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INTRODUCCION

La Cromatogralia en Capa Fina de Alta Resolucion (HPTLC) es una técnica que todavia no
ha sido muy utilizada y difundida hasta el momento en nuestro pais  puesto que se tiene la
]

idea generalizada de que esta se empica solo con fines cualitativos, sin embargo, s¢ un
rutinariamente en muchos laboratorios del mundo para realizar andlisis cuantitativos
obteniendo resultados tan bucnos o mejores que los obtenidos por Cromatografia de
Liquidos de Alta Resoiucion (HIPLC). Algunas de las ventajas que tiene el uso de Hi2 FLC
de

1 de clucion,

son su bajo costo, la tacilidad para preparar la muestra antes de sa aplicacion, el anil

varins muestras a la vez, la capacidad de d compor 25 Sin

etc.

El interés de desarrollar un método por HPTLC para la cuantiticacion de tensoactivos no
idnicos surge debido a que los métodos descritos en Ia literatura para la determinacion de
éstos tucron desarrollados originaimente para el anilisis en aguas de rios ¥ en aguas de
desechos, ademas emplean téenicas que requieren mas recursos y un gran nimero de pasos

para obtener fi 1ite un resultado de dud repetibilidad. En ¢l presente trabajo se

muestra el desarrollo de un metodo mas rapido, preciso, sensible y barato para’ fa
cuantificacion de dos poloxameros, cl 188 y ¢l 407 (tensoactivos no ibnicos). Estos
poloxameros son los mas utilizados en la industria farmacéutica. Ambos tienen baja
toxicidad. El 407 tiene la capacidad de formar geles claros termorsreversibles, lo cual los
hace adecuados para aplicaciones farmacéuticas, como las formulaciones dermatoldgicas u
oftilmicas, asi como en el arca de sistemas de liberacion controlada. El 188 es uno de los

pocos aceptados para 1a administracion parenteral.

Para probar la contiabilidad del método desarrollado se recurre a evaluarlo mediante

a3

parametros de validacién, apli do calculos >s, los cuales permiten detenninar si

es conveniente ¢l uso del metodo o se requicre de algun ajuste a las condiciones de trabajo;
esto le da otra ventaja sobre los métodos existentes, puesto que aquéilos no hacen uso de la

estadistica para su validaciéon o no pueden ser sometidos a validacion.
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‘TOS GENERALES

1. CONCE
1.1.. DEFINICION

que, a bajas

Los. agentes tensoactivos, o también llamados surt: son. st
concentracionces, se adsorben sobre las aupu‘!‘clos o xmgrfnsga dc un sistema 'y alteran las
propicdades de dicha interfase. Estas <uslal\cn;. ucm,n una estructura caractcnﬂncm poseen
una porcion polar (hidrotilica) y una porcton no polar (hudrotoblcn). ambas en la tmisma

molécula. Por lo anterior, se dice emonces, ' que’ los surfactantes son de naturaleza

O

Figura 1. Representacion de una molécula de tensoactivo (-
Porcion hidrofilica)

anfifilica (Figura 1 ).

== Porcion hidrotoba,

Los tensoactivos no sélo son importantes como cl consllluyenle activo® de 'los agcmes

limpiadores (jabones, dctcrbcmcs. ctc.), que es'su prmcnpal uso. smo tamblen son \-ualcs en

la estabilizacion de emulsiones (por ejemplo, en ali >S Y. CC £1icos), como 12 de

desprendimiento de moldes en la industria de los plisticos, en la suavizacién de textiles, en

las pastas anticonceptivas, en Ia perforaciéon’de pozos petroleros entre otras aplicaciones.

Dcbido a sus propiedades unicas, los. tensoactivos tienen un amplio uso en preparaciones
ducto, ¢l mejor iento de la

farmacéuticas. Estas incluyen, dependiendo del tipo de pr
solubilidad o estabilidad de un farmaco en una formulacion lhiquida, estabilizacion y
modificacién de la textura en una for lacion isdlida, o alteracion de las propiedades

de flujo de un. granulado, ayudando asi en la £ r de la formul

solida.

Ademas de estos usos, los tensoactivos pueden ser incluidos cn una formuiacion con et fin

de mejorar 1a eficacia o biodesempeiio del producto. Las propiedades de los surt:
son tales que pucden alterar la actividad termodinamica, la solubilidad, la difusion, la

desintegracion y la velocidad de disolucion de un farmaco.’
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1.2. CLASIFICACION

Los tensouctivos: se claamc:\u de '\cuudo a la naturaleza dei 5.rupo hidrofilico de¢ la

molu.ula. tcun.ndu asi ‘cuatro grupos principales de ellos::

cl 5rupo hidrotilico po>cc c.ar;,.x ne;,:mvn. como  los g,rupos carboxilo

1. )\ﬁi(';hiéos
(RCOO') sulfonalo (RSO"%) o sulfito (ROSO%N).
cjemplos  de importancia- farmacéutica’ son

Algunos: el laurato de potasio,
CH3{(CH3;)1cCOOK", y lauril sulfato de sodio, Clh(CH;)uSO'., Na*."

2. Catidnicos: el grupo hidrotilico tiene carga positiva (por ejcmplo las sales cuaternarias
de'amonio, (Ry{N'CIN). :
Ejempios de importancia farmmaceéutica incluyen cetrimida, una mezcila que consiste de
bromuros de tetradecil (65%), dodecil (22%), y - h deciltrimetilamonio 1 (7%), asi
como cloruro de benzalconio, una mezcla de cloruros de alquilbencildifnctilmnonio de
dond‘c R representa una mezcla de grupos

formula general [CeHsCHaN"(CH3):RICL,
alquilo desde CaH,7 a CiaHasz.
3. Antoliticos: la molécula contiene, ,o' puede contener,. ambas cilrgas. positiva y
negativa, (p. €j., las sulfobetainas, RN'(CH;);CH,CH,SO%).
Ejemplos .de importancia : farnaceéutica ' son: N-dodecit-N,N-dimetilbetaina,
Ci2H2sN"(CH3):CH>COO". S e
4. No iénicos: ¢t grupo ' hidrotilico -no posee carga, pero- su solubilidad en agua se
debe a grupos altamente polares, tales como los grupos
(-OCH:2CHz0-). :
polisorbatos (Tweens) y los poloxameros. * ©
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1.2.1. POLOXAMEROS

L.os poloxameros se encuentran clasiticados dentro. de los tensoactivos no iGnicos y_ los

nombres comerciales imas comuncs para éstos son: Pluronic®, Lutrol® (BASF, Corp.) vy

Tensapol®. Son copolimeros en bloque que consi: de idad de - polioxietileno-

polioxipropileno-polioxietileno con  foniula general:
HO(C2H10)(C3HaOW(C2HAO)aH

Donde: a son las cadenas de polioxietileno y b las de polioxipropileno.

1.2.2, PROPIEDADES QUIMICAS Y FiSICAS

Todos los poloxameros son quimicamente similares en composicidn, sélo ditieren en las
cantidades relativas de o6xidos de propileno y etileno adicionados durante su manufactura,
La porcion polioxipropileno (POP) representa la cadena central hidrofobica, mientras que
las dos cadenas laterales de polioxietileno (POE), representan la porcidn hidrotilica (Figura
2), pudiendo ser clasificados como poliéteres o éter-alcoholes.

~...
..., P B
3 <.
T~ f;’ CEIT
3 AGUA I A E
g’
—T"
s
ﬁEZ&
<.
Figura 2. Esqucmh de moléculas de eﬁ una intertase agua-aceite. (o Porcion
hidrofoba, POP; ~ .. Porcion hidrofilica, POE)
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l.os grupos éter unidos a los mondmeros son particulannente inertes a reacciones quimicas.
Ellos reaccionan soélo bajo condiciones vigoroasas con acidos fuertes como HBr 6 1] para
dar el correspondiente haluro de alquiio, t.os eteres en cadena larga, como los
poloxameros, pueden también formar un complejo con metales pesados, bases, o iones
alcalino-térreos de un tamaiio apropiado. © Los poloxameros no reaccionan con cationes

como el calcio o magnesio.

£l estado tisico de los poloxameros varia de liquido a s6lido al aumentar el comenido de

oxido de etileno y el peso molecular. Los poloxameros generalmente se encuentran como

granulos blancos, cerosos, que fluyen libr Practi 1te no tienen ni sabor ni olor.
Su solubilidad en agua aumenta al clevarse ¢l contenido de oxido de etileno y disminuye al
aumentar el peso molecular de la parte correspondiente al 6xido de propileno.  Por su
caracter no idnico son miscibles y compatibies tanto con tensoactivos no idnicos como con -

los aniénicos y catidénicos.

Por ¢l hecho de que en su tabricacion es posible variar tanto el peso molecular. de la parte

hidrofilica como de la hidrofdbica, los poloxameros pr una comp muy

variada, lo cual ios hace apropiados para muy diversas aplicaciones. B

Las principales propiedades y efectos de estos productos pueden ser: accion humectante,

™ . inhili

accion dispersante, accion sol for de la formacion de espuma, entre otros.

Pueden emplearse como auxiliares con accion impregnante, plastif higre ica

lubricante, modificadora de la viscosidad, despegante y dispersante. *

La denotacién que se les ha dado a los poloxameros consi en lo los dos

primeros digitos multiplicados por 100, corresponden aproximadamente al promedio del
PM de la porcion de polioxipropileno y ¢l tercer digito. multipticado por 10, corresponde al

porcentaje en peso de la porcidn polioxietileno.
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S FARMACEUTICAS

1.2.3. APLICACIO?

s aplicaciones  que han tenido los poloxameros en tonuulaciones  tarmacéuticas y

tecnologicas  son: como agentes de mojado, en ungiientos, bases para supositorios, geles y
en utbletas como  aglutinantes. Son  agentes  estabilizantes - en  emulsiones  olcosas

INravenosas y como ag olubili para la claridad de los elixires y

ungiientos, como detergentes en limpiadores quirtirgicos y en soluciones limpiadoras de
ientes de contacto, asi mismo como dispersantes y estabilizadores en  antibiéticos.
dispersiones de vitaminas y en formulaciones topicas. * *  Ademas de esto, su baja
toxicidud y capacidad de fornmar geles claros  los hacen particularmente adecaados pars

aplicaciones farmacéuticas, como las formulaciones dermatologicas u oftalmicas, asi como

en el area de sistemas de liberacidn controlada.®”™%?  Los quiza puedan usarse
terapéuti como de mojado en formulaciones ottalmi y como un agente
de limpiczn para piel herida o lastimada, 7

La torma en que los poloxameros jan como estabili es di un it >

de efecto estérico. La estabilizacion estérica se refiere a la prev ion de la fl 1 5n de
particulas _coloidales . por ta adsorcion de moiéculas de polimero no ionico. El término
proteccion se usO antes para describir la estabilizacion por moléculas derivadas
de la pr ion porque en Ia

naturalimente.  La estabilizacion estérica debe ser disti
primera hay ausencia de cualquier componente elcctrostatico.’®

La estabilizacion se atribuye a la adsorcion del polimero en torma de espirales, de colas y
de cadenas, sobre la superficie, previniendo estéricamente a las particulas de cstar lo
suticientemente cerca por las fuerzas atractivas de London-van der Waals v asi Hegar a la
floculaciéon (Figura 3). La accion estabilizante de la parte saliente del polimero es
extremadamente eficiente; un solo espiral o cola proporciona una barrera de 20 47" (la
repulsion total debe exceder a la atraccion para que exista una barrera energética qQue es al

menos muchas veces mayor que la energia térmica, designada por el término k1).112
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Figura 3. Un polum.ro puedc ser adsorbido en torma de cadenas, burbu Sy ‘esbyimle‘s.

Como ya s¢ iond anterior los poloxameros consnslen dc una panc o bloque de

un pO]IlI’ILI’O al cual se le unen uno o dos bloques de otro pohmcro dlfcreulc. Eslos dos
pohmcros se escogen para ser selectivamente solubles en la tasc acuosa o en la fasc oleosa,
respectivamente. Con un peso molecular adecuado de l1a pane pohmenca. que es soluble en
la fase continua, sc logra una excelente estabilidad. - La interaccién de los dtomos de
oxigeno de Ia cadena de oxido de etileno con 'po;ciornrcs '"‘polarcs de ia superficic,
detenminara la tacilidad de la formacidn del espiral y la extension de la cadena de 6xido de

ctileno sobre la superficie. Las dispersiones coloidales estabilizad estéri
presentan una mayor estabilidad a la adicion de electrolitos, a la agitacion mecanica, al
congelamiento y deshiclo, comparadas con las dispersiones que se estabilizan
electrostiticamente. Otra ventaja de la estabilizacion estérica es que ésta funciona bien
tanto en sistemas acuosos y no acuosos.’’

De. la amplia gama de poloxameros, los mas impor en o a sus apli iones

farmacéuticas y/o cosinéticas, son el 188 y el 407. Esto se debe a que dichos poloxameros
poseen diversas propiedades que los hacen particularmente adecuados para emplearios en
tormulaciones de dositicacion tépica; éstas incluyen su baja toxicidad y su habilidad para
formar geles claros en medio acuoso. Por ejemplo, el poloxamero 407 es de particular
interés debido a que puede formar geles termorreversibles y es muy poco toxico. Mientras

que los diterentes usos que se le ha dado al poloxamero 188 (p.¢j. lubricante, estabilizante,
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dispersante,  ete.) - tmnbién lo han hecho un  material interesante para  ta industria

farmacéutica y cosmética (anexol ).

i.3. METODOS DFE. CUANTIFICACION

Existen tres métodos descritos: en la literatura para la determinacion de poloxameros: ¢l
método con tiocianato de cobalto, el método de Wickbold y el método de borato de tetrakis
(4-halotenily potasio.” ‘Todos estos métodos fueron desarrollados originaimente para el

analisis de surtactantes no idnicos en agua de rios y en aguas de desechos.

