabolismo de la célula se suspende en

forma instantanea, esto ocasiona la muerte de la célula del
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paréasito.
También actuan blogueando la enzima fumarato reductasa en la
célula del pardsito. FEsto provoca una falta de glicégeno,
(energia) a nivel celular provocando la muerte del parasito.w
Aparentemente no hay diferencia en su forma de accidén, pero si
existe gran diferencia en la absorcién. El netobimin es el unico
benzimidazol que empieza a actuar desde el rumen, por lo
consiguiente, el Unico gue actia en contra de paréasitos ruminales

como el paramphistomum.
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2.4 CROMATOGRAFIA

Los métodos de separacién son una de las herramientas
fundamentales de la quimica analitica.

La cromatografia se define como un método fisico de
separacién, en el cual los componentes a separarse se distribuyen
entre dos fases, una fase mévil, (liquida o gaseosa) que circula
a través de una fase estacionaria, (sélida o liquida).@ Cuando se
introduce una mezcla de sustancias en un sistema cromatografico,
ge producen una serie de equilibrios de distribuciébn entre las
dos fases. Los procesos cromatograficos tienen lugar como
resultado de repetidas adsorciones-desorciones durante el
movimiento de los componentes a lo largo de la fase estacionaria,
lograndose la separacién gracias a las diferencias en los
coeficlentes de separacién o distribucidén de los distintos
componentes de la muestra,

Segun sea la naturaleza de las fases involucradas de los
mecanismos de separacién, la cromatografié ge clasifica en:
1.~ Cromatografia de adsorcibn: La fase estacionaria es un
gblido, la separacidn se basa en repetidas etapas de adsorcién-
desorcién.
2.~ Cromatografia de particién: La fase estacionaria es un
liquido, la separacién se basa en una particién entre la fase

mévil y la fase estacionaria.



Cromatograf(s
de Gases

TIPOS DE CROMATOGRAFIA

Cromatograf(a Gas-Liquldo)
pemsmesmss | (Particién)

Cromatograf(a
de Lquidos

Cromatograf(a Gas-561ido
Smmmmmeme | (Adsorcién)

Crowatograf(a en Capa
Dalgade (Adsorclan)
Cromatografia
e | Plana
Cromatograf(a en Papsl
(Partician)
Cromatograf(a Liquido
!- S61ido (Adsorcidn)
n Cromatograf(a Liquide
{Liquido (Particion)
Cromatografia
Columa  {wmend

Cromstograf (s de
s Intercamblo Iénico

Crosatograf(a de
Exclusion

20
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3.~ Cromatografia de intercambio iénico: La fase estacionaria
esta cargada iénicamente con carga contraria a la de la muestra.
4.- Cromatografia de exclusién: Se rellena la columna con un
material especial con lo que la muestra es retenida o filtrada

segun sea el tamafio molecular.
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2.4.1 PARAMRTROS FUNDANENTALES

Factor de capacidad (K'): Es la medida de la capacidad para
retener un soluto en una columna. Es expresado por la siguiente

ecuacién:

Donde:
tr= tiempo de retencién
t.= tiempo requerido para que un componente no retenido

pase a través de la columna.

Si K' es muy bajo, los componentes son eluidos demasiado
rdpido, mientras que si K' es muy alto los componentes son
eluidos demasiado lento.

Nymero de platos tedricos (N): Es una medida de la eficiencia de
la columna., indica la importancia relativa de los fendémenos que
provocan la dispersién de la banda respecto a la retencién del

compuesto. Se puede calcular con la ecuaci6én sigulente:

N =16 (tr/wb)?
Donde:
tr = tiempo de retencién de la sustancia.

Wb = ancho del pico medido en su base.
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Un sistema con un ntmero mayor de platos tebdricos produciréa
un pico més estrecho, por lo tanto ser& capaz de separar muestras

mas complejas.

Tiempo _de retencidn (tr): Es el tiempo que transcurre desde que
se deposita la muestra en el sistema cromatogréfico hasta el
tiempo méximo de elucién del soluto, El tiempo de retencién es
medido del inicio de la inyeccidn a la altura méxima del pico del
soluto; es una funcién que depende del largo de la columna o fase
estacionaria, de la velocidad de la fase mévil, de la afinidad
‘del soluto por la fase estacionaria y de la temperatura de la

columna.

)

——Slaf -~ = — =

4

Time s

Fig. 2 Tiempo de retencidn
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Donde:
t. = tiempo requerido para que un componente no
retenido pase a través de la columna.
tr = tiempo que las moléculas del soluto permanecen en la fase
estacionaria (tiempo de retencién corregido).
Wb = ancho del pico.
Wh = ancho del pico medido al 50 % de su altura total.

Yolumen de retencidn (Vr): Es el volumen de la fase mévil
réquerido para eluir un compuesto en el sistema, se expresa con

la ecuacién siguiente:

Ve = Vm + KVs

Donde:
Vm = Volumen de la fase mévil en el sistema.
K = Coeficiente de particién en el sistema.

Vs = Volumen efectivo de la fase estacionaria.

Resolucidn (Rs): La resolucidédn es una medida de la sgeparacién de
dos componentes en una mezcla. Este termino incluye la separacién
y ancho de los picos, es calculado por la siguiente ecuacién:

2({t2-t1)

Wb2 + Wbl
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El factor de resolucidn Rs, da el grado de separacién entre

dos picos.
Un valor calculado de 1.5 o mayor representa una separacién
basal de los picos. Un valor de 1 indica que la separacién es
adecuada, con resolucién de 0.5 se puede tener dificultad para

cuantificar.
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2.4.2 CROMATOGRAFIA DR LIQUIDOS

La cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR), es
- una de las técnicas méas versétiles de la quimica analitica debido
a su sencillez y capacidad para obtener separaciones de alta
resolucidn.

El éxito en la aplicacién de la cromatografia de liquidos
para un compuesto depende de la combinacién correcta de las
condlciones de operacién: el tipo de columna, la fase mévil, la
longltud y diémetro de la columna, la velocidad de flujo de 1la
fase mévil, etc.

Los mecanismos o procesos de separacién que dan como
resultado la retencién de las moléculas de una muestra por parte
de la £f2se estacionaria dan lugar a diferentes métodos de
cromatografia liquida: liquido-liquido o de particién, liquido-
s6lido o de adsorcién, la cromatografia de intercambio iénico y
la cromatografia de exclusién. Existen otros mecanismos de
separacibn como la cromatografia de fases enlazadas en la cual la
fase estacionaria esta unida quimicamente a las particulas del
goporte. Este empaque es de los mas usados por CLAR por ser
estable y no se pierde facilmente por el uso. Esta variante de
cromatografia se puede llevar a cabo en fase normal o fase

inversa.
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a) Cromatografia de fase normal: La fase estacionaria es
fuertemente polar (silice} y la fase mévil es apolar, Los
componentes polares gquedan retenidos en la columna durante
tiempos mayores gque los componentes no polares.
b) Cromatografia de fase inversa: La fase estacionaria es apolar
{hidrocarburos) y la fase mévil es polar. En cuanto més apolares
sean
los componentes de una muestra mayor seri la retencién.

La tabla No 2, muestra las diferentes modalidades de
cromatografia, y el tipo de moléculas que separa cada una.

Para poder llevar a cabo la separacidén de una muestra por
CLAR, el primer paso es disolver la muestra en un solvente
apropiado. A continuacién la muestra se introduce por medio de un
mecanismo inyector en la columna. La muestra se mueve dentro de
la columna por un flujo continuo de fase mévil que es impulsado
por una bomba, dependiendo de la afinidad de los componentes por
la columna y la fase mévil tardardn mas o menos tiempo en salir
de la columna. Un detector monitorea a los componentes al salir
de la columna, el detector trasmite sefiales a un mecanismo de
registro que grafica los datos, registréandose sus concentraciones
y sus tiempos de retencién.@ El cromatograma obtenido puede
proporcionar informacién tanto cualitativa como cuantitativa en

relacién a la muestra.
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TIPOS DE CROMATOGRAFIA EN CLAR

TIPO DE SEPARACION

MECANISMO

{MOLECULAS QUE SEPARAN

(sigunos ejempios)

SOLVENTES QUE SEPARAN||

(algunos ejempios)

Cromatografis
de exclusién.

Separs moléculas
or ta Las

wés grandes elu-
ro.

Deade prnumus ¥y car-
bohi hasta mata-
:rll. c: y ncoprano.

Tolueno
Dioxano
Acetons, H20

Cromstografia

en base & polari-
dad. La menos po-
lar efuye primero.

Hi Y lrona-
ticos, Isé-arws Yy Com:
puestos no polsres.

