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I • I NTRODUCC 1 ON. 

Las formulaciones farmac....,,ticas actuales son mezcl~5 comple

jas que incluyen, adem~s de uno o más principios activos, una se

rie de 11ateri•les inertes tales como diluyentes, vehículos, colo

rantes y sabores. Con la finalidad de asegurar la veracidad en el 

análisis del producto final, e§ necesario sep•r•r de estas .ez

clas los componentes activos para el análisis cuantitativo. Entre 

las técnicas analíticas más poderosas de que se dispone para la 

resolución de estas mezclas a><iste un grupo de métodos altamente 

eficientes llamados en conjunto cromatografía. 

La cromatografía es una técnica suma.ente eficaz de separa

ción de mezclas y de purificaci6n, debe su nombre al hecho de que 

donde se ha empleado primeramente, ha sido en la separación de 

colorantes. Fue descrita por primera vez en 1903 por Tswett 1 un 

botánico-químico ruso. Aunque él denominó al método cromato~rafí.a 

pot~que sus estudios tenian que ver con la separación de pigm11nto& 

vegetales (úel griego Cromato 1 que quiere decir color), sugirió 

correctamente que el procedimiento básico podía aplicarse a todos 

los tipos de compuestos químicos, coloreados o incoloros. AproKi

madamente desde 1930, las separaciones fundada~ en la •dsorción 

preferencial han cobrado importancia en la metodología analítica. 

Otra técnica en la que se apoya la química analítica farmacéutica 

es en los procesos electroquímicos, y en particular las valora

ciones potenciométricas. 

La potenciometría consiste en la medida de la fuerza elec

tromotriz de una celda galvánica a través de la cual la corriente 
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que pas• es virtualmente cero, por lo que no tienen lugar c•Mbioa 

ill'portantas en la concentración de las especies electroactiv••• 

La variable que nos interesa es la modificaci6n de un potencial 

de un electrodo sencillo o de la celda, en que se tiene lugar 

variaciones de la concentaci6n de uno o de ambos co•ponentes. En 

el trabajo analitico la potenciometría es usada en dos formas1 

una para la determinación de la concentración de un i6n por me

dición direct• del potencial de un electrodo, técnica utilizada 

para la determinación de pH; y otra para local izar el punto de 

equivalencia de una titulación por medición de la variación del 

potencial al adicionar una solución titulante. 

Las técnicas anteriores, i"ndividuales o en for-. acoplada 

con otras muchas más, se utilizan hoy día en el análisis tanto de 

control de calidad como en el análisis de estabilidad de numero

sos productos. Por esta razon, pero principalmente por la respon

sabilidad que constituye la fabricación de medicamentos, e• nece

sario establecer las condiciones en las cuales el o los métodos 

empleados proporcionen resultados confiables. 

La validación de métodos analíticos es una herramienta 6til 

en la realización de este obJetivo, y constituye un factor inipor

tante dentro del soporte analítico en las actividad•s de l• In

dustria Farmacéutica. 

Se puede decir que la Industria Farmac•utica per-sigu• tres 

objetivos fundamentales, siendo estos: luchar- para reducir la 

mortalidad, el esfuerzo para prolongar la vida, y abatir •l dolor 

ade~ás de conservar la salud de los seres vivos. Dichos objeti

vos condicionan la manera de realizar las •ctividades farmacltu

ticas, ya que el destino final de los productos es cuando los 
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consumen personas que se encuentran en desventaja física por p•

decer Utld enfermedad, ra:::on por la cual se neces1 ta .nantener un 

estr•icto contr"ol de calidad manteniendo altos niveles de fabri

cación. 

El menor descu1do durante el procesw de fabricaciOn de los 

medicamentos puede afectar la salud de un numero considerable 

de personas cuando consuman productos que no han sido scnnetidos a 

constante monitor·eo de control de calidad, recayendo la respon

sabilidad sobre el labora.torio que respalda al pt•oducto. Es por 

eso que se esta.blec16 lo siguiente: todo proceso que no este va

lidado se considera fLtera de control. 

Hoy en dla teniendo como m.irco innumerables métodos anal í ti

ces sumamente sofisticadas, se dá el caso de poder separar miles 

de c·ompuestos de muchas formas farmacéuticas. Sin embargo, la ba

se de todos estos métodos, está en los primeras intentos de ane&

lisis y en las pr•i1ner·as técnica analiticas satisfactorias. Par 

eso no es de extraf'l'arse que cuando las caracter1sticas del prin

cipio activo impidan el desarr·ollo o adaptacio~ de alguna técnica 

analít1ca actual, se retomen los anti9Uos sistemas y funcionen a

ceptablE?mente. El wbjetivo, en toda caso es, por tanto, determi

nar que los proauctos farmacéuticos contengan el nivel estableci

do del principio activo para que proporcione al paciente la act1-

vidad ter·apéut ica que de él se espera. 

El trabajo propuesto a continuación, aunque ofrezca proble-

mas en su aplicación, puede considerarse como técnica anal í.-

tic a al ter•na t l va, que es ap 1 icab le cuando no se cuente con los 

adelantos tccnol6gicos actuales o cuando estos no funcionen al 
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cien por ciento de su capacidad. Este, sin lugar cJ duda• repre

senta un ejemplo de l.::i que se puede lograr, conjugando sistemas 

analit1cos antiguos con los actuales, que aunque difieran en lo 

que se refiere sof 1sticac ion, s19uen proporcionando una gran 

ayuda en el tr·abajo analitico de la tndustria. 
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11. OBJETIVOS 

la técnica analítica encontrada para poder 

cuantificar Alantoína en la Susp•nsiOn. 

1.1 Hacer las adaptacionus necesarias para poder realizar el 

anAlisis contando con los recursos eKistentes. 

1.2 Determinar durante el desarrollo del trabajo experimen

tal las posibles fuentes de error así como &u solución. 

J.3 Identificar Alantoina en la fase final de la separa

ción. 

2. Validar la técnica analítica una vez adaptada, tomando en 

cuenta que el método es destinado para control de calidad. 

2.1 Hacer el anAlisis estadístico ducada parámetro con el 

objeto de concluir si el método presenta algún efecto 

significativo debido a manipulac16n. 

~-2 Determinar las condiciones en las cuales el método ana

lítico funciona aceptablemente. 

2.3 Plantear los inconvenientes del método durante el desa

rrollo de la técnica. 

10 
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111. GENERALIDADES. 

l. Gen•ralidadaw de los Pt·incipioe Activos. 

ALANTOINA 

Alantoina aunque conocida por -.ichos anos puede consid•rar

se como un medicamento nuevo al igu•l qu• los derivados de la 

rauwolfia, alquitr.in d• hulla y penicilina. 

Puede decirse qu•, aunque el origen de astes •edica,..ntos 

data da •iglos atris, .u •plicaciOn ter•p•utica preci•• fua ••ta

blecida en tiempo reciente y como resultado de l• tecnologfa Mo

derna. 

La AliAntoina la descubri6 Yanquelin en 1800 y la primera 

obtención artificial fue realizada por Wohler y Liebring en 1838 

al oxidar el Acido úrico con dióxido da plomo. El m•todo da oxi

dación del Acido úrico es el Hs frecuente para preparar Alan

toina. 

La Alantoina es el producto típico de una "oxidación alca-

1 ina" del ácido úrico, o bien, es el producto final del metabo

lismo de las purinas. Sus fuentes principales de obt1111ci6n sonJ 

A> Origen Animal, pues Alantoina constituye el producto fi

nal del m•tabolismo d• las purinas 1tn les mamíferos a •Kcepci6n 

del hombre y de los monos antropoid~~- Es por el lo que se le ha 

encontrado en muy diversos líquidos de organismos animales1 orina 

de vaca, perro, gato y otros ma•íferos (en orina humana solo se -

encuentra en muy pequ•ft~ cantid•d>; líquido amniótico d• lA vac• 

<donde fue descubierta), 1 iquido alant6ico de 1• ternera (de don

de toma el nombre). 
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Los insectos también producen Alantoína especialment• las 

larvas, por ejemplo, las de mosca y las de •beja 1 así ca.o cier

tas clases de gusanos que se usaron durante la Primera Guerra 

Mundial para sanar heridas infectadas. 

9) Origen Veg•tal, se encuentra en la cascarill• de arróz 1 

en la corteza del castat"lo de las Indias, r-n la remolach• azuca

rera, en los gérmenes de trigo, en la consuelda co. a X), etc. 

Aunque podemos citar muchas plantas, solamente en la planta de 

borraja (Symphitus) 1 se pudo demostrar, que sus raices contienen 

cerca del 1 X de Alantoina. 

Durante los ª"ºs 1934 y 1935 Investigadores del Departamento 

de Agricultura de E.U.A. publicaron dos infor .. es m.is extensos so

bre esta ~atería demostrando que la sustancia activa tanto en los 

extractos de plantas como en materia de origen animal (larvas y 

gu~anos) es Alantoína. 

La Al antaina es químicamente (2 1 5-dioxo-4-imidazol id in> u re.a 

denominada también 5-Ureidohidantoína, glio><ildiureido, o cordia

nina. Es un polvo blando, cristalino, blanco y esta.ble, cuy• 

fórmula condensada es C4H0N4~ y peso molecular da 158.12. Con

tiene la siguiente proporción C 30.38 %1 H 3.82 X., N 35.44 'l. y 

O 30.36 X. Tiene un punto de fusión de 238 •e, cuando son placas 

prismas monocli'.nicas recristalizadas de agua. Un gramo se disuel

ve en 190 ml de agua; 500 ml de alcohol etílico; muy soluble en 

agua y en alcohol caliente; insoluble en éter. Una solución sa

turada de Alantoína tiene un pH 5.5. El espectro Ultravioleta de 

Alantoína a pH 9.4 presenta un m.i.xiMo de absorb•ncia de 224 n• 

(E = 350) y el espectro Infrarrojo con disco de bromuro de pota-
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sic tiene un pico principal A 1710, 8 1652 y e 1530. 

La potencia d• l•fi soluciones puede ser atenuada por la exce

siva exposición al sol; de aquí que las prepar•ciones líquidas 

conteniendo Alantoína deben ser envasadas en frascos obscuros. La 

Alantoina no tiene olor y no inancha. Su fórmula e6tructural es la 

siguiente: 

H H 

N N 

O=- -so 

H N O=- - - - · • • • NH 

Alantoína ofrece una historia interesante por lo que se re

fiere a su acción estimulante del crecimiento tisular. 

Se usaron los extractos puros de raíz de consuelda para el 

tratamiento tópico de 6lceras crónicas que no habían sanado ba

jo otras terapias observándose excelentes resultados. Mas tarde 

se descubrió que dichas raices contenían un porcentaje conside

rablemente elevado de Alantoína razón por la cual se atribuyo a. 

esta un poder curativo no tóxico utilizándolo tanto t6picamente 

como en ingestión para el tratamiento de la (llcera duoden•l o 

gflstrica. 

Alantoína promueve la curación de las heridas a trav•s de su 

efecto estimulante en la formación de granulaciones sanas, asi 

como provocando la eliminación de los tejido5 necrOticos. ExpQ

riencia~ clinicas resaltan el hecho de que Alantoína parece ac

tuar localmente mientras est.i en contacto con la superficie de la 
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herid•. O. hecho est• particularid•d proviene d• la granulaci6n 

excesiva. 

Dentro del campo de la 1tedicaciOn de origen •ni•al se en

cuentra el ejemplo del gu5•na a cuya excreción se le podía atri

buir el efecto curativa sabre heridas de cicatrización •norMal

mente prolong•da. Su empleo ha proporcionado resultados excep

cionalmente favorables en el tratamiento de ostio•ielitis debi

do principalmente al contenido de Alantoina. El resultado es la 

formación de granulaciones vasculares sanas con curación conse

cutiva. 

Teniendo en cuenta que la Alantoína es considerada ca.o 

producto de excreción r•sultante del metabolismo de los n6cleos 

celulares existe la posibilidad de reutilizar l• purinas libera

das en el proceso catabólica. Juzgando par su poder estimulante 

del crecimiento tisular en zonas donde dicho poder se encuentra 

detenido, parece que la Alanta{na y posiblemente algunas substan

cias relacionadas con ella son algo más que productos de desecho. 

Por el contrario parece que pueden ser normalmente utilizadas pa

ra la formación de la estructur• nuclear celular mism•. 

En resumen, Alantoína estinM.J.la granulación y epitelización, 

además de que a través de su •cción prDfltOvedara de la prolifer•

ción celular acelera 1• regeneración del epitelio norfN.l. 

Recientemente se ha observado que posee taabi•n un• •cci6n 

dispersadora de la queratina, la cual disuelve ci•rt• fracción 

proteínica del epitelio queratinizado. 
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ALQUITRAN DE HULLA. 

El Alquitrán da hulla es una 9Ubstancia resinos,a y empireu-

mática, que se saca principalmente por destilaciOn de la hulla, 

turba, esquistos, lignito y madera. La hulla es una roe• formada 

por la descomposición y transformaciOn de masas sedimentarias de 

-..egetales acumulados durante el Cdrbonífero. Todos los carbones 

menos la antracita, tienen el nombre genérico de hulla It. Por 

oposicion a dichos combustibles negros, se emplea a veces el nom-

bre, seguido de un adjetivo para designar otros manantiales de 

energía. 

Existen muchas clases de hulla y .ante la dificultad que pr•-

senta su clasificación, se ha adoptado como criteri'o su contenido 

en materiales volátiles. Cuando se cali~nta el carbón en ausencia 

de aire, se descompone parcialmente en substancias más simples y 

volC1t1les las que se destilan; el residuo es el coque. Los mate-

riales volátiles son el gas de carbón y un líquido que correspon-

de al alquitrán. Por destilación del alquitrán, se obtienen va-

1'ios compuestos aromáticos. Por coquificación, una tonelada. de 

lignito puede rendir hasta 55 kg de alquitrán, de los que se pue-

den separar los siguientes compuest.:os aromáticos: 

COMPUESTO AROMATICD 

Benceno 

Tolueno 

Xi lenes 

Fenal 

Creso les 

Kg 

1.00 

0.25 

o.os 

0.25 

1.00 

Naftaleno 2.20 
Desde el punto de vista industial se distinguen las siguien-
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tes clases de hulla: hullas magras, que ne se aglutinan, conti•

nen menes del 15 % de materias volátil•• y constituyen carbones 

domésticos e industriales. Hullas semigrasas, que contienen has

ta 22 t. de materias volátiles, que son ligeramente aglutinantes. 

Hullas grasas, que contienen hasta 40 t. de materias grasas, y 

por último, hullas secas, con más de 40 'l. de substancias voláti

les que dan llamas largas y son poco aglutinantes. 

El alquitrán de hulla que, como se mencionó anter1orment•, 

se obtiene de la destilación seca de substancias orgánicas, es un 

liquido con aspecto de aceite de color negro o pardo muy obscuro. 

