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1 INTRODUCCION

En los ultimos aflos el desarrollo de la farmacia como industria
ha sido, paralela a la comercializaciéon de otras actividades
humanas, asi como el avance de lo artesanal a la producciodn masiva,
8u iniciacién en el desarrollo de nuevas técnicas le permiten
traneformar radicalmente el panorama de su desarrollo. 8in.
embargo, debido a la responsabilidad moral y civil de sus productos
es una industria severamente legislada en lo que a seguridad
y eficacia de @us procesos se refiere,

.'La validaciéon de métodos analiticos es una de las herramientas
‘ que  conforman la calidad de los productos farmacéuticos. Mediante
" esta, se determinan las variables por controlar con el propdsito de
garantizar la fabricacion consistente de un producto. Junto con los
controles de calidad en el proceso y los andlisis finales
constituyen un pilar importante para asegurar la calidad - del
producto farmacéutico. o

La validacion dentro de una compafiia farmacéutica debe planearse
racionalmente, unido a la coordinacién de actividades dentro de la
planta con la finalidad de mantener los”costos'dentro'dq limites
- presstablecidos mientras se cumple con cierto estandar de calidad.

Por otra parte, la alantoina tiene una -~ gran importancia
farmacéutica al haberse ‘descubierto su capacidad estimulante del
crecimiento - de los tejidos, produciendo. una ripida granulacion de

" lag areas ulceradas; Por eso, es utilizada como cicatrizante para-
estimular la proliferacion celular en el tratamiento de Ulceras y
heridas de dificil curaciéon. De ahl que su administracion y
absorcion sea por via topica. '



El empleo de alantoina con semejanteas fines esta doblemente
indicado, pués posee también cierto poder antiséptico y diurético al
igual que los alcaloides purinicos, estimula el sistema nerviocso y
el trabajo muscular.

_Debido a las propiedades terapéuticas de la alantoina descritas
anteriormente es incorporada en diversas preparaciones coaméticas
tales como: cremas, unglientos, = locion@s, ldpiz labial Yy

preparaciones para afeitar. Con el incremento del uso de alantoina .
on estos productos se requieren métodos adecuados  para su.

determinacion en el control de calidad.

El presente estudio surgld de la necesidad del laboratorio

tlrmacéutico donde se realizd, de contar con un método colorimétrico
confiable para determinar alantolina en shampoo, dado que actualmente
se cuenta con métodos que son aplicables a pequellas cantidades de

muestra de naturaleza biolégica en anidlisis metabdlicos de rutina,

los cuales no son préacticos o aplicables para valorar el prinpipio
activo en la formulacioén ds interés. ‘ ’

El trabajo se estructurd de tal forma que se muestran las etapas
- de invsstigacion para el desarrollo del método analitico y la
validacién del mismo. ‘ '



3 PLANTRAMIENTO DEL PROBLEMA

El notable avance tecnoloégico de la ultima década, manifiesta su
efecto en la industria farmacéutica, debido a la importancia social
que reviste su buen funcionamiento, tiene un mayor ¢nfasis en el
mejoramiento de los sistemas que han conducido hacia una evolucion
industrial sin precedente en la produccién de medicamentos, tanto
desde el punto de vista interno de cada compaiiia como desde el punto
de vista de las dependencias oficlales,

La finalidad de obtener medicamentos cada vez mejores es
reforzado  por la adopcion y préactica de  métodos de
manufactura reconocidos como correctos y efectivos. Un aspecto de
importancia central en el empleo de técnicas y procedimientos de
fabricacion es la utilizacion de métodos analiticos confiables.

Por otro lado, una parte integral del desarrollo de un método
analitico es la validacion del mismo, para valorar el principio
activo tanto en producto a granel como del producto terminado, es
decir, el método debe probarse para daeterminar su efectividad.
Dentro de la farmacia como industria existen pequeilas compaiiias
cuyos recursos materiales no son iguales a los de las grandes
empregas. Por ello el proposito de éste trubnjo, e8 desarrollar y
validar un método analitico espectrofotémetrico para determinar
alantoina en producto terminado ya que el método oficial indicado en
la Farmacopea Nacional @8 por Cromatografia de Liquidos de Alta
Presion, ‘ .

Durante ¢l desarrollo se fijan parémetros que permitan obtener la
respuesta analitica adecuada y la validacién, estudiando los
parametros analiticos: 1inealidad ~ y precisién del sistema,
especificidad, exactitud al 100%, linealidad y precision del
método, determinan su confiabilidad para el propésito desgeado.



3 FUNDAMENTACION DEL TEMA.

3.1,0 NOMBRE QUIMICO: (2,5-Dioxoimidazo(idinil-4)urea,
(2,5-Dioxo-4~imidazolidinil)urea.
5-Ureidoimidazolidina-2,4-diona
5-Ureido-hidantoina.

3.1.1 NOHBRB GENERICO: Alantoina.

Glioxildiureido, (1,

Cordianina,
Psoralon,
Alyoxildiureido,
Septalan.

3.1.2 PORMULA MOLECULAR: C4H8N4O3
3,1,3 FORMULA SEMIDESARROLLADA: NH‘CO'NH'CO'CH'NH'EO-NHZ
Tr e

3.1.4 FORMULA DESARROLLADA:
- o-/'
- ’\,,/K/

ALAIITOHIA

(n

()

(3)
, 2, 8)

(1, 2, 3

‘2, 4,6)

Sty 8
AN
(&)
(1)

(6),

(29



3.1.5 ANTECEDENTES:

Fue descubierta por Vauquelin en 1800 y sintetizada por Wohler
y Liebig en 1838, al oxidar el acido urico con didéxido de plomo. El
método de oxidacion del 4acido urico es el mas frecuente para
preparar alantoina; Aparte de PbOz y de permanganato de potasio, se
utilizan diversos oxidantes como : oxigeno atmosférico en presencia
'de catalizadores adecuados, ozono, MnO2, ferricianuro potasico,
persulfato potasico, 4acido nitroso, etc. En todo caso, ®e requiere
que durante la oxidacién, no exista - una reaccién dcida, puoq.ie
produciria aloxana o aloxantina. La alantoina es el producto tipico
de una oxidacion alcalina del acido uUrico. Posteriormente en 1877,
fue preparada por Grimaux al condensar icido glioxilico con urea.
‘Como productos = secundarios de 1la oxidacién, se  forman en
pequeias cantidades  los acidos uroxanico, oxénico Y
oxalurico, (4

3.1.6 FUENTES NATURALES:

La alantoina es el producto final del - metabolismo de las
. purinas en los manmiferos, ‘a excepcitn del hombre y de los monos
" antropoides. Por ello se le encuentra en muy diversos liquidos de
organismos animales; orina de vaca, perro, gato, ‘conejo y otros
mamiferos (en la orina humana s6lo se halla en muy pequefla.
cantidad); Fue descubierta en el liquido amnidtico de la vaca;
liquido alantoico de la ternera (de donde toma el nombre); sangre de
diversos mamiferos, excepto en la sangte humana; leche de vaca, etc.
Los insectos también producen alantoina, especialmente las. larvas,
por ejemplo las de mosca y las de abeja. ’ '
‘ En el reino vegetal, la alantoina se le encuentra en:
cascarilla de arroz, corteza del castailo  de - indias, semilla



del tabaco, remolacha azucarera, gérmenes del trigo, consuelda
(0.8%), etc.(4)

- 3.1,7 PERFIL AMALITICO:

3.1,7.0 DESCRIPCION: Prismas monoclinicos o polvo crtqedlino,
blanco, insipido e inodoro.(4)

3,1.7.1 SOLUIILXDAD: Es-soluble 1 g en 190 ml de agua y 1 g en soo
' mnl de alcohol es mis soluble en agua caliente y
alcohol caliente; pricticamente insoluble en
éter. En solucién acuosa saturada tiene un pH

cercano a 5.5.(1,2)

3.1.7.2 PBSO MOLECULAR: 158.1 g/mol. : BT ¥

3.1,7.3 PUNTO DE FUSION:  228-230 °C calentando ‘despacio; sl se
' introduce el capilar en el  balo
calentando previamente hlcia 230 C ‘no

funde sino hasta 238-240°C. (s, o

3.1.7.4 ROTACION OPTICA: Mendel y Dakin demostraron gque 1la
alantoina es Spticamente inactiva a peear
de que eetd  poses un carbono quiral.
_ Este fendmeno se debe quizde a un cambio
tautomérico. Las formas d y. 1 de



alantoina han podido ser preparadas.(e)

3,1,7.5 BSPECTRO DE ABSORCION La alantoina en solucidén a pH 9.4,
ULTRAVIOLETA presenta un maximo a 224 (E 1%, 1 cm
350 nm) . (W)

3,1,7.6 REACCION DE Al tratar una solucién de muestra de
IDENTIFICACION alantoina  en etanol con - ®olucion
concentrada de furfuraldehido y. adicion de
una  pequefa cantidad de 4acido clorhidrico

da una coloracién violeta.(s)

3.1.7.7 CONSERVACION: Desde un punto de vista farmacéutico debe
tenerse en cuenta que la alantoina no es
estable en disolucién., Por adicién de una
pequefla cantidad de cloretona: se ~logran
estabilizar las soluciones de alantoina,
‘Adends se debe gquardar en récipientou muy bien
cerrados. (s,9) .

3.1.7.8 GENERALIDADES DE SHAMPOO.

_DEFINICION DE SHAMPOO: Son cosméticos o  jabones dotados de poder
‘ detergente que ss. emplean ‘para lispiar el
pelo y cuero cabglludo.(37)

FUNCIONES DE UN SHAMPOO: La funcitn primaria de ' un shampoo es la
' limpieza del cabello y el cuero cabelludo.



El cabello se ensucia por las

secreciones naturales del cuero cabelludo,
el polvo acumulado por el madio ambiente y
los residuos de los productos  aplicados
para el arreglo del cabello, usados por el
consunidor, (38)

Dentro de sus funciones secundarias, puede
actuar sobre el cuero cabelludo con objeto
de normalizar sus funciones alteradas y
vigorizar ls produccidn de cornea.(3s) -

TIPOS Y FORMAS DX SHAMPOOS.

Los lhlnpoai se dlaponin en una variedad de tipos y formas que
pusden clasificarse dentro de 'los siguientes grupos.

1) SHANPOO BN POLVO.

3) SHANPOO LIQUIDO.

3) SHAMPOO BN CREMA LIDUIDA,

4) SHANPOO BN LOCIONES.

5) SMANPOO BN PASTA O CREMA.

6) SHANPOO BN GBL.

"7) SMANPOO BN ABROSOL. , ,

8) SHAMPOOS BSPECIALES (DESINCRUSTANTES T
SUAVISADORES). (38)

los shampoos estan constituidos quimicamente por una fase

fundamental con caridcter detergente, a la que se aflade, segin las

necesidades, agentes condensadores, acondicionadores, taponadores

diluyentes, perfumes, conservadores 'y otros productos dotados de’

atectos particulares.(3s)



3.1.8 ANTECEDENTES DE LOS METODOS DE CUANTIFICACION DE ALANTOINA.

Una serie de métodos colorimetricos, espectrofotémetricos y de
otro tipo se han reportado en la literatura para determinar
alantoina en muestras bioltgicas (sangre, tejidos, orina, etc) y
preparaciones farmacéuticas., Algunos de ellos son complejos y poco
précticos para ser utilizados en el trabajo de rutina del
laboratorio; a continuacién se describen algunas: de las
caracteristicas de los métodos citados.

En 1923, More descubrié una reaccién aplicable a la
determinacién de alantoina, una solucioén de alantoina se reduce con
solucidén de Nessler's con gradual precipitacién de sales de
mercurio; la reaccitn es sensible a 0.001 g por 10 ml. El avance de
la reaccioén con mercurio después de 12 horas puede determinarse
con una solucitn de yodo (I2), que s equivalente a un mol de
alantoina. Como determinaci¢n cuantitativa es efectiva en 92%; puede
utilizarse un factor de correccién.(in)

Langfeldt y Holmsen en 1925, determinaron - alantoina aen
presencia de iacido urico, creatinina y aminoidcidos por medio
de precipitacion mercurica, en proioncia de pequelias cantidades de
aminodcidos, creatinina y acido urico en cantidades semejantes a las
contenidas en la orina normal. Cuando los - _aminodcidos estan
Presentes en un grado de 0.2% o mas, las cifras dan altas, (12)

En 1930 Fesso, Brunel, Graeve, Thomas y Berazin; utilizaron
la semilla de soya de habichuela para liberar la urlcqéa en la
deteccién y determinacién de alantoina. Esta enzima es  una
sustancia que se estudia para usarla en la determinacioén  de
alantoina en sangre y suero de perro. Ademds la - presencia



de alantolina puede ser determinada y detectada en una dilucién
1/100,000.1013)

Allen y Cerecedo en 1931 remueven la urea formada por la
ureasa y la alantoina ea dascompueata por hidrolieis dcida; la urea
resultante precipita como dixantidrilurea, la cuil es determinada
por oxidacidén con dicromato de potasio y dcido sulfirico.(14)

En 1932 Larson hizo prusbas en mnuestras de orina para
determinar alantoina; estas fueron tratadas con dcido fosfotungstico
y acetato de plomo, el primero permite remover sustencias de
interferencia y el segundo elimina el exceso de acido sulturico, por
Ultimo, me trata con hidroxido ds sodio para neytralizar. 1la
solucion resultente se calienta a ebullicion con reactivo de Folin
Amoniacal y a la solucién ya fria, se le adiciona 4cido molibdico,
en . seguida - 8¢ realiza una dilucién de manera que se obtenga 1 ng
de alantoina comoc estdndar y ee realiza  una  comparacién
colorimétrica.,(1s) :

- En. 1935 Borsook Henry, establece un método en el cusl la
alantoina es convertida a icido alantoico por una enzima preparada a
base da soya de habichuela. El #cido alantoico es hidrolizado a
4cido glioxilico y urea. Colorimétricamente es medido el 4acido
glioxilico, aunque el color que se desarrolla tiende - a desvanecerse
on una proporcidn de 40 a 508, El método'ea muy laborioso pero es
aensible. 86lo se requieren 2 ml de solucién bajo -los limites de
0.05 mg por ciento, con un error de : 5 por clento. Modificando ¢ste
método puede ser usado en el andlisis de sangre, orins, fluidos
tisulares y otros. Este consiste en colocar 10 mg de polvo seco de

enzima, 0.5 ml de solucion de carbonato de amonio-cianuro, 2 ml de

solucitn problema y una gota de cloroformo, se coloca la mezcla en
un tubo de ensayo adecuado a una temperatura de 37°C durante. 12

10



horas y con agitacién. Se toman 2 ml de la solucién suspendida y se
transfiere a otro tubo de ensayo, se le adiciona 0.2 ml de 4cido
tricloroacético al 108 y 0.1 ml de tungstato de sodio al 2%, se
mezcla y adiciona 0.1 ml de dcido sulfurico 0.06 Normal, se agita e
incuba en bafio de agua a una temperatura de 90°C durante 5 minutos,
@0 enfria. Se adiciona 0.3 ml de fenilhidrazina al 0.5% en 4cido
clorhidrico 0,07 Normal. Nuevamente &6 pone a incubar en agua
caliente y a enfriar en baflo de hielo. Centrifugar y del
- sobrenadante obtenido se toma 0.2 ml y adiciona 1.5 ml de 4cido
clorhidrico frio, se adiciona 0.2 ml de ferricianuro de potasio al
1,254, se mezcla bien y se coloca en baflo de hielo durante 5
minutos, Después de 10 minutos y a temperatura ambiente se
desarrolla un color rojo y se procede a leer en el colorimetro a
$35 um y se compara con un estindar.(ie)

