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INTRODUCCION

El presente trabajo tiene como objetivo, desarrollar y validar un método analitico para
cuantificar, cloruro de cetilpiridinio en enjuague bucal, cuya principal aplicacién es la de
reducir la placa bacteriana, ya que en la cavidad bucal se dan condiciones micro
ambientales ideales de temperatura y aporte de nutrientes adecuados, para un amplio
rango de agentes microbianos.

Este estudio de validacion, se llevo a cabo por medio de un método analitico instrumental
como es la espectrofotometria ultravioleta visible, se utiliza un espectrofotémetro

UV/Visible modelo 2800 Cole Parmer y celdas de cuarzo de 1 cm de paso dptico.

Se realizd la validacion del sistema, utilizando como estandar el principio activo, cloruro
de cetilpiridinio, Ronacare CPC-1, del proveedor Merck, y para realizar la validacion del
método se utilizé un enjuague bucal, fabricado y formulado dentro de los laboratorios de

desarrollo e investigacién de una empresa cosmética.

Existe un método basado en una titulacién de tipo volumétrico, este método tiene su
fundamento en el procedimiento descrito por Rosen (1987) que consiste en una

valoracién, en presencia de un indicador dcido mixto bifasico, (acuosa - orgdnica).

El método se basa en la reaccidén que tiene lugar entre el indicador de naturaleza anidnica,
como es el azul de bromofenol con el cloruro de cetilpiridinio, que en medio acido fuerte,
se encuentra en su forma catidnica, el cual forma un complejo que es extraido en la fase
organica cloroférmica.

Al ir afiadiendo el reactivo titulante, como es un tenso activo de naturaleza anidnica
dodecilsulfato de sodio, éste ira neutralizando al cloruro de cetilpiridinio, y en el punto
final, el tenso activo anidnico, reaccionara con el indicador de caracter catidénico, como es
el bromuro de dimidio, formando un complejo de color rosa, que se extrae en la fase

organica.



Este método es caro y laborioso por lo que se pretende desarrollar un método analitico
instrumental validado, para la cuantificacién del principio activo cloruro de cetilpiridinio,
que sea mas barato y de rapida elaboracidn, para el registro de estos productos, ya que

estdn clasificados como, productos higiénicos clase I.



OBJETIVO GENERAL

Lograr obtener, el desarrollo de un método analitico para realizar la cuantificacién del
cloruro de cetilpiridinio en el enjuague bucal, por espectroscopia Ultravioleta Visible que
sea de facil aplicacion, que genere un ahorro en cuanto a costo y tiempo, y de esta forma

facilite la regulacidn a empresas dedicadas a la fabricacidn de productos higiénicos clase I.

OBJETIVOS PARTICULARES

v Desarrollar un método especifico de cuantificacién para el cloruro de cetilpiridinio

v Realizar la validacion del método analitico desarrollado, para la cuantificacion de

cloruro de cetilpiridinio

v Evaluar los parametros de validacidon como: linealidad, especificidad, precision,

exactitud, repetibilidad, reproducibilidad, etc. tanto del sistema como del método

v' Una vez obtenido el método validado aplicarlo en productos comerciales que

contengan como principio activo el cloruro de cetilpiridinio.



CAPITULO |

GENERALIDADES



1.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

Anton van Leeuwenhoek, descubrié organismos vivos depositados en los dientes (ahora
llamado placa bacteriana). Experimentd con muestras de estas bacterias, afiadiendo
vinagre y brandy, observo como se inmovilizaban y morian estos organismos suspendidos
en el agua. Experimento sobre él mismo y sobre otras personas enjuagando la boca con
vinagre y brandy, y encontré que los organismos continuaban en la placa bacteriana. El
concluyo acertadamente, que el enjuague no permanecia suficiente tiempo en la boca
para destruir a los organismos. Dejo este apartado hasta finales de los afios 1960 cuando
Harald Loe, demostré que, un compuesto de clorohexidina podria prevenir el desarrollo
de placa dental. La razén de la eficacia de la clorohexidina, es que se adhiere a la
superficie dental, permaneciendo mds horas en la boca. Desde entonces el interés
comercial por el enjuague ha sido intenso con gran reclamaciéon de productos para

combatir la placa bacteriana y las infecciones que esta conlleva como la gingivitis.
1.2 FORMACION DE PLACA DENTAL Y ENFERMEDADES PERIODENTALES

El acimulo de placa supragingival, conduce inevitablemente a gingivitis. La periodontitis,
se desarrolla a partir de gingivitis localizada. Los mecanismos fisioldgicos y bacterianos
especificos del huésped, que inducen el paso de gingivitis a periodontitis, no son del todo
conocidos, por tanto la prevencion de la enfermedad periodontal se basa en la
disminucion de la placa. Si a esto afladimos el insuficiente control mecanico de la misma,
por técnica incorrecta de cepillado, y por habitos higiénicos bucodentales inadecuados, en
una parte extensa de la poblacién, parece clara la necesidad de utilizar un agente
antimicrobiano que complemente el control de la placa bacteriana de forma continua y
eficaz.(18)yef

La formacion de placa, es un proceso dinamico y ordenado. Sobre una superficie dentaria
limpia se establecen primero los formadores de placa primaria, los estreptococos, cuya
presencia es esencial para la adhesién de otras especies bacterianas. Las especies
siguientes aportan los medios y la creacién de un ambiente adecuado para la adhesién y
proliferacion de otros microorganismos, aumentando la placa en cantidad y calidad
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bacteriana. En la formacion ordenada de placa, estan involucrados procesos de
adherencia microbiana, proliferacion y divisiéon bacteriana.(18),.r

La limpieza mecanica, actua sobre la superficie dentaria no esterilizando la superficie sino
limitando la masa bacteriana, dejando una pequefa placa no patégena que es compatible
con salud gingival.

Las sustancias quimicas actuan sobre la placa bacteriana, cuantitativa y cualitativamente
por los siguientes medios:

e Evitando la adherencia bacteriana, con agentes antiadhesivos. Las sustancias
antiputrefaccion o los hipocloritos son antiadhesivos, pero son tdxicos en el medio
bucal.

e Deteniendo o retrasando la proliferacién bacteriana con antimicrobianos.

e Eliminando la placa bacteriana establecida con lo que a veces es llamado el
"cepillado dental quimico".

e Alterando la formacidn de la placa. Esto no se ha intentado, dada la incompleta
comprension de la etiologia bacteriana de la gingivitis.

Los agentes inhibitorios mas eficaces son aquellos cuya accidn persiste en la boca durante
el mayor tiempo posible, la persistencia de la acciéon o sustantividad depende de varios
factores:

1. Retencién prolongada por adsorcidn en las superficies bucales, incluidos los
dientes cubiertos por pelicula.

2. Conservacién de la actividad antimicrobiana una vez adsorbidos.

3. Neutralizacion minima o lenta de la actividad antimicrobiana en la cavidad bucal o

lenta desaparicidn de las superficies.

11



1.3 CARIES DENTAL

La caries es una enfermedad infectocontagiosa multifactorial que se caracteriza por la
destruccién de los tejidos duros del diente, como consecuencia de la desmineralizacién
provocada por los acidos que genera la placa bacteriana a partir de los restos de
alimentos, que se exponen a las bacterias que fabrican ese acido, de la dieta, la
destruccién quimica dental se asocia a la ingesta de azlcares y acidos contenidos en
bebidas y alimentos, la caries dental se asocia también a errores en las técnicas de higiene
asi como pastas dentales inadecuadas, falta de cepillado dental, ausencia de hilo dental,
asi como también con una etiologia genética, se estudia aun la influencia del pH de la
saliva en relacién a la caries. Tras la destruccion del esmalte ataca a la dentina y alcanza la
pulpa dentaria produciendo su inflamacién, pulpitis, y posterior necrosis (muerte pulpar).
Si el diente no es tratado puede llevar posteriormente a la inflamacion del area que rodea
el dpice (extremo de la raiz) produciéndose una periodontitis apical, y pudiendo llegar a

ocasionar un absceso, una celulitis o incluso un flemon.(18).f

1.4 ETIOLOGIA DE LA CARIES

La caries dental es una enfermedad multifactorial, lo que significa que deben concurrir
varios factores para que se desarrolle. Hasta el momento las investigaciones han logrado

determinar cuatro factores fundamentales:

1. Anatomia dental: la composicién de su superficie y su localizaciéon hace que los
dientes retengan mdas o menos placa dental. Por ejemplo, los dientes posteriores
(molares y premolares), son mas susceptibles a la caries ya que su morfologia es
mas anfractuosa y ademas presentan una cara oclusal donde abundan los surcos,
fosas, puntos y fisuras, y la lengua no limpia tan facilmente su superficie; las zonas
gue pueden ser limpiadas por las mucosas y por la lengua se denomina zona de
autoclisis. Ademas es necesario nombrar el rol del hospedero a una mayor o

menor incidencia, debido a una susceptibilidad genética heredada o bien por
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problemas socioecondmicos, culturales y relacionados al estilo de vida (estos
ultimos condicionardn sus habitos dietéticos y de higiene oral).

Tiempo: recordemos que la placa dental es capaz de producir caries debido a la
capacidad acido génica y acido resistente de los microorganismos que la colonizan,
de tal forma que los carbohidratos fermentables en la dieta no son suficientes, sino
que ademas éstos deben actuar durante un tiempo prolongado para mantener un
pH acido constante a nivel de la interfase placa - esmalte. De esta forma el
elemento tiempo forma parte primordial en la etiologia de la caries. Un drgano
dental es capaz de resistir 2 h por dia de desmineralizaciéon sin sufrir lesién en su
esmalte, la saliva tiene un componente amortiguador en este fenémeno pero el
cepillado dental proporciona esta proteccién, es decir, 30 min posterior a la
ingesta de alimentos el drgano dental tiene aun desmineralizacion, la presencia de
azucar en la dieta produce 18 h de desmineralizacién posterior al cepillado dental
asociado como destruccidon quimica dental independientemente de la presencia de
un cepillado de calidad en el paciente.(13).f

Dieta: la presencia de carbohidratos fermentables en la dieta condiciona la
aparicidon de caries, sin embargo, los almidones no la producen. Es necesario
aclarar que el metabolismo de los hidratos de carbono se produce por una enzima
presente en la saliva denominada alfa amilasa salival o ptialina, ésta es capaz de
degradar el almidén hasta maltosa y de acuerdo al tiempo que permanezca el bolo
en la boca podria escindirla hasta glucosa, esto produce una disminucién en el pH
salival que favorece la desmineralizacidn del esmalte. Un proceso similar sucede a
nivel de la placa dental, donde los microorganismos que la colonizan empiezan a
consumir dichos carbohidratos y el resultado de esta metabolizacién produce
acidos que disminuyen el pH a nivel de la interfase placa - esmalte. La persistencia
de un pH inferior a 7, eventualmente produce la desmineralizacién del esmalte.
Ademas la presencia de hidratos de carbono no es tan importante cuando la
frecuencia con la que el individuo consume azlcares es menor, de esta manera la

disminucion brusca del pH puede restablecerse por la accién de los sistemas
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amortiguadores salivales que son principalmente el acido carbénico/bicarbonato y
el sistema del fosfato.

