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INTRODUCCION
1.1 Planteamiento del Problema

La Industria farmaceitica requiere de métodos analiticos que aseguren que los medicamentos que
se fabrican se encuentren dentro de una dptima calidad, no solo recién claborados sino durante
todo ¢} tiempo que permanezcan en e} mercado. Cuando no se cuenta con un método oficial
farmacopelco pars su andlisis, es necesario desarrollar uno en el laboratorio, probarfo y validarto
debidamente.

La validacion es parte fundamental del desarrollo de nuevas técndcas analiticas, implica la
optimizacion del mismo mediante estudios de laboratorio. Dependiendo de las carscteristicas del
producto, serdn los panumetros que se realicen para que el mélodo sea el adecuado en s
aplicaciones requerides del producto. ¢+ -

Fl Diretro es un insecticida que se obtiene de las flores secas del Crysanthemum . cinerarielofium y

¢l componente activo de!l Piretro son las Piretrinas que se utilizan en la agriculturs, l\édar y en
tratamientos contra la infestacion de escabiosis y pediculosis (piojos), w2r -

Pl Piperonil Butoxido se obtiene del aceite esencial del Ocotes ¢ymbarum. F3 un sinengista
ampliamente usado en insecticidas caservs y preparaciones en aervsol. Es un ingrediente esencial

para fodas las formulaciones que contienen Piretrinas naturales y sintéticas, 23,0

Comercialmente en el mercado existen lociones y shampoos que conticnen Direttinas en una

concentracion de 0.17 - 0.33 % y de 2- 4% de Piperonil Butoxido, 2



Pars su andlisis existen métodos espectrofotométricos y por Cromatogralia de gases pero se ha
demostrado que no son eficlentes. Por eso es importante el desarvollar y validar un método para
cuantificar Piretrinas |, 11 y Piperonil Butoxido en un shampoo antipediculosis ( antipiojos) por
Cromatografia de Liguidos de Alta Resolucion ( CLAR ) que también sea indicativo de estabilidad.

1.2 Objetivo

a) Desarrollar un método analitico adecuado y especifico para Piretrinas |, Il y Piperonil Butéxido
por Cromatografia de Liquidos de Alta Resoluccion.

b) Validar el método y demostrar la confahilidad del mismo, pam fines pricticos del lahoratorio.

¢) Adsptar y ser resolutivo para sus deleunlmdom como producto Intermedio, producto
terminado y producto de estabilidad,

1.3 Hipotesis

1) Si Jos componentes del piretro y de piperonll butoxido son separados por cromatografia liquida
de alta resolucion, entonces es posible establecer un método analitico basado en este principlo para

determinar estos compuestos,

2) Fl método analitico desarrollado cumplivh con los requisitos de validacion para establecene

como procedimiento de rutina.
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ANTECEDENTES
2.1 Generalidades

2.1.1 Desarrollo de un método analitico

Cuando se esta desanullando un método analitico deben tomarse en cuenta los siguientes puntos:
CARACTERISTICAS DEL PRINCIPIO ACTIVO:

s necesario realizat un investigacion hibliognifica para conocer propiedades fisicas y quimicas
més importantes: solubilidad, peso molecular, pH, fuerza idnica, etc. Asi como paru oblener datos
de establlidad del activo en estudio ya sea solo y con loe posibles aditivos que pudieran
interaccionar, se buscan referencias y todos los posibles métodos pam la cuantificacion del
mismo.Se deterimina el método de andlisis mds adecuado.

PARA SUADAPTACION EXPERIMENTAL:

Algunos de los factores que deben ser considerados son:

a) Disponibilidad de materiales, reactivos y equipos.

b) Tiempo para efectuar el anlisis.

¢) Versatilidad ( aplicable a estudios de estabilidad y control de calidad rutinario ).

d) Custo del anilisis.

¢) Preparacion de la muestr,

SEPARACION SELECITVA: _

Ein la mayor parte de los casos, se busca electuar por lo menos una separacion parcial previa de los
componentes de la muestra con 1a finalidad de introducirla lo més purs posible. y de esta maners

aumentar la especificidad del método.



2.2 PIRETRINAS

Antecedentes

Desde hace siglos en Persia ( ahor [t ) se conoce que cierias flores del género Chrysanthemum
tienen propiedades insecticidan. No fue hasta que en [840 se obtuvd referencias de la produceion
comercial del Piretro en Yugoslavia. El uso del polvo seco de las florea rapidamente se expande por
Europa y se iniroduce a Estados Unidos. '

Ef nombre do Piretro se acepta para nombrar a las flores secas del Chrysanthemum y el témmino de
polvo de Piretro o exiracio de Piretro se usa par describir el producto crudo obtenido de las flores

secas del Crysanthemum cierariefolium.

22.1 Caracteristicas Generales de Piretrinas

La abtencion del Pireiro es por medio de extracciones con quervsina o dicloruro de etileno y ¢l
extracto se obtiene por destilaclon al vaclo, 7s0

143 piretrinas son los componentes activos del piretro, Son ésteres, formados por la combinacion
de dos dcidos, dcido crisantémico y acido pirétrico y tres alooholes que son: piretrolona, cinerolona,
jasmolona. £l &ter del &cido crisantémico se conoce como; plretrina |, cinerina |, jasmolina 1,
respectivamente, la fraccion junta se conoce como piretrina | Mienires que el éster del dcido
pirétrico s¢ conoce como: piretrina 11, cinerina 1, jasmolina 11, estas representan la fraccidn de las
plretrinas 11, 4

La piretrina | es la més activa de las piretrinas naturales. Los componentes acidos son capaces de
existir como fsdmeros ¢ls ¥ trans geométricos, debido a Ja presencia de una doble ligadura olefinica,
y cada uno de estos isdmeros puede existir, ademds, como isdmeros dpticos dcxh&'uﬁms( + )y

levogiros (~ ). 2
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2.2.3 Propiedades Fisicas y Quimicas de Pirctrinas 111

PIRETRINAS |

formula condensada: C2r Hzs O3
densidad a 20°C: 1.5242

punto de ebullicidn: 146150°C
peso molecular, 328.4

PIRETRINAS I

formula condensada: Co2 Hos Qs

densidad & 20°C: 1.6355

punto de ebullicion: 192.193°C

peso molecular: 3724

Comercialmente se manejan estos activos (piretrinas 1.1l ) en una misma solucidn, que presenta las
siguientes camctenisticas;

Liquido viscose de color amanillo fuerte, de olor penetrante. Insoluble en agus, soluble en alcohal,
queroseno, tetracloruro de carbono, nitrometano, dicleruro de ctikeno. |

Se oxida ficilmente, plerden actividad por ls tuz y el aire, se debe refrigerar y guardar en un lugar
obscuro. 16

Se usan para combatir plagas en la agriculture, contra insectos caseros, acaros, garrapata, puldes y
piojos. los preparados comerciales contienen 0.170.33% de Piretrinas, se venden en gel,
suspensiones liquidas y shampoo para el tratamiento contrs la infestacion de plojos. 1813

El piretro es un insecticida que carcce de persistencia, especialmente cn uso contra plagas en la
agriculturn, dehido a su inestabilidad ante la presencia de la luz y del aire.



Frecuentemente los insectos se pueden recuperar si han sido expuestos a una dosis subletal ( 0.33
megl/insecto) de piretrinas, lo que quiere decir que este compuesto comercialmente se formula con
sinengistas, ya que asi mejorw la eficaca del insecticida. 18

224 Mecanismo de Accion

£l mecanismo de accion se presenta con la absorcion de las Piretrinas a través del esqueleto de los
insectos estimulando e} sistema nervioso, aparentemente por la interrupcion en la transmision
cationica de la capa lipidica de las células nerviosas bloqueando la transinision de impulsos,
Ocasionando parilisis y posteriormente la muerte.

