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I. INTRODUCCION,

Las formulaciones farmac#uticas actuales son mezclas comp le-
jas que incluyen, ademis de uno o mds principios activos, una se-—
rie de materiales inertes tales como diluyentes, vehiculos, colo-
rantes y sabores. Con la finalidad de asegurar la veracidad en el
andlisis del producto final, es necesario separar de estas mez-
clas los componentes activos para el andlisis cuantitativo. Entre
las técnicas analiticas mas poderosas de que se dispone para la
resolucion de estas mezclas existe un grupo de métodos altamente
eficientes llamados en conjunto cromatogratia.

LLa cromatografia es una técnica sumamente eficaz de separa-
cién de mezclas y de purificacién, debe‘su nombre al hecho de que
donde se ha empleado primeramente, ha sido en la separacién de
colorantes. Fue descrita por primera vez en 1903 por Tswett, un
botanico-quimico ruso. Aunque &1 denominé al método crcmatografﬁa
porque sus estudios tenian que ver con la separacién de pigmentos
vegetales (del griego Cromato, que gquiere decir color), sugiri6
correctamente que el procedimiento basico podia aplicarse a todos
los tipos de compuestos quimicos, coloreados o incoloros. Aproxi-
madamente desde 1930, las separaciones fundadas en la adsorcién
preferencial han cobrado importancia en la metodologia analitica.
Otra técnica en la que se apoya la quimica analitica farmacéutica
es en los procesas electroquimicos, y en particular las valora-
ciones potenciomeétricas.

La potenciometria consiste en la medida de la fuerza elec-—

tromotriz de una celda galvénica a través de la cual la corriente
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que pasa es virtualmente cero, por lo que no tienen lugar cambios
importantes en la concentracién de las especies electroactivas.
La variable que nos interesa es la modificaci6n de un paotencial
de un electrodo sencillo o de la celda, en que se tiene lugar
variaciones de la concentacifn de uno o de ambos componentes. En
el trabajo analitico la potenciometria es usada en dos formast
una para la determinacién de la concentracién de un i6n por me-
dicién directa del potencial de un electrodo, técnica utilizada
para la determinacién de pH; y otra para localizar el punto de
equivalencia de una titulaci6n por medicibn de la variacion del
potencial al adicionar una solucién titulante.

Las técnicas anteriores, individuales o en forma acoplada
con otras muchas mds, se utilizan hoy dia en el analisis tanto de
control de calidad como en el andlisis de estabilidad de numero-
505 productos. Por esta razon, pero principalmente por la respon-—
sabilidad que constituye la fabricaci6n de medicamentos, es nece-
sario establecer las condiciones en las cuales el o los métodos
empleadas proporcionen resultados confiables.

lLa validacién de métodos analiticos es una herramienta atil
en la realizacién de este abjetivo, y constituye un factor impor-
tante dentro del soporte analitico en las actividades de la In-
dustria Farmacéutica.

Se puede decir que la Industria Farmacéutica persigue tres
objetivos fundamentales, siendo estos: luchar para reducir la
mortalidad, el esfuerzo para prolongar la vida, y abatir el dolor
ademds de conservar la salud de los seres vivos. Dichos ocbjeti-
vos condicionan la manera de realizar las actividades farmacéu-
ticas, ya que el destino final de los productos es cuando los
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consumen personas que se encuentran en desventaja fisica por pa-
decer una enfermedad, razon por la cual se necesita mantener un
estricto. control oe calidad manteniendo altos niveles de fabri-
cacién.

El menor descuido durante el procesc de fabricacion de los
medicamentos puede afectar la salud de un numero considerable
de personas cuando consuman productos que no han sido sometidos a
constante monitoreoc de control de calidad, recayendo la respon-
sabilidad sobre el laboratorio que respalda al producto. Es por
eso que se establec:6 lo siguiente: todo proceso que no este va-
lidado se considera fuera de controt.

Hoy en dia teniendo como marco innumerables métodos analiti-
cos sumamente sofisticados, ze d& el caso de poder separar-miles
de compuestos de muchas formas farmacéuticas. Sin embargo, la ba-
se de todos estos métodos, estd en los primeros intentos de ana-
lisis y en las primeras técnica ‘analiticas satisfactorias. Por
€50 no es de extrafarse que cuando las caracteristicas del prin-
cipio activo impidan el desarrollo o adaptacien de alguna técnica
analitica actual, se retomen los antigdos sistemas y funcionen a-
ceptablemente, E]l osbjetive, en todo caso es, por tantoc, determi-
nar que los productos farmaceéuticos contengan el nivel estableci-
do del principio activo para que proporcione al paciente la acti-

vidad terapéutica que de ¢l se espera.

El trabajo propuesto a continuacitn, aunque ofrezca proble~
mas en su aplicacién, puede considerarse camo una técnica anali-
tica alternativa, que es aplicable cuando no se cuente con los
adelantos tecnolégicos actuales o cuando estos no funcionen al
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cien por ciento de su capacidad. Este, sin lugar a dudas repre-
senta un ejemplo de lo que se puede lograr, conjugando sistemas
analiticos antiguos con los actuales, que aunque difieran en lo
que se refiere a scfisticacion, siguen proporcionando una gran

ayuda en el trabajo analitico de la industria.
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1I. OBJETIVOS

1.

Optimizar la técnica analitica encontrada para poder

cuantificar Alantoina en la Suspensioén.

1.1 Hacer las adaptaciones necesarias para poder realizar el
analisis contando con los recursos existentes.

1.2 Determinar durante el desarrollo del trabajo experimen-—
tal las posibles fuentes de error asi como su solucién.

1.3 Identificar Alantoina en la fase final de la separa-
cibn.

validar la técnica analitica una vez adaptada, tomando en

cuenta que el método es destinado para control de calidad.

2.1 Hacer el analisis estadistico de cada parametro con el
objete de concluir si el método presenta algan efecto
significativo debido a manipulacién.

.2 Determinar las candiciones en las cuales el método ana-
litico funciona aceptablemente.

2.3 Plantear los inconvenientes del método durante el desa-

rrollo de la técnica.
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III. GENERAL IDADES.

1. Generalidades de los Principios Activos.

ALANTOINA

Alantoina aunque conocida por msuchos aflos puede considerar-—
se comn un medicamento nuevo al igual que los derivados de la
rauwol fia, alquitran de hulla y penicilina.

Puede decirse que, aunque el origen de 2stos medicamentos
data de siglos atrds, su aplicacién terapeutica precisa fue esta-
blecida en tiempo reciente y como resultado de la tecnologia mo-
derna.

La Alantoina 1a descubrisé Vanquelin en 1800 y 1la primera
obtencibn artificial fue realizada por Wohler y Liebring en 1838
al oxidar el Acido Grico con di6xido de plomo. El1 método de oxi-
dacibén del acido darico es el mds frecue‘nte para preparar Alan-—
toina.

La Alantoina es el producto tipico de una “"oxidacién alca-
lina" del &cido darico, o bien, es el producto final del metabo-
lismo de las purinas. Sus fuentes principales de obtencién son:

A) Origen Animal, pues Alantoina constituye el producto fi-
nal del metabolismo de las purinas en los mamiferos a excepcion
del hombre y de los monos antropoides. Es por ello que se le ha
encontrado en muy diversos liquidos de organismos animalesa: orina
de vaca, perro, gato y otros mamiferos (en orina humana solo se -
encuentra en muy pequefla cantidad}); ligquido amni6ttico de la vaca
{donde fue descubierta), liquido alant6ico de la ternera (de don-
de toma sl nombre).
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Los insectos también producen Alantoina especialmente las
iarvas, por ejemplo, las de mosca y las de abeja, asi como cier-
tas clases de gusanos que se usaron durante la Primera Guerra
Mundial para sanar heridas infectadas.

8) Origen Vegetal, se encuentra en la cascarilla de arréz,
en la corteza del castaffo de las Indias, en la remolacha azuca-
rera, en los gérmenes de trigo, en la consuelda (0.8 %), etc.
Aungue podemos citar muchas plantas, solamente en la planta de
borraja (Symphitus), se pudo demastrar, que sus raices contienen
cerca del 1 % de Alantoina.

Durante los affos 1934 y 1935 Investigadores del Departamento
de Agricultura de E.U.A. publicaron dos informes mis extensos so-
bre esta materia demostrando que la sustancia activa tanto en los
extractaos de plantas como en materia de origen animal (larvas y
gusanos) es Alantoina.

La Alantoina es quimicamente (2,5-dioxo—-4-imidazolidin) urea
denominada también S5-Ureidohidantoina, glioxildiureido, o cordia-
nina. Es un polvo blando, cristalino, blanco y estable, cuya
férmula condensada @5 CaHeN4Os y peso molecular de 158.12. Con-
tiene la siguienie proporcién C 30.38 %, H 3.82 %, N 35.44 Z y
0 30.346 X. Tiene un punto de fusi6n de 238 °*C, cuando son placas
prismas monoclinicas recristalizadas de agua. Un gramo se disuel-
ve en 190 ml de agua; 500 ml de alcohol etilico; muy soluble en
agua y en alcohal caliente; insoluble en éter. Una solucién sa~
turada de Alantoina tiene un pH 5.5. E} espectro Ultravioleta de
Alantoina a pH 2.4 presenta un maximo de absorbancia de 224 nm

(E = 350} y el espectro Infrarrojo con disco de bromuro de pota-
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sio. tiene un pico principal A 1710, B 1652 y C 1530.

La potencia de las solucicnes puede ser atenuada por la exce-—
siva exposicién al sol; de aqui que las preparaciones liquidas
conteniendo Alantoina deben ser envasadas en frascos obscuros. La
Alantoina no tiene olar ; no mancha. Su férmula estructural es la

siguiente:

AlSntaina ofrece una historia interesante por lo que se re-
fiere a su accién estimulante del crecimiento tisular.

Se usaron los extractos puros de (raiz de consuelda para el
tratamiento tépico de (Glceras crénicas que no habian sanado ba-
jo otras terapias observandose excelentes resultados. Mas tarde
se destubrié que dichas raices contenian un porcentaje conside-
rablemente elevado de Alantoina razén por la cual se atribuyo a
esta un poder curativo no téxico utilizandolo tanto tépicamente
como en ingestion para el tratamiento de la alcera duodenal o
gastrica.

Alantoina promueve la curacién de las heridas a través de su
efecto estimulante en 1a formacién de granulaciones sanas, asi
como proveocando la eliminacion de los tejidos necré6ticos. Expe-
riencias clinicas resaltan el hecho de que Rlantoina parece ac-
tuar localmente mientras estd en contacto con la superficie de la
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herida. De hecho esta particularidad proviene de la granulacién
excesiva.

Dentro del campo de la medicacién de origen animal se en~
cuentra el ejemplo del gusano a cuya excrecién se le podia atei-
buir el efecto curativo sobre heridas de cicatrizacién anormal-
mente prolongada. Su empleo ha proporcionado resultados excep-
cionalmente favorables en el tratamiento de ostiomielitis debi-
do principalmente al contenido de Alantoina. El resultado es la
formaci6n de granulaciones vasculares sanas con curacién conse-
cutiva.

Teniendo en cuenta que la Alantoina es considerada como
producto de excrecifn resultante del metabolismo de los nacleos
celulares existe la posibilidad de reutilizar la purinas libera-
das en el proceso catabélico. Juzgando por su poder estimulante
del crecimiento tisular en zonas donde dicho poder se encuentra
detenido, parece que la Alantoina y posiblemente algunas substan—
cias relacionadas con ella son algo mds que productos de desecho.
Por el contrario parece que pueden ser normalmente utilizadas pa-
ra la farmacitn de la estructura nuclear celular misma.

En resumen, Alantoina estimula granulacién y epitelizacion,
ademds de gque a través de su accién promovedora de la prolifera-
citn celular acelera la regeneracién del epitelio normal.

Recientemente se ha observado que posee también una accién
dispersadora de la gueratina, la cual disuelve cierta fraccién

proteinica del epitelio queratinizado.
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ALQUITRAN DE HULLA.

El Alquitradn de hulla es una substancia resinosa y empireu—
mitica, que se saca principalmente por destilacidén de la hulla,
turba, esquistos, lignito y madera. La hulla es una roca formada
por la descomposicibén y transformacitn de masas sedimentarias de
vegetales acumulados durante el Carbonifero., Todos los carbones
menos la antracita, tienen el nombre genérico de hulla 11. Por
oposicion a dichos combustibles negros, se emplea a veces el nom-—
bre, seguido de un adjetivo para designar otros manantiales de
energia.

Existen muchas clases de hulla y ante la dificultad que pre-
senta su clasificacib6n, se ha adoptado como criterio su contenido
en materiales volatiles. Cuando se calienta el carbén en ausencia
de aire, se descompone parcialmente en substancias més simples y
volatiles las que se destilan; el residuo es el coque. Los mate-
riales volétiles son el gas de carb6n y un liquido que correspon-
de al alguitran, Por destilaci6on del alquitran, se obtienen va-
rios compuestos aromaticos. Por coquiticacio6n, una tonelada de
lignito puede rendir hasta 55 Kg de alquitran, de los que se pue-—
den separar los siguientes compuestos aromaticos:

COMPUESTO AROMATICO

Penceno

Tolueno 0.25
Xilenos 0.05
Fenol Q.25
Cresoles 1.00
Naftaleno 2.20

Desde el punto de vista industial se distinguen las siguien—
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tes clases de hulla: hullas magras, que no se aglutinan, contie-
nen menos del 15 % de materias volatiles y constituyen carbones
domésticos e industriales. Hullas semigrasas, que contienen has-
ta 22 7 de materias voldtiles, que son ligeramente aglutinantes.
Hullas grasas, que contienen hasta 40 % de materias grasas, y
por dltimo, hullas secas, con mas de 40 % de substancias volati-
les que dan llamas largas y son poco aglutinantes.

El alquitran de hulla que, como se mencion6é anteriormente,
se obtiene de la destilacién seca de substancias orgésnicas, es un
liquido con aspecto de aceite de color negro ¢ pardo muy obscuro.
Es mas denso que el agua, posee un olar caracteristico semejante
al naftaleno y produce una sensaci6n quemante en la lengua. Es
parcialmente soluble en acetona, en alcohol, en disulfuro de car-
bono, en cloroformo, en éter, en metanol y en hexano. Se solubi-
liza ligeramente en agua a la cual le imparte olor y sabor carac-
teristico, ademds de que al mezclarlos da una solucién de aspecto
lechoso. Es m&s soluble en benceno, sodlo aproximadanente el 5 %
permanece sin disolver y es casi completamente soluble en nitro-
benceno; solo una pequefia cantidad de materia es insoluble que-
dando suspendida en la solucién.

En cuanto a su accién farmacol6gica se menciona que los al-
quitranes nmedicinales san queratoplasticos (estimulantes) y que-
ratoliticos (destructivos) dependiendo de la concentracitn usada.

_En dilucién apropiada los alquitranes obran como irritantes lige—
ros y como antisépticos. Su efecto es intensificado por la luz
ultravioleta que por si misma altera la epidermis.

Son preparados oficiales de alquitran de hulla, United Sta-
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tes Pharmacopeia, alguitran de pino y alquitran de enebro ambos
National Furnul.r‘y. De los anteriores el alquitrin de hulla es el
mas empleado el cual se incluye en la suspensién, tesa principal
de este trabajo.

Los alguitranes suelen prescribirse en pomadas de alquitrén
de hulla (1 % de alquitran de hulla en pasta de 6xido de zinc)j
a una concentracién de 3 a 10 % de los shampoos antiseborreicos y
se aplica en capa delgada directamente en las lesiones psori&ti—
cas y enfermedades cutdneas asi como en dermatitis eccematosa.

El origen de la terapia con alquitrdn de hulla data de hace
mas de 2000 affos. De hecho la literatura médica estsd repleta de
referencias sobre el uso de alquitran de hulla en el tratamiento,
comp se mencionbd antes, de psoriasis y otras dermatitis.

Existen terapias en las cuales se alterna el uso de alqgui-
tran de tulla con el de la aplicaci6n de luz ultravioleta, mercu-—
riales, salicilatos, esteroides, etc.

2. Formulacién de la Suspensibén y Generalidades de los Excipien—
tes.

La Suspension de Alantoina y Alguitrdn de Hulla es un liqui-—
do viscoso (mé&ximo 1200 cp) homogénea, sin gQrumos, de aspecto
cremoso, color amarillo y olor caracteristico a alquitran de hu-
1la. Al aplicarse sobre la piel deja una pelicula blanca que de-
saparece por frotacién constante. Tiene una gravedad especifica
de 0.98 a 1.0 g/m1 y un pH aparente de $5.74. Cada 100 ml de sus-—

pensidn contiene:
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COMPONENTE 9

Alantoina 2.000
Alquitran de hulla 0.940
Palmitato de isopropilo 2.4625
Monopestearato de polietilen glicol 1540 4.200
Propilen glicol 400 5.250
Petrolato liquido 5.250
Gama de tragacanto 0.480
Metilparabeno 0.105
Alcohol cetilico 1.575
Propilparabeno 0.010
Esperma sintética de ballena 2.100
Lauril sulfato de sodio 2.625
Agua purificada c.b.p. 100 ml de
suspension

Para su mejor conservacifn, la suspensitn de Alantoina y
alquitran de hulla es envasada en frascos dmbar de polietileno
conteniendo un volumen promedio de 120 ml.