4. Bacterias: aquellas capaces de adherirse a la pelicula adquirida (formada por
proteinas que precipitaron sobre la superficie del esmalte) y congregarse
formando un "biofilm" (comunidad cooperativa), de esta manera, evaden los
sistemas de defensa del huésped que consisten principalmente, en la remocién de
bacterias saprofitas y/o patégenas no adheridas por la saliva, siendo estas
posteriormente deglutidas. Inicialmente en el biofilm se encuentra una gran
cantidad de bacterias grampositivas con poca capacidad de formar &cidos
orgdnicos y polisacaridos extracelulares, pero estas posteriormente, debido a las
condiciones de anaerobiosis de las capas mds profundas son reemplazadas por un
predominio de bacterias gramnegativas y es en este momento cuando se
denominada a la placa "cariogénica", es decir, capaz de producir caries dental. Las
bacterias se adhieren entre si pero es necesario una colonizacién primaria a cargo
del Streptococcus sanguis perteneciente a la familia de los mutans, ademads de
esta, se encuentran Lactobacillus acidophilus, Actinomyces naeslundii, Actinomyces

viscosus, etc.(13)ef

PRINCIPALES MICROORGANISMOS IMPLICADOS EN LA CARIES DENTAL

e Streptococcus sanguis (12 en colonizar la pelicula dental)

e Streptococcus sobrinus

e Streptococcus mitis

e Streptococcus salivarius

e Streptococcus mutans (predominan 7 dias después de la colonizacién bacteriana).
e Actinomyces viscosus

e Actinomyces naeslundii

e Streptococcus oralis

e Actinomyces

e Haemophilus

14
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e Lactobacillus acidophilus

e Neisseria flava, Bifidobacterium, Rothias, Clostridium, Propionibacterium y
Eubacterium, poseen un potencial acidégeno y acido tolerante, pero no como el
que tiene S. mutans, y por lo tanto tienen un bajo potencial cariogénico.

e Kostadinus ivaniniov

1.5 CARACTERISTICAS DE LOS ANGENTES ANTIPLACA

Una revisién de los agentes quimicos para el control de placa, exige discutir los requisitos

basicos que deben reunir:

ESPECIFICIDAD

El control de placa no debe basarse en antibidticos, que deben reservarse para uso

sistémico en infecciones dentales o enfermedades sistémicas especificas.

EFICACIA

La pauta terapéutica viene determinada por la concentracidn minima inhibitoria para las
bacterias asociadas a patologias dentales. Aceptando la naturaleza no especifica de la
placa dental, las caracteristicas antimicrobianas de los antisépticos bucales hacen que
sean los farmacos de eleccidn.

En el modelo de gingivitis experimental de Loe (1965), en ausencia de control mecanico de
la placa durante 21 dias, el agente antimicrobiano deberia eliminar placa, prevenir su
formacién o reducir su cantidad por debajo del nivel patdégeno. Esto corrobora la teoria
inespecifica de placa bacteriana, ya que no se atribuye a una bacteria o grupo de bacterias
el inicio en la progresion de las enfermedades periodontales, por lo tanto el antiséptico de

eleccién debe ser de amplio espectro.(10)ef
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SUSTANTIVIDAD

Cualidad que mide el tiempo de contacto entre una sustancia y un sustrato en un medio
dado. Al tratar infecciones dentales, ésta es una cualidad muy importante, ya que el
agente antimicrobiano necesita cierto tiempo de contacto con el microorganismo para
inhibirlo o eliminarlo, a diferencia de las infecciones sistémicas, en las que el tiempo de
contacto deseado puede obtenerse mediante aplicaciones periddicas parenterales o
entérales del farmaco. (10);er.

Esta propiedad de los antisépticos ha dado lugar a una clasificacién en generaciones de
los agentes como de primera generacién (baja sustantividad) donde clasificamos algunos
antibidticos, compuestos de amonio cuaternario, compuestos fendlico, agentes oxidantes
y fluoruros. (10) ref

Los agentes antimicrobianos de segunda generacion (alta sustantividad) son las
bisguanidas (clorhexidina). Las sustancias de tercera generacién son las que inhiben o

interfieren la adhesion bacteriana. Estas sustancias estan todavia en vias de estudio.

Por su potencia de accién se clasifican en las siguientes categorias: de alta potencia, los
de accién similar a los antibidticos, en este grupo se encuentra la clorhexidina; de baja

potencia el fluoruro sddico, y de muy baja potencia el cloruro de cetilpiridinio.

SEGURIDAD

Los agentes antimicrobianos se han ensayado extensamente, con lo que su uso estd
avalado cientificamente. La seguridad de un farmaco viene condicionada por su:

¢ Permeabilidad. Se deben absorber en el tracto intestinal, y pasar después a la bolsa
periodontal. La permeabilidad de la membrana es una caracteristica importante de los
agentes de peso molecular relativamente alto como la clorhexidina y la sanguinaria, que

se absorben mal y su toxicidad es baja.(18)er.
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¢ Potencial de toxicidad. Debe ser bajo. Los compuestos mas toxicos son las disoluciones
de fluoruros en concentraciones de 0,2 a 2 %, siendo los menos toxicos, los antibioticos

como las tetraciclinas.

Sales cuaternarias de amonio: Las sales cuaternarias de amonio son los productos
quimicos tenso activos que consisten generalmente en un dtomo de nitrégeno, rodeados
por los grupos substitutivos que contienen de ocho a veinticinco dtomos de carbdn en
cuatro perspectivas del atomo de nitrégeno. Estos compuestos son generalmente los mas
eficaces contra bacterias en gamas alcalinas de pH. Se cargan y enlazaran positivamente a
los sitios negativamente cargados en la pared bacteriana de la célula. Estos enlaces
electrostaticos causardn a las bacterias tensiones en la pared de la célula. También causan
dano al flujo normal de compuestos que sostienen la vida a través de la pared de la célula
al paralizarlo, disminuyendo su permeabilidad. El uso de las sales cuaternarias de amonio
es limitado, debido a su interaccion con el aceite cuando éste estd presente y al hecho de

que pueden causan espuma. (17)ef

1.6 DEFINICION DE ENJUGUE BUCAL Y SU CLASIFICACION

Los enjuagues bucales o colutorios son disoluciones que se emplean después del cepillado
con el fin de eliminar gérmenes y bacterias. Existen diferentes enjuagues cuyo efecto varia
en funcion de su composicion. Asi, podemos encontrar colutorios ricos en fluor, para la
prevencion de las caries especialmente eficaces durante la calcificacion del diente. Otros
enjuagues estan especificamente indicados para combatir y eliminar la placa bacteriana o
la halitosis. La Administracidon de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (US Food
and Drug Administration, su sigla en inglés es FDA) clasifica a los enjuagues bucales en

cosméticos y terapéuticos, o una combinacion de los dos.(15).
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Enjuagues cosméticos

Se venden como productos sin receta médica.

Ayudan a eliminar los restos de alimentos antes y después del cepillado.

Suprimen temporalmente el mal aliento.

Reducen las bacterias en la boca.

Refrescan la boca dejando un sabor agradable.

Es importante notar que la mayoria de los dentistas se muestran escépticos sobre el valor

de estos productos que evitan la formacién de placa bacteriana y enjuagan la boca. Se han

realizado varios estudios que demuestran la eficacia minima de dichos productos para

reducir la placa bacteriana. Estos productos deben usarse con precaucién, bajo la

direccion de un especialista de la salud oral.(13)ef

Enjuagues terapéuticos

Se pueden vender con o sin receta médica.

Ayudan a eliminar los restos de alimentos antes y después del cepillado.

Suprimen temporalmente el mal aliento.

Reducen las bacterias en la boca.

Refrescan la boca dejando un sabor agradable.

Contienen un ingrediente activo anadido que ayuda a proteger contra algunas
enfermedades orales.
Estan regulados por la FDA y aprobados por la Asociacién Dental Americana

(American Dental Association, su sigla en inglés ADA).
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1.7 REGULACION

Basandose en la siguiente documentaciéon CRITERIOS PARA LA CLASIFICACION DE
DISPOSITIVOS MEDICOS CON BASE A SU NIVEL DE RIESGO SANITARIO, que ha sido
elaborado por el Comité Técnico de Insumos para la Salud para homologar los criterios
aplicables a la gran variedad de productos incluidos en el sector de Dispositivos Médicos
en México, los cuales forman parte del importante sistema de salud en México, por su
funcién y participacidon en el diagndstico, prevencion, tratamiento y rehabilitacion de
enfermedades y padecimientos en humanos, el cual tiene como finalidad, el de establecer
los criterios bajo los cuales se clasifica a los Dispositivos Médicos en México con base a su

nivel de riesgo a la salud. (1)ef

Los criterios establecidos se presentan a manera de reglas, sefialando las caracteristicas
de los productos en relacion a su uso, actividad, contacto y permanencia con el
organismo, asi como la clase a la cual pertenecen, incluyendo una serie de ejemplos que
de manera descriptiva y enunciativa, mas no limitativa, ayudaran a que las personas
interesadas en registrar en México un Dispositivo Médico tanto de fabricaciédn nacional
como extranjera, clasifiquen su producto de manera adecuada, y con ello puedan definir
los requisitos de registro que les corresponden.

En apoyo a la armonizacién y al avance tecnoldgico en el marco de la globalizacién, el
contenido de este documento concuerda parcialmente con los lineamientos

internacionales aplicables a la clasificacién de dispositivos médicos.

Clasificacion de Dispositivos Médicos. Los dispositivos médicos, se clasificaran para

efectos de registro de acuerdo con el riesgo que implica su uso, de la manera siguiente:

¢ Clase I: Aquellos insumos conocidos en la practica médica y que su seguridad y eficacia

estdn comprobadas y, generalmente, no se introducen al organismo.
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e Clase Il: Aquellos insumos conocidos en la practica médica y que pueden tener
variaciones en el material con el que estdn elaborados o en su concentracion vy,

generalmente, se introducen al organismo permaneciendo menos de treinta dias.

¢ Clase lll: Agquellos insumos o recientemente aceptados en la practica médica, o bien que

se introducen al organismo y permanecen en él, por mas de treinta dias.

Por lo que de acuerdo a lo descrito en dicho documento los enjuagues bucales estan

clasificados de acuerdo a la regla 20 como producto higiénico clase 1(1)ef

Regla 20. Productos higiénicos

Se clasifican como clase |, los productos higiénicos que: Utilizados en la cavidad oral hasta
la faringe, en el conducto auditivo externo hasta el timpano, en la cavidad nasal o vaginal
que no sean absorbidos por la membrana mucosa, los cuales se consideraran no
invasivos.(1)ef

Entre los que se encuentran de manera enunciativa mas no limitativa:

- Pastas dentales

- Enjuagues bucales

-disoluciones dentales blanqueadoras
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1.8 MONOGRAFIA DEL CLORURO DE CETILPIRIDINIO

Férmula: del cloruro de cetil piridinio, monohidratado

X
+ CI-' Hzo

NS

Nombre quimico: Cloruro de 1-hexadecil-piridinio, monohidratado

Nomenclatura internacional de ingredientes cosméticos: Cloruro de cetilpiridina

Férmula Condensada:
Descripcidn: Polvo blanco, ligeramente jabonoso al tacto.

Solubilidad: muy soluble en agua, etanol y cloroformo, insoluble en éter, acetona y acido

acético.
Temperatura de fusion: 80 - 84 2C

Ensayo: contiene no menos de 99,0 por ciento y no mas de 102,0 por ciento de C,;H35CIN,

calculado sobre la sustancia anhidra.