Es más denso que el agua, posee un olor característico semejante 

al naftaleno y produce una sensación quemante en la lengua. Es 

parcialmente soluble en acetona, en alcohol, en disulfuro de car

bono, en clorofot .. mo, en éter, en metanol y en hexano. Se solubi-

1 iza ligeramente en agua a la cual le imparte olor y sabor carac

terístico, además de que al mezclarlos da una solución de aspecto 

lechoso~ Es más soluble en benceno, sCJ'lo aprm<imadamente el 5 X 

permanece sin disolver y es casi completamente soluble en nitro

benceno; solo una pequena cantidad de materia es insoluble que

dando suspendida en la solución. 

En cuanto a su acción farmacológica se menciona que los al

quitranes medicinales son queratoplásticos <estimulantes> y que

ratolí ticos (destructivos> dependiendo de la concentración usada. 

En dilución apropiada los alquitranes obran como irt .. itantes lige

ros y como antisépticos4 Su efecto es intensificado por la luz 

ultravioleta que por si misma altera la epidermis. 

Son preparados oficiales de alquitrán de hulla, United Sta-
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tes Phar•acopei•, alquitran de pino y alquitrAn de enebro ambos 

National Foraulary. O. los anteriores el alquilr~n de hull• e• al 

más eepleado el cual se incluye en l• suspensión, te•a principal 

de este tra.b•jo. 

Las •lquitranes suelen prescribirse en pomadas de alquitr•n 

de hulla <1 'X. de alquitran de hulla en past• d• 6)(ido de zinc>; 

a una concentrac16n de 5 a 10 Y. de los shampoos antiseborreicos y 

lle aplica en capa delgada directamente en las lesiones psori,ti

cas y enferl'M!dade<s cutáneas ast como en dermatitis eccetnatosa. 

El erigen de la terapia con alquitr~n de hull• data de hace 

más de 2000 al'Jos. De hecho la literatura medica est~ repleta da 

referencias sobre el uso de alquitrán de hulla en el trataMiento, 

como se mencionó antes, de psoriasis y otras dertaatitis. 

E)(1sten terapias en las cuales se al terna el uso d• alqui

trán de hulla con el de la aplicación de luz ultravioleta, mercu

riales, salicilatos, esteroides, etc. 

2. Formulación de la Suspensión y Generalidades de los Excipian-

tes. 

La Suspension de Alantoína y Alquitrán de Hulla es un ltqui

do viscoso <mAxiao 1200 cp) homogénea, sin grul'IOs, de a~pecto 

cremoso, color aaar1llo y olor caracteri.stico a alquitr.in de hu

lla. Al aplicarse sobre la piel deja una película blanca que de

saparece por frotación constante. Tiene una gravedad e•p•cifica 

de 0.98 a 1.0 g/•l y un pH aparente da S.74. Cada 100 •1 de sus

pensión contienes 
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COtlPONENTE 

Alantoin• 

Alquitriln de hulla 

Palmitato de i&opropilo 

Honoestearato de polietilvn glicol 1540 

Propilen glicol 400 

Petrolato líquido 

Go•a de tragacanto 

f'letilparabeno 

Alcohol cetilico 

Propi lparabeno 

Esperaa sintética de ballena 

Lauril sulfato de sodio 

g 

2.000 

0.940 

2.625 

4.200 

5.250 

5.250 

0.480 

0.105 

J.S75 

O.OJO 

2.100 

2.625 

100 •1 dO! 

suspensión 
Para su mejor conservación, l• suspensión de Al•ntoina y 

alquitrán de hulla es &nvasada en frascos ~n.bar de poli•tileno 

conteniendo un volumen promedio de 120 ml. 

A cont·inuación se citar.in las caract1trísticas más especi fi-

ficas de cada uno d& los excipientes que constituyen la for11Ula-

ciOn:: 

PALH I TA TO DE I SOPROP l LO. 

Líquido móvil por lo general incoloro • inodoro, con un sa-

bar ligero. Tiene una densidad entre 0.850 a 0.855 g/~J. 

Insoluble en agu• y glicerol¡ soluble uno.,, tras parta• de 

alcohol¡ miscible con liquides hidrocarbonadoli y acett .. cocapu••-

tos. Incompatible con para1ina dura, producittndo un• mezcla gr•-
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Este ~aterial es resistente a la oMidación e hidrólisis na 

llegando enrtanciarse. Esta libre de prc>pi•d•des irritAOt .. y 

sensibil1~ante5 y es absorbido r~pidamente por la piel. E• u~do 

en prepar•ciones tópicas en sustitución de aceites vegetala9, y 

en cremas y ungüentos e~olientes, d•ndo productos que son rela

tivamente libres de grasa. 

Es solvttnte da muchas substancias aplicadas eMtern .. ente y 

es da QrMl valor coMo vehiculo cuando se r91quiere contacto y pe

netración directa del medicamento. 

MONOESTEARATO DE POLIETILEN GLICOL 1540. 

Es un políinero de óxido da etileno agua, repre .. ntado por 

la fórmula HOCH3(CH2 -0CHz>nCH2 0H donde, en p~dio, n va 

28 a 36 Ato.a~ de carbono. Tiene un peso MOltfeular promedio no 

menor a 1296 y no CDayor a 1648. 

t1onoestearato de polietilen glicol 1540 es un mat•rial blan

co, ceroso, pl~stico, teniendo una consistencia si•ilar a cera y 

un ligero olor característico. 

Este polímero es libremente soluble en agua. Su solubilidad 

en alcohol deshidratado es limitada, no así en clorofor.a, en el 

cual es libremente soluble. Prácticamente es insoluble en éter. 

Una solución de 5 g de monoestcarato de polietilen glicol en 

50 ml de agua es prácticamente clara e incolora. El pH da una so

lución acuosa de este material <1 en 20) est¡ entre 4.0 y 7.0. 

PROPILEN GLICCJL 400 <1,2-Propanodiol>. 

Fórmula condensada C~a y peso •Dlecular 76.10. Es un l'

quido denso, clara, incoloro, viscoso que posee un ligero y c•

racterístico sabor, es pr~cticament• inodoro y absorb• hu..d4Kf 

cuando se expone al aire. Posea una gravedad •specifica de 
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1.037 g/•l. 

Es miscible con agua, con acetona y clorofor11a. E• solubl• 

en éter y puede disolver algunos aceites escenciales 11 p•ro no as( 

a los aceites c01111JUe5tos. 

PETROLATO LIQUIDO. 

Es una mezcla de hidrocarburos liquidas obtenida del p•tr6-

leo que puede tener un estabilizador adecuado. E• un liquido o

leoso, incoloro, transparente y libre o c•rcanaeente libr• de 

fluorescencia. Es inodoro e insipido cuando se enfria, y desa

rrol l• no mAs que un ligero olor a petróleo cuando se calienta. 

E• insoluble en agua y en alcohol; soluble en aceites volA

tiles. "iscible con muchos aceites cooapuestos, pero no con aceite 

de castor. La gravedad especifica ~el petrolato liquido no es me

nor que 0.845 y no mayor a 0.905 g/~1. 

GOHA DE TRAGACANTO. 

Es la exudación gomosa desecada del Astragalus oueeifwr (fa

milia Legu•inosae) o d• otr•• especies de Aatragalus. Se presen

tan como cintas delgadas, aplanadas de aproximada.aente 30 ml d• 

longitud, •~S o menos curvas, que presentan en !iU superficie fi-

. nas estrías longitudinales y protuberancias concéntricas trans

versales. Son de color blanco o a•arillo p•lido, transl6cid•• y 

de fractura corta. Se vuelven 111&s fácil11nente pulv•rizables por 

calent•miento a 50 •c. Al agregarle5 una paquena cantidad d• •gua 

se forma un gel mucilaginoso. 

La go•a de tr•gacanto que se destina a la f.tlric.aci6n da la 

suspensión es pulverizada. 

HET!LPARABENO (p-hidroMibenzoato de metilo). 
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Formula condensada C•HeO~ y peso molecular 152.12. Son cris

tales pequerlos incoloros o polvo cristalino blanco, inodoro o con 

olor débilmente característico y sabor ligero quemante. 

E~ poco soluble en agua, en benceno y en letracloruro de 

carbono, muy poco soluble en agua caliente pero muy soluble en 

alcohol; soluble en éter. La temperatura de fusion estt. compren

dida entr• 125 y 128 •c. 

ALCOHOL CETILICO. 

Se le conoce también como hexadecanol, ethal o alcohol p•l

mi tico, cuya fórmula condensada es CH:s(CH 2 l 1 ~CH2DH y peso .alecu

lar de 24:.43. Son escamas blancas, suaves,cuya densidad fluctua 

entre los o. 81 t 9/ml, funde a lo!i 49 •e y posee un indice de r1r-

fracción n 1. 4283. 

Es insoluble en agua pero se solubiliza con facilidad en al

cohol, cloroformo y éter. 

Su uso dentro de la industria farmacéutica y de cosniéticos 

es como emuls1ficante y emoliente. 

PROPILPARABENO (p-hidroxibenz.oato de propilol. 

Fórmula condensada C10H 1 :z:O;s y peso ·molecular de 180.21. Son 

cristales pec::¡uet'los incoloros o polvo blanco. Es muy l igera1Mtnte 

so lub te en agua y 1 ibremente soluble en alcohol y éter1 1 igera

mente soluble en agua caliente. Tiene un rango de fusión entre 95 

y 98 ·c. 

Junto con el 111e.tilparabeno se utilizan en la industria ca.O 

conservadores antimicrobianos. 

ESPERMA S!NTETCA DE BALLENA. 

Es una masa blanca y ligeramente untuosa que pre'iHtnta un 

lustre perlado. Tiene un ligero olor delicado y est.li libra de 
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rancidez, aunque esto no significa que pueda enr~anc iat"se. Su gra

vedad espcc1fica es de aproximadamente 0.94 g/,.l. 

Es insoluble en agua, soluble en alcohol caliente, en éter, 

en cloroformo y en aceites · ... ·0U1tiles y compuestos; ligerament• 

soluble en hexi1.no frío y pr8ticament• im1cluble en alcohol fr(o. 

Originalmente la esperm• de bal len• era una subst•ncia cero

s• obtenida del calentamiento de la esper .. de ballena Physeter 

ucrocephalus (fa11ilia Physeteridae>. Actualmente se sintetiza y 

es destinada para uso industrial. Presenta un rango de fusión en-

tre 42 y 50 •c. 

LAUR!L SULFATO DE SODIO. 

Fórmula condensada C12H:zisNa04 5 y peso molecular 298.38. Son 

cristales blancos o amarillentos. También puede estar en 'forma de 

hojuelas o polvo. Posee un olor característico a substancias gra

sas y dá una reacción neutral. Un gramo se disuelve en 10 ml de 

agua dando una solución opalescente. Se utiliza en la industria 

para emulsificar grasas además de que baja la tensión superficial 

de soluciones acuosas .. 

Como se puede apreciar, la suspensión de Alantoina y alqui

trán de hulla contiene una serie de materiales que le dan una 

consi5tencia especial para mantener en suspensión al principio 

activo. 

Haciendo una observación de la apariencia del producto, se 

puede apreciar que tiene un aspecto terso, no observ~ndose a 

simple vista las part1culas de Alantoina, debido a que debe cum

plir como materia prima, que no menos del 95 % deb• pasar malla 

200, para asegurar que el tiempo de sedi1Mlntaci6n del principio 
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activo sea mayor. 

Se observó ta.tlién que la suspen~i6n dérmica pierde su con

sistenci• fluida con la eMposición constante al aire. 

Es importante que la suspensión de Alantoina y alqu1 tra.n d11 

hulla conserve sus características fisicas, tanto como para pro

porcionar el efecto terapéutico deseado, así como par'a poder rea

li~ar un an~lisis confiable. 

2:S 



3. Importancia del Producto. 

La Psoriasis no es una enfermaedad mortal y no af•cta m•t•

rialmente la salud del individuo. Por lo general, en estos casos, 

se trata de acostumbrar al paciente para que •cepte su condición. 

En general el paciente p&oriatico no manifiesta sintom•s que 

interfier"an con sus funciones físicas normales, como puede ser 

fiebre o dolor. Sencillamente es un individuo acomplejado por su 

condición y en consecuencia limita su desenvolvi~iento social y 

profesional. 

Se puede definir la Psoriasis colltO una enfermedad crónic•, 

recurrente, caracterizada por" un enrojecimiento persistente de la 

piel, la cual presenta lesionttS redondas, generalmente resecas y 

cubiertas por escamas plateadas. Sigue un curso caracterizado por 

remisiones y recurrencias que en algunos casos, se puede dar ali

vio, cambiando a un clima más cálido. 

El caso típico de la Psoriasis comienza con pequenas lesio

nes en forma de gota, localizadas po,. lo general en codos, rodi

llas, munecas y hombros~ Las lesiones se eHtienden presentando 

escamas las cuales al se,. removidas, dejan ver la piel enroJecida 

y con pequel'ros puntos hemorr.tlgicos. 

La etiologia de la Psoriasis es Aún desconocida y hasta el 

P.resente no se ha descubierto ningún medicamento que represente 

la cura para la Psoriasis. Solo podemos hablar de ~eJora o alivio 

y aclaración de las lesiones. 

C090 es de esperars•-.. h•n Utiliz•dc innumarablltS trata

mientos locales y sistémicos contra la Psoriasis. Hasta el pre-
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sen~e, Jos tratamientos sistémicos utilizados compren~en regim11-

nes al iment 1c ios, drogas que actuan sobre el metabolismo, hormo

nas, compuestos de naturale:?:a diversa y tratamientos psiqui:itri

cos, Jos cuales han demostrddo su inefectividad. 

Los fracasos sufridos en las tratamientos sist•m1cos han 

limitado el tratamiento de la Psoriasis a Ja aplicación local de 

diferentes agentes. Qui:~ el agente típico mds comunmente utili

zado es el alquitr~n de hulla asociado a Alantoína. A ésta 6ltima 

se le ha atribuido, como se mencionó anterio1~mcnte, la capacidad 

de estJmuJar el crecimiento de teJ1do y Junto con la acción anti

sépt1cn del alquit1·án de hulla, se con5igue una terapia que, s1 

no ~rrad1ca totalmr:nte la onfel'medad, si consigue un alivío de 

las molestias pres~nladas. 

La Psor1asis es una enfermedad que tiene una prevalencia es

t.1mdda en un 1).5 a '.2.8 'l. de la población mundial. En México no se 

tienen estadíst1rns de su incidencia, pero se clienta con reportes 

qu~ indican su importancia. como un padeclfniento dérmico en el que 

influyen f¿u.:tores amb1..;intales y hereditarios, en la cnayor parte 

de los casos. Parece sr.r que la F'soriasis se presenta en grupos 

raciales locdl1::ados en una situación geográfica especifica. 

Pc.w eJcmplo, dus estudios rea.liza.dos en la población de Es

cand1nav1a1 mostrat'on que la incidencia de la enfermedad oscilaba 

entre 1.4 'I 2.8 7.. De esta población la edad inicio de la •nfer

medad tue de 12 anos para mujeres y de 13 at'Jos para los hombres. 