El método de Wickbold involucra la tormacién de un complejo entre el poloxamero y
tetraiodobismutato (Reactivo de Dragendorff modificado). El precipitado se disuelve cn

tartrato  de amonio y se titula con ditiocarbamato pirrolidona, tt método descrito: por

Wickbold  incluye el uso de un aparato especiti di do para concentrar cl
complejo, requiriendo un tiempo relativamente. largo de. andlisis.’ El .otro - método
desarrollado por Tsubouchi y colaboradores ¥, involucra Ia titulacion de poloxamero con
borato de tetrakis (4-halotenil). En este método, el poloxamero es extraido de la fase
organica de una mczcla de dos fases y cl punto final se determina detectando el exceso de
borato de tetrakis (4-halofenil) con un indicador, azul Victoria. Estos dos meétodos
requieren mucho tiempo y ademas un volumen aproximado de muestra de 1 L.

Un método mas prometedor involucra ia complejacion de polc o con tioci o de
cobalto.’* La absorbancia del complcjo ya solubilizado se mide espectrofotométricamente

a 624 nm y s¢ usa como una medida cuantitativa de poloxamero 88, Este ultimo meétodo

ha sido moditicado por algunos investipadores que se interesan en la cuantiticacion de

poloxamero 188 en cullivos de células animales, ya quec este surfactante se usa

rutinariamente c¢n procesos de cullivos de lul de feros para ia produccion
comercial de biolégicos; en donde la tuncion del poloxamero 188 ¢s proteger a las células

de los efectos deteriorantes del rociamiento de burbujas el cual es necesario para la

. . . . :
ox n de las pensiones de cultivos a larga escala.”
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Los métados para la cuantiticacion de tensoactivos no ionicos reportados emplean 1éenicas

. . TS . .
que requicren muchos recursos y uempo.' "5 Como.se ha podido ver, se han clegido
principalmente las reacciones compigjometricas para determinar la concentracion  del

poloxamero, pero ello implica un gran ntunero de pasos para obtener finalmente un

resultado.

El presente estudio tiene la tinalidad de desarrollar un-método sencillo, barato, ripido,
sensible y preciso para Ia cuantificacion de poloxameros. A pesar de que ain se ticne Ia
idea de que la Cromatogrufia en Capa Fina (I'L.C), es una tecnica con fines cualitativos, ¢s

cuantitativos con excelentes resultados, tan buenos como los

posible realizar anal
obtenidos por HPLC. La Cromatografia en Capa Fina de Alta Resolucion (HPTLC), es una

tecnica anahtica que se emplea cotidianamente en imuchos taboratorios del mundo y que sin

cmbargo estd poco ditundida en nuestro pais.

1.4. FUNDAMENTOS DE CROMATOGRAFIA

1.4.1. GENERALIDADES

La cromatogratia es un método tisicoquimico de separacion de especies quimicas, en el que

éstas se distribuyen en forma molecular entre dos fases no miscibles.’®

La cromatogratia es una técnica que se utiliza para la separacion, identiticacion y
cuantificacién de compuestos. En todas las separaciones cromatogrificas, la muestra se

disuelve en una fase movil, que puede ser un gas, un liquido o un fluido supercritico. La

fase moévil se hace pasar a través de una fase naria inmiscible e inerte de

composicion fija, dispuesta en una columna cilindrica, en una placa o en una tira. Ambas
a se distribuyan de forma

tases se eligen de tal manera, que los compc de la
distinta entre la fase estacionaria y la fase movil.’> Las moléculas de soluto que sc retengan
preferentemente en la fuse estacionaria, estarin una fraccion de tempo mas pequeiia en la

fase movil ¥y no serin transportadas a lo largo de la columna, placa o tira; por el contrario
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los componentes que se unen débilmente a la tase estacionaria, se mueven con rapidez
Iiste proceso tne como consecuencia que los componentes de i muestra se separen en

bandas definidas que pueden anabizarse cualitativa y/o cuantitativamente.

La xmpormucm del proceso cromatogrifico es la distribucion en el qullllbﬂﬂ de los

diversos comyg :ntes de la 2 entre las fases estacionaria y moul La relacion entre’
las concemtraciones de una sustancia en ambas fases, determinado. en condiciones de

cquxllbno se llama coeficiente de distribucion o de reparto.

(& B
K= 2% e L ()
Cu By L

donde Cs es Ia conccmncnén molnr del analno cn la (:m: ‘estacionaria 'y CM es la
Laimi onnncm de estc coefcncmc cn crom1togrn('n

r t.n IJ fnse mov

conccntn'cién wiola

radica en quc se pucdc dctcrmm’nr Ia facilid. e una s:pnmcxon ¥y ta velocidad a fa que se

mueve una banda‘ enla columna, placa‘o tira

En la crommoa.mha en. peliculal en papel o en’ capa fina, la veloc:dad de m|L.mCIOn de la
banda se mide por: el facxor de rctcncmn Rf que es igual a la distancia recomda por el
centro de la banda, le‘ldldO por ta dlslancm que recorre el frente “del dlsolvcn(c y esta dado

por la expresién:

&= . “distancia recorrida por lamuestra | . T (2)]
: distuncia recorrida por el disolvente -
La selectividad de un sistema de cromatogratia depende de las: interacciones de los

componentes de la muestra con las dos fases. Esas interacciones pueden ser:

1) ion-ion: descritas por la ley de Coulomb, ia cual dice que la interaccién entre dos iones
es funcion directa de sus cargas ¢ inversa al cuadrado de las distancias entre eflos.

ion-dipolo: esta interaccion se presenta entre iones y moleculas que poseen un
momento dipolar, permanente o inducido. Los dipolos surgen, respectivamente, de la

distribucion no uniforme de clectrones en los enlaces covalentes entre atomos que

2

~

dificren bastante en su clectronegatividad, y de la polarizacion por los iones de
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moléculas con electrones  de  valencia  de una movilidad  relativamente  alta. La
interaccion dipolo-dipolo ocurre, en fa mayoria de los casos, por alineacion de los

into signo de cada dipolo. =i

mismos y disposicion adyacente de las cargas de dis
ejemplo mits comn de este tipo de interaccion es el enlace por puente de hidrégeno.

3) interacciones de tipo no polar: surgen de la interaccion entre los dipolos instantincos
producidos por ¢l desplazamiento retativo de clectrones y nucleos: dichas fuerzas
aumentan con el grado de similitud de las moléculas, con la tacilidad de pérdida de

electrones y con ¢l namero de éstos.

Por lo tanto, los adsorbentes polares tenderian a adsorber compuestos polares. El orden en
¢l que las especies quimicas son preferentemente adsorbidas depende de la naturaleza
quimica del adsorbente y del disolvente. ademas de la concentracion en la solucion de las

sustancias a separar (Figura 4).

FASE

FASE A
ESTACIOMNARIA ELUYENTE ESTACIONMADIA ELuvENTE
~ APOLAR : ERRas rotar
ou MUY \ - o
oH POLAR) A
P \—onNl_
o P
—oH o
b oOH } )
= SEMI FASE FASE
Q on G;_b MOVIL A MOVIL
oH SN— R
SH
H
on ) ¥ v
CROMATOSRAFLA 33 FASE NORMAL CROMATOSRAFIA IS FASE INVERSA

Figura 4.. Esquema de la cramatografia liquida en tase .normal y en tase inversa. Los
circulos representan los diferentes tipos de compuéstos presentes en tnuestras y su posicion
rclativa en la direccion del flujo de la tase movil indica su orden de elucion,
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1.4.2. ,CI{OBI:\'-"OCR:\I’I,\ EN CAPA FINA DE ALTA RESOLUCION (HIGH
PERFORMANCE THIN LAYER CHROMATOGRAPHY, 11 .C)

L4201 ASPECTOS GENERALES DE UPTLC

Todos los u!étc_vdos cromatograticos involucran el mismo proceso para la separaciéon de una
mezela’ de’ sustancias, el cual se basa en In migracion de los componentes individuales a
diferentes velocidades debido a sus distribuciones unicas entre in fase estacionaria y Ia tase

movil,

L.a Cromatografia en Capa Fina (TLC) es un tipo de cromatogratia de liquidos, en 1a quec la
fase estacionaria es una capa delgada y uniforme de particulas finas de un adsorbente sobre
una placa du vidrio, aluminio o piastico. En el procedimiento basico e¢n TLC, una solucion
de la muestra se aplica en la parte baja de la placé. que es entonces colocada en una camara
cerrada, cuya base ha sido cubierta con una cierta cantidad de la fase mévil, usualimente una
mezcla de solventes. Después del desarrolio de 1a placa. ¢sta se saca de la camara, y se
marca el trente del disolvente para calcular el Rt qlie es la distancia que recorrio la muestra

dividida entre la distancia recorrida por el disolvente.!”

La HPTLC, se inicio por el afio de 1975 con la introduccion de placas comercialmente
disponibles de alta eficiencia, las cuales son mas pequeiias (10 x 10 6 10 x 20 cm), tienen
una capa mas delgada (0.1-0.2 mm) compucsta de un adsorbente con tamano de particuia
mas {ino (5-6 pm) y una distribucion del tamaito de particula mais unitorine (4-8 jun), y el
cromatograma s¢ desarrolla en distancias mas cortas (3-7 cm). comparadas con las dc TLC,
que son generalmente de 20 x 20 cm con una capa de 0.25 mm conteniendo particutas con
un tamafio promecdio de 10-12 um.’”” Asi, la principal difcreacia entre HPTLC y la TLC
convencional es ¢l tamafio de poro y de particula de los adsorbentes. Los adsorbentes de
HPTLC son producidos con un > de particula y de poro mis uniforme y pequeno.’”

El uso de las placas de alto desempeio mejora la resolucion, reduce ¢l tiempo de analisis,
aumenta la sensibilidad “y mejora la cuantificacion in sie. La TLC cualitativa o
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mple de usar y rcquierc materiales de muy bajo costo (una

semicuantitativa tradicional es
camara paras t.romambmn.x‘ tn L.lplkll' de vldrlo una pldcq prv..cubu..na y un reactivo de

deteccion o reveiado).’

cs un poco mas compleja

En HPTLC cuantitativa se requiere de instrumentos m"n caro%';
de cfectuar; sin embargo, nnhza ;,l proc. dmm.mo basnco de TLC paru desarrollar ¢l
acion dc fa” stra no sc hace’ con capilares

cromatogramai, con la dnereucm dc que |’| ap
de vidrio, sino que ésta se realiza’ con 1phcndorcs automanzadoc quc reducen errores y

variaciones, ademads de aplicar el. volumen requcndo

1.4.2.2. VENTAJAS

Las ventajas de utilizar HPTLC son: . : :

a) Bajo costo (utiliza aproximadamente el 5% de disolvente con respecto a H'PLC) )

b) La preparacion de la muestra antes de la aphcacnon suele ser scncllla. ya: que
tr no se ita remover aditivos u ou-as lmpurczas. pues Ias placas se

usan una sola ver. - N
¢) No es necesario eluir los componentes para dc‘ectarlos. y ‘‘lodos. los componentes se

detectan sobre la placa. o
d) No hay restriccién en cuanto a la cleccion dc la fase movll (por ch nplo. pued:n usarse

disolventes de baja tmnsparcncm al UV pucs cstos son cvaporados ames ‘dela

deteceién). K
e¢) Es posible correr muchas tnuestras al miss ».(por ejemplo, en una placa de 20
cm de largo pueden correrse hasta:70 inuesxms).
—
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ENTALES

1.4.2.3. PROCEDIMIENTOS XPER

A) Preparacion de la muestra
L.os procedimientos para preparar la muestra son siimilares a aquéllos usados en HPLC y en
cromatogratia de gases. lLas muestras deben ser representativas, de tamano adecuado para

que sea posible Ia deteccion del analito de interés y lo suficientemente puras para que el

analito pueda ser separado como una zona o mancha comg Si la cc acion del

analito s alta, {as fornnas fannaceuticas pueden ser simplemente disucltas en un disolvente

que solubilice por completo al analito y deje a los excipi o compuestos extralos sin
disolver para dar una solucion del analito que pucda ser directamente aplicada para andlisis
cn I'LC. Para obtener una optima resotucion y sensibilidad, el punto de apticacion no debe
ser mayor que 1-3 mm de diametro. Si el analito se encuentra en bajas concentraciones en
una muestra compleja, se debe extracr el solvente, purificar y concentrar la muestra, antes
extranos

de reatizar TLC, esto con ef fin de maximizar al analito y mini c

de la solucion de prueba.’”

B) Fases Estacionarias

La placa y la fase movil se eligen de acuerdo a la naturaleza de los analitos y de In matriz
de la muestra. Las placas precubiertas comerciales son utilizadas en la mayoria de los
casos, excepto cuando placas con caracteristicas especiales se necesi para un alisis en
particular (Figura 11). Las placas de silica gel con una fase menos polar, como clorofonno-

metanol, han sido usadas en mas del 90% de los analisis reportados para farmacos.