Bosson en 1937, realizdé un estudio sobre el mecanismo del
metabolismo del nitrégeno necesario para determinar pequefias
cantidades de alantoina en sangre, orina y soluciones de alantoina

pura. Retomando 1o que realizdé Fosse -y Borsook sobre la

transformacién hacia el acido alantoico como resultado de la accién
de la enzima ureasa de soya de habichuela en presencia de cianuro de
potasio y la hidrolisis hasta 4cido glioxilico, el cusl da un
intenso color rojo al tratarse con fenilhidrazina, 4cido clorhidrico
y fexricianuro de  potasio. La solucién -~ final es ‘' medida

fotométricamente. Este método requiere 2 ml de la solucién - problema

y esta debe estar en un rango de 0.01 a 0.1 mg de alantoina, Los
resultados que se obtienen son precisos en un 5%. (17)

Fearon establecid en 1939 la reaccién carbamido-diacetil, 1la
cuil ocurre en solucién écida y entre compuestos sustitutos de la
urea, dentro de los cuales se encuentra la alantoina. Esta prueba se
realiza acidificando 1la solucién problema con scido clorhidrico, y



adicionando unas gotas de diacetil monoxima al 3%, la mezcla se
calienta a ebullicién durante 3 a 4 minutos y en este tiempo se
desarrolla un color rojo naranja, para una prueba positiva. El
color pasa a rojo o permanece después de adicionar una gota de
persulfato de potasio al 1%. La reaccién de diacetil monoxima en
solucién acida manifiesta una gran selectividad. (1e)

En 1941 Young y Conway cuantificaron alantoina en una muestra
de orina por medio de la reaccioén de Rimini-Schriver donde el 4cido

alantoico es hidrolizado a urea y dcido glioxilico a pH dcido, se '

forma una hidrazona y por oxidacion con ferricianuro de potasio
se desarolla un color rojo. La solucion final se compara con un
egtandar de dcido alantoico, se lee en un colorimétro Klett,
El método consiste en tomar una alicuota de 1 a 2 ml de orina que
tedricamente contiene 0.05 a '1 mg de alantoina y colocar en un
matraz aforado de 50 ml y diluir a la marca con agua destilada.
Tomar una alicuota de 5 ml y adicionarla en un tubo de ensayo de
25 ml, agregar 1 ml de hidréxido de sodio 0.5 Normal. En otro tubo
colocar 5 ml de solucién eetindar de scido alantoico y 5 gotae de
dcido clorhidrico 0.5 Normal. Despu¢s adicionar a cada tubo 1 ml de
fenilhidrazina, incubar los tubos en agua caliente durante 2
minutos, dejar en bafo de hielo y sal a -10° durante 3 minutos,
todavia en el bafio adicionar a cada tubo 3 ml de 4cido clorhidrico
frio y 1 ml de ferricianuro de potasio, mezclar y después de 30
minutoe leer lae muestras en el colorimetro Duboocq.(io)' '

Kawerau en 1946 realizé un analisis bioquimico en el que
degcribe 'un método colorimétrico simpie y = directo para la
determinacion de urea y compuestos. carbamido relacionados dentro de
loe cuidles esta la alantoina. El método se basa en la reaccioén
" carbamido diacetil o de Fearon que puede ser wmodificado para
propositos de cuantificacién. Ademis, utiliza ‘un instrumento



Fotoeléctrico Spekker o de otro tipo y un espectro de filtro en
gelatina azul (=602) con un maximo de transmision cercano a 475 pm
util para el pigmento amarillo para el caso de alantoina asl como
mozclas de 4cidos como oxidantes,

El método para el anilisis de sangre-urea consiste en medir 3.4 ml
de agua destilada en un pequefio tubo de ensayo y adicionar 0.2 ml de
sangre y centrifugar. Agregar al sobrenadante 0.2 ml de tungstato
de sodio al 108 y 0.2 ml de 4cido sulfurico 0.66 Normal. El
precipitado ge torna café, filtrar el contenido del tubo., Tomar 2

ml del filtrado y colocarlo en un tubo de Folin-Wo. Agregar 2 ml -

de reactivo diacetil monoxima y 3 ml de un oxidante a hase de mezcla
de 4cidos, diluir a 9 m!, mezclar e incubar en bafio de agua.caliente
por 20 minutos, enfriar en chorro de agua fria. Medir la absorcion
en el colorimetro, comparando con un estandar,(20)

En 1947 Debqanmont y Desotd retomaron estudios anteriores para
determinar colorimétricamente a la. alantoina mediante el acido
glioxilico que da un color rojo, con clorhidrato de fenilhidrazina y
ferricianuro de potasioc en presencia de dcido clorhidrico
concentrado. La intensidad del color dentro de ciertos limites es
una funcion directa de la concentracion del acido glioxlliéo;(zn

Nantes en 1953 propone una reaccién de identificacion para

alantoina de manera cualitativa, mezclando una pequefia muestra de .
alantoina en 2 ml de agua, 1 ml de una solucién de 50 g de bromuro

‘de potasio y 8.5 ml de Brz en 82 ml de agua, 1 ml de hidrdoxido de
sodio al 108 gue da como resultado un color inestable que va de rosa
a violeta.(22) ’

En 1954 Ridi, Magd y Masry modificaron un método fotométrico
para determinar alantoina en presencia de 4acido urico; -utilizan

alantoina pura y la colocan en solucion acuosa, calien;an en bafilo



de agua durante 10 minutos, enfrian y adicionan reactivo de icido
molibdico y el espectro de absorcién del color azul desarrcllado es
rojo en el espactrofotoémetro.(23)

En 1964 Katz, Turse y Mecca determinan alantoina y sales de
aluminio de alantoina en varios «cosméticos y preparaciones
farmacéuticas mediante dos diferentes métodos espectrofotométricos:
ol método de folin molibdato &cido, tartrato de cobre y el de
tenilhidrazina ferricianuro. La forma de extraccitn depende del tipo
de muestra y el método a sequir es especificado por los autores. Los
métodos siguen la ley de Beer con respectoc a la alantoina en
concentracion de 0.1 a 1 mg/ml,(24)

Siest y Panek en 1967 establecen las condiciones en que la
2,3~dioxobutano de monoxima, ciclohexano~l,2 diona de dioxima forman
compuastos coloridos fluorescentes con urea, - alantoina, dcido
alantoico, citrulina y dcido carbamilaspartico.. La longitud de onda
de excitacion ee encuentra en el intervalo de 3684-470 mm y la
longitud de onda de emision se encuentra en el rango de 404-530
n. (28)

En 1968 Bonadeo y Bottazzi proponen un método para determinar
y cuantificar alantoina en presencia de glicerol y se basa en la
ssparacion del glicerol a partir de la mezcla por medio de
cromatogratia en capa fina, cromatograma de silica gel y subssecuente
determinacion de alantoina por espectrofotometria uv a 220 um.(26)

Estrin en 1983 por medio de una titulacién potenciométrica
determind alantoina, El método consiste en pesar $00 ng  de
alantolna, transferir a un matraz volumétrico de 100  ml. Con una
bureta adicionar aproximadamente 25 ml de hidroxido de scdio 0.1
Normal, anotar el volumen, Agitar la muestra hasta que se disuelva,



colocar el electrodo de vidrio y calomel dentro de la solucion,
titular adicionando hidréxido de sodio 0.1 Normal en la manera usual
para titulaciones potenciométricas hasta un pH de 11.5. Registrar el
volumen desde el principio de la titulacién y después de cada
adicién del mismo, asi como su correspondiente pH. Construir la
curva de titulacidn de volumen de solucion contra pH.(27)

En 1988 Nita Voiculescu estableci6 un método para determinar
alantoina en preparaciones farmacéuticas. Este consiste en disolver
5 g de muestra en 10 ml de agua y mezclar la solucién con 25 ml de
4cido tricloroacético al 20%, filtrar la mezcla, lavar el filtrado
con 5 ml de 4cido tricloroacético, diluir a 100 ml con  agua,

"Tomsr una alicuota de 2 ml de solucién, mezclar con 2 ml de
hidroxido de sodio al 2.5%., Calentar en bafio de agua durante 15
minutos. Adicionar 1 ml de solucién de 2~4 dinitrofenilhidrazina al
0.1% en 4cido clorhidrico al 7% y calentar nuevamente durante 5
minutos. Enfriar la solucién y adicionar 5 ml de hidréxido de sodio
al 108, Diluir con agua a 25 ml, Después de 10 ninutos medir la
absorbancia a 450 nm, (20) '

En el presente estudio se utilizo la técnica del acido
glioxilico por medio de fenilhidrazina-ferricianuro pdra determinar
alantoina, El procedimiento consiste en lo siguiente: Preparar una
solucidén que contenga alantoina aproximadamente 1.5 mg/ml, Mezclar
1 ml de la muestra anterior con 1 ml de solucién de carbonato de
sodio al 1%, Calentar a ebullicion por 15 minutos en bafio de  agua,
Adicionar wuna gota de solucién indicadora de fenolftaleina,
neutralizar con dcido' clorhidrico 1 Normal. Agregar 2 gotas de
d4cido en exceso. Antes de que la solucién se enfrie, colocar 4
gotas de solucion de clorhidrato de fenilhidrazina al 0.5%, 2 ml de
4cido clorhidrico concentrado y 2 gotas de solucién de ferricianuro
de potasio al 5%, agitar, Un color rojo se desarrolla, Después de



10 winutos diluir a 10 ml con agua destilada, comparar con el
color desarrollado de un estdndar de 4cido glioxilico.(10)

_ En seguida se describs el mecanismo de la reaccidén por el
método del #cido glioxilico por fenilhidrazina=-ferricianuro,

La alantoina por hidrolisis alcalina origina éacido alantolco
que por hidrolisis dcida forma dcido glioxilico y urea. En una
reaccion de condensacion del dcido glioxilico con fenilhidrasina se
forma una fenilhidragona que en medio 4cido y un agente oxidante
como el ferricianuro de potasio origina un cromoforo de color rojo
cereza. Ver mecanismo de la reaccion en la figura 1.



Hz M\ EBULLICION H2 =C-OH

HIDROLISIS - + 2H20
0= ALCALINA 0= =0
ALANTOINA ACIDO ALANTOICO

WiDROLISIS
ACIDA

2 0. |
200 -+ -OH + CgHs'“l'l'NHz

UREA "~ ACIDO -~ FENILNIDRASINA
GLIOXILICO -
bﬂlblo
ACIDO

CRGHOPOR) DX _____ g:i;llﬂﬂ-ccﬂs +  KFE(CN)
CEREIA | :

FPENILHIDRASONA  PERRICIANURO
DE POTAGIO

FIGURA 1 NECANISMO DE REACCION POR EL METODO DEL ACIDO GLIOXILICO
POR MEDIO DE PENILHIDRASINA-FERRICIANURO



3,1,9 FUNDAMENTACION DE LA ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE,

Los atomos y moléculas son capaces de absorber energia de
acuerdo con ciertas caracteristicas que dependen de la estructura de
la sustancia. La Espectrofotometria de absorcién consiste
bisicamente en la medida de la absorcioén por ciertas sustancias de
una radiacion electromagnética de longitud de onda situada en una
banda . definida y eatrecha, esencialmente monocromstica. En el
espectro electromagnético las bandas usadas en la medida de 1a
absorcién abarcan las cortas longitudes de onda de la. regioén
ultravioleta de 200 a 400 nm hasta la regidn vieible de 400 a 780
nm (antsriormsnts conocida como colorimetria).(n)

Los términos siguientes son usados en la espectrofotometria de
abgorcion,

LONGITUD DE ONDA ()): Es la distancia lineal dssde cuslquier punto
de la onda hasta ¢l punto corraspondisnte de la onda adyacents. La
dimension de la longitud de onda, cuya unidad es el centimetro (cm),
subdividido en milimicras (mu~ 10°7cm), nanémetros (nm= 10 7cm),
angstroms (A= 10°%nm) o micrometros (= 10" ‘cm.(3;

FRECUENCIA (v): Es ol nimero de ondas que pasan por un punto dado en
la unidad de tiempo, Su dimension es la inversa del tioupo,(T") y
sus unidades son el seg’', ciclos por segundo (cps) o hertz
(Kz).(30)

ABSORBANCIA {A): Es el logaritmo decimal del inverso da la
transnitancia (T). El término densidad de transmision interna puede
emplearse como aeindnimo de absorbancia. Se le reprassata con la
siguiente formula.(”) ' ‘

A = log, (1/T)



TRANSMITANCIA (T): Es la relacién que existe entre el poder
de radiacién transmitido por una muestra (P) y el poder de radiacioén
que incide sobre la muestra de (Po). Se expresa con la férmula
siguiente.(40) '

T = P/Po

ABSORTIVIDAD (a): Es el cociente de dividir la absorbancia (A) entre
el producto de la concentracién de la sustancia (C) en gramos por
litro, y el expesor atravesado por la energia luminosa (b) en cm,
Sus unidades son litro por gramo-cm y su formula es la siguiente,(?)

a = A/be
ABSORTIVIDAD MOLAR (e): Es la absortividad cuando la concentracidn

se expresa en moles por litro y el paso de la luz en cm, Tiene
dimensiones de litro por mol-cm. (40)

CRONOFOROS: Se definen como grupos fqnclonales que _abso:ben
‘radiacion en el ultravioleta cercano o en el visible cuando estan

unidos a un residuo saturado que no absorbe y no tiene electrones de

valencia no compartidos y de no enlace. (30)

LEY DE BEER: Establece 7qua la absgorbancia de una .solucién es
directamente proporcional a la concentracién del soluto absorbente.

' . 8e expresa por la siguiente ecuacién.(30)

A = che
Donde: -

L
']

Absorbancia.

Coeficlente de extincion molar 6 -
absortividad molar.

c = concentraclon en g/lt, mol/lt, etc,
b = espesor de la celda en cm. '

™
'}



3.2.0 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.

La validacion de meétodos analiticos permite conocer el
comportamiento  de un proceso bajo diferentes condiciones . de
operacién, y  posteriormente utilizarlo en lo posible para
procesos rutinarios.

La validacion es una parte esencial de las Buenas Practicas de
Manufactura (BPM) y su aplicacitn es actualmente requerida por‘laa
autoridades de Salud en el registro de productos. '

La calidad de los productos farmacéuticos debe cumplir con los
requisitos de seguridad, eficacia y equivalencia, Muchas formas
farmacéuticas no pueden ser garantizadas individualmente, ya que el
control las destruiria. En este caso cada forma posee  una
probabilidad de calidad que puede ser incrementada a un nivel méximo
aplicando las BPM a las operaciones productivas.

La validacion es definida por la FDA (Food and Drug Administration)
como un programa documentado que provee un alto grado de seguridad
de que un proceso especifico produciri consistentemente un producto,

dentro  de  sus especificaciones 'y atributos de calidad

predeterminados. ;
El Comité de Redaccion de Guias Generales de Validacioén definen a la

validacién como el método cientifico, que proporciona la evidencia
documentads para demostrar la confiabilidad, reproducibilidad vy
efectividad de cualquier instrumento de medicién de variables.

