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Capitulo 1
INTRODUCCION Y OBJETIVO

Todo producto farmacéutico debe reunir atributos de identidad, pureza, potencia,
inocuidad y disponibilidad para cumplir con los aspectos normativos oficiales e
internos y no menos importantes los éticos, por lo que si un método analitico, que
finalmente es el medidor de las caracteristicas criticas de calidad del producto, no

es confiable, se corre el grave riesgo de afectar al usuario final que es el paciente.

Los métodos analiticos constituyen “un sistema critico en el aseguramiento de
calidad de una empresa farmacéutica, ya que impactan de manera directa en la

calidad del producto”. *

Desde hace afios existe una serie de métodos analiticos para la cuantificacion de
principios activos, sin embargo, dado que la tecnologia avanza y los equipos van
siendo cada dia mas sensibles y especificos, en muchas ocasiones, es necesario

hacer modificaciones para contar con un método analitico vigente.

El fominoben es un farmaco indicado en el tratamiento de la tos seca, irritante, en
la tos del fumador y en el tratamiento postoperatorio donde otros antitusivos estan
contraindicados. Se ha demostrado que el fominoben en suspension es un
medicamento que al emplearse no provoca riesgo de habituacion o adiccién, asi
mismo en la actualidad sélo existe este producto en presentacion de suspension

oral.



El Laboratorio Boehringer Ingelheim Promeco desarrollé un método analitico para
cuantificar fominoben en la forma farmacéutica de suspension oral. Este método
no es farmacopeico y ademas, consultando en la bibliografia y en los
antecedentes sobre este principio activo, se encontré que no aparecen publicados
métodos para la cuantificacion del fominoben, por lo que es importante realizar la
validacién de este método analitico, ya que debe ser lo suficientemente sensible

para permitir la cuantificacion del fominoben, en forma confiable.
Con base en lo anterior, se llevo a cabo el presente trabajo cuyo objetivo fue:

Validar un método analitico por Cromatografia de Liquidos de Alta Resblucic’:n
(CLAR), para cuantificar el principio activo fominoben, asi como los conservadores
metilparabeno y propilparabeno, presentes en una suspension oral que contiene
1.6 g de fominoben, 0.080 g de metilparabeno y 0.020 g de propilparabeno en 100

mL de suspension.



Capitulo 2
GENERALIDADES

2.1. Monografia de Fominoben. '

Nombre Quimico:

* N-[3-cloro-2-[[metil-[2-(4-morfolinil)-2-oxoetil]Jamino]metilfenillbenzamida
* 3'-cloro-a-[metil[(morfolinocarbonil)metilJamino]-o-benzotoluidido

*  3’-cloro-B-[N-metil-N-[(morfolinocarbonil)metiljJaminometil]benzalinida

Férmula Condensada: C;1H24CIN3O3

Estructura:

o)

Figura 1. Estructura quimica del Fominoben
Masa Molecular: 401.89 g/mol

Punto de fusién: 122.5-123°C

2.1.1. Propiedades Fisicoquimicas.

Descripcién: Polvo cristalino blanco, practicamente inodoro y amargo.



Solubilidad: Muy soluble en disolventes organicos, asi 100 mg se disuelven en 1
mL de acetona, 2 mL de cloroformo y 10 mL de metanol. La solubilidad en agua es
de 5 mg en 100 mL. La solubilidad en solucién de fosfato Sorensen 0.07 M y

solucion amortiguadora de fosfatos pH 6, es de 6 mg en 100 mL.

2.1.2. Farmacocinética y Mecanismo de accion. 2

Se han llevado a cabo diferentes estudios para evaluar la seguridad de fominoben.
Por ejemplo, en ratas, ratones y conejos se evaluo la influencia del fominoben, en
la fertilidad, encontrandose que no influye en la fertilidad, tampoco se encontraron
efectos teratogénicos ni mutagénicos en estas especies animales, lo que le da a
este farmaco caracter de seguridad. '* El tnico efecto secundario encontrado fue
en ratas, en las que se observé que presenta propiedades ansioliticas parecidas a
las de las benzodiazepinas. °

También se evalud la toxicidad en ratas y perros, a los cuales se les administré
dosis altas de fominoben, sin encontrar dafos organicos en pancreas, higado,

corazén, pulmén, colon, rifidn, intestino, ovarios, utero, hipdfisis, cerebro y piel. '

En relacién con los estudios en humanos, se evalud la farmacocinética del
Fominoben, en siete voluntarios de sexo masculino y tres de sexo femenino, a
quienes se les administré una dosis de 160 mg de Fominoben por via oral, asi
como por via intravenosa. Los resultados mostraron que el tiempo de vida media

se encuentra entre 7 y 9 horas.?

La absorcién del fominoben, es rapida. La concentracion maxima en plasma se
presenta a las 2 horas después de haber sido administrado por via oral, para
luego descender rapidamente. Si bien el farmaco se distribuye en todos los tejidos,
se encuentran niveles elevados en el tracto gastrointestinal, en higado y en

rinones.



Alrededor del 60% de la dosis administrada por via oral se elimina por la orina
después de 72 horas. El farmaco se metaboliza exclusivamente en el higado. Se
forman cuando menos 8 metabolitos, los cuales no tienen actividad farmacoldgica

y no se observa acumulacién en érganos ni tejidos.

“«— 1 P \ g |
=0 =0 (=0
FoM 2:4'-- OH FoM 0 FoM 5
FoM 2:6'-- OH

| 5
Y S o

FoM 3:4 - OH FoM 1 FoM 6
FoM 3":6 - OH i

* El asterisco se refiere a conjugado

Fig. 2. Metabolitos de fominoben después de su administracién oral ',



Mecanismo de accion.

El fominoben inhibe el centro tusigeno, sin ejercer efecto central de tipo depresor,
sedante o analgésico. El efecto antitusivo que se logra con 40 a 80 mg de

fominoben, corresponde al obtenido con 15 a 30 mg de codeina.

La inhibicién selectiva del centro tusigeno con actividad equivalente a la de la
codeina, con accion respiratoria analéptica, pero sin efecto depresor, se debe a
que su mecanismo de accion es diferente al de cualquier otro antitusivo, ya que

esta relacionado con la potenciacién de los sistemas inhibitorios del centro

tusigeno.

En cuanto al efecto analéptico respiratorio, se ha observado que con la
administracion de fominoben, se incrementa la presion parcial arterial de oxigeno
(Pa0), lo cual se considera que puede ser causado por un aumento en la
ventilacion alveolar, a través de la estimulacidon directa del centro respiratorio, o
por un aumento en la relacion ventilacion-perfusion, debido a una mejoria en el
intercambio gaseoso derivado del decremento de la diferencia alveolo arterial de
oxigeno (A-aDO0,).

Este farmaco no presenta interacciones medicamentosas, por lo que no existe

riesgo en su administracién, aun cuando se esté tomando otro medicamento.

2.1.3. Aplicaciones Terapéuticas.'

Su uso principal es como antitusivo. Esta indicado en el tratamiento de la tos seca,
irritante, principalmente durante las noches, en la tos de fumador y en estados
postoperatorios donde otros antitusivos que deprimen el centro respiratorio, estan
contraindicados (reseccion pulmonar, infiltracion inflamatoria, silicosis, sarcoidosis,

tumor, tuberculosis o absceso pulmonar).



Se usa también como auxiliar en el tratamiento de enfermedades que provocan
obstruccion cronica del tracto respiratorio, con respiracion parcial o insuficiencia

global y concomitante con falla del ventriculo derecho del corazon.

2.1.4. Precauciones.?

El Fominoben ha demostrado ser un medicamento que en su empleo no da lugar a
riesgo de habituacion o adiccién por lo que es de gran utilidad en el tratamiento de
todo tipo de tos.

En 2.9 % de los casos se han reportado efectos secundarios como ﬁéusea,
vomito, diarrea, molestias gastrointestinales, temblor, mareos o cefaleas, sin
relacién con las dosis empleadas y que ceden con la supresién del medicamento.
A dosis mayores de las indicadas en la terapéutica, pueden presentarse

convulsiones.
2.2. Monografia de Metilparabeno. '
Nombre Quimico: 4-hidroxibenzoato de metilo,

* p-hidroxibenzoato de metilo,

* Nipagin M,

*

Tegosept M,
* Metil quemosept,
* Metil parasept.

Férmula Condensada: CgHgO3



Estructura:

OCHjs

HO

Figura 3. Estructura quimica del Metilparabeno

Masa Molecular: 152.15 g/mol

Punto de fusién: 131 °C

2.2.1. Propiedades Fisicoquimicas. *

Descripcion™: Cristales pequenos incoloros o polvo cristalino blanco.
Solubilidad™: Faciimente soluble en alcohol, éter dietilico y propilenglicol;
soluble en agua a ebullicién, ligeramente soluble en agua, en benceno y en
tetracloruro de carbono.

pka':84a22°C

Kp'': En miristato de isopropilo: 18.0, en lanolina: 7.0 y en aceite mineral: 0.1.
Uso: Se usa como conservador en comidas, bebidas, cosméticos vy
medicamentos. Tiene actividad antifangica y antibacteriana.

2.3. Monografia de Propilparabeno’.

Nombre Quimico: 4-hidroxibenzoato de propilo,



p-hidroxibenzoato de propilo,

Solbrol P,
Propil parasept.