Las separaciones en silica gel se basan principalmente en uniones de hidrogeno e incluyen
interacciones dipolo-dipolo entre la placa polar y los grupos funcionales del compuesto.
Las placas lipofilicas quimicamente modificadas, taies como: C-8 (octasilii), C-18
(octadecilsilil) y tenilo, se usan para TLC de tase reversa. En este tipo de cromatogratia, la
fase estacionaria es no polar. Las placas de fase reversa comercialmente disponibles varian
en la longitud de fa cadena unida desde trimetil a 22 carbonos. tl alargamiento de la

cadena alquilo, incrementa la retencion del analito y promueve la separaciéon entre mezclas,
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La silica gel puede ser impregnada con varios disolventes, amortiguadores y reactivos
selectivos para mgjorar las separaciones. Las placas algunas veces se limpian mediante un
predesarrollo con fase movil o ciloruro de metileno-metanol (1:1) antes de la aplicacion de

la muestra.

C) Fases Mbéviles
La fase movil para una separacion en particular se selecciona algunas veces cmpiricamente
usando la experiencia personal o os reportes de ia literatura de separaciones similares. (.os

de disot generales que han sido utilizados comiunmente, basados en sus

diferentes propiedades de selectividad, son dietil éter, cloruro de metileno y cloroformo,
combinados individualmente o juntos con hexano como el disolvente que ajusta fa fuerza
para TL.C de fase normal, asi como metanol, acetonitrilo, y tetrahidroturano mezclados con

agua para ajustar la fuerea en TLC de fase reversa. ”

D) Aplicacion de Muestras y Estandares

Para lograr la maxima resolucion y el mejor andlisis cuantitativo, la aplicacion debe ser
pequena, de forma regular y precisamente colocada en la zona deseada, sin danar la
superficie de la capa. El disolvente debe ser removido por evaporacion antes del desarrollo
del cromatograma para que la selectividad y la zona de aplicacion no se vean alteradas. El
coleo de ciertas zonas puede originarse si toda o parte de la muestra se solidifica o adsorbe

en la superticie de la capa.

Las muestras y estiandares se aplican manualmente en la parte inferior de la placa con

micropipetas de vidrio o con microdispensadores digital Asimismo, instr tos
manuales y automatizados estan disponibles para la apli ion de la soluci Las zonas
iniciales, en torma de 1} con un dia o variable (se recomienda que sean de 1-3

mm), son aplicadas y los volimenes de dichas aplicaciones pueden predeterminarse.
Existen pipetas de capilares de vidrio o de piatino-iridio que estan colocadas en un
dispositivo mecdnico para hacer los puntos de aplicacidon y que se encuentra controlado
electronicamentce; éste aparato guia al capilar a la posiciéon deseada y 1a regresa, poniéndolo

en contacto unifonne con la placa para que asi descargue la solucion.
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Un aplicador completamente automatizado, s¢ encuentra controlado por una computadora v
consiste de un capilar de acero inoxidable conectado @ una jeringa de dositicacion, la cual
¢s operada por un motor.  La muestra es rociada por un atomizador controlado por presion
de nitrégeno.  Esta clase de dispositivo, puede aplicar secuencialmente (en banda o en
punto) un volumen constante o variable de la muestra, eligiendo emntre un atmnero de viales
que estian cn un soporte.  Este instrumento fia sido ¢l mas utiiizado que cuaiquier otro para

la cuantificacion densitométrica en analisis fannacéutico.’

El paso siguiente es la d ion, la cual se realiza mediante la aplicacion de un reactivo

5

quc penmita visualizar la mancha. - Hay pocos reactivos de d ion para surf: no
ionicos. Los reactivos que se encuentran disponibles generalmente  se dccd!omn
rapidamente, excepto el acido sullitrico, aunque éste no e¢s especitico.  El reactivo mas
usado es el de DragendorfY modificado, una mezcla de iodobismutato de potdsio/cloruro de
bario en dcido acético concentrado, ci cual reacciona con cierta especificidad  con los
grupos polialcoxi. La habilidad de los poloxameros, que tienen grupos poliéteres, de
formar complejos con cationes grandes tales como K* 6 Bu®* es usada en este estudio para
la d ion de las estras aplicadas v obtener una respuesta cuantitativa (arca bajo ia

curva o altura). El complejo se forma como un par idnico con un anién lipofilico grande

que se¢ detecta o mide por su espectro de absorb ia en la region visible o UV. Una
desventaja del reactivo de Dragendort es su baja estabilidad, debida a que el ion yoduro es
liberado, lo cual atecta la determinacion porque el ion triyoduro compite con el ion
tetraiodobismutato para unirse con ¢l complejo entre el bario y el surfactante no iénico.’”

Se propone que la cstructura del complejo poloxamero-tetraiodobismutato de bario es
debida a una complejacién del ion Ba®* (M**) con los grupos oxigeno en el éter para formar
¢l ion vxonio, éste reacciona con un anion adecuado (X7) como el tetraiodobisimuato.”

La estructura propuesta del complejo se muestra en la Figura 5.
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[ROCH 3 = (CH2XOCFH ) - (CHOCH2) = CHOH | X-

M- ‘CHla

Figura 5. Estructura del complejo poloxamcro-l;lralodoblsmutato X: un anién, en este
citso, el lclrnmdohmmumm' M un mchl, aqm se lr'\m de Ra

Sin embargo, se encontrd mas tarde quc muchos atomos de 0\(1,::'10 del cu..r interactaan con
el ion inorginico (un’ mexal p»;ndo, una bnse. o iones dc me(alcs alealino tcrreos) Y qm. el

complejo forma una conlu,ur'\c:on de helice para acomodar el jon en’el centra.”:

Con los surfactantes -no ionicos, el desarrollo - del colof no s6lo €e ; relaciona a Ia
concentracion molar, sino que también es una funcion de la lonbltud dc la cadena etéxu:a y
¢l hidrofobo. correspondicnte.  Sin embargo, el analisis cunnmanvo es’ lec ,)’8 quc cl,
tamaio e i idad de las 1 has son dependi del porcenta_]e e éxldq de etileno en

Ia molécula, asi como la masa de la mancha.’®

1.4.3, CUANTIFICACION EN HPTLC

La cuantiticacion de analitos por HPTLC se puede reallzar medlante dos melodOS' .

a) Indirectos: involucran la remocioén det :mahlo de 2 placa. scb_mdo dc un paso para

cuantificarto. S
b) Directos: involucran algin tipo de medicién directamente sobre la placa, como calculo

del area, comparacion visual o densitometria.
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1.4.3.1. DENSITOMETRIA

Un densitmetro es un dispositiva que tiene ajustada una lampara de haz de luz simple con
uns abertura rectangular o circular que sirve para realizar andlisis cuantitativos en HPTLC
m sun, widiendo las zonas de ias muestras y estandares .

Todos los densitdmetros tienen ciertas caracteristicas en comin. * Estas incluyen una tuente
de luz, un disposilivo de seleccion de la longitud de onda, sistemas de enfoque y

condensacion, y un detector fotosensibie.  Ademas, se necesita de un mecanismo que
permita mover a la placa bajo el haz de luz enfocado con el tin de exantinar la placa.

El dispositivo que selecciona el haz de luz es un monocromador (MC) y ¢l detector es un
tubo fotomuitiplicador (tM). Cuando et fotomultiplicador se coloca debajo de ta placa, el
instrumento opera en ¢l modo de transmitancia (T). Colocando ¢l tfotomultiplicador arriba

dec la placa se tiene el modo de reflexion (R). Esta configuracion se muestra en la Figura 6

para un instrumento de haz de luz simple.’?
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Placa

Figura 6. Diagrama de un densitometro confligurado en haz simplc'. " F:_tuente, MC:
monocromador, FM: fotomultiplicador, R: modo de reflexion, T: modo de transimitancia.

En la Figura 7 se muestra un densitdmetro de haz de luz simple,:'n‘jt‘x‘s'l‘xi&o» para medi ones
de absorcion en el modo de reflexion. Una lampara de (ungsleqb o Imlf}gého es’la fuente
para examinar las zonas coloridas (absorcion visible) y una’Alz'xmpam de deuterio - para
examinar zonas que absorben en UV directamente. El monocromador - puede ser un prisma

o una reja siendo esta altima la mas frecuentemente usada, El detector es un

fotomutltiplicador o fotodiodo.?"

e .
n /\ LDeu
. yAAN

r

Figura 7. Diagrama que muestra la contiguracion de los densitémetros comerciales para un
barrido de absorcion. G: grabadora, I: integrador, F: fotomuitiplicador, P: placa, E: espejo,
MC: monocromador, LT: lampara de tungsteno, LDeu: lampara de deuterio, LM: lampara

de mercurio.
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Existen varios densitometros comercialimente disponibles que tienen diferentes capacidades
de medicion.  Se puede efectuar unia medicion simultanea de reflexion o transmitancia, o
solamente transmitancia, mediante un scgundo detector colocado en ¢i lado opuesto de la

placa.

El densitometro se conecta a una grabadora, a un integrador o a una computadora, siendo
ésta altima la mis utilizada. Algunas de las tareas que puede realizar la 'conylpuladora son:
a) adquisicion de datos, b) busqueda automatica de los picos ¥ cptixl|i7,5ci0|1 del scmminb
de cada zona deseada, ¢) scanning a maltiples lonutudes dc onda y d) calculo dc .m.'\e. bajo

la curva o alturas de muestras y estindares.

Las curvas de calibracion densuomclncas n.lac nadas col ‘una scnnl dc absarcném (altura [+]

drea del pico) y cantidad (concentracién o peso) de est:indnres la placn. 5cneralmcmc

son no lineales, espccmlmcmc a alms concemracxones. yno pasnn po el ong,cn

1.4.3.2. TEORIA ut LA DENSI ro.\iia"i'u A

Las ecuaciones dc l\ubclka y Munk constituyen la base de la teoria aplicable en el analisis
cuantitativo sobrc placas de capa fina por densitometria. Estas ecuaciones estin dadas por

una ecuacion dlgerenclnl (ecuaciones 3 ya)y

_di=-(E+K) + @
dx

_di = -(S+K)j + Si )
dx

donde i es la intensidad de.la luz que viaja adentro de la placa hacia la superticie alejada
(no iluminada), j es la intensidad de luz que viaja en la placa hacia la superficie cercana
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(iluminada), 8 es el coeticiente de dispersion por unidad de protundidad (grosor), K es el
coceticiente de absorcion por unidad de profundidad {(grosor) y x es la distancia de I
superficie alejada de la placa.’”

En este caso, la dispersion se detine como la desviacion irregular de luz en. superficies
internas. ‘

das con estas ecuaciones:

Algunas condiciones implicitas estan asc
a) - el haz de Juz incidente es perpendicular a la superficie iluminada

b). las retlexiones y absorciones ocurren a di ias infinitesimales y son_constantes por

encima del rango de la longitud de onda de 1a luz, el darea iluminada y la prolundidad de

ta placa.

Resolviendo las ecuaciones (3) y (4) se obtienen tinalmente las siguientes ecuaciones:

1
= T - )
T To = (5
SY
R = Ro = ———— (6
® = S )

Dondc T es la transmitancia, R la retlexion y X el grosor de 1a placa.

Se establecié de acuerdo a bases tedricas, que las mediciones por trar i ia eran mas
sensibles que las que se hacian por reflexion, y probaron esto experimentalmente. Sus

conciusiones fueron las siguientes %:

1. La luz que ilumina no ita ser paralela y perpendicular a la superticie.
Sin embargo, la distribucion angular de la luz, debe mantenerse constante.

2. L.aluz monocromatica es imporntante para que s¢ cummpia la ley de HBeer.

3. La apertura del haz de luz debe ser pequeita para que se¢ cubra un intervalo limitado de
absorciones.
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4. Las mediciones por retlexion son mgd sibles a la no unitormidad de 1o aplicacion de
1a muestra que las mediciones por absorcion. : §

Las variaciones en el coeficiente de dispersion S, como una funcion dei area de
iluminacion, intervalo. de la longitud - de onda. ¥y . protundidad: de la. placa, son

probablemente menores que las variaciones en absorcion.

1.4. VALIDACION

Cuando bha sido desarrollado un método de andlisis ¢l paso siguicnte es validar dicho
método para tener la seguridad de que los resultados obtenidos a partir de €l son confiables.
La validacion de un método es el proceso para establecer, mediante estudios de laboratorio,
que las caracteristicas de desempeilo del método analitico son adecuadas para la aplicacion

20,21,22,28.24

descada,

1.4.1. PARAMETROS DE VALIDACION

Los parametros que cominmente se evalian para métodos en HPTLC son los siguientes

2032,

a) Linealidad de la curva de calibracién
b) Exactitud

c¢) Precision:

i. Repetibilidad

ii. Reproducibilidad

) Limite de deteccion v cuantificacion

TESIS CON 2
FALLA DE ORIGEN




A) LINEALIDAD

Es la relacion que se establece mediante una recta entre una propiedad fisica, quimica o
bioldgica con s concentracion del analito.  La respuesta analitica puede ser obtenida
directamente o por medio de una transformacion matematica y debe ser proporcional a la.
concentracion de la sustancia dentro de un intervalo determinado. ‘

‘ara’ su determinacion se prepara una serie de al menos cinco muestras con cl estandar,
¢éstas muestras se inyectan al menos por duplicado y se detenmina la curva de regresion Y=

20,3122,
my - p ORI

B) EXACTITUD

Es el grado de concordancia que existe entre un valor obtenido experimentalmente y el
valor de referencia (citra verdadera). Se determina con la diferencia numérica entre la
media de una serie de mediciones replicadas y el valor real (se puede expresar como cl
porcentaje del valor verdadero).