Orgsnicos no
ionizabl

(hexano

o-1 fqu’
(f-:. norsal)

Particién del so-
luto entre 2 !ol—

nnr h

mis polar™

Monosacaridos, Cateco-
laminas y arométicos.

Polar no polar
(sgua-acetoni-
rilo).

cro- tnerni:-
qudo
(f e reversl)

Particién del so-
luto entre 2 sol-
ventes inmiscibies
"F Vil mbs

23

pols

Hervicidas
Acidos grasos.

Ague con modi-
lcadores orgh
nicos.

Cromatografia

Jones de la mues-

por inter
bio ibnico.

ra
bian con un
contraién

Aminoécidos
Nucleétidos

Diversos
!Mffa'r orgé-
nicos.
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La cromatografia ligquida de alta resolucién se caracteriza
comunmente por:
_Columnas reutilizables de pequeiio didmetro (2-5 mm).
_Rellenos de columnas de pequefio didmetro (5-50 micras).
_Presién de entrada relativamente alta y flujo controlado de 1la
fase movil.
_Introduccién precisa de la muestra, gin necesidad de
grandes ‘ cantidades.
_Detectores continuos especiales, capaces de operar a caudales
m\iy bajos y a concentraciones muy pequefias.
_Instrumentos normalizados y automatizados.

_Analisis répido y alta resolucién.
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BQUIPO
Los componentes bésicos que integran un cromatégrafo de
liquidos son: una bomba, un inyector, una columna, un detector y
un registrador.es

En la figura No 3, se muestra el diagrama de un equipo completo
de CLAR.

BONBA E‘\> INVECTOR |j|> COLUNA

INTEGRAOOR <___| DETECTOR

Fig. No. 3 Diagrama de un Cromatégrafo de Liquidos.
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1. Sistema de bombeo

Tiene por objeto impulsar la fase mévil a través de la
columna y debe cumplir con ciertas especificaciones como
reproducibilidad y precisién, manteniendo un flujo constante.
2. Columna

Se considera a la columna la parte fundamental de la
cromatografia, ya que es en esta donde se lleva a cabo la
geparacion. Generalmente es un tubo de acero inoxidable, con una
longitud de 7.5 a 30 cm de largo, con un didmetro interno de 2-5
mm; contiene a la fase estacionaria, el material de empaque
seleccionado dependerd de la separacién que se desee hacer.g@ly
3. Fagze movil

La fase mévil es parte activa en un sistema de
cromatografia de liquidos, por lo que la seleccién de una fase
apropiada es una de las partes mis importantes en la separacién
por CLAR.
Caracteristicas de la fase mévil.qalo
_Alta pureza.
_Facil disponibilidad a razonable precio.
_Un punto de ebullicién de 20 a 50 °C arriba de la temperatura de
la columna.
_Baja viscosidad (mayor de 0.5 cp).
_Baja reactividad para evitar interacci6én con solutos o con el
empaque.
_Para cromatografia liquido-liquido, inmiscibilidad con la fase

estacionaria.



32
_Limitada inflamabilidad y toxicidad.

La seleccién de los solventes liquidos usados comr; fase
mévil depende de varios paramétros. En la cromatografia de
adsorcién y particién el papel mas importante lo desempefia la
polaridad y la viscosidad y otras caracteristicas que influyen en
el detector. En la cromatografia de intercambio idnico son
importantes la fuerza idnica y el pH, mientras que en la
cromatografia de exclusién lo méds importante es la solubilidad de
la muestra en la fase mévil.

4. Sistema de dnyeccidn

Un factor muy importante para obtener una buena resolucién
en la separacién es la adecuada introduccién de la muestra en el
sistema, debe ser en forma de paguete pequefio, esto ayuda a la
obtencién de picos simétricos y angostos. Existen varios
mecanismos de introduccién de la muestra; se pueden clasificar
como manuales, autométicos y computarizados.

5. Detectores

Los cromatégrafos actuales de cromatografia liquida poseen
un amplio intervalo operativbo que normalmente permite trabajar en
un mismo aparato a escala analitica o preparativa. Tienen una
gran sensibilidad, lo que permite la detecciédn de nanogramos de
material.

El detector més utilizado en CLAR, es un detector de

absorcién (UV/VIS); responden a aquellas sustancias que absorben
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luz visible o ultravioleta. Una gran cantidad de compuestos
entran en esta categoria, incluyendo las sustancias que tienen
electrones sin compartir como las olefinas, asi como todos leos
arom&ticos. Existen detectores con longitud de onda fija y econ
longitud de onda variable, 1los més sencillos se fijan a
longitud de onda de 254 nm, dado gue la mayoria de los
componentes organicos aromaticos absorben a esta longitud de onda
o por lo menos cerca de ella. Los detectores de onda fija tiene
la ventaja de ser de bajo costo y alta sensibilidad, sgiendo
cépaces de detectar sustancias del orden de nanogramos. La
capacidad de an&lisi puede aumentarse aun mas usando un detector
de longitud de onda variable. En estos la fusnte luminosa
comunmente usada es la lampara de deuterio; el detector de
arreglo de fotodiodos es el mas sofisticado y costoso detector
UV-V1S, proporciona espectros continuos.

Otros detectores también utilizados en CLAR son:
_Detactor de indice de refraccién.

(Detector de desviacién y detector de reflexiédn).
_Detector de fluorescencia.
_Detector electroquimico.

_Detector infra-rojo.
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2.5 VALIDACION

Una parte integral del desarrollo de un método analitico es

la validacién del mismo, el método debe probarse para determinar
su efectividad. La validacién generalmente incluye una evaluacién
de la precisién, linearidad, exactitud; y proporciona una medida
del comportamiento del método.q)
La validacién del método puede definirse como el proceso por el
cual queda establecido, por estudios de laboratorio la capacidad
del método, y que este satisface los requerimientos para las
aplicaciones analiticas deseadas.q)

Es importante tomar en cuenta que en la aplicacién de log
criterios de evaluacién de un método analitico prevalece la
axperiencia y el criterio de la persona que lleve a cabo la

validacién.
2.5.1 PARAMETROS

LINEARIDAD DEL SISTREMA

La linearidad del sistema, es la habilidad para asegurar
que los resultados analiticos obtenidos, son proporcionales a la
concentracién de la sustancia dentro de un intervalo determinado.
Los resultados pueden ser obteniaos directamente o por medio de
una transformacién matemdtica.

Es el intervalo entre los niveles superior e inferior de la

sustancia a determinar {(incluyendo estos niveles), el cual se
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ha demostrado que es preciso, exacto y 1lineal, Utilizando el
método analitico correspondiente.

Generalmente la linearidad se determina construyendo una
curva de calibracion graficando respuesta medida contra
concentracién, utilizando cuando menos cinco  diluciones
de concentracién diferente preparadas a partir de una solucién

patrén y por duplicado.

PRECISION DEL SISTEMA

La precisién del sistema es la concordancia entre
resultados analiticos obtenidos en una serie de ensayos.
Normalmente la prueba se realiza preparando una solucién estandar
del activo, que contenga el 100 %, y se analiza seis veces cuando
menos. Generalmente se expresa en terminos de Desviacién Esténdar

o del Coeficiente de Variacién.u9

ESPRCIFICIDAD

La especificidad, es la habilidad de un método analitico,
para demostrar que la respuesta obtenida se debe exclusivamente a
la sustancia de interés y no a otros componentes de la
muestra o productos de degradacién. Se determina analizando
placebos de la sustancia a determinar y producto terminado,
sometidos a condiciones extremas de almacenaje con el fin de

obtener log posibles productos de degradacién. El método
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desarrollado debe separar la sustancia de interés del resto de
los componentes de la muestra, asi como de los posibles productos
de degradacién y/o sustancias relacionadas.q
TOLERANCIA

La tolerancia, es la flexibilidad que tiene un método
analitico para que los resultados analiticos obtenidos por el
andlisis de la misma muestra bajo condiciones normales de
operacién sean reproducibles en diferentes laboratorios o
por diferentes
analistas; variando lotes de reactivos, temperatura, columna,
sistema de elucidn, flujos, etc.

EXACTITﬁD DEL METODO

Esta prueba recibe también el nombre de LINEARIDAD DEL
METODC O EFECTO PLACEBO.

La exactitud del método analitico es la concordancia entre
un valor obtenido experimentalmente y un valor de referencia. Se
expresa en porciento de recobro obtenido del anilisis de muestras
a las que se les ha adicionado cantidades conocidas de la
sustancia de interés.

Para hacer esta prueba se prepara un placebo, al cual se
le adicionan diferentes cantidades de la sustancia de interés,
generalmente del 60, B0, 100, 120 y 140 % de lo etiquetado en
marbete, haciendo los ané&lisis por duplicado.