En este estudio se llegó a la conclusión de que el factor aisl•do 

más importante es el medio ambiente .Y se sugirió que •ientras m.t.s 

temprana sea. la edad de inicio de la enfermedd.d, los factores am

bientales afectarán el padecimiento con mayor intensídad. 
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Dado que no existe ~ la fecha medicamento que cure la Pso

riasis, la suspensiOn de Alantoina y alquitran de hulla r&pre

senta medicamento importante ya que es utili;:ado en la teraplill 

para ayudar a r•educ ir considet•dblemente las heridas causadas por 

dicha enfermedade 
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4. Cromatograf ia de Particion <CLL> y Potenc1ometría. 

En •l desarrollo de este trabajo, para la cuantificación de 

Alantoína se utilizaron los métodos de Cromatografia de Partición 

CCLL) y Potenciometria, niismos que se describen a continuación. 

CROMATOGRAFIA DE PARTICION. 

La Cromatografía comprende un grupo de ll'létodos p•ra separar 

me~clas moleculares que dependen de las afinidades diferenciales 

de los solutos entre dos fases inmiscíbles. Una de las fawes es 

un lecho fijo de gran área superficial mientras que la otra es 

líquida se mueve a través de la superficie de la parte fija o 

sobre ella. Los componentes de la mezcla deben poseer dimensiones 

moleculares, lo que requiere que estdn en solución o en el •stado 

de vapor. La afinidad relat;iva de los salutes para cada una tJe 

las fases debe ser reversible para asegurar que hay transferencia 

de masa durante la separación Cromatográf ica. 

La fase fija se llama fase estacionaria y la otra fase mó

vil. La fase estacionaria puede ser un sólido poroso o fina~ente 

dividido, un líquido que ha sido puesto en cap~ delgada sobre 

un material de soporte inerteª Es necesario que la fase estacio

na1•ia posea partículas tan pequet'fas como sea posible para que 

exista una superficie grande de modo que la adsorción y desadsor

c1ón de los solutos se verifiquen frecuentemente. La fase móvil 

µuede ser un líquido puro, una mezcla de soluciones o bien ser 

un gas .. 

Los métodos cromatográficos pueden ser clasificados de 

acuerdo con la naturaleza de las fases estacionaria y móvil. Si 

la fase estacionaria es un sólido, el proceso se llama cromato-
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grafía de adsorcion, mientras que si la f•se estacionaria es un 

líquido, se le llama cromatografía de partición. 

A continuación se har~ mención Qnicamente de la cromatogra

fía de partición misma que se empleó en el desarrollo de este 

trabajo. 

En la cromatografía de partición un material sólido inerte, 

tal como gel de sílice o tierra de diatomeas, sirve para apoyar 

una capa delgada de liquido que es la fase eatacionaria efectiva. 

A medida que la fase móvil que contiene el salute pasa muy cerc• 

de esta fase líquida, hay retención y separación debido a la so

lubilidad relativa de los camponenetes analizados en los dos lí

quidos segQn lo determinan sus coeficientes de partición. Dicho 

lo anterior y observando las características cromatográficas de 

la técnica utilizada en el presente trabajo el proceso en.pleado 

se llama cromatografía de partición liquido-liquido <CLL>. 

La cromatografía de partición líquido-liquido resulta ser 

análoga al proceso de transferencia de salutes que ocurre en la 

extracción por solventes. En dicha e~tracción un soluto usualm•n

te disuelto en un vehículo acuoso se transfiere parcialmente en 

un paso a un solvente no miscible. La cantidad de scluto tran•fe

rido se determina por medio de un coeficiente de particiOn 1 que 

es la relación entre su concentración, en l•s fase• no acuosa y 

acuosa, respectivamente. Después del primer paso, las capas se 

separan, se coloca en contacto nuevo solvente con la fas• acuosa 

y como resultado de ello se establece un nuevo equilibrio ba•ado 

en el coeficiente de partición, y se transfiere más soluto a la 

fase no acuosa. Cada una de estas extracciones es equivalente a 

un plato teórico en un sistema cromatogrAfico. 
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El método empleado en este trabajo podría parecer contradic

torio, con base a lo anteriormente e~plicado. A continuación s• 

expondrá lo que relmente sucede. 

Para. la separación cromatográfica de Alantoína lo fundainen

tal es que el principio activo sea retenido por la fase estacio

naria Que impregna el soporte y no sea arrastrado por l• fase 1116-

vi l, la cual en este caso, se encarga Clnicamente de separar los 

e::cipientes que constituyen la formulación. Es por esto que el 

valor de coeficiente de partición, que convencionalmente r•lacio

na la concentración de salute disuelto en fase no acuosa con el 

salute disuelto en la fase acuosa, sea pequerio C3xl0-3>, lo que 

indica que Alantoína, en la fase estacionaria es esencialmente 

inmóvil. 

Como se mencionó anteriormente, los procesos cromatográf icos 

se clas1f1can de acuerdo con los estados físicos de las fases 

móvil y estacionaria. Cada una de estas técnicas puedan a su vez 

ser clasificadas según el método de desarrollo de la fase mOvil. 

El análisis de elución es la técnica más frecuentemente usada de 

desarrollo croma tográf ico. 

El análisis de eluci6n se lleva a cabo mediante la introduc

ción de la muestra en un volumen tan peque"º como sea posible so

bre la parte superior de Ja columna. Se deja fluir la fAste mOvil 

través del sistema. Los componentes que posean coeficientes de 

par•tic:ión más grandes serán retardados en su pasaje a través del 

sistema y eluirán más tarde. 

La ventajas de la cromatografía de elución son que cada 

componente de una mezcla puede ser aislado en un estado relativa-
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mente puro, solo contaminado por la fase móvil, y qua el método 

puede ser fácilmente utilizado para el anAlisis cuantitativo. Si 

no se cambia la fuerza de la fase móvi 1 durante el desarrollo del 

cromatogramA, l• técnica se llama anAlisis de elución isocrAtica. 

Una modificación ampliamente usada del an•lisis de elución 1 

que es capáz de superar las dificultades de tiempos de elución 

largos y de una mala resolución de mezclas complejas, se llama a

nAlisis de elución en gradiente. En esta adaptación dos solventes 

eluyentes, uno débil y otro fuerte se usan para desarrollar el 

cromatograma. El solvente débil posee menor afinidad por los sa

lutes, mientras que el fuerte posee mayor afinidad. La elución 

comienza usando solo el disolvente débil y a medida que el dega

rrolla progresa se mezcla el solvente ~ás fuerte hasta que la 

fase móvil final posea una composición que se aproxim• a la del 

solvente fuerte. La mezcla se hace en una cámara especialmente 

diserfada colocada en la parte superior de la columna. El resul

tado es tal que la composición y la fuerza de la fase móvil ca~

bian constantemente durante el análisis. Los salutes débilmente 

retenidos, eluyen primero por el solvente débil, y los saluto9 

fuertemente retenidos, que no eluirán para nada con el solvente 

débil o que poseerian tiempos de retención indeseablemente lar

gos, son eluídos por la fase móvil crecienteMente mAs fuerte. 

Las formas básicas de la cromatografía pueden aplicarse al 

análisis de sistemas farmacéuticos a través del uso de una serie 

de técnicas que difieren una de la otra de acuerdo con la natura

leza de la fase estacionaria y al aparato utilizado para realizar 

la cromatografía. La elección de una técnica ~n particular depen-
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de de una serie de factores, incluyendo la complejidad de l• 

muestra, las propiedades químicas y fisicas de los compuestos a 

separar, la resolución requerida, la facilidad y rapidez de liil 

técnica y su capacidad para ser automati zada 1 la disponibilidad 

y el costo del equipo y la necesidad de aislar las substancias 

separadas. 

Por ejemplo, si es preciso aislar compuestos eluídos en can

tidad, entonces una elección más ventajosa puede ser la cromato

grafía de partición líquida o la cromatografía en capa delgada .. 

Así también, las substancias que no son ionizables, hidrofóbicas 

o no polares, pueden ser separadas mediante métodos de adsorción 

líquida. 

El equipo experimental para realizar cromatografía en colum

na clásica es relativa111ente sencillo. La columna dentro de la 

cual se empaca la fase estacionaria consta de un tubo de vidrio 

o tefl6n de 10-50 mm de diámetro y 5-100 cm de largo, aunque se 

han usado columnas mucho más largas para separaciones dificiles 

y trabajos preparativos. El fondo de la columna se ajusta con uniil 

llave u otro tipo de restricción al flujo con el fin de dar con

trol sobre la velocidad de pasaje de la fase m6vi 1. El material 

úe empaque soporta dentro de la columna con ayuda de un dis

co, de vidrio poroso o una pieza de lana de vidrio. 

El empacado puede ser introducido en la colutDnA como polvo 

seco o una suspens16n en la fase móvil. En cualquiera de los ca

sos es esencial que el lecho cromatográf ir.o sea uniforme sin bur

bujas de aire o canales que interrumpan el flujo de la fase 

móvil. Si se empaca en forma seca, la fase estacionaria se intro

duce en peguenas cantidades y se deja asentar con ayuda de un 
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suave golpeteo o una vibración fuera de la colu~na. Si se usa una 

técnica de introducir una suspensión se dejia la llave abierta 

para dejar que el solvente fluya a tr•vés del material s61 ido y 

se agr·ega solvente, cuando sea nec.sario, para evitar que se se

que la columna, mientras que se dan golpecitos para expulsar las 

burbujas de aire. Cuando el lecho cromatográf ico ha alcanzado la 

al tura deseada., se cierra la llave y se deja una capa de fase mó

v1 l encima del lecho. Cuando se usa la suspensión, se puede uti

lizar presión positiva o vacio asi como también una varilla de 

vidrio para asegurarse de que el material está firmemente e.-paca

do. 

La muestra encima de la columna se coloca de dos ~odas. Pue

de mezclarse con una pequena porción de la fase estacionaria que 

entonces se empaca como se indicó o puede disolverse en la fase 

m6vi 1 y depositarse sobre el lecho creomatográf ica después de qua 

se ha dejado correr la fase móvil una corta distancia dentro de 

la fase estacionaria. Se agrega entonces más fase móvil y 5e abre 

la llave para dejar que c~ience a fluir. Se puede entonces desa

rrollar el cromatog1•ama dejando que fluya el solvente desde un 

reservor10 bajo la fuer·z:a de la gravedad, dado que este método 

da velocidades de flujo variAbles debido a cambios de presión o 

temperatura, introduciéndolo a baja presión usando una boniba pe

ristáltica. El efluente que sale de la columna se recoge en 

fracciones en función del tiempo o del volumen y los eluídos se 

analizan para buscar la pre9iencia de los diversos 5olutos. 

Como se puede apreciar, existen muchas técnicas cromatográ

f icas las cuales varían según las necesidades del anAlisis. En 
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nuestro caso se aprov•chan las difer~tes soJUbilid•des d• lo& 

excipientes de la forMLilación para separarlas d• Alanto&n•, asi 

como el cambio de fuerza del eluyente de menor a mayor polaridad. 

Todo lo antes mencionado constituye col1Kl tal, l•• condicio

nes ideales para la realización de una cro•atogra~áa, que durante 

el trabajo experimental pueden o no llegar a cumplirs& .. 



POTENCIOMETRIA. 

Conceptuelmente, puede con•iderarse a la Patencia.etria co

~o la medida de la fuerza •lectomotriz (f.e.in.) en una cald• gal

vánica. Esta f.e.m. es generada, para nue•tros fines por una 

reacción química verificada en la solución qu• contien• un• espe

cie susceptible de reaccionar con una solución de concentraci6n 

conocida. Esta metodologia llamada valoración potencioMétrica 

suele emple•rse en •1 anAlisis cuantitativo y para realizarla, es 

necesario construir una pila galvánica con la solución de interés 

en la cual se sumerge un par de electrodos. Posteriormente se si

gue la f.e.in. verificada en la pila, la cual esta en función del 

volumen del reactivo valorante adicionado. cuando la solución 

presente variaciones bruscas de potencial, esto indicara que la 

reacción es completa por estar en la r2gión cercana al punto de 

equivalenci•. 

La .edición de la f.e.m. en la celda es realizada por un po

tenciómetro .el cual es capaz de medir potenciales 1tntre O y t.5 

volts con una exactitud comprendida preferiblemente de 0.001 a 

o. 002 volts. Este instrumento real iz~ las ..ediciones de vol taje 

empleando una corriente mínima. Es por egto que se le con•idara 

un instrumento cero que utiliza un galvanó~tro como detector 

de equilibrio. El galvanómetro únicamente indica •l punto d• 

equilibrio de una f.e.m. desconocida (la registrada por el elec

trodo indicador y una f.e.m. opuesta que se conoce <la registra

da por el electrodo de referencia). 

Durante lo antes expuesto se han mencionado dos dispositi

vos fundamentales en la medición del potencial; los electrodos 

de referencia e indicadores. 
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El electrodo de referenci• •s un dispositivo que posee un 

potli!ncial constante e independiente en el transcurso de una va

loración. Un buen electrodo de referencia debe dar potenciales 

reproducibles y presentar un comportamiento constante durante al 

paso de pequenas corrientes, así como de fácil montaje. 

El electrodo de 1"eferenc1a mayormente utilizado es el elec

trodo de calomelanos satur.ado cuya reacción electrOdica viene 

dada por la siguiente ecuación: 

CUJ'o potencial a 25 ·e es de 0.242 volts. 

La forma comercial mAs CO«tún consta de un tubo de 5 a 10 c:m 

de diámetro, que contiene su vez un tubito interno lleno de 

pasta de mercurio y cloruro de mercurio ( I), conectada • un.a. so

lución saturada de cloruro de potasio del tubo e)(terior poi"' medio 

de un pequeno orificio. 

Otro electrodo de referencia es el electrodo de plata-cloru

ro de plata el cual representa un sistema electr6dico an~logo al 

anterior. Este consiste en un electrodo de plata sumergido en una 

solucitm cloruro de potasio saturada de cloruro de plata: 

Ag/AgCICs>,KClCsatl 

Este electrodo se prepara con una solución saturada de clo

ruro de potasio siendo entonces su potencial a 25 •e igual a 

+O. 197 volts can refe1•encia al electrodo normal de hidrógeno. 

Los electrodos indicadores por su parte deben estar relacio

nddos directamente con la concentrac16n de una o m.1s de las aspe-
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cies susceptibles d• reaccionar en la determinación analítica. 

Esto itRpliCa-- que si el potencial del electrodo d11 referencia es 

constante las variaciones de la f.t!.m. que se registran, .refl•ja

r3n, entonces, las variaciones de concentración que se llevan a 

cabo en la solución en el transcurso de la ... aloración. Es por es

to que se necesita una respuesta l'ápida ante las variaciones de 

concentración. 

Durante la medición del potencial en la valoración de Alan

to1.na, se emplea un tipo de electrodo combinado, es decir, dicho 

electrudo contiene al electrodo indicador y al de rdferencia en 

un mismo dispositivo. El electrodo de referencia es et de calome-

la.nos y el de medida es un electrodo de vidrio el cual amplia-

mente utilizado en las valoraciones de neutralización y deter111i-

nación de pH. 