Identificacion por absorcion ultravioleta: Examinado entre 240 nm y 300 nm, la
disolucién muestra un maximo de absorcidon de 259 nm y 2 hombros alrededor de 254 nm

yen 265 nm.(17)ef
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1.9 METODOS ANALITICOS ALTERNOS UTILIZADOS PARA LA DETERMINACION DE
CLORURO DE CETILPIRIDINIO

Valoracion - Transferir aproximadamente 200 mg de Cloruro de Cetilpiridinio,
exactamente pesados, a una probeta de 250 mL provista de un tapdén de vidrio, que
contenga 75 mL de agua. Agregar 10 mL de cloroformo, 0,4 mL de disolucién de azul de
bromofenol (1 en 2000) y 5 mL de una disoluciéon de bicarbonato de sodio (4,2g/L)
recientemente preparada y titular con tetrafenilborato de sodio 0,02 M hasta que el color
azul desaparezca de la capa cloroférmica. Agregar las ultimas porciones de la disolucién
de tetrafenilborato de sodio, gota a gota, agitando vigorosamente después de cada
adicién. Cada mL de tetrafenilborato de sodio 0,02 M equivale a 6,800 mg de Cloruro de

Cetilpiridinio.(16)ef

Se tiene como método alternativo, una valoracién volumétrica, para la determinacién de
surfactantes catidnico, pero que no esta especificamente validado para este principio
activo, dicho método tiene su fundamento en el procedimiento descrito por Rosen (1987)
gue consiste en una valoraciéon, en presencia de un indicador acido mixto, en dos fases,

acuosa - organica.

El método se basa en la reaccidén que tiene lugar entre el indicador de naturaleza aniénica,
azul de sulfacido con el anfétero, que en medio acido fuerte se encuentra en su forma

catidnica, el cual forma un complejo que es extraido en la fase orgdnica (cloroformo).

Al ir anadiendo un agente valorante, como es un tenso activo de naturaleza anidnica,
dodecilsulfato de sodio, éste ird neutralizando el tenso activo anfétero, y en el punto final,
el tenso activo anidnico, reaccionara con el indicador de caracter catidnico (bromuro de

dimidio), formando un complejo de color rosa que se extrae en la fase organica.(16),es
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1.10 VALIDACION DE PROCESOS

1.10.1 Definicion de método analitico

El método analitico se describe como la secuencia de actividades, recursos materiales y
parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo el analisis de un componente
especifico de la muestra; por lo que, un método analitico mide un componente especifico
en una muestra y como todo proceso de medicidén, este debe de ser confiable para ser

utilizado con un propdsito definido.(7),er

1.10.2 Definicion de validacion

La validacidon de un método analitico es el proceso por el cual se demuestra, por estudios
de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para la aplicacién

analitica deseada; es decir que cumple con su propdsito.

Esta actividad puede ser justificada por los siguientes aspectos: moral, ético,

aseguramiento de calidad, econdmico y regulatorio. (7)ef

Moral y ética.

El profesional farmacéutico, es el responsable de los procesos farmacéuticos y por lo
tanto de la calidad de estos. Todo producto farmacéutico genera materia prima, producto
intermedio, producto a granel y producto terminado, debe satisfacer requisitos y para

ello se utilizan métodos para medir componente especificos en el producto.(7)ref

Aseguramiento de calidad

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

un producto.(7)rer
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Econdmica

La carrera de una empresa por alcanzar una productividad elevada a costos menores, esta
determinada, al dictamen del producto en menor tiempo, utilizando métodos de prueba

de de menor costo, mantenimiento o tiempo de andlisis, entre otros.(7)er

Regulatoria.

-Reglamento de Insumos para la Salud. Publicado, en el diario oficial del 4 de Febrero de
1998, referente a los establecimientos que se destinen a la fabricacién de insumos

(medicamentos, fdrmacos, materias primas y aditivos), establece lo siguiente:

Art.15._ los establecimientos que se destinen a la fabricacién de insumos, llevaran el

control analitico de estos. Dicho control debera incluir(7)es

[1l.- la validacién de las técnicas empleadas.

-PROYECTO de Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-059-SSA1-2004, Buenas practicas de
fabricacién para establecimientos de la industria quimico farmacéutica dedicados a la
fabricaciéon de medicamentos (modifica a la NOM-059-SSA1-1993, publicada el 31 de julio

de 1998). Establece lo siguientes puntos referentes a la Validacién de Métodos Analiticos.

Validacion

Politica.

Es un requerimiento de este Proyecto de Norma Oficial Mexicana, que los fabricantes de
medicamentos determinen qué actividades de validacidn son necesarias para demostrar el

control de los aspectos criticos de sus operaciones particulares.(3)ef

Debe utilizarse un enfoque de analisis de riesgos para evaluar el dmbito y grado de

validacion.
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Todas las instalaciones, equipos, sistemas criticos y computacionales (que impacten en la
calidad del producto), deben estar calificados y los métodos de limpieza y analiticos deben

validarse al inicio de la operacidn y terminados antes de la liberaciéon de un producto.(3),es

Guiodn para la validacién
Las actividades de validacion deben estar integradas en un plan maestro de validacién o

equivalente, el cual debe incluir los elementos clave que lo integran.

El plan maestro de validacién, debe ser un documento conciso y claro, que incluya al
menos:
1. Procesos de produccion.
Procesos de empaque primario.
Procesos o métodos de limpieza.

Equipo productivo y de acondicionamiento.

Programas o aplicaciones computacionales que impactan a la calidad del producto.

2

3

4

5. Métodos analiticos.
6

7. Sistemas criticos.
8

Proveedores.

El plan maestro de validacion, debe contener los datos de por lo menos lo siguiente:
1. Politica de validacién.

Estructura organizacional para las actividades de validacion.

Resumen de las instalaciones, sistemas, equipo y procesos a validar.

Formato a usarse para protocolos y reportes.

Planeacién y programacion.

Control de cambios.

N o v ~ w N

Referencia a documentos existentes.
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El plan maestro de validacion debe indicar:
1. Vigencia.
2. Alcance.
3. Objetivos.
4

Mantenimiento del estado validado (Revalidacion).

Documentacion.

Debe establecerse un protocolo escrito que especifique cémo se llevard a cabo la
validacién. El protocolo debe especificar los pasos criticos, su calendario y los criterios de
aceptacion. Antes de su ejecucion, el protocolo debe ser revisado por el responsable del
proceso o sistema y aprobado finalmente por el responsable de la unidad de calidad vy el

responsable sanitario.(3)er

Debe prepararse un reporte que haga referencia cruzada al protocolo de validacién, que
reuna los resultados obtenidos, comentando acerca de cualquier desviacidon observada y
mencionando las conclusiones necesarias, incluyendo los cambios necesarios
recomendados para corregir las deficiencias. Los reportes de validacion deben ser al
menos aprobados por el responsable del proceso o sistema y por el responsable de la

unidad de calidad.(3)ef

Cualquier cambio al plan definido en el protocolo debe documentarse con la justificacion
apropiada. Los cambios deben ser revisados por el responsable del proceso o sistema y

aprobados por el responsable de la unidad de calidad.
Validacién de procesos.

La validacién del proceso debe completarse normalmente antes de la distribucion y venta

del producto (validacién prospectiva).

En circunstancias excepcionales, puede ser necesario validar los procesos durante la

produccién de rutina (validacion concurrente). El racional para el enfoque concurrente
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debe quedar documentado. Los lotes fabricados bajo este enfoque, podran ser liberados

individualmente si cumplen sus especificaciones.(3)ef

El nimero de corridas de procesos necesarios para la validacion dependera de la
complejidad del proceso o la magnitud del cambio. Un minimo de 3 corridas o lotes
consecutivos con resultados satisfactorios son necesarios para considerar validado el

proceso.

Los parametros criticos deben ser controlados y monitoreados durante los estudios de

validacion.

Las instalaciones, sistemas y equipos a utilizar, deben haber sido calificados y los métodos

analiticos deben estar validados.

El personal que participe en las actividades de validacion debe haber sido capacitado y

calificado de manera apropiada.

1.10.3 Métodos analiticos.

Deben ser validados de acuerdo a un protocolo aprobado, los métodos analiticos usados

para:

1.- Evaluacion de materias primas.

2.-Evaluacién de producto a granel, en proceso y terminado.

3.-Validaciones.

En el caso de métodos farmacopeicos para producto procesado o producto terminado
debera realizarse pruebas que demuestren la aplicabilidad del método a su producto e

instalaciones.(3)ef
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Cualquier cambio en un método analitico validado debe ser sometido al proceso de

control de cambios.

Los métodos analiticos usados para medir los pardmetros criticos de procesos o de

validacién de limpieza, deben ser validados antes de cualquier estudio de validacion.

1.10.4 Clasificacion de Métodos Analiticos

La clasificacidn de los métodos analitico, en funcidn de su estado de regularizacién, son:

e Meétodos compéndiales Farmacopéicos: todos aquellos métodos que aparecen en
cualquier farmacopea (FEUM,USP,BP)
e Métodos no Farmacopéicos: Aquellos métodos que no aparecen publicados en

este tipo de compendios.

La clasificacidon de los métodos analitico, en funcidén de su aplicacion (NOM-059-SSA1 Y

NOM-073-SSA1), son:

e Meétodos para producto granel
e Métodos para producto terminado
e Métodos para materia prima

e Métodos indicador de estabilidad

La clasificacidn de los métodos analitico, en funcidn de su propdsito analitico, son:

e Meétodos para cuantificar el analito (contenido y potencia)
e Métodos para establecer la presencia del analito a un limite

e Meétodos para identificar el analito.
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La clasificaciéon de los métodos analitico, en funcidon de la naturaleza de la respuesta

analitica

e Maétodos fisico quimico, cuando la respuesta es de caracter fisico(absorcién de luz,
emision de la luz y voltaje) o quimico (consumo de iones)
e Métodos bioldgicos, cuando la respuesta es de caradcter biolégico (crecimiento

microbiano, inhibicidn, etc.).

La clasificaciéon de los métodos analitico, en funciéon de la naturaleza del sistema de

medicidn se clasifican en:

e Meétodos en los cuales el instrumento de la medicién de la respuesta analitica,
permite medir una sefial de ruido (cromatografo de liquidos, cromatografo de
gases, espectrofotdémetros, etc.)

e Métodos en los cuales el instrumento de la medicidon no permite medir una seial

de ruido (buretas, medidor de halos, potencidmetros etc.)
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1.11 ESPECTROSCOPIA UV-VISIBLE

FUNDAMENTO:

El espectrofotdmetro es un instrumento que permite comparar la radiacion absorbida o
transmitida por una disolucidn que contiene una cantidad desconocida de soluto, y una
gue contiene una cantidad conocida de la misma sustancia. Todas las sustancias pueden
absorber energia radiante. El agua absorbe fuertemente en la regidon del IR. La absorcién
de las radiaciones UV, visibles e IR depende de la estructura de las moléculas, y es
caracteristica para cada sustancia quimica. El color de las sustancias se debe a que
absorben ciertas longitudes de onda de la luz blanca que incide sobre ellas y sélo dejan
pasar a nuestros ojos aquellas longitudes de onda no absorbida.
Esta espectrofotometria utiliza radiaciones del campo UV de 10 a 400 nm, principalmente
de 200 a 400 nm (UV cercano) y de luz visible de 400 a 800 nm, por lo que es de gran
utilidad para caracterizar las disoluciones en la region ultravioleta-visible del espectro. Se

rige por una ley muy importante: la ecuacion de Beer-Lambert.(5),ef

Ley de Beer-Lambert

La ley de Beer permite cuantificar la concentracién de una muestra por espectroscopia y
puede ser expresada de la siguiente manera: A = Cl, en donde:

A : Absorbencia

€ : Absortividad molar es caracteristico de cada sustancia y esta dada en M temd

| : Paso 6ptico de la radiacién en cm.