225 Toxicidad

Existen numerosos casos de dermatitis por contacto y alergia respiratoria. Con los preparados que
contienen piretroldes sintéticos es menor la probabilidad de que se produzcan reacciones alérgicas
que con los que se prepanan con polvo de piretro. La dosis letal DLso reportada pars una toxicided
dérmica es de 1350 mg/kg a 5000 mg/kg. La dosis letal DLso de Piretrina | es de 260 - 420
mg/kg y para las Piretrinas || que es menos toxica la DL50 reportada es mayor a 800 mg/kg En
mamifervs, incluyendo humanos e} isdmero cis es mas toxico que ¢l isomero trans que rpidamente
¢s metabolizado y excretado por la orina. 3 '



2.5 Caracteristicas Generales de Piperonil Butoxido

Es un acclte esencla) que se obtiene de los drholes del Ocotes cymbarum. mediante un proceso
mecanico. Los arboles son cortados en bloques, Juego son astillados colocandose las astillas en
largas filas; y por medio de un rneudor.de vapor se Inyccta vapor a las astillas. E! aceite liberado
por ¢l vapor ¢s filtrado a través de franela, algodin o pape! filtro. 23

Brasil durante la segunda Guerrs Mundial desarrollé la produccion de varios aceltes esenciales que
son utilizados en Ja Indusirla Farmaceitica, en alimentos, jabones y la Industria Cosmética.En 1949
Wachs obticne la patente de Piperoni) Butéxido el cual se encontrd que es un polente sinergista

para piretrinas. 30
23.1 Estructura Quimica

B © OME CNB O OHB 0N § 04 1D

formula condensade: C1s Hyw Os
peso molecular : 338.43
punto de ebullicion : 180°C a | mmig
densidad 0 20°C: 1.0590

viscosidad : 40 cps



2.5.2 Propiedades Fisicas y Quimicas de Piperonil
Butoxido

Liquido aceitoso amarillo claro con olor caracteristico y ligero sabor amargo. Soluble en metanol,
ctanol, benceno, cloroformo. [nsoluble en agua. Es estable en condiciones atmosféricas normales, a
la luz y en solvente orgnicos,

Las condiclones de almacenamiento se recomiendan por debajo de los 30°C en envases herméticos
de alumiinio; en presencia de oxigeno hay cambio de color. Prusenta buena compatibilidad con
otros productos. El uso principal es como insecticida sinergjsta, especialmente para piretrinas,
También se usa para el control de insectos caseros, y de jardin. 22

2.3.3 Mecanismo de Accion

El mecantsmo de accidn del Piperonil Butéxido potenciado con Piretrinas se hasa en la inhibicion
de la enzima hidrolitica responsable del metabolismo en insectos, 13

2.3.4 Toxicidad

La DLso aguda para ratas es de 11,500 my/kg

LaDLso dérmica para conejos es de 1880 my/kg,

Cuando se administra oralmente Pigeronil Butoxido en animales fa mayoria de la dosis es excretada
sin cambios por heces. 3



24 CROMATOGRAFIA

2.4.1 Antecedentes

1.a mayoria de las técnicas de cuantificacion no son lo suficientemente selectivas para determinar
cada uno de 1os componentes de una mezcla.

1.as técnicas cromatogrificas son el recurso anafitico mds importante con el que se cuenta pars la
separsckon, Identiflcacion y cusnificacion de un amplia variedad de sustanciss,

La Cromatografia Liquida de Alla Resolucion s una de las técnicas analiticas que presentan una
laa diversidad de aplicaciones en 1a industria farmaceitica, en anlisis de limentos, anilisi
industrial, andlisis clinicos, etc. 2

Lo resultados que ofrece la Cromatogrfia Liquida de Alts Resolucidn, representa una ventaja en
cuanto a exactitud, rapidez y habilidad de tevar a cabo la separacion de muestras dificiles. 2

L cromatografia puede definirse como la separacion de moléculas por una migracion diferencial.
La separecion se lleva a cabo por los diferentes componentes de la muestrs (solutos) que muestran
diferente distribucion entre dos fases, una en la cual son retenides selectivamente ( fase

estacionania) , ¥ la otrs en movimiento (fase mdvil ). 202

Un sistema cromatogrifico consta de la fase estacionaria la cual ejerce fuerzas de retencion sobre
los solutos y la fase movi) que transporta & los solutos en el orden en que emergieron, 25,19

De acuendo al estado fisico de las fases movil y catacionaria se tiene:

10



CROMATOGRAFIA

| GASES | [Lquinos

gua - g6iido § [ gas - Nquido Columna

de capa fins

1 I | ,
wquido - sditdo] | wautdo - wquiad] | ae ntercambio ienico}

i .

de permeacién en qoll de fiitracién en gel

Cuadro |
Clasificacion de los diferentas tipos de cromatografia

La cromatografia liquida de alta resolucion es una !émiuendondeluupandom#lkvamho
on minutos. Pars ello s requiere de columnas de diametros reducidos, estc tipo de cofumna es muy
¢ficas pero ofrece una gran resistencia ol flujo de la fase mévil, es decir, una gran caida de
peasidn.Por este razdn es necesasio emplear sisternas de bombeo de alts presion que hagan fluir la
fase movil o través de la columna.se



En la cromatografia liquids de acuerdo o) mecanismo de separacion se enumensn cuairo tipos:
adsorcidn, particidn, intercamblo ionico y de exclusidn. En base & la polaridad de las fases
invohucradas se clasifics en cromatografia en fase normal y en fase reversa.

En la fase normal de I cromatograba liquida l fase estacionaria s mis polar mientras que a fase
movi esth compuesia por solventss no polares.

En o fuse reversa, la fase mvil oo mis polar que la fase estacionaria. Los solutos polares son
Fuertemente atraidon hacia la fase mévil que hacia lu fuse estacionaria, y por tanto, L ehucidn o mis
répida. Solutos menos polares gastan més tiempo en las inferacciones con la fase estacionaria y son
retenidos por més tiempo en la columna. 2

242 Equipo utilizado en CLAR

Columna: Se conaiders ala columna com la parte fundamental de Ia cromatografa ya que es
en enti, donde 30 va & Bovar & cabo la seperecitn. I materiel del tubo de I columna & de un
materal fuerte, ¢ Inerta { cromo, niquel, acero Inoxkdable ), s dimensiones e materal de
empaque va & depander del tipo de separacion que 30 desee hacer.

La eBiciencia de la columna es importants pars obtener una mayor resolucion y esth va a depender

del tipo de material de empaque y de! tamaio de la particuls de esté, ya que al sumentar el drea de
superficie de! empaque, se aumenta la interaccion del soluto con lafase estacionarie. 20

12



Bomba: La funcitn es proveer continuamente cierta cantidad de fase mévil & trvis de la
columna. La liberacidn del solvente on o sistema es un factor importante dentro de la cromatogmfia
liquida desde que el funcionamiento afecia directamente en la reproducibilidad del tiempo de
retencion y la estabilidad de la lines bass del detoctor. Los tipos de bomba que existen son diverses
siendo las mis comunes las de flujo constante que puede ser de un piston , pistdn reciproco y
jeringa. 15,099

Detectores: Se busan en la medicion de las propiedades de los componentes de la museirs,
siendo los mis comunes espectrofotémetros, UV.VIS, Inframrojo, refractimetros y de absorcion
atdmica, fluvordmetros, etc. 27

Integradores: L respuesta obienida del detector se regiira en of intagrador obleniendose ¢l

cromalograma comrespondiente, mostrando cada compuesto que sale de la columna en forma de
ploos simétricos con un tiempo de retencidn caracteriatico, por lo que este tiempo puede emplearse
para Kentificar cada compuesto. #

243 Parametros Cromatograficos

Tiempo de retencidn: Es el tiempo trascumido desde el momento de la inyeccién hasta
¢| momento en que la concentracion del compueslo es eluida.

Area Bajo la Curva: Represants la cantidad de mobbculas obtenidas de cada souto de la
muesim.