Dicho electrodo, posee una delgada menbrana de vidrio con

ductora, que interpuesta en dos soluciones a pH diferentes crea 

una diferencia de potencial, por haber transferenCia de iones 

hidrógeno través de la membrana. Para que dicha transferencia 

sea continua, la membrana de vidrio debe contener agua en ¡,su es

tructura para que sea efectivo como indicador de pH. 

El vidrio empleado en la fabricación de estos electrodos es 

un vidrio sodio-cálcico, el cual presenta una resistencia eléc-

trica de alrededo~ de 100 megaohms. 

El electrodo del vidrio convencional consta de un tubo d• 

vidrio que tiene en un e:<trerno la membrana sensible a la tra.nsfe-

rencia de iones hidrógeno. Una solución diluida de ácido clorhí

drico esta contenida dentro del tubo, la cual barra a un hilo de 

plata cubierto de cloruro de plata. 
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Durante la determinación del potencial usando un electrodo 

de vidrio, )' contraste con otros electrodos, no se presentan 

interferencias si en la solución se encuentran oxidantes fuertes, 

reductores, prote1nas y muchas otras substancias más. Tal es el 

caso por el que dicho electrodo se ha. utilizado para medir el pH 

de fluidos ~iscosos e lncluso semis6lidos. 

Como se puede dpreciar, eKisten múltiples avances en las vo

lumetrías potenc1ometriccls, tal es el caso de los tituladores •u

tomáticos les cuales, tras la adició~ del titulante por inyección 

de una cantidad preestablecida de solución valorante, registr• 

los valores del potencial y en consecuencia el punto final de la 

valo1~aci6n. 

La deter'minac1.jn del punto final puede realizarse por deter-

minación gr~ftca for·ma directa o empleando el criterio de la 

primera y segunda derivada. En la determinación gráfica, que es 

la más directa consiste en apreciar visualmente el punto medio de 

la porción de la curva devaloración que asciende r~pidamente por 

vat~iación de la f.e.m .. El procedimiento de la primera y segunda 

derivada consiste eri representar gr~1icamente las variaciones de 

potencial por unidad de volumen agregado < E/ ml- y 

pectivamenteJ en función del volumen medido anadido. 

E/ ml r•s-

En ambos procedimientos los valares obtenidos se grafican en 

papel m1limétr1c:o para poder apreciar el punto de equivalencia. 

Estos procedimientos fueron empleados en las valoraciones manua

les, pero ahora que 'SE' cuenta con el titulador potenciométrico 

automático, se lee directamente el volumen de titulante consumido 

en el punto final. 
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Es un h•cho que la metodologia instrumental en la potencio

M?tria ha vat"'iado en •1 transcurso de estos anos 1 pero sustenta 

en el fondo el mismo principio explicado anteriormente. 

Sin embargo debe hacerse énfasis que si no es conocido en 

escencia el fundamento de esta técnica analítica, los resultados 

obtenidos no son reproducibles .. 
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5. Validación de Métodos Analíticos. 

"La validación de 11étodos analíticos, es un proceso mediante 

el cual, queda establecido por estudios de laboratorio, que las 

características del ~étodo cumple con los requirimientos para las 

aplicaciones analiticas deseadas". Tal es la definición publicad• 

en "Current Concepts Tor the Validation of Compendia! Assays" de 

la pub 1 icaciOn "Pharmacope1a 1 Forum" del bimestre marza-abril de 

1986. Pero tal definicion indica únicamente, lo que en el medio 

analítico se espera de una validación, sin to~ar en cuenta lodo 

lo que esta palabra significa. 

La necesidad de validar COflo tal, nace desAfortunadamente 

debido a dos errores cometidos en la industria farmacéutica de 

E .. U. A. e Inglaterra. Dichos errores costaron la vida de p•rsonas 

que consumieron los productos contaminados. Esto llevo a lo& far

macéuticos a establecer una serie de normas y procedimientos para 

asegurar que los procesos productivos Ge llevaran a cabo de una 

manera controlada desde un principio. En consecuencia, y como ne

cesidad de verificar lo anterio·r, en el laboratorio de control de 

calidad se creo la necesidad de saber con certeza que las técni

cas analíticas d1eran resultado& confiables. Como se puttde apre

ciar la validac16n juega un papel muy importante dentro del ase

guramiento de la calidad. Con esto se e~pera expres~r la necesi

dad e importancia de la validación. En este capitulo ünlcamente 

-:.e hablará cer·ca de la validación de la tecnología analítica 

por ser consecu~nc 1a de la parte cxperimen tal desarrollada. 

Como ya se mencionó la validación de métodos analíticos 

juega un papel muy importante, por que los resultados obtenidos 

de los analistas son un punto de apoyo para la toma de decisiones 
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en cuanto a la disposición de ~atería prima como de producto ter

minada en las át·eas prodocti•-as. 

Dentro de la industria farioacéutica moderna la validaciOn de 

m6todos analíticos constituye un soporte importante d•ntro del 

campo det 

- Preformulaci6n; para la c.iracterizat:ión 1isicoquimica del 

principio activo en una for~ulac16n tentativa. 

- EstabilidadJ para g} desarrollo de métodos altamente espe

cíficos como indicadores de estabilidad. 

- Estudiog biofar•acéuticos (no des~r~allados en todas laG 

industrias>: para seguir el curso biológico y farmacociné

tico de un principio activo y utilizando métodos específi

cos y selectivos pa.ra farmacos, con el fin de cuanti"ficar 

en los dif~rcntes fluidos biológicos. 

Antes de abordar especificamente la. validación de métodos 

analíticos, quisiera hacer mención de algunas defini~iones publi

cadas en "Current Conc:epts for the Validation of Coa.pendial 

Assays" de la Pha.rmacope1al Forum del segundo bimestre de> 1986, 

las cuales son fundamentales en la concepción esencial de la va

lidación de matodologia analítica. Estas definiciones constituyen 

los parámetros analíticos, tér~inos en los cuales se eMpresan las 

características del m~todo. 

~Precisión: la precisión de un método analítico es el grad~ 

de concordancia entre resultados analíticos individuales cuarido 

el procedimiento es aplicado ~epetidamente a diferentes muestreos 

de una· muestra ho~ogénea del producto~ La precisión de un método 

anal:ítico es usu~laente e)(presada como la desviación estándar o 
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la desviación estándar relativa Ccotrficivnte de variación>. La 

precisión es una medid• del grado de reproducibilidad del método 

analítico bajo condiciones normales de operaciOn". 

"Exactitud: la exactitud de· un método analítico as la con

cordancia entl'e los valores obtenidos por el Mtodo y los valores 

verdaderos. La exactitud puede ser expresada como porciento de 

recobro de cantidades conocidas adicionadas", 

"Linealidad: la linelidad de un sistema o Mtodo analítico 

es su habilidad para asegurar que los resultados analíticos, lo• 

cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio de una 

tr.1nsformaci6n matemática bien definida, seo proporcionales a la 

concentración de la substancia dentro de un rango determinado. 

La linealidad usualmente expresada en términos de varianza 

.. <lrl:?dedar de la línea de regresión de acuerdo a dicha transfor

mación matem~tica para los resultados obtenidos ror el anAlisi5 

de muestras a diferentes concentraciones". 

"Reproducibilidad: es la precisión d11 un método ana.lítico 

expresada como la concordancia entre determinaciones independien

tes realizadas por diferentes analistas, &n diferentes d(as, en 

el mismo y/o di ferentE?s laboratorios uti 1 izando el •ismo y/o di

ferentes equipos". 

"Repetibilidad: es la precisión _de un Pétodo analítico ex

presada como la concordancia entre d!::!terminaciones independien

lE?s realizadas por un solo analista usando los mismos aparatos y 

técnicas". 

"Especificidad: la especificidad es la medida del grado de 

int.erferencia to ausencia de estas), en el análisis de mezclas 

complejas. Es la habilidad de un método analítico p•ra obtener 
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una respuesta debida ónicamente a la substancia de intarés y no 

a otros componentes de la muestra". 

"Tolerancia: la tolerancia de un método analítico EIS el 

grado de reproducibilidad de los resultados obtenidos por el 

análisis de las mismas muestras bajo variaciones de las condicio

nes nor•ales de operación, tales como diferentes laboratorios, 

diferentes analistas, diferentes instrumentos, diferentes lotes 

de reactivos, ensayo diferentes tiempos, ensayo a diferentes 

temperaturas, diferentes días, etc. 11
• 

Estos son algunos de los parámetros mayormente utilizados 

para validar métodos analíticos. Sin embargo no son todos ni los 

Qnicos. Constituyan solo una base, ya que dadas laG característi

cas del método analítico y a las necesidades existentes, &• esta

blecer.in los parAmetros a evaluar. Se puede decir entonces que 

estos parámetros satisfacen los requisitos mínimos para conside

rar un método analítico satisfactoriamente validado. 

Varios factores son los que determinan la elección de una 

técnica de separación, por ejemplo: 

- La naturaleza de las muestras respecto a los con5tituyan

tes presentes y su relación entre si. 

- La naturaleza químic• y el n6.mero de componentes por de

terminarse. 

- Así como la aplicabilidad de las técnicas, es decir, quW 

tan eficiente es el méteodo para recuperar el constituyen

te principal, d.rpendiendo de los r~querimientos del proce

dimiento, de acuerdo con la naturaleza, tamal"fo, tiempo em

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

Resumiendo lo anterior se puede decir que la elección d• un• 

técnica depende de la información que se d~sea obtener de ella. 

Para ello es necesario recurrir a fuentes de infor•aciOn bi

bliográfica Clibros, artículos, etc.>, para que después en base a 

ello se establezca el equipo, material y demás necesidades indis

pensables para rept'oducirlo con las menores variaciones. Al rea

lizar las pruebas correspondientes, una vez dt!Sat•rollado o ad•p

l'ddo el método, se procede a describir detalladamente el procedi

m1en to expar1m~ntal, con el objeto de evaluar los pdr~•etros ~i

n1mos de validación. Después, anotar las posibles fuentes de va

riación, asi como las medidas para evi tarla.s. Con estos datos se 

realiza un reporte anotando todos y cada uno de los pariámetros •

valuados y la. conclusión a que se llegó. 

Es importante seguir una metodología similar a la anterior 

pa,-a poder clbordar un problema analítico con el menor número de 

variaciones. Estas, como es de esperarse, son difíciles de erra

dicar. Sin embargo se establece que dichas vcariar:iones ocurren 

debido a uno o a todos, de los siguientes factor~s: 

- El mate,.ial o producto por anal izarse. 

- Los reactivos y equipo utilizados en el desarrollo de la 

técnica analítica. 

- Que el equipo d 1Jti l izarse este o no calibrado. 

- Factores como temperatura y humedad ambientales. 

- Errores debido a la manipulación <analista). 

El método cl~sico para validar un método analítico as me-
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d1ante el an.\lisis de 1DUestras de referencia que son similares en 

todos los aspectos a las ~uestras por analizar, ya que se ca.npa

ran los valores obtenidos con los esperados. Dentro de estas 

muestras de referencia se encuentran las muestras de pl•~•bo car

gado, en las cuales a una cantidad de placebo se le adiciona una 

cantidad conocida de prjncipio activo. La mezcla se analiza y 

compara con la cantidad adicionada. De acuerdo con este método 

podemos evaluar los parA...etros de validación expresando el resul

tado en porciento de recobro experimental. 

Los resulta.dos obtenidos de la validación generalmente su 

someten un analisis estadístico con un nivel de confian~a del 

95 /.. Dicho análisis estadístico incluye cálculos de m•dia, cbe

ficiente de variación, desviación estándar, parámetros de regre

sión lineal y las pruebas estadísticas de "t" de student y "F". 

Es necesario que los métodos analíticos se validen con res

pecto a una substancia de referencia, que pu~de ser un estandar 

primario o secundario. En todo caso estos se emplean para calcu

lar la pureza de la materia prima adicionada al producto, y en 

base a ello, hacer los c~lculos necesarios para obtener los por

cientos de recobro reales. 

En el caso del presente trabajo, se contó con un estándar 

secundario de Alantoina al 98 'l.. Para evaluar la lineAlidad y 

precisión del sistema de medición se empleó •l estándar directa

mente. Pero para la validación del método analítico se analizaron 

placebos cargados con Alantoína materia prima previamente valora

da contra Alantoína estándar. De esta manera se calculaban los 

porcientos de recobro de acuerdo con la pureza de Alantoína Mate

ria prima. 
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La substanciia de referencia INlpleada debe guardarsw en LU'I 

lugar seco, bien sellado Cda preferenci• lffi un desecador) para 

evitar alteraciones químicas. Generalmente estos se encuentran en 

frascos v1ale9 color ámbar conteniendo un gr~ a lo más de la 

substancia. Una ve;: abiertos, las personas que lo uti 1 icen serAn 

responsables de purez~. Por ello es necesario valorar un• 

materia prima y utilizarla como referencia. Si el est4ndar no es 

útil debido a su mal manejo, los resultados y en general el méto

do puede obstaculizarse por una C061paraci0n errónea, creando·con

fuciones. 

Otro criterio para validación da metodología analítica es el 

cuidado y mantenimiento del equipo. Para ello se necesita esta

blecer un programa da cal ibt"ación periódico que asegure el buen 

funcionamiento del equipo. En nuestro caso para cada determina

ción se calibraba el electrodo utilizando dot1 soluciones amorti

guadoras una a pH 4 y otra a pH 7. 

La medición de parámetros de validación se lleve • cabo me

diante mediciones de la cantidad de principio activo utilizando 

el método propuesto, de tal ,.anera que en cada ensayo se repre

sente la situación m~s apegada a las condiciones nor•ales de ope

ración. 

Indiscutiblemente la valid•ción de metodología analítica no 

asegura en un cien porciento la veracidad del •nAlisis. Este de

berá realizarse tomando en cuenta todos los factores que pueden 

alterarlo y de esa rn&nera corregirlos p•ra que los r .. ult•dos 

sean satisfactorios. El hecho de que una metodología esté valida

da, no implica que sea infalible. El analista que esaplee dicho 
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-*todo en 5U rutina diaria debe concientizarse que si no realiza 

su trabajo cuidadosaaente el método no va a dar resultados satis

factorios por si mism:>. 

Por esta razón se necesita crear un plan para abordar un 

problema analitico que esté dando resultados fuera de limites co

mo el que se enuncia a continuacióna 

- Tomar en cuenta el nfiaero de replicaciones realizada& des

pués de obtener un resultado fuera de limites. 

- Revisar cuidadOS41.~ente los reactivos utilizados tomando en 

cuenta sus respectivas fechas de caducidad. 

- Si persisten los resultados, revisar entonces las ordenes 

de fabricación y anotar las posibles anom•li•s encontra

das. 

- Si lo anterior l!iitA dentro de especificacione• entonces 

cambiar de analista y comparar resultados. 

- Si el segundo analista obtiene resultados fuera d• limi

tes, entonces se e&tudiará nuevamente el método para tra

tar de encontrar posibles fallas. 

- Una vez resuelto este problema se validar~ nueva~ente el 

ntétodo. En caso contrario se desarrollará uno nuevo. 