La recuperacion del analito debe estar cerca al {00% para considerar que el método es

exacto. 20,22,22.24

C) PRECISION

Se define como ta concordancia. relativa obtevida enuc una_serie dc medluonca repetidas

realizadas por un solo analista, utlhzando los mismos apara!os y fas mismas condiciones
20,21 RN S

del sistema de medicion.

la concord de los

i Repetibi
concordancia obxenidq.emfc determinaciones indcpendientes realizadas bajo las

idad: es. la. precision. de un método analitico expresada como la

mismas condiciones (analista, tiempo, aparato, laboratorio) pero en diferente dia.

5]
N

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




ii. Reproducibilidad:  es la precision de un método  analitico expresada como la
concordancia  entre  detenminaciones  independicntes  realizadas  bajo  diférentes
condiciones (diferente analista, en ¢l mismo yo en diferentes laboratonos.

utilizando diferentes equipos, ete.).”’

D) LIMITE DE DETECCION:
Permité conocer la minima concentracion de principio activo que p(nedc dar (ma réspuesta.
pero no pucdc ser_cuantificada, bajo condiciones normales: de operac:on Se expresa
normalmente como la concentracion de analitoen la mu-.ﬁu'a w222
E) LIMITE DE CUANTIFICACION: ST
Es la minima concentracion de principio activo que puede écnﬁ dciql

exactitud aceptables bajo condiciones normales de operacion

nada con pneu sidon y

forma

Los timites de d ién y cuantificacion pued ser dcxc- S i
a) Construir una curva de calibracion a b.s_]ab L.um.cmmuum_; dc lu ;u;lunud dc mlcrea.

b) Detenninar el intervalo de confianza para cadn mvcl de concentracx n.
<) Ll limite de deteccidn sera la \.0!\\.:‘.“!!3»!6" e;mnada del: Hnme de cont'anza superlor
del intercepto de la recta de regresion (rcspuesm eu lunclén di la conccnlmcnon)

(Figura 8). ; b
d) Proponer concentraciones cercanas 'll timite dc dctccc on’ estin - determit ar sus
intervalos de confianza. i . ! . : : ’ :
€) El limite de cuantificacion seri aquélla conccnuﬁéién 'quc/te’nga,:un timite' inferior de

confianza semejante al intervaio de cdnﬁan;'zl superior del interéepto (Figura 8)
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Figura 8.

I I -S NN ]

LCI

: I 3
+ + +

Concentracion

Grifico representativo de la determinacion del limite "de deteccion (LD) y el

limite de cuantificacion (LC) con ayuda de los limites de conﬁait’za‘-_s,upcrior (LCS) e

inferior (LCI).
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2. ORJETIVOS
Cieneral

Desarrollar . un: método ‘para.la cuantificaciéon “de tensoactivos no - idnicos de - tipo
poloxameros | mediante la-técnica: de Cromatografia ‘en’ Capa Fina. de” Alta Resolucion

(HPTLC). -
7 ’ar!iallaﬂw

diciones éptimas de

- Desarrollar un procedimiento mediante HPTLC definiendo las cc
trabajo," tanto quimicas como instrumentales entre las que sc cncuentran: fase. movil,
fase cstacionaria, tiempo de saturacion de la camara, tiempo de lavado de placas,
tiempos de secado, volumen aplicado de reactivo revelador, A de lectura, etc., para la
cuantificacién de los poloxameros 188 y 407. :

- Dectenminar los  siguientes parametros: linealidad, precision, = repetibilidad,

reproducibilidad, exactitud, limite de deteccion y limite de ifi ion, utili i

calculos estadisticos para establecer la confiabilidad det método.

3. HIPOTESIS

Si el método desarrollade por HPTLC para iticar polc os es lineal, preciso,
repetible, reproducible, exacto y tiene definidos. el limite de deteccion y de cuantiftcacion,

entonces se obtendran resultados contiables.
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- MATERIAL Y EQUIPO

Balanza analitica BBC32 (Boeco); Germany':

Cromatografo de Capa Fina de Alta Resolucion, Automatic TLC Sampler 11T (Camag),

Switzerland. (Figura 9) , .
Scanner 3 para Cromatogratia de Capa ‘Fina (Camag); Switzerland. - (Figura 10)
Placas de silica gel C18, luse reversa (Macl\cry-Nagcl); Germany. (Figura 11)
As.pcrsor de vidrio (Figura 12)

Ciamaras cromatogriticas de fondo plano (Figura 13)

Cristaleria en general

Figura 9. Aplicador automatizado.
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Figura 10. Densitémetro con computadora adaptada.

)
20 x20 cm 10x 20 em

20 x10 cm 10 x 10 cm

tretent] et ] o1t

Figura 11. Placas para cromatografia

Figura 12. Aspersor de vidrio.
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Figura 1 3. Camaras cromatogralicas

REACTIVOS

a) Surfactantes

- Poloxamcro 188, copolimcro cn blogucs dc polioxictilcno-polioxipropileno; (Pluroaic
F68®) BASF, Corp.: Germany

- DPoloxamcro 407, copolimcro cn bloqucs dc. polioxictilcno-polioxipropileno; (Pluronic
F127®) BASF, Corp.; Germany

b,

- Metanol, rcactivo analitico, Fcrmont; México

Solventes

~

- Cloroformo, reactivo analitico. Fernmont; México

¢) Reactivos para el reactivo de Dragendorff

- Acido Acético Glacial, reactivo analitico, Merck ;' México

- Cloruro de Bario, Productos Quimicos Monlcl"rcy. S8.A. de C.V.; México
- Nitrato dc Bismuto, J.T. Baker Analized® Rcaétivo; México

- Yoduro de Potasio, J.T. Baker Analized® Reactivo, México
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Diagrama de flujo de la Metodologia

Realizar ensayos previos® eleccion de fa fase
mowil, tiempo de lavado de placas, tiempo de
secado de las mismas, método de revelado,
determinacion de la & de lectura

[Ewluar Ia confiabilidad de! método propuesto mediante los siguientes parametros:

S S S N S v
Linealidad Bacid | | Pecsin | | Repedtldad Repoducibiiad | | Limiede Linite de
; Deteccion Cuantificacion

' :
{
Aplicar por (.‘ompa'm‘r las canll idades Aplicar por triplicado Aplicar por triplicado Proponer § camtidadt
triplicado le?;::;::;" d:sca & Jeantidades diferentes. Lo cantidades por debajo cercanas al limite ¢
expen 10 dela curv efectia el mismo analista en de aquélla que tiene deteccion
purloce cuna 2 dias dinstintos exactitud y precision | \—r
Secar 10 minutos y ‘L——-\ ;
correr Flaca c;lmmlla Aph’i‘fﬂ?ij ;xl:r;‘)lhca:; 3 Aplicarpor tiplicado P B
Clorofommo-Mletana canl p sl crentes 2 d.s 3 cantidades Caleular sus ABC
5'.""!05 clacuvaen s dias diferentes. Lo Construir una y sus limites de
tinios efectiian 2 analistas yrificay calcular confianza
en 2 dias M/ los Limites de
Secar y rociar reactivo Confianza §uwior }
de Dragendorff ¢ Inferior —
Determinar ¢l L(T
que esté mas
— cercano de] valur
Leer en scanner en Interpolar en dicha grafica S LS del
modo Abd-Refl — ¢l LCS del intercepto

. intercepio
Realizar et ] P
andlisis estadistico

correspondiente




s M

TODOLOGIA

5.1, Preparacion del reactivo revelador (reactivo de Dragendortt)
Solucion A:

Sc pesaron- 0. 17 F3 d; Nnr'no db Blaumlu y.°s
dc Yoduro dl.

1. S0 ncmn sc tomdron 8 ml’ y. se mntcl.xron con los

ron’ cou 2 ml de /\cido Acélico

Gilacial, - For otro lado se pus’lron EX U i3 la;lo y se Igs 'n\ndlo 10 de apua

destilada para disolverlos.” De esta ull

2 ml de la solucién de Nitrato de Blsmulo. g

Solucion B: :
Se pesaron .5 g de Cloruro de Barlo y. se d <olw ron con 7 Sml dc. u;,ua desuludn
Reactivo final L : G O

Se mezclan los 10 mt de la solucxon Alcon = ml dc da soluc:ou B ¢ste’ cs el reactivo de

Dragendortt.

5.2. Detenminacioén de la A de lectura

Se prepard una solucion de 5.004 mg/ml de poloxamero 188 y de €sta se hicicron diez
aplicaciones en banda de 2 imm de ancho y con 10 mun de distancia entre cada una, sobre
una placa de fase reversa de 1U cm de largo por 3 cm de ancho. La placa fue previamente
“lavada™ durante 30 minutos dentro de la camara de eluciéon de tondo plano con 10 mi de
fase movil, esto se hizo con la finalidad de mejorar la forma de la mancha. Dicha fase
movil consistié de una mezcla de Cloroformo-Mectanol (90:10) y la cleccion de ésta sc
realizé mediante ensayos de prueba y error. Una vez transcurridos los 30 minutos, la placa

se seco a temperatura ambiente durante 20 mi > El vol plicado fue de 1000 nl
(correspondiente a 5004 ng). Transcurridos 10 minutos, s¢ introdujo ta placa en la camara
de elucion que contenia 10 ml de la tase movil, la cual se dejé correr a una altura de 4 cm.

Una vez scca la placa, se rocié con cl reactivo de DragendorfY, cmpleando un aspersor,
hasta la aparicion de manchas anaramjadas. Inmediatamente se realizo un barrido en region

visible (rango 400-800 nm, con lampara de Tungsteno, modo Absorcion-Retlexion) para
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determinar Ia A de onda adecuada a la cual se leerian . las prm.ln n()su.rmru~ Se hizo lo

misimo para el poloxamiero 4070 pero esta vez 'la l.xv. lnowl conxlql:u en una mezela de

Clorotormo-Metanol (88:12). A 5 B
Cube seialar que las placas se leyeron dentro !os pnmcros 10 mmuxos dc haberlas

rociado con el reactivo revelador, ya que se obs rvo quc las manchas. pt.rdlan sucolor

progresivamente.,
5.3. Lincalidad del sistema

Se determing preparando una solucion madre de poloxamero 188 de 5 mg/ml. De esta
as lavadas con anterioridad, de cantidades

solucion se hicieron las apli iones, sobre pl
conocidas: 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000 y 4500 ng: cada una por triplicado
con 2 mm de ancho y 8 mm de separacion entre cllas. Se dejaron secar 10 minutos y se

corrio la placa hasta la altura antes menci {a. E guida se rociaron con el reactivo de

Dragendortt” y sc leyeron a 513 nm en el scanner evaluandose con el Software Cats 4.
Posteriormente se obtienen las ABC y se pratica la cantidad contra ABC para obtener la
regresion lineal.

Ademas los promedios dei ABC dec cada nivei de cantidad aplicada- sc . graticaron

relacionando cantidad contra ABC y se realizd ¢l correspondiente analisis de regresion.

El proceso que se sigue para la determinacion de la i lidad del si se efi 6 en dos
dias diferentes, obteniendose una curva por dia y a las cuales se les hace la prueba de ¥ para

veriticar si se tiene una relacion lineal entre la cantidad y el ABC.

Para el 407 se prepard una solucion madre de S mglml. Las cantidades aplicadas fueron de
1750, 2000, 2500,.2750, 3000, 3250 y 3500 ng. Las placas se leyeron a 512 nm para
construir el gratico cantidad de poloxamero 407 céntm cl ABC y se detenmino ia tincalidad
con un analisis. de régrcsién tineal.  Esta curvi fue preparada en dos dias, y se hizo la

prueba de F para demostrar 1a linealidad de la curva obtenida.
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5.4, Exactitud del sistema

Tanto para el 188 como para el 407 la exactitud, se. valord compnr'lndo Ia conccmraciim
tedrica de cada uno de los putos de I curva . (como: el 100%6) . y:la concuur'u.lon
c\'pcrimcmal calculandose ¢l porcentaje de recuperacion de chda mvcl f.os" distintos
porcentajes de . recuperacion se¢ suman y se dividen. entre el numcro de estandares para
obtener: la recuperacion promedio, la cual ' mientras mns cerc:ma su encucnlrc de 100,

indicara una mayor cxactitud,
5.5. Precision del sistema

Para el 188: se determino mcdlanu. cl ana

5.1. chciibili\dad (l’récisién 'éXpicﬁaQa en (ej’m no§ de répctibiylida‘d) K

Para el 188: se evalud con los resullados ublcmdos por-un mismo. nnahsla. con el mxsmo
equipo y en dos dias dxfcr&.nl:.s, mcdmme el andlisis por tnphcado dewres diferentes
cantidades apticadas (1000, 2500 y 3500 nl,). La prucba estadistica que se hizo para
comprobar la repetibilidad tue la de t-Student.

Para el 407: se hizo el mismo prc y las cantidad licadas fueron 2000, 2750

y 3500 ng.