A continuacién se citardn las caracteristicas mas especifi-
ficas de cada uno de los excipientes que constituyen la formula-—
cion:

PALMITATO DE ISCPROPILO.

Liquido amévil por lo general incoloro e inodoro, con un sa-
bor ligero. Tiene una densidad entre 0.850 a 0.855 g/ml.

’ Insoluble en agua y glicerol; soluble uno en tres partes de
alcohol; miscible con liquidos hidrocarbonados y aceites compues—
tos. Incompatible con parafina dura, produciendo una mezcla gra-

nular.
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Este material es resistente a la oxidacién e hidrélisis no
llegando a . enranciarse. Esté libre de propiedades irritantes y
sensibilizantes y es absorbido rédpidamente por la piel. Es usado
en preparaciones tdpicas en sustitucién de aceites vegetales, y
en cremas y unglientos emolientes, dando productos que son rela-—
tivamente libres de grasa.

€s solvente de muchas substancias aplicadas externamente y
es de gran valor como vehiculo cuando se requiere contacto y pe-
netraci6n directa del medicamento.

MONOESTEARATO DE POLIETILEN GLICOL 1540.

€s un polimero de 6xido de etileno y agua, representado por
la férmula HOCHa(CHz-OCH=2) nCHzOH donde, en pramedio, n va
28 a 3& Atomos de carbono. Tiene un peso salecular promedioc no
menor a 1296 y no mayor a 1648.

Moncestearato de polietilen glicol 1540 es un material blan-
ca, ceroso, plistico, teniendo una consistencia similar a cera y
un ligero olor caracteristico.

Este. polisero es libremente soluble en agua. Su solubilidad
en alcohol deshidratado es limitada, no asi en cloroformo, #n el
cual es libremente soluble. Practicamente es insoluble en éter.

Una solucién de 5 g de monoestecarato de polietilen glicol en
50 ml de agua es practicamente clara e incolora. El pH de una s0-
lucitn acuosa de este material (1 en 20) estd entre 4.0 y 7.0,
PROPILEN 6LICOL 400 (1,2-Prapanodiol).

Férmula condensada CaHeDas y p@#so molecular 76.10. €s un 1i-
quido denso, claro, incoloro, viscoso que posee un ligero y ca-—
racteristico sabor, 28 practicamente inodoro y absorbe husedad
cuando se expone al aire. Posee una gravedad especifica de
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1.037 g/ml.

€s miscible con agua, con acetona y cloroforso. Es soluble
en éter y puede disolver algunos aceites escenciales, pero no asf{
a los aceites compuestos.
PETROLATO LIQUIDO.

Es una mezcla de hidrocarburos liquidos obtenida del petré-
lea que puede tener un estabilizador adecuado. Es un liquido o-
leoso, incoloro, transparente y libre o cercanasmente libre de
fluorescencia. Es inodoro e insipido cuando se enfria, y desa—
rrolla no mas que un ligero olor a petrélec cuando se calienta.

Es insgluble en agua y en alcohol; soluble en aceites vola-
tiles. Miscible con muchos aceites compuestos, pero no con aceite
de castor. La gravedad éspec{fica del petrolate liquido no es me-
nor que 0.845 y no mayor a 0.905 g/aml.
GOMA DE TRAGACANTO.

Es la exudacién gomosa desecada del Astragalus gug.if.} (fa—
milia Leguminosae) o de otras especies de ARstragalus. Se presen-
tan como cintas delgadas, aplanadas de aproximadamente 30 ml de
longitud, mas o menos curvas, que presentan en su superficie fi-

-npas estrias longitudinales y protuberancias concéntricas trans—
versales. Son de color blanco o amarillo palido, translGcidas y
de fractura corta. Se vuelven mids facileente pulverizables por
calentamiento a 50 °C. Al agregarles una pequefla cantidad de agua
se forma un gel mucitaginoso.

La goma de tragacanto que se destina a la fabricaci6on de la
suspensioén es pulverizada.

METILPARABEND (p~hidroxibenzoato de wetilo).
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Formula condensada CaHaOs y peso molecular 152.12. Son cris-
tales pequeflos incoloros o polvo cristalino blanco, inodoroc o con
olor débilmente caracteristico y sabor ligero quemante.

Es poco soluble en agua, en benceno y en tetracloruro de
carbono, muy poco soluble en agua caliente pero muy soluble en
alcohol; soluble en éter. La temperatura de fusion esta compren—
dida entre 125 y 128 *C.

ALCOHOL CETILICO.

Ge le conoce también como hexadecanol, ethal o alcochol pal-
mitico, ctuya foérmula condensada es CHs (CHz) 1 4CH20H y peso molecu-
lar de 24Z.43. Son escamas blancas, suaves,cuya densidad fluctua
entre los 0.811 g/ml, funde a los 49 °*C y posee un indice de re-
fraccién n 1.4283.

Es insoluble en agua pero Qc solubiliza con facilidad en al-
cohol, cloroformo y éter.

Su uso dentro de la industria farmacéutica y de cosméticos
es como emuisificante y emoliente.
FROPILPARABEND (p-hidroxibenzoato de propilo).

Féarmula condensada CioH:z0s y peso molecular de 180.21. Son
cristales pequefilos incoloros o polvo blanca. Es muy ligeramente
soluble en agua y libremente soluble en alcohol y étery ligera-
mente soluble en agua caliente. Tiene un rango de fusién entre 95
y 98 °C.

Junto con el metilparabeno se utilizan en la industria comd
conservadores antimicrobianos,

ESFERMA SINTETCA DE BALLENA.

Es una masa blanca y ligeramente untuosa que presenta un

lustre perlada. Tiene un ligero olor delicado y estd libre de
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rancidez, aunque esto no significa que pueda enranciarse. Su gra-
vedad especifica es de aproximadamente 0.94 g/ml.

Es insoluble en agua, soluble en alcohol caliente, en éter,
en cloroformo y en aceites volétiles y compuestos; ligeramente
soluble en hexano frio y praticamente insoluble en alcohol frio.

Originalmente la esperma de ballena era una substancia cero-
sa obtenida del calentamiento de la esperma de ballena Physeter
@macrocephalus (familia Physeteridae). Actualmente se sintetiza y
es destinada para uso industrial. Presenta un rango de fusi6n en—
tre 42 y S0 °C,

LAURIL SULFATO DE SCDIO.

Férmula condensada CizHzaNaOlS y peso molecular 288.38. Son
cristales blancos o amarillentos. También puede estar en forma de
bojuelas o polvo. Posege un olor caracteristico a substancias gra-—
sas y da una reaccién neutral. Un gramo se disuelve en 10 ml de
agua dando una solucibén opalescente. Se utiliza en la industria
para emulsificar grasas ademas de que baja la tensién superficial
de soluciones acuosas.

Como se puede apreciar, la suspensién de Alantoina y alqui-—
trdn de hulla contiene una serie de materiales que le dan una
consistencia especial para mantener en suspensidn.al principio
activo. ,

Haciendo una observacion de la apariencia del producto, se
puede apreciar que tiene un aspecto terso, no abservéndose a
simple vista las particulas de Alantoina, debido a que debe cum—
plir como materia prima, que no menos del 95 % debe pasar malla

200, para asegurar gque el tiempo de sedimentacién del principio
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activo sea mayor.
Se observé tasbién que la suspensi6n dérmica pierde su con-
sistencia fluida con la exposicién constante al aire.
E€s importante que la suspensién de Alantoina y alguitran de
hulla conserve sus caracteristicas fisicas, tanto como para pro-~
porcionar el efecto terapéutico deseado, asi como para poder rea-

lizar un andlisis confiable.
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3. Importancia del>Pruductn.

La Psoriasis no es una enfermaedad mortal y no afecta mate-
rialmente la salud del individuo. Por lo general, en estos casos,
se trata de acostumbrar al paciente para que acepte su condicidn.

En general el paciente psoriatico no manifiesta sintomas gue
interfieran con sus funciones fisicas normales, como puede ser
tiebre o dolor. Sencillamente es un individuo acamplejado por su
condicibn y en consecuencia limi@a su desenvolvimiento social y
profesional.

Se puede definir la Psoriasis como una enfermedad crénica,
recurrente, caracterizada por un enrojecimiento persistente de la
piel, la cual presenta lesiones redondas, generalmente resecas y
cubiertas por escamas plateadas. Sigue un curso caracterizado por
remisiones y recurrencias que en algunos casos, se puede dar ali-
Qin, cambiando a un clima mas cdlido.

El caso tipico de la Psoriasis comienza con pequeffas lesio-
nes en forma de gota, localizadas por lo general en codos, rodi-
1las, mufiecas y hombros. Las lesiones se extienden pre;entanda
escamas las cuales al ser removidas, dejan ver la piel enrojecida
¥ con pequeflas puntos hemorrdgicos.

La etinlogia de la Psoriasis es aln desconoélda y hasta el
ppesgnte no se ha descubierto ningaGn medicamento gue represents
la cura para lg Psoriasis. Solo podemas hablar de mejora o alivio
y aclaracién de las lesiones.

Como es de esperarse se han dtilizado innumerables trata—

mientos locales y sistémicos contra la Psoriasis. Hasta el pre-
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sente, los tratamientos sistémicos utilizados comprenden regime-
nes alimenticios, drogas gque actuan sobre el metabolismo, hormo-
nas, compuestos de naturaleza diversa y tratamientos psiquiatri-

cos, los cuales han demostrado su inefectividad.

Los fracasos sufridos en los tratamientos sistémicos han
limitado el tratamiento de la Psariasis a la aplicacion local de
diferentes agentes. Qui:zd el agente tipico mas comunmente utili-
zado es el alquitrdn de hulla asociado a Alantoina. A ésta Gltima
se le ha atribuido, como se mencion6é anteriormente, la capacidad
de estimular el crecimiento de tejido y junto con la accidn anti-
séptica del algquitedn de hulla, se consigue una terapia que, si
no  erradica totalmente la enfermedad, si consigue un alivio de
las molestias presentadas.

La Psoriasis es una enfermedad que tiene una prevalencia es~
timada en un 0.5 a 2.8 % de la poblacién mundial. En México no se
tienen estadisticas de su incidencia, pero se cuenta con reportes
que indican su importancia come un padecimienta dérmico en el que
influyen factores ambientales y hereditarios, en la mayor parte
de los casos. Parece ser gue la Fsoriasis se presenta en grupos
raciales localizados en una situacion geagrafica especifica.

Por ejemplo, dus estudios reqlizados en la poblacién de Es-~
candinavia, mostraron que la incidencia de la enfermedad oscilaba
entre 1.4 y 2.8 %Z. De esta paoblaci6on la edad inicio de la enfer-~
medad fue de 12 afios para mujeres y de 13 affos para las hombres.
En este estudio se lleg6 a la conclusibn de que el factor aislado
mas importante es el medio ambiente'y se sugirif6 que mientras mds
temprana sea la edad de inicio de la enfermedad, los factores am-~
bientales afectaran el padecimiento con mayor intensidad.
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Dado que no existe a la fecha medicamento que cure la Pso-
riasis, la suspensi6n de Alantoina y alquitran de hulla repre-
senta un medicamento importante ya que es utilizado en la terap:ia
para ayudar a reducir considerablemente las heridas causadas por

dicha enfermedad.



4. Cromatografia de Particion (CLL) y Patenciometria,
En el desarrollo de este trabajo, para la cuantificacien de
Alantoina se utilizaron los métodos de Cromatografia de Particién

(CLL) y Potenciometria, mismos que se describen a continuacién,

CROMATOGRAFIA DE PARTICION.

La Cromatogtafia comprende un grupo de métodos para separar
mezclas moleculares que dependen de las afinidades diferenciales
de los solutos entre dos fases inmiscibles. Una de las fases es
un lecho fijo de gran area superficial mientras que la otra ES.
liquida y se mueve a través de la superficie de la parte fija o
sobre ella. Los componentes de la mezcla deben poseer dimensiones
moleculares, lo que requiere que.estén en solucién o en el estado
de vapor. La afinidad relativa de los solutos para cada una de
las fases debe ser reversible para asegurar que hay transferencia
de masa durante la separacién Cromatografica.

La fase fija se llama fase estacionaria y la otra fase mé6-
vil, t.a fase estacivnaria puede ser un s6lido poroso. o finamente
dividido, o un liguido que ha sido puesto en capa delgada sobre
un material de soporte inerte. Es necesario que la fase estacio-—
naria posea particulas tan pequeffas como sea posible para que
exista una superficie grande de modo que la adsarcién y desadsor~
cién de los solutos se verifiquen frecuentemente. La fase mévi)
puede ser un liquido puro, una mezcla de soluciones o bien ser
un gas.
Los métodos cromatograficos pueden ser clasificados de
acuerdo con la naturaleza de las fases estacionaria y mévil, Si

la fase estacionaria es un s6lido, el proceso se llama cromato-
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grafia de adsorcion, mientras que si la fase estacionaria es un
liquido, se le llama cromatografia de particién.

A continuacion se hara mencioén Gnicamente de la cromatogra-
fia de ‘particiﬁn misma que se empled en el desarrollo de este
trabajo.

En la cromatografia de particién un material sélido inerte,
tal como gel de silice o tierra de diatomeas, sirve para apoyar
una capa delgada de liquido que es la fase estacionaria efectiva.
A medida que la fase mévil que contiene el soluto pasa muy cerca
de esta fase liquida, hay retencién y separacién debido a la so-
lubilidad relativa de los componenetes analizados en los dos li-
quidos segGn lo determinan sus coeficientes de partici6on. Dicho
lo anterior y observando las caracteristicas cromatograficas de
la técnica utilizada en el presente trabajo el proceso empleado
se llama cromatografia de particion liquido-liquido (CLL).

La cromatografia de particion liquido-liquido resulta ser
andloga al procesoc de transferencia de solutos que ocurre en la
extraccién por solventes. En dicha extraccién un soluto usualmen-
te disuelto en un vehiculo acuoso se transfiere parcialmente en
un paso a un solvente no miscible. La cantidad de soluto transfe-
rido se determina por medic de un coeficiente de particion, que
es la relaci6n entre su concentracién, en las fases no acuosa y
acuosa, respectivamente. Después del primer paso, las capas se
separan, se coloca en contacto nuevo solvente con la fase acuosa
y comg resultado de ello se establece un nuevo equilibrio basado
en el coeficiente de partici6n, y se transfiere mas soluto a la
fase no acuosa, Cada una de estas extracciones es Equivalente a
un plato teérico en un sistema cromatografico.
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El método empleado en este trabajo podria parecer contradic-—
torio, con base a lo anteriormente explicado. A continuacién se
expondrd lo que relmente sucede.

Fara la separacién cromatografica de Alantoina lo fundamen-
tal es que el principio activo sea retenido por la fase estacio-
naria que impregna el soporte y no sea arrastrado por la fase mo-
vil, la cual en este caso, se encarga Gnicamente de separar los
excipientes que constituyen la formulacion. Es por esto que el
valor de coeficiente de particitn, gue convencionalmente relacio—
na la concentracién de soluto disuelto en fase no acuosa con el
soluto disuelto en la fase acuosa, sea pequefio (Ix10-3), lo que
indica que Alantoina, en la fase estacionaria es esencialmente
inmévil,

Como se menciond anteriormente, los procesos cromatograficos
se clasifican de acuerdo con los estados fisicos de las fases
mévil y estacionaria. Cada una de estas técnicas pueden a su vez
ser clasificadas segGn el método de desarrollo de la fase movil.
€1 analisis de elucitn es la técnica mds frecuentemente usada de

desarrollo cromatogrifico.

El andlisis de elucién se lleva a cabo mediante la introduc-
cién de la muestra en un volumen tan pequeflo como sea posible so-
bre la parte superior de la columna. Se deja fluir la fase movil
a través del sistema. Los componentes que posean coeflicientes de
particién més grandes seran retardadas en su pasaje a través del
sistema y eluirdn mas tarde.

La ventajas de la cromatografia de elucién son que cada
compaonente de una mezcla puede ser aislado en un estado relativa-
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mente puro, solo contaminado por la fase mévil, y que el métoda
puede ser facilmente utilizado para el analisis cuantitativo. Si
no se cambia la fuerza de la fase movil durante el desarrollo del
cromatograma, la técnica se llama andlisis de elucién isocratica.
Una modificaci6n ampliamente usada del andlisis de elucién,
que es capaz de superar las dificultades de tiempos de elucién
largos y de una mala resolucién de mezclas complejas, se llama a-
nadlisis de eluci6n en gradiente. En esta adaptaci6n dos solventes
eluyentes, uno débil y otro fuerte se usan para desarrollar el
cromatograma. El solvente débil posee menor afinidad por los so-
lutos, mientras que el fuerte posee mayor -afinidad. La elucibtn
comienza usando solo el disolvente débil y a medida que el desa-
rrollo progresa se mezcla el solvente mas fuerte hasta que la
fase m6vil final posea una composicifin que se aproxima a la del
solvente fuerte. La mezcla se hace en una camara especialmente
diseffada colocada en la parte superior de la columna. £1 resul-
tado es tal que la composicién y la fuerza de la fase mévil cam-
bian constantemente durante el andlisis. Los solutos débilmente
retenidos, eluyen primero por el solvente débil, y los solutos
fuertemente retenidos, que no eluiran para nada con el solvente
débil o que poseerian tiempos de retencién indeseablemente lar—
gos, son eluidos por la fase mévil crecientemente mas fuerte.