13



Nimero de Platos Teoricos ( N ) ; Mde la eficiencia de la columna basado en e}
voliimen de elucion y en el ancho del pico. Cuando ¢l ancho del pico es pequeiio Ja columna tiene
una alta eficiencia. La columna puede dividime en varias secciones llamadas platos tedricos y los
solutos pueden mantencr el equilibrio entre las dos fases { movil y estacionaria ) que existe entre
cada plato,

El valor de N va a depender de las condiciones de operacion tales como la fase movil, la
temperaiura, la calidad del empaque, la uniformidad de! empaque, del didmetro interno y ol lengto
de la columna. A mayor valor de N mejor serd la eficiencia de la columna. 226

N=5.5.(T:/w1j2)"

Resolucion: Es la distanca entre dos componentes que han sido separados. La resolucion se
produce de una interaccin fisica y quimica que ocurre en la muesira a tmvés de I columna. 2

Re2. T1
Y2(W1t W)

Factor de Asimetria; Mide la simetria del pico y ¢ valor se incrementa cusndo ef coleo

del pico llega a ser mAs pronunciado, y por tanto menos confiable ¢l resultado que se obtiene. 2

Fa=Wo.os/ 2t

14



2.4.4 Métodos de cuantificacion en CLAR

Con esthndar externo:
El estandar externo, con inyecciones separadas de muestra y estAndar, permite la cuantificacion
mediante ln comparacitn de Jas Areas de Jos pleos; esto es, comparando el area del pico obtenido
parnlammstmmnel&mdelplcoobtenlﬂopmdaﬁw.
El estindar extermo debe ser de una concentracion cercana a {a esperada en la solucion de la
muestra. Se debe de asegurar que el krea del pico podrd ser comparable, de esta manem evitar
errores en las imedidas.
La cantidad de !a sustancia de inferés se puede calcular con la sigulente formula :
G=AnxPrizDa
MxDh

en donde: ‘

Cx = Concentracidn del activo de la muestre.

Am = Area del pico de la muesire, V

As = Area del pico del estindar.

Ps = Cantidad en mg del esténdar.

Dm = Dilucion de ls muesimen md.

Ds = Dilucidn del estindar en ml.

Las ventajas de utilizar un esthndar externo son:
1.- Simplicidad en las soluciones & analizar.
2. Fliminacion de buscar un estindar interno.
3- Evitar problemas causados por una coelucion del estindar Intemo y de productos de

degradacion desconocidos,

15



La estandarizacion interna se basa en la adicion de una sustancia a la solucion de interés. La
relacion del rea del pico de la muestra de interés asi como del estandar interno son comparadas de
un cromatograma a ofro. Un estindar interno debe cumplir con los siguientes requerimientos:

1.« Debe ser completamente separado de los otros picos en el cromatograma.

2. Debe eluir cerca de los solutos que serin cuantificados.

3. Preferiblemente su estructura y el krea del pico debe ser parecido al de la muestra por analizar,
no debe ser producto de degradacion de la muestra ni degradara.

4. Dehe ser quimicamente inerte bajo las condiciones de trabajo (cromatogrificas ).

5. Debe ser ficilmente disponible, razonablemente de alta pureza o ser una sustancia ficil de
purificar.

Existen dos variaciones en las técnicas par el uso de un estindar intemo. Una comprende ha
determinacion de factores respuesta, y la segunda, una relacion entre las respuestas.

Los factores de respuesta son calculados dividiendo el peso de la muesire entre el correspondiente
irea del pico. El factor de respuesta es usado para calcular la concentracion de la muesire:
FR= A x Pui.x D
A x Dhi x Pwr
en donde:
FR = Factor de respuesta.
Asr = Area del pico del estindar de referencia.
Asi = Arca del pico del estindar intemo.
Psr = Cantided en mg del estindar de referencia.
Psi = Cantidad en mg del estandar interno.
Dsr = Dilucion del estandar de referencla.
Dsi = Dilucion del estandar interno.



La segunda maner de utilizar el estdndar interno es preparando una solucion de la muesira y una
solucién del estandar a los cuales han sido adicionados la misma cantidad de estandar interno.
Después de obtener el cromatograma de la muesira y del estindar, la relacion de dreas pare la
muestra y el estandar, determina la respuesta analifica ( R ) en cada caso:

R= Arsa dal yico do la yuatancia de infaris
Arva dal pico del eatinder inlemo

Es importante la adicidn de un estandar interno que minimiza errores de inyeccion, medicion o
proceso de la muestrs. El estindar interno debe ser similar a activo o activos de interés pero con
un tiempo de retencion diferente para que durente el proceso de separacion y deteccién no
presente grandes vasiaciones. 22

25 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

|.a validacion de procesos consiste en establecer la evidencia documentada que nos proporcione un
alto grado de seguridad de un proceso especifico. Es importante que se prepare un protocolo de
validacion que especifique los procedimientos que deberén levarse a cabo y los datos que deberin
recabarse. El protocolo debe especificar ¢l niimero de pruebas de proceso necesarias para
demostrar reproducibilidad.

|.a documentacion de validacion deberd incluir la evidencia de la adecuabilidad de los materiales y
¢l desempeiio y confiabilidad de los equipos y sistemas.5

La validacion de un método analitico es el proceso de establecer, por estudios de laboratorio que el
funclonamiento del método satisface los requisitos pam las aplicaciones analiticas deseadas. ¥7

Fl proceso de validacion se basa en principlos técnicos y cientificos y ha sido optimizado para

propdsitos pricticos de inedicion. 1» 07



Dentro de la validacion se debe definir claramente los parimetros que van hacer medidos y su
funcion; Mostrar ¢ propdsito pars el cual fueron establecidos.

Primero el método debe ser exacto, es decir, dentro de los limites establecidos debe conocerse la
cantidad de activo presente en la forma farmacedtica.

Segundo, ser especifico. Fsto significa que el método debe ser capaz de dar una respuesta al activo
de interés y no a ofro tipo de compuesto.

Tercero, ser preciso bo cual indica que el método debe ser capaz de repetir y reproducir la
medicidn. 10

No obstante las vaniables que afecten al método deben conocerse, ¢, idealmente la validacion debe
demosirar que ¢} método produce resultados equivalentes a través de un rango de condiciones que
<} método admite. 15

Entre las variables que afectan al método podemas mencionar los erroves sistematicos que llegan o
corvegirse si son detectados a tiempo y asi demostrar la efectividad del método. En cuanto a los
erores leatorios dificilmente llegan a comegirse ya que no son faciles de detectar por ser propios
del método. 18

2.5.1 Parametros de la Validacion

Llneandad Se define como la capacidad del método de asegurar que los resultados, los
cusles pueden ser obtenidos directamente o por medio de una transformacion matematica definida.
son proporcionales a la concentmcion de la sustancia dentro de un intervalo determinado. 15 8



Exactitud: 3 la concordancia entre un valor obtenido experimentalmente y el valor de
referencia.

Precision; £s la medida de Ia concordancia entre resultados andliticos individuales cuando el
método se aplica repetidamente a diferentes muestreos de una muesira homogénea del producto.s

Repmducibilidad: Es la medida de la concordancia relativa, entre determinaciones
independientes del activo bajo distintas condiciones ( anlisis, analistas, laboratorios, etc.)
provenientes de! muestreo de un material, en el cual el activo esta disiribuido de manera
homogénea. 10

Limite de deteccion y cuantificaciOn: 1 fimite de deteceién s Is minima
concentracion de una sustancia en una muesire que puede ser detectads. El limite de cuantificacidn
¢s la menor concentracion de una susiancia en una muestra que puede ser determinada con

precisidn y exactitud. ¢

Especlﬁcndad Fa fa capacided de un método analitico pars obtener una respuesta medida
unicaments & la sustancia de interés y que no interfiers. con la cuantificacion de la sustancia de
interts,

Estabilidad de la muestra: Esu propledad de una muestre preparads pars su

cuantificacion, de conservar sus propledades fisicoquimicas y la concentracion de fa sustancia de
interés, después de almacenarse bajo distintas condiciones duranic un tiempo preestablecido.

19
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PARTE, EXPERIMENTAL

3.1 Diagrama de flujo 1: Cusniitcacion de Piretrinas 11t y Piperont Butéxido
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3.1.1 Diagrama de flujo 2: validacion de un método amliico.
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3.2 MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO
3.2.1 Material

-Matraces volumétricos de 25, 50 ml, { Pyrex)
pipetas volumétricas de 2, § ml. ( Pyrex)
probeta graduada de 1000 ml. ( Pyrex)
-papel filtro Whatman No. |, de 11 ¢m de didmetro, ( Whatman )
-amembrana tipo HVLP de 0.45 micras. ( Millipore)

3.22 Reactivos

~Acetonitrilo grado HPLC (Mallinckrodt )

smetanol grado HPLC ( Baxter - Burdick ‘R Jackson ).

piperont! butoxido ( estandar secundario. Pureza 952% ).