*

* Nipasol M,
*

*

Formula Condensada: CyoH1203
Estructura:

CH
0/\/ 3

HO

Figura 4. Estructura quimica del Propilparabeno
Masa Molecular: 180.20 g/mol

Punto de fusion: 96° -97° C

2.31. Propiedades Fisicoquimicas.’
Descripcién™: Cristales incoloros o polvo blanco cristalino.

Solubilidad: Muy soluble en metanol, alcohol, alcohol anhidro, acetona y éter

dietilico; ligeramente soluble en agua a ebullicién, ligeramente soluble en agua.
pka':84a22°C

Kp': En aceite mineral: 0.5, en aceite de maiz: 58.



Uso: Se usa como conservador en comidas, bebidas, cosméticos vy

medicamentos, con actividad antifungica y antibacteriana.

2.4. Validacion de métodos analiticos

Se define como validacion a la evidencia experimental documentada de que un
procedimiento cumple con el propésito para el que fue disenado. La “validacion de
un método analitico es un proceso por el cual se demuestra, por estudios de
laboratorio que la capacidad del método satisface los requisitos para las

aplicaciones analiticas deseadas™.

La validacion de métodos analiticos es parte fundamental del desarrollo de una
nueva formulacion y de la técnica de andlisis para el control de calidad de una
forma farmacéutica, ya que es durante esta secuencia de pruebas y analisis, en
donde el quimico se da cuenta si el método, al evaluarse sistematicamente,

cumple con los propdsitos para los cuales fue disefiado.’

Un método analitico se define como la descripcion de la secuencia de actividades,
recursos materiales y parametros que deben cumplir, para llevar a cabo el analisis
de un componente especifico de la muestra. Un analito se define como un
componente especifico en una muestra, a medir en un analisis, por [o que un
método analitico mide un componente especifico (analito) en una muestra y como
todo proceso de medicion, éste debe ser confiable para ser utilizado con un

proposito definido.

Los parametros importantes en la validacion de un método analitico son los

siguientes:



2.4.1. Linealidad.
Es la capacidad del método para asegurar que los resultados analiticos obtenidos

directamente, o mediante una transformacion matematica bien definida, son
proporcionales a la concentracion de la sustancia de interés, dentro de un intervalo

de concentracion establecida.

2.4.2. Intervalo.

Esta definido por las concentraciones superior e inferior de la sustancia
(incluyendo estos niveles) en las cuales se ha demostrado que el método es
preciso, exacto y lineal. El intervalo se expresa en las mismas unidades que los

resultados de la prueba.

2.4.3. Exactitud.

Es la concordancia entre un valor obtenido experimentalmente, aplicando el
método para determinar un analito en la muestra, y el valor verdadero de
referencia de la concentracion del analito, en esa muestra. Se expresa como el por
ciento de recobro obtenido del andlisis de muestras a las que se les han

adicionado cantidades conocidas de la sustancia por analizar.

2.4.4. Precision.

Es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos de una muestra
homogénea del producto.

La precisién es una medida del grado de reproducibilidad y/o repetibilidad del

método analitico, bajo las condiciones normales de operacion.

2.4.5. Reproducibilidad.
Precision de un método analitico, expresada como la concordancia entre
determinaciones independientes, realizadas por diferentes laboratorios o por

diferentes analistas.



2.4.6. Repetibilidad.
Precision de un método analitico, expresada como la concordancia obtenida entre

determinaciones independientes, realizadas por un solo analista, bajo las mismas

condiciones de operacion (tiempo, aparato, laboratorio, etc).

2.4.7. Precision intermedia.
Es la precision de un método analitico expresada como la concordancia obtenida
entre determinaciones independientes, realizadas bajo condiciones diferentes de

operacién (analista, tiempo, equipos, etc), en un mismo laboratorio.

2.4.8. Especificidad (Selectividad).

Es la habilidad de un método analitico para obtener una respuesta debida
unicamente a la sustancia de interés y no a otros componentes de la muestra. Los
excipientes, las sustancias relacionadas de sintesis y degradacion, los disolventes
residuales, las impurezas, etc., no deben interferir ni influenciar el resultado

analitico.

2.4.9. Limite de deteccidn.
Es la minima concentraciéon de una sustancia en una muestra, que puede ser
detectada pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de operacion

establecidas.

2.4.10. Limite de cuantificacion.
Es la minima concentracion de una sustancia en una muestra, que puede ser
determinada con precision y exactitud aceptable, bajo las condiciones de

operacion establecidas.

2.4.11. Tolerancia.
Es la medida de la capacidad del método de permanecer inalterable ante
pequefnas variaciones en los parametros, lo que da una indicacion de su

confiabilidad durante su uso normal.



2.4.12. Robustez.
Es el grado de reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos por el

anélisis de la misma muestra, bajo modificaciones de las condiciones normales de
operacion, tales como: diferentes temperaturas, diferentes lotes de reactivos,
distintas columnas, diferentes sistemas de elusién o tipos de empaque (soporte,
fase estacionaria, etc), variaciones en las condiciones ambientales, etc. Es
normalmente expresado como la falta de influencia de variables ambientales sobre
los resultados obtenidos al aplicar el método analitico. Es una medida de la

reproducibilidad de un laboratorio a otro o de un analista a otro.

2.4.13. Estabilidad de la muestra.
Es la propiedad de la muestra preparada para su cuantificacién, de conservar su
identidad fisicoquimica y la concentracion de la sustancia de interés, después de

almacenarse durante un tiempo determinado, bajo condiciones especificas.

2.4.14. Adecuabilidad del sistema.
Verificacion de que un sistema (instrumento, analista, equipo, sustancia de
referencia, entre otros), opera con base en criterios preestablecidos, que permitan

asegurar la confiabilidad de los resultados de un método analitico.
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Capitulo 3
PARTE EXPERIMENTAL

Para llevar a cabo el presente trabajo se realizé una serie de actividades, las
cuales se muestran en la figura siguiente:

Investigacion bibliogréafica

4

Validacion del método analitico para la cuantificacion de fominoben,
en suspension.

Linealidad Validacion de sistema

Validacion del método

Precision

@eproducibilidad C
Repetibilidad

[Lr’mites de deteccion y cuantificacién]

Exactitud

Estabilidad

4_l

Especificidad

Tolerancia

Fig. 5
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3.1. Método Analitico por Cromatografia de Liquidos (CLAR) para cuantificar
Fominoben, Metilparabeno y Propilparabeno en una suspensioén oral.

3.1.1. Reactivos, Equipo y Materiales.

Reactivos.
* Acetonitrilo HPLC EMD, Merck Lote AX0142-1
* Metanol HPLC EMD, Merck Lote MX075-1

* Fosfato de Monobasico de Potasio (KH2POQ4), Merck Lote A433273 318

* Fosfato disodico dihidratado (Na;HP04.2H,0), Merck Lote K30749780 230
* Agua HPLC, obtenida a partir de agua destilada y desionizada con equipo Milli Q
Waters System.

* Suspension oral de Fominoben Lote 353876 y 355022
Contiene: 1.6 g de fominoben, 0.080 g metilparabeno, 0.020 g propilparabeno en

100 mL.

* Placebo Lote LP0312-06 y LP0401-1
Estandares secundarios de: (Pureza 100.0 %)
Fominoben Lote 0002A/99004

Metilparabeno Lote 0005/191689
Propilparabeno Lote 0004A/190858

Equipo.

Cromatografo WATERS

Modelos:

Bomba 510MX55SM3224M Bomba 510510-144336
Automuestreador 717MX6BM5701M Detector 486

Longitud de onda variable MX6BM&6070M Horno MO1CHM594M



Materiales.
Columna: Lichrospher 100, RP 18 de 125 x 3 mm, 5 um (Merck).

Columna:  Lichrosorb RP 18, 5 pm, 125 x 4 mm (Merck).
Precolumna: Purospher RP 18, 1 cm (Merck).
3.1.2. Preparacion de Soluciones.

3.1.2.1. Preparacion de la fase movil

Solucién de KH,POy:
Pesar aproximadamente 9.078 g de KH,POy, colocar en un matraz de 1000 mL,

disolver, llevar a volumen con agua y mezclar.

Solucion de Na>,HP04.2H,0:
Pesar aproximadamente 11.876 g de Na,HP04.2H,0, colocarlos en un matraz de

1000 mL, disolver, llevar a volumen con agua y mezclar.

Solucion Buffer de Fosfato Sorensen pH 6.8:
Mezclar 1000 mL de la solucion de KH,PQO4 con 1000 mL de la solucion de
Naz;HPO4.2H,0.

Fase movil:
Mezclar 600 mL de solucién buffer de fosfatos Sorensen pH 6.8, con 400 mL de

acetonitrilo. Desgasificar por filtracién con ayuda de vacio.



3.1.2.2. Preparacion de soluciones de referencia.

Preparacion de la solucién de referencia de conservadores.

Pesar con exactitud aproximadamente 20.0 mg de 4-hidroxibenzoato de propilo y
80.0 mg de 4-hidroxibenzoato de metilo sustancias de referencia y transferir a un
matraz volumétrico de 100.0 mL, disolver y llevar a volumen con metanol. Preparar
por duplicado.

Las concentraciones finales son: propilparabeno 0.2 mg/mL y metilparabeno 0.8

mg/mL.

Preparacion de la solucién de referencia de fominoben y conservadores;.
Transferir 5.0 mL de la solucion de referencia de conservadores, a un matraz
volumétrico de 100.0 mL, pesar con exactitud aproximadamente 80.0 mg de
fominoben base, sustancia de referencia, transferir al mismo matraz, disolver y
llevar a volumen con metanol. Filtrar en papel Whatman 1, desechando los
primeros mililitros e inmediatamente llenar el vial de donde se tomara la muestra
para inyeccion. Preparar por duplicado.

