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I. INTRODUCCION

‘Una de las finalidades que se persiguen al administrar me
dicamentos, es entre otras, la prevencién de enfermedadeé. -
Sin embargo, existen enfermedades que ocurren naturalmente en
el hombre como son aquellas c;usadas por los virus.FUn caso
comfin es la queratitis viral causada por herpes simple , la -
cual se caracteriza por la inflamaci6én de la cornea y conjun-
tiva del ojo y es probablemente una de las enfermedades vira-
les que puede ser tratada eficazmente por un firmaco especifi
co el cual actua inhibiendo la sintesis del ADN viral como lo
es la Idoxuridina. Esta puede ser administrada ya sea en solu
cién 6 en ungflento, siendo éste Gltimo el que ofrece mayor
ventaja debido a que permanece mayor tiempo en contacto con -

el 4rea afectada.

Debido a que el ojo carece de mecanismos de defensa inmu-
nolégicos y es aGin mds susceptible a las infecciones cuando -
'se encuentra lesionado, se requiere que los ungfilentos asi co-
mo cualquier producto de uso oftdlmico cumpla con el requeri-
miento de esterilidad establecido en la literatura oficial.
En algin tiempo, la produccibén de ungfientos no era la adecua-
da, por lo que las autoridades sanitarias se vieron en la ne-
cesidad de establecer normas en las que se tomaran los mis -
mos requerimientos observados con los inyectables. Actualmen-

te con las investigaciones y gracias a los avances tecnoldgi-



cos, se cuenta con procedimientos adecuados para producir un-

glentos oftdlmicos estériles.

Tomando en cuenta el riesgo que se tiene sobre la salud
al administrar ungflentos contaminados y considerando cada for
mulacifén como un sistema diferente es indispensable realizar
estudios piloto para establecer los métodos de manufactura ,

de andlisis, asi como pruebas de control para obtener una for’
ma farmacéutica segura y eficaz.




2. ANTECEDENTES DEL PRINCIPIO ACTIVO

La Idoxuridina es un agente antiviral utilizado eficazmen
te contra el Herpes simple. Su efectividad radica en el hecho
de que su -estructura se asemeja a la molécula de timidina que
" se requiere para la sintesis del ADN viral. La Idoxuridina se
sintetiz6 en 1959 por Prusoff y después de ésta fecha se die-
ron a conocer estudios sobre sus propiedades quimicas y fisi-

cas, estudios clinicos y farmacol6gicos (1).

0
RN !
Estructura : O"™N
HOCH, o
OH
Férmula condensada: Cy H11 I N, Og
Peso molecular: 354.10
Nombre quimico: ' 2'-d¢soxi-5-iodouridina _
Descripcién: Polvo cristalino blanco sin olor
Punto de fusibn: ' 180-185 °C con descomposici6n
Solubilidad 1 parte en 500 de agua, 1 en 400
de alcohol etilico, 1 en 230 de
alcohol metfilico, insoluble en €
ter y cloroformo
Estabilidad: En soluciones acuosas, la Idoxuri

dina se hidroliza en productos



Efectos tbxicos:

que dependen de las condiciones de
almacenamiento. La degradacifn obe
dece a una catilisis especifica
dcido-bdsica; observindose mayor
estabilidad a un pH entre 2 y 6

En medio sélido, la Idoxuridina es
estable bajo la mayoria de las con

diciones (2).

Los productos de degradacifn que
se originan en medio 4cido como el
Iodouracilo son m&s téxicos que la
Idoxuridina reduciendo su activi -
dad antiviral, por lo que las solu
ciones se almacenan en recipientes
bien cerrados y protegidos de la
luz (3,4).

Aunque la Idoxuridina puede ser to
lerada, en ocasiones se presentan
efectos tdxicos como comeién, oede
ma, fotofobia, inflamacibn. No se
administra cuando hay ulceraciones
profundas en la cornea, ni cuando
se administrén corticosteroides.
Su uso no debe exceder mis de 4

dias (5, 29).



Presentaciones: Ungflento al 0.5 §

Solucién al 0.1 %




3. FUNDAMENTACION DEL TEMA

De los medicamentos destinados al uso oftdlmico, las for
mas farmaﬁéuticas mis com@nmente utilizadas son ias solucio-
nes y los ungflentos, cuya actividad terapéutica puede ser -
administrando agentes anti-inflamatorios, agentes anti-micro

bianos § anestésicos (6).
Los oftdlmologos han optado por preferir los ungfientos

mis que las soluciones oftflmicas, debido a que son mejor tg
lerados y aumentan el tiempo de retencidn firmaco-conjuntiva.
Los ungllentos oftdlmicos se administran alrededor y dentro
del ojo por lo que se requiere de materiales especiales para
su elaboracibn y se debe tomar precauciones para su manufac-
tura de tal manera que se obtenga un producto estéril. El
concepto de esterilidad para éstas formas farmacéﬁticas se -
introdujo en algunos compendios oficiales europeos en 1964 ,
después de una serie de estudios en los que se reportaron sg
veras infecciones en ojos de pacientes que se administraron
€7, 30).

Por tanto, los ungflentos oftilmicos son formas farmacéu-
‘ticas que deben cumplir con los requerimientos de esterili -
‘dad establecidos por la literatura oficial, la importancia
del concepto de esterilidad se debe a que la cornea, sitio
de administracidn del ungflento, no posee mecanismos de defen
sa inmunolégicos, ademis dg que, es un medio Gptimo para el

crecimiento de microorganismos patSgenos como Pseudomona ae-



ruginosa. Este microorganismo se adapta ficilmente y sobrevi-
ve con pocos requerimientos nutritives; su efecto destructivo
sobre la cornea se debe a que produce una enzima colagenoli-
tica (8).

El método ideal para la manufactura de ungflentos oftdimi-
cos es esterilizar el producto en su envase final; esto es po
sible mediante la radiacién gama de Cobalto 60, el poder ioni
zante de &ste tipo de radiacién reduce & inhibe totalmente la
breproduccién de microorganismos que pudieran estar presentes
en el producto 6§ envase; sin embargo, &ste método es prohibi-
tivo debido a su costo elevado, ademds de que podrian ocurrir
descomposiciohes quimicas del principio activo en la formula-
¢ién. Puede utilizarse métodos de esterilizacifn por calor se
co 6 calor hiimedo del producto en el empaque adecuado para su
dispensacidn como tubos colapsibles de aluminio, estafio 6 -
- plastico, pero no es un método adecuado, debido a la inestabi"
lidad del principio activo, a la naturaleza del mismo mate -
rial de empaque y a la misma formulaci6n (9).

En la préctica, los ungflentos oft4lmicos se preparan este
rilizando por métodos convencionales cada una de las matgrias
primas, la fabricacién se realiza en 4reas especialmente dise
fladas con caracteristicas arquitectfnicas en las que los -
cuartos de trabajo estdn provistas de aire purificado, los te
chos, los pisos, paredes y mesas de trabajo son de superfi -

cies lisas; evitindose materiales porosos con grietas 6 hendi



duras.. E1 personal altamente calificado y entrenado pa -
ra el manejo de técnicas asépticas, debe portar vestimenta es
féril; el principio activo puede esterilizarse por calor seco
si 8stos no son termoldbiles; si son solubles en égua, la es-
terilizacibn se efectua por filtracibn 6 bien, si no son ade-
cuados éstos métodos, la esterilizacifn puede ser mediante -
Oxido de etileno (10,11).

Las materias primas utilizadas como excipientes'en la for
mulacidén de ungflentos oftilmicos no deben causar reacciones a
lérgicas 6 malestar al ojo, generalmente se utilizan bases -
que contienen petrolato, aunque también se han utilizado ba -
ses blandas de absorcifn (lanolina),bases solubles en agua(co
mo las preparadas con polietilenglicol 6 gomas solubles en -
agua), bases simples como aceite mineral, ceras 6 soluciones
acuosas de pectina y metilcelulosa 6 bien bases compuestas ti
po emulsién (12, 7).

Otra base convencional es la preparada con aceite mineral
y polietileno de peso molecular de 21 000; llamada "base plés
tica" , ésta basé es un semis6lido estable y puede ser incor-
porada fhicilmente con la mayorfa de los férmacos (13).

Se han realizado esfudios con el objeto de introducir o-
tro tipo de bases para posible uso oftfilmico, utilizando como
materias primas polimeros no emulsificables de alto peso mole
cular, estearato de magnesio, gel de silica y disolventes no
polares, cabe sefialar que en éstos estudios no se efectuaron
prueBas biolégicas tales como la de irritabilidad en el ojo -

(14, 15).



Enila literatura se rcporta una gran variedad de mate -
rias primas para la formulacifn de ungflentos oftdlmicos, sin
embargo se consideran como una guia para el trabajo experimen
tal, ya que la eleccidn depende principalmente de las carac -
teristicas fisicoquimicas del principio activo. De las bases
mencionadas anteriormente, las que contienen petrolato ofrc -
cen las ventajas de ser quimicamente inhertes,anhidras, necu -
tras, no se arrancian, no irritan el ojo y pueden ser esteri-
lizadas por calor seco (16).

Los ungflentos oftdlmicos incluyen en su formulacién con -
servadores 6 mezclas de conservadores. Estos deben ser efecti

vos contra Pseudomona aeruginosa, microorganismos gram positi

vos y gram négativos, hongos y levaduras. Se utilizan en . -
pequefias  concentraciones, deben ser estables, compatibles
con el fdrmaco y demis componentes de la formulacibn, no de -

ben causar irritacién ni sensibilidad al ojo (17).




4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El farmacéutico contribuye en dreas relacionadas con las
ciencias de la salud, siendo una de sus funciones, el desarro
110 de formas farmac8uticas que permitan la prevencidn y tra-
tamiento de enfermedades. Asi éste profesional aplica sus co-
nocimientos en la formulacién, el desarrollo de métodos de -
andlisis y en aspectos relacionados con procesos de manufac -
tura entre otros; para obtener un producto seguro y eficaz.

El presente trabajo tiene por objeto efectuar estudios de
formulaci6n para dos ungfientos oftdlmicos que contienen Idoxu
ridina. Estos estudios consisten entre otros, a la recopila -
cibén de informacién bibliogrdfica, a la determinacién de la -
cantidad de excipientes y al desarrollo de un método de andli
sis de Idoxuridina para utilizarlo como método de control du-
rante el proceso de manufactura.

De acuerdo con las caracteristicas fisicoquimicas y estu-
dios de estabilidad de la Idoxuridina frente a bases tradicio
nales como las de petrolato, se utilizarfin las siguientes:

Base de polietileno-aceite mineral. Esta base es una -

mezcla que forma un gel semis6lido, donde el polietileno de
baja densidad es el responsable de la estructura del gel, por
lo que se puede variar su cantidad para obtener una base esta

ble, sin separacifn del componente oleoso (27). .
Base de petrolato sélido, cera de abeja y aceite mineral,

Esta base es una mezcla de petrolato sb6lido, cera de abeja ¥

10



aceite mineral. E1l petrolato es un gel semisdlido constitui-
do por un componente liquido oleoso y un componente dec cera,
la cual es la responsable de la rigidez y estabilidad de 1la
estructura del gel. Dicha estructura puede ser modificada de
tal manera que se obtenga una base en la que no ocurra una
separacifn del componentc oleoso adicionando cera de abeja y
quc ademds,la adicién de aceite mineral permita disminuir la
viscosidad del petrolato, lo que origina una preparacibén -
blanda cuya temperatura de fusidén sea cercana a la temperatu
‘ra corporal (28).