-piretrinas | y 11 { estandar secundario. Pureza de piretrinas | 13.76 %, piretrinas 11 11,72% )

3.2.3 Equipo
Cromatégrao de Liquidos Hewlett Packard serie 1050 con los sigulentes médulos:

programador de Disolventes: Hewlett Packard serie 1050,

- Jomba de disolventes con sistema de Desgasificacion ( Helio ) : Hewlett Packard serie 1050 .
detector UV - VIS: Hewlett Packard serie 1050

Anyector automatico: Hewlett Packard serie 1050 .

~ integrador: Tewlett Dackard 3396 serie |1,

-hatanza analitica Mod Metuler AE 200

-ultrasonido: Branson Mod. 52

<olumna Nova- Pak C18  { Waters)



3.5 METODO ANALITICO

3.5.1 Fase Movil

Fase Movil: Mezclar 300 ml de metanol, 450 ml de acetonitrilo y 250 mi de agua destilada .
Filtrer & través de una membrana tipo HVLP de 0.45 micras, desgasificar por 5 minutos.

332 Preparacion de Estandares

Pesar 120.0 mg de Piperoni) Butdxido y 30 mg de Piretrinas |11 estindares de referencia, en
un mairez volumétrico de 50 ml; adicionar 40 ml de metanol y sonificar por 10 minutos, dejar
enfriar y aforar con ¢l mismo disolvente. Tomar una alicuota de 2 ml en un matrez volumétrico de
50 ml y aforar con fase mévil (wmmdopmmﬂﬂmbxﬂo 096 m¢/mly de
Piretrinas |11 = .024 mg/ml.)

3.3.3 Preparacion de la Muestra

Homogeneizar ¢l contenido de un frasco de Shampoo antipiojos y pesar 2.0 ¢ aproximedunente
enun matraz volumétrico de 50 ml, adicionar 40 m! de metanol y sonificar por 10 minutos dejar

enfiiar y aforar, filtrar la muestrw a través de papel Whatman No. 1, tomar una alicuota de § ml en
un matraz de 25 ml y aforwr con fase mévil. ( Equivalente & mwmawm‘w«y

6 mg/mi de Piretrinas 111)

3.3.4 Preparacion de la Columna
Antes de inciar ¢l analisis pasar & trvés de la columna cromatografica fase movil con un flujo de
1.5 ml. por minuto durantc 10 minutos.



3.3.5 Procedimiento de Analisis

Lolumna ; Nova - Pak Cta de 3.9 x 150 mm.

Hase mavil: 30% Metano), 45 % Acetonitrilo y 25 % Agua.
ujo: 1.5 ml. por minuto,

~velocided de la carta 0.5 cm/min.

Jongitud de onda: 240 nm.

-atenuacion: §

-THRS: 4

- volimen de inyeccion : 20 mel.

-inyectar por duplicsdo 20 mcl de estindar y de cads muesirs.
tlempo de retencidn cormespondiente a los activos de interés:
T de piretrina {1 : 2496 minutos

Tr de piperonil Butdxido: 3.345 minutos

Tr de piretrina I: 5,239 minutos

Cilculos para determinar el % de piretrina [l y piperonil Butdxido :

% de Piretrinas= ABCmta 1/ABCsid x Cstd/ Cemtal x  pureza del estindar,

% de Piperonil Buloxido = ABCmia 2/ ABCstd x Csid/Cmta 2 x  pureza. del estindar.
en donde;

ABC Mial =  area bajo ba curva. de piretrinas L1,

ABC Std =  arvabajola curva del estindar de pirvirinas [ y )i,
Catd = concentracion del estandar de piretrinas 1,11,

Cmta 2 =  concentracion de la muestra de piretrinas 1Y),

ABC Mia2 =  arva bajo la curva de piperonil buloxido,

ABC Sid = e bajo ls curva del esikndar de piperonid butdxido,

Cad = concentracion del estandar de piperonil butoxido.
Cmta 2 conoentracion de la muestrs de piperonil butéxido.

u



3.3.6 Parametros a Evaluar

Adecuabilidad del Sistema

Analizar un estindar de piretrinas | y I, piperonil butaxido, utilizando velocidad de carts de 2 cm.

por minuto.
Establecer:

a) Nimero de platos tedricos de la columna para cada compuesto de interés, segin la formula:

Nimero de Platos Tedricos =5.5 x(Tr/WI/2;'

Donde:
Tr = Tiempo de retencion en segundos

Wi/2 = Ancho de la base del pioo, a una distancia media de la
altura total del pico.

b) Factor de resolucion entre pirelrinas 1] y piperonil butoxido.
Factor de resolucion enire piretrina | y piperoail butoxido.
fFactor de Resolucion = T2.71 / 1/2 (W1 + W2)
2.7 = Distancia medida en milimetros desde e inicio de
I corrida al méximo de cada pico.

W11 W2 = Ancho de La base de) pico, extendiendo Jos
hardes de Jos Jados hasta la linea base.



¢) Factor de Asimetria de cada pico.

Factor de asimetria = W0.05/2F
Donde:  W0.05 = Ancho de la base del pico al 5% de su altum tota),

f = Distancla medida del maximo del pioo hacia el fado
izquierdo del pico & un 5% de la altura partiendo de
Ia linea base,

34 Especificidad del Sistema Cromatografico

La especificidad del método se lleva a cabo de diferentes maneras dependiendo de su aplicacion, en
¢l caso de un método indicativo de estabilidad cuando no se cuenta con los productos de
degradacion , os necesario degradar la muestra bajo diferentes condiclones. La degradacion debe ser
ta que la concentracion del activo en estudio esté disminuida por lo menos en un 25 % con
respecto a la original. Las condiciones o las que ¢l producto va hacer degrudado son las siguientes:

1.+ Colocar una muesira de:

* producto terminado.

* placebo.

* estAndar secundario de piretrinas LI,

* estdndar secundario de piperonil budxido,

* estindar secundario de piretrinas 1.1} mas estindar secundario de piperonil butdxido,

Cada una de estas muestras colocarlas a 60°C durante 20 dias. -



2- Preparur [as siguientes soluciones de tal mancrw que af final se llegue o fa concentracidn que se
estableclo tanto para la mucstra como para los estandares secundarios en el método desarrollado
bajo las siguientes condiciones:

* estandar secundario de piretrinas J,1l con un pH entre {2 con HCH IN.

* estandar secundario de piretrinas §§f con una pH cntre 10 - 12 con NaOH IN.

* estandar secundario de piperond! butésido con un pH entre (-2 con HCI IN.

* estindar secundanio de piperonil butdxido con un pH entre 10+ 12 con NaOl IN,

* estandar secundario de piretrinas 11} mis piperonil hutoxido con un pH entre |- 2con HQLIN.
* estandar secundario de piretrinas |1l mas piperonil butéxido con un pH entre 10 - 12 NaOlj IN,

" Colocar cada una de esas condiciones & 60°C. durante 20 dia.
3. Preparar con perdxido de hidrogeno soluclones de:
* estandar secundario de piretrinas J.}] mis piperonil butéxido a temperatura ambicnte.
* estindar secundario de piretrinas 11} més piperondl butbxido a 60°C por 20 dias.
* muestra de producto terminado a temperatura ambiente y & 60°C por 20 dies.
Prepasar cada una de las condiciones anteriores ( 1, 2, §) como si fueran una muesira o estdndar
segin sea ¢l caso y analizarls de acuerdo al método analitico establecido, [dentificar la respuests
analitica de los principios activos. :
CRITERIO:

F] sistema sent especifion si no existe otro pico de algin otro compuesto que pudiern interferir con
los picas de bos principios actives de interés,

27



3.5 Parametros de la Validacion
PRECISION DEL SISTEMA
Analizar por sextuplicado una solucion estindar af 100% de piretrinas LI y piperonil butdxido.