Las formas basicas de la cromatografia pueden aplicarse al
analisis de sistemas farmacéuticos a través del uso de una serie
de técnicas que difieren una de la otra de acuerdo con la natura-
leza de la fase estacionaria y al aparato utilizado para realizar

la cromatografia. La eleccién de una técnica en particular depen-—
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de de una serie de factores, incluyendo la complejidad de la
muestra, las propiedades quimicas y fisicas de los compuestos a
separar, la resolucion requerida, la facilidad y rapidez de la
técnica y su capacidad para ser automatizada, la disponibilidad
y el costo del equipo y la necesidad de aislar las substancias
separadas.

Por ejemplo, si es preciso aislar compuestos eluidos en can-
tidad, entonces una elecci6n mads ventajosa puede ser la cromato-—
grafia de particién liquida o la cromatografia en capa delgada.
Asi también, las substancias que no son ionizables, hidrofébicas
o nao polares, pueden ser separadas mediante métodos de adsorcién
liquida.

El equipo experimental para realizar cromatografia en colum—
na clasica es relativamente sencillo. La columna dentro de la
cual se empaca la fase estacionaria consta de un tubo de vidrio
o teflén de 10-50 mm de didmetro y S5-100 ca de largo, aunque se
han wusado columnas mucho mas largas para separaciones dificiles
y trabajos preparativos. El fondo de la columna se ajusta con una
llave u otro tipo de restriccitn al flujo con el fin de dar con-
traol sobre la velocidad de pasaje de la fase movil. El material
de empaque se soporta dentro de la columna con ayuda de un dis-
co.de vidrio poroso o una pieza de lana de vidrio.

El empacado puede ser introducido en la columna como polvo
seco 0 una suspensién en la fase mévil. En cualquiera de los ca—
so; es esencial que el lecho cromatogrdfico sea uniforme sin bur-—
bujas de aire o canales gque interrumpan el flujo de la fase
movil. 5i se empaca en forma seca, la fase estaclionaria se intro-
duce en pequeffas cantidades y se deja asentar con ayuda de un
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suave golpeteo o una vibracién fuera de la columna. Si se usa una
técnica de introducir una suspension se deja la llave abierta
para dejar que el solvente fluya a través del material sélido y
se agrega solvente, cuando sea necesario, para evitar que se se-
que la columna, mientras que se dan golpecitos para expulsar las
burbujas de aire. Cuando el lecho cromatogriafico ha alcan:ada la
altura deseada, se cierra la llave y se deja una capa de fase mo—
vil encima del lecho. Cuando se usa la suspensién, se puede uti-
lizar presif6n positiva o vacio asi como también una varilla de
vidrio para asegurarse de que el material esta firmemente empaca-
do.

La muestra encima de la columna se coloca de dos modos. Pue-
de ‘mezclarse con una pequefla porcion de la fase estacionaria que
entonces se empaca como se indicé o puede disolverse en la fase
movil y depositarse sobre el lecho creomatografico después de gqua
se ha dejado correr la fase mévil una corta distancia dentro de
la fase estacionaria. Se agrega entonces mids fase mOvil y se abre
la llave para dejar que comience a fluir. Se puede entonces desa~
rrollar el cromatograma dejando que fluya el solvente desde un
reservorio bajo la fuerza de la gravedad, dado que este método
da velocidades de flujo variables debido a cambios de presién o
temperatura, introduciéndolo a baja presién usando una bomba pe-
ristaltica. E! efluente que sale de la columna se recoge en
fracciones en funci6on del tiempo o del volumen y los eluidos se
analizan para buscar la presencia de los diversos solutos.

Como se puede apreciar, existen muchas técnicas cromatogra-

ficas las .cuales varian segtn las necesidades del andlisis. En
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nuestro caso se aprovechan las diferentes solubilidades de los
excipientes de la forsulacién para separarlos de Alantoina, asi
como €] cambio de fuerza del eluyente de menor a mayor polaridad.

Todo lo antes mencionado constituye coma tal, las condicio-
nes ideales para la realizacién de una cromatografia, que durante

el trabajo experimental pueden o no llegar a cumplirse.



POTENCIOMETRIA.

Conceptuelmente, puede considerarse a la Potenciometria co-
mo la medida de la fuerza @lectomotriz (f.e.m.) en una celda gal-
védnica. Esta f.e.m. es generada, para nuestros fines por una
reaccién quimica verificada en la solucién que contiens una espe-
cie susceptible de reaccionar con una solucién de concentracién
conocida. Esta metodoleogia 1lamada valoracion potenciometrica
suele emplearse en el anslisis cuantitativo y para realizarla, es
necesario construir una pila galvanica con la soluciotn de interés
en la cual se sumerge un par de electrodos., Posteriormente se si-
gue la f.e.m. verificada en la pila, la cual esta en funcién del
volumen del reactivo valorante adicionado. cuando la solucién
presente variaciones bruscas de potencial, esto indicar#4 que la
reaccién es completa por estar en la regibn cercana al punto de
equivalencia.

La mediciéon de la f.e.m. en la celda es realizada por un po-
tencitmetro el cual es capaz de medir potenciales entre 0 y 1.5
volts con una exactitud comprendida preferiblemente de 0.001 a
0.002 volts. Este instrumento realiza las mediciones de voltaje
empleando una corriente minima. Es por esto que se le considaera
un instrumento a cero que utiliza un galvanémetro como detector
de equilibrio. E1 galvan6metro anicamente indica el punto de
equilibrio de una f.e.m. desconocida (la registrada par el elec—
trodo indicador y una f.e.m. opuesta gue se conoce (la registra-
da por el electrodo de referencia).

Durante lo antes expuesto se han mencionada dos dispositi-
vos fundamentales en la medicién del potencial: los electrodos
de referencia e indicadores.
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El electrodo de referencia s un dispositivo que posee un
potencial constante e independiente en el transcurso de una va-
laracién. Un buen electrode de referencia debe dar potenciales
reproducibles y presentar un comportamiento constante durante el
paso de pequeflas corrientes, asi{i como de facil montaje.

El electrodo de referencia mayormente utilizado es el elec~
trodo de calomelanos saturado cuya reacci6n electrédica viene

dada por la siguiente ecuacién:
Hg (1) /Hg=Cl=(s) ,KCl (sat)

cuyo potencial a 25 *C es de 0.242 volts.
- La forma comercial mas comtn consta de un tubo de 5 a 10 cm
de diametro, que contiene a su vez un tubito interno lleno de
pasta de mercurio y cloruro de mercurio (I}, conectada a una so-
luci6n saturada de cloruro de potasio del tubo exterior por medio
de un pequefio orificio.

Otro electrodo de referencia es el electrodo de plata-cloru-
ro de plata el cual representa un sistema electro6dico andlogo al
anterior. Este consiste en un electrodo de plata sumergido en una

solucion cloruro de potasio saturada de cloruro de plata:
Ag/AQCl (s) ,KC1 {sat)

Este electrodo se prepara con una solucibén saturada de clo-
ruro de potasio siendo entonces su potencial a 25 *C igual a
+0.197 volts con referencia al electrodo normal de hidrégeno.

tos electrndos indicadores por su parte deben estar relacio-~

nados directamente con la concentracién de una o mads de las espe-
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cies susceptibles de reaccionar en la determinacién analitica.
Esto implica  que si @l potencial del electrodo de referencia es
constante las variaciones de la f.e.m. que se registran, refleja-
ran, entonces, las variaciones de concentracién que se llevan a
cabo en la solucién en el transcurso de l; valoracion. Es por es—
to que se necesita una respuesta rdpida ante las variaciones de
concentracibn.

Durante la medicibén del potencial en la valoracitn de Alan-—
toina, se emplea un tipe de electrocdo combinado, es decir, dicho
electrodo contiene al electrodo indicador y al de referencia en
un mismo dispositivo. El electrodo de referencia es el de calome-
lanos y 21 de medida es un electrodo de vidrio el cual es amplia-
mente utilizado en las valoraciones de neutralizacién y determi-
nacion de pH.

Dicho electrodo, posee una delgada menbrana de vidrio con-
ductora, que interpuesta en dos soluciones a pH diferentes crea
una diferencia de potencial, por haber transferencia de iones
hidrégeno a través de la membrana. Para que dicha transferencia
sea continua, la membrana de vidrio debe contener agua en su es-
tructura para gue sea efectivo como indicador de pH.

El vidrio empleado en la fabricacién de estos electr:dos es
un vidrio sodio-c&lcico, el cual presenta una resistencia eléc-
trica de alrededop de 100 megachms.

El electrodo del vidrio convencional consta de un tubo de
vidrio que tiene en un extremo la membrana sensible a la transfe-
rencia de iones hidrégeno. Una solucién diluida de acido clorhi-
drice esta contenida dentro del tubo, la cual baffa a un hilo de
plata cubierto de cloruro de plata.
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Durante la determinacién del potencial usando un electrodo
de vidrio, y en contraste con otros electrodos, no se presentan
interferencias si en la solucién se encdentran oxidantes fuertes,
reductores, proteinas y muchas otras substancias mds. Tal es el
caso por el gque dicho electrodo se ha utilizado para medir el pH
de fluidos viscosos e incluso semisélidos.

Como se puede apreciar, existen mOltiples avances en las vo-
lumetrias potenciometricas, tal es el caso de los tituladores au-
tomaticos les cuales, tras la adicién del titulante por inyeccién
de una cantidad preestablecida de solucién valorante, registra
los valores del potencial y en consecuencia el punto final de la
valaracion.

La determinacidn del punto final puede realizarse por deter-—
minacién grafica en forma directa u‘empleando el criterio de la
primera y segunda derivada. En la determipa:ibn grafica, que es
la mas directa consiste en apreciar visualmente el punto medio de
la porci6n de la curva devaloracién que asciende rapidamente por
variacion de la f.e.m.., El procedimiento de la primera y segunda
derivada consiste en rapresentar graficamente las variaclones de
potencial por unidad de volumen agregado ( E/ ml.y E/ ml res-
pectivamente) en funcion del volumen medido affladido,.

£n ambos procedimientos los valares obtenidos se grafican en
papel milimétrico para poder apreciar el punto de equivalencia.
Estos procedimientos fueron empleados en las valoraciones manua-—
les, pero ahora que se cuenta con el titulador potenciométrico
automatico, se lee directamente el volumen de titulante consumido

en el punto final.



Es un hecho que la metodologia instrumental en la potencio-
metiria ha variado en e1 transcurso de estos affos, pero sustenta
en el fondo el mismo principio explicado anteriormente.

Sin embargo debe hacerse énfasis Que si no es conocida en
escencia e} fundamento de esta técnica analitica, los resultados

obtenidos no son reproducibles.
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S. Validacién de Métodos Analiticos.

“La validacion de métodos analiticos, s un proceso mediante
el cual, queda establecido por estudios de laboratorio, que las
caracteristicas del método cumple con los requirimientos para las
aplicaciones analiticas deseadas"”. Tal es la definici6n publicada
en "Current Concepts for the Validation of Compendial Assays" de
la. publicaciétn "Pharmacopeial Forum" del bimestre marzo-abril de
19846, Pero tal definicion indica Gnicamente, lo que en el medio
analitico se espera de una validacién, sin tomar en cuenta todo
1o que esta palabra significa. .

La necesidad de validar como tal, nace desafortunadamente
debida a dos errores cometidos en la industria farmacéutica de
E.U.A. e Inglaterra. Dichos errores costaron la vida de personas
que consumieron los productos contaminados. Esto llevé a los far—
macéuticos a establecer una serie de normas y procedimientos para
asegurar que los procesos productivos se llevaran a cabo de una
manera controlada desde un principio. En consecuencia, y como ne—
cesidad de verificar lo anterior, es el laboratorio de control de
calidad se creoc la necesidad de saber con certeza que las técni-
cas analiticas dieran resultados confiables. Como se pusde apre-—
ciar la validacion juega un papel muy importante dentro del ase-
guramiento de la calidad. Con esto se espera expresar la necesi-
dad e importancia de la validacién. En este capitulc Gnicamente
se hablard a cerca de la validacitn de la tecnologia analitica
por ser consecuencia de la parte experimental desarrollada.

Como ya se aencionté la validacién de métodos analiticos
Jjuega un papel muy importante, por que los resultados obtenidos
de los analistas son un punto de apoyo para la toma de decisiones
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en cuanto a la disposicibn de materia prima como de producto ter-
minado en las 4reas productivas.

Dentro de la industria faresacéutica moderna la validacion de
métodos analiticos constituye un soporte importante dentra del
campo de:

- Preformulacibn: para la caracterizaci6én fisicoquimica del

principio active en una formulacifn tentativa.

~ Estabilidad: para e] desarrcllo de métodas altamente espe-

cificos como indicadores de estabilidad.

~ Estudias biofarmacéuticas (no desarrollados en tadas las

industrias): para seguir el curso biolégico y farmacociné-—
tico de un principio active y utilizando métodos especifi-
cos y selectivos para farmacos, con el fin de cuantiticar
en los difercntes fluidos biolégicas.

Antes de abordar especificamente la validaci6n de métodas
analiticos, quisiera hacer mencién de algunas definiciones publi-
cadas en "Current Concepts for the Validation of Compendial
Assays" de 1la Pharmacopeial Forum del segundo bimestre de 1986,
las cuales son fundamentales en la concepcién esencial de la va-
lidacién de maetodologia analitica. Estas definiciones constituyen
los parametros analiticos, términos en los cuales se expresan las
caracteristicas del método.

"Precision: la precisién de un metodo analitico ea el grado
de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando
el procedimiento es aplicado repetidamente a diferentes muestreos
de una - muestra homogénea del preoducto. La precisibfn de un método

analitico es usualmente expresada como la desviacién estandar o
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la desviaci6én estandar relativa (coeficiente de variacién). La
precisién es una medida del grado de reproducibilidad del método
analitico bajo condiciones normales de operacion®,

“"Exactitud: la exactitud de un método analitico es la con-—
cordancia entre los valores obtenidos por el sétodo y los valores
verdaderos. La exactitud puede ser expresada como porciento de
recobro de cantidades conocidas adicionadas™.,

"Linealidad: 1la linelidad de un sistema o método analitico
es su habilidad para asegurar gque los resultados analiticos, los
cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio de una
transformacion matemética bien definida, son proporcionales a la
concentraci6tn de la substancia dentro de un rango determinado.
lLa linealidad es usualmente expresada en términos de varianza
alrededor de la linea de regresién de acuerdo a dicha transfor—
macién matematica para los resultados obtenidos por el andlisis
de muestras a diferentes concentraciones”.

“Reproducibilidad: es la precisi6én de un método analitico
expresada como la concordancia entre determinaciones independien-
tes realizadas por diferentes analistas, en diferentes dfas, en
el mismo y/o diferentes laboratorios utilizando el mismo y/o di-
ferentes equipos®.

“Repetibilidad: es la precisién de un sétodo analitico ex—
presada como la concordancia entre determinaciones independien—
tes realizadas por un solo analista usando los mismos aparatos y
tecnicas”.

"Especificidad: la especificidad es la medida del grado de
1nterferencia (o ausencia de estas), en el analisis de me.zclas
complejas. Es la habilidad de un método analitico para obtener
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una respuesta debida Gnicamente a la substancia de intarés y no
a otros componentes de la muestra®.

“Tolerancia: 1la tolerancia de un método analitico as el
grado de reproducibilidad de los resultados obtenidos por el
anilisis de las mismas muestras bajo variaciones dg las condicio—
nes normales de operacifn, tales como diferentes laboratorios,
diferentes analistas, diferentes instrumentos, diferentes lotes
de reactivos, ensayo a diferentes tiempos, ensayo a diferentes
tempegraturas, diferentes dias, etc.”.

Estos son algunos de los parametros mayormente utilizados
para validar métodos analiticos. Sin embargo no son todos ni los
anicos. Constituyen solo una base, ya que dadas las caracteristi-
cas del método analitico y a las necesidades existentes, se esta—
bleceran los parametros a evaluar. Se puede decir entonces que
estos parametros satisfacen los requisitos minimos para conside-—
rar un método analitico satisfactaoriamente validado.

Varios factores son 1los que determinan la eleccién de una
técnica de separacifn, por ejemplo:

- La naturaleza de las muestras respecto a los constituyen~

tes presentes y su relacién entre si.

-~ La paturaleza quimica y el namero de componentes por de-
terminarse.

- Asi como la aplicabilidad de las técnicas, es decir, qué
tan eficiente es el meéteodo para recuperér el constituyen—
te principal, dependiendo de los requerimientos del proce-
dimiento, de acuerdo con la naturaleza, tamaflo, tiempo em—

pleado en cada andlisis, equipo necesario y del disponi-
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ble, etc.

Resumiendo lo anterior se puede decir que la eleccién de una
técnica depende de la informaci6n que se desea obtener de ella.