La exactitud del método se evalila mediante un analisis de
regresién lineal, graficaﬂdo miligramos recuperados vs miligramos

adicionados. Debiendose obtener una respuesta lineal; la cual es
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demostrada mediante el calculo del coeficiente de correlacién, la
pendiente y la ordenada al origen. Ademis se hacen pruebas de t,
para establecer los limites de confianza para el porcentaje
recuperado y se calcula también el coeficiente de variacién
existente entre las diferentes recuperaciones.qg
PRECISION DEL METODO

La precisién, es una medida del grado de reproducibilidad
y/o repetibilidad del método analitico, bajo las condiciones de
operacién., Generalmente se expresa en términog de desviacién

estandar o coeficiente de variacién,

Repetibilidad

La repetibilidad es la precisidn de un método analitico
expresado como la concordancia obtenida entre
determinaciones independientes realizadas por un solo analista,

usando los mismos aparatos y técnicas de andlisis.qs

R fucibilidad
La reproducibilidad, es la precisién de un métedo analitico
expresado como la concordancia entre determinaciones
independientes realizadas por diferentes analistas, en diferentes
dias, en el mismo y/o en diferentes laboratorios. Utilizando el
mismo o diferentes equipos.qe
La prueba se lleva a cabo haciendo seis determinaciones, de

un mismo lote de producto terminado. Los andlisis se hacen por
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dos quimicos distintos en dos dias diferentes. Siendo en total
doce muestras analizadas. En esta prueba se calcula el
coeficiente de variacién y anédlisis de varianza
BSTABILIDAD DE LA MUESTRA

Es la propiedad de la muestra preparada para su
cuantificacién, de mantener sus propiedades fisicoquimicas y 1la
concentracién de las
sustancias de interés en un tiempo determinado. Para determinarla
se prepara una serie de muestras, y se analizan el dia de 1la
preparacién, se almacenan durante un tiempo determinado bajo
condiciones especificas, y reanalizandose al termino del periodo

de almacenamiento establecido.

SENSIBILIDAD

Esta se evalua tanto cualitativamente, como
cuantitativamente mediante:
Linite de deteccidn

Es la minima concentracién de una sustancia en una muestra
la cual puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada,

bajo las condiciones de operacién.qg

Ligite de cuantificacidn

Es la menor concentracién de una sustancia en una
muestra la cual puede ser determinada con precisién y exactitud

aceptables bajo condiciones de operacién. (g



39
2.6 BVALUACION KSTADISTICA

Cualquier método de an&lisis quimico cuantitativo involucra
analizar una muesta, y hacer inferencias acerca de ella con base
a los resultados obtenidos en el anAlisis. El analista hace é&ste
trabalo m&s de wuna vez y «considera el resultado de sus
determinaciones como el resultado final.

Para evaluar cualquier anAlisis existen dos criterios
importantes, el primero es la exactitud y el segundo es la
pracisién,

La exactitud se define como el grado de dispersién de los
datos al rededor del valor verdadero, en tanto que la precisién
es una medida de la reproducibilidad.

Tanto la exactitud como la precisidén se evaltan por métodos
etadisticos. En estadistica , se expresa el grado de precisién y
exactitud mediante la desviacién esténdar relativa o coeficiente

de variacidén y se calcula de la siguiente manera:

Donde:
g = desgviacién estandar.
n = pumero de mediciones.

xi= valores individuales.

x = promedio de valores individuales.
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s
C.V = === * 100
X

ANALISIS DE REGRESION LINEAL
Para determinar si los valores obtenidos en un experimento

siguen un comportamiento 1lineal, se efectla un ANALISIS ODE
REGRESION.

Primeramente se traza una grafica con valores muestrales
sobre un plano xy. si los puntos ge hallan cerca de una linea

recta, se supone que las variables tienen una relacién lineal.
Bcuacidn general de la linea recta:
y =a+ bx

Donde:

a = ordenada al origen.

b = pendiente de la recta.

La ordenada al origen en una recta hipotética perfecta debe

ger igual a 0 y la pendiente igual a uno.

La ecucacién de la recta de regresién es:

y-~¥=b+ (x ~-X)
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Donde: x y y son las medidas de los valores x y y de la muestra,

Y la pendiente de la recta esta dada por la férmula:

El coeficiente de correlacién r, nos da la medida de la relacién

entre las variables x Yy y, el valor de r en una recta hipotética

‘perfecta con pendiente positiva, debe ser igual a 1 y se calcula

con la siguiente férmula:

nExiyi - (Ixi) (Zyi)
P = mme——me—m oo oo memm e

WnZxir - (Exty (nZyi? - (Syn)®)

Es casi imposible que el comportamiento de los datos en un
experimento determinado sea el de una linea recta perfecta, es
por esto que se hacen pruebas de t, para calcular los intervalos
de confianza para la ordenada al origen b, para la pendientem, y
para el coeficiente de correlacién r, y comprobar de ésta manera
que sus valores son significativamente iquales a 0,1 y 1
respectivamente.

Para calcular un intervalo de confianza se usa la siguiente

férmulas
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estimador +/~- {(factor de confiabilidad) (error estandar)

Donde: estimador = cantidad o cifra sobre la caul se esta-
blecera el limite de confianza.
factor de confiabilidad = factor tomado de tablas estadisticas,
que depende del tipo de prueba que
se desee hacer,
error esténdar = error esténdar calculado con los datos del

experimento.
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ANALISIS DE VARIANZA
El anédlisis de varianza es la técnica estadistica que
permite evaluar el efecto que provoca una o més variables sobre
la respuesta de un evento realizado, adem&s de la interaccién

entre estas variable.

En la validacién de métodos analiticos, el analisis de
varianza no constituye un reguisito minimo; sin embargo si se
quieren establecer las fuentes de variacién del método como son:
Ahalista,' Dia, Equipo, Laboratorios, eftc. en la prueba de
REPRODUCIBILIDAD, ésta prueba estadistica permite determinar
esas variaciones.

Cuando se evaliua el efecto del analista sobre el método en
diferentes dias, se ésta observando el comportamiento del método
en relacién a dos factores fundamentales.

Cuando el an&lisis es realizado por 2 analistas en dos dias
diferentes y con tres replicacionas cada uno, se realiza el
siguiente an&lisis de varianza:

El modelo hipotético que se siguid se describe a continuacién:
yijk = p + ai + dj(i) + Ek(id)

Donde:
yijk = El ensayo de la sustancia de interés de la késima
muestra analizada por el iésimo analista en el jésimo

dia.
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p = Media poblacional del ensayo de la sustancia de interés

en la muestra.

al = Efecto del analista en el ensayo
{donde i =1 ... a).
dji(i) = Efecto del dia anidado en el analista
{donde j =1 ..., d).
Ek(ij} = error del método analitico
{donde k = 1 ... r).
a = nimero de analistas. (donde a = 2)
b = nimero de dias. (donde b = 2}

' r = nimero de replicaciones, (donde r = 3)

ANALISIS DE VARIANZA
| : TABLA ANADEVA

FUENTE DE  GRADOS DE  SUMA DE MEDIA DE Fecal F0.05*%
VARIANZA LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS

Analista {a-1} SCa/gla Mca/MCd  gla/gld

Dia (d-1}a SCd/gld MCd/MCe gld/gle
Error ad (r-1) SCe/gle —-- -—

a =analistas
d =dias

r =numero de replicaciones
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e =error calculade

gl=grados de libertad

*F0.05 = Los valores de F0.05 se obtienen de la Tabla de F,
localizando el cruce del valor de los grados de libertad (gl) de
numerador horizontalmente y el valor de los grados de libertad

del denominador verticalmente, para un a = 0,05.

INTERPRETACION DE RESULTADGS
Ho: Si la F calculada es menor que la F de tablas, el método es

reproducible.



CAPITULO III

PARTE EXPERINENTAL
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3.1 DESARROLLO Y VALIDACION DBL METODO ANALITICO
PARA LA CUANTIFICACION DE NETOBIMIN

Para el desarrolloc de un método de andlisis para
cuantificar el netobimin se partié de un sistema establecido el
cual fue optimizado, se hicleron modificaciones tales como:
cambio del solvente para disolver las muestras y los estéandares;
cambio de alicuotas y diluciones; disminucién del nimero de
platos tedéricos y cambio en la velocidad de flujo de la fase
mévil. Lograndose con esto disminuir el costo y acortar el tiempe
de realizacién del andlisis. Con lo que se obtubo un método
gencillo, econdémico y que cumple con los requisitos establecidos
para un analisis por CLAR, los cuales son demostrados en la
seccién de la "Validacidn del Método Analitico™.