CRITERIO:
Se considerard preciso el sistema si el coeficiente de variacion es menor o igual a 1.5 %,

LINEARIDAD DEL SISTEMA

Preparar a partir de una sohicion patrdn que contenga 24 mg de piretrinas L1 y 96 mg piperonil
butoxido en un matraz de 100 ml, adiconar 40 m} de metanot grado HPLC sonificar por 10
minutos, enfriar y llevar a volumen con ef mismo disclvente,

Tomar por inplicado de la solucién patrén aicuoias de 2, 3, 4, 5, 6 ( comespondientes a la
concentracion de 40 %, 60 %, 80 %, 100 %, 120 % respectivamente) transfericios & un matraz de
50 ml y tlevar al voliimen con fase mavil y analizar.

Tabular pars cada principlo activo, ¢l promedio de! dres bajo la curva contra la concentracion de
cada muestra y greficar. Calcular e} cosiciente de correlacidn y el coeficiente de determinacidn y ol
coeficiente de variacidn.

CRITERIO:

Se considerard lineal el sistema 8l ¢l coeRciente de correlacion es mayor o igual o 89 %, y el
cocficiente de determinacion es mayor o igual a .98 %, el coeficiente de variacion es menor o igual
2 1.5%.



LINEARIDAD DEL METODO

Preparar una solucidn patron que contenga 48 mg de piperonil butdxido y 12 mg de piretrinas 111
en un matraz volumétrico de 50 ml , adicionar 40 m! de metanol grado HPLC sonificar por 10
minutos, enfriar y levar a volimen con el mismo disolvente.

Tomar por triplicado de la solucion patron alicuotas de 4, 5, 6 ml ( correspondientes a la
concentracion de 80 %, 100%, 120% respectivamente) transferios a un matraz de §0 ml que
contengs 39 mg de placebo, adicionar 30 ml da fase movil sonificar poe 10 min,, enfriar y filtrar
con papel filtro No. | y analizar cada muesirs. ’

Tabular los meg adicionados contra los mcg recuperados y el % de recobro y graficar los mey
recupensdos contra Jos meg adicionados. Calcular el coeficiente de determinacion ( r®), la
pendiente ( m ) y la ordenada al origen (b ), '

CRITERIO:

El método se considerara lineal i :
rd  es mayor o igual a 0.8,
m=|

b=0

L T L iy A e



Calculos para Linearidad del sistema y del método:

h
re | (o (2 y) (ax)(tyr
[t €x) - Cxf e ey - (ey)]

SR R g_x)_Lu)]i_{_;
[ @) - (20][nt =) - (2y)]

m= ot (€xy) - (£x) (%y)

o (£x%) - (=x)"

b= L.:...ﬂL.(.EL)
nt

Coeficiente de variacion = Desviagion estandar x 100
4

Donde:

n = Numero de replicaciones,

x = Cantidad adicionads..

y = Cantidad recuperada .

t = Numero de cantidades adicionadas.
m = DPendiente.

b = Ordenada ol origen.

r = Coeficiente de correlacion.

r#= Coeficlente de determinacion,

£ = Modia



EXACITIUD DEL METODO Y ( REPETIBILIDAD AL 100 % )

Preparar 6 muesiras con placebos cargados de maners independiente, adicionando en cada uno
120 mg de Piperonil Butoxido, 30 mg de Piretrinas 1,1l y 394 mg de placebo. Adicionar 40 ml
de fase mévil sonificar por 10 minutos, enfriar y llevar a volimen con el mismo disolvente. Filtar
con papel filtro No. | y analizar cada muesira.

CRITERIO:

Fl método se considend exacto si el coeficiente de variacion es menor o igual 3%, y el porciento
recuperado debe estar entre 97 - 103%.

REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

Proveer una muesira de producto terminado a dos analistas, pam que se analice por triplicado y en
dos dias diferentes. Calcular el coeficiente de variacion de los resuliados que s obtengan.

CRITERIO:

El método se considerart reproducible si el coeficiente de variacion es menor o igual 2 %.

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

Preparar 6 muestras de producto terminado, guardar 3 de las muestras ya filtradas a temperatum
ambiente por 24, 48y 72 hores, y 3 a refrigeracion por 24, 48 y 72 hores. Analizar las 6
muestms a temperatura ambiente a las 0, 24, 48, 72 horns, y las de refrigeracion o las 24, 48y
72 horus de preparndas.

)]



CRITERIO:
l»muuuummnbbdelhtcmbdcw\hnumh&uwhhm&hm
con respecto a la media del andlisis inicial incluye el valor de cero. Y si ¢l valor de la media parw ¢l
factor | se encuenire entre 98- 102 %
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RESULTADOS
4.1 Adecuabilidad del Sistema Cromatografico

Se desarrollé un cromatogruma de estindar secundario de piretrinas 1, |1 y piperoni) butoxido, a
una velocidad de carta de 2 em por minuto, Se caleularon el niimero de platos tedricos para cada
compuesto, los factores de resolucién entre plperonil butdxido y piretrina | ; entre piperonil
butéxido y piretrina 1L el factor de asinetria de cada pico de interés. Los resultados obtenidos
fueron los siguientes:

'4.1.1 Nimero de Platos Tebricos para:
1) Piretrina [:

Altura de) pico = 1.3 em

Ancho del pico (W1/2) =6 mm

Tiempo de retencion ( segundos) = 271,38 segd
Nimero de Platos Tedricos = 11251.64]

If) Piretrina II:

Altura del pico = 2.8 em

Ancho del pico (W 1/2) =4 mm

Tiempo de retencion { segundos) = 131.1 sey
Nimero de platos tedricos = 5908.1034

I11) Piperonil Butoxido:

Altura del pico = 14.3 em

Ancho del pico (W 1/2) =4 mm

Tiempo de Retencion ( sequndos )= 17550 seg
Nimero de Platos tedricos = [0587.586



4.1.2 Factor de Resolucion (R ) :

Ancho de Base | Distancia al miximo | Resolucion
del ploo.
Piretrina 40 mm 48 mm 333
Plperonil Butdxido} 80 mm 60 mm
Piretrina | 40 mm o1 mm o.08

Cuadro 1.~ Fadtores de resoiucion entre Pireirina il y  Piperonil Buléxido,
Piretrina | y Piperonii Butéxido.

4.1.3 Factor de Asimetria :

! M%h; go.l’uo Pactor de Asimetria
Piretring | 08 mm 0.70 mm 112
Pipsronil Butéxido | 0.4 mm 0.90 mm 120
‘ Pletrine il 0.4 mm 10.0 mm 1.16
Cuadro 2.- P'm:r:o de asimetria de Piretrina |,Piperonii Butdxido y Pire-



4.1.4 Cromatogramas Obtenidos del método analitico

Los cromatogramas que aqui se presentan son los que s obtuvieron del desarrollo de) método
analitico preparando un estandar y muestra de Producto temminado al 100 %, para demostrer la
scparacion de fon activos de interés Asi como placebo o tempemture ambiente.

1os Thempon de retencion correspondientes a fos compueslo de inleres son los siguientes:
Piretrina Il : 2496 minutos
Piperond] Butéxido ;: 3.345 minutos

Piretrina | : §.239 minutos

S1RA

IR ¥

CETEEEE— iy

—s

r" 5 259
sToY

Producto terminado & temperatura smbiente.

STARY
g 1.078
E._—-_n-—- 2.338
S.06¢€
s1op

Estdndar secundario de Piretina L)l y Piperonil Butéxido a
temperatura ambiente.



STARFT

T e

STOP -
Placebo a temperatura ambisnte.



42 FEspecificidad del Sistema Cromatografico

De acuerdo a las condiciones en que se degrudaron las muestras como se indico en el punto 3.4 se

muestran a continuacion los cromatogramas obtenidos indicando cada uno con el inciso
corvespondiente:

A) Muesira de Producto terminado.

B) Placebo,

C) Istandar secundario de Piretrinas LI,

D) Estindar secundario de Piperonil Butxido.

E) Esthndar secundario de Piretrinas |1l més Diperonil Butéxido.

F) Solucion de Piretrinas I,I! con HQ IN,

G) Solucion de Piretrinas 1,11 con NaOH IN.

H) Solucien de Piperonil Butéxido con HQ IN.

1) Solucion de Piperonil Butdxido con NaOH IN.

d) Soluciones de Piretrinas LIl mas Piperonil Butéxido con HQ IN.
K) Soluciones de Piretrinas LIl mis Piperonil Butéxido con NaOH IN.

1) Solucion de Piretrinas 1,1l mAs Piperonil Butdxido con peroxido de hidrdgeno o temperatur
ambiente.