Para ello es necesario recurrir a fuentes de informacion bi-
bliografica (libros, articulos, etc.), para que después en hase a
ello se establezca el equipo, material y demds necesidades indis-—
pensables para reproducirlo con las menores variaciones. Al rea-
lizar las pruebas correspondientes, una vez desarrollado o adap-~
tado el método, se procede a describir aetalladamente el procedi-
miento experimental, con el objeto de evaluar los pardaetraos mi-
nimos de validacién. Después, anotar las posibles fuentes de va-
riacién, asi como las medidas para evitarlas. Con estos datos se
realiza un reporte anotando todos y cada uno de los pardmetros e—
valuados y la conclusién a que se 1legé.

Es importante seguir una metodologia similar a la anterior
para poder abordar un problema analitico con el menor nGmero de
variaciones. Estas, como es de esperarse, son dificiles de erra-—
dicar. 5in embargo se establece que dichas variacianes ocurren
debido a uno o a todos, de los siguientes factores:

~ El material o producto por analizarse.

— Los reactivos y equipo utilizados en el desarrollo de la

técnica analitica.

- Rue el equipo a utilizarse este o no calibrado.

- Factores como temperatura y humedad ambientales.

— Errores debido a la manipulaci6n (analistal.

E! métode cladsico para validar un método analitico es me-
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diante &1 andlisis de muestras de referencia que son similares en
todos los aspectos a las muestras par analizar, ya que se compa-
ran los valores obtenidos con los esperados. Dentro de estas
muestras de referencia se encuentran las muestras de placebo car-—
gado, en las cuales a una cantidad de placebo se le adiciona una
cantidad conocida de principio activo. La mezcla se analiza y
compara con la cantidad adicionada. De acuerdo con este método
podemos evaluar los pardsetros de validacién expresando el resul-
tado en porciento de recabro experimental.

Los resultadas obtenidos de la validacién generalmente se
someten a un analisis estadistico con un nivel de confian:za del
95 %. Dicho andlisis estadistico incluye calculos de media, cbe-
ficiente de variacién, desviaci6n estandar, parametros de regre-
s10n lineal y las pruebas estadisticas de "t” de student y "F%,

Es necesaric que los métodos analiticos se validen con res-—
pecto a una substancia de referencia, que puede ser un estandar
primario o secundario. En todo case estos se emplean para calcu-—
lar la pureza de la materia prima adicionada al producto, y en
base a ello, hacer los cdlculos necesarios para cobtener los por-—
cientos de recobro reales.

En el caso del presente trabajo, se conté con un estandar
secundaric de Alantoina al 98 %. Para evaluar la linealidad y
precisién del sistema de medicién se empleé el estandar directa—
mente. Pero para la validacion del método analitico se analizaron
placebos cargados con Alantoina materia prima previamente valora-
da contra Alantoina estandar. De esta manera se calculaban los
porcientos de recobro de acuerdoc con la pureza de Alantoina mate-
ria prima,
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La substancia de referencia empleada debe guardarse en un
lugar seca, bien sellado (de preferencia en un desecador) para
evitar alteraciones quimicas. Generalmente estos se encuentran en
frascos viales color. Ambar conteniendo un gramo a 1o mas de la
substancia. Una ve: abiertos, las personas que lo utilicen seran
responsables de su pureza. Por ello es necesaria valorar una
materia prima y utilizarla como referencia. Si el esténdar no es
Gtil debido a su mal maneio, los resultados y en general el méto-
do puede obstaculizarse por una comparacién errénea, creando con—
fuciones.

Otro criterio para validacion de metodologia analitica es el
cuidado y mantenimiento del equipo. Para ello se necesita esta-
blecer un programa de calibracién peri6dico que asegure el buen
funcionamiento del equipo. En nuestro caso para cada determina-
cién se calibraba el electrodo utilizando dos soluciones amorti-
guadoras una a pH 4 y otra a pH 7.

La madicién de parametros de validacién se lleva a cabo me-—
diante mediciones de la cantidad de principio activo utilizando
el método propuesto, de tal manera que en cada ensayo se repre-
sente la situaci6n mas apegada a las condiciones normales de ope-
racién.

Indiscutiblemente la validacién de metodologia analitica no
asegura en un cien porciento la veracidad del andlisis. Este de—
berd realizarse tomando en cuenta todos los factores Que pueden
alterarlo y de esa manera corregirlos para que los resultados
sean satisfactorios. El hecho de que una metodologia esté valida-

da, no implica que sea infalible. El analista que emplee dicho
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método en su rutina diaria debe concientizarse que si no realiza
su trabajo cuidadosamente el a@todo no va a dar resultados satis-
factorios por si mismso.

Por esta raz6n se necesita crear un plan para abordar un
problema analitico que esté dando resultados fuera de limites ca-
mo el que se enuncia a continuaciéng

- Tomar en cuenta 21 nGsero de replicaciones realizadas des—
pués de obtener un resultado fuera de limites.

- Revisar cuidadosamente los reactivos utilizados tomando en
cuenta sus respectivas fechas de caducidad.

- 5i persisten los resultados, revisar entonces las ordenes
de fabricaci6n y anotar las posibles anomalf{as encontra-—
das.

— 8i 1lo anterior estd dentro de especificaciones entonces
cambiar de analista y comparar resultados.

~ 8i el segundo analista aobtiene resultados fuera de limi-
tes, entonces se estudiari nuevamente el método para tra-
tar de encontrar posibles fallas.

- Una vez resuelto este problema se validara nuevamente el
método. En caso contrario se desarrollari uno nuevo.

Esto es solo un ejemplo de la importancia gque representa la
validacién en el trabajo diario de la industria. Las demas impor-
tancias, a mi juicie, se tendrin que dilucidar ya en el trabajo

diario.
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IV.PARTE EXPERIMENTAL
1. Antecedentes.

La parte . experimental en la cual se basa la técnica anali-
tica fue publicada por D. J. Weber y J. W. Higgins el 12 de di-
ciembre de 1970 en el "Journal of Pharmaceutical Science” bajo
el titulo de "Potentiometric Titration of Allantoin in Cream
Formulations™.

El método publicado se basa en la separacién de Alantocina de
165 excipientes que constituyen la farmulacion por medio de una
columna cromatografica empacada con tierra de diatomeas con lava-
do acido previamente impregnada con una fase estacionaria. La co-
lumna retiene en dicha fase estacionaria al principio activo y
los excipientes eluyen al hacer pasar por esta, disolventes como
acetato de etilo y éter etilico. Posterior a esta etapa del ana-
lisis, se extrae de la columna el principio activo por elucién de
una cantidad apropiada de agua, la cual es colectada para adicio-
narle acetona y finalmente titularse potenciométricamente con hi-
dréxido de sodio 0.1 N. E1 volumen consumido se relaciona con el
pesn  equivalente de Alantoina, la normalidad de la solucién y la
cantidad en gramos de muestra para obtener asi los miligramos de
Alantoina por gramo de crema.

Como los excipientes de la formulacién de la suspensién de
Alantoina y alquitrdan de hulla son en general constituyentes de
cremas, se pens6 utilizar este método para extraer Alantoina del
producto terminado, tomando en cuenta las solubilidades de los
excipientes en las fases orgdnicas empleadas.

El método requiere para eluir las columnas que, tanto el
acetato de etilo y éter etilico, sean previamente saturados con
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Componente Acetato de etilo Eter etilica Agua

{50 mg) {10 ml) {10 ml) (10 m1)
1) Metilparabeno Soluhle Saluble Poco soluble
2) Petrolato liquido Insoluble Soluble Insoluble

“

Monoestearato de

polietilen glicel Insoluble Insoluble Insoluhle
4) Alcohol cetilico Soluble Soluble Insoluble
5) Propilparabenc Soluble Soluble Insoluble
&) Monoestearatao de

glicerilo Inscluble Insolubie Insoluble
7) Esperma sintética

de ballena Insoluble Insoluble Insoluble"
8) Lauril sulfatao de

sadia Soluble Inscluble Soluble
9) Goma tragacanto Insoluble Insoluble Insoluble
10) Propilenglicol Soluble Saluble Insoluble
11) Alquitran de

hulla Soluble Boluble Insoluble
12) Alantoina Insoluble lnséluble Scluble

Coma se puede apreciar los componentes fgue son solubles en
las fases orgdnicas son los componentes 1, 2, 4, 5, B, 10y 11.
Esto indica que los componentes 3, 6, 7, ? y 12 quedan retenidos
en la columna.

Posterior a las pruebas de solubilidad, se procedisc a reali-
zar la técnica tal y como se expresa en el articule, utilizando
producto terminado. Para este tiempo ya se contaba con una tierra

de diatomeas con lavado dcido del proveedor J. T. Baker. El pro-
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posito de esto, fue verificar que los componentes retenidos en la
columna no influyeran en la titulacién potenciométrica de Alan-—
~~taina, si es que pudiean ser arrastrados por la fase final de
< agua.
A continuacién se detallars la técnica publicada como se ex-—

plica en el articulo:

a) Reactivos.
Hidroxido de sodio 0.1 N
Acetona grado reactivo
Tierra de diatomeas con lavado 4cido
Acetato de etilo saturado con agua
Eter etilico saturado con agua
Fibra de vidrio para las columnas.

b

Aparatos.
Potenciometro equipado con un electrodo de vidrio y calo-
mel combinade y un agitador magnético;
Una bureta que adiciona a velocidad constante la solucion
por medio de un pequefio motor;
Columnas cromatograficas de vidrio de 30 ca de longitud
par 2 cm de diametro interno.

€n esta parte se emplea un titulador potenciométrico automé-
tico. Como en ese tiempo no se contaba con equipo de esta natura-
leza las titulaciones se realizaron uwtilizando una bureta de
10 ml y un potenciémetro marca Cornning modelo pH-Meter 130 equi~
pado con dos electrodos, uno pH triple propésito y otro Ag+/ con
ion cloruro interno. Las muestras, migntras ocurre la valaﬁacidn,

se homogenizan con ayuda de un agitador magnético.
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d) Preparaci6n de las columnas.

A 4 g de tierra de diatomeas can lavado Acido adicionarle
3.5 ml de fase estacionaria. Dicha fase estacionaria es la fase
acuosa que se separa después de la satur;cién de acetato de
etilo.

Este material es adicionado en porciones iguales de 2 cm
dentro de la columna, conteniendo una placa de fibra de vidrio al
final. La columna es golpeada suavemente en una placa de madera
déspués de cada adici6én hasta su compactacion. Finalmente se em—
paca perfectamente con ayuda de una varilla de vidrio hasta una
longitud de 5.6 tm. La columna es lavada con 50 ml de acetato de
etilo saturado con agua.

e) Procedimiento.

Pesar adecuadamente una cantidad de la muestra equivalente
a aproximadamente 25 mg de Alantoina dentro de un vaso de preci-
pitados de SO ml, y adicionarle 1.5 g de tierra de diatomeas con
lavado acido. Me:zclar perfectamente con una espatula y adicionar
0.5 ml de fase estacionaria, wmezclando nuevamente. Adicionar la
muestra a la columna previamente preparada y taponar. Colocar un
trozo de algoddn sobre la muestra y eluir la columna con 100 ml
de fase movil. Cuanda el acetato de etilo corra justo socbre la
parte superior del empaque adicionar S5 ml de éter etilico satu-
rado con agua. Nuevamente, cuando la fase anterior de éter etili-
co carra justo encima del empagque, adicionar 25 ml mas de déter
etilico vy dejar secar la columna. Descartar todo el solvente
eluido.

Sacar de la columna a la Alantoina por elucién de 40 ml de
agua desjionizada, colectando esta fase en un vaso de precipitados
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de 150 ml. Adicionar 70 ml de acetona a los 30-35 ml del eluato

Y

'»:‘~;olectado y titular potenciométricamente con NaOH 0.1 N, hasta un
ﬁH entre 11.5-12.0. Calcular los miligramos de Alantoina por gra—

mo de muestra por sustitucién de les valores cbservados en la si~
guiente ecuacién:
V x N x 158.12
e ——ese——e——— = gg de Alantoina / g de muestra
{peso muestra en g)
Donde:
V = Volumen consumido por la muestra de NaDH 0.1 N
N = Normalidad de la solucién

15B.12 = Peso equivalente de Alantoina

Se procedié entonces a realizar una prueba utilizando dos
muiastras de producto terminado. SegGn la formulacién cada 100 g -
de suspension contiene 2 g de Alantoina. Esto implica que el

tamafio de muestra a considerar es:

Densidad = 0.9983 g/ml para el producto terminado.
1 ml suspensidn -~—----—- 20 mg de Alantoina
X m—mm——— 25 mg de Alantoina

x = 1.25 ml de suspensign

0.9983 g suspensién ---—-—- 1 ml de suspensién
x  emm——eee 1.25 ml de suspension
x = 1.2521 g de suspensidén que contiene2S5 mg de Alantoina

Las muestras de suspensi6én se evaluaron midiendo el pH de la
solucién acuosa de acuerdo con el volumen de NaOH 0.1 N adiciona-
do y mediante una visualizaci6n grafica seobserva el punto de

equivalencia.
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Muestra Peso muestra ml mg de Alantoina / ¢ % recu-

de
{g) consuridos suspension detectados perado
M1 1.2985 1.6 19.3991 97.15
M2 1.2543 1.5 18.077 90.53

Estos datos pueden demostrar que el método or{ginal puede
dar buenos resultados. Pero para evaluar la cantidad de Alantoina
con mayor exactitud fue necesario realizar varias pruebas con loa
companentes del sistema de separacitn y con el sistema de medi-~
cibn para poder corregir posibles errores.

Primeramente se corrieron tres columnas incluyendo dnicamen—
te placeiso de la suspensisn para detectar posibies iﬁterferen~
cias. La cantidad de placebo empleada es la contidad que teéri-—

camente cantiene 25 mg de Alantaina.

Muestra placebo pesé reall( g
1 1.2312
2 1.24618
3 1.2653

Después de eluir con el método original se titularon las
fases acumsas con NaOH 0.1 N, £l calculo del valumen en el punto
de inflexcién, fue utilizando el criterio de la primera y segunda

darivada.
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Muastra placebo t

v (m1) 2
pH ApH 7BV APH 7AVZ
NaOH 0.0982 :
[ 7.8
2]
0.03 8.2 + 280
22
0.10 9.3 + 40
24
0.15 10.5 - 120
. 18
0.20 11.4 - 160
10
0.25 11.9 - 160
2
0.30 12.0
280
V= 0.1+ 0,05 —=r—m——mm = 0.13 ml
280 + 160
Muestra placebo 2
vV (m1)
oH ApH 7AvV Al 7AVE
NaOH 0.0982
e ————
0 8.4
28
0.05 9.8 +.360
10
0.10 10.3 - 8o
14
0.15 11.0 + 10
16
0.20 11.8 - 280
4
0.25 12.0 o
4
0.30 12.2
: 360
Va0 + 0,05 —m—mee——o = 0,03 ml
350 + 240



Pusstra placebo 3

vV (a1} ;
pH ApH 7AV NpH /A vE
NaOH 0.0982
o 8.5
20 .
0.05 9.5 : - 200
10 -
0.10 10.0 + 240
22
0.15 1.1 - 240
10
0.20 11.6
240
V=0+0.05 ——--— — = 0.025 m1
240 + 240

De la sisma manera se corrieran tres soluciones blanco de
solventes conteniendo Gnicamente 40 ml de agua destilada'y 70 ml

de acetona. Las resultados fueron los siquientes:



Huestra placebo 3

VvV (al)

pH ApH 7AWV AlpH 7AV?
NaGH 0.0982

° 8.5
20

0.05 9.5 - 200
10

0.10 10.0 + 230
22

0.15 11.1 - 240
10

0.20 1.6

240
V=20+0,08 |——w———m — = 0.025 nl
240 + 240

De la misma manera se corrieron tres soluciones blancao de
sd!ventes conteniendo dnicamente 40 ml de agua destilada'y 70 ml

de acetona. Los resultados fueron los siguientes:



Muestra blanco 1

VvV (al) 2
pH ApH 7AV APH 7AVE
NaDH 0.0982
[ 4.7
44
0.05 6.9 - 360
26
0.10 8.2 + &80
60
0.15 11.2 ~ 960
12
0.20 11.8 ~ 80
a
0.25 12.2
&80
V =0.1 4+ 0.05 r——————— = 0.1210 ml
680 + 960
Muestra blanco 2
VvV (ml} 2
pH ArH 74V ApH 1A V?
NaOH 0,0982
[+] 4.5
42
0.03 6.6 - 480
18
0.10 7.5. . + 1000
. &8
0.15 10.9 - 1160
10
0.20 11.4 - 40
' a
0.25 11.8 ~ 120
2
0.30 11.9 - + 40
4
0.35 12.1
1000
vV = 0,1 + 0,03 e ————— = 0.1231 =l



suestra, es decir, entre mayor sea la cantidad de muestra al mo-
mento de introducir a la columna, puede derramarse con mayor fa-—
cilidad alterando los resultados, ademds de que aumentaria consi-
derablemente la altura final del sistema de separacidn.

A continuacitn se muestran los datos obtenidos:

Muestra Peso Alantoina
t9
1 0.0515
2 0.0512
3 0.0505

Las valoraciones potenciométricas de las muestras anteriores

se sencionan en las siguientes tablas.