El método analitico se validé completamente y ademés por
requerimientos de «calidad vy saguridad se determind la
sensibilidad del sistema cromatografico, para el limite de
deteccién y limite de cuantificacién de dos de los productos de
degradacién del netobimin.
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3.1.2 NETODO DR TRABAJO

Para validar el método analitico se siguierén los
pardmetros descritos en el capitulo 2.
La cuantificaciédn del netobimin se efectud por

estandarizacién interna. Para lo cual se utilizan las siguientes
férmulas:

Factor de respuesta, K:

Area St. An. Peso St. Int. ml St. Int.
K= __________ * * - -k
Arsa St. Int. Vol.Dil.St.Int, Vol. final
Vol. Dil.St.An. Vol. final
_______________ [ T —
Peso St. An ml St. An.
Area St. An. Peso S5t. Int.
*oee- * Factor de dilucién
Area St. Int. Peso St. An.
Cuantificacién de Netobimin.
1 Area Net. Peso St. Int.
mg Netobimin/ml = ~-- * -
K Area St. Int. Vol,Dil.St.Int.
ml St. Int, Vol.Dil,Mtra. Vol, final
¥ cmmmecmemacee b ecmee—caaee
Vol. final ml Mtra. ml Dil.Mtra
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Los limites de aceptacién y rechazo de todos los
pardmetros, se establecieron utilizando los lineamientos del
laboratorio donde se realizé el trabajo; los establecidos
por la Guia Oficial de Validacién de Métodos Analiticos editado
por la Secretaria de Salud y el Colegio de Quimicos Farmacéuticos
Bidlogos; la Farmacopea Nacional de 1los Estados Unidos Mexicanos

Sa. Edicién; la USP XXII; asi como el criterio del analista.



3.1.3 METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION
DE NETOBIMIN

SISTEMA CROMATOGRAFICO..

1.
2.

3.
4.

o

7

Instrumento: Cromatégrafo de liquidos.
Columna: uBondapak C18 {acero inoxidable, de 15 cm

* 3.9 mm de didmetro interno, empacada con
nctadecilsilano unida a microparticulas de
cerdmica o silica de 5 a 10 micras de dié-
metro}.

Detector: Ultravioleta a 254 nm. a 0.1 AUF

Fase mévil: MeOH/KHPPOI 0.05 M (60:40).

. Velocidad de flujo: 1 ml/min.

Velocidad de carta: 0.25 cm/min.
Volumen de inyeccién: 20 microlitros.

Estandar Interno: butilparabeno {35 mcg/ml).
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METODO ANALITICO.
" Reactivos y solucién estandar.
1. Metanol.
2. Metanol/agua (1:1).
3. Solucién Tris.
Disolver 1.4 g de tris (hidroximetilaminometano) en 100

ml de agua.

IS

Solucién de estandar interno.
Exactamente pesar al rededor de 35 mg‘ de estadndar de

' butilparabeno en un matraz volumétrico de 100 ml. Diluir

al volumen con metanol.

5. Solucién de estéandar de referencia.

Exactamente pesar al rededor de 30 mg de est&ndar de
referencia de netobimin en un matraz volumétrico de 50 ml.
Adicionar 2.5 ml

de solucién tris dentro del matraz y disolver el netobimin.
Diluir al volumen com MeOH/H:0.

Transferir 5 ml de solucién de esténdar de referencia del
netobimin a un matraz volumétrico de 50 ml. Adicionar 5 ml

de solucién de estandar interno, Mezclar y diluir al volumen

con MeOH/H0.

TRATAMIRNTO DE LA MCURSTRA.
1.- Agitar la suspensién con magneto, hasta homogenizar.
Tomar una porcidén de la muestra equivalente a 300 mg de

netobimin en un matraz volumétrico de 100 ml.

50
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2.~ Lavar la pipeta con varias porciones de solucién
tris y recolectar los lavados en el matraz.
3.~ Adicionar solucién tris hasta tener un volumen total
de 50 ml. Disolver y diluir al volumen con MeOH/Hi0.
4,~ Inyectar 20 microlitros de la muestra en el cromatégrafo

de liquidos.

TIEMPOS DE RETENCION APROXIMADOS
Netobimin 4 minutos

Butilparabeno 8 minutos
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3.1.4 VALIDACIOM DEL METODO PARA LA
CUANTIFICACION DE NETOBININ

ESPECIFICIDAD DEL METODO

Para demostrar la especificidad del método se prepararon
los placebos de netobimin y el producto terminado y se sometierédn
a 70 °C durante 14 dias, con el fin de obtener los productos de
degradaciédn del netobimin.

Posteriormente se analizarén las siguientes muestras
utilizando el método antes descrito:
_Solvente,
_Estandar de netobimin.
_Esténdar de butilparabeno.
_Esténdar del compuesto A (producto de degradacién del
netobimin).
_Estandar del compuesto B {producto de degradacién del
netobimin}.
_Factor respuesta.
_Estandar de metilparabeno.
_Esténdar de propilparabeno.
_Placebo de netobimin a T.A. sin esténdar interno.
_Placebo de netobimin a 70 °C durante 14 dias sin esténdar
interno.
_Producto terminado a T.A con estandar interno.

_Producto terminado a T.A. sin esténdar interno.
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_Producto terminado a 70 °C durante 14 dias sin estandar interno.
En las figuras 1la,1b,1c,1d,1e,1f,1g,1h,1i,14,1k, 11 y 1m se pueden

observar los cromatogramas obtenidos.

CONCLUSION:

En los cromatogramas obtenidos se puede observar gue no hay
interferencias tanto de los excipientes agi como de los productos
de degradacidén en la deteccioén de} netobimin, con lo que queda
demostrado que el método es especifico para la cuantificacién del

netobimin,



54

x
a

_f__*__

Fig. ta SOLYENTE

o
i

CROMATOGRAMAS DE LA ESPECIFICIDAD DEL METODO
DE NETOBIMIN

.82

.79

- ©
<3 ax
a i

i I

Fig. fc ESTANDAR DE BUTILPARABEND

LR}
2.54

4

Fig. 1b ESTANDAR DE NETOBIMIN



55

2.57

fﬁ =

Fig. 1d ESTANDAR DEL COMPUESTO “A™

17.60

: E

Flg. 1e ESTANDAR DEL COMPUESTO "B"

3.96
To7

1L
254

T

Fig. 1f FACTOR RESPUESTA



56

88

PH 1
ER Q@

Flg. 1g ESTANDAR DE METILPARABENO

®
o
W

LLB]

-

Fig. Th ESTANDAR DE PROPILPARABENO




57

2.90

P4 1
RO

Fig. 11 PLACEBO DE NETOBIMIN A T.A
SIN ESTANDAR INTERND

M

Fig. 1]

2.89

ER @

PLACEBO DE NETOBIMIN A_70°C
DURANTE 14 DIAS S/5t. Int.



58

.16

397

Fig. 1k PRODUCTO TERMINADO A T.A
CON-ESTANDAR INTERNO

PH 1

Fig. 1l

3.95

ER @

PRODUCTO TERMINADD A T.A
SIN ESTANDAR INTERNO

Fig.

1m PRODUCTO TERMINADD A 70°C
DURANTE 14 DIAS S/St. Int.



59
TOLERANCIA DEL SISTEMA
Criterio de aceptacién: Factor de resolucién mayor a 2.

La tolerancia del sistema se efectud haciendo
variaciones en el ntmeros de platos tedricos, la velocidad de
flujo, y en la proporcién de fase mévil, observandose el efecto
de estos cambios en el tiempo de retencién y el factor de
resolucién; entre el metilparabeno (M) y netobimin (N), entre
netobimin (N) y propilparabeno (P}, entre propilparabeno (P)
y butilparabeno (B) y entre butilparabeno (B) y compuesto B
(producto de degradaciéon del netobimin) (D).Para realizar esta
prueba se usdé producto terminado almacenodo a temperatura
ambiente y ciclado de 70 °C a 5 °C por 48 horas durante 16 dias.

Los resultados se presentan en las siguientes tablas.

‘. .

TABLA No. 12 NUMERO DE PLATOS TRORICOS (NPT)

A,- MUESTRAS A TEMPERATURA AMBIENTE (TA).

TIEMPO DE RETENCION (MIN) FACTOR DE RESOLUCION
NPT M N P B D M/N N/P B/B B/D
1171 2.85 3.82 4.90 7.31 - 2.98 2,53 4.03 -
1781* 2.65 4.21 5.72 8.89 - 4.66 3.68 5.61 -

1820 2.94 4.18 5.49 8.50 - 3.76  2.91  5.35 -
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B.- MUESTRAS CICLADAS 70 °C - S °C/48 HRS, DURANTE 16 DIAS

TIEMPC DE RETENCION (IN) FACTOR DE RESOLUCION
M

NPT N P B D M/N N/P B/B B/D

1050 2.83 3.84 4.91 7.38 16.19 2.40 2.28 4.02 7.08
1570% 2.93 4.05 5.49 8.58 19.74 2.33 2.53 4.72 10.24
1594 2.89 4.21 5.42 8.41 19.23 2.64 2.10 4.75 9.45

NPT.- Evaluada con butilparabeno.
TABLA No. 13 VELOCIDAD DE PLUJO

A.- MUESTRAS A T.A.