Esto es solo un eje.apio de la importancia que represantA la 

validación en el trabajo diario de la industria. Las demás ir9por

tancias, a mi juicio, se tendrán qua dilucidar ya en el trabajo 

diario. 
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IV. PARTE EXPERIMENTAL 



IV.PARTE EXPERIMENTAL 

t. Antecedentes. 

La parte experiroental en la cual se basa la técnica analí

tica fue publicada por D. J. Weber y J. W. Higgins el 12 de di

cieltlbre de 1970 en el •Journal of Pharmaceutical Science" bajo 

el titulo de "Potentiometric Titration of Allantoin in Cream 

Formulations". 

El ntétodo publicado se basa en la separación de Alantoina de 

los excipientes que constituyen la formulación por medio de una 

columna cra.atográfica empacada tierra de diatomeas con lava-

do Acido previamente impregnada con una fase estacionaria. La co

lumna retiene en dicha fa.e estacionaria al principio activo y 

los excipientes eluyen al hacer pasar por esta, disolventes como 

acetato da etilo y éter etílico. Posterior a esta etapa del aná

lisís, se extrae de la coluana el principio activo por elución de 

una cantidad apropiada de agua, la cual es colectada para adicio

narle acetona y finalmente titularse potenciométricamente con hi

dróxido de sodio 0.1 N. El volumen consumido se relaciona con el 

peso equivalente de Alantoína, la normalidad de la solución y la 

cantidad en gramos de muestra para obtener así los miligramog de 

Alantoina por gramo de crema. 

CCHtO los excipientes de la formulación de Ja suspensión de 

Alantoina y alquitrán de hulla son en general constituyentes de 

cremas, se pensó utilizar este método para extraer Alantoina del 

producto terminado, tomando en cuenta las solubilidades de los 

excipientes en las fases org~nicas empleadas. 

El método requiere para eluir las columnas que, tanto el 

acetato d• etilo y éter etílico, sean previamente saturados con 
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Componente Acetato de etilo Eter etilico Agua 

\SO mg> (10 .. 11 (10 mil 110 mil ---------- ---------------- ------------
!) Met i lparabeno Soluble Soluble Poco soluble 

21 Petrola.to líquido Insoluble Soluble Insoluble 

31 Monoestearato de 

pol 1eti len glicol Insoluble Insoluble Insoluble 

4) Alcohol cetílico Soluble Soluble Insoluble 

Sl Prop i lparabenc Soluble Soluble lnsolub le 

61 Monoestearato de 

glicerilo Insoluble Insoluble Insoluble 

7) Esperma sintéLica 

de ballena ln50Juble Insoluble Insoluble· 

Bl Lauril sulfato de 

sodio Soluble Insoluble Soluble 

9) Goma tragacanto Insoluble Insoluble Insoluble 

10> Propi lengl icol Soluble Soluble In5olub le 

11) Alquitrán de 

hulla Soluble Soluble Insoluble 

121 Alantoína Insoluble Insoluble Soluble 

Como se puede apreciar los componentes que son solubles en 

las fases orgAnicas son los componentes 1, 2, 4 1 5 1 8 1 10 y 11. 

Esto indica que los componentes 3 1 6 1 7 1 9 y 12 quedan retenido• 

en la columna. 

Posterior a las pruebas de solubilidad, se procedio a reali-

zar la técnica taJ y como se e~presa en el artículo, utilizando 

producto terminado. Para este tiempo ya se contaba con un• tierra 

de diatomeas con lavado ~cido del proveedor J. T. Baker. El pro-
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p6sito de esto, fue verificar que los componentes retenidos en la 

columna no influyeran en la titulación potencioMétrica de Alan

toína, si es que pudiean ser arrastrados por la fase final d• 

agua. 

A continuaciOn se detallari:ii la técnica publicada como s• ex

plica en el artículo: 

a) Reactivos. 

HidrOl(ido de sodio 0.1 N 

Acetona grado reactivo 

Tierra de diatomeas con lavado ácido 

Acetato de etilo saturado con agua 

E ter etílico satui~ado con agua 

Fibra de vidrio para las columnas. 

b) Apara tos. 

Potenciómetro equipado con un •lectrodo de vidrio y calo

mel combinado y un agitador ~agnético; 

Una bureta que adiciona a velocidad constante la solución 

por medio de un pequerro motor; 

Columnas cromatogt~áficas de vidrio de 30 c111 de longitud 

por 2 cm de diametro interno. 

En esta parte se emplea un titulador patencio.étrico autoa:i

tico. Como ~n ese tiempo no se contaba con equipo de esta natura

leza las titulaciones se realizaron utilizando un~- bureto de 

10 ml y un potenciómetro marca Cornning modelo pH-t'teter 130 equi

pado con dos elec:trodos, uno pH triple propósito y otro Ag+/ con 

ion cloruro interno. La.s muestras, mientras ocurre la valot~ación, 

se homogenizan can ayudad• un agitador magn6tico. 
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d) Preparación de las coluenas. 

A 4 g de tierra de diatomeas con lav•do .1cido adicionarle 

3.S ml de fase estacionaria. Dicha fase e~tacionaria es la tase 

acuosa que se separa después de la saturación de acetato de 

etilo. 

Este material es adicionado en porciones igualRS de 2 cm 

dentro de la columna, conteniendo una placa de 1ibra de vidrio al 

final. La columna es golpeada suavemente &n una placa de madera 

dE!spués de cada adición hasta su compactación. Finalmente se em

paca perfectamente con ayuda de una varilla de vidrio ha9ta una 

longitud de S.6 cm. La colunana es lavada con SO ml de acetato de 

etilo saturado con agua. 

e) Procedimiento. 

Pesar adecuadamente una cantidad de la muestra equivalente 

a aproximadamente 25 mg de Alantoína dentro de un vaso de preci

pitados de SO ml, y adicionarle l~S g de tierra de diatomeas con 

lavado Acido. Me~clar perfectamente con una espátula y adicionar 

0.5 ml de fase estacionaria, inezclando nuevamente. Adicionar la 

muestra a la columna previamente preparada y taponar. Colocar un 

trozo de algodón sobre la muestra y eluir la columna con 100 ml 

de fase móvil. Cuando el acetato de etilo corra Justo sobre la 

parte superior del empaque adicionar 5 ml de éter eti.l ico satu

rado con agua. Nuevamente, cuando la fase anterior de éter etíli

co corra. justo encima del empaque, adicionar 25 ml más de éter 

et i 1 ico y dejar secar la columna. Descartar todo el sol vente 

eluido. 

Sacar de la columna a la Alantoina por eluciOn da 40 ml de 

agua desionizada, colectando esta fase en un vaso de precipitados 
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de 150 ml. Adicionar 70 al de acetona a los 30-35 ml del aluato 

;, ~~ '\~olectado y ti lular potenciométricamente con NaOH 0.1 N, hasta un 

'~·H entre 11.5-12.0. Calcular los miligramos de Alantoina por gra-

de muestra por sustitución de los valores observados en la si-

guiente ecudción: 

V x N X 158.12 
1119 de Alantoina I g de muestra 

(peso muestra en g) 

Donde: 

V Volumen consumido por la muestra de NaOH O.l N 

N Normalidad de la solución 

158. 12 Peso equivalente de Alantaina 

Se proc:r=-dió entonces a realizar una prueba utilizando dos 

muestras de producto terminado. Según la forftiulación cad.a 100 g . 

de suspensi6n contiene 2 g de Alantaina. Esto implica que el 

la1naflo de muestrd a cllnsiderar es: 

Oensid.'ld O. 9983 g/ml P.ara el producto terminado. 

1 m l su!ipens 1 ón 20 mg de Alantoína 

25 mg de nlantoina 

x = t. 25 ml de suspensiOn 

0.9983 g susp~nsión 1 ml de suspensión 

1.25 mi de suspensión 

x = 1.2521 g de suspensión que contiene25 mg de Alantoina 

Las muestras de suspensión se evaluaron midiendo ~l pH de la 

solución acuosa de acuerdo con el volumen de NaOH 0.1 N adiciona-

do y mediante una visualización gráfica seobserva el punto de 

equivalencia. 
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Muestra Peso muestra mg de Alantoína I g 
de 

'X. recu-

9 J c.onsutaidos suspensión detectados pe.rada 

M 1.2585 1.6 19.3991 97.15 

M 2 1.2543 1.5 18.077 90.53 

Estos datos pueden demostrar que el método ori_ginal puede 

dar buenos resultados. Pera para. eviiluar la cantidad de Alantoína 

con mayor e1<acti tud fue necesario realizar vaJ"ias pruebas con loss 

componentes del sistema de separación y con el sistema de medi-

ci6n para poder corregir posibles errores. 

Pt"'imeramente se corrieron tres columnas incluyendo tlnic.amen-

te placeUo de la suspensión para detectiilr posibles interferen-

cias. La cantidad de placebo empleada es la cantidad que te6ri-

ca.mente contiene 25 mg de Alantoína. 

Nuestra placebo peso real< g ) 

1.2312 

2 1.2618 

3 1.2653 

Después de eluir con el ~todo original se titularon las 

1oses acuosas con NaOH 0.1 N. El cálculo del volumen en el punto 

de inflexción, fue utilizando el criterio de la primera y segunda 

deri.vada. 



fll.IMiitra placebo l ------------

" (•11 
f-¡'l.pH ,·:.r pH ApH /ÓV 1Av'-

.."; ... OH 0.0982 . ' --------- -------
o 7.8 

B 
o.os 8.2 + 2BO 

22 
0.10 9.3 + 40 

24 
0.15 10.5 - 120 

lB 
0.20 ll.4 - lbO 

10 
0.25 11.9 - lbO 

2 
0.30 12.0 

280 
V=0.1+0.05 0.13 111 

280 + lbO 

Muestra placebo 2 

V <•11 
6.ipH / AvL pH APH ;Av 

NaOH 0.0982 
---------- ------

o B.4 
2B 

o.os 9.8 + 3b0 
10 

0.10 10.3 80 
14 

0.15 11.0 + 40 
lb 

0.20 11.B - 240 
4 

0.25 12.0 o 
4 

0.30 12.2 

3b0 
V :::11 O + O.O:S • 0.03 •l 

360 + 240 



....._tr• placmbo 3 ----------
V l•U 

pH f,pH 1/.:. V lfpH /lJ, Vl. 
NaOH 0.0982 
-------- ------

o e.s 
20 

o.os 9.5 - 200 
10 

0.10 10.0 + 240 
22 

O.IS 11.1 - 240 
10 

0.20 11.1> 

240 
V = O + O.OS = 0.025 •l 

240 ·+ 240 

De la. •i-• m&nera se corrieran tres soluciones blanco da 

!!1Dlventes cont..,iendo ónicalDl!!lflte 40 •I de agua destilad•.Y 70 •l 

da acetona. Los re•ultados fueron los siguientws: 



11u••tr• placllbo 3 ------------
V <•11 

pH APH /AV A'pH 16,v'l. 
NaOH 0.0982 
----------- -------

o B.5 
20 

0.05 9.5 - 200 
10 

0.10 10.0 + 240 
22 

0.15 11.1 - 240 
10 

0.20 11.b 

240 
V = O + 0.05 = 0.025 •l 

240 ·+ 240 

De la •i••• m.anera se car~ieran tres soluciones blanco de 

solventes conteniendo únicamente 40 •1 de a.gua deatilad•.Y 70 •1 

da acetona.. Los re.ul tados fueron los siguientes:· 



Muestra blanco 1 
-------------~-

V < .. 11 
A:i.PH pH .ÓpH /AV 14VL 

NaOH 0.0982 
----------- ---------

o 4.7 
44 

o.os 6.9 - 360 
26 

0.10 8.2 + 680 
60 

0.15 11.2 - 960 
12 

0.20 11.8 80 
8 

0.25 12.2 

680 
V a 0.1 + 0.05 -------- = 0.1210 mi 

690 + 960 

Muestra blanco 2 

----------------
V (1Al) 

pH A pH 1/::,. V A4
pH 1.6. v"' 

NaOH 0.0992 
-------- ----------

o 4.5 
42 

O.O:! 6.6 490 
19 

o.to 7.5. + 1000 
69 

0.15 J0.9 - 1160 
10 

0.20 11.4 40 
9 

o.2s 11.0 120 
2 

0.30 11.9 40 
4 

o.3S 12.1 

1000 
11 - 0.1 +o.os - 0.1231 •l 

1000 + 1160 



muestra, .. decir, entre mayor sea la cantidad de 1M.Jestra al mo-

mento de introducir • la colurnn•, pu•d• derramarse con mayor 1•-
cilidad alterando los resultados, ademá• de que au•ent~ria consi-

derablemente la altura final del sistem• de 59'J)araci6n. 

A continuación se muestran los datos obtenidosa 

Muestr• 

2 

Peso Alantoí.na 
( g > 

0.0515 

0.0512 

3 0.0505 
Las valoraciones pctenciom•tricas de las muestras ~nteriore• 

se eencionan en las siguientes tablas. 



l"fuestra 1 

---------
V Cml> Na OH V (191) Na OH 

0.0967 N pH 0.0967 N pH 
----------- -----------

o 9.90 l.BO 10.33 

o.os 9.00 1.90 10.39 

0.10 9.05 2.00 10.45 

0.1:5 9.07 2.10 10.52 

0.20 9.15 2.20 10.61 

0.25 9.21 2.30 10.68 

0.30 9.::0 2.40 10.76 

0.40 9.37 2.50 10.96 

0.50 9.46 2.60 11.00 

0.60 9.63 2.65 11.03 

0.70 9.63 2.70 11.11 

0.90 9.69 2.75 11.20 

0.90 7.75 2.90 11.30 

1.00 9.92 2.95 11.35 

1.10 9.90 2.90 11.47 

1.20 9.96 2.95 11.59 

1.30 10.02 3.00 11. 73 

1.40 11). 07 3.0S 11.91 

1.so 10.13 3.10 11.97 

1.60 10.21 9.IS 12.13 

1.70 10.27 
Los c.ilculos del volumen de NaOH en el punta de equivalencia 

d• la tabl• anterior fue el siguiente: 



Muestra 1 
---------

V <elJ 
pH APH IAV C,.._pH 1Avi 

; NaOH 0.0967 
p .. f ----------- ---------

o 8.90 
2.0 

o.~ 9.00 - 20 
1.0 

0.10 9.0S - 20 
0.4 

0.15 9.07 + 24 
1.6 

0.20 9.15 B 
1.2 

0.25 9.21 + 4 
1. 4 

0.30 9.28 

24 
V o + o.os "' 0.027 mi 

24 + 20 

V (mil 
·pH APH /Ó,V /.l.2.pH 1t:.v2 

'la OH 0.0967 

---------- ----------
2.90 11.47 

2.4 
2. '15 11.58 + 16 

2.2 
3.00 11.73 - 28 

3.0 
3.05 11.81 + 32 

1. 6 
3.10 11.97 o 

3.2 
3.15 12.13 

32 
V= 3.05 + 0.05 3.0B mi 

32 + 28 

C~lculos muest~a lt 

Vt = 0.027 ml + 3.09 ml = 3.097 ml 

iag de Al•ntoína = 3.097 ~1 x 0.0967 meq/ml x 158.J: mg/meq 
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mg de Alantoina = 47.5 mg 

La pureza de la materia prima emplead=-., que fue obtenida del 

certificado de an.ilis1s del proveedor, es de 96.69 'l... Por lo tan

to se tomartt este valor para el cálculo del po1~centaje detectado 

por el método. 