La concentracion final de propilparabeno es 0.01 mg/mL, la de metilparabeno es
0.04 mg/mL y la de fominoben es 0.80 mg/mL.

Estas concentraciones equivalen al 50 % de lo que contiene la suspension oral,

pero la proporcion es la misma.

3.1.2.3. Preparacion de la curva patrén

Para la preparacion de la curva patrén se sigui6 el procedimiento que se describe
a continuacion:

Se preparé una solucidon stock pesando 400 mg de fominoben, 5 mg de
propilparabeno y 20 mg de metilparabeno los cuales se colocaron en un matraz de
25 mL y se llevé a volumen con metanol. Esta solucién contiene 16 mg/mL de
fominoben, 0.2 mg/mL de propilparabeno y 0.8 mg/mL de metilparabeno. De esta



solucidn se tomaron alicuotas para preparar las concentraciones requeridas en la
curva patrén.

Se tomo una alicuota de 2 mL de la solucion Stock y se colocoé en un matraz de
100 mL, llevando a volumen con metanol, para obtener la solucién conteniendo
0.32 mg/mL de fominoben, 0.004 mg/mL de propilparabeno y 0.016 mg/mL de
metilparabeno. Esta concentracidn equivale al 40 %.

Se tomo una alicuota de 4 mL de la solucion Stock y se colocd en un matraz de
100 mL, llevando a volumen con metanol, con ello se obtiene una concentracién
de 0.64 mg/mL de fominoben, 0.008 mg/mL de propilparabeno y 0.032 mg/mL de
metilparabeno. Esta concentracion equivale a 80 %. .

Se tomd una alicuota de 5 mL de la solucion Stock y se colocd en un matraz de
100 mL, llevandose a volumen con metanol, para obtener una concentracion de
0.8 mg/mL de fominoben, 0.01 mg/mL de propilparabeno y 0.04 mg/mL de
metilparabeno. Esta concentracion equivale a 100 %.

Se tomo una alicuota de 6 mL de la solucién Stock y se colocé en un matraz de
100 mL, llevandose a volumen con metanol, para obtener asi una concentracion
de 0.96 mg/mL de fominoben, 0.012 mg/mL de propilparabeno y 0.048 mg/mL de
metilparabeno. Esta concentracion equivale a 120 %.

Se tomo una alicuota de 4 mL de la solucion Stock y se colocd en un matraz de 50
mL, llevandose a volumen con metanol, obteniendo asi una concentracién de 1.28
mg/mL de fominoben, 0.016 mg/mL de propilparabeno y 0.064 mg/mL de
metilparabeno. Esta concentracion equivale a 160 %.

3.1.3. Método analitico para cuantificar fominoben en la suspensién oral.

Agitar mecanicamente con barra magnética el frasco conteniendo la suspension
oral durante 30 minutos. Abrir el frasco y retirar la barra magnética, cerrar y agitar
manualmente durante 1 minuto. Inmediatamente pesar con exactitud alrededor de
6.1 g de la suspension oral (equivalente a 5.5 mL), tomar la muestra de la parte
media del frasco y transferir a un matraz volumétrico de 100 mL, adicionar 60 mL
de metanol, agitar en vortex 5 minutos y llevar a volumen con el mismo disolvente.
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Filtrar en papel Whatman 1 desechando los primeros mililitros e inmediatamente

llenar el vial para su inyeccién al cromatografo. Preparar por duplicado.

Analisis de la muestra del placebo.

El placebo fue preparado por el departamento de Tecnologia de la Produccién en
la planta de liquidgs del Laboratorio fabricante del producto. Este placebo contenia
todos los componentes de la suspension excepto el fominoben. EI método
utilizado para la cuantificacion del placebo fue el mismo que el empleado para la

suspension oral.

Condiciones Cromatograficas.

Las condiciones utilizadas fueron:

Columna: Lichrospher 100, RP 18 de 125 x 3 mm, 5 um (Merck).

Precolumna: Purospher RP 18, 1 cm (Merck).

Fase Mdvil: 600 mL de Solucion Buffer de fosfato Sorensen pH 6.8
400 mL de Acetonitrilo HPLC

Temperatura: Temperatura ambiente

Volumen de inyeccion: 20 pL

Flujo: 1.5 mL/min
Longitud de onda: 255 nm
Tiempo de corrida: 10 minutos

3.2. Validacion de un método analitico por CLAR para cuantificar

Fominoben, Metilparabeno y Propilparabeno en una suspensién oral.
El método analitico se validé tomando en consideracion los requerimientos

corporativos, asi como los parametros establecidos por las organizaciones

regulatorias internacionales.
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Los parametros a evaluar fueron los siguientes:

Especificidad, linealidad, exactitud, precision del método, precision intermedia,
limite de deteccion, limite de cuantificacion, tolerancia, estabilidad de soluciones
de referencia y soluciones de la muestra, estabilidad de fase movil. Estos
requisitos son los que estan indicados en el procedimiento normalizado de

operacion de la empresa para llevar a cabo la validacién de un método analitico.
A continuacion se describen las pruebas realizadas:

3.2.1. Adecuabilidad del sistema
Basandose en el método analitico, se inyecta 5 veces la solucion de referencia al
100 %, conteniendo 0.01 mg/mL de propilparabeno, 0.04 mg/mL de metiparabeno
y 0.80 mg/mL de fominoben, posteriormente se inyectd el duplicado de la solucién
de referencia, conteniendo la misma concentracion. El coeficiente de variacion de
las 6 inyecciones no debe exceder del 2 % y debe cumplir con los siguientes
parametros de adecuacion:
Factor de coleo: Nomas de 2.5
Retencién relativa (k’):  Metilparabeno aproximadamente 1.7
Propilparabeno aproximadamente 3.5
Fominoben aproximadamente 8.3

3.2.2. Especificidad

Empleando el método descrito, se analizaron soluciones de:

1. Sustancias de referencia de fominoben,metilparabeno y propilparabeno al 100%
2. Muestras de placebo

3. Muestras de la suspension oral

Cada solucién se preparé por duplicado y cada una de ellas se inyectd 2 veces.
Las soluciones se sometieron a diferentes condiciones de estrés, que se describen

a continuacion:
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1. Bafio Maria por una hora. Una vez preparadas las soluciones el matraz se
colocé en bafo Maria durante una hora y posteriormente se analiz6 por CLAR.

2. Luz U.V. por una hora. Las soluciones se colocaron bajo luz U. V. por una hora
y después se analizaron por CLAR.

3. HCI 1 N. Antes de llevar a volumen, se adicionaron 2 mL de HCI 1 N para su
analisis posterior.

4. NaOH 1 N. Antes de llevar a volumen, se adicionaron 2 mL NaOH y se siguid
el mismo método analisis.

5. H;0,. Antes de llevar a volumen las soluciones, se adicionaron 2 mL de

peréxido de hidrégeno y se analizaron empleando el método descrito.

3.2.3. Linealidad del sistema

Se evalud la linealidad de la respuesta preparando dos curvas de la solucion de
referencia, a cinco niveles diferentes de concentracion, en un intervalo de 40 a
160% de la concentracion tedrica que contiene la suspension oral. Para ello se
prepararon dos curvas y cada nivel se inyectd por triplicado. Se calculd la
pendiente, la ordenada al origen, el coeficiente de correlacion y el coeficiente de
determinacion.

Como bien se ha senalado en la preparacion de la curva patron (pagina 17), ésta

corresponde a la linealidad del sistema.

3.2.4. Exactitud del método

Se prepararon por ftriplicado muestras de placebos cargados con tres
concentraciones diferentes de fominoben, metilparabeno y propilparabeno, en el
intervalo de 80 al 120 % de la concentracion tedrica, y cada preparacion se inyectd
por triplicado. Se calculd el promedio y la desviacion estandar, asi como el

coeficiente de variacion de los porcentajes de recobro.
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Se utilizé este intervalo de concentraciones porque el procedimiento interno de la
empresa indica seleccionar al menos dos niveles, superior e inferior a la cantidad
de principio activo correspondiente al 100% de concentracién. El placebo utilizado
no contenia fominoben, metilparabeno ni propilparabeno, por lo que se le adiciond

la cantidad correspondiente al 100% de concentracién.

Se prepard una solucion Stock de conservadores pesando 80 mg de
metilparabeno y 20 mg de propilparabeno, los cuales se colocaron en un matraz
de 100 mL, llevando a volumen con metanol. En esta solucién se tuvo una
concentracion final de 0.8 mg/mL de metilparabeno y 0.2 mg/mL de

propilparabeno.

Se tomd una alicuota de 4 mL de la solucién Stock y se colocd en un matraz de
100 mL, se adicionaron 64 mg de fominoben y 6.1 g de placebo, se agregaron 60
mL de metanol y se agité en vortex por 5 minutos y posteriormente se llevo a
volumen con metanol. Teniendo como concentracion final 0.64 mg/mL de
fominoben, 0.032 mg/mL de metilparabeno y 0.008 mg/mL de propilparabeno, lo
que equivale al 80 %.

Se tomo una alicuota de 5 mL de la solucion Stock y se colocd en un matraz de
100 mL, se adicionaron 80 mg de fominoben y 6.1 g de placebo, se agregaron 60
mL de metanol y se agité en vortex por 5 minutos y posteriormente se llevo a
volumen con metanol. Teniendo como concentracién final 0.80 mg/mL de
fominoben, 0.04 mg/mL de metilparabeno y 0.01 mg/mL de propilparabeno, lo que
equivale al 100 %.