TIEMPO DE RETENCION (MIN) FACTOR DE RESOLUCION
ml/min M N P B D M/N N/B Pp/B B/D
0.7 3.49 5.52 7.23 11.17 - 5.01 3.93 6.71 -
1.0+ 2.65 4.21 5,72 8.89 - 4.66 3.68 5.61 -
1.3 2,14 3.01 3.93 6.05 - 3.82 3,20 5.11 -

B.~ MUESTRAS CICIADAS 70 °C - 5 °C/48 HRS, DURANTE 16 DIAS

TIEMPO DE RETENCION (MIN) FACTOR DE RESOLUCION
ml/min M N 3 B D M/N  N/P  P/B B/D

7 3.49 5.50 7.20 11.10 25.00 5.22 3.25 5,63 11.39
0+ 2.93 4.05 5.49 8.58 19.74 2.33 2,53 4.72 10.24
3 2.15 3.01 3.93 6.04 13.60 3.07 2.39 4.69 9.25
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TABLA No. 14 PROPORCION DE FASE MOVIL

A.- MUESTRAS A T.A.

TIEMPO DE RETENCION (MIN) FACTOR DE RESOLUCION
A:B M N 4 B D M/N  N/P  P/B  B/D
57:43 3.13 4.88 6.38 10,40 - 3.14 2.34 5.14 -
60:40%* 2.65 4.21 5,72 8.89 - 4.66 3.68 5,61 -
63:37 2.64 3.36 4.44 6.67 - 1.92 2.41 4.02 -

B.~ MUESTRAS CICLADAS 70 °C ~ 5 °C/48 HRS, DURANTE 16 DIAS

TIEMPO DE RETENCION (MIN) FACTOR DE RESOLUCION
M 3 B

A:B D M/N  N/P P/B  B/D

57:43  3.17 5.02 6.54 10.77 26.22 3.59 2.48 5.44 9.63

60:40* 2.93 4.05 5.49 8.58 19,74 2.33 2.53 4,72 10,24
63:37 2,62 3.35 4.42 6.46 13.52 1.84 2.46 4.00 8.02

A:B = Metanol:buffer,
*+ Condiciones Sptimas.

CONCLUSION.

El método mostré ser tolerante a cambios en la velocidad de
flujo de +/- 0.3 ml/min y se pueden utilizar columnas con un
minimo de 1050 platos tedricos, ademds es tolerante para una
disminucién en la concentracién del metanol en el intervalo

estudiado, mds no para un aumento del mismo,
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PRECISION DRL SISTEWA
Criterio de aceptacién: coeficliente de variacién menor o
igual a 1.5 &.
La precisién del sistema fue probada obteniendo la
desviacién estandar del factor respuesta (K), obtenida por seis
inyecciones de solucién esténdar al 100 3. Los resultados se

muestran en la tabla No. 4.

TABLA No. 4 PRECISION DRL SISTEMA

INYECCION No. FACTOR RESPUESTA (K)

0.32238
0.32359
0.32437
0.32396
0.32369
0.32543

AU B W

=1

0.32390
c.v 0.31 ¢

Donde: Factor respuesta (K) =

Area del pico de Netobimin * Concentracién del St. Int.

K= -—-- ----

Area del pico del St. Int. Concentracién del Netobimin
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CONCLUSION
El coeficiente de variaci6én obtenido es menor que el
establecido. Con lo que se cumple el criterio de aceptacién de

la precisién del sistema.
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LINRARIDAD DEL SISTEMA

Criterio de aceptacién: coeficiente de correlacién no menor
de 0.99,

La linearidad del sistema, ge probd inyectando
soluciones esténdar de netobimin en un intervalo de 60 al 140
$ de la concentracién propuesta para el ensayo. La
concentracion del estandar interno (butilparabeno), fue
congtante en todas las soluciones estandar.

Para determinar este parémetro se construyé una curva de
calibracién graficando respuesta medida contra concentracién. Los
resultados son mostrados en la siguiente tabla:

TABLA No. 5 LINEARIDAD DRL SISTRNA

$ DE NIVEL CONCENTRACION NET. REALACION DE AREAS

ENSAYADO {mg/ml) N/B
60 0.03804 0.35098
80 0.05072 0.46624
100 0.06340 0.58448
120 0.07608 0.69560
140 0.08876 0.80951

Datos del andlisis de regresén:

y=mx +b

Pendiente, m= 9.04117

Oréenada al origen, b= 0.00815
Coeficiente de correlacién, r = 0.993995
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CONCLUSION
La respuesta de netobimin mostré ser lineal en el rango
estudiado, ya que «cumple con el «criterio de aceptacién

establecido.
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EXACTITUD DEL METODO

Criterio de aceptacién: promedio de recobro de 98 a 102 % y
coeficliente de variacién no mayor a 2.0 8. La recta obtenida
deber4 tener una pendiente significativamente igual a 1, la
ordenada al origen significativamente igual a 0 y el coeficiente
de correlacién no menor de 0.99.

La exactitud del método es demostrada, adicionando_
diferentes concentraciones de solucién estandar de netobimin a
cantidades constantes de placebo, las concentraciones del
estandar fueron 60, 80, 100, 120 y 140 % de lo etiquetado en
marbete. Se determinaron los porcentajes de recobro y se obtuvo
la ecuaci6én de la recta, graficando cantidad recuperada contra
cantidad adicionada. Los resultados se muestran en la siguiente

tabla.

TABLA No. 6 EXACTITUD DEL METODO

$ DE NIVEL mg ADICIONADOS mg RECUPERADOS % DE RECUPERACION
ENSAYADO

60 90.975 90.985 100.01

80 121.300 122.245 100.78
100 151.625 152,570 100.62
120 181.950 181,860 99.95
140 212,275 213,560 100. 60

X 100.39

c.v 0.38 %
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Intervalo de confianza para el % recuperado:
IC = [100.03 a 100.75}
Datos del andlisis de regresién:
Pendiente, m = 1,00499
Ordenada al origen, b = -0.13850
Coeficiente de correlacién, r = 0.99993
Intervalo de confianza para la pendiente, m:
ICm = [0,9831 a 1.02683] , el intervalo incluye al 1.
Intervalo de confianza para la ordenada al origen, b:

ICb = [-3.5785 a 3.3015], el intervalo incluye al 0.

CONCLUSION
El método es exacto para el intervalo de concentracién
estudiadoe. Se cumple «con los criterios de aceptacié6n

establecidos.
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PRECISION DEL METODO (REPRODUCIBILIDAD)
Criterio de aceptacién: coeficiente de variacién no mayor
del 2.0 %.
La precisién del método se determind, analizando seis
muestras por dos quimicos en dos dias diferentes. Los

resultados se muestran en la siguiente tabla:

TABLA No 7 PRRCISION DRL NETODO

MUESTRA % DE RECUPERACION

No. QUIMICO 1 QUIMICO 2
DIA 1 1 104.6 102.00
2 104.2 104.66
3 104.0 103.17
DIA 2 4 103.4 103.87
5 103.9 102,78
6 103.9 102,04
X 103.56

C.v 0.87 %

Ademis se realiz6 un andlisis de varianza obteniendose los

giguientes resultados:
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TABLA Ko, 8 ANALISIS DE VARIANZA DE NETOBIMIN
TABLA ANADRVA

FUENTE DE GRADOS DE  SUMA DE MEDIA DE Fecal F0.05
VARIACION  LIBERTAD CUADRADOS

Analista {2-1)=1  2.5025 2.5025 9.9761 38,51
Dia (2-1)2=2  0.5017 0.2508 0.3582 6.06
Error (2*2) (3~1)=8 5.6031 0.7004

CONCLUSION.

Los resultados en este experimento indican que el método es
reproducible, con una desviacién esténdar menor del 2.0 $.

Y como se puede ver en la Tabla de ANADEVA, la F calculada
es menor dque la F de tablas, no existen diferencias
gignificativas entre analistas ni entre los diferentes dias. EL
método analitico es reproducible entre analista y en distintos

dias por un mismo analista.
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA
Criterio de aceptacién: la diferencia no debe ser mayor
del 2.0 § entre la medida de la muestra y la medida de la muestra
inicial,
Para determinar la estabilidad de la muestra, se prepararon
una serie de seis muestras del producto terminado. Se analizaron
inicialmente y fueron almacenadas en refrigeracién durante 3

dias. En la siguiente tabla se muestran los resultados.