96.69 mg Alantoína 10•) mg polvo 

51.5 mg 

49.8 mg Alantoína 

49.8 mg Alantoína 

47.5 mg Alantoína 

100 " 

X = 95 .. 38 'l. de recobro 
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Muestra 2 

---------
V <mll 

/}pH pH APH 1.6,v /(:. vL 
Na OH o. (1c;ió7 

----------- ----------
o 8.86 

t.4 
1).05 8.93 + 20 

2.4 
º· 10 9.0S - 40 

0.4 
O. IS 9.07 + 20 

l. 4 
0.20 9. 14 

20 
V o.os + o.os O.Oá7 ml 

20 + 40 

V (ml> 
pH pH I V pH I V 

Na OH o.09á7 

----------- ---------
3.00 11.30 

2.4 
3.05 11. 42 - 20 

1.4 
.3.10 11.49 + :::0 

2.8 
3.15 11.63 4 

2.á 
3. ::o 11. 7á + 4(1 

4.á 
3.25 11.99 - 44 

:?. 4 
3. 30 12.11 

40 
V= 3.20 + 0.05 

40 + 44 

Cálculos muestra 2: 

Vt e 0.083 mi + 3.224 ml = 3.307 mi 

mg de Alantoina 3.307 ml x 0.0967 meq/ml x 158.12 mg/meq 

mg de Alanto1na 50,á mg 
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Si la pureza de la materia prima es de 96.69 X tenemos: 

96.69 mg Alantoína 100 mg polvo 

si.:: mg 

49.S mg Alantoína 

49.S "'9 Alantoína 100 X 

S0.6 mg Alantoina 

X = 102.22 'l. de recobro 

Muestra 3 

---------
V <mil 

pH APH //:;.V SpH /A Vi 
Na OH o. 0967 

----------- ----------
o 8.63 

2.4 
o.os 8.74 4 

1.8 
0.10 8.84 - 16 

1.2 
O.IS 8.90 4 

0.20 8.9S 4 
1.2 

o.2s 9.01 

4 
V • o + o.os 0.010 mi 

4 + 16 
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V (19111) 

A'-pH pH ApH !/::¡V 11:;v• 
Naatt o.oqb1 

----------- ----------
3.00 11.38 

l. ó 
3.05 ll.4b + 3ó 

3.4 
3.10 11.b3 - 29 

2.0 
3.15 11. 73 - 12 

1.4 
3.20 11.eo + ló 

2.2 
3.25 11.q1 4 

2.4 
3.30 12.03 

36 
V = 3.05 + O.OS ~3.09 .. 1 

36 + 28 
Cálculos mueStra 3: 

Vt = 0.010 ml + 3.08 ml 3.oqo mi 

mg de Alantoina 3.090 mi x o.oqb7 meq/ml x 158.12 mg/raeq 

mg de Alantoína = 47.3 mg 

Considerando la valoración de la materia prima, entoncesc 

96.69 mg Alantoína 100mg polvo 

50.5 mg 

X 48.8 mg Alanto{na 

100 " 

47.3 mg Alantoína 

X = q6.93 'l. de recobro 

Coino se puede observar los porcientos de 1·ecobro obtenidos 

varian considerablemente. Esto dio pie a una serie de adaptacio-

nes al r1élodo ya establecido, que mejorar.t.n la~ condlcion•s da 



•eparaci6n. 

:L.s adaptac ion•• rea'l izadas fueron ·d• acuerdo .con los .recur

sos existentt!S. Esto es por ej••lo, a que no•se utilizó ·la :t.ie

·rra efe di ato.neas ·que e'9P9C~ifica el articulo., sino que se ·•111Ple6 

el sustituto ·que ·ve mencion6 .en la técnica y que funcionó adecu•

·damente. 

Adeús en esta etapa, ·1. compatHa adquirió un ti tulador po

tenciométrico automático .arca Mettler modelo DL 25, que suplió 

las funciones que venían llevándose a cabo hasta este ~O&a91\to, 

con el potenciómetro y la bureta. 

En las paginas subsecuentes se mencionarán la~ adaptacion•• 

realizAdas al método con m•s detalle, en los asp~ct~ que son 

fund.u.entales para la determinación de Alantoina. 



2. Adaptación de la Técnica Analítica al Producto. 

a' Cantidad de Empaque. 

Cama se menciono en el capítulo Ill referente a generalida

des, específicamente en la parte de cromatografía de part1c10n 

<CLL), el empaque dentro de una columna constituye la fase de 

gran drea super-ficial que, en conJunta con la fase estncianaria, 

aseguran una transferencia de salute al puso del eluyente adecua

do. 

Por esta r'dzón y, considerando que aunque este soporte em

pleado en la técnica debo sor inerte y no actuar- químicamente con 

los componentes de la suspension, reprE~senta la clave fundamental 

t>n el sistemu cromatográficu de separacibn, debido a que sabre 

esta tierra de diatomeas se dispone en capa delgada la fase esta-

clonar1a efectiva que retiene la Alantoína separándola del 

n~sto de los e··.r:1pi1~ntes de la fof'inulación. 

Además, las propiedades físicas de este soporte, como tamal'l'o 

e.Je pdrtic:ula, densidad apar-ente y compaclabil idad principalmente, 

son deter·minantos para el manejo tanto de la muestra como en el 

empncado de !a columna. En el artículo no s~ mencionan Psto-; pa

t'~metros, úntc.:tmente se menciona el nombre comercial del soporte 

y, en cansecuenc1a, la cantidad de empaque y la altura de este 

dentro de la columna son específicos para el tipo de empaque men

cionado. 

Fundamentalmente la adaptación concerniente a Ja cantidad de 

empaque, fue realizada en los aspectos anteriormente mencionadas. 

ln1cialmente se trató de conseguir la misma altur• mencionada en 

~l artículo, pero la relación de peso disminuyo. Esto quiere da-
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cir que el soporte ut1 l tzado es mucho menos densa que el reporta

do para Cel i te 545. Por lo tanto esto implica que el área super

ficial disminuye aón cuando haya una diferencia relativamente 

grande en tamarro de partícula y densidad. 

Por lo tanto, como se creó la necesidad de aumentar el ta,.a

no de la muestra. debido a que la scnsib1l1dad de la balanza es de 

50 mg, se consideró pesar la misma cantidad especificada, que 

de 4 g, aón cuando 1 a i\l tura final aumentara. El incrementa en la 

altura del soporte, utilizando tierra de diatomeas J. T. Baker 

(filtro ayuda para antll1sis), fue entre 0.6 y 0.8 cm. Asi la 

altura que se consiguió fue entre 6.0 y 6.2 cm. 

Esto, consecuencia, aumenta el area superficial de con-

.tacto del soporte con la muestra, cansigu1éndose una mayor reten

ción de Alantoína representando una. ventaja dada las nuevas con

diciones de la mw~stra. 

Los porcentajes de recobro obtenidos con una cantidad menor 

de empaque y con la al tur~a reportada en el artículo son varia

bles, es decir, que fluct(Jan entre 68 y 75 X ratificandose así 

que la disminución del área es fundamental para la separaciOn. A 

continuación se muestran los datos obtenidos: 
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Cantidad Cantidad 
V Ciwll adicionad• recuper•da X de 

Muestra NaOH 0.1 N Cmg) lmgl recobro ------ --------- -------
2.3!5 52.60 35.93 68 

2 2.48 54.40 39.23 72 

3 2.51 52.90 39.69 75 

4 2.39 53.98 37.79 70 

5 2.43 56.09 38.42 68 

Al final de la descr1pc16n de éstas ad.1ptaciones, se mostra-

rán los resultados obtenidos así como la técnica definitiva para 

la cuant1f1cac16n de Aldnto1n~ la suspensión. 

b> Empacado de la Columna. 

Tambi~ en el capítulo de cromatografía de partición, se 

mencionan las diferentes maneras de empacado. La forma utilizada 

en el artículo indica que una vez teniendo la cantidad de empa-

que, debe ser impregnada con l.J fase estacionaria, mezclando con 

espátula hasta tener una consistencia homogénea. La consistencia 

obtenida utilizando este empaque no es la de una pasta como se 

podría pensar, dada la naturaleza de la fase estacionaria, sino 

la de un sólido hQmedo que au.nenta su compactabilidad. 

El artículo especifica adicionarlo a la columna en porciones 

de 2 cm. Esto, para el tipo de empaque utilizado, no se considero 

así, debido que no se obtf~ne la misma altura con el soporte 

empleado por las razone• especificadas en eJ punto •nterior. Pero 

en sustitución a este detalle, se adopto el criterio d9 adicion•r 

el soport• en porcione• i;u•lers, especifica.-ent• pequ•"'-'• pero 
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sabre una placa de madera, hast• observar que la super1icie y los 

costados tengan una consistencia lo m.is uniforme posible, libre 

de burbujas de aire. 

Las pruebas iniciales presentaron dificultade5 en cuanto a 

empacado, debido a que se trató de compactar utilizando vibra-

cienes. Dada la co1,dicUin de humedad adquirida c:tl incorporar la 

fa.se estacionaria, no se conseguía una buena compactación con 

dichas vibraciones. En consecuencia los resultados variaron con-

siderablemente en un 60 7. de recobro aproximadamente. 

Cantidad Cantidad 
V <ml> adicionada recuperada 'l. de 

Muestra NaDH 1).1 N (mgl Cmg> recubro 
---------- ---------- ----------

1.88 51.20 29.70 58 

2 1.94 51.20 30.70 60 

3 1.98 53.00 31.30 59 

4 2.04 53.00 32.30 61 

5 2.01 51.30 31.BO 62 

Entonces, se trato de compactar el empaque dentro de la co-

lumna, golpeteando suavemente sobre una plac• de madera. Por este 

método se trató de estandarizar el nOmero de golpes necesarios 

para conseguir una uniformidad tal, que permitiera una buena se-

paración de Alantoína. 

Los resultados obtenidos no fueron ~atisfactorios, pero fue-

ron mejores que los anteriores, de•ostrando que talllhi•n l• uni-

formidad de compactación deter•ina el gr•do de separación y, en 

consecuenc1a, et porcentaje de recobro obtenido. 

En cu•nto • 1• estandarización del nú.aero d• golpet90s para 
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conseguir una uniformidad adecuada, se puede decir que •ste es 

un parámetro variable que depende de la persona que lleva a c:abo 

el an.;.lisis, debido a que cada persona no puede igualar la inten-

s1dad que le da a cada golpe durante el empacado. 1 o mismo sucede 

para una per·sona, cuyo golpeteo no es nunca un1 forme pero es 

mucho mas constante, Por lo tanto se puede decir que el criterio 

a adoptar es el golpeteo "suave", entt?nd1éndose por esto, que 

cada golpe debe ser de una intensidad tal 1 que evite la fractura 

del emp.:i.que, o bien, que no perm1 ta una sol tura de J as particu!as 

para evitar asi. la fo1·mac1ón de canales de n1re o burbujas, tac-

tares que aJleran la fase de separación del método. 

Los r·esul L:túos obtenidos hasta esta etapa del trabajo e)(pe-

rimental, ut1l1zando JcJs criterios de las dos adaptaciones reali-

:c:adas, d~rnuestran un mejoramiento en la etapa de mejoraci6n y 

cuantificación de Alantoínd 1 mismos que ~.e e·:pre!::ian a continua-

clon: 
Cantidad Cantidad 

V (mt> atJicionada recuperada i: de 
Muestra N.:iOH O.! N Cmg) Cmg> recobro 

---------- ---------- ----------
2.BO 50.SO 46. 00 92.9 

:: 2.90 50.20 46. 10 93.7 

3 2.81 S0.70 46.20 92.9 

2.BS SI. 70 47.00 92.2 

s 2.BS SI.SO 47.00 93.1 

De este modo se puede decir que las adaptaciones realizada• 

hasta este momento, en combinación con las optimizacionea adecua-

das puede mejorar los porcentajes de recobro. 

Otro aspecto import.Jnte dentro del e111pacado es 1.a. comp•cta-

c1ón final re•lizada con ayuda de un• V•rill• de vidrio. Una vez 
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ampacada dentro de la columna, la tierra de diatomeas que qued• 

en la superficie es compactada utilizando una suave presiOn con 

el lado plano di:> la varilla. Sobre esta tierra así empacada se 

deposita la muestra que esta mezclada con una porción de 2 g de 

la misma tierra y se empaca de la misma manera que el empaque. 

e> Preparación y Tamano de la Muestra. 

Como se mencionó en puntos anteriores, la modif1cac1ón al 

tamaflo de la muestra fue uno de los factores determinantes para 

realizar las adaptaciones al método original. 

E•3ta consistió en aumentar la cantidad por determinar, debi

do a la precis1on de la balanza utili:ada en la preparación de 

las muestr.:is. 

En cuanto a lo que se refiere a la preparolr.1on de las mues

tras, fue necesario fabricar un lote de placebo de la suspensión 

conteniP.ndo todos Jos in9,.edientes menos Alantoína. Dicho placebo 

fue pr.eparat.Jo de acw:ort.Jo con el proceso de manufactura que 

lleva cabo en el área de producción. El resultado fue que el 

placebo, ~l!Jnque tuvo _cuidado de mantener Jas condiciones de 

temperatura y ag1tacion, presentó una viscosidad muy alta y un 

aspecto diferente al producto terminado. 

Por esta razón se pidiO al ~rea de líquidos que de un lote 

de producción normal, se tomaran 500 gr de producto en proceso 

antes de adicionarle Alantoína. Esto fue posible debido a que la 

inclusión del principio activo para la suspensión es en el último 

paso· de manufactura, el cual consiste en dispersar Alantoin~ en 

propileo glicol y adicionarse cuando la mezcla principal eSté a 

40 ·c. 
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Las característica& físicas de esta 11ezcla son muy situ lares 

al producto terminado, de tal manvr• que es vAlido utilizar&e 

como placebo. 

En general las muestras fueron prepar .. ,das pesando adecuada

mente 50 mg de Alantaí.na, a las cuales se les adic1on6 2.5 g de 

placebo. Esta mezcla se incorporo con una espátula hasta una 

apariencia uniforme ... El articulo especifica que, para la prepara

ción de las muestras que van• someterse a análisis, dicho pla

cebo mezclada con el principio activo, debe calentarse. Se consi

dera, en este caso específicamente que no es necesario el calen

tamiento, dado que la naturaleza de la forma farmacéutica es que 

Alantoí.na no 

en suspensión. 

incorporarse al p !acebo, sino que permanecer.l 

Por lo tanto, una vez incorporada la mezcla dentro da fras-

ces color ámba.r· sellados con parafi lm, permanecerán en reposo 

cuatro días antes del análisis. 