Se tomd una alicuota de 6 mL de la solucién Stock y se colocé en un matraz de
100 mL, se adicionaron 96 mg de fominoben y 6.1 g de placebo, se agregaron 60
mL de metanol y se agitd en vortex por 5 minutos y posteriormente se llevo a
volumen con metanol. Teniendo como concentraciéon final 0.96 mg/mL de
fominoben, 0.048 mg/mL de metilparabeno y 0.012 mg/mL de propilparabeno, lo
que equivale al 120 %.
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3.2.5. Precisién del método (Repetibilidad)

La precisién del método se evalud analizando 6 diferentes preparaciones de una
misma muestra de la suspensién oral a una concentracion del 100%, por un
analista, en dos dias, analizando tres preparaciones por dia y realizando tres
inyecciones por cada una.

Se calcularon el promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion de

los porcentajes de recobro obtenidos.

3.2.6. Precision intermedia (Reproducibilidad)

La precision intermedia se evalu6 analizando 6 diferentes preparaciones de una
misma muestra de la suspension oral, por dos analistas, en dos dias, analizando
tres preparaciones por dia, y realizando tres inyecciones por cada una.

Se calcularon el promedio, la desviacién estandar y el coeficiente de variacion de

los porcentajes de recobro obtenidos.

3.2.7. Limite de deteccidn y cuantificacion

Para la determinacion del limite de deteccion y del limite de cuantificacién, se
prepararon dos curvas de calibracion, en el intervalo de concentraciones del 5 a
30%. Se calcularon la pendiente, la desviacion estandar de la regresion y el
coeficiente de determinacion. Se emplearon distintas formulas' para calcular el

limite de deteccion y el de cuantificacion.

Se prepard una solucion Stock pesando 400 mg de fominoben, 5 mg de
propilparabeno, 20 mg de metilparabeno y se colocaron en un matraz de 100 mL,
llevando a volumen con metanol. La solucidon contiene 4 mg/mL de fominoben,
0.05 mg/mL de propilparabeno y 0.2 mg/mL de metilparabeno.

! Estas formulas corresponden a las mismas que se indican y se desarrollan en los resultados.

23



Se tomo una alicuota de 1 mL de la solucién Stock y se colocd en un matraz de
100 mL, llevando a volumen con metanol, de esta forma se obtuvo una
concentracion de 0.04 mg/mL de fominoben, 0.0005 mg/mL de propilparabeno y

0.002 mg/mL de metilparabeno, lo que equivale al 5 %.

Se tomo una alicuota de 2 mL de la solucién Stock y se colocd en un matraz de
100 mL, llevando a volumen con metanol, para obtener una concentracién de 0.08
mg/mL de fominoben, 0.001 mg/mL de propilparabeno y 0.004 mg/mL de

metilparabeno, lo que equivale al 10 %.

Se tomo una alicuota de 4 mL de la solucién Stock y se colocéd en un matraz de
100 mL, llevando a volumen con metanol, para obtener una concentracion de 0.16
mg/mL de fominoben, 0.002 mg/mL de propilparabeno y 0.008 mg/mL de

metilparabeno, lo que equivale al 20 %.

Se tomé una alicuota de 5 mL de la solucién Stock y se colocd en un matraz de
100 mL, llevando a volumen con metanol, para obtener una concentracion de
0.200 mg/mL de fominoben, 0.0025 mg/mL de propilparabeno y 0.010 mg/mL de

metilparabeno, lo que equivale al 25 %.

Se tomé una alicuota de 6 mL de la solucion Stock y se colocd en un matraz de
100 mL, llevando a volumen con metanol, para obtener una concentracién de 0.24
mg/mL de fominoben, 0.003 mg/mL de propilparabeno y 0.012 mg/mL de

metilparabeno, lo que equivale al 30 %.

3.2.8. Tolerancia.

La prueba de tolerancia se llevé a cabo realizando cambios en la polaridad de la
fase movil, utilizando otra columna similar, cambiando los filtros y evaluando la
estabilidad de las soluciones de referencia al 100% y muestras de producto

terminado. De los resultados obtenidos de los estudios efectuados con cada una
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de las condiciones, se calculd el coeficiente de variacién y se hizo una

comparacion entre éstos.
A continuacion se describen los procedimientos utilizados:

3.2.8.1. Cambios en la proporcién de la fase movil.

Se realizaron cambios en la proporcién de la fase maévil para observar como
afectaban éstos a los parametros cromatograficos, tanto al analizar muestras de
producto terminado, como las soluciones estandar al 100%.

Se analizaron utilizando fase movil en su proporcion normal (60:40, buffer
sorensen:acetonitrilo), con un aumento del 10% en la proporcion organica (50:50,
buffer sorensen:acetonitrilo) y con un aumento del 10% en la proporcién acuosa

(70:30, buffer sorensen:acetonitrilo).

3.2.8.2. Cambio de columna.

Para evaluar la tolerancia del método se empled una columna Lichrosorb RP-18,
5um, 125 x 4 mm Merck, similar a la empleada durante la validacién del método
(Lichrospher 100, RP-18 de 125 x 3 mm, 5um Merck). En cada una de ellas se
analizaron dos soluciones de referencia al 100% y tres muestras de producto
terminado y se compararon los porcentajes de recobro, asi como los resultados de
los parametros evaluados como son: los platos teéricos, el factor de coleo, el

factor de capacidad, el tiempo de retencion y el coeficiente de variacion obtenido.

3.2.8.3. Cambio de filtros.

Considerando que antes de inyectar las muestras al cromatégrafo éstas se deben
filtrar, se evalud la influencia del filtro. Para ello se prepararon muestras a una
concentracion del 100% , se filtraron a través de filtros Whatman de 0.2 um, y
filtros de nylon de 0.45 um. Se analizaron los porcentajes de recobro, asi como los

parametros cromatograficos.
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3.2.9. Estabilidad de muestras de producto terminado y soluciones de
referencia.

La estabilidad se evaluo preparando tres muestras de producto terminado y dos de
la solucion de referencia al 100%, las cuales fueron analizadas después de 12, 24,
48 y 72 horas.

Las muestras de producto terminado y las soluciones de referencia se
almacenaron a temperatura ambiente y en refrigeracién durante el tiempo indicado
y se analizaron. Los resultados se compararon con el obtenido con la solucion
estandar al 100 % preparada el dia del andlisis. Se calcularon los porcentajes de
recobro obtenidos en los diferentes tiempos y se hizo una comparacion entre
éstos. El criterio de aceptacion es que no debe de existir una diferencia mayor al

2%.

3.2.10. Estabilidad de la fase movil.

Se prepararon soluciones de referencia al 100 %, las cuales se analizaron
empleando la fase moévil preparada el mismo dia de andlisis. Una parte de la fase
movil se almacend en refrigeracion y la restante se almacend a temperatura
ambiente. A las 48 horas se prepararon nuevamente soluciones de referencia al
100% y se corrieron en la fase mévil almacenada, tanto a temperatura ambiente,

como en refrigeracion. Este procedimiento se repitié a los 7 dias.

Se compararon los resultados obtenidos en los diferentes dias y se determiné el

tiempo durante el cual puede almacenarse la fase movil.
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Capitulo 4
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

A continuacion se presentan los resultados de la validacién del método analitico
para la cuantificacion de fominoben, metilparabeno y propilparabeno en

suspension.

4.1. Especificidad del método analitico

En las figuras 13 a 28 del apéndice B se presentan los cromatogramas obtenidos.
En ellos se puede observar que el método analitico propuesto es especifico, al no
observarse ninguna senal debida a excipientes o a productos de degradacion de

los principios activos o excipientes.

4.2. Linealidad del sistema para la cuantificacion de Fominoben,
metilparabeno y propilparabeno.

En la tabla 1 se presentan los resultados de la prueba de linealidad del sistema del

fominoben en el intervalo de concentracion de 40 a 160 % y en la figura 6 se

muestra la gréfica correspondiente.
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TABLA 1

Valores individuales de concentracion-respuesta, resultantes de la cuantificacion
de fominoben en solucién de referencia.

NIVEL INYECCION | Curva | CONCENTRACION RESPUESTA FACTOR
% ( pg/mL) (AREA) (AREA/Con.)
1 320 5558077.0 17368.99
2 1 320 5865206.0 18328.77
3 320 5883909.0 18387.22
1 320 5859273.0 18310.23
o 2 320 5996243.5 18738.26
40 3 320 5936175.0 18550.55
1 640 11598111.0 18122.05
2 1 640 11580174.0 18094.02
3 640 11646386.5 18197.48
1 640 11487350.0 17948.98
2 2 640 12178482.5 19028.88
80 3 640 12137004.5 18964.07
1 800 14934685.0 18668.36
2 1 800 15092750.5 18865.94
3 800 14967381.0 18709.23
1 800 15245490.5 19056.86
2 2 800 15197218.0 18996.52
100 3 800 15228424.0 19035.53
1 960 18213734.5 18972.64
2 1 960 18234238.0 18994.00
3 960 18315186.0 19078.32
1 960 18718830.0 19498.78
2 2 960 17624935.0 18359.31
120 3 960 17500177.0 18229.35
1 1280 23888525.0 18662.91
2 1 1280 23949862.5 18710.83
3 1280 23955423.0 18715.17
1 1280 23484152.0 18346.99
2 2 1280 23673044.5 18494.57
160 3 1280 23476775.0 18341.23
Promedio= 18592.53
Desv. Est.= 43412
CVs= 23%
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Figura 6: Linealidad del sistema para la cuantificacion de Fominoben.