Muestra 1

V (ml) NaOH V (ml) NaOoH
0.0967 N pH 0.09567 N pH
(4] 8.90 1.80 10,33
0.05 ?.00 1.90 10.39
0.10 ?.05 2.00 10.45
0.15 9.07 2.10 10.52
0.20 9.15 2.20 10.61
0.25 9.21 2.30 10.468
0.30 F.28 2.40 10.76
0.40 ?.37 2,50 10.86
0.50 F.46 2.60 11.00
0.4&0 ?.63 2.65 11.03
0.70 .63 2.70 11.11
0.80 9.69 2,75 11.20
0.90 7.7S5 2.80 11.30
1.00 ?.82 2.85 11.35
1.10 ?.90 2.90 11.47
1.20 7.96 . 2.95 11.58
1.30 10.02 3.00 11.73
1.40 10,07 3.05 11.81
1.50 10.13 3.10 11.97
1.60 10.21 ?.15 12.13
1.70 10.27

Los célculos del volumen de NaOH en el punto de equivalencia

de la tabla anterior fue el siguiente:
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Muestra 1

V (al) 2
pH ABH AV APH 7AVR
NaDH 0.0967
[ 8.90
! 2.0
0.05 ?.00 ~ 20
1.0
0.10 .03 ~ 20
0.4
0.15 9.07 + 24
1.6 :
0.20 9.15 -8
. 1.2
0.25 9.21 T+ 4
1.4 )
0.30 9.28
24
V =0+ 0.05 ~eeme—ew 20,027 ml
24 + 20
Vv (ml} )
“pH ApH 74V MNpH 7AV2
NaOH 0.0967
2.90 11.47
2.4
2.95 11.58 + 16
2.2
3.00 11.73 - 28 - ,
3.0
3.05 11.81 + 32
1.6
3. 10 11.97 o
3.2
3.15 12.13
32
V= 305+ 0.05 ——v———- = 3.08 ml
32 + 28

Célculos muestra 1t
vVt = 0.027 m]l + 3.08 m1l = J.097 ml

mg de Alantoina = 3.097 ml x 0.0247 meq/ml » 158.12 mg/meq
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mg de Alantoina = 47.5 mg

La pureza de la materia prima empleada, que fue obtenida del
certificado de analisis del proveedar, es de 96.6% %. Por lo tan-
to se tomara este valar para el calculo del! porcentaje detectado

por el método.

?6.69 mg Alantoina ~-——--—- 100 mg polvo
S g S1.5 my

X = 42.8 mg Alantaoina

49.8 mg Alantoina ———--—- 100 %
47.5 mg Alantoina -----——— X

X = 95.38 % de recobro
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Muestra 2

v (m1) 2
pH ApH 7AV Afan 7AVE
NaBH. Q. 09567
0 8.86
. 1.4
2,05 9.93 + 20
2.4
0,10 9.05 - a0
. 0.4
0.15 9.07 + 20
. 1.4
0.20 -9.14
L 20
V=005 + 0,05 —mmamc = 0.067 ml
. 20 + 40 .
vV otm1)-
] pH aH 7 v pH /v
NaOH 0: 0967
3.00 11.30
2.4
3.05 11.42 - 20
1.4
3,10 11.49 + 78
2.8
3.15 11.63 - 4
2.6
3.20 11.76 + 40
4.6
3.25 11.99 - 44
2.4
3.30 12.11
40
Vo= 3,20 4+ 0,05 —————me = 3.224 ml
40 + a4

Cé&lculos muestra 2:

vVt = 0.0B3 ml +
ma de Alantoina

mg de Alantoina

3.224 al = 3.307 ml

3.307 ml x 0.09467 meq/ml x 15B.12 mg/meq

50.6 mg
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Si“la pureza de la materia prima es de 96.69 %X tenemos:
96.69 mg Alantoina ——————— 100 mg polvo
X —m—m——— 51.2 mg
X = 49.5 mg Alantoina
49.5 mg Alantoina —-——--—- 100 %
50.6 mg Alantoina ~—-—---- X
X = 102.22 % de recobro

Muestra 3

VvV (D)

pH APH 7AV  NpH /A v
NaOH 0.0967

0 8.63
2.4

0.05 8.74 - 4
1.8

0.10 8.84 - 16
1.2

0.15 8,90 - a
1

0.20 8.95 + 4
1.2

0.25 9.01

4
V =0 + 0.05 ——m——=m = 0.010 ml
4 + 16



Vv (ml)

pH ApH 1AV Apn spv?
NaOH 0.0967
3.00 11,38
1.6
3.05 11.46 + 36
3.4
3.10 11.863 - 28
2.0
3.15 11.73 - - 12
N 1.4
3.20 11.80 o +. 18
2.2 N : g
3.25 11.91 + 4
2.4
3.30 . 12,03
X6
V=305 4 0,05 ——-reea— =3.08 ml
34 + 28

Célculos muestra 3:
Vvt = 0.010 a1 + 3,08 ml = 3.090 ml
mg de Alantoina = 3.090 ml x 0.0967 meq/ml x 158.12 mg/meq
mg de Alantoina = 47.3 mg
Considerando la valoraci6n de la materia prima, entoncest
?6.6% mg Alantoina -—--—-— 100mg polvoe
. S ittt 0.5 mg
X = 48.8 mg Alantoina
48:8 mg Alantoina --————-— 100 %
47.3 mg Alantoina -~-——-—-— X

X = 96.93 % de recobro

Como se puede observar los porcientos de recobro obtenidos
varian considerablemente. Esto dio pie a una serie de adaptacio-
nes al métaodo ya establecido, que mejoraran las condiciones de
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separacitn.

iLas adaptaciones realizadas fueron .de acuerdo .con los recur—
sos existentes. Esto es por ejemplo, a8 que no 'se utilizé la tie-
rra de diatomeas que eapecifica el articulo, sino que se eapleté
el sustituto que se menciond en 1a técnica y que funciond adecua-—
-damente.

Adem&s en esta etapa, la compaffia adquirié un titulador po-
tenciométrico automatico marca Mettler modelo DL 25, gue suplié
las funciones que venian llevandose a cabo hasta este mosento,
con el potenciémetro y la bureta.

En las paginas subsecuentes s& mencionarin las adaptaciones
realizadas al método con mas detalle, en los aspectos que son

fundasentales para la detersinacitn de Alantoina.



2. Adaptacién de la Técnica Analitica al Producto.
a! Cantidad de Empaque.

Como se mencion6 en el capitulo III referente a generalida~
des, especificamente en la parte de cromatografia de particién
(CLL), €] empaque dentro de una columna constituye la fase de
gran area superficial que, en conjunto con la fase estacionaria,
aseguran una tr}nsfarencia de soluto al paso de] eluyente adecua-
do.

Por esta razon y, considerando gque aunque este soporte em-—
pleado en la técnica debe ser inerte y no actuar quimicamente con
los componentes de la suspension, represents la clave fundamental
en el sistema cromatografico de separacion, debideo. a que sobre
esta tierra de diatomeas se dispone en capa delgada la fase esta-—
cionaria efectiva que retiene a la Alantoina separdndola del
resto de los eucipientes de la formulacién.

Ademds, las propiedades fisicas de este soporte, como tamaffo
de particula, densidad aparente y compactabilidad principalmente,
son determinantes para el manejo tanto de la muestra como en el
empacado de la columna. En el articulo no se mencionan estos pa-
rdmetros, dnicamente se mencicona el nombre comercial del soporte
¥y, @n consecuencia, la cantidad de empagque y la altura de este
dentro de la columna son especificos para el tipo de empaque men—
cionado.

Fundamentalmente la adaptacién coﬁcerniente a la cantidad de
empaque, fue realizada en los aspectos anteriormente mencionados.
Inicialmente se traté de consequir la misma altura mencionaﬁa en

€l articulo, perc la relacién de peso disminuy6. Esto quiere de-
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cir que el soporte utilizado es mucho menos denso que el reporta-
do para . Celite 545. Por lo tanto esto implica que el area super-
ficial ‘disminuye atn cuando haya una diferencia relativamente
grande en tamafo de particula y densidad.

Por lo tanto, como se cre6 la necesidad de aumentar el tama-
fic de la muestra debido a que !a sensibilidad de la balanza es de
50 mg, se consideré pesar la misma cantidad especificada, que es
de 4 ¢, aan cuando la altura final aumentara. El incremento en la
altura del soporte, utilizando tierra de diatomeas J. T. Baker
(filtro ayuda para andlisis), fue entre 0.6 y 0.8 cm. Asi la
altura que se consiguis fue entre 6.0 y 6.2 cm.

Esto, en consecuencia, aumenta el area superficial de con-
tacto del soporte con la muestra, consiguiéndose una mayor reten-—
cién de Alantoina representando una ventaja dada las nuevas con-
diciones de la muestra.

Los porcentajes de recobro obtenidos con una cantidad menor
de empaque y con la altura reportada en el articulo son varia-
bles, es decir, gque flucttan entre 68 y 75 % ratificandose asi
que la disminucién del &drea es fundamental para la separaci6n. A

continuaci6n se muestran los datos obtenidos:
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Cantidad Cantidad

vV (ml) adicionada recuperada %X de
. Muestra -NaOH 0.1'N {mg) . {mg) recobro
1 2.35 52.60 35.93 &8
2 2.48 ; 54.40 39.23 72
3 2.51 52,90 39.69 75
4 -2.39 353.98 37.79 70
S 2.43 56.09 28.42 &8

Al final de la descripci6n de #stas adaptaciones, se mostra—
ran 1os resultados cbtenidos asi como la técnica definitiva para
la cuantificacién de Alantoina en la suspension.

b) Empacado de la Columna.

También en el capitulo de cromatografia de particién, se
menciocnan las diferentes maneras de empacado. La forma utilizada
en e#]1 articulo indica que una vez teniendo la cantidad de empa-—
que, debe ser impregnada con la fase estacionaria, mezclando con
espatula bhasta tener una consistencia homogénea. La consistencia
obtenida wutilizando este empague no es la de una pasta como se
podria pensar, dada la naturaleza de la fase estacionaria, sino
la de un s6lido hGmedo que aumenta su compactabilidad.

El articulo especifica adicionarlo a la columna en porciones
de 2 cm. Estao, para el tipo de empaque utilizado, no se consider6
asi, debido a que no se obtiene la misma altura con el soporte
empleado por las razones especificadas en el punto anterior. Pero
en sustitucién a este de!alle‘ s@ adoptoé el criterio de adicionar
el saparte en porciones iguales, especificasemte pequeflas, pero

siempre iguales, y compactar cada una de estas por golpeteo suave



sobre una placa de madera, hasta observar que la superficie y los
costados tengan una consistencia lo mas uniforme posible, libre
de burbujas de aire.

Las pruebas iniciales presentaron dificultades en cuanto a
empacado, debido a que se traté de compactar utilizando vibera-
giunes. Dada la condicidn de humedad adquirida al incorporar la
fase estacionaria, no se conseguia una buena compactacién con
dichas vibraciones. En consecuencia los resultados variaron con-

siderablemente en un 60 7% de recobro aproximadamente.

Cantidad Cantidad
Vo {ml} adicionada recuperada % de
Muestra NaCH 0.1 N (mg) (mg) recuobro

1 1.88 51.20 29.70 S8
2 1.94 S1.20 30.70 &0
3 1.98 53.00 31.30 59
4 2.04 $3.00 32.30 61
S 2.01 51.30 31.80 b2

Entonces, se trate de compactar el empaque dentro de la co-
lumna, golpeteando suavemente sobre una placa de madera. Por este
método se traté de estandarizar el nGmero de golpes necesarios
para conseguir una uniformidad tal, que permitiera una buena se-
paracién de Alantoina.

Los resultados obtenidos no fueron satisfactorios, pero fue—
ron mejores que los anteriores, demostrando que también la uni-—-
formidad de compactacion determina el grado de separacién y, en
consecuencia, el porcentaje de recobro obtenido.

En cuanto a la estandarizacién del nameroc de golpateocs para
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. conseguir una uniformidad adecuada, se puede decir que este es
un pardmetro variable que depende de la persona que lleva a cabo
el ansilisis, debido a que cada persona no puede igualar la inten-
si1dad que le da a cada golpe durante el empacado. | o mismo sucede
para una persona, cuyo golpeteo no es nunca uniforme pero es
muche mas constante, Por lo tanio se puede decir gue el criterio
a adoptar es el golpeteo "suave®, entendiéndose por esto, que
cada golpe debe ser de una intensidad tal, que evite la fractura
del empaque, o bien, que no permita una scltura de las particulas
para evitar as: ia farmaci16n de canales de aire o burbujas, fac-
tores que alteran la fase de separacion del método.

Los resultados obtenidos hasta esta etapa del trabajo expe-
rimental, utilizando los criterios de las dos adaptaciones reali-
zadas, demuestran un mejoramiento en la etapa de mejoracion y

cuantificacion de Alantoina, mismos que se eupresan a continua-

cion:
. Cantidad Cantidad
vV (ml) adicionada recuperada 7% de
Muestra NaCH O.1 N {mg) (mg) recaobro
H 2.80 50.50 46.00 92.9
2 2.80 . 50.20 45. 10 93.7
3 z2.81 50.70 46.20 92.9
4 2.85 51.70 47.00 92,2
S 2.85 51.50 47.00 93.1

De este modo se puede decir que las adabtaciones realizadas
hasta este momenta, en combinacién con las optimizaciones adecua-
das puede mejorar los porcentajes de recobro.

Otro aspecto importante dentro del empacado es la compacta-—
cion final realizada con ayuda de una varilla de vidrio. Una vez
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empacada dentro de la columna, la tierra de diatomeas que queda
en la superficie es compactada utilizando una suave presién con
el lado plano de la varilla. Sobre esta tierra asi empacada se
deposita la muestra que esta mezclada con una porcién de 2 g de
la misma tierra y se empaca de la misma manera que el empaque.

c) Preparacién y Tamafio de la Muestra.

Como se mencioné en puntos anteriores, la modificacidén al
tamaffo de la muestra fue uno de los factores determinantes para
realizar las adaptaciones al método original.

Esta consistié en aumentar la cantidad por determinar, debi-
do a la precision de la balanza utilizada en la preparacion de
las muestras.

En cuanto a lo que se refiere a la preparacitn de las mues—
tras, fue necesario fabricar un lote de placebo de la suspensién
conteniendo todos los ingredientes menos Alantoina. Dicho placebo
fue preparado de acuerde con el proceso de manufactura que se
lleva a cabo en el area de produccién. El resultado fue que el
placebo, aungue se tuvo cuidado de mantener las condiciones de
temperatura y agitacion, presenté una viscosidad euy alta y un
aspecto diferente al producto terminado.

Por esta razon se pidio al area de liquidos que de un lote
de produccién narmal, se tomaran 500 gr de producto en proceso
antes de adicionarie Alantoina. Esto fue posible debido a que la
inclusién del principio active para la suspensif6n es en el Gltimo
paso- de manufactura, el cual consiste en dispersar Alantoina en
propilen glicoal y adicionarse cuando la mezcla principal esté a

40 *‘C.
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Las caracteristicas fisicas de esta mezcla son muy similares
al producto terminado, de tal manera que es valido utilizarse
como placebo.

En general 1las muestras fueron preparadas pesando adecuada-
mente 50 mg de Alantoina, a las cuales se les adicion6é 2.5 g de
placebn. Esta mezcla se incorporé con una espatula hasta una
apariencia uniforme. El articulo especifica que, para la prepara-
cien de 1las muestras que van a someterse a andlisis, dicho pla—
cebo mezclado con el principio activo, debe calentarse. Se consi-
dera, en este caso especificamente que no es necesario el calen-
tamiento, dado jue la naturaleza de la forma farmacéutica es que
Alantoina no va a incorporarse al placebo, sino que permanecerd
en suspensiotn.

Por 1o tanto, una vez incorporada la mezcla dentro de fras-
cos color Aambar sellados con parafilm, permanecerin en reposo
cuatro dias antes del andlisis.

Posteriormente a estos placebos cargados se les adicioné
2.0 g de tierra de diatomeas con lavado scido y 0.8 ml de fase
estacionaria, mezclando con una espdtula hasta una apariencia
uni forme. La muestra, asi preparada, se adiciona dentro de colum-—
nas preparadas de acuerdo a las adaptaciones mencionadas ante-
riormente.

. Creo nue &s importante mencionar que la consistencia de la
tierra de diatomeas que estd incorporada con ta muestra presenta
ciertas caracteristicas que impiden empacarla dentro de la colum-
na como el empaque previo. Esto es debido, a que las caracteris-—
ticas de los excipientes, que en su mayoria son grasas, confieren
a dicha tierra una consistencia. grasosa, 1o cual provoca una
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aglﬁ%inacién dé ésga y eﬁ‘cnnsecuencia dificultad de manejo.

Péﬁé‘ efectc§ AEX analisié, es necaesarin empacar la muestra
dengro ae la columna lo mas uniformemente posible. Esto con mucho
cuidado puede llegar a rea}izarse, pero si no, puede considerarse
no tan importante ya que el empaque, tanto el de la columna como
el de la muestra, se encargan de retener Alantoina y si el empa-
que de la muestra no queda uniforme, no se altera considerable-
mente el resultado final.

Una prueba de ello lo demuestran los sigufentes resultados:

Cantidad Cantidad
- vV (ml) adicionada recuperada 7% de
Muestra NaOH 0.1 N (mg) (mg) recobro
1 3.0335 52.70 349.90 4.7
2 2.9478 S51.10 48.50 94.9
3 2.86467 50.20 47.20 . 4.0
4 2.8898 52.00 47.60 1.9
5 2.8011 49,20 45.10 93.7

Fara estos resultados la apariencia del empaque que contenia
la muestra dentro de la columna, no era uniforme del todo, perc
los resultados no variaron mucho con respecto a los anteriores.