La FIP (rodirccién Internacional Farmacéutica) define a 'la
validacién como la evaluacion de procesos productives por medios.
sistemiticos, el cuil sea confiable y repetible.’ '

La validacion debe _incluir una evaluacion de la linearidad,

- precieion, exactitud y especificidad con objeto de establecer que la

capacidad del método satisface los requisitos pafa las aplicaciones

analiticas deseadas, (31, 32, 31



3.2,0.1 DEFINICIONES:

LINEALIDAD DE SISTEMA; Es la relacién qgue se establece por medio de
un modelo lineal entre una propiedad fisica, quimica y/o bioldgica
‘con la cantidad de farmaco.(ae)

PRECISION DE SISTEMA: Es el grado de concordancia entre
mediciones analiticas individuales obtenidos bajo lae mismas

condiciones de anilisis, cuando el procedimiento se repite a-

diferentes muestreos de una muestra homogénea de la @olucion patron,
(34)

ESPECIFICIDAD DE METODO: Es la habilidad de un método - snalitico
para obtener una respuesta debida Unicamente a la suetancia de
inter¢s y no a los otros componentes de 1la muestra. En la prictica
la eepecificidad ee  demuestra dependiendo de la aplicacion del
. método analitico a analizar. (32 ’

a) Métodos de Control de Calidad: Sa analizan placsbos del producto
con el método de medicién y 81 es posible adicionar al placebo
sustancias relacionadas (precursores de ' nineonil, posibles
contaminantes de . 1a eintesis, entre otras) asi. como suetancias
suxiliaree - qus .0 soapeche pusdan eatar proolntoc durante la
manufactura del producto.(3z, 3t)

b) ubﬁodo- Indicadoree de Estabilidad: Con - sl método de
medicién, ee analizan placebos adicionados con posibles productos de
degradacidn o placebos envejecidos adicionados de posiblee productos
de - degradacién. Cuando no @s conocsn con certeza loe productos de

degradacién o no se dispone de elloe, se aometen el farmaco, el

placebo y muestra de producto terminado. a condiciones de
almacenamiento (temperatura, luz ultravioleta, 1luz fluorescente,
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medio oxidante, medio alcalino, medio 4acido, etc) que aceleren
cualquier reacciéon de descomposicién en el producto, Los productos
de degradacién se detectan con cualquiera de las técnicas de
cromatografia como: cromatografia de liquidos de alta presioén,
cromatografia de gases o cromatografia de capa delgada.(az, 34)

EXACTITUD DE METODO: Es la concordancia entre .un. valor obtenido
experimentalmente y el valor de referencia. Se expresa como el
porciento de recobro obtenido del anilisis de muestras a las que se
les ha adicionado cantidades conocidas de la sustancia, (32)

LINEALIDAD DE METODO: Es la relacion = establecida mediante una
recta, entre una propiedad medible (cantidad de farmaco recuperado)

y el -valor real de la propiedgd (cantidad de farmaco

adicionado) . (34)

PRECISION DE METODO: Es la concordancia entre resultados analiticos
individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a
diferentes muestreos de una muestra homogénea del producto.

La precisién es una medida del grado de 'raproducibilidad y/o
repetibilidad del método analitico bajo las condiciones normales de
operacion. (32) : ) ‘

A) REPETIBILIDAD: Es la precigion de un metodo analitico exptesado
como la concordancia- obtenida entre determinaciones independientes
 realizadas bajo las mismas condiciones (analista, tiempo, -aparato,
laboratorio, etc.).(32) '

B) REPRODUCIBILIDAD: Es la precision de un método  analitico
expresada como la concordancia entre determinaciones independientes
realizadas bajo condiciones diferentes (diferentes analietas, en

diferentes diae, en el mismo y/o en diferentes laboratorios,‘

utilizando el mismo y/o diferentes equipos, etc.).(32)
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3.2,1 DISENOS FACTORIALES FRACCIONARIOS Y DE PLACKETT-BURMAN.

Finney en 1945 fue el primerc en proponer 1os experimentos
factoriales fraccionales los cuales tienen un gran nimero de
aplicaciones, principalmente en la industria. Debido a que la
variabilidad aleatoria es pequefia y el proceso de respuesta es
répido,

Los factoriales fraccionales (los mas usuales - son
factoriales 2" fraccionados), se usan en los siguientes casos:

1. En situaciones preliminares de filtrado de factores, Cuando
se tienen muchos factores que influyen en un proceso, sin embargo se
espera que solo unos cuantos sean importantes, pero no se sabe
cuales son estos. ' ‘

2. Bxperimentacién secuencial, donde se van agregando nuevos
tratamientos de acuerdo con los resultados anteriores. '

‘ 3. Al tener un grupo de factores que son _importanh- Y
principal objeto de estudio. Ademds se tiene otro grupo de factores
que se. espera de poco efecto, cuando mis #0lo con:  efectos
principales pero no interacciones. A 1o0s primeros se les denomina
"factores mayores y a -los segundos factores menores. Se espera
intsraccitn entre los mayores pero no entre, o con los menores.

Los disefios  de P‘lackett-sumn son diseflos factoriales

tncéionnlu de dos niveles, utilizados ‘para "ntudlat K= N-i
variables en N ensayos, en donde N es multiplo de 4.(3s; ae)
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4 OBJETIVOS

OBJRTIVO GRNERAL:

‘ po-arrdllar Y validar un método analitico para
cuantificar alantolina por colorimetria en ‘una formulacion - de
shampoo. S

'OBJETIVOS PARTICULARES:

1) Estudiar las distintas variables analiticas del  método
analitico. : : ’

. 2) rijar les condiciones analiticas del método mds apropiadas,
3) .vauddr ‘1la métodologia analitica; evaluande los siguientes ' *
pardmetros analiticoa del  método: linealidad y - _precision del !

sistema, sspecificidad, exactitud, linealidad y precision del '
~ método, : o : ‘ SR
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S HIPOTESIS DE TRABAJO:

El estudio de las variables analiticas permitirén determinar las
mejores condiciones de operacién del método y la validacion
permitira conocer si la metodologia - colorimétrica utilizada, es
confiable para la cuantificacion de alantoina en shampoo. :
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6 PARTE EXPERIMENTAL

6,1.0 DESARROLLO DE LA METODOLOGIA ANALITICA PARA DETERMNINAR
ALANTOINA, :

DIAGRAMA DE FLUJO
DESARROLLO DEL METODO ANALITICO

REVISION BIBLIOGRAFICA

DESCRIPCION DEL METODO AI‘ALITICO'
PARA CUANTIFICAR ALANTOINA

DETERMINACION DE LA LONGITUD
. DE OMWDA -~

INFLUENCEA DE VARIADLES
“ANALITICAS DEL WETODO

SELECCION DE FACTONES

'ESTUDIO DEL EFECTO DE
LOS FACTORES

SELECCION DE CONDICIONES
ANALITICAS IQONEAS

FIGURA 2
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6.1.1 DESCRIFPCION DEL METODO ANALITICO.

MATERIAL ¥ BQUIPO:

Matraz volumétrico de 50 ml, Marca Pyrex.
Pipeta volumétrica de 10 ml, Marca Pyrex,
Matraz volumétrico de 100 ml, Marca Pyrex,
Pipeta volumétrica de 2 ml y 4 ml, Marca Pyrex.
Tubos de ensayo de 23x200 mm, Marca Pyrex.
Pipeta volumétrica de s ml, Marca Pyrex,
Pipeta graduada de 1 ml y 2 ml, Marca Pyrex.
Pipeta volumétrica de 1 ml, Marca Pyrex.
Pipeta volumétrica de 10 ml, Marca Pyrex.
Pipsta graduada de 1 ml, Marca Pyrex.

Matraz volumétrico de 50 ml, Marca Pyrex.
Vasos de precipitados de 50 ml, Marca Pyrex.

OTRO8:

Espatila de acero inoxidable.
-Agitadores de vidrio,
Gradilla grande.

Balanza Analitica, Marca: Sauter, élpaéidad 200 q. .
Parrilla Eléctrica, Marca: Sybron xhornolyne, Modelo:
Edpectrofotometro Spectrometer Lasbda 2, Perkin Elmer uv/vis.

ABACTIVOS: :

1. Carbonato de Sodio anhidro, Marca: JT Baker, No.de Catélogo:3602,
2. Fenolftaleina, Marca: Merck, No.de Catalogo: 414888.

3.  Acido Clorhidrico, Marca: Merck, No.de Catalogo: 11033,

4. Clorhidrato de Fenilhidrazina,Marca:Merck,No.de Catslogo:3013699.
8., Acido Clorhidrico, Marca: JT Baker, No.de Catalogo: 9535-62.
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6, Ferricianuro de Potasio, Marca: JT Baker, No.de Catédlogo: 3104,
7. Alcohol Etilico, Marca: Merck, No.de Catalogo: 5702,

8. Alantoina, Estandar de Referencila.

SOLUCIONES

1. Solucion de Carbonato de Sodio al 1%.

Disolver 0,5 g de Carbonato de Sodio en 50 ml de agua destilada,

3. Solucion Indicadora de Fenolftaleina,
Disolver 1 g de Fenolftaleina sn 100 ml de Alcohol Etilico.

3. Solucion de Clorhidrato de Fenilhidrazina al 0.5%.

Disolver 0.25 g de Clorhidrato ds Fenilhidrazina en 50 ml de agua

destilada.

4. Solucion de Ferricianuro de Potasio al 5%. ,
‘Disolver 2.5 g de Perriclanuro de Potasio en 50 ml. de agua
destilada.

NOTA: Las soluciones 3 y 4 deben ser preparadas en el momento de su
uso, debido a su inestabilidad. Procurar envasarlos en frascos
color ambar para protegerlos de la luz.

Pesar 100 ug de alantoina sstinder de refsrencia, transfarir a un
matraz volumétrico de 50 ml y llevar al volumen con agua destilada.
Tomar una alicuota de 10 ml, colocar en un matraz volumétrico de
100 ml, diluir a la marca con agua destilada.
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PREPARACION DE LAS MUESTRAS:

De esta solucion transterir por duplicado una alicuota de 4 ml

8 tubos de ensayo de 23x200 wm, Adicionar 5 ml de solucién de

carbonato de sodio al 1% y medir el pH con papel de intervalo 5-10,
Calentar en baflo de agua a ebullicion durante 15 minutos. Adicionar
0.2 wl de solucion indicadora de fenolftaleina y 1.1 ml de 4&cido
clorhidrico 1 Normal. Antes de que se enfrie la solucién, adicionar

1 ml de solucién de clorhidrato de fenilhidrazina al 0.5%, Enfriar

en baflo de agua fria. Adicionar 10 ml de 4cido clorhidrico
concentrado y 0.5 ml de solucion de ferricianuro de potasio al 5%,
agitar ligeramente los tubos. :

Egperar a que se desarrolle un color rojo rubi y después de 10

minutos diluir en matraz aforado de 50 ml al volumen, con agua’

destilada.
Leer las absorbancias de las muestras en el Espectrofotémetro
.8 una longitud de onda de 520 nm (Ver Anexo 1), contra el blanco

correspondiente,

BLANCO: Colocar 4 ml de agua destilada en un tubo de innyo de

23%200 mm, tratarlos de la misma manera que las muestras en el .

desarrollo de color,

6.1.2 BELECCION DE FACTORES MEDIANTE UN DIAGRAMA DE CAUSA-EFECTO.

Para elegir aquellos factores que podrian impactar en  1la
respuesta analitica (absorbancia a 520 nm) se muestra el siguiente
diagrama Causa-Efecto en la figura 3; al analizar la metodologia
analitica propuesta. '
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Concentracidon de Carbonato de
Soddo.

Volumen de Acido Clorhidrico
1 Normal.

s

Concentracion de Acido
Clorhidrico.
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Revisando con detalle el diagrama de Causa~Efecto junto con las
reacciones que se llevan acabo en la técnica (ver en apartado
3.1.8 la figura 1) se seleccionaron los -siguientes factores
como los mis importantes y se establecieron los niveles de estos,
para su eetudio.

Loe factores a estudiar son los siguientes:

A: Tiempo ds incubacién en baflo maria para la hidrélieis alcalina,
B: Tiempo de incubacién en bafio maria para la hidrélieis acida.’

- Ct Temperatura de enfriamiento,

Di Tiempo ds enfriamiento,

B: Temperatura de desarrollo de color.

r: Tiempo ds desarrollo do‘color.

‘Los niveles de los factores se describen en la tabla 1.
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TABLA 1
FACTOR WIveEL CONDICION DE AWALISIS
A - 15 MINUTOS
+ 20 MINUTOS
B - 0 MINUTOS
+ 5 MINUTOS
c - HIELO
+ AGUA
D - 5 MINUTOS
+ 10 MINUTOS
L - ~ HIELO
. + TEMPERATURA AMBIENTE
r - 10 MINUTOS
+ 20 MINUTOS

= s KIVEL BAJO
+.0 NIVEL ALTO

La clasificacion es la siguiente:
Todos los factores son cruzados,
Todos los factores son fijos.

Lon factores cuantitativos son: A, B, D, F

‘Los factores cualitativos son: Cy E
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El modelo es:
Y= a0 + atA + a2B + aiC + adD + aSf + aeF + €

Donde:
a = Coeficientes lineales.
€ = Error experimental,

El estudio de las variables méis importantes del método analitico
se describe en tres experimentos que se mencionan sn seguida.

6.1.3 ESTUDIO DE LA INPLUENCIA DR LOS PARANETROS: TIRMPO Y
TEMPERATURA DR REACCION.

OBJETIVO: Determinar cuales son los factores y condiciones de
andlisis descritos anteriormente, que presentan mayor
impacto en la respuesta analitica (absorbancia) mediante
un Disefio de Plackett-Burman.

Utilizando el Disefic de Plackett Burman se plantesron las
condiciones de snalisis para los factores que se muestran en la
tabla 2, a los cuales se les aplicé el método del acido glioxilico
por medio ds fsnilhidrasina-ferricianuro que se menciona en el
apartado 6.1.1. Las experiencias se efectuaron por duplicado para
alicuotas de 2 ml y 4 ml de solucion estindsr de alantoina. La
absorbancia de las muestras se determiné en el Espectrofotometro a
una longitud de onda de 520 nm contra el blanco correspondiente.
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TAB

LA 2

MATRIZ DE TRATAMIENTOS
P ACTOURGOGESTS
C.A V.R
A ] C D B L 4

Y11
1| 20 miw., Nin, WigLo 10 NiN.| KIELO 20 MM | oy
. Y21
»z 20 nin, niw, AGUA 8 niN, T.aNB. | 10 WiN, Y22
Y31
3| 20 mn. niw, HIELO s N, HIELO 20 MINL oy
Yai
4| 18 min, niw, MiELO 10 Wiw.| WIELO 10 MiN, Yz
S ‘ Yei
${ 20niu.|{ 0o niw, KigLo 19 Niw.| T.AND. | 10 NiW. Ysa
Yeu

6] 18 min. niw. AGUA 10 win.| v.an.| 20 wmiw. Yoz |
‘ : : Y71
7 18 NN, niu, luuq» s i, T.AND,.| 20 miN, Y73
B| 18 min. Nin, AGUA ',”" CHIELO 10 NIN, Yo
. ‘ Ye2

C.A = CONDICION DE ANALISIS, T.ANB.

= NINUTOS

4

ViR & VARIABLE DE RESPUESTA.
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RESULTADOS:

En las tablas 3 y 4 se muestra las

lecturas de absorbancia

obtenidos en las ocho condiciones de analisis para las alicuotas de
2 ml y 4 ml respectivamente.