M) Solucion de Piretrinas 1.1l mas Piperonil Butéxido con perénido de hidrigeno a 60°C.

N) Producto terminado con perdxido de hidrogeno a temperatura ambiente.

0) Producto terminado con perdxido de hidrdgeno a 60°C durante 20 dias.

¥



CROMATOGRAMAS DE ESPECIRIDAD DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO:

" SRR st L gy

A) Muestra de producto terminado a 60°C,

START

i 93

Srap

8) Placebo a 60°C

3.39%



AL

iy

T — 3]
A

RIS
©) Esténdar secundario de Piretrina il @ 60°C.
ERCTS
}-‘ iz
stop

D) Estandar secundario de Piperonil Butoxido a 60°C.

3,122



&1#k1

0.610
1.53%

r__.,_p-" 2.‘16 !
3.270
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!——“” §.145
10P

E) Ett:ongar secundario de Piretrinas LIl més Piperonil Butoxido
a .

SYARY

2 - @.674

:EAJ 262 .
) 2.661

F) Bolcion de Piretrinas 1M con HCI W a 60°C.



STARY

|

4307
1.963 1.81¢

3.744

1]
stop

Q) Bolucion de Piretrinas Ll con NaOH N & 80°C

1.022

H) Solucion de Piperoni) Butdxido con HCI N a €0°C,

]

2,952



£n

4.300
)

Or SIGHAL

i) Sofucion de Piperonit Butoxido con NeOH W a 60°C.

J :gglécién de Piretrinas il mis Pipsronil Butdxido con HCI N a

7.914

0.632



2.05%

2.818

END" OF SIGHAL

L) 8olucidn de Piretrinas LIl mds Piperoni! Butéxido con perdxido
de hidrdgeno a temperatura ambiente.
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M) Solucién de Pimm.tu LJi més Piperonit Butoxido con peréxide
de hidrogeno a 60°C.
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19184 6.760
3.011
stop

N) Producto terminsdo con paroxido de hidrégeno & temperaturs
smbiente ’
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0) Producto terminado con peréxido de hidrégeno a 60°C
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4.5 Precision del Sistema

Se analizd por sextuplicade una solucion estindar de Piretsinas |1 y Piperonil Butixido. Se

calculd ef coeficiente de variacion de las areas obicnidas de cada uno de los compuesios
Obtenicndose el siguicnte resultado:

Area Bajo la Curva

Porcentela | Piperonli Buloxido | Piratrine | Piretrina Il
0o 3366184 376619 518660
Ko s 3410678 380263 822639
0w 3430032 380211 826401
100 3486474 366338 829041
100% 3477004 387061 832868
0o 3800086 393627 836347

Xe 3443831 384001 627787.17

DE» 42742500 61223617 6808.4878
cv: 1 e 1599 123 %

Cuadro 3.- Precialon del slalama crometogréfico.



4.4 Lincaridad del Sistema

Se delermnind o partir de una solucion patron de Piretrinas | 1 y Piperonil Butoxido, preparando
soluciones que contengan concentraciones correapondientes ol 40 %, 60 %, 80 %, 100 %, 120 %
de principio activo. Se ealeularon los coeficientes de corvelacion y determinacion pars cada com.
puesio asi como ¢l coeficiente de variacion. EJ andlisis se realizd por triplicado Los resultados
obtenidos son los sigulentes:

PIPERONIL BUTOXIDO
Porcentaje Concentracién mcg/mi Ares
0 38.56 ’ 1262067
409 . 8888 1108692
T 38.56 1219413
0% 87.84 1831249
60 % 87.84 1801762
609 87.84 18270908
60 77.12 2411087
80 17.12 2400683
80 17112 2478064
100 % 96.40 2020109
100 & 96.40 3022602
100% 96.40 3080024
0w 116,68 3661081
120% 116,68 3670370
1200 115,68 2687264

Cuadro 4.~ Linearidad del eletema para Plperonil Butéxido.
COEFICIENTE DE CORRELACION: 9893 '

COERCIENTE DE DETERMINACION: 9980

COERICIENTE DE VARIACION: 1.19%
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LINEARIDAD DEL SISTEMA
PARA PIPERONIL BUTOXIDO
Area (x106l

0

0 20 40 6 8 100 120
| Conc. (mcg/mi) de Piperonll Butoxido
Gréfica 1.- Linearidad del sistema para Piperonil Butoxido.
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LINEARIDAD DEL SISTEMA PARA PIRETRINA |

PIRETRINA |
Poicentsje Concantracion meg/mi Area
4% 10.96 163818
0% 10.96 188293
4% 10.9¢ 189940
0% 10.44 236394
60 % 16.44 242043
0% 16.44 242877
0% 21.92 326030
80 2192 ’ 316218
80 21.92 326648
100 % 27.40 401267
100 % 27.40 402402
100 % 27.40 410820
120% 3288 490197
1209 32488 491703
170 ‘ 288 492104

Cuadro 8.~ Linearidad del slstema para Pirstrinae |

COERCENTE DE CORRELACION: 1.0013

COEFICIENTE DE DETERMINACION: 1.0025

COERICIENTE DE VARLACION: 1.16%



LINEARIDAD DEL SISTEMA PARA PIRETRINA |

Ares (x105)

0 5 10 16 20 26 30 35

_ Conc. (mcg/mi) de Piretrina |
Gréfica 2.- Linearidad del sistema para Piretrina |



1INEARIDAD DEL SISTEMA PARA PIRETRINA If

PIRETRINA Il
Porcentaje Concentracién mcg/mi Area
40 10.98 227078
4% 10.98 2220008
0% 10.9¢ 223800
W% 16.44 333408
[ R 16.44 337760
0 16.44 ageess
0% 2192 441002
8% 2192 437008
0% 21.92 480828
100 % 27.40 860072
100 % 2740 847684
100 % 27.40 80146
120 % 32488 er8e 18
120 % 3208 681037
120 % - 32.08 676183

Cuadro 8.- Linearidad del aistema para Piretrina i,

COERCIENTE DE CORRELACION: 9988

COEFWCIENTE DE DETERMINACION: 9975

COEFICIENTE DE VARIACION: 1.50%

£
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Area (x105)

LINEARIDAD DEL SISTEMA PARA PIRETRINA i

W R R N N

5 10 16 20 26 30 35
Conc. (mcg/ml) de Piretrina li
Gréfica 3.- Linearidad del sistema para Piretrina Il
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4.5 Lincaridad del Método

A partir de una solucion patron se determin la linearidad del método preparendo soluciones por
triplicado que contengan una concentracion de 80%, 100%, 120% de cada uno de bos principios
sctivos ( Piretrinas LI y Piperoni! Butéxido ). Se tabularon fos meg/m) adicionados contra los
mag/ml recuperados y el porciento de recobro.

Se caleuld el coeficiente de determinacion ( r ), fa pendiente ( m ) y la ordenada al origen ( b )
Los resultados obtenidos son los sigulenies.

PPERONIL BUTOXIDO
Concentracién mcg/mi adicionadoa mcg/mi recuperadoa] % de recobro
800% 81.02 03.18 101.8880
800 8102 8278 1010620
8008 8102 84.00 1026657
T 81.02 $+8398 | Ret017610
1000 % 102.40 102.70 1003089
000 % 102.40 103.60 101.1868
000 % 102.40 104,67 1022218
k102,40 £*103.65 ke 101.2380
1200 % 12280 127.30 103.7080
1200 % . 12280 128.70 | 1023807
1200 & 122.80 120.90 108.1227
%+122.80 %+127.33 #i» 109.7264

—

Cusdro 7.- Linearidsd de! método para Pipsront) Butdxido

INTERCEPTO (b ): 53592
PENDIENTE (m ): 1.0759
COEFGENTE DE DETERMINACION : 8951
COEFICIENTE DE VARIACION : 1.44%



LINEARIDAD DEL METODO
PARA PIPERONIL BUTOXIDO

mcg
140 :

120

100 :

20

o [ 0

meg ¢ s de onll butéxido
Gréfica 4.- Linearidad del método para Piperonll Butéxido
]
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LINEARIDAD DEL METODO PARA PIRETRINA |

PIRETRINA |
Concentracién | mcg/mi adiclonados | mcg/mi recuperados | % de recobro
8009 2144 2128 986181
800% 2144 21.18 888131
800 % 2144 21.584 100.2021
R=2144 %2133 R« 00.2101
1000 % 26.80 2641 98,5646
100.0 % 26.80 20.6¢6 99.48587
1000 % 2080 20.68 100.2201
K+2080 2064 R 90.4285
1200 % 32.16 32.56 1010078
1200 % 32.18 32.06 99.6990
1200 % 32.18 33.16 103.1180
R=32168 % #3260 X+101.27368

Cuadro 8.- Linearidad del método pare Piretrine I

INTERCEPTO (b ). - 1.3089

PENDIENTE (m ): 1.0510

COERCIENTE DE DETERMINACION: 9849

COEFCIENTE DE VARIACION: 1 43%



LINEARIDAD DEL METODO PARA PIRETRINA |

mceg ndlclomdol de plmﬂm |

35

15 Y T T T S P SN

10

...........