Como se podrd notar, la cantidad de fase estacionaria adi-
cionada, tanto a la muestra como al empaque, nNn variaron conside-
rablemente. Esto puede conducir a que, ctomo se aument6 el tamafio
de la muestra, Alantoina no es retenida en su totalidad. Esto es
logico, sin embargo no sucede asi ya que los resultados lo expre-
wan. Una de lae causas que impidieron el aumento de la fase esta-
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cionaria es debido a que se dificulté «)! manejo de la tisrra de
diatomsas al momento de empacarla, pues esta adquiria un grado de
husectacién tal, que fores aglutinaciones y en consecuencia una -
mala distribucion del area superticial.

Por otro lado se encuentra la relacién de solubilidad de
Alantoina en agua. Si Alantoina es soluble, 1 g en 190 al de apua,
los 30 mg tetricamente contenidos en los 2.5 g de suestra son so-
lubles en 9.5 ml de agua. Esto se traté de asjorar como s® expli-
card en el siguiente punto. Por esto la cantidad de agua de la
fase estacionaria solo retiene a Alantoina y de ninguna manera
ésta sale de la columa con el acetato de etilo ni con el eter.

d) Forma de Elucién.

Originalesente, Alantoina es extraidade la calumna, por se-
dio de una porcién de agua deionizada, colectando los Illil%tros
eluidos y desechando todos los solventes organicos. Como Alanto-
ina es poco soluble en agua, segan la literatura y las pruebas de
solubilidad realizadas, se traté de encontrar una sanera de obte-
ner un porcentaje sayor de recobro.

Si Alantoina es poco soluble en agua a temperatura ambiente
y muy soluble en agua caliente, se considers entonces la posibi-
lidad de utilizar la sisma cantidad de agua pero en caliente.

Esto cre6, en un principio ciertas dificultades, debido a
que el empaque estaba hussdecido con éter, y al momento de intro-
ducir el agua caliente s® producian proyecciones, incluso del em— -
pague, debido a la ebullicién violenta del éter.

Tratando de secar @] empagque antes de adicicnar agua calien—

te, se producia fracturas de este y en consecuencia se realizaba
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una separacién defectuosa, ya que se forman canales de aire, con
lo cual, partes del sistema de separaci6tn no eran eluidas par
dicha fase acuosa dando porcentajes de recobro bajos.

Por lo tanto se decidié dividir la cantidad de agua en dos
partes: una de 20 ml a temperatura ambiente, que se adiciona ini-
cialmente para impregnar la columna y otra de 40 ml a S0 *C que
arrastre la mayor parte del principio activo. Ambas partes de
agua tienen en comun, la finalidad de extraer el principio activo
de la columna, solo que una en mayor cantidad que la otra. De es—
ta manera los porcentajes de recobro aumentaron considerablemente

como se aprecia en la siguiente tabla:

Cantidad Cantidad
Y (ml) adicionada recuperada % de
Muestra NaQOH 0.1 N tmg) {mg? recobro
1 3.1230 48.34 47.75 9B8.77
2 3.0735 48.34 46.99 ?7.20
3 3.2313 48.35 49.41 102.20
4 3.2371 48.34 49.50 102.39
35 3.0046 48.34 ) 49.94 103.30

Con 1la inclusién del solvente final a una temperatura mayor
a la realizada anteriormente, podria pensarse que, ademds de
Alantoina, puede eluir alguna de las substancias que se solubili-
zan en agua a 50 °C como metilparabeno, propilparabeno y lguril
sulfato de sodio. Sin embargo, la mayor parte de éstas son elui-
das por el acetato de etilo y el éter, y si alguna cantidad pu-
diera pasar, la incorporacion de acetona a la '-;e final, provoca
un corrimiento del! gKa de Alantoina. Esto se comprobd dado a que
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_después de la titulacién de las muestras se graficaron los valo-

res . obtenidos. La gréfica resultante, presenta un punte de

_inflexi6n similar a un estandar de Alantoina titulado de la misma

manera.

Esto puede representar, en cierta forma, una identificaciébn
de Alantoina para el sistema de separacion propuesto, y propor-
cionar una 1i1dea del comportamiento durante la titulacién. Las
gréaficas que demuestran lo anterior, fueron obtenidas utilizando
la impresora matricial del titulador potenciométrico automatico,

las cuales se presentan a continuacion:
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@) Titulacién Potenciométrica de las Muestras.

Lé valoracion final de Alantoina es realizada adicionando a
los eluatos colectados, una porcibtn de acetona que representa el
66 % en la mezcla final, Para los 40 ml que normalmente son co-
lectados, se adicionan 116 ml de acetona grado reactivo para des-—
pués llevar a cabo su titulaci6n con hidréxido de sodio 0.1 N.

La titulacion de las muestras eluidas de la coluamna fue rea-—
lizada ut:ilizande el titulador potenciométrico automatico marca
Mettler madelo DL 25, e! cual consta de 12 médulos de programa-—
cion. Con cada uno de ellos se pueden crear programas de titula-
cién de acuerdo con la naturaleza quimica de la substancia. Estos
pazos en conjunto se denominan configuracién.

El primer paso en la configuracién, denominado "TIPE“, indi-
ca el tipo de valoraci6n que se llevard a cabo. En este paso el
namero 9010 indica un tipo de valoracion especial que presenta
dos puntos de equivalencia, y que los valores en la pantalla sean
de pH.

E1 segundo paso denominado "CONTROL”, indica la velocidad en
mv/seqg con la cual se dan los cambios de potencial a lo largo de
la valoracio6n. Este pardmetro di como valor estandar el namero 2,
cuya velocidad de cambio potencial es de 0.5 mv/seg.

El tercer paso "PREDOSING", indica los elementos de volumen
adicionado a lo largo de la valoracibén. Se tomé como criterio la
adicion de .05 ml, dado a que los puntos de equivalencia son pe-
quefios, y si aumentara la cantidad de valorante, no se apreciaria
cambio alguno en el potencial.

“BUR/MAX VOL", indica la capacidad de la bureta y el volumen
maximo que pueda consumir la muestra. Se menciond la capacidad de
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1a bureta, debido a que la adici6én de la soluci6tn valorante, es
mediante un émbolo que, de acuerdo al diametro de la bureta,
asciende wuna cierta longitud. Es por esto que para una bureta de
20 ml1, que tiene un didmetro mayor con respecto a una de 10 m}
{valor estandar proporcionado por el aparatao), el valor clave es
1 y los siguientes tres digitos de 1zquierda a derecha, represen—
tan el volumen que puede ser de 1 a 999 ml. For lo tanto el valor
1010 indica la wtilizacién de una bureta de 20 ml y un velumen
méximo de dosificaci6n de 10 ml.

El paso de configuracion namero 5, se utiliza en aguellos
casos en los que se conoce el pH donde exactamente se presenta el
punto de inflexién. En este caso, como se especifica en al
articulo, no se conoce con exactitud en que pH estsd situado dicho
punto, snlo se d& un rango en donde se presenta e1 cambio brusco
de potencial. Para el método propuesto, no se consideré este paso
de configuracién.

"STIR TIME" representa el tiempo de agitacion previo a la
titulacion, el cual debe ser introducido en segundos. Fara nues—
tras muestras, basta con S segundos de agitaci16n antes de
titular,

El séptimo paso denominado "OUT PUT", indica en que unidades
se darad el resultado y los pH iniciales en cada titulacién. Para
la clave 920 el resultado esta dado en ml e indifandn los pH ini-
ciales con una precisién de décimas.

En "SISTEM", se le indica al titulador si1 hay otros sistemas
acoplados a este, como pueden ser una balanza analitica, upa im-~

presora u otro titulador, entre otros sistemas. En este caso la
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clave 1 ‘indica que al titulador se le acoplé una impresora matri-
cial.

Inicialmente, cuando se realizaban pruebas con el setodo
propuesto, se llevaba acabo la determinacién de Alantoina utili-
zando una bureta de 10 ml ykse adicionaba la soluci6n de Hidro-
xido de s6dio 0.1 N en incrementos de 0.05 ml. (Graficas 1 y 2).

Comao se puede apreciar, el comportamiento obtenido experi-—
mentalmente es muy semejante al reportado en el articulo, utili-
zando una solucién acuosa de Alantoina, con una proporcién de
b4% acetona-agua.

Ahora bien, esta determinacion se realiz6 al eluato colec-
tado despuéds de la separacién cromatografica. (Grifica 3).

De esta manera se puede decir que, el métoda propuesto, es
capaz de detectar Alantoina, previa separacién cromatografica
de la forma farmacéutica, sin interferencia alguna, dado al de-
sarrollo de la reaccifn en presencia de Hidr6xido de sédio.

Se puede decir entonces, que la reaccion verificada al mo-~

mento de la titulaci6n es la siguiente:

\i\ H H H
O N N0 O v o
YO0 42Na0H — ﬁ/_N:\N
HAN o7 Nay N -
w Na™y o H
N

en donde los 1cnes H+ de la amina primaria, son susceptibles de
reaccionar con loe  iones OH- del Hidroxido de sédio, acentuan-—

dose este caracter con la adicion de acetona al momento de la

ESTA TESIS MO DEBE
SALIR DE 1A BIBLIOTECA



titulacién, de tal manera que se detectan dos punto de equiva-

lencia, mismos que corresponden a los iones H+ de la amina.
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V. VALIDACION DEL METODO ANALLITICO.

i.

Técnica Analitica.

a

1

(=4

) Equipo:
Titulador potenciométrico automatico marca Mettler DL 25
equipade con: electrodo de vidrio combinado universal
marca Mettler DG 111 para titulaciones Acido-base, propela
agitadora, bureta intercambiable de 20 ml marca Mettler DV
420 manguera dosificadora con punta de bureta que inyecta
a velocidad constante.
Columnas cromatograficas de vidrio boro-silicato de 30 cm
de longitud por 2 cm de dismetro interno, con placa porosa
de filtracién rapida, colocada al fondo de estas.

) Reactivos:
Soluci6n de hidr6éxido de sodio 0.1 N estandarizada poten—
ciométricamente contra un patrén primario de biftalato de
potasio.
Acetona grado reactivo.
Tierra de diatomeas con lavado &cido (filtro analitico),
marca J.T. Baker No. de cat&logo 1939.
Acetato de etilo grado reactivo.
Eter etilico grado reactivo,
Alantuina estdndar secundario de referencia del catdlogo
Aldrich Chemical No. A2 839-2, Pureza: 76 %.
Alantoina materia prima lote ABSA No. AB0415 (Vitadrog S.
A. de C.V.). .
Placebo de la suspension dérmica.

)} Preparcion de Solventes:
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- Acetato de etilo saturado con agua: 200 ml de acetato de
etilo R.A. y 20 ml de agua se mezclan en un embudo de se-
paracién, agitando-hasta la saturaci6n completa. Cuando se
equilibran las fases, separar la fase acuosa (inferior)
que servird como fase estacionaria en la columna y para la
preparacion de las muestras. La fase de acetato de etilo
es la fase organica mHvil para la elucién de la columna.

- Eter etilico saturado con agua: se prepara adicionando
25 ml de agua a 100 ml de éter etilico contenido en un
embudo de separacion. Agitar hasta completar la satura-
cién. Una ver equilibradas las fases separar la fase acuo-
sa (inferior), descartandola. E1 éter es empleado para la
elucion de la columna.

d} Freparacion de la Columna;

A 4.0 g de tierra de diatomeas con lavado acido (filtro ana-
litico), se le adicionan 3.8 ml de fase estacionaria, mezclando
con uﬁa espatula. €Este material es adicionado en porciones de
2 cm aproximadamente a una columna cromatografica que contiene
-una placa porosa en el fondo. La columna se golpea contra una
placa de madera hasta que tenga un aspecto uniforme, desde una
altura aproximadamente de 3 cm. Compactar perfectamente el sopor-
te dentro de la columna con una varilla de vidrio a una longitud
entre 6.0 y 5.5 cm. Lavar con 50 ml de acetato de etilo saturado
con agua. La columna queda lista para ser usada,

e) Procedimiento General para la Preparacién de Placebos

Cargados:

Se prepara un lote placebo de la suspensién conteniendo to-

82



dos los ingredientes menos Alantoina. Se pesan las cantidades ne—
cesarias de principio activo para cada determinacion y se les
adiciona 2.5 g de placebo mezclandc convuna espatula, dentro de
frascos 4mbar. Tapar cada uno can parafilm y dejar reposar duran-—
te 4 dias antes del andlisis a temperatura ambiente y en un lugar
fresco y seco, para evitar la evaporacion de la mestra.

f) Procedimiento:

Pesar aproximadamente una cantidad de suspensib6n equivalente
a S0 mg de Alantoina dentro de un vaso de precipitados de 100 ml
y adicionar 2.0 g de tierra de diatomeas con lavado &cido (fil-
tro analitico). Mezclar completamente con una espitula y despugs
adicionarr 0.8 ml de fase estacionaria mezclando nuevamente. La
muestra asi preparada, se adiciona a una columna previamente em-
pacada y lavada. La muestra se adiciona de la misma manera que la
adicion del soporte y se compacta nuevamente hasta una altura de
8-8.5 cm. Eluir la columna con 140 ml de acetato de etilo satura-
do con agua (fase movil) en porciones de 40: 50: 50 ml. Cuando la
fase orgdnica corra justo en la superficie del soporte, adicionar
Sml de éter etilico saturado con agua, y nuevamente cuando la
fase de é&ter etilico corra justo en la superficie, adicionar 35
ml mas de éter etilico saturado con agua dejando eluir totalmen—
te. Descartar todo el disolvente eluido. La Alantoina se extrae
de la columna por elucitn de &0 ml de agua deionizada de la
siguiente manera: adiciohar primero 20 sl de agua deionizada a
30 *C para evitar proyecci6n por los residuos de éter acumulados
en la columa y para impregnar el soporte. Los 40 ml de agua res-
tantes se adicionan a 50 *C, dejando eluir hasta sequedad. Colec—
tar la fase acuosa en un vaso de precipitados de 230 al, hasta
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que la colusna seque. Para esto se puede ayudar pasando aire por
encima delt soporte con una perilla cuidadosamente para evitar
romper el soparte, Adicionar a la fase acuosa colectada 1146 ml de
acetona {(proporcidon final: 64 % acetona-agua) y titular potencio—-
métricamente con hidroxido de sodio 0.1 N, hasta un pH da 1.5
a 12.0. Calcular los mg de Alantoina por gramo de muestra por

sustitucién de los valores obtenidos en la siguiente expresibn:

V x F x 158.12 x 100

= mg Alantoina/g de suspensibn
1000 (peso muestra g)
Dende:
¥V = ml de NaOH 0.1 N consumidas

F = Factor de Normalidad de la solucién titulante

158.12 = Peso equivalente de Alantoina (mg/meq)

Cada determinacion realizarse por triplicado contra una

muestra estandar preparada de la misma manera (sin excipientes).

2., Parametros Evaluados para la Validacién.

E! método analitico propuesto se someti6é a un analisis asta—
distico para su validacion, tomando en cuenta que este serd em—
pleado como ensayo de control de calidad para producto terminado.
Los parametros evaluados para la validacién fueron los siguien—
tes:

a) Del Sistema de Medicién:

~ Precisitn
- Linwalidad
b) Del Metodo Analitico:

- Exactitud
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- Linealidad

- Reproducibilidad

- Especificidad

-~ Estabilidad de la Muestra

Los parametros fueron evaluados con el apoyo del material
bibliografico proporcionado por la compafiia, recabados del curso
"Estadistica Aplicada a la Validacio6n de Métodos Analiticos", im-
partido por el centro de actualizacién profesional CSEBIOFAR
(Consultorio y Servicios en Estadistica Biomédica y Farmacéutica
AP), y por el material de apoyo del curso "Validacion" impartido
por la Asociacitn Farmacéutica Mexicana.

a) Pardmetros del Sistema de Medicién.

- Precisib6n:

1. Preparacién de la Solucién Stock de Alantoina.

Se pesé una cantidad de Alantoina estandar de referncia de
aproximadamente 500 mg y se transferiéron a un vaso de precipita~
das de S00 ml, agregando 400 ml de agua destilada y disolviendo
con ayuda de agitacitn y calentamiento (50 *C), durante 10 min.,
enfriando a temperatura aabiente. Se transfirio la solucién a un
matraz volumétrico de S00 ml llevando a volumen con agua destila-
da.

2. Procedimiento.

Se tomarcn 8 alicuotas de 50 ml de la solucién anterioreen-
te preparada con pipetas volumétricas transferiéndolas a vasos de
precipitados de 2350 ml. A cada una se adiciont 10 al mis de ag.ua
destilada y 116 ml de acetona R. A. Se titulé potenciométricamen—
te con hidroxido de sodio 0.1 N utilizando el programa No. 3 del
titulador potenciométrico automidtico. Se registré el volumen
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consumido, restdndole el valor de una soluci6n blanco, preparada

de la misma manera, pero sin Alantoina.