5.5.2. Reproducibilidad (Precisiéon expresada en términos de reproducibilidad)

Para el 188: se evalué mediante ¢l analisis por triplicado de tres cantidades aplicadas: 1150,

2800 y 41100 ng. Las detenni fones se reali con dos diferentes analistas y en dos
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diterentes dias y se hace unanalisis de varianca jerirquico para comprobar que si hay
reproducibilidad.
tara ¢l 407: en este caso las cantidades aplicadas” fucron 1830, 2600 y 3400 ng, por

trplicado y se analizaron estadisticamente igual que para el 188,
5.6. Limite de deteccion

Para el 188: se hicicron aplicaciones a partir de la dltima cantidad que cumple con los
fueron: 100, 200, 250, 300 y 100 ng

requisitos de precision y exactitud (500 ng), y
por triplicado. Luego sec hizo una grafica de la cantidad aplicada contra los promedios de
las ABC a partir de la cual se pudicron calcular y graticar los intervalos de confianza para
obtener el limite de deteccion. '

IPara el 407: las aplicaciones sc hicieron a pani’r de._la wltima- cantidad que cumple con fos
requisitos de precisiéon y exactitud (1750 ng): 550, 600. 700, 800, 900 y 1000 ng. Se
construyd la grifica de cantidad aplicada contra los promcdios de las ABC y se calcularon

sus respectivos himites de confianza.
5.7. Limite de cuantificacion

Para el 188: a partir de la curva construida para el limite de deteccion, se propusicron cinco
cantidades: 12, 14, 18, 22 y 25 cercanas al limite de deteccion y se determinaron sus ABC
correspondientes.  Se¢ calcularon los limites de confianza superiof e inferior. de csas
cantidades, i : ]

Para ¢l 407: la cantidades propuestas en este caso fueron: 35, 45, 50, 60 y 65. Se
determinaron sus ABC  correspondicnies y. se calcularon los  limites de contianza

correspondientes.
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6. RESU

6.1 LINEA

DAD Y

LTADOS Y. DISCUSION

En la tabla’1-se mucslmﬁ las ABC obtenidas para cada nivel de cantidad aplicada del

poloxamero 188 y con los cuales se evalué la lincalidad del sistema.

Tabla 1. Resultados para determinar la lincalidad del sistema de poloxamero 188,

CURVA 1 CURVA2
Cantidad (ngd| ABC (mm?) |Promedio ABC (mm? Cantidad (ng) | ABC (mm® [Promedio ABC (mm>)

500 8 25512 3012 23721

5008 24789 25356333 3012 . 29231 2919 3667
sooe | Tasmes 5012 2043’5

1001 6 A664 6 1002.4 43533

1001 6 <730 6 4757 8000 1002 4 LTSS 4762.2333
1001 £ a22e s 1002.4 arral

1302 4 0o L 130 N ERS

1302 4 BFUT & ©oou7.1333 1303 6 67150 owd7 7667
1302 4 6467.4 1303.6 70352

2003 2 91295 20048 93451

AW 2 Qas1 n 9531 A3 20N4 K Q242 N 92X WAT
2003 2 97144 20048 20820

25040 10425 2 23060 111276

25040 109501 10677.7000 2506 0 10787 8 10838 0000
2504 U 1U656 8 2306 U 10598 6

3004 8 12667 0 3007.2 11637 1

3004 8 12498 S 12549 DO0O 3007.2 11596 1 11671 8667
3004 8 124815 3007 2 11782 4

33056 1596435 3508.4 143359

33056 154924 15314 0000 33084 13927 2 14392 7000
32056 133851 33083 132150

AW 4 17480 | a0 A 184739

4006 4 17428 2 17411 3000 4009 6 136179 15624 6333
0L S 172166 207 € 1:722

4307 2 19876 8 43108 180143

407 3 198320 197732.3555 45103 13303 6 151626333
4507 2 194927 4510 8 182700

El analisis estadistico se realizé aplicando el software Excel 2000.
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Las ecuatciones obtenidas de las dos curvas a partir del andlisis de regresion se muestran en

la siguiente tabla,

Tabla 2. Ecuaciones de regresion que explican la relacion lineal que existe entre las
cantidades del poloxamero 188 y su respectiva darea.

CURVA ] ~ ECUACION
1 ABC= 4 235/8=Cantndad de Poloxamero 188 + 405./78
2 ABC= 3.6877*Cantidad de Pol o 188 + 1263.30
Global | ABC— 3.9627*Cuantidad de Foloxanciv 133 + 334.53

A partir de estas ecuaciones tuce posible calcular los siguientes parametros estadisticos

(Tabla 3).

Tabla 3. Parametros estadisticos calculados para la lincalidad del sistema.

Parametros estadisticos de Iaregresion] Curva i Curva 2 Globat

Coeficiente de correlacién (r) 0.9982 0.9969 0.9981
Coeficiente de determinacién (rz) 0.9964 0.9938 0.9962
Intercepto (b) 405.7842] 1263.3000| 834.5300
Pendiente (m) 4.2378 3.6877 3.9627
Coeficiente de variacién (C. V., %6) 1.3202 1.8298 1.8750

Se observa, a partir del andlisis estadistico de regresion, que existe una relacion lineal
altamente significativa entre las cantidades que se aplicaron del poloxamero 188 y su
respectiva ABC, tenicndo asi que ¢l 99.62 % de ta variacion del ABC esta explicada por
los cambios en la cantidad del poloxamero 188 (Figura 14).

En la Figura .14 se puede observar la relacién lincal que existe entre la cantidad y el ABC
evaluada. en ¢l intervaio de cantidades de 500 — 4500 ng.
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Para demostrar si existe una relacion lineal entre las variables estudiadas (cantidad aplicada

y ABC) se realizé un analisis de variancia y se establecio la siguiente hipotesis.

Pruecba de hipétesis:

Ho: No existe relacién lineal eatre la cantidad de poloxamero188:y:

su respectiva ABC.

Hi: Existe una relacion lineal entre la cantidad de’ poloxamero 188 y

su respectiva ABC.

Criterio de aceptacién: Si Fcal > Feritica se rechaza Ho, y por lo tanto,

cxiste relacién lineal entre Ia cantidad de poloxamero ‘188 3 su respectiva

ABC.

La tabla 4 imuesua 105 1esuiauos act 415ansts e van

a.

Tabla 4. Analisis de variancia para evaluar la linealidad del sistema.

Fuente de Grados de Sumna de Promedio de F calculada F critico
tertad cuadrades cuadiades (x —0.05
B TGBE720327.4| 15377330555 30533.5275 23500
medias debida
alnregrendn
Desvincién AR 2417398 9 50362 5
debida a la
media
Desviacidn =2
toral
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is que se establecio y a los resultados obtenidos del anal de

De acuerdo con lis hipdte
variancia, s¢ debe rechazar Hoo y entonces hay evidencia estadistica cott un nivel de
significancia de 0.03 que la variacion dei ABC se explica por una variacion en la cantidad

aplicada de poloxamero 1 88,

También sc evalud si los valores de ordenadas al origen eran signiticativamente diterentes
de! valor de cero, con un nivel de significancia de 0.05, por lo que se establecié Ia siguiente

hipotesis:

Prucha de hipétesis:

Ho: La ordcnnda al origen es igual a cero.

Hi: la ordenada al origen es diferente de cero.
Criterio de aceptacién: si t cal <t critica, no se rechaza
Ho. v oor lo tanto cl interceoto es icual a cero,

En la tabla 5 se muestran los valores obtenidos para el intercepto y para t,

Tabla 5. Resultados dc la prucba dcl intercepto.

Parametro Curva 1 Curva 2
Ordenada al 405.7843 1262.2657
origen
t calculada 2.2885 6.9334
t critica 2.0555 2.0555

Observando los resultados obtenidos y de acuerdo a la hipdtesis establecida, existe
evidencia estadistica de que la ordenada al origen de la recta de regresion es diferente de
cero (con una probabitidad del 95%) esto se debe a la existencia de errores indeterminados
del sistema, debido a causas comunes de variacion en la temperatura, humedad, variaciones
de voltaje que afecta a los equipos, ete. Ademis se sabe que las curvas de calibracion
densitometricas relacionadas con una senal de absorcion (aitura o area del pico) v cantidad

son no ki les y/o no pasan por el origen.’”
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6.2.a. EXACTITUD

Como la exactitud puede variar dependiendo de la cantidad aplicada. ésta se cvalué ¢n todo

<
el intervalo de las cantidades de la curva’ de calibracién. parn’obtener los porcentajes de

recuperacion o recobro. Los resultados se muestran en la tabia o.

Tabla 6. Resultados para determinar la exactitud del sistema.

Cantidad Cantidad Promedio ABC Recuperamén

tednca (ng) |experunental (ngd ABC (mrnz) estimada (mmz) (€]
500 501 2727 6000 2R19 8427 96 7288
1000 1002 4760 N6R7 4AR0NS 1554 e nNR17
1500 1503 6777 4500 6790 4631 99 3083
=002 patefel) 2377.5008 57757808 106.8566
2500 2505 10757.8500 10761.0935 99.9699
3000 3006 121104333 12746.4062 95.0106
3500 3507 14853.3500 14731.7189 100.8256
<4090 4008 16517.9667 16717.0316 58.8052
4500 4505 183367.7333 18702 3443 1014150

El promedio de los porcentajes de recuperacion es 99.8322%, por lo que se concluye que el

sistema de medicion es exacto en ese intervalo de cantidades aplicadas, puesto que dicho

valor sec encuentra deniro  del

cromatograficos (98-102%%)."

rango de porcentajes
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6.3.0. PRECISION DEL S

Para ‘evaluar- si las ABC . en. ¢l intervalo " propuesto - son - precisas se - analizaron’ por

sextuplicado tres niveles diferentes de cantidades’ aplicadas 'y 'sc les hizo un tratamicnto

estadistico. En las tablas 7 y 8 s¢ muestran jos resultados

Tabla 7. Resultados obtenidos para determinar la precision.

Cantidad fng) | ABC (mmd)

Dia1
1502.4 6646.2 6467.4 6628.1
7078 £578.3 6624.7
3004.8 12667.0 124815 12569.5
12495.5 12364.2 125111
4507.2 19876 8 194927 19879.4
19949 0 19969 2 196576

DIA 2
1502.4 70931 70352 7026.4
§715.0 6989.7 7032.9
3004.8 116371 117824 11838.4
11596.1 11525.3 11798.3
35072 12014.3 182700 182355
18203.6 18315.6 18524.7

‘1 FALLA DE ORIGEN
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Tabla 8. Resultados del promedio, desviacion estandar y coeficiente de vartacion de cada
citidud ap

Cantidad (ng) Promedin Deswacidn Caeficiente de
ABC (mm®) estandar variacién (%)
Dia
1502.4 &6618.3167 313268 1.2318
3004 8 12515.3000 100.2238 0.8008
4507.2 19804.1167 188.4896 0.9518
Dia 2
1502 4 6982 0500 134.9695 1.9331
3004.8 11696.9333 126.0483 1.0776
4507.2 18293.9500 | 179.2716 | 09800
Se observa que en todos los niveles de cantidades aplicadas el coetici de variacion es

menor de 2%, valor limite especificado para métodos cromatogrificos, por lo tanto el

sistema es preciso.™
6.3.1.a. REPETIBILIDAD

La repetibilidad se evalué. mediante la prueba de 't de student con los datos obtenidos en
dos dias dll‘ercmes _para 1000, 2500 y 3500 ng (ver datos en tabla 1) y para eso se

establecio la sig

Critei;i de acentac-ﬁn’ Si t cal < t critica no se rechaza Ho, y por

lo tamo hay repcublhdad entre dias.

Al probar la hipélcsis propuesta se obtuvicron los r itados que se an en la tabla 9.
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Tabla 9. Parametros estadisticos calculados para evaluar L repetibilidad.

Cantidad de Media Deswacidn Ccv tcal t critica I

Fé68 (ng) estandar %) o= 0.0572,
1000 4760.0667 91.1507 1.9098 -0.0582 2.3060
2500 10757.8500 | _265.3259 2 4662 -0.7399
3500 14853.3500 £32.2828 4.1915 1.7650

Con éstos datos se determina, con un 95% de contianza, que no existe diterencia estadistica
significativa del método desarrollado entre diferemtes dias, en ninguna de las cantidades
evaluadas. ‘

6.3.2.a. REPRODUCIBILIDAD
La reproducibilidad se determind e¢n dos dias por dos analistas, analizando tres muestras

aplicadas corresy 1i a las cantidades de: 1150, 2800 y 4100 ng, bajo las mismas
condiciones de analisis.

En la tabla 10 se muestran los datos correspondientes a la reproducibilidad.

Tabla 10. Datos para determinar la reproducibilidad.

Cantidad de ABC (mm®)
Poloxamero 188 Analista 1 Analista 2

g Dia i Dia 2 Dia 1 Dia 2
67427 7326.2 4742.9 4577.3

1150 70644 72731 4971.9 4668.6
6593.1 7338.8 4895.4 4523.2
132420 142315 10076 .3 105053

2800 13228.7 14130.5 $658.5 10597.0
134129 14260.7 9999.8 9854 1
17695.3 16694.7 13466 5 13281.5

4100 176964 167617 12027.2 120581
17235.5 17546.4 13942 & 13064.0

TESIS CON ™
FALLA DE ORIGEN

-




Estos datos se analizaron mediante un anidlisis de variancia anidado o jerirquico para

determinar si existia diferencia signilicativa entre los resultados obtenidos por dos analistas,

para cada nivel de cantidad aplicada, cstableciendo ia siguicnte hipotesis:

Prucha de hipotesis:

Ho: No existe efecto del analista en ¢l analisis.