C : Concentracion en moles/L.

La zona de longitudes de onda que se registra en un espectro UV/Vis es de entre 200 y 800
nm. En esta zona no absorben dobles ni triples enlaces aislados. Sélo van absorber enlaces
pi conjugados y heterodtomos con pares de electrones no compartidos (O, N y S), cémo

los grupos cromoforos.(5)rer
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Caracteristicas del sistema

e Las muestras en disolucion se ponen en una pequefia celda.

e Se utilizan dos lamparas: una de deuterio para la regién UV, y una de tungsteno
para la region visible

e Se utiliza también una celda de referencia que contiene sélo disolvente.

e Laluz pasa simultdneamente por la celda de muestra y la celda de referencia.

e El espectrometro compara la luz que pasa por la muestra, con la que pasa por la
celda de referencia.

e La radiacidn transmitida es detectada y el espectrometro obtiene el espectro de

absorcion al barrer la longitud de onda de la luz que pasa por las celdas.

La espectroscopia ultravioleta-visible, es la mas limitada para la informacidon de
compuestos. Los compuestos que tengan un cromoforo o insaturaciones, son visibles en
esta regidon. Un cromdforo es cualquier grupo de atomos que absorben luz
independientemente de que presente color o no, aunque también puede presentar un
grupo auxécromo, que es el que amplia la conjugacién de un cromdforo mediante la

comparticion de electrones de no enlace. (5)ref

La maxima absorcion se debe a la presencia de croméforos en una molécula.
Este tipo de espectroscopia sirve principalmente para el andlisis de compuestos

aromaticos y acidos carboxilicos (a y B) insaturado. (5) e
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1.12

DIAGRAMA DE VALIDACION

Investigacion
Bibliografica
Especificidad
Desarrollo del Sistema Desarrollo del Método
Linealidad
Linealidad Exactitud Precision
Precision

Estabilidad de la muestra

Figura No 1 Diagrama de validacion
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CAPITULO Il

DESAROLLO
EXPERIMENTAL



Los parametros analiticos evaluados, se determinaron considerando la Guia Oficial de

Validacion de Métodos Analiticos, expedida por el Colegio Nacional de Quimicos

Farmacéuticos Bidlogos.

2.1 MATERIAL.

Matraces volumétricos de 100 mL
Matraces volumétricos de 10 mL
Vasos de precipitado de 250 mL
Vasos de precipitado de 150 mL
Vasos de precipitado de 100 mL
Pipetas Pasteur

Espatula de nicromel

Micropipeta 0-200 uL Pipetman-Gilson
Piseta

Naves de pesado

Celdas de cuarzo

Bureta especial graduada de 5 mL
Puntas de plastico para micropipetas
Soporte universal

Gradillas

Parrilla eléctrica con agitacién
Balanza analitica

Viales de 20y 30 mL

Magnetos
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2.2 REACTIVOS.

Sustancia de referencia de cloruro de cetilpiridinio
Eter

Agua destilada

Excipientes:

Glicerina

Metilparabeno

Benzoato de sodio

Sacarina sodica

PEG-40 aceite de ricino hidrogenado
Mentol

Alcohol etilico

Acido citrico anhidrido

FD&C Azul No 1

Fragancia

2.3 EQUIPO.

Para la realizacion de esta validacidn se utiliza un equipo espectrofotometro UV/Visible

modelo 2800 Cole Parmer, y celdas de cuarzo de 1 cm de paso dptico.
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2.4 DIAGRAMA DEL METODODO EXPERIMENTAL PARA EL CLORURO DE CETILPIRIDINIO

/Se pesa el equivalente a 10 mg de\ fSe toman alicuotas de 4.2, 3.6, 3.0\
cloruro de cetilpiridinio, se 24 y 1.8 mL se colocan en
trasvasa a un matraz volumétrico matraces volumétricos de 10 mL y
de 100 mL y se afora con agua | — > se llevan a la marca con agua
destilada. destilada

\_ Y \ /

|

Cada una de estas disoluciones,
se coloca en viales de 20 mL, se

<«——— | lesagrega4 mL de éter, se agitan
vigorosamente por 1 min y se
separa la fase organica

fSe mide la respuesta analitica \
a 260 nm que presenta la fase
acuosa, utilizando el
espectrofotometro UV/Visible
modelo 2800 Cole Parmer
utilizando celdas de cuarzo de

Kl cm de paso optico. j

Figura No 2 Diagrama del método experimental
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2.5 OBTENCION DEL ESPECTRO DE ABSORCION DEL CLORURO DE CETILPIRIDINIO.

Para obtener el espectro de absorcidn del cloruro de cetilpiridinio, se realiza un barrido
espectrofotométrico de una disolucién estandar preparada a una concentraciéon
equivalente a 27 pg/mL de cloruro de cetilpiridinio. Una vez preparada la disolucién se
determina la absorbencia que presenta dicha disoluciéon, utilizando un espectrofotémetro
UV/Visible modelo 2800 Cole Parmer con celdas de cuarzo de un centimetro de paso

Optico; en un rango de 200 a 300 nm.

La longitud de onda de maxima absorcién del cloruro de cetilpiridinio, fue de 260 nm

PARAMETROS PARA REALIZAR LA VALIDACION DEL SISTEMA

2.6 ESPECIFICIDAD

Se debe realizar un barrido espectrofotométrico en un intervalo de 200 a 300 nm de las
siguientes disoluciones.

. .7 . . e e ge . . -1
Disolucidn de referencia de cloruro de cetilpiridinio a una concentracion de 27 ug mL
Disoluciéon del placebo cargado con cloruro de cetilpiridinio a una concentracidon
equivalente a 27 pg mL™.

Disolucién del placebo equivalente a 27 pg mL™ del cloruro de cetilpiridinio.
PREPARACION DE LA DISOLUCION DE REFERENCIA

Preparacion de la disolucién de la muestra de referencia de cloruro de cetilpiridinio con
una concentracion de 27 ug mL”. Se pesan 10 mg de cloruro de cetilpiridinio al 90 % de
pureza, se traspasa a un matraz volumétrico de 100 mL, se disuelve y se lleva al aforo con
agua destilada. Se toma una alicuota de 3 mL y se traspasa a un matraz volumétrico de 10
mL. La concentracién de ésta disolucidon es de 27 pg mL’, la cual representa el

equivalente al 100 %.
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10 mg del estandar N 1000 ug N 90 % N

3 mL

100mL 1 mg 100 %

10 mL

=27 pg mL™?

Preparacidn de la Formulacién: férmula para 100 mL de solucidn de enjuague bucal es:

Agua desmineralizada 91.843 ¢
Glicerina 1.000g
Metilparabeno 0.200 g
Benzoato de sodio 0.100 g
Sacarina sddica 0.050¢g
Cloruro de cetilpiridinio 0.070g
PEG-40 aceite de ricino hidrogenado 1.500 g
Mentol 0.100 g
FD&C Azul No 1 0.033g
Alcohol etilico 5.000¢g

Acido citrico 0.004 g
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PREPARACION DE LA DISOLUCION PLACEBO CARGADO.

Preparacion de la disolucién del placebo cargado con cloruro de cetilpiridinio, a una
concentracion de 27 pg mL™. Se pesa la formulacién mencionada para preparar 100 g de
placebo cargado con cloruro de cetilpiridinio, enseguida se pesa la cantidad de placebo
equivalente a 10 mg de cloruro de cetilpiridinio, se trasvasa a un matraz volumétrico de
100 mL y se lleva al aforo con agua destilada. Se toma una alicuota de 3 mL se trasvasa a

un matraz volumétrico de 10 mL, se lleva al aforo con agua destilada.
PREPARACION DE LA DISOLUCION PLACEBO.

Preparacion de la disolucién del placebo sin el principio activo. Se pesa la formulacion
mencionada para preparar el equivalente a 100 g de placebo sin principio activo, se
mezcla por medio de agitacién, enseguida se pesa la cantidad de placebo cargado
equivalente a 10 mg de cloruro de cetilpiridinio, se trasvasa a un matraz volumétrico de
100 mL se lleva al aforo con agua destilada. Se toma una alicuota de 3 mL y se traspasa a

un matraz volumétrico de 10 mL se lleva al aforo con agua.

A continuacion se realiza un barrido espectroscépico en un rango de 200 a 300 nm de
longitud de onda, utilizando celdas de cuarzo de 1 centimetro de paso éptico, en el equipo
espectrofotémetro UV/Visible modelo 2800 Cole Parmer, se utiliza como blanco de

referencia agua destilada.

Se observo la interferencia de tres de las materias primas por lo que se propone
desarrollar un método experimental, con éter para eliminar el componente que interfiere
con mayor abundancia; el metilparabeno, en cuanto al resto de los componentes se
eliminara la senal durante el proceso de validacién del método utilizando placebo como

blanco.
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2.7 LINEALIDAD DEL SISTEMA

Para la evaluacién de la linealidad del sistema, se analiza por triplicado, cinco niveles de

concentracién de la disolucidon de referencia preparadas por dilucién (a partir de una

misma disolucién stock). La concentracion de 27 pg mL™* representa el 100% en la muestra

procesada para su medicién. Se mide la respuesta analitica en el espectrofotémetro

UV/Visible modelo 2800 Cole Parmer a la longitud de onda de 260 nm, utilizando celdas

de cuarzo de 1 cm. de paso dptico, y como blanco de referencia agua destilada bajo la

mismas condiciones de medicion.

Volumen de solucion
Concentracion de cloruro de Concentracion de cloruro
Niveles de referencia cloruro
cetilpiridinio en pg mL* de cetilpiridinio en %
de cetilpiridinio en mL
1 4.2 37.8 140
2 3.6 32.4 120
3 3.0 27.0 100
4 2.4 21.6 80
5 1.8 16.2 60
Determinar

v A W NdRE

El valor de la pendiente (b,)
La ordenada al origen (bg)

El coeficiente de determinacion (r?)

La relacion concentracién vs respuesta analitica (absorbencia)

El intervalo de confianza para la pendiente IC (B4)
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2.8 PRECISION DEL SISTEMA

Para la evaluacién de la precision del sistema se analiza por sextuplicado, tres disoluciones
de cloruro de cetilpiridinio correspondiente al 100 % vy equivalente a una concentracién
de 27 pg mL?, de la muestra procesada para su medicion. Se mide la respuesta analitica
en el espectrofotémetro UV/Visible modelo 2800 Cole Parmer a la longitud de onda de
260 nm, utilizando celdas de cuarzo de 1 cm. de paso Optico, bajo las mismas condiciones

de medicidn, se utiliza como blanco y disolvente agua destilada.
Determinar:

1. La desviacion estandar S

2. El coeficiente de variacidon CV de la respuesta analitica

PARAMETROS PARA REALIZAR LA VALIDACION DEL METODO
2.9 LINEALIDAD DEL METODO
2.9.1 Preparacion de la disolucion del placebo cargado con cloruro de cetilpiridinio.

Se pesa la formulacion mencionada para preparar 100 g de placebo adicionado con
cloruro de cetilpiridinio, enseguida se seleccionan cinco niveles de concentraciones

preparadas a partir de una disolucién concentrada.