TABLA 3
VOLUMNEN 1
PACTORTESTS
c. A ABSORBANCIA
B ¢ b £ r _
. - 0.0
i + + 0.0
. . : 0.865
3 * * 0.616
. 0,431
) M * 0.314
0.768
¢ v v 0,958
- - 0.111
’ + + + 0.0
. 0.769
6 + + + + 0.820
- - 0.210
? * v 0.131
- - - - - 0'0
. 0.168

VOLUMEN 1 » EMPLEANDO 2 ML DE SOLUCION ESTANDAR DE ALANTOINA.
C.A ®» CONDICION DE ANALISIS.

Y
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TABLA 4
vVoLUNEN 2

FACTO RGBS

c.a s ¢ o = ABSORBANCIA
0,285
1 - -+ - 0.208
e e i
e - it
lse e Lt
: e it
| am
2 R i
2 R 8

VOLUMEN 2 o EMPLEANDO 4 ML DE SOLUCION ESTANDAR DE ALANTOINA,

Y C.A s CONDICION DE ANALISIS.
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ANALISIS DE RESULTADOS:

El andlisis estadistico de los resultados por volumen para
estimar los efectos se describe en el anexo 2; al sustituir y
reducir se obtiene los valores de los coeficientes lineales de

la tabla 5.
TABLA 5 ,
VALOR DE LOS COEFICIENTES LINEALES
FACTOR | COEFICIENTE VOLUMEN 1 VOLUMEN 2

- ao 0.385 1.276
, A o -0.093 ~0.296
; » az 0.308 0.750
c a3 ‘ 0.020 ~0.007
D TR 0.044 0.211
: as . . 0.055 0.167
r a6 =0.051 . 0,083

VOLUNEN 1 » ENPLEANDO 2 ML DE SOLUCION ESTAMNDAR DE ALANTOINA.
VOLUMEN 2 s EMPLEANDO 4 ML DE SOLUCION ESTANDAR DE ALANTOINA,

Al° sustituir los. valores de los coeficientes en el modelo
se obtiene lo siguiente: :

Para 2 ml,

¥= 0,3851 - 0.093A + 0.308B + 0.020C + 0.044D + 0.055E ~ 0.051F + ¢



Para 4 ml,

Y= 1,2764 - 0.296A + 0,750B - 0,007C + 0.211D + 0.167E + 0.083F + ¢

Para 2 ml el orden del efecto en valor absoluto de los factores
considerando los coeficlentes lineales en la‘absorbancia (TH

B (Tiempo de incubaciéon de hidrélisis acida) > A (Tlempo
ds incubacion de  hidroélisis alcalina) > E (Temperatura de
desarrollo de coloer) > F (Tiempo de desarrollo de color) D
(Tiempo de enfriamiento) > C (Temperatura de enfrianiento). ‘

Para 4 al el orden del ctecio en valor absoluto de los factores
considerando los coeficientes lineales en la absorbancia es:

B (Tiempo. de incubacidn de hidrdlisis acida) > A (Tiempo de
incubacion de hidrolisis alcalina) > D (Tiempo de enfriamiento) >
B (Temperatura de desarrollc de color) > F (Tiempo de desarrollo
de color) > C (Temperatura de enfriamiento).:

En . base a los resultados obtenidos para 2 ml y 4 ml pudieron
determinarse como los principales factores con hlyor efecto en la
absorbancia: Tiempo de incubacion de hidrdlisis dcida y el tiempo de
incubacion de hidrolisis alcalina. ,

Asi mismo, pudieron fijaree los siguientes factores y sus
condicionss de anilisis.’ '

1. Factor C (Temperatura de enfriamiento):
En agua a temperatura ambiente.

2. Factor E (Temperatura de desarrollo de color):

38



Temperatura ambiente,

3. Factor F (Tlempo de desarrollo de color):
10 minutos.

Estos factores presentaron menor impacto en la respuesta
analitica y las condiciones de anidlisis se eligieron con base en lo
siguiente:

Para el factor C (Temperatura de enfriamiento en agua) y factor E
(Temperatura de desarrollo de color) se selecciond para ambos
factores el nivel alto, en base a su coeficiente lineal, el cual
presenta mayor respuesta en la absorbancia,

Para el factor F (Tiempo de desarrollo de color) se geleccionod
como condicién de andlisis al nivel bajo dado que se observd que era
mds practico que el nivel alto.

6.1.4 BVALUACION DE LA INPLUBNCIA DEL TIEMPO DE HIDROLISIS ILCAL!I&,
TIEXPO DE HIDROLISIS ICIDA  § IXINPO DE ENFRIAMIENTO.

OBJETIVO: Investigar alinfaceo de los factores tiempo de incubacion

de hidrolisis alcalina, tiempo de incubacién de hidrdlisis
‘4cida y tiempo de enfriamiento asi como las condiciones da
andlisis medxante un Disefo factorial con'3 factores a 2
niveles (2 )

Los factores a estudiar son los siguientes:



X: Tiempo de incubacién en baflo maria para la hidrélisis alcalina.
2: Tiempo de incubacién en bafio maria para la hidrélisis écida.
W: Tiempo de enfriamiento.

Los niveles de los factores se describen en la tabla 6.

TABLA B
PACTOR NIVEL CONDICION DE AMALISIS
X - 5 MINUTOS
‘ ¥ 15 MINUTOS
z - 2 MINUTOS
: * 7 MINUTOS
W - 7 MINUTOS
: * 13 MINUTOS

= o NIVEL BAJO
+ s NIVEL ALTO

" 1a clasificacion es la aiguiencez
Todos los factores son cruzados,
Todos los: factores son £ijos.

Los factores cuantitativos son: X, 2, W.
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El modelo es:

Y= a0 + atX + «2% + oW -+  at2XZ + aidXW + - a2a2W .+
ai23 XIW + ¢ ‘ )

Donde: »
a = Coeficientes lineales de efectos principales e
interacciones. ' ‘ ‘
¢ = Error experimental.

En la matriz de tratamientos que se muestra en la tabla 7 donde
ee fijan las condiciones de anilisis. Se determiné la absorbancia de
las muestras en el Espectrofotémetro a una longitud de onda de 520

na contra el blanco correspondiente, Efectuando por duplicado la -

experiencia para alicuotas de 2 ml y 4 ml. ) ~
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MATRIZ DE TRATAMIENTOS

TABLA 7

P ACT O RTBE S

C.A V.R
X 3 w
: Yun
) S MINUTOS 2 ninuros 7 WINUTOS Yi112
Y1121
3 % NINUTOS 2 WINUTOS 13 WINUTOS Y1123
Y121
3 18 WiNUTOS 2 miwuTOS 7 WINUTOS Yi212
Y1224
NUTOS utTos
4 19 Ml 3 NINUT 132 NINUTOS Y1222
: Yain
WUTO 7 MINDTO :
$ AALL s InuTos 7 NINUTOS Ya113
) . Yai2s
$ BINUTOS ? v
[ ninvTOS 12 niwuTOS Y2122
: . Y2211
‘ 1% NinuTOS KINUTO :
7 1 7 WINUTOS 7 NINUTOS Y2212
] 18 WINUTOS ? NINDTOS 13 WINUTOS Yaaas
: ‘ Y222

C.A » CONDICION DE AMALISIS Y V.R &

42

VARIABLE DE RESPUESTA,




RESULTADOS:

En las tablas 8 y 9 se muestra las lecturas de absorbancia
obtenidos en las ocho condiciones de anilisis para las alicuotas de
2 nl y 4 ml respectivaments,

TABLA 8
LEI:'I'URA DE ABSORBANCIAS DE LOS PATRWES
PARA VOLUMEN 1
'y x : X2

: ] 81 82 ] 82
0.789 0.702 0.934 0431
. 0.933 0.819 0.977 0.502
. 0.558 0.416 1.111 0.592
: : 0.644 © 0.528 1.066 0,760

VOLUNEN 1 o ENPLEANDO 3 ML DE SOLUCION ESTANDAR DE ALANTOINA,
X, T YWV o FACTORES. .
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TABLA 9
LECTURA DE ABSORBANCIAS DE LOS PATRONES
PARA VOLUMEN 2
x it : ‘22
8 ) 82 ¥ 2
2,153 2.014 2.344 1.205
" 2.315 1.672 2.353 1.198
1.656 1.1%9 2,704 2.200
v 1,033 1.300 2.403 2.611

VOlUIiI 3 o ENPLEANDO ¢ NL DE SOLUCION ESTANDAR DE ALANTOLNA,
R, 2YV a FACTORES, ’

ANALISIS DX RESULTADOS:
El andlisis estadistico de los resultados por volumen se describe

on el anexoc 2y el andlisis de 1a varianza se muestra en las ‘tablas
de Anadsva 10 y 11,



TABLA 10

TABLA DE ANADEVA
PARA VOLUMEN 1
FUENTE DE GRADOS DE - SUNA DB MEDIA DB CUADRADOS  Féal
VARIACION LIBSRTAD CUADRADOS
X 1 SCx= 0.06051  MCx= 0.06051 10.58"
2 1 8Cz= 0.31979  MCz= 0.31979 55.9174""|
w 1 8Cw= 0,010604 MCw= 0.010604 1,855
X2 1 8Cxz= 0,112896 MCxz=0.112896  19.74""
Xw 1 SCxws 0,19847  MCxw= 0.19847  34.70""
v 1 SCews 0.000576 MCzw= 0.000576 0.1007
Xz 1 8Cxzw= 0.002756 MCxzw= 0.002756 0.481
¢ 8  BCem 0,045752 MCE = 0.005719

VOLUMEN 1 o ENPLEANDO 2 WL DE SOLUCION ESTANDAR DE ALANTOINA.
** ALTANENTE SIGNIFICATIVO,
* SIGNIFICATIVO,
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TABLA 11

TABLA DE ANADEVA
PARA VOLUMEN 2

FURNTE DE GRADOS DB SUMA DB
VARIACION LIBEBRTAD CUADRADOS

MEDIA DE CUADRADOE Fcal

X 1 SCx= 0.50268  MCx= 0.50268  16.65""
2 1 8Cz= 1.16748 MCz= 1.16748  38.67""
W 1 SCws= o.‘ozssz‘_ MCw= 0.02992 0.99
Xz 1 SCxz= 0.04601  MCxz= 0.04601  1.52
xw 1 8Cxw= 1,5277 MCxw= 1.5277 50.60""
W 1 SCzwe 0.20931  MCzw= 0.20931 s."ssf
Xaw 1 SCxzwe 0.29322 MCxzw= 0.29322  9.71"
. ' 8Cc= 0.24151 MCc = 0.03010

VOLUNEN 2 o EMPLEANDO 4 ML DE SOLUCION ESTANDAR DE ALANTOINA.
% ALTANENTE SIGNIFICATIVO.
% SIGNIFICATIVO.
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La interpretacién de la tabla 10 de analisis de la varianza para
2 ml es la siguiente:

1. Existe efecto lineal significativo del factor X
(Hidrolisis alcalina) en la absorbancia de alantolina,

2. Exigte sfecto  lineal altamente significativo del factor
%2 (Hidrdlisls dcida) en la absorbancia de alantoina. :

3, No existe efecto lineal de)l factor W (Tiempo de enfriamiento) en
la absorbancia de alantoina.

4. Existe interaccién altamente significativa del efecto lineal

de los factores: X (Hidrolisis alcalina) y Z (Hidrolisis 4acida) en
ls absorbancia de alantoina.

5. Existe interaccidn altamente significativa del efecto linsal

de los factores: X (Hidrdlisls alcalina) y W (Tiempo de

eufriamiento) en la absorbancia de alantoina,

6, No ixilte interaccién del efecto lineal de los factores:
2 (Hidrolieis 4cida) y W (Tiempo de enfriamiento) en la Absqtboncia
de llantotno.

7. No existe interaccion del efecto lineal dolllon factores:

X ‘(HidtOIIB#s alcalinaj, 2 (Hidrolisis acida) 'y W - (Tiempo
de enfriamiento) en la absorbancia de alantoina. )
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La interpretacién de la tabla 11 de analisis de la varianza para
4 nl es la siguiente:

1, Existe efecto lineal altamente significativo del factor
X (Hidrolisis alcalina) en la absorbancia de alantoina,

2. Existe efecto 1lineal altamente significativo del tnctbr
2 (Hidrdlisie écida) en la absorbancia de alantoina.

3. No exiate efecto lineal del factor W (Tiempo de enfriamiento) en
la absorbancia de alantoina,

4, No existe interaccion del efecto lineal de los factores:
X (Hidrolisie alcalina) y 2 (Hidrolisis 4cida) con la absorbancia
de alantoina.

5, Existe interaccion altamente significativa del efecto lineal de
los factores: X (Hidrolisis alcalina) y W (Tiempo de enfriamiento)
en la absorbancia de alantoina.:

6. Exists interaccitn significativa del efecto lineal de 1los
factores: 2 (Hidrolieiw dcida) 'y W (Tiempo. de snfriamiento) en la
_ absorbancia de alantoina. '

7. Existe interaccién significativa del ‘efecto lineal de los

factores: X (Hidroliasis alcalina), 2 (Hidrolisis 4acida) y W
(Tiempo de enfriamiento) en la absorbancia de alantoina. :

Para estimar los efectos del modelo (ver anexo 2) se determinéd
el valor de los coeficientes lineales que se muestra en la tabla 12.
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, TABLA 12
'VALOR DE LOS COEFICIENTES LINEALES
PACTOR | COEPICIENTES VOLUMEN 1 VOLUMEN 3
- ap 0.7354 1.9500°
X a1 0.0615 0.1773
z a2 -0.1414 "=0.2701
W a3 -0,0258 0.0433
X2 atz -0.0840 -0.0536
xw a1l 0,1114 0,3090
8 az3 0.0060 0.1144
Xz iz 0.0131 0.1354

VOLUMEN 1 o EMPLEANDO 2 ML DE SDLUCION ESTANDAR DE ALANTDINA.
VDLUMEN 2 e ENPLEANDO 4 ML DE 'SDLUCION ESTANDAR DE ALANTOINA.

"Al sustituir los valores de los coeticiontca en el modelo se
obtiena lo liguhnte .

Para 2 ml,
Y = 0,7354 + 0.0615X = 0., 14142 -0, 0258W = 0.0840XZ + 0,1114XW +
0,00602W + 0,0131XZW + ¢ '



Para 4 ml.

¥= 1,9500 + 0.1773X - 0,2701Z + 0.0433W ~ 0.0536XZ + 0.3090XW +
0.11442ZW + 0,1354X2W + ¢

En seguida se indica la descripcion de las graficas de contorno
de las absorbancias obtenidas para los dos volumenes de alicuota.
Ver seccién 10 de graficas de contorno,

En la Grifica I para volumen de 2 ml se presentan los contornos
para absorbancias de 0.4, 0.5, 0.6, 0,7, 0.8, 0.9, 1 y 1l.1. Para
15 minutos de hidrolieis alcalina,’

En la Grifica Il para volumen de 2 ml se presentan los
contornos para absorbancias de 0.5, 0.6, 0.7, 0.8 y 0.9. Para 5
minutoe ds hidrélisis alcalina.

En la Grifica III para volumen de 4 ml se presentan los
contornos para absorbancias de 1.1, 1.3, 1.5, 1.7, 1.9, 2.1, 2.3y
2.5. Para 15 minutoe de hidrolisie alcalina.