Como conservadores, se utiliza una mezcla de metil y pro
pilparabeno, cuya actividad e¢s cvaluada por la prueba de -
efectividad conéervadora (18, 31, 32).

De acuerdo con los recursos econémicos con los que se -
cuenta y con las caracteristicas de las bases y métodos de
manufactura, se propone preparar lotes de ungflentos con -
Idoxuridina en condiciones asépticas a nivel piloto; esteri-
lizando por separado materias primas y utilizando equipo es-
terilizado, en una drea provista de una campana de aire de -
flujo laminar. lLa evaluacién del proceso de fabricacién se -
realizard mediante la prueba de esterilidad.

También es necesario evaluar variables sobre el proceso-
de fabricacidn, como lo es determinar el tiempo de mezclado
que asegure la uniformidad del principio activo en la mezcla.

El criterio utilizado para determinar la uniformidad en el

11



mezclado de unglentos, es evaluar cuantitativamente uno de -
los componentes a diferentes tiempos de mezclado , ‘'por lo -
que se hace necesario contar con un método de analisis para
cuantificar Idoxuridina.(19, 33, 34).

El método de andlisis para valorar Idoxuridina reportado
en la literatura oficial, se refiere a un método por cromato-
grafia en columna liquido-liquido, &ste mé&todo permite valo -
rar Idoxuridina apartir de sus productos de degradacibén y en
presencia de otros componentes; el soporte utilizado para la
columna, es material de importacidn, ademis de que se requig.
re de un volumen de 200 ml de disolvente orgidnico utilizado
como eluyente(20).

Para las soluciones oftdlmicas, aparte del método farma-
copeico, la literatura reporta un método para valorar Idoxu
ridina y sus productos de degradacibn, el cual se refiere a
una cromatograffia de liquidos de alta resolucién. Se reporta
también un método por cromatografia en capa fina para sepa -
rar la Idoxuridina de sus productos de degradacién (21).

Existen los reportes de métodos para analizar Idoxuridi-
na basados en reacciones quimicas entre el grupo -CONHCO- de
la molécula de Idoxuridina y cobalto para formar un color
azul violeta;d bien, la molécula de ribosa de la Idoxuridina
reacciona con cisteina en dcido sulffirico para producir un
color rosa (22, 23).

Debido a la crisis econ6mica por la que atraviesa el pafis

12



no es posible disponer de materias de importacidn ni de equi
po de alto costo. Por lo tanto, se propone establecer un mé-
todo de andlisis para valorar Idoxuridina por extraccibmn con
disolventes y se cuantifica midiendo su absorcién espectofo-
tométrica. Para confiar en el método de andlisis propuesto ,
se evaluari la exactitud, precisién, especificidad y lineari

dad, apartir de los resultados obtenidos experimentalmente.



5. OBJETIVO

Realizar estudios de formulacién de dos ungfentos oftdl-
micos de Idoxuridina a nivel piloto, para establecer los mé-
todos de manufactura de éstas formas farmacéuticas destina -

das al sector salud.

6. HIPOTESIS DE TRABAJO

- Durante la formulaci6n de ung@entos oftdlmicos con
Idoxuridina, se establecerin las cantidades de excipientes
~‘utilizadas como bases.

-Se comparan y se selecciona una de las bases propuestas
para la producci6n del ungflento de Idoxuridina en funcién de
sus caracteristicas fisicas, del método  de manufactura y en

funcién del método de anidlisis de Idoxuridina.

14



7. MATERIAL Y EQUIPO

7.1. Materias primas

Petrolato sbélido blanco grado farmacdutico
Aceite mineral grado farmacéutico

Cera de abeja grado farmacéutico
Polietileno de baja densidad " PX20020-P *
Idoxuridina USP

Metilparabeno USP

Propilparabeno USP

Tween 80 USP

Cloruro de benzalconio gradoe farmac&utico

Miristato de isopropile grado farmac&utico

7.2. Reactivos
Acido clorhidrico R.A.
Eter etilico R.A.
Eter de petrdleo R,A.
Fenol R.A.

Cloruro de sodio

7.3. Medios de cultivo

Agar nutritivo

Caldo de tioglicolato-caseina

7.4. Equipo
Mezc1§dor planetario "Erweka' AR4000

15
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7.

5.

6.

Agitador de propela "

Caframo "

Parrila de calentamiento

Estufa de secado " Riossa" HB

Espectofotbémetro de doble Haz '" Beckman "

Autoclave

Campana de flujo de a

ire laminar

Equipo " Sartorius " para pruebas de esterilidad

Balanza analitica Monoplato "Mettler"

Balanza granataria

Material de vidrio

Embudos de separacibn
Embudos de filtracibn
Matraces volumétricos
Vasos de precipitados
Probetas

Tubos de ensayo

. Tubos bacteriolbgicos

Cajas de petri

Pipetas graduadas de

Qtros -

Soportes
Gradillas

Pinzas

de 250 ml
ripida
de 50 ml, 100 ml, 250 ml1, 1 000 ml

1 ml

Mangueras de hule 1l4tex

16
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8.1. Estudios de formulacidn
Experimento No. 1

Preparacifn de las formulaciones y determina

cibn de sus caracteristicas fisicas.

Objetivo: Preparar las formulaciones de los ungfientos
variando la cantidad de polietileno para la
base de polietileno-aceite mineral y variando
la cantidad de cera y aceite mineral para la
base de petrolato, con el objeto de seleccip
nar las formulaciones mis adecuadas en fun -
cién a sus caracteristicas fisicas tales como:
apariencia, caracteristicas organolépticas,
intervalo .de fusifn, consistencia y estabili
dad fisica.

Procedimiento de manufactura.

Ungllento de Idoxuridina. Base de polietileno-aceite mine-
ral,
1. Esterilizar el polietileno y aceite mineral a 140 °C

durante 3 horas,

2. Disolver el polietileno en el aceite mineral a 140°C ,
manteniendo agitacidén ripida.

5. Bajar la temperatura de la mezcla a 95 °C y enfriar ra
pidamente sobre una superficie fria.

4. Transferir el semisélido a un mezclador planetario, a-

dicionar la Tdoxuridina y mezclar por 5 minutos a 21 R.P.M.,

18



adicionar la meczcla de conservadores y mezclar durante 10 mi;
nutos a 21 R.P.M. a temperatura ambiente.

Observaciones : En la preparacibn de é&sta base, se re -~
quiere que el polietileno se disuelva en el aceite mineral a
temperatura elevada, una vez ‘disuelto se permite que la mez -
cla se enturbie para que rapidamente se enfrie la mezcla. La
explicaci6n a éste procedimiento se debe a que el polietileno
actua como agente gelificante que precipita al enfriafse rapi
damente, formandose de ésta manera un gel semisdlido. La con-
centracién minima de polietileno es del 5 %. al aumentar la

cantidad, se obtiene un semis6lido mds resistente (24).

Férmula No. 1

)

Polietileno 5
Aceite miﬂéral 95 %
Idoxuridina 0.5
Metilparabeno 0.03 %
Propilparabeno 0.01 %

Férmula No, 2
Polietileno 6 9
Aceite nineral 94 %
Idoxuridina 0.5 %
Metilparabeno 0.03 %

Propilparabeno  0.01 %

19



Férmula No. 3

Polietileno 7%
Aceite mineral 93 ¢
Idoxuridina 0.5 ¢
Metilparabeno 0.03 %
Propilparabeno 0.01 %

Procedimiento de manufactura,

Ungflento de Idoxuridina. Basc de petrolato sélido, aceite
mineral y cera de abeja.
1. Esterilizar el petrolato sélido junto con la cera de a

beja a 140 °C durante 3 horas.

2. Distribuir el aceite mineral en otro recipiente y este
rilizar a 140 °C durante 3 horas,

5. Filtrar en caliente el petrolato y cera de abeja atra-
ves de papel filtro de poro abierto.

4, Transferir la mezcla a un mezclador planetario y agi -
tar a 27 R.P.M. a la temperatura de 8C °C.

S. A la temperatura de 60 °C, cambiar la agitacién a 20
R.P.M. para evitar excesiva incorporacién de aire.

6. Dispersar la Idoxuridina y mezcla de conservadores en
el aceite mineral,

7. Adicionar la mezcla anterior a la base, a la tempera-
tura de 50 °C (para ambas mezclas).

8. Mezclar durante 15 minutos a la velocidad de mezclado

de 20 R.P.M.

20



Observaciones: ~ La dispersisn de los sflidos directamente
en la base, origind aglomerades de particulas que se aprecia -
ron a simple vista. Por lo que el principio activo y conserva-
dores se adicionaron con un agente dispersante. El uso de po -
lietilénglicol no dif resultado ya que se observé una fase de
separacidn. Se utilizd entonces el mismo aceite mineral.

Este procedimiento fué empleado para la fabricacién de los

unglentos en estudio, utilizando las siguientes f6rmulas :

Férmula 'A?
Cera de abeja 3%
Aceite mineral 10 %

Petrolato s6lido 86.45 %

Idoxuridina 0.5 %

Metilparabeno 0.03 %

Propilparabeno 0.01 %
Férmula 'B!'

Cera de abeja 5%

Aceite mineral 8%

Petrolato s6lido 86.46 %
Idoxuridina 0.5 %
Metilparabeno 0.03 %

Propilparabeno 0.01 %

21




F6érmula 'C'
Cera de abeja 6 9%
Aceite mineral 7%

Petrolato s6lido 86.46 %

Idoxuridina 0.5 %
Metilparabeno 0.03 %
Propilparabeno 0.01 %

Métodos de anflisi para evaluar las caracetristicas fisi-

cas de los ungflentos.

Apariencia. Distribuir una porcién de ungfiento en un pa-
pel adsorbente mediante una espidtula. No debe observarse fa. -
ses de separacibén ni aglomerados de particulas (25).

Caracteristicas organolépticas. Describir el color y olor

de las formulaciones.

Temperatura de fusidén. USP XIX, p. 961.

Fundir una cantidad de ungflento hasta alcanzar la tempera
tura de 90-92 ° C. Enfriar el ungflento a 47 °C. Intoducir el
bulbo frio de un termbémetro al ungflento fundido .

Fijar el termbémetro con la capa de ungfiento en el bulbo,
a un tubo de ensayo (como se muestra en la figura ). Colocar
el tubo de ensayo con el termdmetro en un bafio de agua a la

temperatura de 16 °C. Aumentar la temperatura del bafio 2 °C
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por minuto hasta alcanzar la temperatura de 30 °C. Aumentar
la temperartura del bafio a 41 °C y anotar la temperatura a
la cual se desprende la primera gota del termémetro.

Se esquematiza a continuacidn el equipo utilizado en és

ta prueba.

44—~ termbmetro

\F;v
ﬁv
bulbo del termbmetro
bafio de_~’____’ “ ““ con una capa de un -
agua N’ :
gliento

calor
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Consistencia . El equipo utilizado para &ésta prueba se es

quematiza de la manera siguiente :

espacio para

el ungflento placa de aluminio polea
‘;29v11 ‘{
| M — |
—— W
L 1

placa de
aluminio peso
fija

i ]

Procedimiento: Colocar entre las dos placas el ungflento.
Descansar sobre las placas una pesa de 1 Xg durante 5 minu-
tos, para obtener una capa de ungflento uniforme y para sacar
el aire entre las placas. Sujetar la placa superior a un de-
terminado peso y anotar el tiempo requerido para que las dos
placas se separen. (26).