Con cada volumen obtenido, se calcularon los mg de Alantoina

detectados por el sistema, de acuerdo a la siguiente expresion:

V x F x 158.12 x 100

1000
Donde:

= mg de Alantoina

V = Volumen consumido por la muestra - volumen

consumido por el blanco.

F = Factor de Normalidad de la sclucion

titulante.

Los resultados cobtenidos fueron los siguientes:

Muestra Vv (ml) de NaOH
0.1099 N
Bco. 0.0778
1 2.9570
2 2.8914
2 2.9043
4 2.8907
S 2.9354
] 2.9029
7 2.8795
8 2.8%04
X = 2.9065 ml sx = 0.0264
¢.0264
D.E.R. & —=———~ x 100 = 0.9083 %
2. 7065
Criterio - de aceptaci6én: D.E.R. no mayor
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Conclusi6n: como el valor de la desviacién estandar relativa ab-—
tenida experimentalmente no excedio de 1.5 %, por lo tanto, el
sistema de medicion puede considerarse PRECISO bajo las condicio-
nes experimentales establecidas

- Linealidad:

1. Preparacion de la Sclucion Stock de Alantoina.

Se pes6 una cantidad de Alantoina estandar de referencia de
aproximadamente 1.0 g, transferiéndolo a un vasa de precipitados
de 1000 ml. Se adicionaron 800 ml de agua destilada y disolvién-
dolos con ayuda de agitacion y calentamiento ligere (30 °*C) duran-
te 10 min. Se enfri6t la soluci6tn a temperatura ambiente y se
tranfirié a un matraz volumétrico de 1000 ml, completidndose el
volumen con agua destilacda.

2. Froucedimiento.

De la solucion anterio- se tomaron alicuotas de 30, 45, 50,
S5 y 460 ml, las cuales corresponden respectivamente al 80, 90,
100, 110 y 120 % de la cantidad detectada por el método. Se ajus—
to cada alicunta a 60 ml con agua destilada, realizando el andli-
s15 por triplicado para cada nivel de concentracion y adicionando
a cada wuna de ellas !16 ml de acetona R. A., para luego titular
potenciométricamente con hidroxido de sodio 0.1 N, de la misma
manera que @l procedimiento anterior, utilizando el programa
No., 3 del titulador potenciaométrico automatico.

Se registraron los ml consumidos por cada muestra calculan-
do lo mg de Alantoina detectados por el sistema, de acuerdo a la

siguiente expresisén:
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YV x F % 158.12 'x. 100 = mg de Alantoina

1000
Los resul tados obtenidos fueron los siguientes:

TABLA DE RESULTADOS. LINEALIDAD DEL SISTEMA

Concentracion Forcentaje —= Volumen (ml) NaOH ©.1099 N -——
{mg) % Replica 1 Replica 2 Replica 3
39,2235 =[] 2.3554 22,3267 2,3252
44,1265 0 2.6180 2.46482 2. 56083
49,0865 100 2.9047 2.8896 2.9159
53,9323 110 -~ 3.1767 3. 14696 3. 1954
568.8353 120 e ;.4346 3.4526 3.4433

Détos de regresitn:
Pendiente m = 0.1110
Ordenada al origen b = 0.0568
Coeficiente de coorelacion r = 0.9994

0.9989

‘
"

De acuerdo a los valores obtenidos para evaluar linealidad
del! sistema, se puede apreciar que €1 valor de pendiente es muy
pequefio. Far esta razon los datos de pendiente, ordenada al
origen y coeficiente de correlacidn fueron analizados mediante un
programa estadistico de acuerdo a una tabla de analisis de va-
rianza. Al final de este, se ponderan los datos utilizando el es—
tadigrafo “F".

El valor "F" registrado en “Regresi6n residual” representa
la relacifn entre "x" y “y", de acuerdo a lo siguiente:

y = mx + b
St m = 0, esta implica que el términomx es igual a 0 y por
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lo tanto no hay relacién - entre “x* y "y". Entonces el plantea-
miento‘d. 1a hipotesis es e) siguiente:

Ha : m= 0

H : m=0

Se :onclu*e entonces que, si el valorde Fcal > Ftab, esto
implica que existe una relacién entre "x* y "y" rechazdndose Ho.

Para los valores de “F" obtenidos en linealidad tenemos que:

Fcal = 11297.8
por lo tanto se rechaza Ho
Ftab = 2,143

Esto quiere decir que existe una relaci6n entre "x" y “y*,

b) Pardmetros del Método Analitico.

Frevio a la determipacitn de los pardmetros del método
analitico, se realizd el cidlculo de la pureza de la materia prima
empleada con respecto a un estandar de referencia, mediante el
siguiente procedimiento.

Se pesaron I muestras de Alantoina materia prima y una de
Alantoina estandar de referencia {(purera 78 %), de aproximadamen-—
te 50 mg dentro de vasus de precipiltado de250 ml, agregandoseles
60 ml de agua destilada disolviéndose con ayuda de agitacien y
calentamiento ligero. Ge enfri6 a temperatura ambiente, agregdn-
dole a cada una de ellas 116 ml de acetonaR. A. y tituléndose
potenciométricamente con hidrosido de sodio 0.1 N. Se registraron
los ml consumidos por  las nuestraé y por el estandar, lous cuales

fueran sustituidos en la siguiente expresion:
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ml muestra

mg estandar

®

ml estandar

mg muestra

TABLA DE RESULTADOS

Muestra Volumen {(ml)
NaGOH 0.1043 N
1 3.0368
2 3.1500
3 3.0924
Std. 3.0662

Puraeza

®* F x Pureza del estindar = de la

mastra

mg de Alantoina

Para la materia prima Alantoina No. lote

reza promedio calculada fue la siguiente:

Muestra 1:

fMuestra 2:

Muestra 3:

Con esta

pureza de

3.0348 52.0

— % -
3.0662 80.7
3. 1500 52.0
______ ¥ me——
3. 0662 52.7
3.0724 52.0

® ——

51.59

x 1.043 x

® 1.043 x

% 1.043 x

Pureza pramedio

50.7
52.7
51.5

52.0

ABSA ABO61S, la pu-

98 = 103.74

98 103. 61

98 = 104.09

= 103.81 %

materia prima se calcularon los mg de

Alantoina que se adicionaron, en base a la pureza referida al es—

tandar para cada parametro de validacién.
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A continuacitn se describen los procedimientos mediante los

cuales se evaluaron los parametros del método analftico.
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1. Preparacion de la Muestra.

Se pesaron 10 muestras de aproximadamente 50 mg de Alantoina
{estandar secundario de referencia 98 %), en frascos dmhar. A ca—
da uno se les agrego 7.5 g de placebo de la suspension, mezclando
con  una espatula. Se sellé cada frasco con parafila y se dejé
reposar  durante 4 dias a temperatura ambiente en un lugar fresca
y seco.

2. Analisis de las muestras.

Transcurrido el tiempo de reposo, se agreg6é a cada frasco
2.0 g de tierra de diatomeas con lavado acido y 0.8 ml de fase
estacionaria, mezclandose con una espatula y depositandose cada
muestra en una columna previamente empacada como se indica en el
procedimiento experimental.

Las 10 columnas se eluyeron cada una con 140 ml de acetato
de etilo satlurado con agua (fase mévil). Cuando la fase anterior
corirsa Justo par encima del soporte, ss adiciond 5 al de éter
etilico saturado con agua; y después, cuando esta fase corria
Justo  por encima del soporte, se adiciont 35 ml mas de éter eti-
lico saturado con  agua. Se dejaron secar las columnas, adicio-
nandoles 20 ml de agua deionizada a 30 £. Cuando la fase de agua
corria Jjusto por encima del soporte, se adiciondron 40 m]l m4s de
agua deionizada a 50 C. dejando eluir la fase acuosa hasta secar
!a columna. Se colect6 esta fase y se adiciono 116 ml de acetona
R, A. y se titulé potenciométricamente con hidréxido de sodio
0.1 N, empleando para ello el programa No. 3 del titulador poten—-
ciométrico automdtico. Los ml registrados para cada muestra

fueron los siguientes:



CUADRO DE RESULTADOS. EXACTITUD DEL METODOD ANALITICO.

Muestra volumen {(ml) mg agregados mg recuperadaos 7 de
NaOH 0.1254 N recobro

1 2.5016 49.882 49. 681 99.59
2 2.4967 50.372 49.584 98.43
2 2.5503 50.568 50. 449 100. 16
4 2.44673 48.558 49.000 98.81
S 2.8956%9 50.568 49.588 48. 06
-3 2.5632 50.862 50.905 100.08
7 2.5484 50.764 50.611 ?9.70
8 2.5968 50.548 91.572 101.98
k4 2.54556 49.784 50. 555 101.54
10 2.5153 49.392 49.954 101.14

El analisis estadistico de los resultados obtenidos es el

siguiente:
n = 10
1.3X123
x = 99.949 D.E.R. = mm——e— x 100 = 1.3129 %
99.949

s = 1.3123 ’

Se empleo el estadigrafo "t de student para ponderar los

datos obtenidos, de manera que, el planteamiento de las hip6tesis

es el siguiente:

 Ho : Muestra =

H : Muestra =
x - 100
t = ———————
s /qn

t = 0.1229 Valor "t*

El valor teérico de “t* con un
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calculado

1.3123 7 \['ig‘

nivel da significancia de



a = 0.05, grados da libertad g.1 = n - 1, a8 el siguiente:
t = 1.8331 Valor "t" de tablas
Como t cal < t tab, el método puede considerarse exacto,

bajo las condiciones experimentales anteriormente establecidas.
INTERVALO DE CONFIANZA.

I.C. = £ + tecal (s /N nH
I.C. = 99.949 + 0.1229 (1.3123 / \ 10"

?7.898 4 < x < 100 %
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=~ Linealidad:
La linealidad del wmétodo analitico, fué evaluada en ¥ nive-
les diferentes de concentraci6n cada uno con tres replicas, de

acuerdo al siguiente esquemas

Nivel (%) mg de Alantoina
80 40
0 43
100 S0
110 53
120 60

1. Preparaci6n de la Muestras,

Se pesaron por triplicado cantidades de Alantoina correspo-
dientes a los niveles se®alados en el esquema anterior en frascos
ambar; se les adicion6é 2.5 g del placebo de la suspensitn y se
mezclaron con wuna espidtula. Se sellaron los frascos con parafilm
y se dejaron reposar durante 4 dias a temperatura ambiente en un
lugar fresco y seco.

2. Analisis de las Muestras.

Transcurrido el tiempo de reposo, se le adicioné a cada
frasco 2.0 g de tierra de diatomeas con lavado 4acidoc y 0.8 ml de
fase estacionaria. Se mezclé cada una con una espatula, adicio-
nando esta mezcla dentro de columnas cromatograficas previamente
empacadas y lavadas como se indica en el procedimiento experimen-—
tal. Los resultados obtenidos se anotan a continuaci6n en el si-

guiente cuadro:



CUADRO DE RESULTADOS. LINEALIDAD.

v (ml)' NaOH mQ agregados

Cotlumna mg recuperados
0.10535 N

80.1 2.3336 40.0241 49,3489
80.2 2.3341 40,1236 40. 3576
80.3 2.3249 40.3228 40. 1639
90.1 2.6034 45. 35000 45.0139
‘.6467 45.0022 45.6588
2.6713 45.59%6 46.1879
5:9421 19.9803 50,8702
2;9369 S0. 4781 50.7802
2.9400 50.4781 50.8338
110.1. 3.3148 57.6466 57.3143
i10.2 3.4737 56.8414 60,0617
7110.3 3.2248 55.6554 55.7582
120.1 3.5288 61.3304 61.0144
120.2 3.4213 59.93&66 5%.1557
120.3 3.4121 59.6379 58, 99446

Andlisis estadistico de los datos

b

"~

r
sx = 760.5571
sy = 762.5161
sxy = 79481,9561

= 1,188%

= 0.9781

= 0.9973

= 0.9946

%6

SX

sy

de Linealidad:

=

37400, 0966
39568.7353

50.7028

% de
recobrao

100.81

100.58

99.61

98.93

101. 44

101,29

101.78

100. 40

100.70

99.42

102.07

100. 18

97.48

98.70

78.92



7.7319

y = 50.8344 sx

sy = 7.5909

Analizando los resultados obtenidos, se puede observar que,
de acuerdo a los criterios para considerar 1la linealidad de un
método analitico, el valor de la ordenada al origen, no cae den-—
tro del limite de aceptaciaén., Es por ello que se hizo una ponde—
racién del valor obtenido experimentalmente usando el estadigrafo
"t student.

Calculo del error tipico de estimacion mod:ficado:

Sy / x = e e e e e e —

139568, 7553 - £(1.1889) (762.5161)) - [(0.9791) (39481.9561)1

15 - 2

Sy / x = 0.6455
Evaluacién de 1a ordenada al origen:

Planteamiento de las hip6tesis:
Ho : b = O©

H : b = O

tcal =

sy / x

En donde:
b = ordenada al origen exparimental
B = ordenada al origen esperada
n = namero de datos
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errar tipico de estimacién modificado

x--= " valor medic
% = miligramos de Alantoina

1.1889 - o0

tcal =
39400, 0946
0.6455 ||-——m—mmeenne
15 (B36.9565)
tcal = 1.0397 ttab = 1.7709 para a = 0.05 % g.1 = 13

Como tcal es menor que ttah, esto implica que puede conside-

rarse la ordenada al origen obtenida esperimentalmente como

b = 0.

Intervalo de confianza para la ordenada al origen:

b + 2.1604 sx/y  \jrm—mm—mm——————e T

~ 1.2816 < b < 3.6594
Por lo tanto, el método analitico puede considerarse lineal
para la cuantificacién de Alantoina bajo las condiciones ante-—

riormente establecidas.



1. Preparacion de las Muestras.

Esta prueba se realizo preparando 3 auestras por analista al
100 %, para analizar en 2 éias diferentes. Se pesaron aproximada-—
mente S0 mg de Alantoina y se les adicion6 2.5 g de placebo de la
suspensién, Se dejaron reposar 4 dias antes de cada analisis a
temperatura ambiente en un lugar fir'esco y seco, dentro de frascos
ambar sellados con parafilm.

2. Analisis de las Muestras.

A cada muestra se le adicioné 2.0 g de tierra de diatomeas
con lavado dcido y 0.8 ml de fase estacionaria. Se mezclaron con
espatula y se empacéd cada una de ellas en una columna cromato-
grafica previamente empacada y lavada como se indica en ®1 proce-
dimiento experimental. Se analizaron las muestras teniendo cuida-
da, por parte del otro analista, en los siguientes puntos:

a) La manera de empacar las columnas y su compactacion.

b) La forma de eluir las columnas con la fase final (agua).

€) La manera de trasvasar la muestra dentro de la columna.

d) Se cambé la solucibén del electrodo y se prepartd solucién

titulante.



CUADRO DE RESULTADOS. REPRODUCIRILIDAD.

Columna \Voiml). NaOH mg agregados mg recuperados % de
: recobro
A 111 -—';.2498 19.98 50,20 o ;;;T;;—
A i:l ©T.2951 50.88 50.%0 100.04
A 1‘31’; 3.5254 54.56 54.41 99.72
At1z 1.3434 52.07 S1.65 99.19
A 122 I.3249 51.37 51.36 ?29.98
A 132 7.2442 $50.28 S0. 1‘2 99.68
A211 X.1020 48.09 47.92 99.64
A 221 3.21488 50.18 49. 66 98.97
A T31 . 3.2682 50.68 50.49 99.62
A 212 3.2518 S50.88 S0.23 98.73
A 222 3.2408 50.48 50.04 99.17
A232 : 3.3055 51.27 S1.06 99.59



A i 1

1

Andlisis Dia Muestra

ANAL1S13 DE RESULTADDS. REPRODUCIBILIDAD.

Dia 1 Dia 2
100, 44 99.64

Analista™l . - 100.04 98.97 = 598.43
99.72 99.62
98.73

* Analista:2: 99.17 = 596034

99.S9v

X1 = 599.05 X2 =7595.720 -

Sumataria total?: - Y

101

=1194.77




FACTORES F1J0S.

TABLA DE RESULTADOS (ANADEVA). REFPRODUCIBILIDAD.

Fuente de g.1. Suma de Media F cal F tab
error cuadrados cuadratica

Analista 1 0.3940 0. 3940 12,7097 161.4
Dia 1 0.9241 0.9241 30. 4548 161.4

Interaccion
A -D 1 3.1 % 10— 3.1 # 10- ., 0250 5.32
Errar 8 1.2388 0.1548

FACTDRES ANIDADOS

TABLA DE RESULTADDS (ANADEVA). REFRODUCIBILIDAD.

fuente de g.1. Suma de Media F cal F tab
error cuadrados cuadratica
Analista
A i 1 0.3940 0.3740 0.8250 18.51
Dia D j 2 0.9551 0.4776 3.0833 4,454
Error E k 8 1.2388 0.1549

Para los mismos datos de reproducibilidad se calcularon los

parametros siguientes:
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Muestra 7% de recobro

A 111 100, 44

R 112 100.04
PYITE: 99,72
LA 21t 99.19
a1z 99.98
A 213 99.68
A121 99.64
A 123 - 99,62
A 221 98.73
A z22 99.17
A 223 99.59

Fara los cuale;: % = 99.56 %
s = 0.4822
c.v. = 0.4883

CALCULO DE REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD DEL METODO ANALITICO.
a) Repetibilidad:
Rep. = 100 + (1%6) (H.C. )
Rep. = 100.7714
b) Reproducibilidad interdia para el analista:
Rep. ~d = 100 + (1.98) CM.C. - MC. )Y /7 r)

Rep, - d = 100.0226

¢) Reproducibilidad interanalista:
Rep. - a = 100 {(H.C. ~- M.C. ) / (r « d} 1

Rep. — a = 99.965%
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Conclusib6ng
Observando los valores de F cal comparados con los valores
de F tab, se puede decir que el método analitico no presenta

efecto significativo con respecto al analista y al dia.