Hi: . Si existe efecto dei analista en el anaiisis.

Criterio de aceptacion: Si F cal < F critica no se rechaza Ho, y

centoncces cxiste reproducibilidad entre diferentes analistas.

En latabla 11 se

Tabla 11.
aplicadas,

Para 1150 ng:

anlosr

ftados del

estadistico.

Analisis de variancia para evaluar la reproducibilidad a diterentes cantidades

Fuente de | Grados de Suma de Cuadrados F cal F critica
vaniacién hbertad cuadrados medios (= 0.05)
Anntists 1 16237806.7500 |16227806.750C¢] $3.4168 18.51
Dia 2 512097.6033 256048.8017 13.0959 4.46
Error 8 1564 14.2200 195351.7775
Para 2800 ng:
r?uente de | Grados de Suma de “"Cuadrados F cal F critica
variacién libertad cuadrados medios (o= 0.05)
Analista 1 39657488.3317 |39657388.9117] 52.9031 18.51
Dia 2 1499081.1283 | 749540.5642 13.1117 4.46
Error 8 457325.8600 57165.7325
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*ara 4100 ng:

Fuente de | Grados de Suma de Cuadrados F cal F crinca
|_ vanacién hbertad cuadrados medios (o= 0 05)
Analista 1 47163675, 2222 147162675.22221 1527424 12.51
Dia 2 617558.5333 308779.2667 2.3721 4.46
Error 8 1041357.5333 | 130169.6917

Como se puede observar, la F cal > F critica sc rechaza Ho, entonces sc atinma que el
analista tienc cfecto sobre el andilisis, para los tres niveles de cantidades aplicadas.

También con este analisis s¢ pucde evaluar la repetibilidad v sc observa que para 1150 y
2800 ng existe una diterencia signiticativa entre dias. y solo para la cantidad de 4100 ng se
observa que existe repetibilidad. De acuerdo a esto se considera que el analisis de variancia
no siempre puede tlevarmnos a tomar una decision adecuada en cuanto a la aceptacion o el

rechazo del método.
Posibl estas variaciones son debidas a factores como la temperatura de trabajo, la

humedad, o el criterio del anatista en cuanto at jo de instr s y/o equipo. Otro
factor de importancia es el hecho de que en el proceso de manutactura de éste Poloxamero

no se puede purificar totalmente, existiendo olros compuestos como restos del catalizador

de la reaccion (KOH), polietilenglicol y polipropil licol, residuos de oxido de etileno o
de propileno, e impurczas de bajo peso molecular (OE, OP, 14-dioxano, acetaldehido,
ctilenglicol, dictilenglicol) de las reacciones paralelas de los oxidos.’

Esos productos indescables pueden ser causa de las variaciones en los resulitados obtenidos
por diterentes analistas y en diterentes dias. Finalmente, con este tipo de surtactantes el
desarrollo del color se relaciona tanto con la concentracién molar como con la longitud de
ia cadena etoxica y el hidrofobo comespondienic, resultando en un analisis cuantitativo

Y d

diticil debido a que el fio e i idad dec las 1 dep del por je de

axido de etileno en la molécula, asi como de! tamaiio de la mancha.’?
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6.4 Lin 'E DE CUANTIFICACION

DE DETECCION ¥ LiN

deteccion y de_cuantificacién se analizaron aplicaciones de Ia

Para detenminar.
188 ;‘)éro"z;',bnj:'lsrc'un‘lidude.;z ¥ se:determing . su. ABC

solucion’ madre.

La tabl

C..

correspondi 12 'n‘ estra las ABC que se obtuvicron.

Tabla: 12. “Areas.Bajo la’Curva obtenidas para aplicaciones a niveles bajos de poloxamero
188 para determinar los limites de deteccion y cuantificacion.

Cantidad (ng) | ABC (mm?)
723.2
100.04 752.0
7514
1367.5
200.05 1305.8
1364.9
1655.3
25010 16537
1654.8
1953.0
300.12 19797
1977.3
2451.6
400.16 2426.8
2452.3

Se realizd un andlisis de regresién lineal con dichos datos y se obtuvo la siguiente ecuacién:

ABC = 3.9627* Cantidad de Poloxamero 188 + 834.5300 (Ecuacién 7)
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Con esta ecuacion se estmd el ABC correspondiente para cada nivel de cantidad aplicada

se les determind sus respectivos intervalos de confianza (limites de confianza), esos

resuttiados son los que muestra la tabla 13,

Tabla 13. Limites de contianza de las aplicaciones de poloxamero 188 a cantidades bajas

Cantidad (n@)|  Promedio LCI al 95% del | LCS al 95% del
ABC (mm°) ABC ABC
0.00 133.769 264.7876
100.04 772.0790 728 2169 815.5411
200.08 1334.8781 1217.6737 1372.0802
250.10 1€21.277 1€0€.0472 1€55.6078
300.12 1917.6771 1890.4727 1944 8792
40016 2490 4761 24466141 2534.3382

(LCI = Limite de contianza interior, LCS = Limite de confianza superior).

El valor - de 264.7876, que corresponde al limite de confianza - superior para la: cantidad
0.00 ng, se interpold en la curva de regresion que se obtuvo para los datos de la tabla’12
(ABC vs Cantidad de poloxamero {8%). Sc estimo la cantidad: de 11:4412 ng.rla' cual

corresponde al limite de deteccion.

El limite 'de cuantiticacién se evalud proponiendo’' 5 _éan(idédc#y a‘apliczyxr.cérc'arias al limite
de deteccién y se detemminaron sus ABC aplicando la ecuacién 7. En la tabla 11 se

Aie} frad.
T >
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Tabla 14, Limites de contianza para las ABC pronosticadas por la ecuacion de regresion.

Cantidad (ng)| ABC estimada | LCIde ABC | LCS de ABC
Gmm®)
i2 267.5884 205.1775 330.7533
14 279.4398 217.0770 341.8026
18 302.3426 240.8744 363.8103
22 225 2454 264.6693 NS B215
25 342.4225 282.5139 402.3311

La cantidad de 22 ng corresponde al limite de cuantiticacion, debido a que su limite de
confianza inferior (264.6693) es el que se¢ encuentra mas cercano al limite de confianza

superior del intercepto (264.7876).

En la Figura 15 se muestra el grifico obtenido con los datos calculados de los limites de

confianza.

Figura IS."{Gi‘élylca ¢ los:limites de contianza de las ABC en funcion de la cantidad
aplicada de poloxamero 188 (77" “~ABC estimada, — LCly LCS)-

0 100 200 300 400 500
Cannaad (ng}
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Con base al intervalo de cantidades bajas de 100 a 400 ng se determind experimentalmente
el limite de cuantificacion mediante fa evaluacion del coeficiente de variacion de los
porcentajes de recuperacion para cada nivel de cantidad aplicada.

En los resultados que se presentan en la tabla 15 se observa que ¢l menor coeliciente de
variacion corresponde a la cantidad de 250.10 ng, ademais se tiene la mejor precision y el
porcentaje de recuperacion es ¢l que mas se acerca al {00% (101.4297%) es por esto que ei

limite de cuantiticacion detenninado experimentalmente es de 250.10 ng.

Tabla 15. Porcentajes de recuperacion a cantidades bajas de poloxamero 188 con sus
respectivos coeficientes de variacion (C. V).

9]
<
3

Cantidad ng %% Recuperacidn
93.6692
100.04 27.2004
97.3216
101.6821
200.08 97.0943 2.5925
101.4888
101.4726
250.10 101.3745 0.0495
101.4420
101.8420
300.12 103.2343 0.7498
103.i051
98.4390
400.16 97 4432 0 5944
58 4671

[&]
[
-
3
h
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6. L.bh, LINEALIDAD

Los datos que se obtuvieron para cada nivel de cantidad de poloxamero 407 aplicada para

evaluar la lincalidad del sistema se muestran en la tabla 16. -

Tabla 16. Resultados para determinar la linealidad det poloxamero 407,

CURVA 1 CURVA 2
Cantidad (ng){ ABC (mm? | Promedio ABC (mm?) Cantidad (ng)] ABC (mm?) | Promedio ABC (mm?)
1751.4 27912 17514 2464 3
17514 78 7 2301.4000 1751.4 21635 2449.6000
1751.4 28313 | 17514 24210
2001.6 31449 2001.6 2796.6
2001.6 3433 1 3439.0000 2001.6 3005.1 2966.8000
2001.6 3433.0 2001.6 3098.7
2502.8 5232 5 2502.0 3855.0
2502.0 52429 5283.6333 2502.0 3910.9 38677667
2502 0 5375 5 2502.0 3827.4
2752.2 65890 2752.2 4696.7
27522 6452.0 6670.6667 2752.2 4823.4 4744.1000
Z752.2 6571 0 27522 712.2
3002.4 72439 3002.4 5186.0
3002 4 7085 1 7219.0008 30024 51133 5189.5667
3002 4 73280 3002.4 5269.4
3252.6 79108 3252.6 58458
3252 2955 79107508 3222 52126 5789 2667
32526 7865 9 32526 5708 4
3502 8 86155 3502 3 64529
35028 87547 8991.6667 3502.8 6895.7 6783.6333
3502 ¢ 9604 & 3502 & 7002 3

Mediante el analisis de regresion que se les hizo a las curvas elaboradas los dos dias se

obtuvieron las ect

sstran en la tabla 17.

S QuUE SC
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Tabla 17, Hcuaciones de regresion que explican la relacion lineal que existe entre las
cantidades de poloxatiero 407 v sa respectivir direa ingo

SURvVA [ —ECUACION_
1 ABC= 3.5766*Cantidad de Pol o 407 - 3541.%
2 ABC= 2.2959*Cantidad de Pol © 407 - 1881.1
Slobal ABC= 2.2071*Canudad Jde Doloramers 307 - 27131

alcularon a partir de ¢sas ecuiciones se presentan en la

[
Kd

{33

]

l.os parametros estadisticos qu
tabla 18,

Tabla 18. Parametros estadisticos calculados para la linealidad del sistema.

Parametros estadisticos de la regresion | CURVA 1 | CURVA 2 | GLOBAL
Coefi de correlacidn (r ) 0.9965 0.9934 0.9969
Coeficiente de deterrmunacién (_r:) 0.9931 0.987 0 9939
Intercepte L) -3531.3 -1881.1 -2714.1
Pendiente (m) 3.5766 2.3959 29871
Coeficiente de vanacidn (C.V . %) 21262 2.2577 2 1920

Con el analisis estadistico de regresion, se puede observar que existe una relacién lineal
altamente significativa entre las cantidades que sc aplicaron del poloxamero 407 y su
respectiva ABC. iL.a variacion del ABC se explica por los cambios en la cantidad de

poloxamero 407 en un 99.39 %.

En la figura 16 se puede 'obsc;yqxﬁ la r:l'abién lineal que existe entre la cantidad aplicada de
poloxamero 107 y ¢l ‘ABC evaluada; en el intervalo de cantidades de 1750 — 3500 ng.
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Figura 16. Curva de regresion global para poloxamero 407,
09939,
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Se establecio la siguiente hipotesis para’demostrar si existe una relacion lineal entre las

variables estudiadas (cantidad aplicada y ABC) 'y 'se realizd un andlisis de variancia.

Prueba de hipéu:sis; 8
Ho: No existe relacion lmcal cnxre la c:mudad de polo\mnero 107 y

su respectiva ABC. B
Hi: Existe una relacién lineal entre Ia canlldad de; polotamcro 407 y

su respectiva ABC. 3
Criterio de aceptacion: = Si l-cal > l-cntlca se rcchaza Ho, ¥ por fo tanto,
cxiste relacidon lineal entre fa canudad de nolcmmcro 407 v su respectiva

En la tabla 19 se muestran los resultados del analisis de variancia.
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Tabla 19. Andilisis de variancia para evaluar la linealidad del sistemi.

De acuerdo con

variancia, se

ta hipotesis

establecida y

Fuente de Grados de Snma de Promedio de | F caleulada F eritca
vanacién libertad cuadrados los cuadrados (=005
Deswviacidén de 5 1338876032.0 2B7775207 8 9438 3119 2.5300
racdias debida
a la regresién
Treswiacién 36 1021359 3 28371 1
debida ala
media
Desviacion 41 133%857353.3
total

los resultados obtenidos del anidlisis de

rechaza Ho, y por lo tanto hay evidencia estadistica con un nivel de

stgnificancia de U.05 que la variacion del ABC se explica por una.variacion en la cantidad

aplicada de poloxamero 407.

Para determinar si los valores de ordenadas al origen eran significativamente diferentes del

valor de cero, se establ

6la

14 P

Prucba de hipdtesis:
Ho: La ordenada al origen ¢s igual a cero.

Hi: ia ordenada al origen es diferente de cero.

con un nivel de S|gniﬁcani:ia de 0.05:

Criterio de aceptacion: si t cal <t critica, no se rechaza

Ho, y por lo tanto el intercepto es igual a cero.

Los resultados obtenidos al probar dicha hipdtesis se muestran en la tabla 20.

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN




Tabla 20. Resuliados de la prueba del intercepto.

Parimetro Curva 1 Cigva 2

Ordenada al| -3341.9 -1678.6
origen

t calculada 12.7236 5.0086

t critica 2.0860 2.0260

Con base a los resultados obtenidos y la hipotesis establecida, se tiene que hay evidencia
estadistica de que la ordenada al origen de la recta de regresion es diferente de cero (con
una probabilidad del 95%) csto se debe a la existencia de crrores indeterminados del
sistema (variacion en la temperatura, humedad, variaciones de voltaje que afecta‘a los

cquipos, etc.).