Estabilidad fisica . Llenar frascos dmpula y tubos co

lapsibles de aluminio con las diferentes formulaciones, alma
cenarlas a las temperaturas de : 35 °C, 45 °C, 60 °C vy re-
frigerador para generar el fendmeno de 'lagrimeo'" . Los tu -

bos y frascos se ciclan, de tal manera que permanecen a tem
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peratura ambiente durante cl dfia y por la noche a las tempe-
raturas especificadas anteriormente durante un perfodo de 10

dias.

Esparcir una cantidad de ungfiento en estudio, sobre un papel

filtro, antes y después de someterlos a las diferentes tempe-
raturas. Medir el halo que forma en el papel filtro alrededor
del ungfiento.

Observaciones: Para las formulaciones de polietileno-aceji
te mineral, se verificd visualmente la presencia 6 ausencia
de alguna fase de separacién.

La Idoxuridina , el metil y propilparabeno se microniza-

ron antes de ser incorporados a las formulaciones.
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Resultados

Tabla 1 Descripcidn de las formulaciones
Caracteristicas organolépticas y apa-
Formulaci6n riencia
No. 1 Ungfiento blanco, sin olor, no se ob -
servé fase se separacién ni aglomera-
dos de particulas
No.2 y No,3 Ungflentos blancos, sin olor, no se ob
servé fase de separacidén ni aglomera-
do de particulas.
YAY,'BY, vy ' Ungllentos blancos, de olor caracteris
tico al petrolato s6lido, sin ningtn
" aglomerado de particulas, ni fase de
separacion,
Tabla 2 Temperatura de fusién(promedio de 5 deter
’ minaciones).
Formulacién Temperatura °C
No. 1 90
No, 2 91
No. 3 mayor a 100
'AY 59.3
'B! 61.6
rct 62.6
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Tabla 3 Tiempo que tarda en desplazarse la placa mb -
vil de la placa fija separadas por una capa de unglento

como medida de la consistencia (5 determinaciones)

Formulacién carga (gr) Tiempo (seg)
No.1 90* 12' 50"
" 110
- . .
“ o 10 8o"
"ol . 12' 8o
No. 2 T 150 40"
R 17" son
" R 180 40v
" 18t 40"
" 17t 40"

No. 3 S 90 - Después de 1 minuto
» no se observdé sepa-

‘racidn de las placas

TA! 50 #* 10' 02"

" 10' 02”
" 9‘ 06"
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11 10! 04"

" 9' 02"
‘B! S50 13' 08"

e 10t 4o

l|7 ) 12!

13 oan

" 13! :
‘e 50 16'

.o 15" 03"

" 18t 02v

. ‘ 15" 06"

" 150

| Petrolato s6lido 50 Después de un minuto
) : no se observd separa
ci6n de placas

*Nota: Para las formulaciones 1,2, y 3, una carga menor
de 90 gr no permite el desplazamiento de la placa m6vil.
**Nota: Para las formulaciones A,B, y C , una carga menor

de 50 gr no permite el desplazamiento de la placa mévil.
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Tabla 4 Resultados de los estudios de estabilidad fisica

de los ungfientos almacenados durante 10 dias.

Formulacién Temperatura de almacenamiento : 35°C,
45 °C, 60 °C y refrigerador.

No. 1 Presentd fase de separacidn 24 horas
después de su preparacién.
No.1 y No.2. A simple vista no presentaron fase de
separacién. v
'At, 'B', y (! No se observd ninguna fase de separa-

cibn.

Tabla 5 Distancia de separacifn observada al esparcir
una porcién de ungflento sobre papel filtro para las for-
mulaciones que contienen petrolato sélido almacenadas

durante 10 dias. Temperatura: 35°C, 45°C, 60°C, refri -
gerador.

Formulacién Distancia inicial Distancia final
(mm) (mm)
YA! 2.5 2.5
5 1 1
e’ menor de 1 menor de 1
Petrolato sélido 1 1
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Discusién de los resultados .

1.- Se selecciond la formulacibén No. 2 , en la cual no se
observé ninguna fase de separacién y en base a que presenté
menor tiempo en comparaci6én a la formulacidn No. 3, segln el
criterio establecido para evaluar la "consistencia'. La formu
lacidn contiene: polietileno al 6%, aceite mineral al 94 % ,
Idoxuridina al 0.5 %, Metilparabeno al 0.03 %, Propilparabeno
al 0.01 4.

2.- De las formulaciones 'A', 'B', 'C', No se observd sg
paraci6n de fases, sin embargo, el 'halo' que se¢ forma al es-
parcir una porcién de ungfiento en un papel filtro, es mayor
para la formulacién 'A' en comparacidén con la formulaci6én 'B’,
'C' y el mismo petrolato. Se seleccioné la formualcién 'B' ya
que presentd menor tiempo en comparacidén con la formulaci6n
'é' y el petrolato sdlido, seglin el criterio establecido para
evaluar la ''consistencia" . La formulacibn contiene: cera de
abeja al 5 §, aceite mineral al 8 %, petrolato s6lido al
86.46 ¢, Idoxuridina 0.5 %, Metilparabeno al 0.03 %, Propil -
parabeno al 0.01 §.
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8.2 Desarrollo del método de andlisis para valorar Idoxuridina
Experimento No. 2

Espectro de absorcifn Ultravioleta para
la Idoxuridina en una soluci6n 0.2 N de

dcido clorhidrico.

Objetivo: Determinar la longitud de onda de méxi
ma absorcibén de una solucibn de Idoxuri
dina en medio fcido, a la cual se regis
trardn las lecturas de pruebas posterio
Tes.
Procedimiento ' N =
Se pesan exactamente 25 mg de Idoxuridina previamente se-
cada en vacio a 50 °C, Se diluye a un volumen de 50 ml con so
lucidn 0.2 N de &cido clorhidrico. Se transfiere una alicuota
de 10 ml de ésta solucifn a un matraz aforado de 250 ml, afo-
rando con la misma solucién 0.2 N de 4cido clorhidrico. Se -
corre el espectro de absorcibn ultravioleta de 260 a 310 nang
metros.
El blanco lo constituye la solucién 0.2 N de dcido clorhi-

drico,

Resultado

Como lo indica la figura No. 1, el pico de mixima absor -

cibén ocurre a la longitud de onda de 289 nm.
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W

Grafica ¥ 1. Espectro de absorcidn Ultravioleta

de Idoxuridina en solucibn 0.2 N de Acido clor

hidrico.

Absorbancia

Longitud de onda '

AA. i
vy

260 280 300 320 nm
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Experimento No. 3

Comprobacitén de la ley de Beer a diferen

tes concentraciones de Idoxuridina en me

dio 4cido, '
Objetivo: Determinar la absorbancia de las solucio

nes a diferentes concentraciones de Idoxu

ridina en medio &cido para construir una

griafica que denmuestre linearidad entre -

absorbancia y concentracién.
Procedimiento, |

Se preparan por duplicado una solucifn que contenga 25 mg

de Idoxuridina en 100 ml de una solucién 0.2 N de 4cido clor-
hidrico, apartir de &sta solucién concentrada Se efectfian di-
luciones para tener concentraciones de 5, 10, 15, 20 y 25
pcg/ml. Se mide la absorbancia de &stas diluciones a»289 nm.

El blanco consiste de solucién 0.2 N de &cido clorhidrico,
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Resultados

Tabla 6. Absorbancias medidas a 289 nm para diferentes
concentraciones de Idoxuridina en solucibn 0.2 N de HCI.
Concentraci6n (pcg/ml) Absorbancia (289 nm)

5 0.108
0.111

10 ) 0.215
0.217

15 0.323
A 0.329

20 0.427
| 0.44

Z5 0.533
0.548

-

Comd lo indica la grdfica # 2 y el valor del coeficiente
de correlacién lineal, existe linearidad entre el rango de

concentracién de 5 pcg/ml a2 25 pcg/ml.
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Grafica # 2 . Absorbancias obtenidas de diferen
tes concentraciones de Idoxuridina en una solu -

ci6n 0.2 N de 4cido clorhidrico ( resultados que
corresponden a la tabla No. 6).

0
Absorbancia
(289 nm) :
! s N . ., Concentracifn
5 10 15 20 25 peg/ml

Ordenada al origen = 0.00125
pendiente = 0.02159

Coeficiente de co-

rrelacidén r = (,99903
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Experiménto No. 4

Determinacién de la constante de reparto
del ungllento que contiene ‘base de polie-

tileno-aceite mineral.

Objetivo: Determinar la constante de reparto expe-
rimental de la base de polietileno-acei-
te mineral para calcular el nfimero de ex
tracciones que hagan cuantitativa la ex

traccién.
Procedimiento.

Se pesan axactamente y por duplicado las siguientes canti
dades de Idoxuridina: 2.5 mg, 3.5 mg, 5.0 mg, 6.25 mg, 7.5'mg,
adicionando a cada una de &stas cantidades metilparabeno (0.3
mg), propilparabeno (0.1 ), y 1 gr de base de polietileno-acei
te mineral. '

Se disuelve cada uno de los problemas con 40 ml de &ter
de petréleo y se transfiere la mezcla a un embudo de separa -
cién. Se extrae la Idoxuridina de la fase orgénicé con una so-
ia porcién de 40 ml de una solucibn 0.2 N de &dcido clorhidri-
co; agitando en sentido vertical durante 1 minuto. El extracto
acuoso se lleva a un matraz Volﬁmétrico de 250 ml, aforando al
volumen con solucidén 0.2 N de dcido clorhidrico.

Para las soluciones testigo, se pesan exactamente las mis-

mas cantidades de Idoxuridina que se pesan para los problemas,
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transfiriendo cada cantidad a matraces volumltrices de 250 ml
y aforando al volumen con solucidn 0.2 N de &cido clorhidrico.
Las concentraciones testigo equivalen a: 10, 15, 20, 25 y 30
pcg/ml. Las soluciones que contienen Idoxuridina se protegen
de 1la luz y se filtran antes de medir su absorbancia,

Se mide la absorbancia de las soluciones problema y testigos
a 289 nm; la diferencia de &stas lecturas proporciona la ab -

sorbancia de la fase orgénica.

Resultados

Tabla 7. Absorbancias de los extractos acuosos y de las
soluciones testigo.
Concentracidn Absorbancia (289 nm) Absorbancia (289nm)
(pcg/ml) Solucifn testigo Problema
10 0.214 0.203
0.199
15 0.325 0.298
0.299
20 0.427 0.384
0.392
25 0.53 0.480
’ 0.488.
30 0.65 0.593
0.590




Tabla 8. Absorbancias de los cxtractos orgdnicos como re
sultado de 1a diferencia de la absorbancia de la solucién
testigo y la absovbancia de los extractos acuosos.
Concentracidén Absorbancia (289 nm) Absorbancia (289 nm)
(pcg/ml) cxtréctos acuosos extractos orgdnicos
10 0.203 0.01
0.199 0.015
15 0.298 0.027
0.299 0.026
20 0.384 0.043
0.392 0.035
25 0.48 0.05
0.488 0.042
30 0.593 0.057
0.59 0.006

Discuéién de los resultados.
1.- Célculo de la constante de distribucién (Kd)
Al extraer la Idoxuridina de la fase orgénica, se consi-
dera que se ecfectfia una extraccibn "inversa simple"; donde
los resultados de absorbancia de la fasc acuosa se grafican

en funcién de la absorbancia en la fase orgéinica. El valor



de 1a pendiente de la linea recta representa la constante de
distribucién. Las férmulas utilizadas para calcular la pen -
diente, la ordenada al origen y el coeficiente de correlacién
lineal se describen en el Anexo No. I.

a).- Valor de la pendiente (Xd) : 8.37

b).- Valor de la ordenada al origen : 0.086

c).- Coeficiente de correlacibn : 0.95
2.- Cdlculo del rendimiento de extraccién.