Posteriormente estos placebos cargados se les adicion6 

2.0 g de tierra de dial·omeas con lavado ácido y o.a ml de fa'E'te 

estacionaria, mezclando con una espátula hasta una apariencia 

uniforme. La •uestra, asi preparada, se adiciona dentro de colum

nas preparadas de acuerdo a las adaptaciOlles mencionadas ante

riormente • 

. Creo que es importante mencionar que la consistencia de l• 

tierra de diatomeas que está incorporada con la muestra presenta 

ciertas características que impiden empacarla dentro de la colum

n• collftD el empaque previo. Esto es debido, a que las caracterís

ticas de los excipientes, que en su mayoría son grasati, confieren 

a dicha tierra una consistencia. grasosa, lo cual provoca un• 
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aglutinación de esta y en consecuencia dificultad de manejo. 

Para efectos del anál imis, es necesa,.io empacar la .iuestra 

dentro de la columna to más uniformemente posible. Esto con mucho 

cuidado puede llegar a realizarse, pero si no, puede considerarse 

no tan Lnportante ya que el empaque, tanto el t.Je la columna como 

el de la muestra, se encargan de retener Alantoína y si el empa-

que de la mue~lra no queda uniforme, no se altera considerable-

mente el resultado final. 

Una prueba de ello lo demuestran los siguientes resultados• 

Contidad Cantidad 
V <mi) adicionada recuperada 7. de 

Muestra Na OH 0.1 N <mg> <mg) recobro 

---------- ---------- ----------
3.0335 52.70 49.90 94.7 

2 2.9478 51.10 48.50 94.9 

3 2.8667 so.20 47.20 94.0 

4 2.8898 52.00 47.60 91.5 

5 2.8011 49.20 46. 10 93.7 

Pat'a estos resultados la apariencia del empaque que contenía 

la muestra dentro d& la columna, no era. uniforme del todo, pero 

los resultados no variaron mucho con respecto a lc;ts anteriores. 

Como se podrá notar, la c<mtidad de f.:-ise estacionaria adi-

cionada, tanto a la mue45tra e.amo al empaqu~:?, no variaron cnnc;1de-

rablemente. Esto puede L..:>nduc1r a qu'.:" 1 Lomo aumentó el tamaMo 

de la muestra, Alantoína no es retenida en su totalidad. Esto es 

Jogico, s1n embar·go no sUC8de asi ya que los resultados lo e~pre-

'°'ª"· Un.i de la~ r:ausas que impidieron el aumento de la fase esta-
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c1onar1a es dft>ido a qu• 5e dificulto el ••n•Jo de l• tierra de 

diatOMtas al l90tttento d• __,,•carla, pultS ~sta adquiria un grado d• 

hu..ctaci6n tal, qu• fore. aglutinacian•• y en conaacuencia una -

.. i. distribuci6n del area •up•rficial. 

Por otro lado •• .ncu.,,tra la relaci6n de •olubilid•d de 

Alantoina mn agua. Si Alantoína •• solubl• 1 l g _,, 190 •l d• agua, 

los 50 ta¡¡ teórica.ente cent.nido• en 109 2. 5 g d• -.i•stra •an 90-

lublea en 9.5 •1 de agua. Esto .. trat6 de .. Jorar c090 .. eMpli

car,. en •1 siguiente punto. Por -to la c.ntidad d• agua d• la 

fase estacionari• -.olo retiene a Alantoína y de ninguna manera 

ésta sale de 1• colWIW"1• con el ac•tato de etilo ni con el •ter. 

dJ For•a de Eluci6n. 

Original1t&Ote, Alantoína ea eKtraid.-d• la ca.lu.ia, por .. -

dio de una porciOn de agua deionizada, colactando los •ililitros 

eluidos y desechando todos los aalventes or-ganicos. Ca.o Alanto

ina es poco solubl• en agua, StPgGn la literatura y las pruebas de 

solubilidad raalizadas, •• trato de encontrar una ••nera de obte

ner un porcent-11je eayor da recobro. 

Si Alantoina .s poco •alubia en •gua a t9'-.p•ratura ambiente 

y ~uy soluble t!'n agu• c•liente, se consid•ró entonces l• posibi-

1 idad d• utilizar la ai .. a cantidad de agua perO 1tn calient•. 

Esto creó, en un principio ciertas dificultades, debido a 

que el .-p•que est•b• hu.ttdecido con •ter, y •l ma.ento de intro

ducir el •gua c•liente 5e prcx:lucian proyeccion~s, incluso del e•

p•que, debido a l• ebullici6n viol.nta d•l •t•r. 

Trat•ndo d• •ecar al w.paqu• ant .. de •dicionar a;u• calien

te, •• producia fractur•s de e5te y _, consecu.ncia .. realizaba 

74 



una separación defectuosa, ya que 5e forman canales de aire, con 

lo cual, partes del sistema de separación no eran eluídas por 

dicha fase acuosa dando porcentajes de recobro bajos. 

Por lo tanto se decidió dividir la cantidad de agua en dos 

partes: una de 20 inl a temperatura ambiente, que se adiciona ini-

cialmente para impregnar la columna y otra de 40 mi a 50 •e que 

arrastre la mayor parte del principio activo. Ambas partes de 

agua tienen en comun, la finalidad de extraer el principio activo 

de la columna, solo que una en mayor cantidad que la otra. De es-

ta manera los porcentajes de recobro aumentaron considerablemente 

como se aprecia en la siguiente tabla: 

Cantidad Cantidad 
V Cml> adicionada r·ecuperada ;¡ de 

Muestra Na OH o. 1 N (mg) (mg) recobro 
---------- ---------- ----------

3. 1230 48.34 47.75 98.77 

2 3.0735 48.34 46.99 97.20 

3 3.2313 48.35 49.41 102.20 

4 3.2371 48.34 49.50 102.39 

5 ::S.0046 48.34 49.94 103.30 

Con la inclusión del solvente final a una temperatura m•yor 

a la realizada anterionttente, podría pensarse que, adem~s de 

Alantoína, puede eluir alguna de las substancias que se salubili-

zan en agu.a • SO •e conio met i lparabeno, prop i lparabeno y laur~i 1 

sulfato de sodio. Sin embargo, la mayor parte de esta& son •lui-

un corri~ienta del pKa d• Alantoina. Esto .. cCM!J>rob& d•do • qu• 
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.después de la titulación de las muestras se graficaron los vale-

res obtenidos. La gráfica resultante, presenta un punto de 

infleK16n simila1· a un estandar de Alantoina titulado de la misma 

nld.nera. 

Esto puede representar, en cierta forma, una identificc:J.ci6n 

de Alanto1na pard el sistema de separacion propuesto, y propor

cionar una idea del comportamiento durante la titulación .. Las 

gráficas que demuestran lo anterior, fueron obtenidas utilizando 

la impresora matt•icial del titulador potenciométrico auta11át1co, 

las cuales se presentan a continuación: 
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e> Títulación PotencioMétrica d• las Huestras. 

La valoracion final de Alantoina es realizada adicionando a 

los eluatos colecl;ados, una po,.ción de acetona que representa el 

·.\ 66 % en la mezcla final. Para los 60 1111 que normalmente !ion co-

lectados, se üdic1onan 116 ml de acetona grado reactivo para des-

pués llevar a cabo su titulación con hidróxido de sodio 0.1 N. 

La t1 tulac1on de las mue<:.t,.as eluidas de l.i colu•na fue rea-

liza.da utilizando el tit.ulador potenciomet,.ico auto111.itico 11arca 

Mettle,. modelo DL 25, el cual consta de 12 módulos de programa-

c1on. Can cada uno de ellos se pueden crear programas de titula-

ción de acue,.do con la naturalez= química de la !IUbstanc1a. Estos 

pasos en conJunto se denominan configuración. 

El p,.1mer paso en la configuración, denominado "TIPE" 1 indi-

ca el tipa de valoración que se llevará a cabo. En este paso el 

número 9010 indic3 un tipo de valoracion especial que presenta 

dos puntos de equivalencia, y que los valores en la pantalla sean 

de pH. 

El segundo paso denominado "CONTROL", indica la velocidad 

mv/seg con la cual se dAn los cambios de potencial a lo largo de 

Ja .. ,;alorac10n. Este parámetro dá como valor estandar el nClmero 2, 

~uya veJocid~d de cambio potencial es de 0.5 mv/seg. 

El tercer paso "PREDOSlNG", indic• los elementos de volumen 

adicionado a lo largo de la valoración. Se tomó como criterio la 

ad ic ion de (1 • OS ml, daido a que los puntos de equivalencia son pe-

quenas, y si aumentara la cantidad de valorante, no se apreci•ria 

cambio alguno en el potencial. 

"BUR/HAX VOL", indica la cap•cid•d de l• bureta y el volu•en 

máximo que pueda consumir la mu•stra. Se mencionó la capacidad de 
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la bureta, Uebido a que la adición de la solución valorante 1 es 

mediante un émbolo que, de acuerdo al dio\metro de la bureta, 

asciende una cierta longitud. Es por esto que para una bureta de 

20 ml, que tiene un diámetro mayor con respecto a una de 10 ml 

(valor estándar proporcionado por el aparato>, el valor clave e• 

1 y los s1guientes tres dígitos de izquierda a derecha, represen

tan el volumen que puede ser de 1 ~ 999 ml. Por lo tanto el valor 

1010 indica la utili:ac16n de una bureta de 20 ml y un volumen 

má~imo de dosif1caci6n de 10 ml. 

El paso de con1igL1racicm número 5, se utiliza en aquellos 

casos en los que se conoce el pH donde exactamente se pr·esenta el 

punto de infle:oón. En este caso, c:omo se especifica en el 

artículo, no se conoce con exactitud en que pH está situado dicho 

punto, solo se d~ un rango en donde se presenta el cambio bru&co 

de potencial. Para el método propuesto, no se consideró este paso 

de configuración. 

"STJR TIME" r-epresenta el tiempo de agitacion previo a la 

t1tulaci6n 1 el cual debe set- introducido en segundos. F'ara nues

tras muestras, basta con 5 segundos de ag1tac16n anteti de 

titular. 

El séptimo paso denomina.do "OUT PUT" 1 indica en qua unidades 

se dará el resultado y los pH iniciales en cada titulación. Para 

la clave 9::0 el resultado está dado en ml e indicando los pH ini

ciales con una precisión de décimas. 

En ºSISTEM", se le indica al titulador ~1 hay otros siste111as 

acoplados a este, ~omo pueden ser un• balan~a analítica, una im

presora u otro titulaUor, t.:-ntre otr-os sistemas. En este caso 1• 
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clave 1 indica que •l titulador se le acopló una i19presora matri-

cial. 

lnicial1nente, cuando se ,.eal 1 zaban pruebas con el Htodo 

propuesto, se llevaba acabo la determinación de Alantoí.na utili-

zando una bureta de 10 ml y se adicionaba la soluciOn de Hidró-

xido de sódio 0.1 Nen incrementos de 0.05 1al. <Gr.ificas 1 y::?). 

Como se puede apreciar, el comportamiento obtenido experi-

mentalmente es muy semejante ~1 1-eportado en el articulo, utili-

zando una solución acuosa de Alantoína, con una proporción de 

bbY. acetona-agua. 

Ahora bien, esta determinación se realizó al eluato colee-

tado después de la separación cromatográ f ica. <Gráfica 3). 

De esta manera se puede decir que, el método propuesto, es 

capa;: de detectar Alantoína, previa separación cromatográfica 

de la forma far·mAcéutica, sin interferencia alguna, dado al de-

sarrollo de la reacción en presencia de Hidróxido de sódio. 

s~ puede decir entonces, que la reacción verificad• al 1110-

mento de la titulación es la siguiente: 

en donde los iones H+ de la umina pr-1maria, son susceptibles de 

reaccionar con loE: 1cines OH- del Hidrthcido de sódio, acentuán-

dese este c:aracter con la adición de acetona al momento de la 
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titulación, de tal manerd que se detectan dos punto da equiva

lencia, mismos que corresponden a los iones H+ de la amina~ 
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V. VALIDACION DEL HETDDD ANALITICD. 

1. Técnica Analítica. 

a) Equipo: 

- T1tulador potenciométrico autom&.tico marca 1'1ettler DL 25 

equipado con: electrodo de vidrio combinado universal 

marca Mettler DG 111 para titulaciones .icido-basei, propela 

agitadora, bureta intercambiable de 20 ml marca Mettler DV 

420 manguera dosificadora con punta de bureta que iny11cta 

a velocidad constante. 

- Columnas cromatográticas de vidrio boro-s1licato de 30 cm 

·de longitud por 2 cm de diámetro interno, con placa porosa 

de filtración rápida, colocada al fondo de estas. 

b) Reactivos: 

- Solución de hidróxido de sodio 0.1 N estandarizada poten

ciontétricamente contra un patrón primario de bi'ftalato de 

potasio. 

- Acetona grado reactivo. 

- Tierra de diatomeas con lavado ácido <filtro analítico), 

marca J.T. Baker No. de catAlogo 1939. 

- Acetato de etilo grado reactivo. 

- Eter etílico grado reactivo, 

- Alantuín• estándar secundario de referencia del cat•logo 

Aldrich Che~ical No. A2 939-2 1 Pureza1 98 1.. 

- Alantoina materia pri•• lote ABSA No. A80ó15 CVitadrog s. 

A. de c.v.1. 

- Placebo de la suspensión dérmica. 

e) Preparción de Solventess 
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- Acetato de etilo saturado con agua: 200 ml de acetato de 

etilo R.A. y =o Ml de agua se 11ezclan en un embudo de s•

paraciOn, agitando-hasta la saturaciOn completa. Cuando se 

equilibran las fases, separar la fase acuosa <inf•rior) 

que ser" i••á como fase estacionaria en la colu.na y para la 

p1•eparac16n de las muestras. La fase de acetato de etilo 

es la fase orgánica móvil para la elución de la columna. 