En la Gréfica IV para volumen de 4 ml se preeentan los contornos
para absorbancias de 1.3, 1.5, 1.7, 1.9, 2.1, y 2.3. Para 5 minutos
de hidrélisis alcalina,

En base a los reeultados pudo fijarse el factor W (Tiempo de
enfriamiento en bafioc de agua) en 10 minutos por observarse en las
~ gréticas de contorno que en este tiompd la respuesta en la
absorbancia es favorable, ademis de eer mée prictico para ‘la
metodologia analitica. '

Ademis ee establecié que el volumen de alicuota seria de 2
mililicros.

50



Esto se determind en base a la comparacién de las graficas
de contormo I, II, III, y IV descritas anteriormente para los
volumenes de 2 ml y 4 ml, Observindose que la grafica I para el
volumen de 2 ml presenta mejor respuesta para fines analiticos en la
absorbancia dado que se detectan lecturas de 0.4, 0.5, 0,6, 0.7,
0.8, 0.9 y ‘1 que en comparacién con la grafica III para volumen de
4 ml se observan absorbancias que van de 1.1, 1.3, 1.5, 1.7, 1.9,
2.1, 2,3 'y 2.5, asi como en la grifica IV se observan absorbancias
de 1.3, 1.5, 1.7, 1.9, 2.1 y 2.3 siendo menos significativas. ‘

Por lo tanto, se decidié seguir adelante desarrollando el

siguiente experimento.

6.1,5 FIJACION DE LAS COMDICIONES DR ANALISIS: TIEMPO DE HIDROLISIS
ALCALINA ¥ TIENPO DE HIDROLISIS ACIDA.

dlalrxvo: Determinar las condicionee de andlisis de los factores:
Tiempo de incubacion de hidrélisis alcalina y tiempo de
incubacion de hidrolisis dcida, utilizando un Disgeio
factorial con 2 factores a 2 nhiveles manteniendo en 2
mililitros el volumen de alicuota,

Los factores a estudiar son los siguientes:

X: Tiempo de incubacidén en bafio maria para. la hidrélisis acida.

23 Tioﬁpo de incubacién en baflo maria para la hidrélisis alcalina.

Los niveles de los factores se muestran en la tabla 13,
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TABLA 13

FACTOR NIVEL CONDICION DE ANALISIS
X - 2 MINUTOS
+ 6 MINUTOS
3 - 10 MINUTOS
+ - 20 MINUTOS

« s NIVEL BAJO
+ & NIVEL ALTO
La clasificacion es la siguiente:;

Todos 1os factores son cruzados.
Todos los factores son fijos.

Los factores cuantitativos son: X y 2.

El modelo es:

Y = a0 + asxb+ az2? + a12X2 + ¢

Donde:

a1 = Coeficiente lineal de X.
«2 = Coeficiente lineal de 2.
a12 = Interaccidén lineal-lineal de X y 2.

¢ = Error experimental.
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En = la matriz de tratamientos que se muestra en la tabla 14 se
describen las condiciones de analisis. Se leyeron las absorbancias
de las muestras en el Espectrofotdmetro a una iongltud de onda de
520 nm contra el blanco correspondiente, La experiencia se realizé
por duplicado para alicuotas de 2 ml de solucién estandar de

‘alantoina.
TABLA 14
MATRIZ DE TRATAMIENTOS
P ACTORUE S
C/A V.R
X
Y111
1 2 MINUTOS 10 MINUTOS Y112
’ Y121
2 6 MINUTOS 10 MINUTOS Y122
Y211
3 2 MINUTOS 20 MINUTOS Y212
X C Y221
[ 6 MINUTOS 20 MINUTOS . Y222

C.A o CONDICION. DE ANALISIS. Y  V.R s VARIABLE DE RESPUESTA,

RESULTADOS ¢

En la tabla 15 se muestra las lecturas de las absorbancias
obtenidas para las cuatro condiciones de analisis.
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TABLA 156
LECTURAS DE ABSORBANCIAS DE LOS
PATRONES PARA VOLUMEN 1
S
]
X1 X2
0.874 0.776
| §
0.884 0.873
0.749 ’1.302
1 .
0.639 1.244

VOLUMEM 1= ENPLEANDO 2 WL DE SOLUCION ESTANDAR
DE ALANTOINA. . X y Z = FACTORES,

ANALISIS DE RESULTADOS:

El andlisis astad(ﬁtlco de los resultados se explica en el anexo
2 y el analisis de la varianza se describe en la tabla de Anadeva '
16. ‘ '



TABLA 16

TABLA DE ANADEVA
PARA VOLUMEN DE 2 ML

FUENTE DE GRADOS DB SUMA DE NEDIA DE CUADRADOS roal
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS

X 1 SCx = 0.13755  MCx = 0.13755  44.064""
- 1 8Cz = 0.034715 MCz = 0.034716  11.1213"
Xz 1 - 8Cxz= 0.200661  MCxz= 0,200661  64.2815""

e 4 SCc = 0.012486  HCc = 0,003122

"R ALTANENTE SIGNIFICATIVO,
* SIGNIFICATIVO

La interpretacion de la tabla de anilisis de la varianza es 1la
siguiente. :

1. Existe efacto lineal altamente significativo del. faccot ,
X (Hidrolisis icida) en la absorbancia de alantoins. ‘ :

2. Existe efecto  lineal significativo  del ;Vl_accor 2
(Hidrolisis alcalina) en la absorbancia de alantoina.
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3. Existe interaccion altamente significativa del efecto lineal de
los factores X (Hidrolisis 4cida) y 2 (Hidrélisis alcalina)
en la absorbancia de alantoina.

La estimacién de los efectos del modelo (ver anexo 2) se
detarmina con el valor de los coeficlentes lineales que 8e muestra
en la tabla 17,

TABLA 17
VALOR DE LOS COEFICIENTES LINEALES
FACTOR | COEPICIENTE | VOLUMEN 1
. ao 0.9176
X a1 0.1311
2 a 0.0659
X2 a1z 0.1584

VOLUNEN® 13 EMPLEANDO 2 MWL DE SOLUCION ESTANDAR
DE ALANTOINA,

Al sustituir los valores de los coificlehtu lineales en sl
modelo se obtiene lo siguiente:

Y = 0,9176 + 0.1311X + 0.06592 + 0,1584XZ + ¢

A continuacion se describe la grafica de contorno de las

absorbancias obtenidae para volumen de alicuota de 2 ml. Ver seccion ‘

- 10,
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En la gréfica vV para volumen de 2 ml s@e presentan los contornos
para abgorbancias de 0.65, 0.7, 0.75, 0.8, 0.85, 0.9, 0,95, 1,
1.05, 1.1, 1.15, 1,2, 1,25, 1.3, 1.35, Para un intervalo de 10
minutos a 20 winutos de hidrolisis alcalina y de 2 a 6 minutos de
hidrolisis acida.

In base a los resultados pudieron fijarse los sigulentes factores
y sus condiciones de anilisis:

X (Tiempo de incubacion en baflo maria para la hidrdlisis acida):
4 minutos, ' '

%2 (Tiempo de  incubacién en baflo maria para la hidrolisis
alcalina): 15 minutos, : .

Esto se obtuvo en base a la gréfica de contorno V en la que se
observa que en la curva de 0.9 de absorbancia existe un minimiximo
en ol que existe una mejor respuesta. Al extrapolar en el eje de las ‘
ordenadas para hidrélisis alcalina y en el eje de las abscisas para
hidrélisis 4cida se obtuvieron los valores de las condiciones de
andlisis.
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6.1.6 CONCLUSIONES:

En

1,

2

3'

4.

k6.

7.

base a la discusion de resultados pudleron fijarse los
siguientes factores y sus condiciones de ' andlisis para la
metodologia analitica final.

Temperatura de enfriamiento en aguat
Temperatura ambiente.

‘Temperatura de desarrollo de color:

Temperatura ambiente.

Tiempo de desarrollo de color:
10 minutos.

Tiempo de enfriamiento:
10 minutos.

volumen de alicuota:
2 mililitros, :

Tiempo de incubacion en bailc maria par0~h1dr¢ilsil
15 minutos. ‘ '

Tiempo de incubacién en bafio maria para hidrélisis
4 minutos. ' ‘
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6.2,0 VALIDACION DEL METODO DE CUANTIFICACION PARA DETERNINAR
ALANTOINA EN SHAMPOO.

DIAGRAMA DE FLUJO
VALIDACION DEL METODO ANALITICO

ESTANDAR DE
ALANTOINA

TECNICA ANALITICA PARA
CUANTIFICAR ALANTOLINA

7

EVALUACION DE LOS ungnzrnosj

PRECISION LINEALIDAD
DE SISTEMA| |DE SISTEMA

ESPECIFICIDAD EXACTITUD LINEALIDAD I’HECISIOII
DE METODD ODE METODO]{UE METODO OE METODO

FIGURA 4



MATERIAL Y EQUIPO:

Matraz volumétrico de 50 ml, Marca: Pyrex.

Pipeta volumétrica de 10 ml, Marca: Pyrex.

Matraz volumétrico de 100 ml, Marca: Pyrex,

Vasos de precipitados de 25 ml, Marca: Pyrex.

Matraz volumétrico de 10 ml, Marca: Pyrex.

Tubos de ensayo para centrifuga de 13x100 mm: Marca: Pyrex.
Pipeta Pasteur, Marca: Pyrex,

Pipeta volumétrica de 2 ml, Marca: Pyrex.

Tubos de ensayo de 23x200 mm, Marca: Pyrex.

Pipeta volumétrica de 5 ml, Marca: Pyrex,

Vaso de precipitados de 1000 ml, Marca:'Pyrex.

Pipetas graduadas ~de 1 ml y .de 2 ml, Marca: Pyrex.
Pipetas volumétricas de 1 ml 'y de 0.5 ml, Marca: Pyrex.
Pipeta volumétrica de 10 ml, Marca: Pyrex.

Matraz volumétrico de 50 ml, Marca: Pyrex.

APARATOS:

Balanza Analitica, Marca: Sauter, capacidad 200 gq.

Parrilla Eléctrica, Marca: Sybron Thermolyne, Modelo:2200.
Centrifuga, Marca: Heka BHG, Modelo:15557.

Espectrofotometro Spectrometer Lambda 2, Perkin Elmer uv/vis,

OTROS:

Espatula de acero inoxidable.
Gradilla grands.

Agitadores de vidrio.

REACTIVOS

1. Carbonato de Sodio anhidro Marca:JT Baker, No.de Catélogo:3602.
2, Fenolftaleina Marca: Merck, No,de Catdlogo: 414888,
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3.
4.
L
6.
7.
8.
9.

Acido Clorhidrico Marca: Merck, No.de Catélogo:11033,

Clorhidrato de Fenilhidrazina MarcaiMerck, No.de Catidlogo:3013699
Aclido Clorhidrico Marca: JT Baker, No.de Catalogo:9535-62.
Ferricianuro de Potasio Marca: JT Baker, No.de Catilogo:3104,
Alcohol Etilico Marca: Merck, No,de Catadlogo: 5702,

Alantoina Estandar de Referencia.

Placebo de shampoo.

10. Producto terminado de shahpoo.

SOLUCIONES:

1.

2.

3.

‘.

NOTA: Las soluciones 3 y 4 deben ser preparadas en el momento de su

Solucién de Carbonato de Sodio al 1%.
Disolver 0,5 g de Carbonato de Sodio en 50 ml de agua destilada.

i
Solucién Indicadora de Fenolftaleina, {
Disolver 1 g de Fenolftaleina en 100 ml de Alcohol Etilico.

Solucién de Clorhidrato de Fenilhidrazina al 0.5%.
Disolver 0,25 g de Clorhidrato de Fenilhidrazina en 50 ml de agua
destilada,

Solucion de Ferricianuro de Potasio al 5%.

Disolver 2.5 ¢ de Ferricianuro de Potasio en 50 ml de agua
destilada.

uso;, debido a su inestabilidad. Procurar envasarlos en frascos
color ambar para protegerlos de la luz.
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6.2.1 CUANTIFICACION DE ALANTOINA EN PRODUCTO TERMINADO.

En el método para cuantificar alantoina se preparan eoluciones
patrén  de placebo adicionado a una concentracién de 160 ug/ml,
200 ug/ml y 240 pg/ml. Asi como muestras con producto terminado
a una concentracion de 200 ug/ml, cada una por triplicado.

PREPARACION DE LOS PATRONES.

Pesar 200 mg de alantoina estindar de referencia, traneferir a
un matraz volumétrico de 100 ml, aforar con agua,deetilada. De aeta
solucion tomar por separado alicuotas de 0.8 ml, 1mly1.2 ml,
Adicionar lae alicuotas a 1 gramo de placebo, transferir a matraces
aforados de 10 ml y llevar a la marca con agua destilada, agitar.
Centrifugar las muestras durante 50 minutos a una velocidad de 6000
rpm, Separar la fase acuosa de la fase sdélida con una pipeta
pasteur,

PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Pesar por triplicado 1 gramo de producto terminado
(equivalente a 2 mg de alantoina), dieolver en una pequeiia cantidad
de agua destilada, transferir a matraces volumétricoe de 10 ml y
aforar con agua deetilada. Centrifugar durante 50 minutoe a una
velocidad de 6000 rpm. Separar la fase acuosa de la fase sdlida
con una pipeta pasteur,

Transferir por eeparado en tubos de ensayo de 23x200 mm, 2 ml
de la faee acuosa de las soluciones patrén, 2 ml de la fase acucsa
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"-de las muestras problema y 2 ml de agua destilada para el blanco,

DESARROLLO DE COLOR

Adicionar a cada tubo 5 ml de solucitn de carbonato de sodio
al 1%, Calentar en baflo de agua a ebullicidén durante 15 minutos,
Adicionar 0.2 ml de solucién indicadora de fenolftaleina y 1.1 ml
de écido clorhidrico 1 Normal. Poner los tubos a calentar en baflo de
agua a ebullicién durante 4 minutos, Antes de que se enfrie 1la
solucion, adiclonar 1 ml de wsoluciéon de clorhidrato de
fenilhidrazina al 0.5%, Enfriar las muestras en baflo de agua fria
durante 10 minutos. Adicionar 10 ml de 4cido clorhidrico concentrado
y 0.5 ml de solucidén de ferricianuro de potasio al 5%, Agitar
ligeramente los tubos y despu¢s de 10 minutos en reposo, aforar en
matraces volumétricos de 50 ml con agua destilada.

Leer en el Egpectrofotémetro, las absorbancias de las
lolucionol patrén y de las muestras a 520 nm contra el blanco .
correspondiente. Registrar las lecturas.

CALCULOS:

Para calcular el. porcentaje de alantoina en la muestra de
shampoo se utilizan las siguientes ecuaciones:

L
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80 100 120
* A
P2 P3

Donde:

L]

% Porcentaje de alantoina en la muestra de shampoo.
-Abm = Promedio de las absorbancias de las muestras,

Fr

Promedio de los factores respuesta de los patrones.

Abn = Absorbancia de la muestra,

Ap = Absorbancia del patrén.

" 6.3,3 DETERMIMACION DEL PARAMETRO ANALITICO: PRECISION DEL SISTEMA.

PREPARACION DE LA SOLUCION PATRON DE ALANTOINA.

Pesar 100 mg de  alantoina  estindar de referencia,
realizar diluciones ~con agua destilada hasta obtener una
concentracion de 200 ug/ml de solucién patrdn, equivalente sl 100%
con respecto al contenido tedrico de alantoins por cada 100 ¢ de
producto terminado.

PREPARACION DE LOS PATRONES.