5 10 16 20 26 30 35
parados de piretrina |
Gréfica 5.- l.inearidad del método para Piretrina |



LINEARIDAD DEL METUDO PARA PIRETRINA 1

PIRETRINA |l

Concentraciéon | mcg/mi adicionadoa | mcg/mi recuperados | % de recobro
8009 2144 21.68 101.1818
800 % 21.44 21.68 101.1264
800 % 21.44 22.12 103.2100
102144 Ke2102 R #101.8200

1000 % 26.80 26.69 99.6086
100.0 & 28.80 27.08 101.0808
1000 % 26.80 27.33 102.1302
52680 R27.02 X #100.0428

1200 % 32.16 - 3a2.78 101.9394
1200 % 32.16 33.72 104.8632
1200 % 32.16 33.86 108.2712
K=32.16 K 033.45 X #104.0246

Cuadro 9.~ Linearidad del método pars Pireirina il

INTERCEPTO (b } - 16250

PENDIENTE (m ). 1.0843

COEFICIENTE DE DETERMINACION 8913

COERCIENTE DE VARIACION 1.82%



LINEARIDAD DEL METODO PARA PIRETRINA Ii
mcg adiclonados de piretrina Il
QO oo

30

o 5 1o 15 20 26 30 36
perados de piretrina Il
Gréfica 6.- Linearidad de! método para Piretrina i



46 Exactitud del Método

Se prepararin 6 muestras oon placebos cantados de maners independiente con Piretrina L1 ,
Pigeronil Butdxido y Placebo. Se caleuté ef coeficiente de variacion y el porcentaie recuperado
pans cada uno de los activos. Los resultados se presentan en los siguientes cuadros:

PIPERONIL BUTOXIDO

mcg adicionados | Ares Bajo la Curva | mcg recuperados | % recuperado

96.16 3126303 968.7080 99.8334
98.32 3230809 08.9208 100.6236
98.48 3220087.6 96.6080 100.1333
99.20 3248086 90.4879 100.2609
100.24 32492008.8 00.4982 99.2883
96.60 3231849 98.9683 102.2432

K¢ 100.3449

CVs 108 %

Cuadro 10.- Exactitud del método para Plperonii Butéxido,



ENACTTIUD DEL METODO PARA PIRITIRINAL Y 1I

PIRETRINA |

mcg adiclonados

Area Bajo la Curva

mcg recuperadoa | % recuperado

26.00
26.68
as.68
25.7¢
20.12
24.96

3706584

380710

303244
383163.86
370907.8
381804.8

288206
26.8931
26,0862
26.0888
20.2288
25,9683

99.3172
1008348
1016086
101.1691
100.4282
104.0414

1012160
CVe188 S

Cuadro 11.- Exactiiud del método para Piretrina I.

PIRETRINA il

mcg adicionados

Area Bajo la Curva

mcg recuperadoa | % racuperado

26.00
28.68
26.68
28.76
26.12
24.96

826166
626819
629739
6274226
600044.6
623497

28.2002
26,3230
26.4617
25.3604
24.4970
25.1821

97.2788
98.6110
99.1876
98.4174
976229
100.8 188
Fi » 98.6336
Cve 120%

Cuadro 12.- Exactitud del método pars Plretrina lI.



4.7 Reproducibilidad del Método

Se analizd una muestra de producto terminado por triplicado en dos dias diferentes por dos
analistas. Se caleuld el coeficiente de variacion para Piretrinas 111 y Piperoni] Butoxido

Los resuliados s prescntan en los siguicntes cuadros:

PIPERONIL BUTOXIDO
Anslists 1 Analists 2
9660 % 0434 %
Dia 1 8820 % 0306 &
LIAIR ) 0848
90.37 % 0423 %
Dia 2 1 XK 87 e
876 % 0428 %

“Coeficlente de variacién » 188 &

Cuadro 13.- Reproducibiiidad dei método para Piperonil

Butdxido,
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PIRETRINA LIl
Ansllste t Anallste 2
2402% 26.36 %
Die t 2088 % 2887 %
2088 % 2024 %
2483 % 2040 %
Dis 2 2482% 2031%
2800 % 2485 %
Cosfloiente de varlackén = 208 %
R

Cusdro 14.- Reproducibliidad del métado pars Piretrinas i



4.8 Estabilidad de la Muestra

Se anulizaron 6 muestras de producto terminado & Temperatura Ambiente por 24, 48 y 72 horss
y a refrigeracion por 24, 48 y 72 hores.

La muesira serk estable s:

[)El intervalo de confianza incluye el valor de cero para cada una de las condiciones analizadas.
2)La media del Factor | se encuentra entre 98- 102 % para cada una de las condiciones
analizadas,

Los resultados se presentan en los siguientes cusdros :

e R S

PIPERONIL BUTOXIDO

CONDICION/TIEMPO | INTERVALO DE CONFIANZA | FACTOR|

T.A / 24 horas -.49890 s 30778 10148 %
T.A /7 48 horae 3.7¢63 & 02738 10497 %
T.A/ 72 horse 218t a 18040 10088 %

Cuadra 18.- Intervalo de confianza y Factor | para Piperonil Butdxido
a Temperalura Amblente

”
PIPERONIL BUTOXIDO

CONDICION/TIEMPQ | INTERVALO DE CONFIANZA FACTOR |

T.A/ 24 horas - 14481 & 7.7208% 103.10 %
T.A /7 48 horae 0478 o 208020 101.78 %
T.A / 72 hores -.1480 o 26080 10117 %

Cuadro 18.- intarvalo de conflanza y Factor | pars Piperonil Butdxido a
Refrigeracién,



PIRETRINA Lt

m

CONDICION/TIEMPO | INTERVALO DE CONFIANZA FACTOR |
TA / 24 horaa - 6044 a 8044 100.38 %
T.A / 48 horaa 1884 a 11138 102.40 %
TA /72 horaa - 14304 a 11804 L XL

Cuadro 17.- intervaio de conflanza y Factor | para Piratrina 1)l &
Tamparatura Amblente.

o ﬁ
PIRETRINA )1l
CONDICION/TIEMPO | INTERVALO DE CONFIANZA FACTOR |
T.A / 24 horaa -.2008 a 16908 10208 %
T.A/ 48 horaa -18163 a -.2038 0076 %
T.A /T2 horae 02028 a .02620 90898 %

Cuadro 18.- Intarvalo de confianza y Factor | para Piretrina il a
Refrigeracién.



49 Andlisis de Resultados

ADECUABILIDAD DEL SISTEMA

En base & los resultados obfenidos del Nimero de Platos Tedricos para plretrina [ y piperonil
butdxido se establece que el sistema es adecuado demostrando asi la eRciencis de ls columma al
ohtener los sigulentes resultados:

Para piretrina | : 11251.641
Pars piretrina [1: 5908,1034
Pare piperonil butdxido: 10587.586

El factor de resolucion entre piretrina [l y piperoni] butoxido se considers aceptable ya que el valor
obtenido ¢s de 3.33. Entre piperonil butoxido y piretrina | la resolucion también es aceplable
porgue ¢l valor obtenido es de 6.88, estableciéndose que la separacion que se tleva a cabo entre
cada uno de los activos es satisfactoria. Al abtenerse un factor de resofucidn mayora {.