TABLA No.ll ESTABILIDAD DE LA NURSTRA

MUESTRA  ANALISIS INICIAL  ANALISIS/DESPUES

DE 3 DIAS
1 106.45 106.43
2 106.22 106.70
3 102,00 102,42
1 104.66 104,57
5 103.66 102.79
6 104.64 104.60
X 104,52 104,59
c.v 1.65 1.70 %

CONCLUSION
Las muestras son estables por lo menos 3 dias después de su

preparacién, si son almacenadas en refrigeracién.
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A.~ DETECCION Y CUANTIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE DEGRADACION

La estimacién del compuesto A fue determinada usando el
sistema cromatogréfico para el netobimin.

La linearidad del compuesto A se probdé inyectando
soluciones esténdar en un intervalo de 3.96 mcg/ml a 59.40
meg/ml; Correspondientes a 6.24 y 93.69 % de (w/w) en relacién al
netobimin. La concentracién del est&ndar interno (butilparabeno},

fue constante en todas las soluciones estandar.

TABLA No. 9 LINEARIDAD DE EL SISTEMA PARA EL COMPUESTO A

CONCENTRACION DEL COMP. A RELACION DE AREAS
gmcg/ml) {Comp. A/B)
3.96 0.02352
7.92+ 0.04546
11.88 0.07002
15,84 0.08839
19.80 0.11857
27.72 0.16566
39.60 0.23841
59,40 0.35859

* Desde este punto la respuesta del compuesto A es 1lipeal; esta

es la cantidad minima cuantificable.

Datos del anAlisis de regresién.
y=mx +b
Donde "y" es el 4rea del pico del compuesto A y "x" es la

concentracién en mcg/ml del compuesto A.
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b = 0,006105
m = ~0,003858
r= 0.,999830

Se hicieron més diluciones para encontrar el limite de deteccién
del compuesto A y este fue aproximadamente de 0.5 mcg/ml, (en
condiciones normales del ensayo). En la fig. 1n se muestra el
cromatograma.
CONCLUSIONES

Ei coeficiente de correlacién esta cercano a 1 puede
asumirse que el modelo es lineal en el rango de concentracién

estudiado.
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B.- CUANTIFICACION Y DETECCION DE EL COMPUESTO B

La cuantificacién y la deteccién del compuesto B se
determind, usando el sistema cromatografico propuesto para
el netobimin.
La linearidad del compuesto B fue probada por inyeccién de
goluciones estandar en un intervalo de 2.9 mcg/ml a 24.2 meg/ml
correspondiendo a 4.5 y 38.2 % de (w/w) en relacion a netobimin.
La concentracion del esténdar interno (butilparabeno) fue
constante en todas las soluciones estandar.

La respuesta de el compuesto B fue lineal desde 9.69 mcg/ml.

TABLA No, 10 LINEARIDAD DE EI SISTEMA PARA RL COMPUESTO B

CONCENTRACION DEL COMP. B RELACION DE AREAS
{meg/ml) (A/B)
2.907 *k
3.876 *ok
4,845 *k
6.783 *E
9.690* 0.03618
14,535 0.06116
24,225 0.08444

* Desde este punto la respuesta de el compuesto B es lineal, este
es el punto de cuantificacién limite.

*+ Bstos datos no son integrados en condiciones normales del ensayo.
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Datos del an&lisis de regresién.
a = 0,00909
b = 0.00318
r = 0.97793
Limite de deteccién para el compuesto B, es aproximadamente 2.9

meg/ml. En la fig. lo se muestra el cromatograma.
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3.2 DRSARROLLO Y VALIDACION DEL NETODO ARALITICO PARA
CUANTIFICAR METILPARABENO Y PROPILPARABENO

Inicialmente ge intentd cuantificar a los parabenos en el
gistema desarrollado para el netobimin, pero al tenerse dentro
de la formulacidén concentraciones muy diferentes (aproximadamente
100:1 de netobimin con respecto a los parabenos), no fue posible
lograr una separacién adecuada, ya que el pico del netobimin
aparece en forma de barra y uno de los productos de degradacién
del netobimin impide la cuantificacién del metilparabeno.

Después de realizar un estudio y diferentes pruebas se vio
que lo mas conveniente era realizar la separacion por medio de
extracciones con cloraformo antes de pasar al sgistema
cromatografico.

Al separar el netobimin de los parabenos se logré eliminar
el producto de degradacidn, y se eligid el sistema cromatografico

més adecuado para cuantificarlos.
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3.2.2 MRTODO DE TRABAJO
Para validar el método analitico para la cuantificacién de
metilp-arabeno y propilparabeno se siguié el mismo criterio que
para el método del netobimin. La cuantificacién también se hace

por estandarizacién interna.

Factor de respuesta K

Area St. An. Peso S5t. Int.

K=—- - * ~- * Pactor de dilucién
Area St. Int. Peso St. An.

Cuantificacién de metil y propilparabeno.

1 Area Activoe Peso St.Int.
mg Activo/ml = --~ * ¥ o-- -
K Area St.Int. Vol.Dil.St.Int.

ml St. Int. Vol. Final

Vol, Final ml Mtra.
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3.2.3 MBTODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION
DE METILPARABENO Y PROPILPARABENO

SISTEMA CROMATOGRAFICO.

1. Instrumento: Cromatégrafo de liquidos.

2. Columna: uBondapak Ct§ (acero inoxidable, de 15 cm *
3.9 mm de diémetro interno, empacada con oc-
tadecilsilano unida a microparticulas de cera-
mica o silica de 5 a 10 micras de di&metro).

3. Detector: Ultravinleta a 254 nm.

4. Fase M6vil: MeOH/*ACNH4 0,065 M 50:50

5, Velocidad de flujo: 2 ml/min.

6. Velocidad de carta: 0.25 cm/min.

7. Volumen de inyecclén: 20 microlitros.

8. Estéandar Interno: butilparabeno {50 mcg/ml).

* ACNH¢ = acetato de amonio.
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MEBTODO ANALITICO.
Reactivos y solucién estandar.
1. Metanol.
2, Cloroformo.
3. Agua destilada.

4, Solucién de estandar interno.

Pesar exactamente al rededor de 50 mg de estadndar de
butilparabenc y transferir cuantitativamente a un
matraz volumétrico de 100 ml. Disolver y diluir al volumen
con metanol.

5. Solucién estandar de metilparabeno.
Pesar exactamente al rededor de 33 mg de estandar de metil-
parabeno cuantitativamente a un matraz volumetrico de

25 wl. Disolver y diluir al volumen con metanol.

(2

Solucién esténdar de propilparabeno,

Pesar exactamente al rededor de 20 mg de estandar de

propilpabeno y transferir cuantitativamente a un matraz

volumétrico de 100 ml., Disolver y diluir al volumen con

metanol.

7. Solucién de referencia.
Transferir 5 ml de solucién estandar de metilparabeno y 5 ml
de solucién esténdar de propilparabeno, a un matraz volume-
trico de 50 ml; adicionar 5 ml de solucioén de estandar
interno, Diluir al volumen con metanol y mezclar.

Tratamiento de la muestra.

1.~ Agitar la suspensién con magneto hasta homogenizar.

ESTH TESS ND BERE
SR BE LA BsLAOTECK
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Tomar una alicuota de 5 ml de suspensién en un
tubo de centrifuga de 50 m}, lavar la pipeta con 5 ml
de agua y agregar los lavados al tubo centrifuga.
Transferir 5 ml de seclucién de estandar interno
al tubo, agregar 15 ml de cloroformo para extraer
los parabenos.
Tapar el tubo y agitar en vortex por 5 minutos,
centrifugar 5 minutos a 3000 rpm.
Separar la fase cloroférmica, (fase inferior), y depositarla
en un matraz volumétrico de 100 ml, (pasar
los extractos cloroférmicos a través de papel filtro
No. 4 que contenga sulfato de sodio anhidro).
Hacer dos  extracciones més con 15 ml cada una
de cloroformo, continuar igual que en la primera extraccién.
Evaporar los extractos cloroférmicos a T.A
bajo corriente de nitrégeno hasta  sgequedad.
Reconstituir con 50 ml de metanol.
Filtrar a través de una membrana de 0.2 micras para
golventes organicos e  inyectar 20 microlitros en

el cromatégrafo de liquidos.
TIEMPOS DE RETENCION APROXIMADOS
Metilparabeno 2.0 min,

Propilparabenc 5.2 min.