El rendimiento de extraccién se calcula como:

R % = q (100)

donde "q'". es:
- Cantidad de soluto en la fase acuosa

q
Cantidad total de soluto

y "q" se calcula como:

q=
V org.
d + 1
V ac.
donde :
Kd es la constante de distribucién = 8.37

V org. es volumen en la fase orginica = 40 ml

I

V ac. es volumen en la fase acuosa 40 ml

Por tanto, para una extraccién con vollGmenes iguales de

las dos fases:

= 0,893

=
§

R = 89,3 ¢



Si sc rcduce_cl volumen de extractante, el rendimiento de
extraccibn se favorece. Asi, para un volumen de 15 ml de la
solucibén 0.2 N de dcido clorhidrico como fasc acuosa:

q = 0.943
94.3 %

I

R
3.- Cdlculo del nimcro de extracciones.

Para un rendimiento del 99.9 4 de extraccidén y un volumen
de extractunte de 15 ml , el nimero dec extracciones sc calcu-
la como :

Re=( - p") 100

donde "p" es: p= 1-q=0.058

"n'" es cl nGmero de extracciones :
' n = 2.4 cxtracciones
be acuerdo con el Kd determinado cxperimentalmente y va -
riando cl volumen de extructantc, sc requicre de 3 extraccio-
nes de 15 ml de solucidn 0.2 N de ficido clorhidrico para lo -

‘grar un 99.9 % Je rendimiento cn la extraccién.
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Grdfica # 3. Absorbancia de Idoxuridina en la fase acug

sa y en la fase orginica para la determinaci6n del Kd

(resultados que corresponden a la tabla 8).

orgénica

)

0.6F Absorbancia (289 nm)
fase acuosa

0.5]
0.4}
0.3L
0.2}
0.1 - o

[ Absorbancia (289 nm)

fase
0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06

Ordenada al origen = 0.086
Pendiente = 8.37
Coeficiente de corre-
lacién r = 0.95

Ecuacién de la recta Y = 0.096 + 8.37 (X)
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Experimento No. 5§

Determinacién del nfimero de extracciones
para cuantificar Idoxuridina contenida -

en la base de petrolato sélido.

Objetivo: Variar el volumen de extractante para
determinar el nGmero de extracciones ng
cesarias para cuantificar Idoxuridina -

de la base de petrolato sélido.

Procedimiento

Se pesan exactamente para cada prueba 5 mg de Idoxuridi -
na, 0.3 mg de metilparabeno; 0.1 mg de propilparabeno y 1 g
de base. -

Los s6lidos se mezclan con la porcién de base fundida; -
una vez solidificada la mezcla,'ésta s¢ disuelve con 35 ml de
éter etilico y se transfiere a un embudo de separacién. Se -
extrae la Idoxuridina utilizando los siguientes volfimenes ex-
tractantes :

12 4 porciones de 25 ml de solucibn 0.2 N de HC1
22 4 porciones de 40 ml de soluci6n 0.2 N de HC1
32 5 porciones de 40 ml de solucifén 0.2 N de HCl

Los extractos acuosos se recuperan en un matraz volumétri

co de 250 ml, aforando al volumen con solucién 0.2 N de dcido

clorhidrico; se mide la absorbancia a 289 nm. Se prepara -
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una solucidn testigo de concentracién 20 pcg/ml de Idoxuridi-
dina.El blanco consiste de solucifn 0.2 N de &cido clorhidri-
co.

El % dc recobro de Idoxuridina se calcula mediante 1a si-

guiente relacidm:

Absorbancia solucién ﬁroblema
% de Recobro = - % 100

Absorbancia soluci6n testigo

Resultados
Tabla 9. Porciento de Idoxuridina recuperada utilizando 4
porciones de 25 ml de volumen extractante.
Problema Absorbancia (289 nm) % de Idoxuridina
recuperada

1 0.376 89.3111

2 ' 0.355 84,3230

3 0.375 89.0736

4 0.350 83.1353

5 0.387 91,9239

6 0.401 95,2444
Solucifn testigo 0.421
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Tabla 10. Porciento de Idoxuridina recuperada utilizando
4 porciones de 40 ml de volumen extractante.

Problema Absorbancia (289 nm) % de Idoxuridina -
recuperada
1 0.405 96,1995
2 0.389 92.399
3 0.388 92.1615
4 0.387 91.9239
5 0.388 92.1615
6 0.387 . - 91.9239

Solucifn testigo 0.421

Tabla 11. Porciento de Idoxuridina recuperada utilizande

5 porciones de 40 ml de volumen extracatante.

Problema Absorbancia (289 nm) ¢ de Idoxuridina
- recuperada

1 0.416 98.5781

2 0.423 160.2369

3 0.421 99,7630

4 0.416 ‘ 98.5781

5 0.419 99.2890

6 0.416 ‘ 97.1569

Solucién testigo 0.422

44




Discusién de los resultados

Los mejores porcientos de recobro de Idoxuridina se obtu-
vieron con 5 porciones de 40 ml de solucidn 0.2 N de 4cido -
clorhidrico (resultados de la tabla 11);para &sta serie de re
sultados experimentales, la media y la desviacibn estafdar -
son: X= 98.9337 y s = 1.0883 respectivamente. El tratamien
to estadistico para &stos resultados corresponde a un contras
te de hipdétesis para verificar que con el volumen utilizado,
la técnica de extraccifn es cuantitativa,

Los cdlculos siguientes corresponden a los resultados de
la tabla 11 y las f6rmulas utilizadas se describen en el A-
nexo I.

a).- Hipbdtesis contrastada:

Ho : M= Mo
donde:
Mo = 100 JO = 2.4494
X = 98.9337 o€ = 0.05
s = 1.0883
b).- Estadistico de prueba:
X - Mo
t = S S
s /Nn
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©¢).- Regién critica bilateral a nivel de significanciad:

tcalculada £ ¢ gi » (n-1) y tcalculada> . &L, (n-1)
2
Jtealculada © 2-3999

ty. 975 = 2.5706

Siendo tealculada <: tg 9750 se.acepta la Ho : M=ylo,

1o que indica que el volumen utilizado permita que la extrac-
cién sea cuantitativa.

d).- Intervalo de confianza :

+

o - %o.975 ¢ (s /)
Limitc inferior al 95 9% : 97.7917

Limite superior al 95 % : 100.0758

Por tanto se requiere de 5 porciones de 40 ml de solucidn
0.2 N de dcido clorhidrico para extraer la Idoxuridina de la

base de petrolato s&lido.
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Experimento No. 6
Especificidad del método de andlisis .

Objetivo: Analizar el piacebo de las formulacio
nes por el método ‘de extraccién con
disolvente, para verificar que los re-
sultados inferidos se deben solo al -

principio activo.

Procedimiento.

Se pesan las siguientes cantidades de placebos:

Formulacién 'D' (placebo)

0.3 mg de metilparabeno
0.1 mg de propilparabeno
1lg de base de petrolato
s6lido

Formulaci6n #4 (placebo )

0.3 mg de metilparabeno
0.1 mg de propilparabeno
1 g de base de polietileno-

aceite mineral

Se disuelve el placebo 'D' con éter etilico y el placebo

¥ 4 con éter de petrdleo utilizando el volumen y el procedi-
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miento estﬁblccido en los cxperimentos anteriores. Se extrae
el placebo 'DI' con 5 porciones de 40 ml y el placebo # 4 con
3 porciones de 15 ml de solucibn 0.2 N de dcido clorhidrico,
Los extractos se¢ recolectan en matraces volumétricos de 250

ml; se filtran las soluciones antes de medir su absorbancia

a 284 nm .

Resultados

Determinacidn de 1la absorbancia de ex-

tractos acuosos de los placebos,

Absorbancia

Problema (289 nm)
Placebo 'D’ 0.000
Placebo # 4 0,000

Al no detectar ninguna lectura, se infiere que el resulta
do de absorbancia se debe al principio activo, por 1lo que el
método de andlisis es especifico para valorar Idoxuridina en
el ungfiento como producto. Sin embargo no se puede establecer
que el método cea especifico para Idoxuridina con respecto

a sus productos de degradacién.
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Experimento No. 7
Exactitud y precisidén del m&todo de andlisis

Objetivo: Determinar el % de recobro de Idoxuridina de
los dos ungflentos péra verificar la concor -
dancia de los resultados obtenidos experimen
talmente con el valor real (axactitud) y la
concoraancia entre resultados sucesiveos (re-

petibilidad).

Procedimiento
Se pesan para cada ungfllento las siguientes cantidades: 5

mg de Idoxuridina, 0.3 mg de metilparabeno, 0.1 mg de propil-
parabeno y 1 g de base,

La técnica de valoracibn de Idoxuridina para el ungflento
de polietilenc-aceite mineral se describe como:

Se pesa 1 g de ungflento, se disuelve con 30 ml de éter
de petrbleo y se transfiere a un embudo de separacifn. Se ex
trae la Idoxuridina de la fase orgénica con 3 porciones de
15 ml de solucibn 0.2 N de Acido clorhidrico. Los extractos
acuosos se colectan en un matraz volumétrico de 250 ml, afo -
rando al volumen con la misma solucibn. Antes de medir la ab-
sorbancia , las soluciones problema se filtran através de pa
pel filtro Wattman No. 40 ,

La técnica de valoracitn de Idoxuridina para el ungflento

de petrolato sélido se describe como
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Se pesa 1t g de ungflento y se disuelve con 35 de &ter
etilico y se tranfiere a un embudo de separacién. Se extrae
la Idoxuridina de la fase organica con 5 porciones de 40 ml
de solucién 0.2 N de &dcido clorhidrico agitando en sentido
vertical durante 1 minuto. Lo§ extractos acuosos se transfie
ren a un matraz volumétrico de 250 ml . Antes de medir su ab
sorbancia a 289 nm, las soluciones problema se filtran atra-
vés de papel filtro Wattman No. 40 .

Todas las soluciones que contengan Idoxuridina se prote-
gen de la luz,

Solucién testigo. Se pesan 25 mg de Idoxuridina y se di-
suelven en 50 ml de solucién 0.2 N de dcido clorhidrico.
Una alicuota de 10 ml de ésta solucién se aforan a 250 ml di
luyendo con solucién 0.2 N de &4cido clorhidrico . Esta solu-

cién equivale a 20 pcg/ml.
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Resultados

Tabla 12. Absorbancias y $,de Idoxuridina recuperada por
extraccidn a partir del ungfilento de polietileno-aceite mi-
neral.
Problema * Absorbancia (289 nm) % de Idoxuridina
recuperada
1 0.410 100.7371
2 0.410 ) 100.7371
3 0.395 97.0516
4 0.402 . 98.7715
5 0.408 100.2457
6 0.399 98.034
7 0.417 102.4570
8 0.397 97.5430
9 0.414 101.7199
10 0.416 102.2113
Solucibn testigo 0.407
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Resultados

Tabla 13. Absorbancias y % de Idoxuridina recuperada por

extraccién a partir del ungfiento de petrolato sélido.