El factor de asimeiria indics una deformacion de los mismos, considerando que el valor no debe ser
mayor & 1.2 el resullado que se obtuvd para piretrinas | es de 1,12, paru pirctrina 1l es de 1,16 ¢
valor oblenido se demuesirs que es menor al valor tedrico por Jo tanto s consideran simétricos, en
¢l caso de piperonil butdxido el valor ablenido es de 1,25 la asimeiria es muy ligera pero no
interfiere con el resultado del analisis.

ESPECIFAIDAD DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

En base a Jos cromatogramas obtenidos de Ja especificidad del sistema, al analizar las muestras a
diferentes condiciones:

Muestra de producto ferminado

Pacebo

Esténdar secundario de piretrinas LIl

Estindar secundario de piperoni] buldxido

Estandar secundario de piretrinas |} mis piperonil butoxido

Cada una de esias muestms s colocd a 60°C. determinando que los picos de fos posibles
productos de degradacion no interfieren con fos picos de los activos de Interés.



En el caso de la soluciones que se prepararon de cada estandar piretrinas |1l y piperonil butdxido
por separsdo o en conjunto con NaOH IN y 1ICl IN a 60 C, se determing que los pleos de fas
posibles productos de degradacion no interfieren con los picos de los activos de interss. .

Las soluciones de piretrinas |1l mas piperoni! butéxido con perdxido de hidrdgeno a temperatum
ambientey a 60°C presentan una ligera inestabilidad de la linea base debido a una alteracion en la
estabilidad del sistema sin que afecte la especificidad det método.

1.as piretrinas s oxidan con el perdxido de hidrogeno por lo tanto en los cromatogramas
correspondientes de producio terminado a temperaturs ambiente y a 60°C solo se obaerva el pico
de piperonil butdxido.

Demostrando asi, que el método es especifico y que sirve pans ser Indicativo de Estabilidad por
que los productos de degracion no interfieren con los corvespondientes picos de interés.

PRECISION DEL SISTEMA

Enbase al resultado obtenido de piretrina | cuyo cocficiente de variacion es de 1.59% , pam
piretrina {1 de 1.23 % y par piperonil butdxido de 1.24 %. Tomando en cuenta que el coeficiente
de variaciin no debe ser mayor a 1.5 el sistema se considers preciso. En ¢l caso de piretrina | el
coeficiente de varlacion que se obtuvo es de 1,59 % considerindase que la diferencia que se tiene
¢s de .09 con respecto ol valor establocido teoricamente, lo cual no produce mayor efecto para
considerar e} mbtoda preciso.

LINEARIDAD DEL SISTEMA

Para piperoni] butdxido se obtuvd el sigulente resultado: el coeficiente de corvelacion s de 9993,
¢l coeficiente de determinaciin es de 898 y el coeficiente de variacion igual a 1.19 %,

Para pireirina 1: el coeficente de comelacion es de 1,001, el coeficiente de determinacidn de
1,002, ¢! coeficiente de variacion de §.46 %.

Para piretrina {1 : el coeficiente de corvelacion es de 3986, el coeficiente de determinacion de
997 y el coeficiente de vaniacion de |.50%. Cada uno de los resultados obtenidos cumple con los
pardmetros establecidos considerandose que el sistema se comporta linealmente,

También ef resultado que s observa de las grificas de cada uno de los activos indican que la recta
pasa por ol origen. Demostrando que existe una relacion enire la concentracion de cada activo y ef
arca bajo fa curva detectada por el sistema.



LINEARIDAD DEL METOR)

Para piperonil hutdxido se obluvd el siguiente resultado: el coeficiente de determinacion es mayor
a 0.98, la pendiente s igual a 1.0759, y la ordenada al origen es de - 5.3592; el porciento
recuperado para cada una de las concentraciones ( 80 %, 100 %, 120 %) esia entre o 101- 103 %
siendo el valor tedrico del promedio de recobro entre 97-103%.

Indicando que cada uno de los resultados ohtenidos y graficando los meg adicionados conira los
meg recuperados se obtiene una linea recta demostrando asi que el método es lineal,

Para piretrina |: ¢l resultado obtenido es el sigulente: el coeficiente de determinacién cs mayor a
0.98, la pendiente igual a 1.0510 y la ordenada al origen de -1.3089, ¢l porciento recuperado esta
entre 39+ 101 % para cada una de las concentraciones.

Par piretrina Il: el coeficiente de determinacidn es mayor & 0.99, la pendiente igual o 1.0843 y la
ordenada al origen de -1.6250, ¢l porciento recuperado esta entre 101 - 104 % e} valor de 104
% no estd dentro de los limites establecidos de porciento de recobro siendo la diferencia de 1.0246
la cual no se considerd que interfiers con los resultados anteriores puesto que La vasiacidn oblenida
10 se considern tan grande para descartar que ¢l metodo sea lineal.

Las grificas que se obtienen al graficar los mcg adicionados contra los meg recuperados determinan
una linea recta y los resultados anteriores entran deniro de especiBicaciones por o tanto ¢l método
se considerw lineal. '

EXACTITUD DEL METODO

Los resultados de exactitud pars cada uno de los activos de interés { piretrina 111 y piperoni]
butoxido) se encuentran dentro de las especificaciones establecidas el porciento de recobro
tedricamente debe ser entre 97 - 103 % y el coeficlente de variacion menor al 3 %. El porciento
de recobro obtenido de cada uno de los activos se encuentrs entre 100 - 10! % y el coeiciente de
variacion esth entre | - 1.55 % por lo tanto ¢l método se considert exacto.
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REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

Los resultados obtenidos para piperonil butoxido de cada uno de los analistas en diferentes dias
demuestiv un coeficiente de variacion de 1.85%, par piretrinas LIl el coeficiente de variacion es
de 2.06%. En base a los resultados anteriores pare cada uno de los activos el método se puede
considerar reproducible ya que ambos valores se encuentran dentro de las especificaciones
establecidas.

ESTABILIDAD DE 1A MUESTRA

Los resultados obtenidos de las muestras de estabilidad presentan vasiabilidad ya que en algunos de
los casos el piperont) butéxido es estable a las 72 horas de preparadas en refrigeracion y no a las
48 hores en refrigeracion, Fn el caso de Temperatura Amblente resulta estable a las 24 horas y no
alas 48y 72 horas de preparadas.

Para piretrinas 1,1l es estable a las 24 horus de preparacion a Temperatura Ambiente y no a las 48
¥ 72 horas, en refrigeracion solo es estable a las 24 horas y no a las 48 y 72 hores de prepardas,
lo cual no resulia congruente por lo que se establece que existid algiin ervor en la preparacion de la
muestra que haya ocasionado esta variacion en los resultados.

Se determina por lo tanto que la muestra de piperonid butdxido y piretrina LI solo ¢s estable o
temperalure amblente y a refrigeracion a las 24 horas de haberse preparado.



CAPITULO 5



ESTA TS5 1 i

S

CONCLUSIONES

9.1 Conclusiones

Se desarrolld un metédo analitico especifico pars la cuantificacion de piretrinas 1,11 y piperonil
butdxido por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion contenidos en un shampoo
antipediculosis,

El método desarrollado es itil para las determinaciones como producto intermedio y producto !
terminado, asi como parw detectar la estabilided del producto. :

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir que ¢l coeficiente de variacion obtenido
para linearidad, precision, exactitud y especificidad esta dentro de las especificaciones establecidas
demostrando la efectividad del mismo al considerarse valido para los fines préciicos del laboratorio,

*Pars la lincaridad del sistema €] coeficiente de variacion obtenldo s el siguiente:
piperonil butaxido: 1.19%

piretrina | : 1.46%

piretrina Il 1.50%

*Linearidad del método:
piperonil butoxido: 1.44%
piretring |: 1.43%
piretrina Il 1.82%

*Precision del sistoma:

piperonil butoxide: 1.24%
piretrina 1 : 1,59% i
piretrina 1; 1.23% :



*Exactitud del método:
piperonil hutoxido: 1.056%
piretrina | 1.55%
piretrina I1: 1,.29%

Se considerd que se cumplieron los objetivos por que se subsanaron los inconvenientes de los
mélodos espectrofotomélricos y por cromatografia de gases usados con anterioridad,
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