De la solucion patron transferir por sextuplicado alicuotas de
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2 ml en tubos de ensayo de 2312200 mm, A estas muestras aplicar el
procedimiento para el desarrollo de color, ver apartado 6.2.1.

PREPARACION DEL BLANCO.

Preparar la solucion blanco con 2 ml de agua destilada vy
tratar de la misma manera que las muestras en el procedimiento para
el desarrollo de color. '

Leer las absorbancias de las muestras en el Espsctrofotémetro
a una longitud de onda de 520 nm contra el blanco correspondiente
y reglstrar las lecturas.



RESULTADOS,

En la tabla 18 se reporta las lecturas de absorbancias de los
patrones.

TABLA 18

ABSORBANCIAS DE LOS
PATRONES

PATRON ABSORBANCIA

0.897
0.760
0.763
0.732
0.733
0.989

N Ul & W N -

ANALISIS DE RESULTADOS:

El anilisis estadistico de los resultados se describe en el
anexo 3; al sustituir en las ecuacionss respectivas se obtiene los
valores de la desviacion estindar, la media aritmética y el
coeficiente de variacion.

anm 0.10611 abs
y = 0,81233 abs
cV = 13.06
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Donde:
abs = absorbancia

El sietema no es preciso debido a que el Coeficiente de
Variacion (desviacion estdndar relativa) de la respuesta de las
soluciones patrdén es mayor de 1.5%.

8¢ prosiguio con la validacién para determinar si esta
variacion es transferida al método analitico.
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6.2.3 DETERMINACION DEL PARAMETRO ANALITICO: LIMNEALIDAD DEL SISTEMA.

PREPARACION DE UNA CURVA DE CALIBRACION.

Preparar una curva de calibracién a partir de una solucion
concentrada de alantoina. :

Pesar 100 mg de alantoina eetindar de referencia, efectuar
diluciones con agua destilada hasta obtener una concentracion de 160
ug/ml, 200 ug/ml y 240 ug/ml, equivalente al 80%, 100% y 120% con
respecto al contenido teorico de alantoina por cada 100 g de
producto terminado.

PREPARACION DE LOS PATRONES,

De cada solucion transferir por triplicado alicuotas de 2 ml a

tubou‘ de ensayo de '23x200 mm, Aplicar el procedimiento pare -
.desarrollo de color, ver apartado 6.2.1. '

PREPARACION DEL BLANCO,

~ Preparar la solucién blanco con 2 nl de agua destilada 'y
tratar de la misma manera que las muestras en el procedimiento para
el desarrollo de color, ’

Lesr las absorbancias de las muestrae en el Espactrofotometro
& una longitud de onda de 520 nm contra el blanco correspondiente
¥ registrar las lecturas,
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RESULTADOS .

En la tabla 19 se muestra las lecturas de absorbancias de los
patronas para la curva de calibracion,

TABLA 19
CURVA DE CALIBRACION
CONCENTRACION = ABSORBANCIA

Hg/ml

160 ' 0.733
0,780
0,995

200 : 1,044
0.842
0.982 .

240 1.045 .
1.139
1.224

ANALISIS DE RESULTADOS.
Para determinar que el sistema se comporta adecuadamente, la
curva de calibracién a 3 diluciones debe presentar los siguientes

supuestos:

a) Efecto altamente significativo entre la transmitancia y' la
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concentracion de alantoina, dado un modelo de regresion lineal
simple.

b) No Be presenta falta de ajuste al modelo de regresion lineal
simple.

c) Variacién aceptable.

Para evaluar los dos primeros supuestos debe realizarse un
andlisis estadistico (ver anexo 3), al sustituir en las ecuacjones
respectivas se determino lo siguiente: '

Los valores de m y b eon:

m = 0.00750 abs/%

. b = 0,226 abs
Donde:
abs = absorbancia.

Los valores de S y.x, CVYy r 2 gon:

Syx = 0.10575 abe

CVv = 10.84 %

r? = 0.63298

El uUltimo supuesto se dvn;un.realizando el analisis estadistico que
8¢ pregenta en el anexo 3 y en la tabla 20 se muestra los resultados
"del anilisis de la varianza de la curva de calibracién de alantoina,
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TABLA 20

TA-LI DE ANADEVA PARA LA CURVA DE CALIBRACION DE ALANTOINA

FUENTE DE  GRADOS DE SUMA DE MEDIA DR F

VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS cal
REGRESION GLRs 1 SCR«0.,135000 ners0,135000 12.07"
ERROR DE

REGRES 1OK GLERs 7 SCER«0,078276 MCER«0,011182

FALTA GLFA® 1 SCFAs0,001800 NCFA=0,001800 0,72""
DE AJUSTE

ERROR GLEPe 6 scers0,076476 ‘MCEP0,012746

PURO

HeSIGCHIFICATIVO
NSaNO SIGNIFICATIVO

Existe una asociacion lineal significativa entre la concentracén
de alantoina .y la absorbancia, en- el intervalo de 160 pg/ml
(808) & 240 ug/ml (120%), ya que el efecto de regresion es
significativo en la tabla de anilisis de la varianza (Tabla 20).

El modelo lineal representa de manera correcta la relacién
entre concentraci¢n de alantoina y absorbancia, ya que no existe
talta de ajuste al modelo lineal, es decir, no se presenta aefecto
significiativo de la falta de ajuste en la tabla de analisis de
la. varianza (Tabla 20).

La variacién relativa de la absorbancia en el intervalo de
concentracion de alantoina de 160 jig/ml a 240 ug/ml es de 10.84%
(cv), :
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lLos criterios de aceptacion, se cumplen parcialmente. Respecto a la
asociacion lineal, esta es significativa; el modelo lineal es
correcto y la varliacién no es aceptable debido a que se excede del
1,54,

Se decidio seguir con 1la validacion, para determinar si 1los

criterios que no se cumplen, afectan de manera negativa tanto en la

exactitud, como en la precision del método,
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6.2.4 DETERMINACION DEL PARAMETRO AMALITICO: ESPECIFICIDAD DEL
) METODO.

PREPARACION DE MUESTRAS DE PLACEBO.

Pesar por triplicado 1 gramo de placebo de producto
terminado, disolver en una pequefla cantidad de agua destilada,
transferir a matraces volumétricos de 10 ml y aforar con agua
destilada. ’

Centrifugar las muestras durante 50 minutos a una velocidad de
6000 rpm. Separar la fase acuosa de la fase a6lida con una pipeta
pasteur., .
Transferir por separado en tubos de 23x200 mm, 2 ml de la fase
acucsa de las muestras de placebo, a estas muestras aplicar el
procedimiento para el desarrollo color, ver apartado 6.2.1. ’

PREPARACION DEL BLANCO.

Preparar la solucion blanco con 2 ml de agua destilada 'y
tratar de la wmigma manera que las mnuestras de placebo en el
procedimisnto para el desarrollo de color.

Leer los ‘espectros de absorcion de . las - muestras en el

Espectrofotdmetro a una longitud de onda de 520 nm contra el blanco
correspondiente y registrar las lecturas. '
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RESULTADOS .

En seguida se informa los espectros de absorcién de las tres
muestras de placebo de la formulacion,

ESPECTRO DE ABSORCION DE MUESTRA DE PLACEBO (1)

30 20 Y 00
T T T 0 §
$50.0 é
5000 &
[43]
4500 2
L] 400 B
i d S A R N 3
neprlefiesigfesduodin b et 3500 &
30 . 20 10 3000
ABSORBANCIA o
LECTURA:

“NO DETECTA PICOS
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ESPECTRO DI: ABSORCION DE MUESTRA DE PLACEBO (2)

30 20 10 0.0

6000
/| 550.0
500.0
450.0
4000
350.0
0 20 1o 300.0
ABSORBANCIA
LECTURA:
NO DETECTA PICOS
| ESPECTRO DE ABSORCION DE MUESTRA DE PLACEBO (3)
30 20 10 00
S T T B R
5500
15000
4500
4000
‘ e 3500
30 20 ‘ 10 00 300.0
ABSORBANCIA | .
: LECTURA: |
NO DETECTA PICOS

75

LONGITUD DE ONDA (nm)

LONGITUD DE ONDA (nm)



ANALISIS DE RESULTADOS:

En los espectros de absorcidén de los placebos se aprecia que no
hay respuesta, indicando que no hay interferencia por “los
excipientes presentes en la formulacién y su respuesta se debe
unicamente a la alantoina (ver anexo 1) con lo que se asegura la

ilpecificidad del método.
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6:2.5 DETERXINACION DEL PARAMETRO ANALITICO: EXACTITUD AL 100%

PREPARACION DE LA SOLUCION PATRON DE ALANTOINA.

Pesar 200 mg de alantoina estandar de referencia, realizar
diluciones con agua destilada hasta obtener una concentracion de 200
Hg/ml. .

A partir de esta solucion, preparar tres soluciones patron,
transferir alicuotas de 0.8 ml, 1 ml y 1.2 ml a un gramo de pladebo,
realizar diluciones con agua " destilada 'hasta obtener ' una
concentracion de 160 ug/ml, 200 ug/ml y 240 ug/ml equivalente al
80%, 100§ y 1208 respectivamente.

Centrifugar las muestras durante 50 minutos a una velocidad
de 6000 rpm, Con una pipeta pasteur, separar la fase acuosa de la
fave sdlida.

PREPARACION DE PLACEBOS ADICIONAbOS AL 100%.

Pesar por triplicado 1 g de placebo, adicionar 1 ml de
solucion patron de alantoina a una concentracion de 200 ug/ml.

Realizar diluciones con. agua destilada ' hasta ~obtener una-

concont;ncLOn de 200 ug/ml ‘equivalente al 1008, :
Centrifugar las muestras durante 50 minutos a una velocidad
de 6000 rpm, Con una pipeta pasteur, separar la fase acuosa de la

" fase solida.

De las tres soluciones patrén preparadas al 80%, 1008 y 120%,
agl como las tres muestras de placebos adicionados preparados al
1008, transferir 2. ml de la fase acuosa a tubos de ensayo de 23x200
mn, A estas muestras, aplicar el procedimiento para desarrollar
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color, ver apartado 6.2.1.

PREPARACION DEL BLANCO.

Preparar la solucion blanco con 2 ml de agua destilada y
tratar de la misma manera que las muestras en el procedimiento para
el desarrollo de color.

Leer las absorbancias de las muestras en el Espectrofotdmetro:

a una longitud de onda de 520 nm contra el blanco correspondiente y
registrar las lecturas. '

Repetir el procedimiento por el mismo anilista. | ’ i
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RESULTADOS,

En la tabla 21 se informa de las lecturas de absorbancias de los
patrones y placebos adicionados.

TABLA 21

LICTUW DE ARSORBANCIAS DE PATRONES ¥
PLACEBOS ADICIONADOS :

MURSTRAS ABSORBANCIAS
Placebo adicionado

M1 100% 0.759

Mz 100% 0,716

M3 100% 0,969
Patrones )

P11 sov¥ g‘;gg

P21 1008 0'911

Pat 120% ’
MUBSTRAS ) ABSORBANCIAS
Placebo adicionado

Mse 1008 0.943

Ms 100% . 0.933

M6 100% 0.906
Patrones

P12 e0% 0.814

P22 100% 0.849

Paz 120x 1.004

ESTA TESIS HO DEBE
AR DE LA BIBLIGTECA



ANALISIS DE RESULTADOS,
Para calcular el % recuperado (iR) se considera lo siguiente:

Para el caso del porcentaje recuperado de las muestras 1, 2 y 3; se
utilizan las lecturas de los patrones P/, P,y P,,. Para el caso
de las muestras 4, 5y 6; se utilizan las lecturas de los patrones
Piar Poa ¥ Pype

Al sustituir las lecturas de absorbancia respectiva en la ecuacidn
(10) del anexo 3, se genera la Tabla 22, donde &e reporta el
porcentaje recuperado de cada muestra,

TABLA 22
PORCENTAJE RECUPERADO DE ALANTOINA
MUBSTRA "SR
M1 : 93,70
M2 88.39
M3 119,63
M4 105.49
Ms 104.37
Ms 101.35

De la tabil 22 se define como variable de te_spuesta (y), al
porcentaje recuperado de la muestra (MR).

Ei analisis estadistico de la variable de redpueéta se describe

- 'eh €l anexo 3; al sustituir en las ecuaciones correapbndlentei 8se
determinc lo siguiente:
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los valores de y, 8 y CV son:
7 =102.1537 %
g = 10.7960 §
CV = 10,57 % .
El valor del intervalo de conflanéa para la variable de respuesta
[TH ' :

90.82 % < u < 113,49 %

El método es exacto a una cantldad'adiclonada'del 100%, ya que en

el intervalo de confianza ‘para el valor -del pardmetro (media

poblaclonal del recobro experlmental) se incluye el 1008,

La repetibilidad del método medida en términos de CV es de‘

1o §7%. el cudl se considera elevado.
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6.2.6 DETERMINACION DEL PARAMETRO ANALITICO: LINEALIDAD DEL METODO.

PREPARACION DE LA SOLUCION PATRON DE ALANTOINA.

Pesar 200 mg de alantoina estindar de referencia, realizar la
dilucion con agua destilada hasta obtener una concentracion de 200
Hg/ml, .

A partir de esta solucion, transferir alicuotas de 0.8 ml, 1
ml y 1.2 ml & un gramo de placebo, diluir con agua destilada hasta
obtener rebpoctlvamente concentraciones de 80 ug/ml, 100 ug/ml y
120 pg/ml equivalente al 80%, 100% y 120% .

Centrifugar las muestras durante 50 minutos a una velocidad de
6000 rpm. Con una pipeta pasteur separar la fase acuosa de la fase
sblida.

"PREPARACION DE PLACEBOS ADICIONADOS AL 85%.

Pesar por triplicado 1 gramo de placebo, adicionar 0.85 ml
de la soluciodn patrén de alantoina a una concentracion de 200 wg/ml,
realizar diluciones con agua deetilada hasta obtener una
concentracion de 170 ug/ml equivalente al 85%, '

PREPARACION DE PLACEBOS ADICIONADOS AL 100%.
Pesar por triplicado 1 gramo de placebo, adicionar 1 ml de la
solucion: patron de alantoina a una concentracién de 200 pug/ml,

realizar diluciones con agua destilada hasta obtener una
. concentracion de 200 ¥g/ml equivalente al 100%, ‘
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PREPARACION DE PLACEBOS ADICIONADOS AL 115%.

Pesar por triplicado 1 gramo de placebo, adicionar 1,15 ml de

la solucion patrén de alantoina a una concentracidén de 200 ug/ml,
realizar diluciones «con agua destilada hasta obtener . una
concentracitn de 230 kg/ml equivalente al 115%,

Centrifugar Las muestras de placebo adicionado al 85%, 100% vy
1158 durante 50 minutos a una velocidad de 6000 rpm. Con una pipeta
pasteur separar, la fase acuosa de la fase solida.

De las soluciones patrén preparadas al 80%, 100% y 120%, asi
como los placebos adicionados al 85%, 100% y 115%, transferir 2 ml
de la fase acuosa a tubos de ensayo de 23x200 mm., A estas muestras
aplicar el procedimiento para desarrollo de color, ver apartado
6.2.1.