Se pesa por triplicado 14.28 g de placebo adicionado el cual contendra el equivalente a
10 mg de cloruro de cetilpiridinio, enseguida se toman las alicuotas correspondientes a las
concentraciones seleccionadas, se analiza por triplicado cada nivel. Estas muestras son
tratadas con el método experimental siguiente, se adiciona a cada muestra 4 mL de éter,
se agita en vortex durante 1 min. se decanta, cuidadosamente Ila fase organica,
enseguida se mide la respuesta analitica a la fase acuosa en el espectrofotémetro

UV/Visible modelo 2800 Cole Parmer a la longitud de onda de 260 nm, utilizando celdas
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de cuarzo de 1 cm. de paso dptico, bajo las mismas condiciones de medicidn, se utiliza

como blanco placebo sin principio activo, tratado con el método experimental, descrito en

la pagina 31.
Niveles | Volumen de cloruro de | Concentracién de cloruro de | Concentracién de cloruro de
cetilpiridinio en mL cetilpiridinio en pg mL* cetilpiridinio en %
1 4.2 37.8 140
2 3.6 324 120
3 3.0 27.0 100
4 24 21.6 80
5 1.8 16.2 60
Determinar:
1. La cantidad recuperada del analito
2. Graficar cantidad adicionada contra la cantidad recuperada
3. Valor de la pendiente b,
4. Lla ordenada al origen by
5. Coeficiente de determinacion r’
6. Intervalo de confianza para la pendiente IC (B4)
7. Intervalo de confianza para la ordenada al origen IC (Bo)
8. Coeficiente de variaciéon CV
9. Promedio aritmético Y

10. Desviacion estandar S

11. Intervalo de confianza para la media poblacional IC (B,)
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2.10 EXACTITUD Y REPETIBILIDAD DEL METODO

Para la evaluacién de la exactitud del método, se analiza por sextuplicado una disolucién
de placebo adicionado correspondiente al 100 % y equivalente a una concentracién de 27
Mg mL™ cloruro de cetilpiridinio, estas disoluciones se preparan a partir de una disolucion
concentrada, se pesa 14.28 g de placebo analitico cargado, se disuelve y se trasvasa a un
matraz volumétrico de 100 mL, se lleva al aforo con agua destilada, se toma una alicuota
de 3 mL y se trasvasa a un matraz volumétrico de 10 mL se lleva al aforo con agua
destilada. A estas muestras se les trata con el mismo método experimental ya descrito en
el diagrama No 2. Se mide la respuesta analitica en el espectrofotometro UV/Visible
modelo 2800 Cole Parmer a la longitud de onda de 260 nm, utilizando celdas de cuarzo
de 1 cm. de paso dptico, bajo las mismas condiciones de medicién, se utiliza como blanco
de referencia placebo sin principio activo, de igual forma se trata con el método

experimental.

Determinar:
1. Promedio aritmético Y
2. Desviacion estandar S
3. Coeficiente de variacion CV
4. Intervalo de confianza para la media poblacional IC (B,)

2.11 PRECISION DEL METODO

Para le evaluacién de la precisiéon del método se analizara por triplicado una muestra del
producto equivalente al 100 % correspondiente a la concentracién de 27 pg mL™" de
cloruro de cetilpiridinio, en dos dias y por dos analistas diferentes con los mismos

reactivos, materiales e instrumentos.
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Se prepara una disolucién concentrada pesando el equivalente a 14.28 g de placebo
adicionado, se disuelve y se trasvasa a un matraz volumétrico de 100 mL, se toma una
alicuota de 3 mL y se traspasa a un matraz volumétrico de 10 mL, se lleva al afora con
agua destilada, esta disolucidn corresponde al 100 % de la nuestra procesada y a una
concentracién de 27 pg mL* de cloruro de cetilpiridinio, se trasvasa a un vial de 20 mL
para ser tratado con el método experimental descrito en el diagrama No 2. Se mide la
respuesta analitica en el espectrofotometro UV/Visible modelo 2800 Cole Parmer a la
longitud de onda de 260 nm, utilizando celdas de cuarzo de 1 cm. de paso éptico, bajo las
mismas condiciones de medicién, se utiliza como blanco de referencia placebo sin
principio activo, de igual forma se trata con el método experimental descrito en la pagina

31.
Determinar:

1. Media aritmética y
2. Desviacion estandar S

3. Coeficiente de variacion CV
2.12 ESTABILIDAD ANALITICA

Para evaluar la estabilidad de la muestra se preparan muestras dependientes, a partir de
una muestra homogénea concentrada, se pesa 14.28 g de muestra, se disuelve y se
trasvasa en un matraz aforado de 100 mL se lleva al aforo con agua destilada, se toma una
alicuota de 3 mL, y se trasvasa a un matraz aforado de 10 mL, se trata con el método
experimental descrito en el diagrama No 2 para luego ser trasvasada a viales de 20 mL, y
ser sometidas a diferentes condiciones ambientales. Procesar el nimero de muestras
necesarias para cada condicién de almacenaje, al menos por triplicado, de la misma

muestra homogénea.

La primeras tres muestras, se almacenas a 5°C, las siguientes tres muestras, se almacenan

a la luz con temperatura ambiente y las ultimas tres muestras, se almacenan a obscuridad
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con temperatura ambiente. Se mide la respuesta analitica de cada una de las disoluciones
a 0,24, 48 y 72 horas, en el espectrofotometro UV/Visible modelo 2800 Cole Parmer a la
longitud de onda de 260 nm, utilizando celdas de cuarzo de 1 cm. de paso éptico, bajo las
mismas condiciones de medicién, se utiliza como blanco de referencia placebo sin
principio activo, de igual forma se trata con el método experimental descrito en la pagina

31.
Determinar:

1. Media aritmética del analisis inicial yo
2. Media aritmética de cada condicidn de almacenaje V;

3. Diferencia absoluta de la media aritmética |di|

2.13 CUANTIFICACION DE CLORURO DE CETILPIRIDINIO EN PRODUCTOS COMERCIALES
PREPARACION DE LA DISOLUCION DE REFERENCIA

Preparacion de la disolucion de la muestra de referencia de cloruro de cetilpiridinio con
una concentracién de 27 ug mL?, se pesan 10 mg de cloruro de cetilpiridinio al 90 % de
pureza y se trasvasa a un matraz volumétrico de 100 mL, se lleva al aforo con agua
destilada. Se toma una alicuota de 3 mL y se trasvasa a un matraz volumétrico de 10 mL.

Esta disolucion representa el equivalente al 100%.
PREPARACION DE LA DISOLUCION DE LA MUESTRA

Pesar aproximadamente, con exactitud 14.28 g de producto en prueba, que es la cantidad
equivalente a 10 mg de cloruro de cetilpiridinio, se trasvasa a una matraz volumétrico de
100 mL se afora con agua destilada, se toma una alicuota de 3 mL, se transfiere a un
matraz volumétrico de 10 mL, se lleva al aforo con agua destilada. Se traspasa a un vial de

20 mL y se trata con el método experimental descrito en la pagina 31 descrito en el
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diagrama No 2. Se mide la respuesta analitica en el espectrofotémetro UV/Visible modelo
2800 Cole Parmer, a la longitud de onda de 260 nm, utilizando celdas de cuarzo de 1 cm
de paso 6ptico, bajo las mismas condiciones de medicién, se utiliza como blanco de
referencia placebo sin principio activo, de igual forma se trata con el método experimental

descrito en la pagina 31.

Férmula para determinar el contenido de cloruro de cetilpiridinio por cada 100mL.

mg abs mtra d pureza std aforo 100 100
— =—X X X X X
mL  absstd cones 100 alicuota  peso mstra X densidad de la mstra
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3.0 OBTENCION DEL ESPECTRO DE ABSORCION DEL CLORURO DE CETILPIRIDINIO.

El barrido espectrofotométrico de una disolucién de referencia del cloruro de
cetilpiridinio, nos sirve para determinar la longitud de onda a la cual presenta su mdaxima
absorcion, y poder trabajar con esta longitud durante todo el desarrollo de validacion. De
esta manera nos aseguramos que esta longitud sera especifica para nuestro analito en

estudio.

En la siguiente grafica, se muestra el espectro de absorcién obtenido de la disolucidn de
referencia, de cloruro de cetilpiridinio, mostrando la longitud de onda maxima a la cual se

trabajo.

CLORURO DE CETILPIRIDINIO
0.8 -
0.7 -
0.6 -
0.5 -
0.4 -

Absorbencia

0.3 -
0.2 A
0.1 -

200 220 240 260 280 300

Longitud de onda en nm

Figura No 3. Grafico obtenido del barrido de la solucién de referencia
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PARAMETROS DEL SISTEMA

3.1 ESPECIFICIDAD

En la tabla No 1 se observa la respuesta analitica de las sustancias del placebo sin cloruro

de cetilpiridinio, placebo con cloruro de cetilpiridinio y la disolucidon de referencia. En un

barrido que va de 200 a 300 nm de longitudes de onda.

ABSORBENCIA
Loncg)::: de Placebo Placebo cargado D:g;:;?\:ige
200 0.025 0.631 0.690
205 0.018 0.601 0.665
220 0.010 0.666 0.675
215 0.004 0.677 0.637
220 0.006 0.606 0.453
225 0.005 0.48 0.210
230 0.001 0.200 0.087
235 0.001 0.117 0.071
240 0.016 0.153 0.104
245 0.015 0.228 0.173
250 0.018 0.320 0.277
255 0.018 0.401 0.372
260 0.015 0.461 0.402
265 0.019 0.392 0.312
270 0.018 0.220 0.112
275 0.016 0.036 0.020
280 0.004 0.016 0.012
285 0.016 0.025 0.010
290 0.010 0.016 0.006
295 0.003 0.006 0.003
300 0.002 0.004 0.002
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absorbencia

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

03

0.2

0.1

Grafico de Especificidad

e= a= placebo
\ e= « e"placebo cargado

e 50|ucion de referencia de CCp

5 10 15 20 25

longuitud de onda

Figura No 4. Grafico de la especificidad del método
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3.2 LINEALIDAD DEL SISTEMA

En la tabla No 2 se muestran los resultados de la respuesta analitica obtenidas para la
evaluacioén de la linealidad del sistema, las cuales fueron leidas en el espectrofotémetro
UV/Visible modelo 2800 Cole Parmer a la longitud de onda de 260 nm, utilizando celdas
de cuarzo de 1 cm. de paso éptico, se utiliza como blanco de referencia placebo sin
principio activo, todas las muestras son tratadas con el mismo método experimental,

descrito en el diagrama No 2.