Al hacer el analisis estadistico, se encontré que el modelo que describe dicha

relacion se ajusta a una linea recta, cuya formula es la siguiente:

Pendiente (m) = 18748.24414
Ordenada al origen (b) = -84354.52917
Coeficiente de correlacion = 0.9987
Coeficiente de determinacion (r?) = 0.9975

Dado que el criterio de aceptacion es que el coeficiente de determinacién no debe

ser menor de 0.98, se demuestra la linealidad del sistema para el fominoben.
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En la tabla 2 se presentan los resultados de linealidad del sistema en el intervalo
de concentracién de 40 a 160 % para el metilparabeno y en la figura 7 se muestra

la grafica correspondiente.

TABLA 2

Valores individuales de concentracion-respuesta, resultantes de la cuantificacién
de metilparabeno en solucién estandar.

NIVEL INYECCION Curva CONCENTRACION RESPUESTA FACTOR
% ( pg/mL) (AREA) (AREA/Con.)
1 16 1084216.0 67763.50

2 1 16 1150489.0 71905.56

3 16 1140472.0 71279.50

1 16 1130762.0 70672.63

2 2 16 1166198.0 72887.38

40 3 16 1168373.0 73023.31
1 32 2244775.5 70149.23

2 1 32 2262729.0 70710.28

3 32 2247010.0 70219.06

1 32 2199323.0 68728.84

2 2 32 2323182.5 72599.45

80 3 32 . 2339078.0 73096.19
1 40 2858316.5 71457.91

2 1 40 2891183.5 72279.59

3 40 2853862.0 71346.55

1 40 2898380.5 72459.51

2 2 40 2902065.0 72551.63

100 3 40 2912406.0 72810.15
1 48 3446644.0 71805.08

2 1 48 3458618.0 72054 .54

3 48 3467327.0 72235.98

1 48 3538629.5 73721.45

2 2 48 3360150.0 70003.13
120 3 48 3310623.5 68971.32
1 64 4491199.0 70174.98

2 1 64 4505607.0 70400.11

3 64 4513458.0 70522.78
1 64 4400515.0 68758.05
2 2 64 4553315.0 71145.55

160 3 64 4409266.0 68894.78
Promedio= 71154.27

Desv. Est.= 1534.47

CV.= 22%
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Figura 7: Linealidad del sistema para la cuantificacion de Metilparabeno

Al hacer el andlisis estadistico, se encontré que el modelo que describe dicha

relacién se ajusta a una linea recta, cuya formula es la siguiente:

Pendiente (m) = 69858.79583
Ordenada al origen (b) = 46587.28333
Coeficiente de correlacion = 0.9986
Coeficiente de determinacion () =  0.9972

Dado que el criterio de aceptacion es que el coeficiente de determinacion no debe

ser menor de 0.98, se demuestra la linealidad del sistema para el metilparabeno.
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En la tabla 3 se presentan los resultados de linealidad del sistema en el intervalo
de concentracion de 40 a 160 % para el propilparabeno y en la figura 8 se muestra
la grafica correspondiente.

TABLA 3

Valores individuales de concentracién-respuesta, resultantes de la cuantificacion
de propilparabeno en solucion estandar.

NIVEL INYECCION Curva CONCENTRACION RESPUESTA FACTOR
% ( pg/mL) (AREA) (AREA/Con.)
1 4 240679.0 60169.75
2 1 4 254015.0 63503.75
3 4 263307.0 65826.75
1 4 251043.5 62760.88
2 2 4 257138.0 64284.50
40 3 4 258315.0 64578.75
1 8 512392.0 64049.00
2 1 8 508632.0 63579.00
3 8 510752.0 63844.00
1 8 496033.0 62004.13
2 2 8 526809.5 65851.19
80 3 8 520996.0 65124.50
1 10 656598.0 65659.80
2 1 10 655338.0 65533.80
3 10 664071.0 66407.10
1 10 657965.0 65796.50
2 2 10 659617.0 65961.70
100 3 10 662205.0 66220.50
1 12 797414.0 66451.17
2 1 12 803066.0 66922.17
3 12 800289.0 66690.75
1 12 809965.0 67497.08
2 2 12 769205.0 64100.42
120 3 12 756135.0 63011.25
1 16 1056868.0 66054.25
2 1 16 1061394.0 66337.13
3 16 1063683.0 66480.19
1 16 1033137.0 64571.06
2 2 16 1036411.0 64775.69
160 3 16 1049577.5 65598.59
Promedio= 64988.18
Desv. Est.= 1629.67
CV= 25%
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Figura 8: Linealidad del sistema para la cuantificacion de Propilparabeno

Al hacer el analisis estadistico, se encontrd que el modelo que describe dicha

relacion se ajusta a una linea recta, cuya férmula es la siguiente:

Pendiente (m) = 66625.74375
Ordenada al origen (b) = -13155.75417
Coeficiente de correlacién = 0.9989
Coeficiente de determinacion (r?) = 0.9978

Dado que el criterio de aceptacion es que el coeficiente de determinacion no debe

ser menor de 0.98, se demuestra la linealidad del sistema para el propilparabeno.
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4.3. Exactitud del método para la cuantificacion de fominoben,

metilparabeno y propilparabeno en una suspension oral.

En las tablas 4, 5 y 6 se muestran los datos de los porcentajes de recobro para
fominoben, metilparabeno y propilparabeno en suspension en un intervalo de

concentraciones de 80 a 120 %.

TABLA 4
Exactitud del método analitico para la cuantificacién de fominoben en suspensién.
NIVEL No. de inyeccion mg/mL mg/mL % de recobro

(%) Adicionados Recuperados .
1 0.640 0.643 100.4

2 0.640 0.645 100.9

3 0.640 0.653 102.0
1 0.640 0.631 98.5

80 2 0.640 0.647 101.0
3 0.640 0.631 98.6
1 0.640 0.633 98.9

2 0.640 0.645 100.9

3 0.640 0.648 101.3

1 0.800 0.814 101.7

2 0.800 0.812 101.5
3 0.800 0.809 101.1
1 0.800 0.799 99.9

100 2 0.800 0.800 100.0
3 0.800 0.802 100.3
1 0.800 0.787 98.3

2 0.800 0.804 100.6

3 0.800 0.806 100.8
1 0.960 0.950 99.0

2 0.960 0.965 100.5
3 0.960 0.971 101.1

1 0.960 0.963 100.4

120 2 0.960 0.974 101.5
3 0.960 0.979 102.0
1 0.960 0.957 99.7

2 0.960 0.963 100.3

3 0.960 0.971 101.2

PROMEDIO = 100.5 %

Desv. Est. = 05
CV.= 05%
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TABLA S

Exactitud del método para la cuantificacién de metilparabeno en suspension.

Nivel No. de Inyeccién mg/mL mg/mL % de recobro
(%) Adicionados Recuperados
1 0.032 0.032 100.8
2 0.032 0.032 101.2
3 0.032 0.033 102.4
1 0.032 0.032 99.1
80 2 0.032 0.032 101.6
3 0.032 0.032 99.3
1 0.032 0.032 99.9
2 0.032 0.032 101.6
3 0.032 0.033 102.1
1 0.040 0.041 102.2
2 0.040 0.041 102.0
3 0.040 0.041 101.7
1 0.040 0.040 100.4
100 2 0.040 0.040 100.6
3 0.040 0.040 100.7
1 0.040 0.039 97.1
2 0.040 0.040 100.8
3 0.040 0.040 100.8
1 0.048 0.047 98.1
2 0.048 0.048 994
3 0.048 0.048 100.3
1 0.048 0.048 99.9
120 2 0.048 0.048 100.3
3 0.048 0.049 101.3
1 0.048 0.047 98.7
2 0.048 0.048 100.0
3 0.048 0.048 101.0
PROMEDIO = 100.5 %
Desv. Est. = 0.1
CV.= 01%
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TABLA 6

Exactitud del método para la cuantificacién de propilparabeno en suspension.

El criterio de aceptacién es que el porcentaje de recobro debe encontrarse entre
95% y 105%. En las tablas se puede observar los valores promedio para
fominoben, metilparabeno y propilparabeno fueron 100.5, 100.5 y 101.1.

Asimismo, el coeficiente de variacion fue menor al 2%, lo cual indica que el

NIVEL No. de inyeccion mg/mL mg/mL % de recobro
(%) Adicionados Recuperados

1 0.008 0.008 102.0

2 0.008 0.008 102.4

3 0.008 0.008 103.7

1 0.008 0.008 98.6

80 2 0.008 0.008 101.1
3 0.008 0.008 98.7

1 0.008 0.008 99.1
2 0.008 0.008 100.6
3 0.008 0.008 100.9

1 0.010 0.010 104.1

2 0.010 0.010 103.9

3 0.010 0.010 103.4
1 0.010 0.010 100.4
100 2 0.010 0.010 100.6
3 0.010 0.010 100.7

1 0.010 0.010 97.5

2 0.010 0.010 100.4
3 0.010 0.010 100.6

1 0.012 0.012 100.7

2 0.012 0.012 102.3
3 0.012 0.012 102.8
1 0.012 0.012 101.0
120 2 0.012 0.012 101.5
3 0.012 0.012 102.4

1 0.012 0.012 99.3
2 0.012 0.012 100.4
3 0.012 0.012 101.3
PROMEDIO = 101.1%

Desv. Est. = 0.5
Cv.= 05%

método es exacto para la cuantificacién del farmaco y de los conservadores.
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4.4. Precision del método (Repetibilidad) para la cuantificacion de

fominoben, metilparabeno y propilparabeno en suspensién oral.