Butilparabeno 8.7 min,
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3.2.4 VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION
DE METILPARABERO Y PROPILPARABENO

ESPRCIFICIDAD DEL MRTODO

Para demostrar 1la especificidad del método para la
cuantificacién de los parabenos, El producto teminado los
placebos de la suspensién se sometieron a 70 °C durante 14 dias,
con el fin de obtener los productos de degradacién posibles.
Posteriormente se analizarén las siguientes muestras:
_Solvente.
_Esténdar de metilparbeno.
_Estandar de propilparabeno.
_Estadndar de butilparabeno.
_Estandar de netobimin.
_Esténdar del compuesto A (producto de degradacién del
netobimin}. ‘
_Estandar del compuesto B (producto de degradacién del
netobimin).
_Factor respuesta.
_Placebo de metilparabeno a T.A. sin estandar interno.
_Placebo de metilparabeno a 70 °C durante 14 dias sin St. Int.
_Placebo de propilparabeno a T.A. sin estandar interno.
_Placebo de Propilparabeno a 70 °C durante 14 dias sin St. Int.
_Placebo de metilparabeno y propilparabeno a T.A. sin St. Int,
_Placebo de metilparabeno y propilparabeno a 70 °C durante 14

dias sin St. Int.
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_Producto terminado a T.A. con estandar interno.
_Producto terminado a T.A. 9in esténdar interno.
_Producto terminado a 70 °C durante 14 dias sin St. Int.
En las figuras 2a,2b,2c,2d, 2e,2f,29,2h,21,2j,2k,21,2m,2n,20,2p y

29 se muestran los cromatogramas obtenidos.

CONCILUSION
El método es especifico para analizar metilparabeno y
propilparabeno en las condiciones del ensayo, ya que se

demuestra que no existen interferencias con los picos de interés.
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TOLERANCIA DEL SISTEMA
Criterio de aceptacién: Factor de resolucién mayor a 2 8.

La tolerancia del sistema se determiné variando el numero
de platos teb6ricos, la velocidad de flujo y la proporcién de fase
mévil; con la finalidad de observar el efecto de éstos cambios en
el tiempo de retencién y el factor de resolucidn entre excipiente
(E} y metilparabeno (M), entre metilparabeno (M) y netobimin (N},
entre netobimin (N) y propilparabeno (P), entre propilparabeno
(P) y producto de degradacién de Netobimin 1 (D1), entre 1 (D1)
y butilparabeno (B) y entre butilparabeno (B) y producto de
degradacién 2 (D2).

Para este experimento se usé producto terminado
almacenado a T.A. y ciclado de 70 a 5 °C por 48 hrs. durante 14
dias.

Los resultados se muestran en las siguientes tablas.
TABLA No. 12 NUMRRO DE PLATOS TRORICOS (NPT)
A. MUESTRAS A TEMPERATURA AMBIENTE (T.A).
TIEMPO DE RETENCION (MIN)
NPT B M N [ 4 D1 B D2
994 0.87 1.70 3.09 4.17 5.49 17,56 10.24

1732+ 0.78 2.01 3.77 5.29 6.97 9.87 13.40
1948 0.77 2.00 3.95 5.29 7.04 9.87 12.10

FACTOR DE RESOLUCION

E/M M/N N/P p/D1 D1/B B/D2
3.19 3.05 2.27 2.57 3.15 3.27
6.00 3.80 2.69 2.50 3.36 3.1

6.13 4.73 2.69 2.38 3.66 3.62



B, MUESTRAS CICLADAS DE 70 A 5 °C/48 HRS, DURANTE 16 DIAS.
TIEMPO DE RETENCION (min)
NPT E M N P D1 B D2
989  0.87 1.71 3.04 4.14 5.43 7.46 10.11

1734* 0.78 2.01 3.77 5.26 6.94 9.82 13.42
1815 0.76 1.97 3.8% 65.25 7,00 9.82 12.30

FACTOR DE RESOLUCION

E/M M/N N/p p/D1 D1/B B/D2
3.91 3.n 2.05 2,22 2.60 3.08
4.56 3.55 2.78 2,73 3.62 3.54
5.60 4.51 2.83 3.21 3.61 3.76

NPT, = Namero de platos tedricos evaluado con butilparabeno.
TABLA No. 13 VELOCIDAD DE FLUJO

A. MUESTRAS A T.A.
TIEMPO DE RETENCION (min)
ml/min E M N P D1 B D2
2.69 5,03 5.97 9.09 12.89 17.57
2.01 3.77 5.29 6.97 9.87 13.14
1.56 2.90 4.00 5.24 7.39 10.05

FACTOR DE RESOLUCION

E/M M/N N/P P/D1 P/B B/D2
5.67 3.98 2.83 2,62 3.56 3.92
6.00 3.80 2.69 2.50 3.36 3.

4.65 3.25 2.38 2.26 2.93 4.29



B. MUESTRAS CICLADAS DE 70 A 5 °C/48 HRS, DURANTE 16 DIAS.

TIEMPO DE RETENCION (min}
N P D1 B D2
5 4.95 6.82 8.90 12.38 17.22
1 3.77 5.26 6.94 9.82 13.42
9 2.95 4.065 5.32 7.54 10.26

FACTOR DE RESOLUCION

E/M M/N N/P B/D1 D1/B B/D2
5.61 2.67 2,25 2.84 3.21 3.52
4.56 3.55 2.78 2,73 3.62 5.54
4.08 3.24 2.34 2.29 3.22 3.18

TABLA No. 14 PROPORCION DE PASE NOVIL

A. MUESTRAS A T.A.

TIEMPO DE RETENCION (min)
A:B E M N D1 B D2
53:47 0.73 1.74 2.88 4.03 5.10 7.06 9.50
50:50* 0.78 2.01 3.77 5.29 6.97 9.87 13.14
47:53 0.84 2.40 5.23 7.02 9.52 13.87 19.00

FACTOR DE RESOLUCION

E/M M/N N/P B/D1 D1/B B/D2
3.96 2.75 2,27 1.76 2.47 2.49
6.00 3.80 2.69 2.50 3.36 3.71

6,43 4.96 2.37 2.7 3.52 2.65

92



B. MUESTRAS CICLADAS DE 70 A 5 °C/48 HRS, DURANTE 16 DIAS.

A:B
53:47

50:50*
47:53

E/M
4,08

4.56
5.02

A = metanol

B = Buffer

* Condiciones optimas.

CONCLUSION

E

0.74
0.78 2.01
0.83 2.40

M/N

2,89
3.55
2.83

TIEMPO

N

1.76 2.90
3.1
4.19

DE RETENCION (min)
P D1 B

4.05 5.13 17,09
5.26 6.94 9,82
7.02 9.50 13.83

FACTOR DE RESOLUCION

N/P

p/D1 pl/B
1.7 2.50
2.73 3.62
2.65 3.48

D2

9.66
13.42
18.90
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El método es tolerante a cambios en la velocidad de flujo

de +/~ 0.5 ml/min. y se pueden utilizar columnas con un minimo de

989 platos teéricos. Por otra parte el método 5016 es tolerante a

una disminucidén en la concentracién de metanol en el intervalo

estudiado, pero no a un aumento.
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LINRARIDAD DEL SISTEMA
Criterio de aceptacién: coeficiente de correlacién no menor de
0.99.

La linearidad del gigtema de metilparabeno y
propllparabeno, se probé inyectando soluciones esténdar en un
intervalo de 60 al 140 % de la concentracién propuesta para el
ensayo. La concentracitn del estéandar interno (butilparabeno),
fue constante en todas las soluciones estéandar.

Para determinar este parametro se construyé una curva de
calibracién graficando respuesta medida contra concentracién. Los

resultados ge presentan en las siguientes tablas.

TABLA No. 15 LINEARIDAD DEL SISTRMA DE METILPARABENO

% DE NIVEL CONC. DE METIL. RELACION DE AREAS
ENSAYADO (mg/ml) M/B

60 0.07908 1.96284

80 0.10544 2.58054

100 0.13180 3.23219

120 0.15816 3.87955

140 0.18452 4.50173

TABLA No. 16 LINEARIDAD DEL SISTEMA DE PROPILPARABENO

§ DE NIVEL CONC. DE PROPIL. RELACION DE AREAS

ENSAYADO (mg/m1) /B
60 0.01242 0.25958
80 0.01656 0.34808

100 0.02070 0.43803
120 0.02484 0.52534

140 0.02898 0.61655
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Datos del anAlisis de regresién:
y=mx + b

Donde "y" es el area del pico en el rango estudiado y "x" es la
Yy

concentracidn de metilparabeno o propilparabeno en mg/ml.

METILPARABENO PROPILPARABENO

Pendiente, m = 24.19120 21.52657
Ordenada al origen, b = 0.04297 - 0.00808
Coeficiente de correlacién, r = 0.99996 0.99998
CONCLUSIONES

La respuesta del metilparabeno y propilparabeno es lineal
en el intervalo de concentraci6n estudiade, con lo que se cumple

con el criterio de aceptacién establecido.
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PRECISION DEL SISTEMA

Criterio de aceptacién: Coeficiente de

igual al 1.5 %.