6.2.b. EXACTITUD

La exactitud ftue evaluada < iendo los por jes der P racion o recobro en todo el

intervalo de las cantidades de la curva de calibracion, ya que la exactitud = puede variar

dependiendo de la cantidad aplicada. Los resuitados se muestran en fa tabla 21t

Tabla 21. Resultados para determinar la exactitud de! sistema.

Cantidad Cantidad Promedio ABC Recuperacidn
tedrica (ng) | exper 1l (ng) | ABC (rn!nz) lestmada (mmz) %)
17500 1751.4 2625 5000 2517.5069 104 2897
2000.0 2001.6 3202 5000 3264 8754 98.1016
25000 25020 4575.7000 4759 6242 86.1357
27500 27522 SAT6 S667 S5N6 996K in3 0792
30000 3002.4 6204 2833 6254 3690 99.1992
325006 3252, 63300533 7001.7315 37.3325
35000 3502.8 7887.6333 7749 1139 101 7876

»
N
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il promedio de los porcentajes de recuperacion es 100.0608%, por lo que el sistema de
medicion ¢s exacto en cse intervalo de cantidades aplicadas, puesto que dicho valor se

cncuentra muy “cercano al (00% de: recuperacion y dentro dei rango de porcentajes

aceptables para métodos cromatogrificos (98-I02%).'

6.3.b. I'RECISION DEL? SISTEI\IA

|on ul el mturvalo propue;lo se hizo el analisis por sextuplicado a tres

Para evaluar la prcc“
llI\'(.lL.S dlﬁ..rcnu.s dc cantld.xdcs apllcadas y.se les hizo un tratamiento estadistico. En la

tabla 22 se mu(.str‘\n tos resultados.

Tabla 22. Resultados obtenidos para determinar la precision del sistema.

Cantidad (n2) | ABC (mm?)

Dia 1
17514 27912 28313 27564
27817 2687.3 2802.6
2502.0 5232.5 53755 53492
5242.5 5426.1 5240.3
32526 79108 7865.9 7781.0
7955.6 7928.9 7756.7

Dia 2
17514 2464 3 24210 24986
2463.5 2546.3 24697
25020 3865.0 38574 38715
3910.9 3986.4 3815.1
32526 58458 57084 58223
5813.6 5749.0 =834.9

Sc calculd también ¢l promedio, la desviacion estandar y el coeticiente de variacion; esos

resultados se observan en la tabla 23.
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Tabla 23. Resultados del promedio. desviacion estiandar v cocticiente de variacion de cada

cantidad aplic

Promedio Desyiacidn |Coeficients de
| ABC @ estandar | variacién (%)
Dia 1
17514 27750822 49.55C0C 1.78s5s
2502.0 5311.1667 83.1803 1.5661
32526 78664750 81.4328 1.0352
Dia 2
17514 2477.2333 41.9561 1.6937
2502.0 3879.3833 62.5292 1.6118
3252 4 K795 AERT 54 S4AR 09412

El coecficiente dc variacion es menor de 2%, valor limite especiticado para- métodos

cromatogrificos, en todos los niveles de cantidades aplicadas, por lo tanto el sistema’es

preciso,™

6.3.1.b. REPE

IBILIDAD

La repetibilidad sc evalud con la prueba de “t™ de student con' los datos’obtenidos en dos

dias difcrentes para 2000, 2750 y 3500 ng (ver datos en tabla® 16) y "se ‘establecio la

siguiente hipotesis.

Prucba de hipoétesis:

Ho: No existe efecto del dia en el analisis.

Hi: Si existe efecto dei dia en ci analisis.

Criterio de aceptacién: Si t cal < t critica no se rechaza Ho, y por

lo tanto hay repetibilidad entre dias.
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Los datos obtenidos al realizar la prueba estadistica se observan en la tabla 24.

Tabla 24. Parametros estadisticos calculados para evaluar la repetibilidad.

Cantidad de Media Desviacidn cv t cal t critica
F127 ng estandar ) «=10.05/2, gI= 8
2000 3202 9000] 109.4328 26921 52847 2.3060
2750 S707 3R33] 196 3654 2 7444 1201K/7
3500 7887.6500] 431 0875 51253 62735

Debido a que la t calculada es mayor que la t critica, se detenmina que existe diterencia
estadistica significativa del método desarrollado entre diferentes dias, para las cantidades
evaluadas, esto se puedc explicar por tas variaciones indeterminadas en el sistema, tales
como temperatura, humedad, presencia de productos indesecables en el copolimero

provenicntes de la reaccion de polimerizacion, problemas de purificacion completa del

mismo, etc.

6.3.2.b. REPRODUCIBILIDAD

Para determinar la reproducibilidad se hizo el qn:’nlisis por triplicado de las cantidades 1850,
2600 y 3100 ng, en dos dias diferentes y por dos analistas.
f.a tabla 25 muestra los datos empleados para evaluar la reproducibilidad.

TESIS CON -
FALLA DE ORIGEN




Tabla 25. Resultados para determinar la reproducibilidad.

Cantidad de ABRC (mm?)
Poloxamere 407 Analista 1 Analista 2

gy Dia 1 D Dia 1 Dia 2
2370.2 3642.3 44252 3523.6

1850 24291 I6eA 4 4857 0 3568.5
2347 9 35497 A 4435 4 3491 1

4Hs7 .5 Sbba. Y bbbd. b 51/6.4

2600 4978.4 568.2.5 6537.2 5169.9
4841.9 5700.2 6649.5 5183.1

8445.4 87935 10060.3 8276.5

2400 6513.2 azal.4 10141382 8301.2
64365.8 y753.5 9951.4 H262.6

Con estos datos se realizd un anilisis de variancia anidado o jerarquico para determinar si

existin‘diferencia significativa entre los resultados obtenidos por dos analistas, para-cada

nivel de cantidad aplicada, estableciendo la siguiente hipotesis:

Prucba de hipédtesis:

Ho: No existe efecto del analista en el analisis.

Hi: Si existe efecto del analista en el analisis,

Criterio de aceptacién: Si F cal < F critica no se rechaza Ho, y

cntonccs existe reproducibilidad cntre diferentes analistas.

Los resultados del andlisis de variancia se observan en la tabla 26.
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Tabla 26. Andlisis de variancia para detenminar la reproduacibilidad.

Para 1850 ng:

F critica

Fucnt; de Grsd;s de " Suma de Cuadrados F cal
variacidn libertad cuadrados medivs (x= 0.05)
Analista 1 2020632.0217 22206220217 1.5867 S.51
Dia 2 3722315.1750 1864157.5875 | 6€51.8639 4.46
Errer i 228778733 2859 7342
Para 2600 ng:
Fuente de | Grados de Suma de Cuadrados F cal F critica
vanacidén libertad cuadradoes medios (= 0.05)
Analista 1 1171437 5408 11714327 5408 N.5674 18 51
Dia 2 4127337.8083 2063668.9042 1436.4701 4.46
Error B 11493.0000 1436 6250
Para 3400 ng:
Fuente de | Grados de Suma de Cuadrados F cal F critica
vanacién Lbertad cuadrados medhios (o= U.0U5)
Analista 1 7146096.3408 7146096.3408 0.2614 18.51
Dia 2 54665820.9883 273329104942 0.3675 3.46
Error 3 584586287.8533 | 743732385.5817

Con este anilisis se atirma que el método es reproducible, puesto que F cal < F critica: sin

embargo, cl método no es repetible, pues existe diferencia significativa del método

cltectuado cn diterentes dias (excepto para 340U ng).

ind el

del

(vari

analista, etc.) pudieron haber ocasionado un r

y a la repetibilidad.

d

do falso en

compuestos no d >

durante la reaccién de polimerizacion y que permanecen en el

en ia

a de

copolimero.

Se pucde ascgurar que crrores
iones de voltaje en el equipo, temperatura, criterio de!
> a la reproducibitidad
Estos resultados también se wven afectados por la presencia de

que gencralmente son producidos

Tales
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compuestos pueden ser: el eatalizador de la reaccion, polictilenglicol v polipropilenglicol,
residuos de oxido de ctileno o de propileno, ¢ impurezas de bajo peso molecular. Aunado a
esto, lu intensidad y ef desarrolio del color dependen dei porcentaje de oxido de etileno en

la moldéeula, asi como de la tamano de la mancha, lo cual puede ser causa de variaciones en

v
los resultados.”

De acuerdo a lo anterior se aprecia que el andlisis de variancia no siempre puede resultar
Lﬂllhﬂblc ya que pludc causar confusion ¥ provocar (ue se tome ungy decision incorrecta en

cuanto a la aceptacion del método.

6.4.b. LIiMITE DE DETECCION Y LIiMITE DE CUANTIFICACION

El limite de deteccién y de cuantificacion se determinaron analizando aplicaciones de ‘la
solucion madre de poloxamero 407 pero a bajas cantidades y se determind su ABC

corrcspondicme. En la tabla 27 se muestran las ABC que se obtuvieron.

Tabla 27. Arcas Bajo la Curva oblcmdas para aplicaciones a niveles bajos de polo‘amero
407 para determinar los limites de deteccion y cuantiticacion.

Cantidad (ng)] ABC (=)
839.0
550.44 867.8
8823
9551
sU0U.a8 Y6U.6
954.8
12335.6
700.56 1218.0
1226.9
15427
i1535.¢
15407
1704.5
900.72 1738.3
17181
1923 3
1000.80 1946.8
19432

o
<]
o
i

58

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Con los datos  de 1a tabla anterior se realizo un andlisis de regresion lineal » se obtuvo la

siguiettic ecuacian:

ABC =29871* Cantidad de Poloxanﬁero 407 =2714.1 (Ecuacion 8)

EEsta ecuacion se usd para estimar el ABC correspondiente’ para_cada nivel de cantidad

aplicada y se les determind sus respectivos intervalos. de confianza (limites de confinnza)

que son los resultados de la tabla 28,

amero 407 a cantidades
4 superior).

Tabla 28. Limites de confianza de las aplicaciones de polox
bajus.(LCI = Limiwe de confianza inferior, LCS = Limite de confiz

Cantidad (ng) Promedio LCI al 95% de la |LCS al 95% de la

ABC ('mmz) resp analitica |resp. a litica
0.0000 -550.7524 -383.4275
550.44 870.1489 841.8389 898.4589
A00.48 981.71641 947.4728 1015.9594
700 56 1234 8505 1216 5432 12532 1577
800 64 1477.9848 14602161 1495.7535
$00.72 1721.115168 1658.1085 1744.128%
1000.80 1664.25352 1876.5842 2051.9228

E! valor de ~383.4275, que corresponde al limite de confianza superior para la cantidad
0.00 ng, se interpold en la curva de regresion que se obtuvo para los datos de la tabla 28
(ABC vs Cantidad depPoloxamero 407). Sc estimo la cantidad de 34.4373 ng la cual
corresponde al limite de deteccion.

Para evaluar el limite de cuzmtiﬁcaciéuy se . propusieron 5 cantidades a aplicar cercanas al

limite de deteccion y se ducrmmaron sus ABC aphcando fa ccuacion 8. En la tabla 29 se

muestran dichos resultados.# =
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Tabla 29. Limites de confianza para las ABC pronosticadas por la ceuacion de regresion,

Cantidad (og) | ABC estirmada LCI de ABC LCS de ABC
()
35 -382.0610 -462.0318 -302.0502
45 -357.7670 -436.6845 -278.8495
S0 -335.6200 -424.2111 -267.2289
65 -2N9 1790 -385.9921 -232 3RS5Q
70 -297.0320 -371.3575 -222.7064

La cantidad de 65 ng corresponde al limite de cuantiticacion, debido a que su limite de
confianzn inferior (-385.9921) es ¢l que se encuentra mais cercano al limite de confianza

superior del intercepto (-383.4273).

En la tigura 17 se observa el gratico obtenido con los datos de limites de contianza.

Figura 17.  Grafica de los. limites de contianza de las ABC en funcién de la cantidad
aplicada de Poloxamero 407, ( »emer ABC estimada, ——— LCiy LCS)
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El limite de cuntiticacion se determind expermnentalmente, con base al intervalo de
camidades bajas de 550 a 1000 ng, medinnte fo evaluacion del coeliciente de variacion de
ios porcentajes de recuperacion para cada nivel de cantidad aplicada,  En la tabla 30 se
observa que el menor coeliciente de variacion corresponde a la cantidad de 800.64 ng,
tenicndose la mnejor precision, por lo tanto el limite de cuantificacion detenmninado
experimentalmente se encuentra en esa cantidad, obteniendose porcentajes de recuperacion

aceptables.

Tabla 30. Porcentajes de recuperacion a cantidades bajas de poloxamero 407 con sus
respectivos coeficientes de variacion.

Cantidad (ng) | Recuperacidn (%) CV o)
102.2354
550.44 99.73201 1.26110
101.3964
96.3078
600.98 96.8624 0.34128
96.2776
99.8587
700.56 98.6354 0.63822
99.3562
104.3786
800.64 1028982 0.23778
: 104.2433
§%.0344
900.72 100.9982 1.00547
99.6503
@7.90711
1000.8 99.1114 0.62064
98.9282
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C.