En la tabla 7 se presentan los resultados obtenidos de precision del método
analitico, evaluada como repetibilidad, realizada en dos dias por un mismo

analista.

TABLA 7
Precision (Repetibilidad) del método para la cuantificacion fominoben,
metilparabeno y propilparabeno en suspension.

FOMINOBEN METILPARABENO |PROPILPARABENO
DIA MUESTRA | % DE RECOBRO | % DE RECOBRO % DE RECOBRO
106.1 100.9 102.4
1 106.3 101.7 103.5
107.0 101.7 103.6
103.9 100.6 101.4
1 2 104.5 102.0 102.6
104.3 101.6 102.7
100.3 99.0 99.0
3 104.2 102.3 102.7
104.2 103 .4 103.3
105.1 100.8 103 .4
1 105.1 101.0 103.3
105.5 1011 103.5
100.8 97.9 999
2 2 103.8 101.1 103.3
104.6 101.9 104.3
102.6 102.3 103.9
3 102.5 102.1 103.7
102.5 102.1 103.8
% Promedio = 104.1 101.3 102.8
Desv. Est. = 1.8 1.3 14
% CV. = 1.7 1.2 14

Se puede observar que el coeficiente de variacién es menor al 2 %, lo cual
muestra que el método analitico permite cuantificar fominoben, metilparabeno y

propilparabeno con precision.
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4.5.

En las tablas 8, 9 y 10 se presentan los resultados obtenidos de reproducibilidad
con dos analistas en dos dias pero en el mismo laboratorio, para fominoben,
metilparabeno y propilparabeno. En ellas se puede observar que la desviacion
estandar relativa es de 1.8 %. Dado que el criterio es que el valor debe ser menor

Reproducibilidad (Precisién intermedia) del método analitico para la
cuantificacion de fominoben, metilparabeno y propilparabeno en

suspension oral.

o igual al 6 %, se puede confirmar que el método es reproducible.

TABLA 8

Reproducibilidad (Precision intermedia) del método analitico para la
cuantificacion de fominoben en suspension.
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FOMINOBEN
% RECOBRO
DIA MUESTRA INYECCION ANALISTA 1 ANALISTA 2

1 106.1 105.2

1 2 106.3 101.9

3 107.0 105.0

1 103.9 104.7

1 2 2 104.5 105.9
3 104.3 107.0

1 100.3 107.6

3 2 104.2 107.9

3 104.2 108.4

1 105.1 103.0

1 2 105.1 103.1

3 105.5 103.2

1 100.8 103.7

2 2 2 103.8 104.0
3 104.6 104.3

1 102.6 103.4

3 2 102.5 103.6

3 102.5 103.6

PROMEDIO (%) 104.4 %
Desv. Est. 1.8
C.V. (%) 1.8%




TABLA 9

Reproducibilidad (Precision intermedia) del método analitico para la
cuantificacion de metilparabeno en suspension.

METILPARABENO
% RECOBRO
MUESTRA INYECCION ANALISTA 1 ANALISTA 2
1 100.9 103.3
1 2 101.7 100.8
3 101.7 102.1
1 100.6 104.6
2 2 102.0 101.8
3 101.6 103.2
1 99.0 103.9
3 2 102.3 104.3
3 103.4 104.7
1 100.8 101.2
1 2 101.0 101.4
3 101.1 101.4
1 97.9 1014
2 2 101.1 1016
3 101.9 101.9
1 102.3 101.1
3 2 102.1 101.3
3 102.1 101.4
PROMEDIO (%) 101.8 %
Desv. Est. 14
C.V. (%) 13%
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TABLA 10

Reproducibilidad (Precision intermedia) del método analitico para la
cuantificacion de propilparabeno en suspension.

PROPILPARABENO

% RECOBRO
DIA| MUESTRA INYECCION ANALISTA 1 ANALISTA 2

1 102.4 104.4

1 2 103.5 102.0

3 103.6 103.5

1 101.4 103.4

1 2 2 102.6 103.5
3 102.7 104.6

1 99.0 105.1

3 2 102.7 105.4

3 103.3 105.6

1 103.4 103.4

1 2 103.3 103.4

3 103.5 103.4

1 99.9 103.9

2 2 2 103.3 104.0
3 104.3 104.2

1 103.9 103.7

3 2 103.7 103.8

3 103.8 103.8

PROMEDIO (%) 103.4 %
Desv. Est. 13
C.V. (%) 12%
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4.6. Determinacion del limite de deteccion y el limite de cuantificacion del
método analitico para la cuantificacion de fominoben, metilparabeno y

propilparabeno en suspension oral.

En las tablas 11, 12 y 13 se presentan los valores de respuesta obtenidos al
cuantificar fominoben, metilparabeno y propilparabeno en suspensién oral. A partir
de ellos se calculd el limite de deteccion empleando la formula: (3.3 * Syx)/bs y el

limite de cuantificacion empleando la formula: (10 * Syx)/bs. ¢

TABLA 11
Determinacion de los limites de deteccién y de cuantificacién del
método para determinar fominoben.

CONCENTRACION (ug/mL) RESPUESTA
40 715150.3
40 720778.1
80 1425772.3
80 1408701.1
160 2840231.8
160 2830876.4
200 3554644.4
200 3535673.3
240 4190458.2
240 4260861.1
Pendiente (b,) = 17594.1
Sy 20982.86
LD= 3.3*Su 3.936 pg/mL
by
LC= 10 Sy 11926  pg/mL
by ’
e 0.999793

by = Pendiente
Syx = Desviacion estandar de regresién
r? = coeficiente de determinacion

? Estas formulas son utilizadas de acuerdo con el apéndice A.
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TABLA 12

Determinacion de los limites de deteccion y de cuantificacion del
método para determinar metilparabeno.

CONCENTRACION (ug/mL) RESPUESTA
2 142436.5
2 143354.5
4 281399.8
4 277466.3
8 557541.3
8 556277.4
10 698590.5
10 693049.6
12 823222.3
12 836938
Pendiente (b,) = 68909.4
Sy 4102.08
LD = 0.196  pg/mL
LC= 0.595 ug/mL
P= 0.999794
TABLA 13

Determinacion de los limites de deteccién y de cuantificacion del
método para determinar propilparabeno.

CONCENTRACION (ug/mL) RESPUESTA
0.5 30219.4
0.5 30278.7
1.0 60300.4
1.0 59151.6
2.0 120928.6
2.0 120151.4
25 151750.3
25 150005.1
3.0 179226.1
3.0 182084.3
Pendiente (b;) = 60326.5
Sy 950.87
LD = 0.052  pg/mL
LC= 0.158 pg/mL
e 0.999769

El criterio de aceptacién de esta prueba es tener un coeficiente de determinacion

mayor a 0.98, para poder aplicar la férmula de forma segura, por lo que los



4.7.

metilparabeno y propilparabeno en suspensién oral.

4.7.1. Influencia del cambio en la proporcion de la fase movil.
En las tablas 14 se presentan los resultados obtenidos de los parametros

cromatograficos al hacer cambios en la proporcion de la fase movil.

Tabla 14

Tolerancia del método analitico para la cuantificacién de fominoben,

Tolerancia del método a cambios en la proporcion de la fase movil para
fominoben, metilparabeno y propilparabeno.

RESULTADO
ONCEPTO | RESULTADOS FASE EOMINOBEN
CONCEPTO | ™ joviL NORMAL CON 10% MENOS DE| CON 10% MAS DE
CRITERIO DE ACEPTACION ACETONITRILO | ACETONITRILO
Coleo (T): 0.9 Entre 0.5y 2.0 0.9 1.7
Tiempo de
5 No se ve afectado sensiblemente y no
relenm_én 6.1 s afocta la selocidad 19.7 26
(TR):
K: 5.1 St 267.2 686
C.V. (%): 1.8 No mayor del 2.0% 5.7 21
METILPARABENO FESILTANO
RESULTADOS FASE
CONCEPTO | "oyl NORMAL CON 10% MENOS DE |CON 10% MAS DE
CRITERIO DE ACEPTACION ACETONITRILO ACETONITRILO
Coleo (T): 1.2 Entre 0.5y 2.0 11 12
Tiempo de “ : i
. o se ve afectado sensil |neuteyno
retencu.én 1.2 s afocti 15 salecthidad 1.7 09
(TR):
K: 0.2 NI TR 250.0 -150.0
C.V. (%): 1.8 No mayor del 2.0% 6.0 20
RESULTADOS FASE PROPILPARABENG S
CONCEPTO
MOVIL NORMAL CON 10% MENOS DE |CON 10% MAS DE
CRITERIO DE ACEPTACION ACETONITRILO | ACETONITRILO
Coleo (T): 1.0 Entre 0.5y 2.0 0.9 12
Tiempo de i y
H o se ve afectado senstblﬁlmneyno
retenmfﬁn 2.5 <o wloits I aaleatividad 54 14
(TR): e
K: 15 e el 192.5 733
C.V. (%): 1.7 No mayor del 2.0% 5.7 19
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Se puede observar que la variacion fue mayor al 2 % en los tiempos de retencién,

por lo tanto se considera que el método no es tolerante a estos cambios.