98

variacién menor o

La precisién del sistema fue probada obteniéndoge

la desviacién estandar del factor respuesta (K), haciendo seis

inyecciones de sgolucién esténdar al 100 %,

presentan en la tabla No. 6.

Los resultados se

TABLA No. 17 PRECISION DEL SISTEMA

INYECCION No. FACTOR RESPUESTA (K} FACTOR RESPUESTA (K)

METILPARABENO PROPILPARABENO

1 1.23516 1.06679

2 1.24311 1.07258

3 1.23746 1.06737

4 1.23414 1.08594

5 1.23431 1.06866

6 1.24295 1.06559

X 1.23786 1.07116
c.v 0.34 % 0.77 &

Donde Factor respuesta (K) es:

Area del pico del activo Concentracién del St. Int,

K - [P -———

Area del pico del St, Int. Concentracién del activo

CONCLUSION

Los coeficientes de variacién para el factor respuesta del

metilparabeno y del propilparabeno son

menores al limite

fijado. Se cumple con el criterio de aceptacidn establecido.
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EXACTITUD DRL MRTODO
Criterio de aceptacién: promedio de recobro de 98 a
1028 y coeficiente de varlacién no mayor de 2.0 §. La recta
obtenida deberd tener una pendiente significativamente igqual a
1, la ordenada al origen sgignificativamente digual a O y
un coeficiente de correlacién mayor de 0.99.

La exactitud de método de metilparabeno y
propilparabeno se demostré adicionando estdndares de éstos a una
cantidad constante de placebo, para obtener las concentraciones
de las sustancias de interés de 60, 80, 100, 120 y 140 %
de lo etiquetado en el marbete. Se determinarén los
porcentajes de recobro y 8e obtubo la ecuacién de la recta,
graficando cantidad recuperada contra cantidad adicionada. Los

resultados se muestran en las siguientes tablas.

TABLA No. 18 BXACTITUD DEL METODO PARA METILPARABENO

§ DE NIVEL mg ADICIONADOS mg RECUPERADOS % DE RECUPER.

ENSAYADO  DE METILP, DE METILP.

60 3.921 3,930 100,23

80 5,228 5,364 102.60

100 6.535 6,581 100,70

120 7.920 8.011 101,49

140 9.149 9.250 101,10
X 101,22
c.v 0.89 %

Intervalo de confianza para el % recuperado;

IC = [100.36 a 102.08]
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Datos del andlisis de regresion:
Pendiente, m = 1.01057
Ordenada al origen, b = 0.00735
Coeficiente de correlacién, r = 0.99978
Intervalo de confianza para la pendiente, m:
ICm = [0.9713 a 1.0498], el intervalo incluye al 1.
Intervalo de confianza para la ordenada al origen, b:

ICh = (~0.2600 a 0.2746], el intervalo incluye al 0.

TABLA No. 19 EXACTITUD DEL METODO PARA PROPILPARABENO

$ DE NIVEL mg ADICIONADOS mg RECUPERADOS $ DE RECUPER.

ENSAYADO DE PROPILP. DE PROPILP.

60 0.603 0.597 99.00

80 0.804 0.800 99,50

100 1,005 1.024 101.89

120 1.248 1.272 101,92

140 1.407 1.402 99,64
X 100. 39
c.v 1,40 %

Intervalo de confianza para el % recuperado:

IC = [99.05 a 101.73]

Datos del an&lisis de regresidn:

Pendiente, m = 1.01611

Ordenada al origen, b = - 0,01072

Intervalo de confianza para la pendiente, m:

ICm = [0.9389 a 1.0964) , el intervalo incluye al 1.
Intervalo de confianza para la ordenada al origen, bt

ICb = [-0.0922 a 0,0707] , el intervalo incluye al O,
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CONCLUSION
El método para cuantificar metilparabeno y propilparabeno
es exacto para el intervalo de concentracién estudiado. Ya que

cumple con los criterios de aceptacién establecidos.
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PRRCISION DEL NETODO (RRPRODUCIBILIDAD)

Criterio de aceptacién: Coeficiente de variacién no mayor del

2.0 %.
La precigién del método se determiné analizando seis

muestras de producto terminado dos quimicos en dos dias

diferentes.

TABLA No. 20 PRECISION SEL METODO

MUESTRA % DE RECUPERACION % DE RECUPERACION
No. DE METILPARABENO DE PROPILPARABENO
QUIMICO 1  QUIMICO 2 QUIMICO 1 QUIMICO 2

DIA 1 1 97.34 96.80 100.86 99.05
2 99,22 99.55 102.80 102,38

3 95.54 97.33 99.73 101.79

DIA 2 4 96.46 94.84 101.80 100,23
5 97.99 94.66 101.82 98,20

6 97.64 93.85 101.82 102.00

X 96.77 101.04

c.v 1.84 % 1.42 %
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CONCLUSION
Los resultados en este experimento indican que el método es

reproducible con una desviacién esténdar menor del 2.0 &.

Como se observa en las tablas de ANADEVA la F calculada es menor
que la F de tablas. Por lo que se concluye que el método es
reproducible, ya que no hay diferencias significativas entre

analistas ni entre dias.



TABLA No. 21 ANALISIS DR VARIANZA DR METILPARABRNO

FUENTE DE  GRADOS DE
VARIACION  LIBERTAD
Analista {2-1)=1
Dia (2-1)2=2
Error (2+2) (3~1)=8

TABLA ANADEVA

SUMA DE MEDIA DE Fcal  F0.05*%
CUADRADOS  CUADRADOS

4.2722 4.2722 0.4820 38.51
17.7248 8.8624 5.5083 6.06
12,8710 1.6089

104

TABLA No. 22 ANALISIS DR VARIANZA DE PROPILPARABRNO

FUENTE DE  GRADOS DE
VARIACION  LIBERTAD

Analista (2%} =1
Dia (2-1}=2
Error (2%2) (3~1)=8

TABLA ANADEVA

SUMA DE MEDIA DE Fcal  F0.05*
CUADRADOS

2.2361 2.2361 2,2385 38.51
1.9978 0.9989 0.4350 6.06
18.3682 2.2960

*+ - Valores obtenidos en la tabla F de Fisher,

cruce del valor de

horizontalmente,

los

y el valor de

grados de libertad del.

los grados de

denominador verticalmente, para una a = 0.05.

localizando el
numerador

libertad del
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

Criterin de aceptacién: La diferencia del resultado de el
andlisis inicial y el siguente analisis no debe ser mayor al’
2.0 8.

Para determiﬁa: la estabilidad de la muestra, se
prepararon una serie de seis muestras del producto terminado, se
analizarén inicialmente y se almacenarédn en refrigeracién
reanalizandose cinco dias después.

Los resultados se observan en las siguientes tablas:

TABLA No. 23 ESTABILIDAD DE LA WUESTRA PARA METILPARABENO

MUESTRA No. ANALISIS INICIAL 5 DIAS EN REF.
$ DE MET. % DE MET.
1 99.34 99.67
2 99,22 100.98
3 95.54 97.46
4 96.46 95.62
5 96.80 97.26
6 97.33 98.02
X 97.12 98,17

c.v 1.26 § 1.93 %
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TABLA Mo. 24 ESTABILIDAD DR LA MURSTRA PARA PROPILPARABENO

MUESTRA No. ANALISIS INICIAL 5 DIAS EN REF.

$ DE PROP. $ DE PROP.
1 104.00 101.66
2 102.78 104.73
3 101.12 101.60
4 102.10 102.93
5 102.18 102.54
6 102.78 102.37
102.49 102.64

c.v 0.93 % 1.12 %

CONCLUSIONES
Con estos datos se concluye que es posible analizar las
muestras por lo menos cinco dias después de su preparacién, si se

guardan en refrigeracién.



CAPITULO IV

CONCLUSIONES



107
4.1. CONCLUSIOMES

Los dos métodos de andlisis desarrollados por Cromatografia
de Liquidos de Alta Resolucitn, demostraron ser especificos; ya
que en ninguno de ellos se detectan picos que interfieran con las
sustancias de interés, ni con el estandar interno.

Ademés de que se simplificé y optimizo el método inicial
que sirvié de base para el desarrollo de uno de los métodos
presentados.

En los estudios de validacién se demostrd, que los dos
métodos son precisos, exactos y reproducibles, y que pueden ser
usados tanto en estudios de estabilidad , como en analisis
rutinarios de control de calidad. Cumpliendose asi con el

objetivo principal de esté trabajo.
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