Problema Absorbancia (289nm) % de Idoxuridina
; recuperada

1 0.395 99.4962

2 0.4 100.7556

3 0.3588 97.7329

4 0.398 100.2518

5 0.396 99.7481

6 0.387 97.4811

7 0.395 99.4962

8 0.404 101.7632

9 0.402 101.2594

10 0.399 100.5037

Solucibn testigo 0.‘397
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Discusién de los resultados

La exactitud y repetibilidad del método de andlisis se
evalua aplicande los criterios estadisticos basados en la de
terminaci6n de contrastes de hipétesis y de intervalos de -
confianza. Las definiciones y férmulas de &stos t&rminds se

describen en el Anexo I .

Evaluacién de la exactitud del método de andlisis.

1.-Cdlculo del estadistico de prueba "t" y del intervalo de
confianza considerando los resultados experimentales del un -

glento de base de polietileno- aceite mineral ( tabla 12 ).

X = 100.09414 Q n = 3.1622
n = 10 t0‘975= 2.2622
s = 2.0419 € = 0.05
a).- Hipbtesis contrastada : Ho: M= TXH H1: }L# pLo

donde fLo = 100 %

b).- Estadistico de prueba :

. X -
tcalculada - _,______tfi__
s/ \]n
tcalculada = 0.07610

c).- Regibn critica bilateral al nivel de significancia
eC !



tealeulada<l © % » (1) Y toatculada Dt %? » (n-1)

Al ser t < ty 975> S€ comprucha que el método

calculada

de an&lisis para velorar Idoxuridina en el ungflento de polig
tileno-aceite mineral cs exacto.

d).- Intervalo de confianza del 95 % para

+
X M ty 975 - S /J n

L

Limite inferior al 95 § 98.5844

101. 50984

1]

Limite superior al 95 %

2.-Cdlculo del estadistico de prueba "t" y del intervalo de

confianza considerando los resultados experimentales del un-

. glento de base de petrolato s6lido (tabla 13).

X = 900.8488 Nno= 3.1622
n = 10 t0-975 = 2.2622
s = 1.390% - 0.08
a).- Hipbétesis contrastada : Ho ps}&p; H, }L# peo
donde Bo = 100 §
: bj.- Estadistico de prueba :
tcalculada = X - Mo
s /NTn
tealculada = ~0:3437

Al ser tcaiculada <::t0_975, se comprueba que el mEtodo de
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anilisis para valorar Idoxuridina en el ungflento de petrolato
s6lido, es exacto.

c).- Intervalo de confianza al 95 ¢ para
X * ty g5  s/\n

Limite inferior al 95 % 98.85384

Limite superior al 95 § 100.84376

Evaluaci6n de la repetibilidad del método de anflisis.

1.- Cdlculo del estadistico de prueba Y 2 y del inter -
valo de confianza considerando los resultados experimentales

del ungflento de base de polietileno-aceite mineral (table 12).

n o= 10 ® = 0.05
2= 4.1693 X% = 16,919

(1]
n

a).- Hip6tesis contrastada :

H ¢ o2 ;3 o (no repetible)
Hy s rt < 6l {si es repetible)
donde @o% = (.'5)2
b).- Estadistico de prueba : X2 = (n-1) s?
calculada :
2
0o
*? = 4.1693
calculada :
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c).- Regibn critica a nivel unilateral superior :

‘X?:§7€1

2
Al ser X calculada < 1&12 , se acepta la hip6tesis al
ternativa, comprobando que el método de andlisis para valo -
.rar Idoxuridina en el ungflento de base de polietileno-aceite
mineral es repetible.

d).- Intervalo de confianza al 95 § para 9:

1]

Limite inferior al 95 4§ 1.1404

3.7279

Limite superior al 95 %
2.- Cdlculo del estadistico de prueba % 2 y del intervalo de
- confianza considerando los resultados experimentales del un-

glento de base de petrolato s6lido (tabla 13),

2

n = 10 = 2,700
) 0.025,n- 1
s” = 1,93432
® . 0.05 § 2 = 19.023
0.975,n-1
a).- Hipétesis contrastada : Ho: L . dbz

Hy: ot > g0l

donde @0 = (3)Z

b).- Estadistico de prueba : % ialculada= (n-1) g
UBZ
X'calculada = 1.93432
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¢).- Regibn critica bilateral al nivel de significancia

« .

X’ < vig ey g2 >y 2
calculada = 2 Y calculada = 1- &, (n-1)
2

2 2
Al ser % calculada < X » » Se acepta que el método

2
de andlisis para valorar Idoxuridina del ungfilento de petrola-

to s6lido es repetible.

d).- Intervalo de confianza al 95 § para U :

"

Limite inferior al 95 § 0.95661

Limite superior al 95 § 2.5392

57



Objetivg: Cvuantificap Idoxuridipg Utilizangg diferey-

2 los matg os descritos en gl €Xperimento No. 7.
Se Preparan S0luciones testigo que equivalen , 12, 16,20,
24, y 28 bcg/m1, las que corresponden al 60, 80, 100, 120 y

140 3 respectivamente.
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Resultados

Tabla 14. Absorbancia y ¢ de Idoxuridina recuperada para

el ungliento de polietileno-aceite mineral.

mg de Idoxuridina °  Absorbancia % de Idoxuridina
adicionada (289 nm) recuperada

0.207 50.2834

0.220 53.4413

0.231 ) 56.1133
Solucisn testigo 0.247 60

4 0.262 ) 66.1198

4 0.296 74.7003

4 0.304 76.7192
Solucibn testigo 0.317 80

LS 0.402 99,0147

' 0.400 98.5221

S 0.380 : 93.5961
Solucibn testigo 0.406 100

6 0.475 116.5644

0.451 110.67438

0.445 109.2025
Solucidn testigo 0.489 120

7 _ 0.500 137.2549

7 0.514 141.098¢

) 7 0.516 141.6471
Solucidn testigo 0.57 140.

* 5 mg equivalen al 100 § de Idoxuridina recuperada
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Tabla 15. Absorbancia y % de Idoxuridina recuperada para
el ungflento de petrolato s6lido.
mg de Idoxuridina Absorbancia % de Idoxuridina
adicionada (289 nm) recuperada
3 0.231 57.5610
3 0.247 60.2439
3 0.263 64.1463
Solucibn testigo 0.247 60
4 ©0.310 ' 75.3749
4 0.328 ' 79.7568
4 0.311 75.6231
Solucibn testigo 0.329 80
x5 0.400 101.5228
5 0.400 101.5228
) 0.359 91.1168
Solucibén testigo 0.394 100
6 0.476 119.7484
6 0.452 113.7107
6 0.486 122.2642
Solucidn testigo 0.477 120
7 0.534 134.7027
7 0.541 136.4685
7 0.552 139.2432
Solucién testigo 0.555 140

- * 5 mg equivalen al 100 % de Tdoxuridina recuperada
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Discusién de los resultados.

Aplicando los criterios estadisticos basados en la deter
minacién de la regresién y correlacién de los resultados ex-
perimentales, se puede verificar si existe una relacién li-
neal entre la cantidad de Idoxuridina adicionada y la canti-
dad de Idoxuridina recuperada, con lo que se conoce la res ~
puesta del método de andlisis.

Los conceptos y férmulas de regresibén y correlacién se

describen en el Anexo I,

1.- Cédlculo para la linearidad, considerando los resultados
obtenidos del ungflento de polietileno-aceite minerali(tabla-
14); siendo X la variable independiente representada por los
mg de Idoxuridina adicionada y Y la variable dependiente re-

presentada por los mg de Idoxuridina recuperada.

£x = 1500 LY = 1424.9519
x% = 162 000 Y2 = 149 214.4495
Y = 100 Y2 = 94.9967
sy = 29.277 ’ s, = 31.4513
EXY = 155 279.718
n = 15
grados de libertad (n-2)gl = 13
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-11.54094
1.06537

a).- Ordenada al origen : A

b).- Pendiente : B
c¢).- Brror tipico de estimacién modificado :

sy/x= 3.910504

A =
Sy/x 4.1997

d).- Sensitividad § = 0.2536

2.- Inferencia acerca de la ordenada al origen A, para los re
sultados obtenidos del ungflento de polietileno-aceite mineral
{tabla 14).

a).- HipStesis contrastada: llo: A = Ao

Hi: A # Ao

donde Ao = 0
b).- Nivel de significancia & = 0.0$

¢).- Estadistico de prucba

tA=

-2.89695

ta

d).- Regién critica bilateral a nivel de significancia < .

ta £ tof’(n-Z) Voot 2 Y i, (-2)
7

Al ser t, (-2.89695) > to (-2.1604), po se acepta la
5
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hipétesis contrastada : Ho : A = Ao

e).- Intervalo de confianza del 95 % para A :

0

Limite inferior al 95 ¢ -2,9343

Limite superior al 95 & -20.1475

5.- Inferencia acerca de la pendiente B, para los resultados

obtenidos de 1a base de polietileno-aceite mineral (tabla 113,

a).- Hipbtesis contrastada : Ho: B = Bo
le B # Bo
donde Bo = 1
b).- Nivel de significancia = 0.05

c).- Estadistico de prueba :

tB = (b - Bo) Sy n:l
~
Sy /x
tB = 1.7050
d).- Regién critica bilateral al nivel de significancia
gLt &£ .
B> ; ' (n-2) y ty 2 t. @ ,(n-2)
- el
te = -2.1604
2
ty ot = 2.1604
2

"

Al ser t, (1.7050) L ty. o (2.1604), se acepta Ho: B= Ho

12

lo que indica que existe regresidn.



c).- Intervalo de confianza del 95 % para B

Limite inferior al 85 ¢ = 00,2377
Limite superior al 95 § = 1.8Y37

Ecuacifn de la recta ajustada Y = -11,54094 + 1.06537 (X)

4.~ Coeficiente de correlacién y coeficiente de determina -

cidn :
Coeficiente de correlacidén 1 =0,99172

2
Coeficiente de determinacidn r“=0.983508
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Gridfica # 4. Linearidad del método de andlisis para el
ungfiento de polietileno-aceite mineral. % de Idoxuridina
recuperada vs % de Idoxuridina tefrica (dispersidén de da
tos que corresponden a la tabla 14).

[
% de Idoxuridina recuperada
140 |
120 |
100
80|
60 |
LY
saf
20}
$ de Idoxuridina Tedrica
s F — — + - + >
20 40 60 80 100 120 140
n = 15 Intervalo de confianza para la pendiente
T =0.99172 Limite inferior del 95 % = 0.2377
“ 2 Limite superior del 95 % = 1.8973
r- =0.983508 '

Ecuacién de la‘recta ajustada ?\= -11.54094 + 1.06537 (X)
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‘S.-vcﬁlculo para la linearidad, considerando los resultados

obtenidos del ungflento de petrolato sélido (tabla 15); sien-
do X la variable independiente representada por los mg de I-
doxuridina adicionada y Y la variable dependiente representa

da por los mg de Idoxuridina recuperada (% de recobro).