4.7.2. Influencia del cambio de columna en el método para cuantificar

fominoben, metilparabeno y propilparabeno en suspensién.

En la tabla 15 se muestran los parametros cromatograficos obtenidos al emplear

las dos columnas diferentes.
TABLA 15

Parametros cromatograficos obtenidos al cambiar la columna.

COLUMNA A Lichrospher 100 RP-18 (5um) 125-3
COLUMNA B Lichrosorb RP-18 (5um) 125-4
Factor de | Factorde | Tiempo de |C.V (%) Solucion de
COLUMNA| NPT coleo capacidad | retencién referencia
Metilparabeno 1021.1 1.3 0.1 1.2 0.9
IPropilparabeno A 2183.8 1.2 1.6 26 1.1
IFominoben 3063.6 1:1 5.4 6.4 0.9
Metilparabeno 2252.5 1.4 0.7 oL 0.6
Propilparabeno B 3811.5 1.3 2.4 34 0.6
Fominoben 4468.5 1.3 7.5 8.5 0.6
COLUMNA Encontrado (%) Estadistica
MUESTRA 1 |MUESTRA 2| MUESTRA 3| Promedio |[C.V. (%)
Metilparabeno 99.96 100.24 100.49 100.2 03
Propilparabeno A 98.77 99.22 99.62 99.2 0.4
Fominoben 101.18 102.07 102.51 101.9 0.7
IMetilparabeno 101.57 102.06 102.02 101.9 0.3
Propilparabeno B 100.20 101.00 100.87 100.7 0.4
[Fominoben 102.32 102.95 102.79 102.7 0.3

Se observa que no existe una gran diferencia en los parametros seleccionados y
ademas el porcentaje de recobro no vario significativamente, lo cual indica que se
puede emplear cualquiera de las dos columnas para la cuantificacion de

fominoben.
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4.7.3. Influencia del cambio de filtros utilizados en el método para cuantificar

fominoben, metilparabeno y propilparabeno.

En las tablas 16, 17, 18 y 19 se muestran los valores de los pardmetros
cromatograficos obtenidos al emplear los 2 filtros diferentes. En ellas se observa
que no existe diferencia en los resultados, por lo que se comprueba que el método

es tolerante a este cambio y por lo tanto se pueden utilizar ambos tipos de filtros.

TABLA 16
TOLERANCIA. CAMBIO DE FILTROS. FOMINOBEN
FILTRO
PARAMETRO PRUEBA CRITERIOS FILTRO NORMAL
0.45 pm 0.2 um
COLEO (M) 0.975 Entre 0.5-2.0 09
TIEMPO No se ve afectado sensiblemente y no
RETENCION (TR) 6.323 afecta la selectividad 6.323
K 53 No tiene valor mayor del 50 % 5.325
C.V. (%) 0.25 No varia més de 20 % 0.93
TABLA 17
TOLERANCIA. CAMBIO DE FILTRO. METILPARABENO.
FILTRO FILTRO
PARAMETRO PRUEBA CRITERIOS NORMAL
0.45 pm 0.2 ym
COLEO (M 1.275 Entre 0.5- 2.0 1.2
TIEMPO INo se ve afectado sensiblemente y no afecta la|
RETENCION (TR) 1.158 selectividad 1.158
K' 0.2 No tiene valor mayor del 50 % 0.2
C.V. (%) 0.22 No varia mas de 20 % 1.13
TABLA 18
TOLERANCIA. CAMBIO DE FILTRO. PROPILPARABENO.
FILTRO FILTRO
PARAMETRO PRUEBA CRITERIOS NORMAL
0.45 ym 0.2 ym
COLEO (M 1 Entre 0.5- 2.0 1
TIEMPO No se ve afectado sensiblemente y no afecta la
RETENCION (TR) 2.548 selectividad 2.545
K' 1.525 No tiene valor mayor del 50 % 1.525
C.V. (%) 0.12 No varia més de 20 % 1.10
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TABLA 19
Comparacioén de los porcentajes de recobro obtenidos con ambos tipos do filtros.

% %
Tipo de filtro _Propilparabeno %  Metilparabeno Fominoben
Filtro whatman No. 1 100.4 101.1 102.0
Nylon 0.45 micras 100.3 101.1 101.7
Promedio (%) 100.4 % 101.1 % 101.8 %
Desv. Est. 0.12 0.06 0.16
C.V. (%) 0.1% 01% 0.2%

Promedio General 101.1 %
Desv. Est. General 0.669
C.V. General 0.662 %

4.8. Estabilidad de las soluciones de referencia y de las soluciones de las
muestras de producto terminado.

En las tablas 20 a 31 se muestran los resultados de los porcentajos de recobro
obtenidos de las soluciones de referencia y de las soluciones de las muestras,
para fominoben, metilparabeno y propilparabeno, a los diferentas tiempos y
temperaturas de almacenamiento.

TABLA 20 Estabilidad de muestras y referencias a temperatura amtuente.

FOMINOBEN
CONDICION MTA 1 MTA 2 MTA 3 STb1 | sSTD2
INICIAL 101.178 102.068 102.508 9882 | 97.91
24 HORAS 103.691 102.778 104.822 98.95 104.64
DIFERENCIA % -2.513 0.7 -2.314 -0.13 -6.73
48 HORAS 105.562 106.11 104.437 100.01 105.46
DIFERENCIA % -4.384 -4.042 -1.929 -1.19 -7.55
72 HORAS 104.6 106.195 98.616 104.33 98.66
DIFERENCIA % -3.422 -4.127 3.892 551 { -075
TABLA 21 Estabilidad de muestras y referencias a temperatura ambiente.
METILPARABENO
CONDICION MTA 1 MTA 2 MTA 3 STD 1 STD 2
INICIAL 99.96 100.241 100.491 98.78 98.52
24 HORAS 102.434 102617 102.795 98.43 106.42
DIFERENCIA % -2.474 -2.376 -2.304 035 | -7.9
48 HORAS 103.403 103.214 102.168 99.44 106.25
DIFERENCIA % -3.443 _-2973 -1.677 -0.66 -7.73
72 HORAS 103.221 | 104.824 97.099 | 104.15 98.76
DIFERENCIA % -3.261 -4.583 3392 | -5.37 -0.24

46



TABLA 22 Estabilidad de muestras y referencias a temperatura ambiente.

PROPILPARABENO

CONDICION MTA 1 MTA 2 MTA 3 STD 1 STD 2
INICIAL 98.77 99.218 99.619 98.37 96.96

24 HORAS 102.312 102.853 103.162 99.45 106.11
OIFERENCIA % | -3.542 -3.635 -3.543 -1.08 -9.15

48 HORAS 103.452 103.245 102.365 101.42 108.85
OIFERENCIA % | -4.682 -4.027 -2.746 -3.05 -11.89
72 HORAS 101.576 102.999 95 57 104.93 98.37
OIFERENCIA % | -2.806 -3.781 4.049 -6.56 -1.41

TABLA 23 Estabilidad de muestras y referencias a temperatura de refrigeracion.

FOMINOBEN
CONDICION MTA 1 MTA 2 MTA 3 STD 1 STD 2
INICIAL 102.572 101.062 97.647 98.82 97.91
24 HORAS 102.104 99.594 100.827 101.74 101.73
DIFERENCIA % 0.468 1.468 -3.18 -2.92 -3.82
48 HORAS 101.185 104.434 104.398 99.6 102.21
DIFERENCIA % 1.387 -3.372 -6.751 -0.78 -4.3
72 HORAS 103.432 103.129 102.048 103.49 100.15
OIFERENCIA % -0.86 -2.067 -4.401 -4.67 -2.24
TABLA 24 Estabilidad de muestras y referencias a temperatura de refrigeracion.
METILPARABENO
CONDICION MTA 1 MTA 2 MTA 3 STD 1 STD 2
INICIAL 100.279 99.858 97.399 98.78 98.52
24 HORAS 99.88 102.128 100.495 101.49 104.01
OIFERENCIA % 0.399 -2.27 -3.096 -2.71 -5.49
48 HORAS 98.802 101.379 101.373 99.14 101.99
OIFERENCIA % 1.477 -1.521 -3.974 -0.36 -3.47
72 HORAS 101.575 102.278 101.908 103.18 100.3
DIFERENCIA % -1.296 -2.42 -4.509 -4.4 -1.78

TABLA 25 Estabilidad de muestras y referencias a temperatura de refrigeracion.
PROPILPARABENO

CONDICION MTA 1 MTA 2 MTA 3 STD 1 STD2
INICIAL 99.368 98.806 96.058 98.37 96.96

24 HORAS 100.131 99.324 100.306 102.61 103.08
OIFERENCIA % -0.763 -0.518 -4.248 -4.24 -6.12
48 HORAS 98.751 101.287 101.343 100.89 104.3
OIFERENCIA % 0.617 -2.481 -5.285 -2.52 -7.34
72 HORAS 100.151 100.555 100.089 103.93 99.89
DIFERENCIA % -0.783 -1.749 -4.031 -5.56 -2.93

Nado que las muestras no fueron estables a las 24, 48 y 72 horas, se
i'rocedio a analizar las muestras a las 12 horas para observar si son
<stables a este tiempo, por lo que se repitio al analisis con distintas
soluciones de referencia y de las muestras de la suspensién oral.
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Los resultados se presentan en las tablas 26 a 31.

TABLA 26 Estabilidad de muestras y referencias a temperatura ambiente.