CONCLUSIONES

El método cromatogritico desarrollado fue adaptado satistactoriamente a las sigui
condiciones de trabajo: tase estacionarin C18 para ambos poloxameros, fase mowil
Cloroformo-Metanol (Y0U:10 para ¢l 188 y 8%:12 para el 407), A de 513 nm parael 188 v
dc 512 nm para ¢! 407, lampara dc tungstcno para ammbos casos, ticmpo de lavado de 30
minutos, tiempo de secado después de lavado de 20 minutos, tiempo de secado después

de aplicacion de 10 minutos, volumen de reactivo revelador de 1 ml.

La contiabilidad del sistema se veriticd con los resultados obtenidos encontrandose que
es lineal en el intervalo de cantidades aplicadas de 1000 a 4500 ng para poloxamero

188, y de 1 750 a 3500 ng para poloxamero 407,

El sistema mostré’ ser:exacto para~188 y para 407, puesto que los porcentajes de
recuperacion se enconlmron dunlro dc los limites especificados (98-102%%) y preciso

también para ambos

ficientes de variacion para las cantidades evaluadas,
fueron menores a 2% '
La repeublhdad qued' etm da dl. Iorma adecuada para 188 y no para 407; mientras
que la’ rcprodumbllldnd qi do dcfmdn pnra el 407, pero no para 188

El lumlc de delecclén Y. cl Imule de cuanlmcaclon de los dos obtenidos graticamente,

1, Teeed 1

Los r los experi: se

difieren de. Ios que se obxuvxeron expu

consideran mas cunhables que los datos a partir de la grafica de limites de contianza.

Las variaciones en la repetibilidad y la reproducibilidad pueden deberse a la presencia
de productos indeseables y/o impurezas provenientes de 1a reaccidn de polimerizacion,
o cual es una variable no controlable por el analista, asi como ¢l porcentaje de oxido de

ctileno en la molécula.
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rizcion (lemperatuea, humedad, variaciones de
voltgje de los equipos, porcentije de oxido de ctileno en ia molécuia, tamano de la

mancha, ete.),
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*

AL

PERSPECTUIVAS

Probar la confiabilidad del método desarrollado con mm.ﬂra; de produclo: comerciales
que contengan alguno o aunbos <urf’1cx.xmcs. o blen u\ pcrf'lc> d;. Ilb;.mcxon de

farmacos a partir de fonmas lann.lc;uncas en'las que su’m pnrtc dc su !onnulacwn (p.cj.

geles, parchcs (ran<denmco< nanopaniculas ctc )

Comparar el me(odo desarrollado por HPTLC ‘con:otro en el cual se cuantitique el

Poloxamero por Crumato;,r'lra dc E‘clusmn Molecular.
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ANEXO 1 CARACTERIS

Poloxamerao 188

CAS DE LOS SURFACTANTES

Naturaleza quimica: Copolimero en bloques de polioxietileno-polioxipropileno de térmula

general:

HO- (CHz - CHa - O)a- (CHa - L‘H - O)u- (CHz- CHa- O)a- H

CHxs

Donde A= 79 aproximadamente y'B=,28 apro’xinymdm‘nemg .

La porcion en peso de polioxie‘gilcno cs aproximadamente 80%. .

Descripeidn: - sustancia’ cerosa blanca o ligeramente amarilla con torma de microperlas;

olor débil.

Especificaciones: las especiticaciones tarmacopeicas se muestran en la tabla 31.

Tabla 31. Especiticaciones tarmacopeicas para ¢l poloxamero 188

Valor Hidroxilo 11-15
Peso molecular 7680-9510
% de agua <1.0
pH (2.5% en agua) 6.0-7.5
Oxido de etileno, ppm < i
Oxido de propileno, ppin =5
1,3-Dioxano, ppimn =S

% Peso de polioxietileno 79.9-83.7
Insaturacion, meq/g V.UI8-0.034
Metales pesados, ppm <10
Punto de fusiéon, °C §2-57
% de Residuos de sulfato <4
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Sotubiticdad: el poloxamero - 188 se-solubiliza rapidiimente en  etanol,
ripidmnente en agua para dar una solucion opalescente, es insoluble en dietiléter, purafina y

acidos grasos.

La solubilidad de este compuesto en solventes organicos se muestra en la Tabla 32,

Tabla 32. Solubilidad del poloxamero 188 en distintos solventes

Solvente Solubilidad
Cloruro de metileno Aprox. 35%
Cloroformo Aprox. 40%
Acetonitrilo Aprox. 20%
Acetona Aprox. 2%
Acctato de ctilo Aprox. 1.5%

Aplicaciones: el poloxamero 188 es utilizado como emulsiticante y solubilizante, también
en aplicaciones parenterales. Su  efecto solubilizante no depende de la formacion de
micelas.  Sin embargo, el 188 se usa como agente dispersante y de mojado para la
preparacién  de dispersiones solidas y para mejorar la solubilidad, absorcion y
biodisponibilidad de farmacos de baja solubilidad en formas de dosificacion orales s6lidas.
ueden ser usados con este propdsito en granulacion por fusiéon y en granulacion por spray.

Ademas éste poloxamero  puede ser utilizado como " coemulsiticante en cremas: y

emulsiones, como estabili de susp y como lubricante de tabletas.

El 188 ha sido utilizado tambien como agente emulsificante para fluorocarbonos usados en
sangre artiticial y en la preparacion de sistemas dispersos sélidos.

Terapéuticamente, se administra oralmente como agente de mojado y lubricante en el
tratamiento de la constipacion; se usa generalinente en combinacion con un laxante como cf
dantron.””
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Poloxamero 307

Naruraleza quimica:  polioxictileno-polioxipropileno en bloques con la siguiente formula:

Ha
OM- (CHz - CHaz — O)a - (CHaz= CH = O)u ~ (CHz = CHz ~O)a - I

Donde A=98 y"B= 57"

La fraccion masa de polioxictileno es 73%
Descripciin: polvo grueso, blanco, casi inodoro e insipido, con consistencia cerosa

Ispecificaciones: las especificaciones tarmacopeicas se muestran en la tabla 33,

Tabla 33. Especificaciones farmacopeicas para poloxamero 407

Valor dc hidroxilo 8-11
Masa molecular calculada a partir del 9B40-13600

valor hidroxilo

pH (al 2.5% en agmn) 5.0-7.5
Metales pesados 20 ppm_max.

Apua (método de Karl Fischer) 1%
xida de etileno libre 1 ppm max

Punto de fusién, °C 53-57
Fraccidn masa de polioxictileno (2%6) 732+1.7

Solubitidad: el poloxamero 407 es soluble en agua y mezclas de alcoho! y agua, pero es

insoluble en dietil éter, cera de parafina y acidos grasos.

co Isiticante, ag

Aplicaciones: el 407 se usa como engrosador, ag geliti
para dar cuerpo cn cremas y emulsiones liquidas. Otra aplicacion es como solubilizante de

cicrias sustancias activas y aceites esenciales en preparaciones farmaceuticas y cosmeticas.
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El paloxamero 407 es de particular interés debido a que las soluciones concentradas (> 20%
p/p) del copolimero sc transtorman de soluciones transparentes de baja viscosidad a geles
solidos al calentarse con la temperatura corporal. Esta caracteristica peculiar sugiere que
cuando sc vacian en la picl o son inyectados dentro de una cavidad del cuerpo. la
preparacion en gel formara una barrera solida artificial ¥ un depdsito de liberacion
sostenida. *™%° Asimismo, el 407 ha sido reportado como ¢l de menor toxicidad de todos
los copolimeros que se encuentran comercialmente disponibles.®” '
Este poloxamero muestra una buena biocompatibilidad vy debe ser (il como vehiculo de
fanmacos para sistemas de liberacion topicos.

Los geles termorreversibles de este copolimero han sido investigados como ‘sistemas de

liberacion de farmacos para formas oftalmicas, rectales, nasales y subcutaneas,™ %%

En la tabla 34 se presentan las especificaciones farmacopeicas para los dos mencionados

- 3
arriba.*’

Tabla 34. Especificaciones farmacopeicas para poloxamero 188 y poloxamero 407 (BP =
Britanic Phannacopeia; USP = United States Pharmacopeia)

Prueba BP uUspe
Claridad v color en solucién + -
Punto de fusion 52-55"C -
Peso molecular promedio
Para Poloxamero 188 7680-9510 7680-9510
Para Poloxamero 407 - 9840-14 600
Porcentaje en peso de
oxietileno + 81.8x19
Para Poloxamero 188 - 732+ 1.7
Para Poloxamero 407
pH (en solucién 1 a 40) 6.0-7.5 5.0-7.5
Insaturaciéon (mEq/g) .
Para Poloxamero 188 - 0.026 + 0.008
Para Poloxamero 407 - 0.048 £ 0.017
Melales Pesados < 10 ppm < 0.002%
Impurezas organicas volatiles | - +
Agua < 1.0% -
Oxido de etileno, oxido dej+ < 5 ppm
propileno y 1,4-dioxano libres

68
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ANEXO 2 FORMULARIO

LINEALIDAD

Para determinar los parametros estadisticos de regresion se utilizaron las siguientes

cecuaciones:

- pendiente (in)

m= Ay =3x3y
ny xy— (O x)F

- ordenada al origen (b)

o 2
n o

- coecfici de determinacion (%)

‘r_-. - h_’JZx,: —(z‘x,):/nJ
> —(Zy,)’/n

- coeficiente de correlacién ()

r=
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Para evaluar que la recta pasa por ¢l origen, se establece una hipotesis y se utilizan las

siguientes fGrmulas:

- Error.tipico de la rcgrc§i6n {(Syn)

1 oy 2 2op?

5 + (8Sy =m*8«)

Sx = variancia de'x
Sy = varianciade y
m = pendiente

- Prueba de “t™

=
A3

7 ST

tcal=

t critica: | - /2, gl=n—-2
Se realiza un analisis de variancia para estudiar las variaciones en la recta, y se construye fa

siguiente tabla:

Fuente de Grados de Suma de Pr dio de | F calculad F critico
variacién libertad cuadrados los cuadrados (¢ =0.05)
Desviacién de r-1 a qf(r-1) CM/CMp | ---eeee

medias debida
ala regresidén

Desviacién n-r az qz/(n-r)
debida a la
me.diz_:
e | o TESIS CON
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Donde:

r = repeticiones
n = nimnero de datos

og=1—45- Desviaciones totales al cuadrado
ra o o N
=33, Suma de cuadrados de todos los valores

=1 k=1

Suma dc todos los valores (gran total)

B= gy ¢ &2 Ky

g, = 5‘;'2 - “‘;’:F»o- ...... + “‘;’: -g Desviaciones de los puntos con respecto a-la
- ¢ ' ) recta.
s =~ ¢, Desviaciones de cada punto con respecto a su
propia media.
CMi = aqi/(r -1) Cuadrado medio de la regresion.
CMz= qaf(n-r) Cuadrado medio de la media.
PRECISION

Para evaluar la precision se determina el C.V., mediante la siguiente térmula:

&
C.V.= =-*100
X

>

TESIS CON
Donde: FALLA DE ORIGEN

S = desviacion estandar
X = media aritnética

REPETIBILIDAD
Para determinar si existe diferencia entre los resultados obtenidos en diterentes dias
(repetibilidad), se usaron las siguientes ecuaciones:

k]



R e
o (o1, +113)

.

t critica: a =0.05, gl.=n1
Donde:

ny=total de datos del dia 1.
na = total de datos del dia 2.
nr = numero total de datos

X1 = valor promedio del dia 1.
X1 = valor promedio del dia 2.
S1 = desviacion estandar del dia 1.
S = desviacion estandar del dia 2.

S = desviacion estandar total.

REPRODUCIBILIDAD

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Para la evaluacion de ta reproducibilidad, se emplearon las ecuaciones que a continuacién

se presentan:

Los grados de libertad se calcularon de {a siguiente mancra:

Fuente de |Grados de Suma de Cuadrados F cal F critica

variacién libertad cuadrados medios {ce=0.05)
Analista 8la SCa SCa/gla=CMa |CML/CMp 3000
Dia glp SCp SCp/glp=CMp |CMp/CMg KoK
Error &r SCg SCr/ghk=CMg
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A,—a-—1 a = Total de analistas

D= (d ~ Da d = Total de dias
Epayom— (r - ab r = Namero de rcbcticioqcs

La suma de cuadrados se determing con las siguientes ecuaciones:

S~y 2 . R DY cecr s D e
NCr, = ~2’—L- A . Suma de cuadrados del analista
: rd adr : L T, .
)2 ¥y L 2 i
NC,, = Z;L - Z;i‘-— : : Suma de cuadrados de los dias
. S~ 32 X oo
DY Swna de cuadrados del error

LIMITE DI DETECCION ¥ DE CUANTIFICACION
Para calcular. los  limites de confianza superior e inferior se aplicaron las siguientes

¢cuaciones:

LCS y LCI= pr

a-5H

n—1 ONC- IS 3 0
1'/V"_,’ +(Sy m=8Sx*)

Donde: ?IIESIS CON
FALLA DE ORIGEN

£ = respuesta pronosticada

SN, .= crror tipico de la regresion
N

Xy = cantidades (ng) bajas
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x = media de Ia regresion de cuntidades bajas
©X = sumatoria de X

X = sumatoria de X al cuadrado

5 — pamero de datos

t eritica= 1-/2, gl=n-2
Ademas el CV:

cv = ~: 100

TESIS COM
FALLA ™7

1
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