Zx = 1500 Y = 1473.0111
T2 = 162 000 Y2 = 156 110. 9776
X = 100 Y = 98.2007
s, = 29.2770 s, = 28.6109
ZXY = 158 938. 904
n = 15§
: giados de libertada (n-2)
gl = 13
a).- Ordenada al origen.: A = 1,21909
b).- Pendiente : B = 0.9698

¢).- Error tipico de estimacién modificado :

Sy/xc 3-4282

A

S 5" 3-6822
d).- Sensitividad & = 0.26337

6.- Inferencia acerca de la ordenada al origen A, para los re

sultados obtenidos del ungfiento de petrolato s6lido (tabla 15)
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a).- Hip6tesis contrastada: Ho: A = Ao
Hqt A # Ao
donde Ao =0
b).~- Nivel de significancia°( = 0.05
c).- Estadistico de prueba :
tA = a - Ao
A .2
Sy/x ¥ (Xi)
n S(Xi- %2
‘A = 0.349

d).- Regibn critica bilateral al nivel de significancia &:

S ¥, @2 Yot 2 b g ,(2)
2 2
g T 20604 5t = 21604
Z
AL ser t, (0.349) D t of (-2.1604); se acepta la hipbte-

2
sis contrastada Ho: A= Ao

e).- Intervalo de confianza del 95 % para A;

i

Limite inferior al 95 ¢ -6.3269
8.76509

Limite superior al 95 §

7.- Inferencia acerca de la pendiente B; para los resultados
obtenidos del ungflento de petrolato s§1lido (tabla 15).

a).- Hip6tesis contrastada : Ho: B = Bo '
B # Bo

H1:

donde Bo = 1
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b).- Estadistico de prueba :

)

ty (b~ - Bo) s, N -1

g
y/x

t 0.8984

B
c).- Nivel de significancia % = 0.05

d).- Regibn critica bilateral al nivel de significancia

< tT,mn V% Etrgzz;, (n-2)
@ -2.604 5ty g = 2.1604
2

Al ser tp (0.8984) L t1_g‘(2.1604) ; se acepta HO: B=Bo,

2
lo que indica que existe regresién.

e).- Intervalo de confianza del 95 § para B;

Limite inferior al 95 % 0.89719

]

Limite superior al 95 % = 1.0421

Ecuacién de la recta ajustada: Y = 1,21909 = 0.9698 (X)

8.~ Coeficiente de correlacibn y coeficiente de determinacifn:

Coeficiente de correlaci6n r = 0.9923

2

Coeficiente de determinacidén r® =0.9846
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Grdfica # 5. Linearidad del mé&todo analitico para el
Ungflento de petrolato s6lido. % de Idoxuridina recu

perada vs % de Idoxuridina tefrica (dispersi6n de da

tos que corresponden a la tabla 15).

4
140}L % de Idoxuridina recuperada .
120¢
100¢L
801
60L
a0p
20 |
% de Idoxuridina teérica
4 ] 1 [} 1 ] AP
20 40 60 80 100 120 140
n-= 15 Intervalo de confianza para la pendiente
T = 0.9923 Limite inferior del 95 % = 0.897119
2 Limite superior del 95 % = 1.04241
r = 0.98465

Ecuaci6n de la recta ajustada T - 1.21909 + 0.9698 (X}
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8.3. Evaluacibn del proceso de mezclado

Experimento No. 9
- Determinacién del tiempo de mezclado.

Objetivo: Cuantificar Idoxuridina a partir de una
serie de muestras tomadas a diferentes
tiempos de mezclado para determinar el
tiempo en el que la desviacidn estén -
dar de la serie de muestras se aproxi-

me a cero.

Procedimiento

Ungllento de base de Polietileno-aceite mineral. Se pesan
las siguientes cantidades : polietileno al 6 %, aceite mine: -
ral al 94 §, Idoxuridina al 0.5 %, propilparabeno al 0.01 % ,

metilparabeno al 0.03 %.

La base para el ungflento se prepara siguiendo el método
descrito en el experimento No. 1. Se adiciona la Idoxuridi -
na, metilparabeno, propilparabeno, se mezcla todo a la veloci
dad de 21 R.P.M.

Se toman muestras a los 10, 20, 30, 40 y 50 minutos, in -
troduciendo tubos de vidrio en 5 partes del recipiente que -
contiene el ungflento. Se cuantifica Idoxuridina de acuerdo al
método establecido en el experimento No 7 ; tomando 1 g de un
glento de cada parte inferior y superior del tubo con ungflen-

to.
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Base de petrolato s6lido. Se pesan las siguientes cantida-
des: petrolato s6lido 86.46 %, aceite mineral 8 %, cera de g'
beja 5 ¢, Idoxuridina 0.5 %, metilparabeno 0.03 %, propilpara
beno 0.01 $. La base para el ungflento se prepara siguiendo
el método establecido en el éxperimento No 1. Se mezcla 1la I-
doxuridina, metilparabeno y propilparabeno con la base a 20

R.P.M.
Se procede a tomar muestras a los 15, 30, 45 y 60 minu -

tos, utilizando un tubo de vidrio y muestreando de la misma
manera que para la base de polietileno-aceite mineral. Se -
cuantifica Idoxuridina siguiendo el método de anfilisis esta -

blecido en €l experimento No. 7 .

Observaciones: .
Para cada tiempo de mezclado se determina la desviaci6n

estandar y el coeficiente de variaci6n, donde:

desviacién estédndar

1]

* s

**c.v.= coeficiente de variacién

Resultados
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Tabla No 16. Ahsorbancia y 4 de Idoxuridina recuperada pa
ra el ungflento Jde polictileno-aceite mineral al tiempo de

mezclado de 19 minutos a 21 R.P.M.

Problema Absorbancia (289 nm) % de Idoxuridina
recuperada
1 0.502 115.9353
2 0.485 112.0092
k) 0.423 97.6905
4 0.406 107.6212
5 0.475 109.6998
6 0.468 108.0831
7 0.424 ) 97.9215
8 0.488 112.7021
9 - -
10 0.405 93,5335
Solucidn testigo 0.433
* g = 7,825 k% c,v. = 7.373669

Tabla No 17. Absorbancia y $ de Idoxuridina recuperada pa-
ra el ungfente e polietileno-aceite mineral al tiempo de

mezclado de 20 ninutos a 21 R.P.M.

Problecma Absorbancia (289 nm) ¢ de Idoxuridina
recuperada
11 0.46 106.2356
12 0.457 105.5427
13 0.467 107.8522
14 0.477 110.1617
15 0.477 110.1617
16 0.449 103.6952
17 0.466 107.6212
18 - -
19 0.452 104.3880
20 0.442 102.0785
Solucidn testigo 0.433
*g = 2,584053 *%c.y, = 2.44679




Tabla No 18. Absorbancia y % de Idoxuridina recuperada pa-
ra el ungliento de polietileno-aceite mineral al tiempo de
mezclado de 30 minutos a 21 R.P.M.

Problema Absorbancia (289 nm) % de Idoxuridina
’ recuperada
21 0.434 101.4019
22 0.433 101.1682
23 0.444 103.7383
24 0.449 104.9065
25 0.448 104.6729
26 0.434 101.4019
27 0.432 100.9346
28 0.44 102.8037
29 0.434 101.4019
30 0.446 104.2056
Solucidn testigo 0.428
*s = 1.58541 **%c.v., = 1.54428

Tabla No 19. Absorbancia y % de Idoxuridina recuperada pa-
ra el ungflento de polietileno-aceite mineral al tiempo de
mezclado de 40 minutos a 21 R.P.M.

Problema Absorbancia (289 nm) % .de Idoxuridina
- recuperada
31 0.417 97.4299
32 0.434 101.4019
33 0.407 95.0935
34 0.430 100.4673
35 0.415 96.9626
36 0.412 96.2617
37 0.410 95.7944
38 0.430 100.4673
39 0.452 105.6075
40 0.424 99,0654
Solucién testigo 0.428
*s = 3,21765 ¥*c,v. = 3,25492
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Tabla No. 20 . Absorbancia y % de Idoxuridina recuperada pa
ra el ungflento de polietileno-aceite mineral al tiempo de
mezclado de 50 minutos a 21 R,P.M.

Problema Absorbancia (289 nm) $% de Idoxuridina
recuperada

41 0.414 96.7290
42 0.440 102.8037
43 0.425 99.2991
44 0.420 98.1308
45 0.467 109. 1121
46 0.446 104.2056
47 0.414 96.7290
48 - -

49 0.436 101.8692
50 0.474 110.7477

Solucién testigo 0.428
¥ s = 5,12556 ** c,v. = 5,01617
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Grifica # 6. Coeficiente de variacién en funcién
del tiempo de mezclado para el ungllento de polie
tileno-aceite mineral.

Coeficiente de variacifn

i Tiempo de
c.v. mezclado (min)
i 7.3736 10
2.4467 20
1.5442 30
i 3.2549 40
5.0162 50

A A 1. i i »
>

10 20 30 40 50

Tiempo de mezclado (min)
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Tabla No 21 . Absorbancia y % de Idoxuridina recuperada pa
ra el ungflento de petrolato sdlido al tiempo de mezclado
de 15 minutés y 20 R.P.M.

Problema Absorbancia (289 nm) % de Idoxuridina

" recuperada
51 0.48 112.1495
52 0.443 103.5047
53 0.427 99,7664
54 0.459 107.2430
55 0.429 100.2336
56 0.480 112.1495
57 - 0.420 98.1308
58 0.450 105.1402
59 0.433 101.1682
60 : 0.448 - 104.6729

Solucién testige 0.428
* s = 4,92375 k% c.v. = 4,71552

Tabla No 22. Absorbancia y % de Idoxuridina recuperada pa-
ra el ungllento de petrolato sélido al tiempo de mezclado
de 30 minutos y 20 R.P.M.

Problema Absorbancia (289nm) % de Idoxuridina
recuperada

61 0.44 102.3087

62 0.438 102.3364

63 0.437 102.1028

64 ' 0.418 97.6636

65 0.44 102.8037

66 '0.442 103.2710

67 0.419 97.8972

68 0.42 . 98,1308

69 0.413 96.4953

70 0.422 98.5981

Solucibn testigo 0.428

*s = 2,65582 ** c.v. = 1.65028
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. Tabla No 23. Absorbancia y % de Idoxuridina recuperada pa
ra el unglento de petrolato s6lido al tiempo de mezclado
de 45 minutos y 20 R.P.M.

Problema Absorbancia (289nm) % de Idoxuridina
recuperada
71 0.425 99.5316
72 0.435 101.8735
73 0,428 100.2342
74 0.426 99.7658
75 0.431 100.9367
76 0.447 104.6838
77 - -
78 0.440 103.0445
79 0.403 94.3794
80 0.417 ' 97.6581
Soluci6n testigo 0.427

*s = 3,.0105 k% c,v, = 3.00548

Tabla No 24 . Absorbancias y % de Idoxuridina recuperada p?_
ra el ungflento de petrolato s6lido al tiempo de mezclado
de 60 minutos y 20 R.P.M.

Problema Absorbancia (289nm) ¢ de Idoxuridina
— recuperada
81 0.400 93,6768
82 0.434 101.6393
83 0.344 80.5621
84 0.460 107.7283
85 0.398 93.2084
86 0.407 95.3162
87 0.453 106. 0889
88 0.444 103.9813
89 0.432 101.1710
90 0.432 101.1710
Soluci6n testigo 0.427
*s = 8.15426 ** c.v. = 8.02822
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Griafica # 7. Coeficiente de variaci6én en funcién
del tiempo de mezclado para =21 ungfrptn de petro-
lato sé6lido.

Coeficiente de variacién (c.v.)

s
7 b
. 6 of
S ¢t
4 -
3 4
Tiempo de
) c.V. de mezclado (min)

4.7155 15

2.6503 30

1 3.0054 45

r 8.0282 60

10 20 30 40 50 60

i Tiempo de mezclado (min)
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Discusifn de los resultados.

Un mejor tratamiénto de los resultados se describe»en el
Anexo II; evaluando de ésta manera el tiemﬁo de mezclado-né-
cesario para cada ungflento, siendo de 31 minutos para el un-
gllento de polietileno-aceite mineral y de 35 minutos para el

ungfiento de petrolato sblido.
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. 8.4, Manufactura de ungflentos oftdlmicos de Idoxuridina

Experimento N6. 10

‘Preparacién de los lotes piloto en condicio

nes asépticas.