Tabla No 2 Datos obtenidos para la Linealidad del Sistema

Linealidad del Sistema
Solucion Concentracion % Absorbencia Xy
X Y
! 60 0.198 11.874
2 60 0.198 11.880
3 60 0.198 11.868
L 80 0.292 23 360
2 80 0.292 23.344
3 80 0.292 23.352
L 100 0.378 37.790
2 100 0.378 37.780
3 100 0.378 37.760
1 120 0.455 54.636
2 120 0.455 54.588
3 120 0.455 54576
L 140 0.582 31.494
2 140 0.582 81.466
3 140 0.582 81.466
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En la tabla No. 3 se presentan los parametros y criterios de aceptacion para la linealidad

del sistema
Criterios de aceptacién para la linealidad del sistema
Parametro Criterio de aceptacion | Valor calculado
Pendiente (b,) 0.0046
Ordenada al origen (by) -0.0847

Coeficiente de

A r’ >0.9800 0.9929
determinacion (r)
Intervalo de Fonflanza IC (B1 ) no debe incluir el 0.00490, 0.00442
para la pendiente (ICB,) cero

Tabla No 3 Criterios de aceptacion para la linealidad del sistema

Linealidad del Sistema

0.70 -
0.60 -
0.50 -
0.40 -
0.30 -
0.20 -
0.10 -
0.00 T T !
0 50 100 150

y = 0.0047x - 0.0847
R?=0.9929

Absorbencia

Concentracion en %

Figura No 5. Grafico obtenido para la linealidad del sistema



En esta grafica, se puede observar la relacion que existe entre la absorbencia y la
concentracion, es directamente proporcional, con lo que se comprueba que el método
analitico cumple con la ley de Lamber-Beer y, por lo tanto también cumple con los
criterios de aceptacion y considerar al método analitico lineal para el sistema. Ya que se
obtiene un coeficiente de determinacion mayor al requerido por la especificacion

r’ >0.98.
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3.3 PRECISION DEL SISTEMA

En la tabla No 4 se muestran los resultados obtenidos para la evaluacion de la precision

del sistema, a partir de una disolucién analizada por sextuplicado que representa el 100 %

de la concentracidn y el equivalente a 27 pg mL™

Solucién Muestra | Concentracion % Concentrac]ltﬁn en Absorbencia
ug mL
1 100 27.0 0.326
2 100 27.0 0.327
1 3 100 27.0 0.327
4 100 27.0 0.328
5 100 27.0 0.328
6 100 27.0 0.327
1 100 27.0 0.327
2 100 27.0 0.326
5 3 100 27.0 0.325
4 100 27.0 0.327
5 100 27.0 0.327
6 100 27.0 0.325
1 100 27.0 0.326
2 100 27.0 0.327
3 100 27.0 0.328
3 4 100 27.0 0.327
5 100 27.0 0.326
6 100 27.0 0.326

Tabla No 4 Resultados obtenidos para la precision del sistema
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Criterios de aceptacién para la precisién del sistema
Pardmetro Criterio de aceptacion | Valor calculado
n=18
% 0.327
S 0.0009074
cv CV<15% 0.5122

Tabla No 5 Criterios de aceptacion para la precisién del sistema

En la tabla No 4, se observan los resultados obtenidos de la respuesta analitica y en la
tabla No 5, se presentan los valores calculados de los pardmetros, como es la media
aritmética, desviacion estandar y el coeficiente de variacion, de esta forma se verifica que
el sistema cumpla con los criterios de aceptacion para considerar que nuestro sistema sea
preciso.

El coeficiente de variacién debe de encontrarse entre un valor menor o igual al 1.5 %, para
considerar al sistema como preciso. Por lo que de acuerdo a los resultados obtenidos
podemos considerar que nuestro sistema es preciso, debido a que cumple con la
especificacion establecida, ya que observa un coeficiente de variacién calculado igual a

0.5122 %.

Finalmente se observa que nuestro sistema cumple con los parametros establecidos para

considerarlo lineal y preciso, por lo que ahora procedemos a realizar los calculos

necesarios para la evaluacién del método.
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PARAMETROS DEL METODO

3.4 LINEALIDAD DEL METODO

En la tabla No 6, se muestran los resultados de la respuesta analitica obtenidas para la
evaluacioén de la linealidad del método, las cuales fueron leidas en el espectrofotémetro
UV/Visible modelo 2800 Cole Parmer a la longitud de onda de 260 nm, utilizando celdas
de cuarzo de 1 cm. de paso oéptico, se utiliza como blanco de referencia placebo sin
principio activo, todas las muestras son tratadas con el mismo método experimental,

descrito en el diagrama No 2.

Concentracion X cantidad Y cantidad
Absorbencia |adicionada en| recuperada | % de Recobro
porcentual % 1 1
png mL en ug mL
60 0.218 16.20 15.75 97.20
60 0.217 16.20 15.73 97.07
60 0.217 16.20 15.74 97.16
80 0.295 21.60 21.35 98.84
80 0.295 21.60 21.37 98.95
80 0.295 21.60 21.34 98.81
100 0.373 27.00 27.02 100.07
100 0.373 27.00 27.02 100.07
100 0.373 27.00 27.01 100.04
120 0.444 32.40 32.14 99.19
120 0.444 32.40 32.15 99.24
120 0.444 32.40 32.13 99.16
140 0.525 37.80 37.99 100.50
140 0.525 37.80 37.97 100.46
140 0.524 37.80 37.96 100.42

Tabla No 6 Resultados para la linealidad del método
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Parametros calculados para la linealidad del método y su criterio de aceptacion

Parametros

Criterio de aceptacion

Valor experimental

Pendiente (b,)

(r*)

1.0232
Ordenada al origen (by) -0.7837
Coeficiente de determinacion 2 >0.98 0.99969

Intervalo de confianza parala
pendiente (ICB,)

ICB; debe incluir la unidad

1.03443, 1.01209

Intervalo de confianza para la
ordenada(ICBy)

ICB, Debe de incluir el cero

0.4702, 1.0972

Coeficiente de variacion CV,

CV,x No debe ser mayor al

3%

0.57%

Tabla No 7 Criterios de aceptacion para la linealidad del método.

40 -+

30 A
25 -
20 -
15 ~
10 +

Linealidad del Método

35 y =1.0233x - 0.7837

r?=0.9997

Cantidad recuperada en pg mL*?

10.00 20.00 30.00 40.00

Cantidad adicionada pg mL?!

Figura No 6. Grafico obtenido para la de la linealidad del Método
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Resultados calculados para el porcentaje de recobro

Parametros Criterio de aceptacidn Valor experimental
Media ¥ 99.15
Desviacion estandar S 1.19499

Coeficiente de variacién CV No mayor al 3% 12%
Debe incluir el 100% o que el
Intervalo de confianza para promedio aritmético del % de

. . ) . 99.80, 98.48
media poblacional (ICB,) recobro se incluya en el intervalo
97-103%

Tabla No 8 criterios de aceptacion para el porcentaje de recobro

De acuerdo a los resultados obtenido para el porcentaje de recobro presentados en la
tabla No 8, podemos observar que todos los pardmetros calculados son aceptados,
presenta un coeficiente de variacién de 1.2 %, cumpliendo asi con el criterios de
aceptacion el cual nos indica que debe de ser menor al 3 %, mientras que el intervalo de
confianza para la media poblacional no incluye el 100 %, pero el promedio de la media
aritmética se encuentra dentro del intervalo de 97-103 %, como lo indica la
especificacion para métodos quimicos o espectrofotométricos. Y por consecuencia
podemos decir que nuestro método cumple con los criterios establecidos para

considerarlo lineal.
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3.5 EXACTITUD Y REPETIBILIDAD DEL METODO

En la tabla No 9 se muestran los resultados de la respuesta analitica obtenidas para la
evaluaciéon de la exactitud y repetibilidad del método, las cuales fueron leidas en un
espectrofotémetro UV/Visible modelo 2800 Cole Parmer a la longitud de onda de 260
nm, utilizando celdas de cuarzo de 1 cm. de paso dptico, se utiliza como blanco de
referencia placebo sin principio activo, todas las muestras son tratadas con el mismo

método de extraccién, descrito en el diagrama No 2.

Cantidad Cantidad
Muestra Absorbencia | Adicionada Recuperada | % de Recobro

en pg/mL en pg/mL

1 0.373 27.024 26.99 99.88

2 0.372 27 26.93 99.75

3 0.373 27.01 27.03 100.07

4 0.372 27.03 26.98 99.83

5 0.373 27.02 27.02 100.02

6 0.373 27.012 27.01 99.99

Tabla No 9 Resultados de la respuesta analitica
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Resultados calculados para la exactitud y repetibilidad del método

Parametros Criterio de aceptacion Valor experimental
Media Y 99.92
Desviacion estandar S 0.11552
Coeficiente de variacion CV No mayor al 3% 0.12%

Debe incluir el 100% o que el

Intervalo de confianza para promedio aritmético del % de
. . . . 100.05 - 99.8
media poblacional (ICB,) recobro se incluya en el intervalo
97-103%

Tabla No 10 Criterios de aceptacion para la repetibilidad y exactitud del método

De acuerdo a los resultados mostrados en la tabla No 10, podemos observar que todos los
pardmetros calculados entran dentro de la especificacion establecida, se obtiene un
coeficiente de variacién de 0.12 %, cumpliendo asi con el criterios de aceptacion el cual
nos indica que debe de ser menor al 3 %, mientras que el intervalo de confianza para la
media poblacional incluye el 100 % encontrandose dentro del intervalo de 97-103 %,
como lo indica la especificacion para métodos quimicos o espectrofotométricos. Por
consiguiente, podemos decir, que nuestro método cumple con los criterios establecidos

para considerar a nuestro método exacto y repetible.
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3.6 PRECISION DEL METODO

En la tabla No 11 se muestran los resultados de la respuesta analitica obtenida para la
evaluacion de la precision del método, realizadas en dos dias diferente por dos analistas
diferentes, las cuales fueron leidas en un espectrofotémetro UV/Visible modelo 2800
Cole Parmer a la longitud de onda de 260 nm, utilizando celdas de cuarzo de 1 cm. de
paso Optico, se utiliza como blanco de referencia placebo sin principio activo, todas las

muestras son tratadas con el mismo método experimental, descrito en el diagrama No 2.

Cantidad | Cantidad Cantidad Cantidad % de % de
Absorbencia | Absorbencia | Adicionada | Adicionada | Recuperada | Recuperada ? °
DIA ) ) . . . . Recobro | Recobro
Analista 1 Analista2 | Analistal | Analista2 | Analistal | Analista 2 . .
Analista 1 | Analista 2
enpg/Ml | enpg/mL | enpug/mL | enpg/mL
0.375 0.373 27.24 27.12 27.35 27.00 100.42 99.55
1 0.371 0.371 27.19 26.78 27.06 26.87 99.54 100.35
0.373 0.367 27.15 26.89 27.17 26.57 100.07 98.81
0.373 0.369 27.26 27.03 27.29 26.72 100.10 98.84
2 0.376 0.364 27.21 27.14 27.40 26.37 100.69 97.15
0.374 0.368 27.12 26.75 27.23 26.63 100.40 99.55

Tabla No 11 Resultados obtenidos para la precisidon del método
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Pardmetros Criterio de aceptacion Valor experimental
Media Y 26.9600
Desviacion estandar S 0.3385
Coeficiente de variacion CV No mayor al 3% 1.2500

Tabla No 12 criterios de aceptacion para la precision del método

Con este parametro evaluamos la concordancia relativa que puede existir entre las

diferentes pesadas independientes realizadas dentro de un mismo laboratorio, por

diferentes analistas en distintos dias. Por lo tanto para nuestro método, se puede

observar que no existe una diferencia significativa, puesto que se obtiene un coeficiente

de variacion de 1.25%, el cual entra dentro de las especificaciones establecidas para

considerar a nuestro método, preciso.
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3.7 ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUESTRA

Para poder realizar la evaluacion de este pardmetro se triplican muestras por cada
condicidn ambiental, provenientes de una sola muestra homogénea.