Criterio de aceptacion:

Fuente de variacion Criterio
Analista A . F cal < F tab
Dia D F cal < F tab



.ae Freparaciéon de la Muestra:

Se pesaron para cada condicion 10 muestras de SO mg de Alan-
toina cada una. Se les adicioné 2.5 g de placebo de la suspen-
s16n, dejandose i1eposar durante 4 dias antes del analisis a tem-
peratura ambiente en un lugar fresco y seco, dentro de frascos
ambar sellados perfectamente con parafilm.

2. Analisis de las Muestras:

A cada frasco que contenia la muestra se le adicion6 2.0 g
de tierra de diatomeas con lavado 4cido y 0.8 wml de fase esta-
cionaria. Se mezclé con espatula hasta uniformidad para después
depositarlas dentro de columnas cromatograficas previamente em—
pacadas y lavadas como se indica en el procedimiento experimen-
tal. Se procedi6 como se indica en el procedimiento analitico.

Después de colectar el altimo eluato de agua de cada una de
las muestras, éstas s e sometié¢ron a cada una de las siguientes
condiciones:

A. Luz ultravioleta.

B. Obscuridad.

C. Refrigeracio6n.

Para cada condicién se realizaron determinaciones par
duplicado de las muestras expuestas durante 5, 18, 24 y 48 hrs.
después de su elucién. Para cada condicién se titularon dos esues-
tras al inicio (tiempo cero). Se calcularon los mg de Alantoina
recuperada para cada muestra, graficdndose los valores obtenidos

contra el tiempo de exposicitén.
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ANAL SIS DE RESULTADOS. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA.

Condicién: Luz ult-asioleta.

Muestra t Chrso? mg adicionados mg recuperados
1.0 ¢ §50.4 ' 49.4
1.1 0 51.0 52.4
2.0 ! S 50.8 50.4
2.1 5. : BT 50.4
$3.0 - 23 | B - 50.1 S51.6
3.1 : i 23‘ : o o ‘50.8: 0 ‘ 53.0
4.0 28 & sno S 51.7

4.1 ) : 5005 . 53.5
5.0 47 : < s50:4 50.2
5.1 : a7 50090 50.8

Condici6n: Obscuridad.
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Huestra t (hrs.) mg adicionados mg recuperados

1.0 0 49.4 50.7
1.1 « 52.4 S3.S
2.0 S §52.2 50.9
2.1 ‘ S 50.4 51.8
3.0 - 24 S51.6 52.1
3.1 24 53.0 47.1
4.0 29 51.7 S54.2
4.1 29 53.5 92.a
5.0 48 50.2 52.4
5.1 48 S0.8 45,2

Condicitn: Refrigeracibén.

Muestra t thrs.) mg adicionados mg recuperados
1.0 o 59.2 53.9
1.1 Q 50.1 50.9
2.0 b ) S51.7 54.3
2.1 ) 51.3 55.9
3.0 z4 50.6 55.5
3.1 24 S51.6 54.9
‘4.0 30 51.1 54,7
4.1 30 51.2 S51.2
5.0 48 50.3 S$1.2
S.1 48 $50.7 51.2
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ANAL1SIS DE RESULTADOS ESTABILIDAD DE LA MUESTRA.

Observando 1los resultados de la prueba de estabilidad de la
muestra, se puede decir que dicha estabilidad después de 13 elu~
c16n es muchp mayor cuando estas han sido sometidas a bajas tem-
peraturas. Aungue los valores que se registraron fueron un poco
altos, se nota una mayor continuidad de ellos.

La siguiente condicién que establece una mayor estabilidad
de la muestra es 1a aobscuridad. Estos, como se puede opbservar,
estan mids cercanos a la cantidad adicionada aunque se presentan
algunas variaciones.

Cuando se exponen las muestras eluidas se exponen a la luz
ultravioleta, se nota gue con el tiempo no presenta variacién
significativa. Sin embargo, en los tres casos, solo se puede ase-
gurar un resultado confiable si las muestras se titulan durante

las siguientes 5 horas después de su elucién,
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~ Especificidad (Interferencias).

El método propuestoc se probé con una columna que contenia
una muestra Je placebo de la suspensi6én, para titular potencio-
métricamente el eluato final de agua con hidroxido de sodio
0.1 N. Se observt que en el aparato no se registra seflal alguna
debido al placebo, Cuando no se secan bien las colusnas de loas
restos de éter que pudieran quedar, se registro un ligero consumo
que no sobrepasa los 0.08 m].

Se eluy6 wuna columna con el método propuesto, la cual con-
tenia onicamente tierra de diatomeas con lavado acido. El eluato
final de agua se titulé potenciométricamente con hidréxido de
sodio 0.1 N. Al igual que la prueba anterior no se registré
consumo alguno de titulante.

Se pueden crear interferencias en la valoracién final de
Alantoina cuando ocurra lo siguiente:

a) Se fracture el empaque dentro de la columna.

b) Cuando se adicionen los volGmenes de fase orgdnica in-—

completos.

Cuando se dejen secar las columnas durante la elucién con

c)
los solventes organicos. Solo se deben dejar secar cuan-—
do la fase final sea éter y cuando sea agua.

d) Cuando se adicione agua a una mayor temperatura que la
establecida, pudiendo praovocar proyecciones- y como en
:nnsecdencia, el derramamiento de la solucién acuosa que
contiene Alantoina.

e) También se observd que de un lote a otro de tierra de

diatomeas se pueden presentar variaciones en el resulta-
do. Cuando esto suceda es necesario cambiar de eapague
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por un lote reciente. Si se presentan interferencias (que
en caso de existir son minimas) se puede emplear una

columna blanco.



vi. DISCUSION DK KESULTADOS
Y COMENTARIOS



VI. DISCUSION DE RESUL.TADOS Y COMENTARIOS.

El método analitico propuesto se puede considerar como una
buena técnica analitica para cuantificar Rlantoina en 1a suspen-—
sién. sin embargo, implica mucho error en su desarrollo, debido
a la gran manipulaci6én que se lleva a cabo; pero esto no quiere
decir que 1la técnica sea dificil de reproducir, sino que para
tener resultados confiables, es necesario realizarla consideran-
do ciertos puntos que se mencicnaran mas adelante.

Dada la naturaleza de compuestc cercano a la naeutralidad
que tiene Alantoina y a la poca solubilidad de ésta en compues—
tos organicas, 1la wmayoria de las técnicas analiticas para pro-—
ductes farmacéuticos, se basa en las reacciones de hidrélisis y
derivatizacifn de los productos resultantes, los cuales se hacen
reaccionar con un croségeno para después leer un valor de absor-
bancia en el espectrofotémetro. La técnica que inicialmente se
utilizaba para cuantificar Alantoina se basa en este principio.
Sin embargo al hacer un barrido del derivado colorido resul tante
contra una solucién estandar de Alantoina tratada de la micma
manera que la muestra, se observé que, a la misma longitud de
onda, habia un defasamiento de ambas curvas, por 1o que se con-—
cluyé que el punto critico de la técnica, es el momento de la
extraccién y la formacion del compuesto colorido. Esto puede
deberse a que muy posiblemente, componentes de la formulacién que
tengan una solubilidad semejante a Alantoina en el medio de
reaccién, o a la naturaleza quimica similar, reaccionen formando
un compuesto colorido al igual que Alantoina y en consecuencia
absorban a esa misma longitud de onda.

Se buscé entonces en la literatura otro sé¢todo alternativo
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encontrindose este método propuesto para cuantificar Alantoina en
cremas. Dicho método se basa en la separacién de todos los exci-
pientes de la crema y después la extraccién de Alantoina que se
encuentra retenida por la fase estacionaria dentro de la coluana,
haciendo pasar por esta una porcion de agua deionirada. Después
de esto se colecta la fase acuosa adiciondndole acetona para
titular potenciométricamente con hidréxido de sodio 0.1 N.

Inicialmenter se probé el método pesando una porcién de la
suspensién equivalente a 25 mg de Alantoina de la aisea sanera
caomo se indica en el articulo. Los primeraos resultados fueron
obtenidos por titulaci6én de las muestras en forma manual con una
bureta de 10 ml y registrando los valores de pH a intervalos de
0.05 ml, hasta un pH 12 registrado con un potenciémetro. Los pun—
tos de equivalencia se calcularon de acuerdo al criterio de la
primera y segunda derivada obteniéndose resultados de un 97.4 %
de recaobro.

Después de esta prueba se fabric6é un lote de placebo de la
suspensiftn, para emplear el método con placebos cargados. Cabe
sealar que debido a la sensibilidad de la balanza analitica dispo—
nible, se cambié la cantidad de Alantoina detectada por el método
de 25 a 50 mg (cantidad que representa el limite inferior que:
detecta la balanza con cierta exactitud). En consecuencia se au-
mentd la cantidad adicionada de placebo y de tierra de diatomeas
para empacar la columna hasta una altura de 5.6 cm. El. empaque
utilizadao para esfe método proporcioné, con la misma cantidad en
peso establecida por el articulo, una altura de 6.5 ca. Se pro-—-

baron varias columnas variando la cantidadde empaque y en consa-
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cuencia. la altura, observandose que a menos de 6.0 cm los resul-
tados varian considerablemente, mientras que a alturas mayores
los resultados son mas estables. Observandose esto se decidié
dejar la misma cantidad de tierra (4.0 g) cuya altura fluctta
entre 6.0 y 6.5 cm.

Otra variante al método fue la cantidad de disolvente em—
pleado para la eluci6n. Esta cantidad se vari6 en un principio al
doble de 1lns especificado en el articulo. De esta sanera se ob-
tienen resultados satisfactorios. Se dejaron estos volGmenes de
eluyentes porque, de acuerdo al nuevo peso de la musstra, las
cantidades de excipientes también se duplicaron. Pero de esta
manera Se asegura que salga la mayor parte de los excipientea
durante la eluci6én. Se hicieron pruebas de solubilidad de Alan-
taoina con acetato de etilo y éter (ambos saturados con agua) y se
observé que el principio activo es practicamente insoluble en
ambos disolventes, pues entre 1a interfase del soluto con el
disalvente, se observa un menisco céncavo formado por el soluto
1o que indica que existen fuerzas de repulsidén interfasiales

entre ambos.

En cuanto a la cantidad de fase estacionaria, como la altura
del empaque es mayor, la distribucién de ésta es diferente, en
comparacion con lo estipulado en el articulo. Por lo tanto se
decidié hacer pruebas para ver la influencia de la cantidad de
fase estacionaria con relaci6on a la cantidad de Alantoina rete-—
nida por esta. Se manej6 la misma cantidad de fase estacionaria

que establece el articuleo dando buenos resultados. En base a una
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relacion lineal de cantidad de fase estacionaria, se prob6 adi-
cionando 3.6, 3.7, 3.8, 3.9 y 4,0 ml, pero a medida que aumenta-—
ba la cantidad de fase eostacionaria, se humectaba mayormente el
empaque, dificultiandose asi su empacado en la columna. Se encon-
tré entonces que adicionando 3.6 ml de fase estacionaria se con-
seguian resultados adecuados y una humectacién tal que permita un
buen manejo de la tierra de diatomeas al momento de empacarla.
Esto justifica, en cierta manera, el por qué no se aumenta la
cantidad de fase estacionaria dentro de la columna dado el aumen-—
to a la cantidad de Alantoina.

For lo que respecta a la manera de empacar la tierra de dia-
tomeas dentro de la columna, se utilizaron dos métados: el prime-
ra usando un  vorirex para agitar tubos de ensayo y el segundo
golpeando suaverente la columna sobre una placa de madera. Usan-—
do el primer sétodo, las vibraciones no uni formizan adecuadamente
la tierra, mientras que el segundo meétodo si da la apariencia de
unifarmidad al empague. Se {raté de estandarizar el namero de
golpes necesarios para empacar uniformemente la columna. Esto no
s consiguid debido a gue es un parametro que depende de la per-
sona que realiza el analisis, puesto que varia la intensidad en
el golpeteo de una persona a otra. For esta ratén se decidié me-
Jur eslablecer en la técnica asnalitica, que la mejor manera dae
empacar la columna es mediante un golpeteo suave, hasta que la
apartencia del empaque s;a uniforae, El golpeteo es necesaric que
sea  suave y pausada, para evitar que el empaque se fracture y .en
cons2cuencia le penetre aire.

Fara la extraccion de Alantoina en la fase final del anali-
sis, se implemento adicionar agua deionizada caliente (S0 °C), en
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la cual se solubiliza mejor Alantoina. Para ello se tiene primero
que secar la columna de los residucs de éter atrapados en ella.
Una vez seca, se adiciont a la columna una porcién de 20 ml de
agua a temperatura ambiente para impregnar la columna y svitar
proyecciones provocadas por el éter atrapado. De esta manara la
fase acuosa se subdividié en dos porciones. Ambas alicuotas
tienen como funci6n coman el extraer Alantoina, una en mayor pro-
porcién que la otra.

El programa utilizado para detectar el punto de equivalencia
de Alantoina, estd adaptado para registrar dos puntos de equiva-
lencia que usualmente presenta: uno a pH B y otro a pH 12. Se ha
observado que solo se ha podido visualizar los dos puntos de
equivalencia, cuando la solucién de Alantoina en acetona-agua al
b4 %, es preparada por disolucifén de esta en agua y titulada di-
rectamente, en cuyo caso, se suman ambas puntos y se determina el
volumen total consumido. Para el producto terminado no sucede lo
mismo, dado a que el eluato chtenido por el método propuesto,
tiene, ademas de Alantoina pequeflas cantidades de excipientes que
varian el pH inicial. Esta materia es intitulable, por tratarse
de residuos grasos que imparten a la soluci6n Gnicamente un pH
aparente, por no estar disueltos en agua (esto explica la turbi-
dér de la fase acuosa), pero de ninguna manera consumen hidréxido
de sodio durante la determinacién. Ademds el propésito de adicio-
nar acetona a la fase acussa final, es para provocar en la solu-
cién un desplazamiento del pKa de Alantoina hacia el rango de pH

bidsico y con esto asegurar que se titule Gnicamente Alantoina.
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Vil. CONCLUSIONES



VIl. CONCLUSIONES.

1. E1 método propuesto se logr6 optimizar para la cuantifi-
cacion de Alantaina, en la medida en la que se lleven a cabo los
procedimientos anteriormente descritos en la parte experimental.

2. lLas adaptaciones realizadas a la técnica cumsplieron con
el objetivo propuesto, dado los porcentajes de recobro obtenidos.

3. Las posibles fuentes de error fueron evaluadas durante el
trabajo experimental, considerdndose fundamentalmente 33 el pri-
mera y fundamental en la separacibn, es el preparado de la colus—
na; el segundo es el montaje de la muestra dentro de la columna y
el tercero es la valoracion potenciométrica de las muestras elui-
das. .

4. De 1la manera anterior y obteniendo la grafica de los va-
lores registrados, se puede considerar identificada Alantofna
siempre y cuando se corra una suestra estandar tratada de la mis-
ma manera.

S. En lo que se refiere a la validacioén del método analitico
se puede concluir que éste, aunado a todas las adaptaciones rea—
lizadas, puede considerarse validado, dadas las condiciones exis-—
tentes en el laboratorio y dado también a el andlisis estadistico
aplicado a los datos experimentales obtenidos, observandose
ademas, que no presenta efecto significativo debido a la manipu-
lacién,

&. El método analitico funciona adecuadamente dadas las si-
guientes condiciones: empacando adecuadamente el empaque dentro
de la columna sediante un golpeteo suave contra una placa de ma-
dera; evitar fracturar el empaque dentro de la columna; tratar de
titular las muestras despuds de su elusibn y si no es asf{, con-
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servarse en refrigeraci6n para su posterior evaluacién,

7. Es importante eliminar residuos de éter acusulados en el
eluato final, por medio de su tratamiento en ultrasonido, dado a
que su presencia en solucién puede crear interferencia en la ti-
tulacién. De esta manera se reduce considerablemente el tiempo de
analisis.

8. Ya que hablamos de tiempo de andlisis, se puede decir que
el tiempo real, tomando en cuenta el tratamiento final por ultra-
sonido, se reduce a un promedio de & horas, pudiendo dejar eluir
las columnas con la fracci6n final de agua durante la noche y ti-
tular las muestras al dia siguiente.

9. E1 flujo final de eluci6n de agua es de aproximadamente
1 m1 por cada 10 min., dependiendo en todo caso de la manera en
que se empaque la columna en un inicio.

10. En general se puede decir que, dadas las condiciones de
andlisis, el método detecta de manera satisfactoria la presencia
de Alantoina en soluciébn, y que cualquier variacién a la técnica
propuesta, puede afectar significativamente el resultado final y

en consecuencia, el andlisis del producto terminado.
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