FOMINOBEN
CONDICION MTA 1 MTA 2 MTA 3 STD 1 STD 2
INICIAL 102.071 101.792 104.983 101.62 100.2
12 HORAS 103.737 103.554 104.748 101.97 103.14
DIFERENCIA % -1.666 -1.762 0.235 -0.35 -2.94
TABLA 27 Estabilidad de muestras y referencias a temperatura ambiente.
METILPARABENO

CONDICION MTA 1 MTA 2 MTA 3 STD 1 STD 2
INICIAL 101.6 100.645 103.076 101.5 100.29
12 HORAS 103.518 102.444 102.546 101.41 104.49

DIFERENCIA % -1.918 -1.799 0.53 0.09 -4.2

TABLA 28 Estabilidad de muestras y referencias a temperatura ambiente.
PROPILPARABENO

CONDICION MTA 1 MTA 2 MTA 3 STD 1 STD 2
INICIAL 100.977 100.066 102.602 101.71 99.96

12 HORAS 103.713 103.033 103.113 100.14 101.52
DIFERENCIA % -2.736 -2.967 -0.511 1.57 -1.56
TABLA 29 Estabilidad de muestras y referencias a temperatura de refrigeracion.

FOMINOBEN

CONDICION MTA 1 MTA 2 MTA 3 STD 1 STD 2
INICIAL 101.258 103.112 103.168 101.62 100.2

12 HORAS 100.429 103.407 101.241 98.12 100.78
DIFERENCIA % 0.829 -0.295 1.927 3.5 -0.58
TABLA 30 Estabilidad de muestras y referencias a temperatura de refrigeracion.

METILPARABENO

CONDICION MTA 1 MTA 2 MTA 3 STD1 STD 2

INICIAL 102.017 102.047 101.426 101.5 100.29

12 HORAS 101.549 102.783 98.963 98.59 101.18
DIFERENCIA % 0.468 -0.736 2.463 2.91 -0.89
TABLA 31 Estabilidad de muestras y referencias a temperatura de refrigeracion.

PROPILPARABENO

CONDICION MTA 1 MTA 2 MTA 3 STD 1 STD 2
INICIAL 100.89 101.289 101.005 101.71 99.96

12 HORAS 101.708 103.327 99.8 100.14 101.52
DIFERENCIA % -0.819 -2.038 1.205 1.57 -1.56

Al analizar los datos se encontré que ni la solucion de referencia ni las soluciones
de las muestras de suspension, son estables después de 12 horas, por lo que
ambas soluciones deberan ser preparadas el dia del andlisis y analizadas

inmediatamente.
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4.9. Estabilidad en la fase movil.

En las tablas 32 a 34 se muestran los valores de los parametros cromatograficos
obtenidos para fominoben, metilparabeno y propilparabeno al utilizar la fase movil
almacenada en los tiempos especificados en la seccién 3.2.10 a temperatura

ambiente.
TABLA 32
FOMINOBEN Temperatura ambiente
PARAMETRO TIEMPO (dias) CRITERIO RESULTADO
DIAS 0 2 7 —
C.V. (%) 1.9 1.8 1.2 2.0 CUMPLE
No. Platos teéricos 2532.52 2612.71 2776.00 n>ni-20% CUMPLE
Coleo 1.2 1.2 1.3 05-1.5 CUMPLE
Factor de capacidad 5.541 5.743 5713 k' + 50 % CUMPLE
Resolucién 10.6 10.8 11.1 >3 CUMPLE
TABLA 33
METILPARABENO Temperatura ambiente
PARAMETRO TIEMPO (dias) CRITERIO RESULTADO
DIAS 0 2 7 o
C.V. (%) 1.8 1.9 1.2 2.0 CUMPLE
No. Platos teéricos 1057.29 1105.14 1005.87 n>ni-20% CUMPLE
Coleo 1.3 13 1.4 0.5-1.5 CUMPLE
Factor de capacidad 0.200 0.200 0.200 K'+50% CUMPLE
Resolucién e — — >3 CUMPLE
TABLA 34
PROPILPARABENO Temperatura ambiente
PARAMETRO TIEMPO (dias) CRITERIO RESULTADO
DIAS 0 2 7 —
C.V. (%) 1.9 1.7 1.1 2.0 CUMPLE
No. Platos tedricos 1969.82 2036.00 2059.25 n>ni-20% CUMPLE
Coleo T2 1.2 1.3 0.5-15 CUMPLE
Factor de capacidad 1.600 1.671 1.663 kK'+50 % CUMPLE
Resolucién 7.7 7.9 7.9 >3 CUMPLE

A partir de los datos obtenidos al mantener la fase movil a temperatura ambiente,
se encontré que los parametros de adecuabilidad del sistema no varian
significativamente, por lo que la fase movil puede almacenarse hasta por 7 dias

sin que se vean afectados los resultados del analisis.
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En las tablas 35 a 37 se muestran los valores de los parametros cromatograficos

obtenidos para fominoben, metilparabeno y propilparabeno al utilizar la fase movil

almacenada en refrigeracion a los tiempos especificados en la seccion 4.2.10.

TABLA 35
FOMINOBEN Temperatura refrigeracién
PARAMETRO TIEMPO (dias) CRITERIO RESULTADO
DIAS 0 2 7
C.V. (%) 1.9 1.7 1.3 2.0 CUMPLE
No. Platos tedricos 2532.52 2667.14 2821.12 n>ni-20% CUMPLE
Coleo 1.2 1.2 1.3 05-15 CUMPLE
Factor de capacidad 5.541 5.743 5.750 k'+ 50 % CUMPLE
Resolucion 10.6 10.9 11.2 >3 CUMPLE
TABLA 36
METILPARABENO Temperatura refrigeracion
PARAMETRO TIEMPO (dias) CRITERIO RESULTADO
DIAS 0 2 7 -
C.V. (%) 1.8 1.8 1.3 20 CUMPLE
No. Platos teéricos 1057.29 1086.42 1025.12 n>ni-20% CUMPLE
Coleo 1.2 1.3 14 05-1.5 CUMPLE
Factor de capacidad 0.200 0.200 0.200 k' + 50 % CUMPLE
Resolucién o 2 — >3 CUMPLE
TABLA 37
PROPILPARABENO  Temperatura refrigeracion
PARAMETRO TIEMPO (dias) CRITERIO RESULTADO
DIAS 0 2 7 -
C.V. (%) 1.9 2 25 2.0 NO CUMPLE
No. Platos tedricos 1969.82 2063.57 2047.50 n>ni-20% CUMPLE
Coleo 12 12 13 05-1.5 CUMPLE
Factor de capacidad 1.600 1.700 1.688 k' + 50 % CUMPLE
Resolucion 7.7 7.9 7.9 >3 CUMPLE

A partir de los datos obtenidos se encontré que los parametros de la adecuacion

del sistema varian significativamente, y no cumplen con los criterios establecidos,

por lo que en refrigeracion la fase movil s6lo es estable durante 2 dias.
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Capitulo 5
CONCLUSIONES

Se validé un método analitico por cromatografia de liquidos de alta resolucion
(CLAR) para la cuantificacion de fominoben en una suspension oral. Para ello se
utili#6 una columna Lichrospher 100 RP-18 (5um) 125-3mm, como fase mdvil de
buffsr de fosfatos Sorensen y acetonitrilo HPLC (60:40) y detector de UV a 255
nm L.os parametros evaluados fueron:

- Especificidad

« Linealidad del sistema

« Exactitud del método

« Precision del método (Repetibilidad)

« Reproducibilidad (Precision Intermedia))

« Limites de deteccién y de cuantificacion

-« Tolerancia

« Estabilidad de muestras y referencias

« Estabilidad de la fase movil

Lo« resultados obtenidos permitieron concluir que:

« || método analitico para cuantificacion de fominoben, de metilparabeno y de
propilparabeno fué especifico, ya que no existen interferencias en los picos de
inten és.

» |.I método analitico fue lineal en el intervalo de concentracién de 40 a 160 % de
la c.oncentracion tedrica.

« | | método analitico fue exacto en el intervalo de concentracion de 80 a 120 %
de l:1 concentracion tebrica.

« |-l método analitico fue preciso (repetible) y ademas cumplié con los criterios

de :iceptacién para reproducibilidad (precision intermedia) en los tres compuestos

de mterés.
« | | método analitico fue tolerante a cambios en el tipo de filtros y en el tipo de
columna.
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e Las soluciones de las muestras y las soluciones de referencia no fueron
estables después de 12 horas, por lo que es necesario preparar y hacer el analisis
el mismo dia.

o Lafase movil fue estable a temperatura ambiente por 7 dias.
Por lo tanto, el método analitico validado puede ser utilizado en el Laboratorio de

Control de Calidad, para la cuantificacion de fominoben, de metilparabeno y de

propilparabeno en una suspension oral.
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APENDICE A.

Férmulas utilizadas para el calculo del limite de deteccion y el limite de
cuantificacion en la validaciéon del método analitico para determinar

fominoben, metilparabeno y propilparabeno en una suspensién oral.

b = pendiente entre concentracion en ng/mL (X) y respuesta obtenida (Y).

Syx=  |(EY2=by) * (EXY = bo) * £Y

\ 8

bo = (£Y —by) * X

n

LD=_3.3* Syx
b

LC= 10 * Sy
b4

by = Pendiente

bo = Ordenada al origen

Sy = Desviacion estandar de regresion
LD = Limite de deteccion

LC = Limite de cuantificacion
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APENDICE B.

Cromatogramas resultantes de la validacion del método analitico para cuantificar
fominoben, metilparabeno y propilparabeno en una suspension oral.
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