En la siguiente tabla se muestras los resultados de la respuesta analitica obtenida

% de Recobro
Muestra Tiempo Tiempo Tiempo Tiempo
inicial (y0) 24 h (y1) 48 h (y2) 72 h (y3)
1 100.06 100.12 99.88 98.87
2 98.12 100.08 98.94 98.94
3 98.11 99.75 99.76 99.46

Tabla No 13. Porcentaje de recobro, Obscuridad

% de Recobro
Muestra Tiempo Tiempo Tiempo Tiempo
inicial (y0) 24 h (y1) 48 h (y2) 72 h (y3)
1 97.67 100.09 99.56 99.59
2 98.69 100.07 98.89 100.13
3 99.73 99.78 99.54 98.74
Tabla No 14. Porcentaje de recobro, Luz
% de Recobro
Muestra Tiempo Tiempo Tiempo Tiempo
inicial (y0) 24 h (y1) 48 h (y2) 72 h (y3)
1 97.68 98.56 99.68 99.89
2 98.37 98.46 99.67 99.86
3 98.63 98.44 98.97 99.88

Tabla No 15. Porcentaje de recobro, temperatura

4°C
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.. Criterio de Valor Valor Valor
Condicién de .,
almacenaie aceptacion | calculado calculado calculado
J Idi | 1l 1d2 | 1d3 |
Temperatura
ambiente Idil<3% 1.20 0.76 0.33
Oscuridad
Temperatura
ambiente Idil<3% 1.28 0.63 0.79
Luz
Temafrcat“ra Idil<3% | 0.26 1.21 1.65

Tabla No 16 Criterios de aceptacion para la determinacién
de la estabilidad de la muestra

En la tabla No 16 se muestran los resultados obtenido de la estabilidad de la muestra
almacenada a diferentes condiciones de almacenaje, obscuridad, luz y a 4°C, obteniendo
un Idil £ 3 %, para todos los casos, y horas de almacenaje, con estos resultados podemos
darnos cuenta que la muestra, se mantiene estable a las diferentes condiciones al menos
durante 72 hrs.
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3.8 RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LA VALIDACION DEL METODO

Parametro Criterio de aceptacion Valor calculado
g Cumple Cumple
Especificidad P P
Linealidad del r’ >0.9800 0.9929
sistema IC (B1 ) no debe incluir el cero 0.00490, 0.00442
Precision del
ecision de CV<1.5% 0.1012
sistema
Cantidad adicionada Cantidad recuperada
r* >0.98 0.99969
ICB; debe incluir la unidad 1.03443, 1.01209
ICB, Debe de incluir el cero 0.4702, 1.0972
Linealidad
del CV,x No debe ser mayor al 3% 0.57%
método
Porcentaje de recobro
CV no mayor de 3% 1.2%
IC,, Debe incluir el 100% o que el
. o
promed|o.ar|tmet|co dfel % de 99.80,98.48
recobro se incluya en el intervalo
97-103%
. <39 129
Exactitud y CV < 3% 0.12%
repetibilidad del IC,, Debe incluir el 100% o que el
. . 0
método promed|o.ar|tmet|co dfel % de 100.05 - 99.8
recobro se incluya en el intervalo
97-103%
PFECI,SIOH del oV < 3% 1.95%
método
Condicién de Valor Valor Valor
almacenaje calculado calculado calculado
Id1l 1d2 1d3 |
scuridad
Estabilidad analitica . ° 120 | 076 | 0.33
Idil<3 %
de la muestra Lz 1.28 | 0.63 | 0.79
femeet | 0.26 | 1.21 | 1.65
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3.9 DETERMINACION DE CLORURO DE CETILPIRIDINIO EN PRODUCTOS COMERCIALES

Se analizan cinco productos comerciales de diferentes marcas, utilizando el método
analitico desarrollado, que de acuerdo con los resultados obtenidos cumple con los
criterios de aceptacién de la Guia de Validacion de Métodos Analiticos.

Peso de la Contenido
- . % de
Repeticiones| muestra |Absorbencia en Recobro
eng g/100mL
brod 1 14.276 0.375 0.0634 90.6
t
o 1“° ° 2 14.276 0.375 0.0633 90.5
3 14.276 0.376 0.0635 90.7
Producto 1 14.281 0.325 0.0549 103.7
2 2 14.28 0.324 0.0548 103.5
3 14.281 0.323 0.0546 103.1
1 14.281 0.311 0.0525 105
Producto
3 2 14.28 0.31 0.0524 104.9
3 14.283 0.31 0.0524 104.8
1 14.18 0.297 0.0504 100.9
Producto
4 2 14.185 0.296 0.0502 100.5
3 14.198 0.300 0.0509 101.8
1 14.267 0.287 0.0484 96.84
Producto
5 2 14.269 0.289 0.0487 97.50
3 14.26 0.285 0.0481 96.21

Tabla No 18 Resultados obtenidos de la determinaciéon de cloruro de cetilpiridinio
en productos comerciales.
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Producto X de % Recobro SD % CV
1 90.6 0.1 0.1104
2 103.43 0.3055 0.3
3 104.9 0.1 0.0953
4 101.06 0.6658 0.658
5 96.85 0.6450 0.6660

Tabla No 19 Datos estadisticos de la determinacién de cloruro de cetilpiridinio en
productos comerciales.

De acuerdo a los datos estadisticos reportados en la tabla No 19, el coeficiente de
variacion calculado para el porcentaje de recobro no excede el 3% para ninguno de los
productos analizados. Y por tanto los productos cumplen con lo establecido en la NORMA
Oficial Mexicana NOM-002-SCFI-1993, productos pre envasados contenido neto
tolerancias y métodos de verificacion. Por otra parte se considera el método

reproducible y apto para poder aplicarlo en cualquier producto comercial.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

Se desarrollo un método de extraccién liquido - liquido para lograr la determinacién del
analito en estudio, CLORURO DE CETILPIRIDINIO, contenido en el enjuague bucal, como

antibacterial,

Una vez obtenido el método, se procede a realizar su validacién, a través de la evaluacion
de los siguientes pardmetros: especificidad, precision, linealidad, exactitud, repetibilidad,
y estabilidad. Obteniendo resultados congruentes, consistentes y satisfactorios, que nos
proporcionan un alto grado de confianza y seguridad, para la determinacién de cloruro de
cetilpiridinio, ya que hasta ahora no existe suficiente informacidn bibliografica, sobre

métodos validados para el cloruro de cetilpiridinio.

De acuerdo a los criterios de aceptacion de la norma de validacion para métodos
espectrofotométricos, los parametros que fueron evaluados en este trabajo, cumplen con
las especificaciones establecidas, por lo que el método desarrollado para la cuantificacién
de cloruro de cetilpiridinio, en enjuagues bucales comerciales, es considerado confiable,

y validado. Cumpliendo asi con uno de los objetivos de este trabajo.

Finalmente concluimos que una de las grandes ventajas de poder realizar esta validacion
por medio de un método espectrofométrico, se debe a que el equipo es de facil
manipulacién, el material y reactivos que se utilizan son de facil adquisicidon y de muy bajo
costo, haciéndolo practico y de mucha utilidad para aquellas empresas que se dedican a
la fabricacion de productos higiénicos, como son los enjuagues bucales, para poder

analizarlos en muy corto tiempo y bajo costo.

En cuanto al método de titulacién volumétrica mencionado, no fue posible realizar su

validacién, debido a los altos costos y a su dificil adquisicion de los reactivos involucrados,
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por lo que solo queda como referencia, y motivo por el cual se realizé éste proyecto, para
buscar una alternativa mas accesible, sencilla, segura y econémica.
Y como podemos ver este método realizado cumple con todas las expectativas,

regulatorias, que nos pide una validacién de un producto terminado.
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ANEXO |



FORMULAS Y PROCEDIMIENTOS DE CALCULOS CON EJEMPLO PARA LINEALIDAD DEL
SISTEMA

Pendiente

_nYxy—Xx)y
~ nXYx%—(Xx)?

by

n=numero de mediciones (concentracidon — respuesta analitica)

Ordenada al origen

2y —b; Xx
=T
Coeficiente de determinacién
o Gy - EoEP

[n(Xx?) = Ex)?n&Xy?) - Xy)?]

Intervalo de confianza para la pendiente

IC(B1) = B1 * to975n-25b1

. _ijZ—blzxy—bOZy
y/X —

n—2

to.975n—2 = Referirse al anexo II, para determinar el valor de la t de Student
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Procedimiento de cdlculo para la linealidad del sistema

1. Tabular los resultados:

Linealidad del Sistema

Muestra Concentracion % Absorbencia Xy
X Y
1 60 0.198 11.874
2 60 0.198 11.88
3 60 0.198 11.868
1 80 0.292 23.360
2 80 0.292 23.344
3 80 0.292 23.352
1 100 0.378 37.79
2 100 0.378 3778
3 100 0.378 3776
1 120 0.455 c4.636
2 120 0.455 c2.583
3 120 0.455 54.576
1 140 0.582 81.494
2 140 0.582 31.466
3 140 0.582 31.466

2. Calcular 2x, 2y, X2, Zyz, Yxy y determinar n:

Zx=60+-~-+ 140 = 1500

2.y =0.198 + --- 4+ 0.582 =5.7136

sz = 602 + -+ + 140% = 162 000
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zyz = 0.1982 + - + 0.5822 = 2.4836

ZXy= 60 * 0.198 + --- + 140 * 0.582 = 627.23 4 n=15

3. Calcular by, bgy r’

(15 % 627.234) — (1500 * 5.7136)
L (15% 162 000) — (1500)2

= 0.00465617

_ 5.7136 — (0.00465617 * 1500)

= —0.08471
o = 0.08

, [(15 * 627.234) — (1500 * 5.7136)]?
r? = =0.992913
[(15 % 162 000) — (1500)2][(15 * 2.43) — (5.7136)2]

El valor es mayor a 0.98 por lo tanto se aprueba el pardmetro.

4. Calcular Sy/xy Sp1

= 0.01193

2.43836 — (0.00465617 * 627.234) — (—0.08471 * 5.7136)
y/x = 15—2

1
Sp1 = 0.01193 > = 0.000109
162 000 — (1500)

15

5. Obtener del anexo Il tgg75,-7 Y determinar IC (1)

to.97515-2 = 2.160

IC (B1) = by £ tp97515-25b;
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IC (B;) = 0.004656 + 2.160 * 0.000109 = 0.004892,0.004421

Formulas y procedimiento de célculo con ejemplo para precisién del sistema

Media aritmética

<
Il

™

=%

Desviacion estandar

. n(xy?) — (Xy)?
B n(n—1)

Coeficiente de variacion:

CV==%x100

<l w»n

n = numero de mediciones

Procedimiento de calculo
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Lecturas obtenidas

Disolucion | Muestra

Concentracion

Concentracion

Absorbencias

% enug/mL
1 100 27.0 0.326
2 100 27.0 0.327
1 3 100 27.0 0.327
4 100 27.0 0.328
5 100 27.0 0.328
6 100 27.0 0.327
1 100 27.0 0.327
2 100 27.0 0.326
2 3 100 27.0 0.325
4 100 27.0 0.327
5 100 27.0 0.327
6 100 27.0 0.325
1 100 27.0 0.326
2 100 27.0 0.327
3 3 100 27.0 0.328
4 100 27.0 0.327
5 100 27.0 0.326
6 100 27.0 0.326

1. Calcular Yy, Y y?, determinar n

Y-

0.326 + .-+ 0.326 = 5.88

Zyz = 0.326 + -+ 0.326% = 1.920814

2. Calculary,SyCV

n=18




——5'88—03266
Y=g T

= 0.0009074

_|(18%0.19208) — (5.88)2
B 18+ (18 — 1)

~0.00167

= m* 100 = 0.51224

Formulas y procedimientos de calculos con ejemplo para linealidad del método
Pendiente

_n¥xy-ExXy

b= S 0

n = numero de mediciones (concentracion — respuesta analitica)

Ordenada al origen

b, — Y~ biEx
n
Coeficiente de determinacién
2 _ [ xy) - E0CEy]?