PREPARACION DEL BLANCO,
Preparar la solucién blanco con 2 ml de agua destilada y

tratar de la misma manera que las muestras en procedimiento para el
desarrollo de color. ‘

- Leer las absorbancias de las muestras en el Espectrofotémetro
a4 520 nm contra el blanco correspondiente.
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RESULTADOS,

En la tabla 23 se informa de las lecturas de absorbancias de 1los
patrones y placebos adicionados,

TABLA 23

LECTURAS DE ABSORBANCIAS DK PATRONES X
PLACEROS ADICIONADOS

MUESTRAS ABSORBANCIA MUKSTRAS  ABSORBANCIA
Placebos Placebos
adicionados adicionados
M1 esy 0,839 Me 100% 0.759
M2 B8s% 0.830 Ms 100% 0.716
M3 86X 0,873 M6 100% 0.969
Patrones Patrones
Paox 0.876 Paox 0.787
Ptoox 1.056 Ploox 0.730
P120% 1.268 P120% 0.911

MUESTRAS ABSORBANCIA

Placebos
adiclionados
M7 116% 1.237
Me 118 1.108
M9 118y 1.154

Patrones
Paox 0.727
Pioox 1.039
Pi12ox 1.179
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ANALISIS DE RESULTADOS:

Para el cidlculo del % recuperado (%R) de cada muestra en el nivel
roupdctivp del % adicionado de alantoina, se calcula con la ecuacion
(10) del anexo 3.

Al sustituir las lecturas de absorbancia respectiva en la ecuacion
(10), Bse genera la Tabla 24, donde se reporta sl porcentaje
recupsrado de cada muestra.

TABLA 24
PORCENTAJE RECUPERADO DE ALANTOINA
NUBSTRA %R
M1 78.49
M2 77.65
M3 , 81.68
M4 93.70
Ms 88.39
Ms 119,63
M? 127.03
- Me 113,78
M9 118.50

A’partlt de la tabla 23 vy la tabla 24, se genera la tabla 25; ddnda
ge reporta el porcentaje adicionado de alantolna (X) y la cantidad.
recuparada de alantolna (y).



TABLA 25
PORCENTAJE ADICIOMNADO Y RECUPERADO
DE ALANTOINA '
x ‘ y
85 78.49
77.65
81.68
100 93.70
) 88.39
119.63
1186 127.03
113.178
118,50

De la tabla 25 se establece como variable predictora  (x) a la
cantidad adicionada y como variable de respuesta (y) a la cantidad
recuperada. ' ‘

El andlisis estadistico se describe en el anexo 3; ql‘suaﬁituir

en las ecuaciones respectivas se determino lo siguiente:

Los valores de my b son:

m= 1.34989 %a / % ¢
"b = -35.11667 Ar

Donde:
sa = porcentaje adicionado

§r = porcentaje recuperado
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Los valores de Sy.x, CV y r2 son los éiquientes:

Sy.x

v o= 9.73 %

r?

= 9,71219 §r

£ 0.78839

El analisis de la varianza en regresion lineal simple se describe
en la tabla 26.

TABLA 26

TABLA DE ANADEVA PARA LA LINEALIDAD DEL METODO DE ALANTQINA
FUENTE DE  GRADOS DE SUMA DB “IDX‘ DE . Fcal
VARIACION LIBERTAS CUADRADOS CUADRADOS

REGRESION  GLRal  SCRx2459.97002  WCR»2459.97002 26.08""
ERROR DE ’ '

REGRES 10N GLERs7 sc:n-660.;8634 NCER#94,32662

FALTA GLFAsl  SCFA»2,21201 NCFA$2,21201  0.89"F
DE AJUSTE :

ERROR GLEPs6 . SCEFe658.07433  WCEP#109.67906

PURO : R

- Wh m ALTAMENTE SIGNIFICATIVO
NS = NO SIGNIFICATIVO

El intervalo de confianza del 85% .para la ordenada al origen es:

-98.09 Ar < B < 27.85 %r
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El intervalo de confianza .del 95% para el coeficiente de
regresion (pendiente) es:

0,72485 %a / %r < M < 1,97493 %r / \a

Existe una asociacidén lineal altamente significativa entre la
cantidad adicionada y recuperada de alantoina en el intervalo de 170
ug/ml (85%) a 230 ug/ml (115%) (vease tabla 26).

El modelo lineal representa de manera correcta la relaciéon entre
la cantidad adicionada y recuperada de alantoina (veise tabla 26).

En el intervalo de confianza al 85% del parémetro ordenada al
~origen se lncluye el cero, por lo que el nmétodo carece de error
sistematico proporcional constante. ‘

_En el intervalo de confianza al 95% del parimetro pendiente se
incluye el uno, por lo que el método carece de error sistemstico

" proporcional.
El coeficiente de variacion de la regresion 1ineal simple es

mayor de 7.54; pero un andlisis pér duplicado de la muestra,
disminuye su variacion porcentual (CV) a un valor menor del 7.58.
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6.2.7 DETERMINACION DEL PARAMETRO ANALITICO: PRECISION DEL METODO,

PREPARACION DE LA SOLUCION PATRON DE ALANTOINA.

Pesar 200 mg de alantolna estandar de referencia, diluir con
agua destilada hasta obtener una concentracion de 200 ug/ml,

A partir de esta solucion, transferir allcuotas de 0.85 ml, 1
ml y 1,15 ml a 1 gramo de placebo, realizar diluciones con agua
destilada hasta  obtener respectivamente concentraciones de 170
ug/ml, 200 ug/ml y 230 pg/ml, equivalente al 85%, 100% y 115% .

Centrifugar las muestras durante 50 minutos a una velocidad de

6000 rpm. Con una pipeta pasteur separar la fase acuosa de la fase
gélida,

PREPARACION DE MUESTRAS CON PRODUCTO TERMINADO.

Pesar por triplicado 1 - gramo de ' producto terminado
(equivalente a 2 ng de alantoina), realizar diluciones con agua
destilada hasta obtener una concentracion de 200 ug/ml egquivalente
al 1008, ’ o

Centrifugar las muestras durante 50 minutos a una velocidad de

Godobrpm. Con una pipeta pasteur separar la fase acuosa de la fase
solida. ‘

De las soluciones patron preparadas al 85%, 100% y 115%, asi

-como las tres muestras de producto terminado, transferir 2 ml de la

fase acuosa a -tubos de ensayo de 23x200 mm. A estas muestras

~aplicar el procedimiento para desarrollo de color, ver el apartado
6,2:1,
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PREPARACION DEL BLANCO.

Preparar la solucion blanco con 2 ml de agua y tratar de la
misma manera que las muestras en el desarrollo de color.

Se leyeron las absorbancias de las muestras en el
Espectrofotémetro a 520 nm contra el blanco cerrespondiente y ee
registraron las lecturas,

. 8e repitio todo el procedimiento por el mismo anslista en otra
corrida independiente. , S : ' i
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RESULTADOS.,

En la tabla 27 se informa de las lecturas de  absorbancias de los
patrones y de las mueatras (provenientes de un lote de shampoo como
producto terminado).

TABLA 27

LECTURAS DE ABSORBANCIAS DE
PATRONES ¥ MUESTRAS

ABSORBANCIAS DE LAS MUESTRAS

NUESTRA DIa

(100%) 1 2
M1 1,064 0,874
M2 0,961 0,805
My 0,855 0,769

PATRON ‘ :
Pesy 0.885 . 0.614
Pioos 0,869 0.717
P115y 1.110 0,876

ANALISIS DE RESULTADOS.

Para el calculo del & de: alantolna (\R) preaente en el producto, se
utiliza la ecuacién (16) del anexo 3, '

‘Para el caso del porcentaje recuperado de las muestras, se omplea la
abeotbancla de la curva de calibracion respectiva.
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Al sustitulr las lecturas de absorbancia respectiva en la  ecuacion
(16), se oenera la tabla 28, donde se reporta el porcentaje de
alantoina de las muestras, analizadas en los 2 dias.

TABLA 28

PORCENTAJE DB ALANTOINA
EN SHANPOO

DIA
1 3

111,62 119,21 3
100,82 109,80 : !
88,58 100,95 :

De la tabla 28 se establece como variable de regpuesta al porcentaje r
. de alantoina en el producto y como factor bajo estudio, el dia, v i

' Kl anéliltl‘cltadxstlco se describe en el anexo 3, en la tabla 29 se '
informa el’an#ltlts de la varianza, )
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TABLA 29

TABLA DE ANADEVA
EN SHANPOO

SVALUACION DEL XFECTO DEL DIA EN LA DETERMINACION DE ALANTOINA

VARIACION  LIBERTAD DE CUADRADOS

FUENTS DB GRADOS OR SUMA MEDIA DE CUADRADOS Fcal

Ej(i) GLE» § SCE = 432,5324 MCE » 108.1331

5 GLoy 1 SCO = 139,5872 wco »139,5872  1.29"5

N8 . & NO SIGHIFICATIVO

El anilisis de la varianza indica que la fuente de variacion dia no

afacta a la variable de respuesta.

El valor del coeficiente de variacion total CV es:

CV = 10.17 %

La variacion de un analisis por triplicado, disminuye el coeficiente

de variacion & 5.87 (¢v / {3 ), el cusl es menor a 7.5%.

gl coeficiente de variacion total excede el 7.5%, pero
coeficiente de variacion de un analisis por triplicado, no

excede.

- El método es rapraducible entre dlas,

el
lo



7 CONCLUSIONES:

De acuerdo con los resultados obtenidos en @l desarrollo del
método puede decirse que los modelos estadisticos utilizados
permitiexon encontrar las variables analiticas para definir la
técnica tinal. '

En cuanto a la validacién del método puede decirse lo siguiente:

El sistema no es preciso debido & que el coeficiente de variacion
no cumple con el criterio de aceptacion,

La linealidad del sistema cumple de manera parcial con los
criterios de aceptacidn.

cumple con la especificidad para un método de control de calidad
en la determinacion de alantoina para la formulacion de interés,

El método ems exacto a unlicantidld adicionada de 100%,
Es lineal el método dado que cumple con los ctltorlbo de
~aceptacion de la linealidad, seiempre y cuando la musstra sea

analizada como minimo por duplicado.

En cuanto a la precision del método eete ss reproducible entre
dias. ‘

8¢ -concluye que el método pusde usarse con cierta confiabilidad
para determinar alantoina en shampoo.

‘Por‘conniqulonte se cumplleron los objetivos plantoidon.
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En la exactitud del método se sugiere que la nuestra sea -

onpliuda por triplicado,

En la linealidad del método,: el coeficiente de variacion de la
regresion lineal simple es mayor de 7.5%, por lo que se recomienda
realizar el analisis por duplicado o triplicado de 1a muestra con lo
que disminuye la variabilidad del método.

Para la precision del método el coeficlente de variacién total

excede del 7.8 por lo que se sugiere realizar el analisis de la-

muestra por triplicado para que disminuya su valor.
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9 SECCION DE  ANEXOS
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9.1 ANEXO 1

DRTERMINACION DE LA LONGITUD DE ONDA.

Para determinar la longitud de onda a la que ss leyeron las
muegtras en el Espectrofotometro se realizo lo siguisnte;

Se trataron alguncs componéntea del producto terminado, asi como

a la alantoina y se realizaron barridos en el Espectrofotometro para

" determinar su posible interferencia en la obtencidén del miximo de la
alantoina.

Por otro lado, se trato a la . alantoina as! como producto
terminado con la técnica descrita en el apartado (6.1.1) y s8e
realizaron barridos en el Espectrofotometro.

Con la obtencién y comparacion de los maximos de absorcion tanto
del producto terminado y alantoina pudo determinarse la longitud de
onda a la que se realizarian las lecturas de las muestras tratadas,
siendo ssta de 520 nm.

Los espectros do"ablotciOn obtenidos para . una mueltfn de
alantoina y producto terminado se muestran a continuacidn.
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ESPECTRO DE ABSORCION DE UNA MUESTRA DE SOLUCION ESTANDAR

DE ALANTOINA (CONCENTRACION 8 mcg/ml)

1.0 0.5 0.0
: : ; : ; : : ; : ~1 6000 ~
: ; : ! : _ E
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. : ; ; ; R S
10 05 3000
ABSORBANCIA LONGITUD DEONDA  ABSORBANCIA
‘ §20.0 nm (MAX) 0.280 ABS

ESPECTRO DE ABSORCION DE UNA MUESTRA DE PRODUCTO TERMINADO

DE ALANTOINA (CONCENTRACION 176 mcg/ml)
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9.2 ANEXO0 2

2.1.0 Anilisis estadistico por el Disefio de Plackett-Burman.
El analisis estadistico por volumen consiste en:

1) Calcular los totales de cada condicién de anslisis mediante las
siguientes ecuaciones.

Y. s Y11 + Y12
Y2. & Y21 + Y22
Y3, s Y31 + Ya2
Ye. = Y1 + Ya2
¥6. « ¥51 + Y62
¥6. s Y6t + Y62
Y7. » Y71 + Y22

+ Ye2

Yo, = Y81
Al sustituir y reducir se obtiene su valor.

2) Calcular el valor de los coeficlentes lineales con las siguientes
ecuaciones. .

Yi. +.¥2. +. . .. .+ Ye.
8r

(Y1, + ¥Y2. + Y3, +¥5.) - (Y4 + Y6. + Y7. + Y8, )

al =

8 r
az = ( Y2. + Y. + Y4, + ¥6.) = - (¥Y1. + ¥6. + Y7. ¢+ Y8. )
. 8 r
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ag = (Y1, + ¥3, + V6. + ¥Y7.) = ( ¥2. + ¥a. + ¥s5. + ¥8. )

8r

Donde ,
r = numero de replicaciones (en nuestro caso r = 2).

Al gustituir y reducir se obtiene el valor de los c‘oetlclenta‘s ‘

lineales (ver tabla 5). B ‘

2.2.0 Analisis estadistico por el Disefio Pactorial com 3 factores a ,
2 niveles. v

El analisis estadistico por volumen consiste en: ; ’

1) Calcular los totales de cada condicion de anslisis con las
siquientes ecuaciones.

Yn‘t. = Yun

* Yz
Yua. = ¥uz2s + Yz
Yi2i. = Yiany + Y2
Yizz. = Y21+ Yizzz ﬁ )
Yau. = Cyau o+ Y 3
Y212, = Y2121 ¢+ Y22
Y22y, = Y2211 +  Yaaxz ‘ ‘ ‘ i
Y222, = Y2221 + Y2222 '

Al sustituir y reducir se obtiene su valor.
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2) Construir la tabla de Anadeva,

En la tabla A se muestra la tabla de anadlisis de la varianza (Tabla
de Anadeva), Al sustituir y reducir se obtiene la tabla 10 y 11.

TABLA A
TABLA DE ANADEVA

PUENTE DE GRADOS DE SUNA DE MEDIA DE CUADRADOS Fcal
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS

X 1 8Cx= —I% MCx .= SCx MCx/MCe
: 8r
2 X
z 1 8Cz= —I& MCz = SCz MCz/MCe
8r
W 1 §Cw= —3W__ MCw = SCw MCw/MCe
. 8r :
2 .
Xz 1 8Cxz= —IXE MCxz = SCxz  MCxz/MCe
ar :
’ 2
%W 1 SCxw= —3X¥__ MCxw = SCxw  MCxw/MCe
. 8r ' . R
2
v 1 SCzw= —32¥__. MCzw = SCaw ~ MCzw/MCe
: 8r ;
' 2
Xzw 1 SCxzw=—3%2¥__  MCxzw = SCxzw  MCxaw/MCe
) 8r

P 8(r-1) SCe=NEEryijkl%-LLEyijk® Mce = SCe/gle
. r .
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Donde:

Los valores de los contrastes de X, 2, W, X2, XW, ZW y - XZW
calculan mediante la tabla B y las ecuaciones correspondientes.