Objetivo: Preparar los ungflentos en un irea provista
de und campana de aire de flujo laminar vy
apartir de materias primas y equipo esteri
lizado, para verificar que las condiciones
de trabajo propuestas cumplen con la prue-

ba biolSgica de esterilidad.

iProcgdimiento
Esterilizacifn de las materias primas. Se pesa el princi
pio activo y la mezcla de conservadores necésarias para pre-
parar 1 Kg de ungflento, se acondiciona cada una en papel es-
traza Y bolsas de pldstico para ser esterilizadaé por 6xid6
de etileno.
. El polietileno junto con el aceite mineral; el petrolato
s6lido junto con la ceré de abeja, y el aceite mineral, se
esterilizan a 140 °C durante 3 horas por calor seco.
 Esterilizacién del material y equipo. Se esteriliza por
calor h@imedo a 15 1b de presién y durante 15 minutos, el ma

terial como : gorro,guantes, cubreboca, mangas, bata,
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El material que resiste altas temperaturas, se csteriliza
por calor seco a 160 °C durante un periodo de 2 horas como lo

especifica la literatura oficial.
El equipo que no puede ser esterilizado por ninguno de

los métodos anteriores, se limpian y se sanitizan con solu -
¢i6n de fenol al 5 % (como el exterior del mmezclador planeta
rio, el agitador caframo, parilla de calentamiento, etc.,).
El interior del mezclador planetario se flamea utilizando al-
cohol, para evitar utilizar la solucifn de. fenol.

Area de trabajo..Se limpia el, techo, paredes y piso con
agué y jabén, posteriormente se sanitiza con la solucibn de
fenol al 5 %. De igual manera se procede a sanitizar la cam-
pana de aire de flujo laminar.

Antes de preparar los lotes piloto; el equipo y material
- de trabajo se exponen a la luz ultravioleta por el lapso de
24 horas.

Controles ambientales. Se han de colocar placas con agar
nutritivo en diversos sitios del irea de trabajo, las que -
permiten verificar el grado de contaminacién.

Preparacién de los ungﬁentos. Se procede como en los mé -
‘ todos descritos en el experimento No..1, utilizando un tiempo
de mezclado de 32 minutos para el ungflento de polietileno -
.-aceite mineral y 35 minutos para el ungflento de petrolato -

sélido.

La preparaci6én de los ungflentos se lleva a cabo dentro de
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la campana de aire de flujo laminar, tomando muestras en dife
rentes puntos de la mezcla con jeringas estériles. Se efec -
- tfia la prueba de esterilidad para los lotes de ungflentos, si-

guiendo el m&todo establecido en la USP XIX p 592.

Resulatdos

Tabla No 25. Resultados de las pruebas de esterilidad

efectuadas a los lotes de ungflentos piloto,

UngBiento Prueba de esterilidad
(USP XIX p 592)

Polietileno-aceite mineral Pasa la prueba

Petrolato s6lido Pasa la prueba
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Esquema de lugares de exposicién de las placas con agar

nutritivo dentro del drea de trabajo.

® ®

Campana de

aire de flu

jo laminar

_Acceso al
drea de
trabajo
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Tabla No 26 . NGmero de colonias detectadas en las placas
con agar nutritivo expuestas en el frea de trabajo durante
la preparacién del ungflento de polietileno-aceite mineral

Lugar de exposicibn Cuenta total de colonias
Tiempo de incubacién: 48 hrs.

1 2
2 1
3 8
4 1
Parte superior de la campa-
na de aire de flujo laminar 2

Testigo dentro de la campa-
na de aire de flujo laminar

Tabla No 27. Nﬁméro de colonias detectadas en las placas
con agar nutritivo expuestas en el 4rea de trabajo durante
la preparacién del ungflento de petrolato s6lido.

‘Lugar de exposicibn Cuenta total de colonias
Tiempo de incubacién : 48 hrs

1 1
2 3
3 6
4 1
Parte superior de la cam-
pana de aire de flujo laminar 4
Testigo dentro de la cam-
pana de aire de flujo laminar 0

84




Experimento No. 11
Ensayo de la efectividad del conservador.

Objetivo: Inocular con microorganismos cada uno de
los lotes de ungfientos oftﬁlmicos; para
evaluar la efectividad conservadora del
metil y propilparabeno de las formulacio

nes.

Procedimiento
Descripcifn de la técnica de ensayo de la efectividad del

. conservador (18) : i

Preparacién del inb6culo. Se recupera con agua destilada y
estérilizéda, la superficie de microorganismos de la cepa jo
ven (incubada de 18 a Zd'Hrs a 35-37 °C en medio de agaf seya
-tripticaseina).

La suspenéién.de bacterias se ajusta a una densidad 6pti-
ca de 0.32 a la longitud de onda de 525 nm , con solucién sa-
lina. Se elimina la solucibn de bacterias a la cual se le de-
termina la absorbancia.

. Determiﬁacién.de lé cuenta bacteriana. Se efectfian dilu -

4, 105, 106, de la suspensi6n de bacterias ajusta

- ciones de 10
das en forma secuencial, sembrando por triplicado 0.05 ml de
cada dilucién envmedib de agar soya;tripticaseina. Se incuban
a 37 °C de 18 a 24 horas.

Solucidn prueba. 10 g de problema se diluyen con agua a
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100 m1 en un matraz volumétrico.

Inoculacifn de la soluncién prueba. Una alicuota de 0.05
ml de la suspensién de bacterias ajustada diluida 1:10, se i-
nocula a 10 ml de la formulacifn prueba.

Contacto y tiempo de contacto. A intervalos especificos -
de 0.17, 0.5, 1, 2, 4, 6, 24, 48 y 72 horas, se transfiere u-
na alfcuota de 1 ml de la formulacidén prueba inoculada y 1 ml
del control pesitivo a voliimenes igwales de 40 ml de caldo de
tioglicolato que contenga un inactivador quimico efectivo.

Se incuban los tubos inoculados con bacterias por un mini
mo de 3 dias a 35-37 °C. Despuéé §e1 tiempo de incubacidn, -
verificar visualmente los tubos para determinar la presencia
o ausencia de crecimiento bacteriano.

Una alfcuota de 0.05 ml, origina aproximadamente de 10S a

109

células.

Controles :

Control negativo. Contiene solucifn salina estéril
Control positivo. Contiene 0.01 % de cloruro de benzalco-
nio en agua destilada estéril.

Observaciones:

Microorganismos prueba: Candida albicans, Staphilacoccus

aureus, Pseudomona aeruginosa.

Los microorganismos prueba se ajustaron a las siguientes

densidades 6pticas:
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Microorganismo Densidad 6ptica

Prueba : (525 nm)
Candida albicans 0.323
Staph. aureus ‘ 0.316
Ps, aeruginosa 0.318

Efectuando diluciones y por la determinaci6n en placa, se
calculd el nGmero de bacterias: una alicuota de 0.5 ml de la

cepa de Candida albicans ajustada a la densidad &6ptica con »

tiene 258.5 X 10° bacterias, 0.5 ml de la cepa de Staph.au -
reus ajustada contiene 9.4 X 10 6 bacterias; 0.1 ml de la
cepa de Ps. aeruginosa ajustada contiene 153.5 X 106 bacte -
rias. '

Preparacifn de la solucién problema. 10 g de ungflento se
disuelven en 50 ml de agua hirviendo. Se mantiene el calenta-
miento hasta que el ungfiento se funde, se deja enfriar y se
filtra la mezcla. Se recupera lo filtrado en un matraz volu -
métrico de 100 ml; se efectuan lavados con porciones de 20 ml
de agua hirviendo. Una vez fria la solucién se afora con agua
destilada estéril., 10 ml de &sta solucién son inoculados con
los microorganismos prueba. Se utiliza Tween 80 como inactiva

dor quimico.
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Tabla No.28. Resultado de la actividad conservadora del
metil y propilparabeno en el ungfiento de polietileno-acei
te mineral (tiempo de contacto de 0.5 a 72 horas).

Microorganismo ino- Resultado del con-

culado

Resultado=

Candida albicans

Ps. aerugincsa

Satph. aureus

Presencia de
crecimiento
bacteriano

Presencia de
crecimiento
bacteriano

Presencia de
crecimiento
bacteriano

trol positivo

Ausencia de
crecimiento
bacteriano

Ausencia de
crecimiento
bacteriano

Ausencia de
crecimiento
bacteriano

Tabla No 29. Resultado de la actividad conservadora del
metil y propilparabeno en el ungllento de petrolato s6li-
do. (Tiempo de contacto de 0.5 a 72 horas).

Microorganismo ino- Resultado del con_

culado

Candida albicans

Ps. aeruginosa

Staph. aureus

Resultado

Presencia de
crecimiento
bacteriano

Presencia de
crecimiento
bacteriano

Presencia de
crecimiento

bacteriano

trol positivo

Ausencia de
crecimiento
bacteriano

Ausencia de
crecimiento
bacteriano

Ausencia de
crecimiento
bacteriano




9. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos después de deter-
minar las caracteristicas orggnolépticas, la apariencia, 1la -
consistencia y la estabilidad ffsica de seis formulaciones -
propuestas, se selecionaron la formulacién No Z que contiene:
polietileno al 6 %, aceite mineral al 94 4%, Idoxuridina al -
0.5 %, metilparabeno al 0.03 %, propilparabeno al 0.01 % y -
1la formulacién "B" que contiene : petrolato sélido al 86.46%,
cera de abeja al 5 %, aceite mineral al 8 %, Idoxuridina al -
0.5 %, metilparabeno al 0.03 %, propilparabeno al 0.01 $.

Para las dos formulaciones se establecieron mediante ex -
perimentos y analizando los resultados matematicamnete por el
método de polinomios ortogonales los tiempos de mezclado de
31 minutos para el ungliento de basc de polietileno-aceite mi_
neral y de 35 minutos para el ungflento de base de petrolato -
s6lido, lo que permite obtener uniformidad en el contenido -
del principio activo.

En relacifn al conservador, se observdé que las concentra-
ciones de metilparabeno (0.03 %) y de propilparabeno (0.01%)
utilizadas en las formulaciones carecen de actividad conserva
dora. A

La inferencia estadfstica indica que el método para la va
loracién de Idoxuridina en el ungflento de petrolato sblido es

especifica en relacién a los demis componentes de la formula-
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cién, es exacto, repetible y lineal; ademis ofrece la ventaja
de ser un método rdpido y no requiere de mds equipo que el u
tilizado comunmente en el laboratorio.

Pafa el ungflento de base de polietileno-acecite mineral, -
el método es especifico en relacién a los demids componentes,-
es axacto, repetible. Ln cuanto a la linearidad del método ,
la inferencia estadistica indica que la ordenada al origen de
la recta que se obtiene de la relacién entre la Idoxuridina
tebrica y la Idoxuridina recuperada no es cero, lo que indica
la presencia de un error del tipo proporcional.

Por lo tanto, de las dos formulaciones de ungflentos, se
selecciona la que contiene petrofato s6lido, ya que las mate-
rias primas son acccesibles, su preparacién involucra la uti-
lizaci6n de equipo sencillo como el mezclador planctario y no

existe problema para cuantificar Idoxuridina.
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10. PROPUESTAS

El método para determinar la consistencia, solo permitié
observar el efecto de adiciondr cera de abeja y aceite mine-
ral al petrolato sélido y de adicionar polietileno al aceite
mineral, Sin embargo, un estudio mis detallado serfa deter-
minar la viscosidad a diferentes ‘'velocidades de corte", lo
que da como resultado las llamdas curvas de "consistencia"
las cuales describen el comportamiento de &stos semisélidos
al adiéionar excipientes 6 bien describen cambios que se ori
ginan por la accifn mecinica durante su manufactura. Por 1lo
tanto, se propone efectuar dichos estudios al ungflento que -
contiene petrolato sflido.