[n(Xx?) — X% n@&y?) - Ey)?]

Intervalo de confianza para la pendiente

IC (B1) = by £ tg975n-25by
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s Yy?—biXxy—boXy
y/x = n—2

to.975n—2 = Referirse al anexo II, para determinar el valor de la t de Student

Intervalo de confianza para la ordenada al origen

IC (Bo) = by £ tg975n-25byg

sl ®2
bo — T T N o2
g - 22
_
X =
n

Coeficiente de variacidn de regresion

s
CVy/x = %* 100

G2V
y_n
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Procedimiento de célculo para la linealidad del método

1. Tabular los resultados:

x (ug/mL) | y(ug/mlL)
16.20 15.75
16.20 15.73
16.20 15.74
21.60 21.35
21.60 21.37
21.60 21.34
27.00 27.02
27.00 27.02
27.00 27.01
32.40 32.14
32.40 32.15
32.40 32.13
37.80 37.99
37.80 37.97
37.80 37.96

2. Calcular Y x, Yy, Y x2,Y y% Y xy ydeterminarn

Z x =16.20 + ---+ 37.8 = 405.00
Z y = 15.75 + -+ 37.96 = 402.67

ZXZ =16.20%2 + .-+ 37.82 = 11809.8
Y y?=15.752 + -+ + 37.96% = 11725.5345
Z xy = 15.1 * 14.7 + -+ 35.3 * 35.1 = 11767.1078

n=15



3. Calcular by, bgy r?

Pendiente

_ (15%11767.1078) — (405.00 * 402.67)

= = 1.02326
1 (15 * 11809.8) — (405.00)2

Ordenada al origen

_ 402.67 — (1.013048 = 405.00)

= —0.78372
0 15

Coeficiente de determinacion

, [(15 = 11767.1078) — (405.00 * 402.67)]? _ 09997
T T (15 * 11725.5345) — (405.00)2][(15 = 11809.8) — (402.67)%]

El valor es mayor a 0.98 por lo tanto se aprueba el pardmetro.

4. Calcular Sy/xy Sp1

11725.53 — (1.02326 * 11767.11) — (—0.783772 * 402.67)
o/x = = 0.021704

15-2

1
Sp1 = 0.021704 > = 0.00517
11809.8 — (405.00)%

15

5. Obtener del anexo Il tg 975, Y determinar IC (B;)

to.97515-2 = 2.160

IC (B1) = by £ tp97515-25by
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IC (B;) = 1.02326 + 2.160 * 0.00517 = 1.03443,1.01209

6. Evaluar x, Sy

405 27
X:_:
15
- 0.021704 | 1 (27)2
bo — e 2
15 11809.8-40500"

15

7. Calcular IC (;)

= (0.14515

IC (By) = —0.78372 + 2.160 * 0.14515 = —0.4702,—1.0972

8. Determinar el CVy

_0.021704
~ 26.84

*100 = 0.57 %

Formulas y procedimiento de calculo con ejemplo para porcentaje de recobro

Media aritmética

<

I
M
4>

Desviacion estandar
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S n(xy?) — Qy)?
B n(n—1)

Coeficiente de variacion:

CV==%x100

<l w»m

Intervalo de confianza para la media poblacional

S
IC(W) =y *too7sn-1 E

to.975n—1 revisar el anexo II, para determinar el valor de la t de Student

n = numero de recobros

1. Tabular los resultados
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% de recobro
(Y)
97.20

97.07 Datos de referencia

97.16 -
Absorbencias

98.84 referencia

98.95 0.3729

98.81 0.3729
100.07 0373

100.07 X= 3729
100.04
99.19
99.24
99.16
100.50
100.46
100.42

Abs muestra * mg referencia

mg Recuperados =
5 P Abs referencia promedio

0.2175 * 27pg/mL
0.3729

ng/mL Recuperados =

Recuperada Y * 100

% Recobro =

Adicionada X
15.75 % 100
% Recobro = BETVEE =97.2%
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2. Calcular Yy, Y y? y determinar n

Z y=972+97.07 +--+100.46 + 100.42 = 1 487.18

Z y? =97.22+97.07% + --- + 100.46% + 100.422 = 147466.34

n =15

3. CalcularyyS

__1487.18
Y=7"1 T

= 1.19499

o (15 * 147466.34) — (1 487.18)2
B 15 % (15— 1)

4. Calcularel CV

_1.19499

—W*100=1.2

El valor no excede del 2 %

5. Determinar en el anexo Il tg 97541 Y calcular IC(p)

to.o7sn-1 = 2.145
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IC()—9915+21451'19499—9981 98.48
1 15 + 2. VoK .81, 98.

Formulas y procedimiento de calculo con ejemplo para exactitud y repetibilidad del
método

Media aritmética
2
y n

Desviacion estandar

. n(xy?) — (Qy)?
B n(n—1)

Coeficiente de variacion:

CV==%100

<l w»m

Intervalo de confianza para la media poblacional

S
IC() =y *too7sn-1 E

to.975n—1 revisar el anexo II, para determinar el valor de la t de Student

n = numero de recobros

1. Tabular los datos

Cantidad Cantidad
Muestra | Absorbencia | Adicionada | Recuperada

(ng/mL) (ng/mL)

% de
Recobro
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1 0.3725 27.024 26.99 99.88
2 0.372 27 26.93 99.75
3 0.3732 27.01 27.03 100.07
4 0.3723 27.03 26.98 99.83
5 0.373 27.02 27.02 100.02
6 0.3729 27.012 27.01 99.99

2. Calcular Yy, Y y? y determinar n

Z y =98.96 + ---+99.20 = 593.44

Z y2 = 98.962 + -+ 99.202 = 58 695.5264

n==6
3. CalcularyyS
_ 599.5442
y=——F = 99.92

(6 * 59908.9414) — (599.5442)2
S = = 0.11556

6x(6—1)

4. Calcularel CV

~ 0.11556

= — 0
99.92 *100 = 0.12 %

El valor no excede del 2 %

5. Determinar en el anexo Il tg75,-1 Y calcular IC(p)

to.9756-1 = 2.571
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IC(W) =99.92 + 2.571 0.11556
I 92 1+ 2. NG

Formulas y procedimiento de calculo con ejemplo para precisidon del método

= 100.05,99.80

Media aritmética
2
y n

Desviacion estandar

S n(Xy?) — Xy)?
B n(n—1)

Coeficiente de variacion:

CV==%100

<l w»m

n = numero de recobros

1. Tabular los datos obtenidos:

Cantidad Cantidad
Dia Recuperada | Recuperada
1 (pg/mL) | 2 (ug/mL)
27.35 27.00
1 27.06 26.87
27.17 26.57
27.29 26.72
2 27.40 26.37
27.23 26.63

2. CalcularYy,Y y? y determinar n
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z y = 27.35+ - + 26.63 = 323.65

z y? = 27352 4 -+ 26.632 = 8730.597
n=12

3. Calculary,SyCV

323.65
12

= 26.97

<l
I

= 0.33846

o (12 * 8730.597) — (323.65)2
B 12+ (12—-1)

033846

= = 0
56,97 *100 = 1.25%

Formulas y procedimiento de cédlculo con ejemplo para estabilidad analitica de la muestra

Media aritmética del analisis inicial

_ X Yo

Yo g

n, = numero de muestras del analisis inicial

Media aritmética del anadlisis de cada condicion de almacenaje

G = 2Yi
1 ni

n; = numero de muestras del analisis de la i — esima condicion de almacenaje
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Diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicidon de almacenaje respecto de la
media aritmética del analisis inicial

|di] = [¥i = Yol

1. Tabular los datos obtenidos

% de Recobro

Muestra Tiempo Tiempo 24 | Tiempo 48 | Tiempo 72
inicial (y0) h (y1) h (y2) h (y3)

100.06 100.12 99.88 98.87

98.12 100.08 98.94 98.94

98.11 99.75 99.76 99.46

2. Calcular X yo, Y V1, 2. V2,2 Y3 y determinar

Z yo = 100.06 + 98.12 + 98.11 = 296.29

Z y1 = 100.12 + 100.08 + 199.75 = 299.95

z y, = 99.88 + 98.94 + 99.46 = 298.58

z y3 = 98.87 + 98.94 + 99.46 = 297.27

n, =3
n, =3
n, =3
n; =3

Ny, Ng1,N y N3

3. Calcular temperatura ambiente en oscuridad y, V1, V2 ¥ V3
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_296.29

Vo = = 98.76

Yo 3

B 299.95

Vi = = 99,98
3

3 298.58

Vo = = 99,53
3

3 297.27

V3 = 3 =99.09

4. Calcular |d4]

lds| = 1§75 — Vol = 199.09 — 98.76|.33 %

El valor no excede del 3 %
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ANEXO Il



El limite unilateral inferior de confianza no excede el valor de 1.

ANEXD 28. TABLA ESTADISTICA DE LA DISTRIBUCION t DE STUDENT.

GRADOSDE | GRADOS DE " GRADOS DE .
LIBERTAD - UBERTAD " LIBERTAD -
1 12.706 2% 205 51 2008
2 4303 7 2052 ) 2007
3. 3182 28 2048 5 2.006
4 2776 2 2045 54 2005
5 L 2501 0 2042 % 2004
6 2447 3 2040 o 2003
7 2365 7] 2037 57 2002
8 2306 n 2035 58 2002
9 2262 34 203 ) 2001
10 2228 » 2030 60 2000
1 2201 % 2028 61 2,000
12 2179 37 2026 62 1.999
13 2160 - 8 2024 [X) 1.998
" 2145 ) 2023 64 1.998
15 2.131. ) 2021 & 1.987
5 . 2120 41 2.020 [ 1.997
7 2110 2 2018 67 1.998
18 2.101 a 2017 68 1.995
19 2083 44 2015 ) 1995
2 2086 [3 2014 70 1.994
21 2080 % 2013 71 1994
2 2074 [ 2012 R 1993
P2 2069 48 2011 73 1993
24 2064 8 2010 74 1933
% 2080 50 2,000 7 1992

Los grados de fbertad (gf) se fijas gon bese a la fbmula indicada en el subindice del simbolo de ia t de Student.
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Datos Requeridos para la Validacion de Valoraciones

Extraido de USP 23-NF 18, Capitulo de Informacién General <1225>,
Validacién de Métodos Farmacopeicos

Tabla 2. Datos Requeridos para la Validacién de Valoraciones.

Pardmetro de Categoria I Categoria Il Categoria I1I
Desempefio Analitico Cuantitativo Prueba de Limite

i

Limite de Deteccién

Pt

* Puede requerirse, segiin la naturaleza de la prueba,

Categorfal -  Los métodos analiticos para la cuantificacién de los componentes mayoritarios de las materias primas o princip
ios activos (incluyendo preservantes) en productos farmacéuticos terminados, se encuentran bajo la Categoria I.

Categoria Il - Los métodos analiticos para la determinacién de impurezas en las materias primas o productos de degradacién en
los productos farmacéuticos terminados, se encuentran bajo la Categorfa II. Estos métodos incluyen valoraciones

cuantitativas y pruebas de limite.
Categorfa III - Los métodos analiticos para la determinacion de las caracteristicas de desempefio (por ejemplo, disolucién,
liberacién de drogas) se consideran bajo la Categoria I1I.
© Copyright 1997 USPC

M929G
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