TABLA B
A CT ORTESS
TOTAL -
 § L] Xz xw W X
Y11, - - - + + -
Y, - - + - - +
Y21, - + - - + - +
Y122, - + + - - + -
Ya. + - - - - + +
Y212, + - + - + - -
Y221, + - - - -
Y222, + + + + + o+
qx= (Y211.+ Y212.¢ Y221.¢ ¥222.) = (¥Y111.¢ ¥Y112.s Yi21.¢ ¥222.)
qz= (Y121.¢ Y122.4 Y221.4 Y222.) = (Y111.4 Yinz.o'valafo Y212.)
qw= (Y112.0 Y122.4 Y212.4 Y222.) = (Y1114 Yi21.4 ¥z||.o'¥zz|;)
qxz= (Yu111,9 Y112.s Y221.4 ¥222.) = (Y121, Yi22,¢ Y211.0 ¥Y212.)
qxw= (Y1130 Y1210 ¥212.0 Y222.) = (¥112,0 ¥122.4 Y211.4 Y221.)
qzw= (Y1110 Y122.¢ Y2110 ¥222.) = (¥112.0 Y1210 Y212.0 Y221.)
qxzw=(¥112.+ Y121.+ Y2114 Y222.) ~ (Y111.4 Y1224 Y212.4 Yza21.)
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Al sustituir y reducir para cada volumen se obtiene su valor.

3) Estimar los efectos del modelo, mediante el calculo del valor de
los coeficientes lineales con las siguientes ecuaciones:

@o Y414+ Yr12.4+ Y214+, . . . .. + Y222.
8 r

['3} =—g!—— o2 =—-Q-z——- u3 =.JL

8r o Bx 8r

at2 =-g¥-—z-—-_ xi3 =.QX_!L..
8r ’ Br
t

a2y =AW __ ‘ » a123 = -JXEW,

8r 8r

Donde r = nimero de replicaciones {(en nuestro casgo r= 2),

Al sustituir y reducir para cada volumen ge obtiene Bu valor, ver
tabla 12.

2.3.0 Anilisia estadistico por el Diseilo Pactorial con 2 factores a.
2 niveles. R e ' o
El analisis estadlstiqo para el volumen de 2 ml consiste en.

1) Calcular los totales de cada condicion de analisis mediante las
siguientes ecuaciones.
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Yir. = Yi11 + Y12
Yi2, = Y121 + Y122
Y21. = Y211 + y212
Yez2. = Ya21 + Yaa2

Al sustituir y reducir se obtiene su valor,
2) Construir la tabla de Anadeva..

En la tabla € se describe la tabla de anilisis de la varianza (Tabla
de Anadeva). Al sustituir y reducir se genera la tabla 16.

TABLA C
TABLA DE ANADEVA
PUSNTE DE  GRADOS DX SUNA DE HEDIA DE CUADRADOS Foal
VARIACION  LIBERTAD CUADRADOS
L 2
X © 1 sex =% MCx = SCX  MCx/MCe
4r : )
2 ‘ .
2 1 scz =92 . MCz = 8Cz  MCz/MCe
, ar ‘
. 2
X2 S Scxz =-1%2 MCxz = SCkz MCxz/MCe
4r ) :
€ a(r-1) sces Epsyijk?- EEELL yeo - SCC
‘gle
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Donde:

Para calcular los contrastes de los factores X, 2 y X2 se
considera la Tabla D.

TABLA D
TOTAL i ¢ 3 b ¢
Yi1. - - +
Yiz2. - + : -
Ya1. + - -
Yaz. + + +

X, 2 y XZ: FACTORES.

Log valores de los contrastes de los factores se obtiene t
mediante las siguientes ecuaciones: '

qr = (Y21, + Y2z2:) = (Yi1. + Y12.)

i . - ' |
qz = (Y12, « Y22.) = (Y. + Yeur.) ) :
gxz= (Y11, + Y22.) = (Y12, + Y21.)

3) Estimar los efectos del modelo, calculando el valor de los -
coeficlentes lineales con las siguientes scuaciones: '

Y114+ Yi2.+ Y214 Y22,

ao
4r
al =-9’L— a2 a—gg__ a3 =—3¥_z._
4r. . : ir 4r

- Donde r = numero da'replicaciones‘(en nuestro caso r = 2)
Al sustituir y reducir se obtiene la tabla 17,
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9.3 ANEXO0 3
3.1.0 Analisis estadistico de la precisitn del sistema.

El andlisis estadistico consiste en:

1) Definir'la variable de respuesta.(y). Para este caso la variable
de respuesta (y), es la absorbancia de las soluciones coloridas, las
cuales @e reportan en la tabla 18.

2) Calcular el coeficiente de variacidén (CV) de 1la vatiablo‘ de
respuesta (y= absorbancia), empleando la ecuacidn (1).

8
CV = = 100 Ceee(l)
) 4

Donde: .
8 = desviacion estindar de y.

7 = media aritmetica de y.

Para obtenet 8y P, se emplean las ecuaciones (2) y (3):

i’y - (Ep? :
8= ...(2)
n {(n~1) .

e (3)
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Al sustituir y reducir se obtiene su valor.

3.2.0 Anilisis estadistico de 1la linealidad del sistema.
Bl anallais estadistico consiste en:

1) Ajuatar la reléciOn bivariada a un modelo de regresién lineal
aimple:

}"mx*b ) 100(4)

Donde! N :
y = variable de respuesta estimada por el modelo

X = variable predictora
m = coeficiente de regresion
b = ordenada al origen.

La variable de respuesta (y), es la absorbancia y la variable
predictoria (x) es la concentracién expresada en §&. La
concentracion de 160 ug/ml, representa un 808, la concentracién de
200 ug/ml representa un 1008 y la concentracion de 240 ug/ml
representa un 120%.

Los estimados de m y b, utilizando el método de minimos cuadrados,
se calculan con las ecuaciones (5) y (6), utilizando 1la informacion
-de la tabla 19.

nLixy-(Sx)(Ly)
m= = 5 c(8)
n(ix*®)-(x) c .
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Ly-m(Lx)
b = eed(6)
n .

Ai sustituir y‘ reducir en las ecuaciones (5)v y (6) se. obtiene su
valor, '

2) Estimacién de la variacion de la variable de respuea'ta éjuétada
al modelo y la medida de asociacion entre las variables dado el
maodelo. :

La desviacion estindar de regresion (Sy.x), el -coeficiente
de variacidén (CV) y el coeficiente de determinacion (r?), se
calculan con las ecuaciones (7); (8) 'y (9). :

ty?-m(Zxy)-b(y)

syx = )
Sy.x ‘ ‘ :
cv = 100 e (8)
. (n(txy)-(tx)(ty))?
£o= F; Z 2 7z (9
_ (n(Ex®)-(Ex)%)(n(Ey®)=~(Ly) ")
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‘Al sustituir la informacioén ‘en las ecuaciones respectivas y . al
reducir se obtiene su valor,

3) Determinar si existe asociacion altamente significativa entre
las variables x y y (predictora y de respuesta), y se presenta

falta de ajuste al modelo lineal, mediante el anilisis de la

varianza del modelo de regresién simple. En la tabla E ge
presenta la tabla de anilisis de la varianza.

TABLA E
TABLA DE ANADEVA
‘PURNTE DB GRADOS DE SUMA DE CUADRADOS MEDIA DE FCﬂl
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS
REGHESION GLWsl  scRe m (Exy) + b(Ly) - (Ey)° wcme %%; %%%n
n
SCER

ERROR DE GLERsN=2  SCERe Ey2— m (Lxy) =~ b(Ly) nCERs .
REGRESION

FALTA GLFASGLER-GLEP -SCFAs SCER - SCEP NCFAs  sovmm

OE AJUSTE - 2 Mcer
Ly
ERROR GLEP#C(r~1) sceps Iy? - ——%— NCop:'%%%%
PURO , ‘ ,
Donde:

‘n = Numero de pares ordenados x y y (predictora y de respuesta).
I y = Suma de la absorbancia en la curva estandar.
Ixy = Suma del producto cruzado de la concentracién de alantoina
adicionada (mg/ml) con la absorbancia.
£y2 = Suma del cuadrado de la absorbancia en la curva estandar.
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r = Numero de replicaciones por concentracién de la alantoina
adicionada.
¢ = Numero de concentraciones de la curva de calibracién,

Suma de los cuadrados de los totales de absorbancia de cada
concentracion.

]

Al efectuar los calculos respectivos y al reducir, se genera ia‘
tabla 20,

3.3.0 Andlisis estadistico de la exactitud de método.

Para determinar el % recuperado (%R) se emplea la ecuacidn (10).

80 100 120
+ +

A0 Ai120

AR = S A, e (10)

'ponde:
iy Absorbancia de la muestra

go = Absorbancia del patron al 80%.
100° Absorbancia del patrén al 100%.

A
A
A
A o Absorbancia del patrdn al 1208%.

12
El analisis aétadiatico de la variable de respuesta (y), consiste

en:
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1) Estimacion de la media aritmética (;), desviacion estandar. (s)
y coeficiente de variacién (CV) de la variable de respuesta (y)
se determinan con las ecuaciones (3), (2) y (1) anteriormente
descritas.

2) Estimacion por intervalo con una confianza del 95% para
el verdadero valor de la variable de respuesta. El intervalo se

‘deacrlbe en la ecuacioén (11).

, 4 s
0.975, n-1 <ue<y+t

r;r— 09’5,!11 r"ﬁ""

. {11)

<1
1
L

Al sustituir Y reducir se obtiene su valot.

3.4.0 Anilisis estadistico de la linealidad del método.
El analisis esiadlstico consiste en:

1)~ Ajuétar la’ relacién bivariada al modélo de regresion lineal
simple mediante la siguiente ecuacién,

} =mx+b
Donde: -
; = variable de respuesta estimada por el modelo.
X = variable predictora.
"m = coeficiente de regresién (pendiente).
b = ordenada al origen,



Los estimados de m y b, utilizando el método de minimos dugdrados se
obtiene con las ecuaciones (5) y (6).

2) Estimacién de la variacién de la variable de respuesta ajustada
al modelo, y la medida de asociacién entre las variables dado el
modelo, ' mediante ' la desviacién estindar de regresiéon (S y.x),
coeficiente de variacion (CV) y coeficiente de determinacioén “.2)
que se calculan con las ecuaciones (7),’ (8) Y (9).

3) Determinar si existe asociacién entre ambas variables (prodictofa

y de respuesta) y el modelo lineal es el correcto, para describir la-

relacion entre x y y. El andlisis de la varianza en regresién
lineal simple se describe en la tabla 26, ' Los . caAlculos ' &e
realizan de acuerdo con las férmulas indicadas en la Tabla K.

4) Eatiuclon por intervalo con una confianza del 85% = para: el
valor del parimero de ‘la ordenada al origen.

El intervalo de confianza esta dado por la ecuacitn (12).

b=~-t Sb ’<B<b’*t

0.978, A=2 0,978, n=2 Sb 000 (12)
Donde:
s i B x F) ) ) ‘
8 =8 y.x — cee(13)
b n 2. (rx)?
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Al sustituir la informacion respectiva en las ecuaciones (12) y
(13); y al reducir se obtiene su valor,

5) Estimacion por intervalo con una confianza del 95% para el

valor del parimetro del coeficiente de regresién (pendiente). EL

intervalo de confianza se calcula con la ecuacién (14).

Rt o, -2z Sm Mt 0, ne2 Sn o0 (14)
Donde:
1 ‘
S =8 y.x .o (15)
a £x- {Lx) ? ' '

n

Al sustituir la informacién respecitva en las ecuaciones (14)
y (15); y al rsducir se obtiene su valor.

3.5.0 Andlisis estadistico de la precision del método.
Para calcular el % de alantoina (%R) presente en el producto, se

utiliza la ecuacion (16).

85 100 115

+ +
| A P00 s '
R = - A, .16
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Donde:

A, = Absorbancia de la muestra

Ags = Absorbancia del patrén al 85%,
A100° Absorbancia del patrén al 100%.
Ar5° Absorbancia del patron al 115%.

El anidlisis estadistico consiste:

1) Definir al modelo que represente la relacién entre 1la variable
de respuesta y el factor bajo evaluacién mediante la ecuacion ((17).

Vi = u o+ 61 + €J0d) v (17)

Donde:
‘ ylj = variable de respuesta.
o= leQia pbblacional de la variable de :nlpudnta;

61 = Efecto del dia (corrida o anilisis) en la variable
de respuesta. (i=1..d)
‘j(i) = grror de método. (j=1...r)

2) Establecer si la fuente de variacidn (dia) afecta a la variable
de respuesta, mediante el analisis de la varianza, La tabla del
anélisis se describe en la tabla . S
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TABLAF

TABLA DE AWADEVA

SVALUACION DEL EFPECTO DEL DIA EN LA DETERMINACION DE ALANTOINA

2 Ly
€50d) aLesd(r-1) sces PP¥ij -——f.—'——- nc:--—ﬁ-{{—-

RN SHAMPOO
FUENTE DE GRADOS DR SUNA MEDIA DE CUADRADOS FEaI
VARIACION LIBERTAD DR CUADRADOS
2 2
Eyi' ¥y SCD NCD
61 GLDad=1 Schs - —dgr WCDw o F YT

Al realizar los cadlculos correspondientes y al reducir se obtiene la

‘tabla 29,

3) Calcular el coeficiente de variacion total, que esta dado

por la ecuacion (18).

2
, C 2 Y.,
( myii = ——dr )
dar -1
v = ; ‘ * 100 ..(18)
yl'
dr

Al efectuar los cilculos, al sustituir y reducir se obtiene su

valor.
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10 SECCION DE GRAFICAS
 DE CONTORNO
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GRAFICA DE CONTORNO | DEL MODELO
VOLUMEN: 2 mililitros.

X = HIDROLISIS ALCALINA = 1S MIN,

W)

TIEMPO DE ENFRIAMIENTO

A

2MIN. HIDROLISIS ACIDA
Y = ABSORBANCIA DE ALANTOINA
MIN. =MINUTOS

GRAFICA DE CONTORNO Ii DEL MODELO
VOLUMEN: 2 mililitros.

X = HIDROLISIS ALCALINA = 5 MIN

TIEMPO DE ENFRIAMIENTO

ﬂ 9
2MIN, HIDROLISIS ACIDA TMIN.

Y = ABSORBANCIA DE ALANTOINA
MIN. = MINUTOS '
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GRAFICA DE CONTORNO Ill DEL MODELO
VOLUMEN: 4 mililitros.

X = HIDROLISIS ALCALINA = 15 MIN.

-t 13

TIEMPO DE ENFRIAMIENTO
w

2MIN, HIDROLISIS ACIDA 7 MIN.
Y = ABSORBANCIA DE ALANTOINA
MIN. = MINUTOS

GRAFICA DE CONTORNO IV DEL MODELO
VOLUMEN: 4 mililitros.

‘X = HIDROLISIS ALCALINA = § MIN,

7 \

“T13

2 MIN. HIDROLISIS ACIDA TMIN,

" Y = ABSORBANCIA DE ALANTOINA
~ MIN. = MINUTOS




GRAFICA DE CONTORNO V DEL MODELO
VOLUMEN: 2 mililitros.

X = HIDROLISIS ALCALINA = 15 MIN.

0.9

v

2MIN. HIDROLISIS ACIDA 6 MIN,
Y = ABSORBANCIA DE ALANTOINA

MIN. =MINUTOS
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