En relacidn al método de anflisis propuesto y con el ob-
jeto de confiar alin mis en los resultados obtenidos, se pro-
pone validar el método para el ungllento de petrolato sélido;
determinando la especificidad en relacifn a los preductos de
degradéciﬁn, la sensibilidad y la reproducibilidad. Por otra
parte, se propone aumentar la concentracién de metil y pro -
pilparabeno en el ungflento de petrolato s6lido y efectuar -

nuevamente la prueba de efectividad del conservador,
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11, ANEXQO I

El criterio para confiar en el método de anfdlisis pro -
puesto se basa en aplicar la inferencia estadistica, lo que -
implica determinar la Exactitud, Precisién y Linearidad del -
método analitico. Se describen las definiciones y férmulas u-
tilizadas para estos conceptos (35, 30).

A.- Exactitud. La exactitud se define como la concordancia
de los resultados experimentales y el valor real. La inferen-
cia estadistica para evaluar la exactitud consiste en aplicar
un contraste de hipb6tesis y un intervalo de confianza.

1.- Contraste de hipbtesis. Perﬁ}te comprobar que los resul-
tados obtenidos en la prictica pertenecen a una distribucién
teérica donde el pardmetrojlo = 100 %, es el valor real.

a).- HipbGtesis contraﬁtada: Ho: FL= [Lo para determinar
que el método es exacto coﬁtra una hip6tesis alternativa H1

}L# Mo, para determinar que el m&todo no es exacto con un
criterio de probabilidad del 95 3.
b).- Estadistico de prysba t :
t = X - Mo
s N

donde:

X = al promedio en porciento de recobro de n mues -
tras independientes

LL=par5metro cuyo valor real es 100 %
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s/Jn = error estindar, donde s es la desviacibn estén -

dar muestral y n el nfimero de muestras.

2.- Intervalo de confianza. Establece los limites en los que

se encuentra el verdadero valor y se calcula mediante:

Intervalo de confianza = X s/ Vn

0. 975

R.- Precisifn. Se refiere a la desviacifn 6 la dispersifn de
resultados con respecto a un valor central. la precisidn pue-
de evaluarse mediante la determinacién de la repetibilidad y
la reproducibilidad de los resultados experimentales.

La repetibilidad es la concordancia de una serie de resul
tados sucesivos obtenidos apartir de un mismo método y bajo
las mismas condiciones de trabajo.

1.- La inferencia estadistica para evaluar 'la repetibilidad
involucra el cflculo del estadfstico de prueba % 2 (Ji-cuadra
da). Donde 6% es 1a varianza poblacional y representa la va-
riabilidad del mé&todo, la cual no es mayor del 3 % .

-a).- Hipbtesis contrastada : Ho: at -go? , para compro
bar que el método es repetitive contra una hip6tesis alterna-
tiva Hy: @2>00% , donde 0o = 3 4, a un nivel de signifi-
cancia de 0.05 .‘

b).- Estadfstico de prueba % 2,

%2 (-1 (s
0'62
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donde:
n = nimero de muestras
52= varianza muestral
Goz = parimetro que representa el 3 % de la variabi-
lidad

2.- Intervalo de confianza. Representa los limites en los que

se encuentra el verdadero valor de 62 , se calcula como:

C.- Linearidad. El tratamiento estadistico que se le da a dos

resultados experimentales es aplicar al anilisis de regresién
y correlacibn. )
1.~ El ﬁnélisis de la regresibn establece 1la relacidn entre
la cantidad adicionada de Idoxuridina (X} y el % de Idoxuridi
na recuperada (Y) al establecer una relacibén lineal con la e-
cuacifn de la recta Y = A + B (X); donde "A" representa la
ordenada al origen y "B" representa la pendiente de la recta,
Para determinar la pendiente y la ordenada al origen se

utiliza el método de minimos cuadrados y las notaciones son:

a= (B (M5 - (2% ()

n (8 - (Z0?
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B= n (2XY) - (X)) (V)

n(2xh - (In?

2.- Se aplica la inferencia estadistica para la ordenada al
origen y la pendiente mediante cl célculo.de estadisticos de
prueba y de intervalos de confianza.

Inferencia acerca de la ordenada al origen "A'i
Hy: A# Ao
donde Ao = 0, valor del parfimetre (ordenada al origen que
indica el valor de la respuesta medida que corresponde a
cero de concentracidn). Con n-2 grados de libertad y esti
mando "A" a un 95 ¢ de confianza.

b).- Estadistico de prueba "t" :

t = a - Ao
85/ / _ZTx2
n I (X~ %)
donde:
§}/x = es el error tipico de estimacidén modificado
calculado como: gy/x = oD Sy
n -2



y sy,x=\/(zvz) - A (2Y) - B (2XY)

n

€).- Intervalo de confianza para la ordenada "A" :

.2
R a 2)\'1 )
a-t &S5,y < A< ar t1_a_:by/x
2 -
20x;-0 2 2 £(x;-%)2
Inferencia acerca de la pqﬂdigﬂ@g "B,
a).- HipStesis contrastada: He: B = Bo

(Hyp B # Bo
donde Bo = 1, lo que representa la variacidén de las 'Y’
con respecto a las 'X'; con n-2 grados de libertad y una
confianza del 95 3.

b).- Estadistico de prucba 't

(b - Bo) Sy n-1

Pl
Sy/x

¢).~ Intervalo de confianza para la pendiente "B"

©d

b-’t s <
€. s < B b+t « y/x

2 e 2
sx\/ n-1 Sy n-1
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3.- El1 andlisis de correlacién se caracteriza por la dependen
cia entre dos variables. Se determina ‘por el nGmero llamado

como coeficiente de correlacién lineal entre "X'" y "Y',

n (X)) - (2X) (TVY)

r -
ﬁcz‘xz) -V(EY)Z] [n (oY% - (TY)Z]
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12. ANEXO II

Determinacidén del tiempo dc mezclado.

El método de andlisis matemdtico para determinar el tiem
po de mezclado se basa en la téénica de polinomios ortogona-
les (37).

El método se puede dividir en 4 pasos

a).- Seleccidn del modelo

b).- Estimacién de los pardmetros

¢).- Evaluacién predictiva del modelo

d).- Determinacidn del tiempo de mezclado
el cual se desarrolla en funcién a los resultados provenien -
tes de la grafica # 0.
Determinacién del tiempo de megclado para el ungfiento de base

de polietileno-aceite mineral.

a).- Selecci6n del modelo.

Al revisar la grifica # 6, se propone que el método empi-
rico que relaciona el coeficiente de variaci6émn (Y) con el -
tiempo dc mezclado (X); en base al comportamiento gréifico y -

al prop6sito del experimento es:
= 2 )
Y= Bo o+ Bty 8, t,° o+ By ... Cereneen m

donde :

Y. = i-ésimo cocficiente de variaci6én asociado al ~
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- i-ésimo tiempo de mezclado

©1 pardmetros del modelo

t. = 1i-&simo tiempo de mezclado

E. = error experimental

b).- Estimacibn de los parimetros del modelo.

El método de minimos cuadrados, mediante una transforma -
cién de unidades en el tiempo de mezclado; permite.estimar
de una manera sencilla a los parimetros del modelo (1).

Una presentacifn matricial del modelo (1) en base a los

datos de la gréifica # 6 es :

7.3756 1 10 100 Eq
2.4467 1 10 ap0 || £z
1.5442 1= |1 10 900 |(BT |+ ‘B
3.2540° ToT0 1600 |, 3
5.0162 1 10 2500 E,
al efectuar la siguiente transformacién:
.t - T
LS e S e, R €3
d
= 12
2.1 t - t 2 -
;%= i _ n” -1 P S (3)
d 12
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donde:
n = nfimero de tiempos de muestreo
d = intervalo entre los tiempos de muestreo

El modelo (1) en funcién de (2) y (3) se reescribe como:
- 2 i
Y = @lo + Q'}zi + @'ZZi L : TP (4)

“la representaci6n matricial en funcién de (2) y (3) es:

7.3736 1 -z 2 E
§ro 1
2.4467 1 -1 -1 .
Ls4azi= 10 2| e LS I (5)
3.2549 11 -1 | g
U
5.0162 12 2%
E

que es equivalente a:

Y = 7z g;' S - R I € )

El estimador del vector el' por el método de minimos cua-

drados es:

S, = .
g; = (2'2) " 2'Y e Ceeenen e (7)
Apartir de (5)
S 0 0
'z = 0 10 0 P 3]
0 0 14
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~
[ ]
e
R p—_
I

(D)

19.6356 : _
2' Y = 2309066 | eeeneieienns e (10)
15.9896

Al sustituir (8), (9) y (10) en (7) y al reducir :

3.927120

~ .
@3' = -0.39066 | - N S A
1.142114 ‘

apartir de los resultados anteriores; en funci6n de (4)

¥; = s.02712 - 0.39066 z; + 1.42114 2% (12)

al sustituir (3) y (2) y al reducir :

Y. = 3.97712 - 0 39066[t 3o]+ 1.42114] [t -"d]z- 2.1
i“ . ~ U, i' . [iJ

10 10) 12

A~ ' v
Yi = 15.04708 - 0.8917S t, o+ 0.0142114 tg ceeeee.(14)

c).- Evaluacibn predictiva del modelo.



En la siguientc tabla se comparan los valores de coefici-
ente de variacién experimentales con el coeficiente de varia-

cién en funcién de la ccuacidén (14)

t Y Y,
10 7.3736 7.5507
20 2.4467 2.8966
30 1.5442 1.0848
40 3.2549 2.1153
50 5.0102 5.9881

Subjetivamente se puede indicar quc el modelo predice ade

cuadamente los valorcs experimentales del cocficiente de va -
~riacién. Una medida objetiva quec determina en cficiencia el

ﬁodelo para predecir el valor experimental es cl coeficiente

de correlacibén. Este se calcula mediante:

rfos - Ty - ¥ L Ceees (15)
Z (v;-N)?
apartir de la tabla
v -¥)% = 10598052 (16)
E(v,-¥ )% = 21.38615 e ...’.,.;.'(17)

al sustituir (17) y (16) en (15) y al reducir :

2 = 0.9253 e eereraereneeea(18)
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Indicando éste valor que el modelo se puede utilizar para
predecir el coeficiente de variacién dentro de la regifn expe
rimental debido a que rz es cercano a la unidad.

d).- Determinacitn del tiempo de mezclado.

En funcién de 1la ecuhcién'(14) la determinacién del tiem-
po de mezclado se propone como: '

Y = 0 iieiniens e, . (19)
dt

Ya que se desea predecir a que tiempo de mezclado se ob -
tiene un coeficiente de variacién minimo.
Al sustituir (14) en (19)
dY = -0.89175 + 0,0284228 t .. ....iveinae (20)

de

Al reducir:

t. = 31.37 minutos 2= 31 minutos

Se sugiere que el tiempo de mezclado para-el ungflento de
la base de polietileno-aceite mineral sea de aproximadamente
30 minutos,

Utilizando un procedimiento semejante con los datos pro -
venientes del ungfiento de base de petrolato sélido sc¢ obtuvo

un tiempo de mezclado aproximado de 35 minutos.
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