- Eter et i 1 it.:o saturado con agua: sP. prepara adicionando 

25 ml de agua 100 ml de éter etílico contenido en un 

embudo de separación. Agitar hasta completar la satura

ción. Una ve= equilibradas las fas~s separar la fase acuo

sa (inferior>, descart~ndola. El éter es empleado para la 

elucion de la columna. 

d> Preparac1on de la Columna; 

A 4.0 g de tierra de diatomeas con lavado ácido (filtro ana

lítico>, se le adicionan 3.6 ml de fase estacionaria, mezclando 

con una espatula. Este material es adicionado en porciones de 

2 cm apro}; 1madamente a una columna croma togr~'"'I f ica que contiene 

una placa porosa en el fondo. La columna se golpea contra una 

placa de madera hasta que tenga un aspecto uniforme, desde una 

al tura aprox imadarwente de 3 cm. Compactar perfectamente el sopor

te dentro de la columna con una varilla de vidrio a una longitud 

entre 6.0 )' o.5 cm. Lavar con SO ml de •cetato de etilo saturc1do 

con agu•· La columna queda lista para ser usada. 

e> Procedimiento General para la Preparación da Placeboa 

Cargadas: 

Se prepara un lota placebo de 1• suspen•ión conteniendo to-
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dos Jos ingredientes Menos Alantoín•. Se peS&n l•s cant1d•des ne

cesari as da principio activo para cada determinación y se les 

adiciona 2.5 g de placebo mezclando con una espatula, dentro de 

frascos .ttmbar. Tapar cada uno con parafilm y deJar reposar duran

te 4 días antes del an.il isis a temperatura antbiente y en un Jugar 

fresco y seco, para evitc.tr la evaporacion de la mestra. 

f) Procedimiento: 

Pesar aproximadamente una cantidad de suspens16n equivalente 

a SO mg de Alantoína dentro de un vaso de precip1tados de 100 ml 

y adicionar 2.ú g de tierra de diatomeas con lavado Acido (fil

tro analítico). Mezclar co111pletamente con una C?spátula y después 

adicionar O.B ml de fase estacion•ria mezclando nuevamente. L• 

muestra asi preparada, se adiciona a una columna previamente em

pacada y lavada. La muestra se adiciona de Ja misma manera que la 

adición del soporte y se compucta nuevamente hasta una altura de 

8-8.5 cm. Eluir la columna con 140 ml de acetato de etilo satura

do con agua (fase móvil) en porciones de 40: SO: 50 ml. Cuando la 

fa.se orgánica corra ju~to en la superficie del soporte, adicionat

Sml de éter etílico saturado con agua, y nuevamente cuando Ja 

fase de éter etílico corra justo en Ja superficie, adicionar~ 

ml más de éter etílico saturado con agua dejando eluir totalmen

te. Descartar todo el disolvente eluido. La Alantoina 9:tf extrae 

de la columna por elución de 60 ~J de agua deionizada de 1• 

siguiente ~anera: adicionar pri•qro 20 •1 de agua deionizada • 

30 •e P•ra evitar proyección por los residuos de ~ter acumulados 

en la columna y par• iiapregn•r el soporte. Los 40 ml d• •gua res

tantes se adicionan a 50 •e, deJ.,..do eluir hasta sequedad. Colec

tar la fa-se acuosa en un vaso da precipitados de 250 •1, hast• 
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que la coluana seque. Para esto se puede •yudar pasando aire por 

encima del soporte con una peri 1 la cuidadosamente para evitar 

romper el soporte. Adicionar a la fasa acuosa colec:tada l lb ml de 

acetona tproporcion final: 66 X acetona-agua) y titular potencio-

métricamente con hidróxido de sodio Q .. 1 N, hasta un pH da 11.5 

a 12.0. Calcular los mg de Alantoina por gramo de muestra por 

sustitución de los valores obtenidos en la siguiente expresión; 

V X F X 159.12 X 100 
mg Alantoína/g de suspensión 

1000 Cpeso muestra g) 
Donde: 

V ml de NaOH 0.1 N consumidos 

F Factor de Normalidad de la solución titulante 

158.12 =Peso equivalente de Alantoina Cmg/meq) 

Cada determinación realizarse por triplicado contra una 

muestra estandar preparada de la ~isma manera Csin excipientes>. 

2. Parámetros Evaluados para la Validación. 

El método analítico propuesto se sometió a un análisis est•-

dístico para su validación, tomando en cuenta que este serA e•-

plaado como ensayo de control de calidad para producto terminado. 

Los par~metros evaluados para la validación fueron los sigui11n-

tes: 

a) Dei Si5tema de t1edici6n1 

- Precisión 

- Linealidad 

b) O•l f14ttodo An•lltico: 

- Exactitud 

04 



- Linealidad 

- Reproducibilidad 

- Especificidad 

- Estabilidad de la Muestra 

Los parámetros fueron evaluados con el apoyo del r1aterial 

bibliográfico proporcionado por la collJ)al1ía, recabados del curso 

"Estadistica Aplicada a la Validación de Métodos Analíticos", i•

partido por el centro de actualización profesional CSEBIOFAR 

(Consultorio y Servicios en Estadística Biomédica y Farmacéutica 

AP), y por el material de apoyo del curso "Validación" impartido 

por la Asociación Farmacéutica Mexicana. 

a) Parámetros del Sistema de Medición. 

- Precisión: 

1. Preparación de la Solución Stock de Alantoina. 

Se pesó una cantidad de Alantoína estándar de referncia de 

aproKimadamente 500 mg y §e transferíéron a un vaso de precipita

das de 500 ml, agregando 400 ml de agua destilada y disolviendo 

con ayuda da agitación y calentamillf'lto (50 •e>, durante 10 min., 

enfriando a temperatura a.abiente. Se transfirio la solución a un 

matrá= volumétrico de 500 •l llevando a volumen con agua destila

da. 

2. Procedimiento. 

Se tomaron B alícuotas d~ 50 ml da la soluciOn anterior9ef"l

te pt~eparada con pipetas voluMtricas transferiéndolas • vasos d• 

precipitadas de 2SO •l. A cad• IM"la se adicion6 10 al ••• de •gu• 

destilad• y 116 •l de acetona R. A. S. tituló potencia.ttrica•en

te con hidrOxido de •odio O.t N utilizando el progra•a No. 3 «191 

titulador potenciD'l•trico auto••ttco. S. registr6 el volumen 

es 
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consum1rlo 1 restándole el •d lor de una solución blanco, pr"eparrtda 

de la misma mane1·a, pet·o sin Alantoina. 

Con cada Yolumen obtenido, se calcularon los mg de Alantoína 

detectados por el sistema, de .icuerdo a la si9L11ente e~:pres16n: 

V X F); 158.12 X 100 
mg de Alantoina 

1000 
Donde: 

V Volumen coni:;umido por la muestra - volumen 

consumido por el blanco. 

F Factor de Normalidad de la soluctOn 

titulan te. 

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: 

Muestra V <ml> de Na OH 
0.1099 N 

--------------
Bco .. 0.0778 

2.9570 

2 2.8914 

_. 2.9043 

4 2.8907 

5 2.9354 

6 2.9029 

7 2.8795 

8 2.8904 

. = 2.9065 111 SK = 0.0264 

0.0264 
D.E.R. = • 100 = 0.9083 % 

2. q()b!5 

Criterio de aceptación• O.E.R. no ma)'or de 1.5 ;. 
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Conclusión: como el valor de la desv1ación estdndar relativa ob-

tenida experimentalmente excedio de l.5 X, par lo tanto, el 

sistema de medic1on puede considerarse PRECISO baJo las condicio

nes e:~perimentales establecidas. 

- Linealidad: 

l. Preparac:ion de la Soluc1on Stock de Alantoind. 

Se pesó un3 cantidad de Alantoina estándar de referencia de 

aproximadamente 1.0 g, transf~riéndolo a un vaso de precipitados 

de 1000 ml. Se ad1c1onaron 800 ml de agua destilada )' disolvién

dolos con ayuda de agitac1on y calentamiento ligero l50 •e> duran

te 10 min. Se enfr16 la soluc:ión a temperatura ambiente y 

tranfirió a un matra;: volumétrico de 1000 ml, completándo"5e el 

yolumen con agua destilada • 

..... F·ruced1m1ento. 

De la soluc1on anter10.- se tomtu·on alícuotas de 4•), 45, 50, 

55 y 60 ml, la5 cuales corresponden respectivamente al 80, 90, 

100, 110 y 1:20 de la C3ntidad detectada por el método. Se ajus

to r:ada ali.cuota a 60 ml con <:4gua des ti lada, realizando el análi

sis por tr-ipl i<.:.:ido para cada nivel de concentración y ad1c1onando 

a cada uGa de ellas !1o ml de acetona R. A., para luego titular 

potunc1ométricamente con hidróxido de sodio 0.1 N, de la misma 

manera que el pr·oced1m1ento anterior, utilizando el programa 

Ni:l. 3 dal t1tulador patericiométrico automático. 

Se r•eg istraron los ml consumidos por cada muestr• calculan

do lo mg de Alantoína detectados por el sistema, de •cuerdo a la 

si~uiente expre$i6nt 
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V; F" 158.12 X 100 mg de Alantoina 

100(1 

Los resultados obt•n1dos fueron los siguientes: 

TABLA DE RESULTADOS. LINEALIDAD DEL SISTEMA 

Concentrdc1on Porcentaje -- Volumen <mll Na OH (1.1099 N ---
(my) 'l. Replica 1 Repl tea 2 Rep l 1ca 3 

------------- ---------- --------- --------- ---------
39.2:35 80 2.3554 :?.3267 2.325: 

44. 1265 90 2.6180 2.6482 2.6083 

49.0865 100 2. 9047 2.8896 2.9159 

53,9323 110 3.1767 3.1696 3.1954 

58.8353 120 3.4346 3.4526 3.4433 

Datos de regresión: 

Pendiente o. 1110 

Ordenada al origen b 0.0568 

Coeficiente de coarelación r = 0.9994 

0.9989 

De acuerdo a los valores obtenidos para evaluar linealidad 

del sistema, se puede apreciar que el valor de pendiente es muy 

Poquet'fo. Por esta ra;:On los datos de pendiente, ordenada al 

origen y coeficiente de co,.relación fueron analizados mediant• un 

programa estadístico de acuerdo a una tabla de an.ilisis de va-

f"lcin:a. Al final de este. se ponderan los datos uti 1 izando el es-

t'3dígrafo "F". 

El valor "F" registrado en "RegresiOn residual" reprasent• 

la relaciOn entre '"x" y "y", de acuerda a lo siguientez 

y = m>< + b 

S1 m O, esto impl ic• que el términom>1 es igual • O y par 
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lo tanto no hay relación entre 11 x• y "y". Entonces el plantea

miento de l• hipótesis es el siguiente: 

Ho ia =O 

H ia •O 

Se concluye entonces que, si el valorde Fcal > Ftab, esto 

implica que existe una relación entre ">< 11 y "~" rechazándose Ho. 

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

Fcal ::: 11297.8 

por lo tanto se rechaza Ho 

Ftab = 2. 143 

Esto qu1ere decir que existe una relación antre "x"' y "y 11
• 

b) Parámetros del Método Analítico. 

Previo a la determinación de los parámetro• del método 

analítico, se realizó el cálculo de la pura.:a de la materia prima 

empleada con 1·especto a un estándar de referencia, m«rdia.nte el 

siguiente pr·oceclimiento. 

Se pesaron 3 muestras de Alantoína materia prima y una de 

Alantoína estándar de referencia (pu1·e;:-a 98 'l.)• de aproximadamen

te 51) mg tlent1·0 de vasus de precip1tado de250 ml, agregé.ndoseles 

6:) ml de ayLta destilada disolviéndose con ayuda de agitación y 

calentamiento lige1·0. Se enfrió a temperatura ambiente, agreg~n

dole a cada una de ellas 116 ml de acetonaR. A. y titulándose 

potenc1améb'icamentli' con hidrO:ddo cJe <.:>odio O. 1 N. Se rf•gislraron 

los rnl consumuJos por l._'\s rruestrL'lS y por l~l estandar, 11.J~ cuales 

fueran sust1tuídos en la -5.19uumte e¡(µres1ón: 
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ml 1M.1estra mg estándar Pureza 
----~---- ----------- x F K Pureza del est~ndar = de la 
ml estandar mg muestra .. str• 

Muestra 

2 

3 

Std. 

TABLA DE RESULTADOS 

Volumen <ml > 
NaOH O. 1043 N 

3.0368 

3.1500 

3,0924 

3.0662 

m9 de Alantoí.na 

50. 7 

52. 7 

51.5 

52.0 

Para la matet"ia prim~ Alantoina No. lote ADSA A80b1S, li1. pu-

reza promedio calculada fue la siguientet 

3.03óB 52.0 
Muestra 1: K 1.043 • 98 = 103.74 

3.06ó2 50.7 

3.1500 52.0 
Muestra 2: K 1.043 • 98 103.ól 

3. t)6ó2 52.7 

3.0924 52.0 
f'1uestra 3: X X 1.0-43 X 98 -= 104.09 

3.0662 51.5 

Pureza pr<Mtedio = 103.Bl ~ 

Can esta pureza de materia pritMA se calcularon lo• MQ de 

Al.mtoina que se adicion•ron, en base • la pureza referida al e~-

tindar para cada parAntetro de validaci6n. 



A continuaci6n 5V describen los procedi•ientos ,..diante lofi 

cuales se evaluaron los par.U.tres del método an•lltico. 
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1. Preparacion de la Muestra. 

Se pesaron 10 muestt·as de aproximadamente 50 mg de Alantoína 

(est.andar secundarlo de referencia 98 iO, en frascos .tlmbar. A ca

da uno se les agrego ~.5 g de placebo de la suspensión, ~ezclando 

con una esodtula. Se selló cada frasco con paratil• y se dejó 

reposar dur..lnte 4 d1as a temperatura ambiente.> en un lug.ar fresco 

y seco. 

-· Análisis de las muestras. 

Transcu1·r1do el tiempo de reposo, sa dg,.egO a cada frasco 

~.O 9 de tierra de diatomeas con J.1vado ac1do y O.B mi de fase 

1o?Stacionar1a, mezclándose con 

muestra en una columna pt"evl.lmente Pmpacada como se indica en el 

procedimiento e:<pe1·1mt>ntal. 

Las 10 colL1mna.s se eluyeron cada uno c::on 140 lfll de acetato 

de etilo salurado con agua (fase móvil). Cuando Ja fase anterior 

corr1a Justo por onci1na del soporte, se adicionó 5 cnl de éter 

et1lico satut·ado agua; y después, cuando esta fdse corria 

1u~-.to por encima del soporte, se cJd1c.ion(1 35 mi más de ótar etí-

1 i...:o satu,·ado con ayua. Se dejaron secar lus columnas, ad1cio

n.:i.ndoles 20 m~ de agud deionizada a 30 c. Cuando la tase de dgua 

corría justo por encima del soporte, se ad1c1tJnc"tron 40 ml más de 

agua de1oni:=adil a 50 C. dejando eluir la fase acuosa hasta secar 

!a columna. Se colectó esta faGe y se adiciono 116 ml de acetona 

~. A. y se t1tuló potenciométr1camente con hidr·óxido de sodio 

0.1 N, emple.rndo para ello el proQrama No .. 3 dal tituladar poten

c1amétrico automAtico. Los ~l registrados para cada •uestr• 

fueron los siguientes: 



CUADRO DE RESULTADOS. EXACTITUD DEL HETODOD ANALITICO. 

Muestra 'Jo lumen <ml) mg agregadO!i mg recuperados 7. de 
r'ecobr-o NaOH O. 1 ~56 N 

2.5016 49.882 49. 6BI 99.59 

2 ~- 4967 50.372 49.584 98.43 

3 2.5503 50.568 50 .. 649 100. 16 

4 2.4673 48.558 49.000 98.81 

5 2.4969 50.568 49.588 98 .. 06 

6 2 .. 5632 50. 86~ 50.905 lúü.08 

7 2.5484 so. 764 50.611 99.70 

8 2.5968 50. 568 51 .. 572 101. 98 

9 2.5456 49.784 50.55'5 101.54 

10 2.5153 49.392 49.'i'54 101.14 

El análisis estadístico d~ los resultados obtenidos es el 

siguiente: 
n 10 

1 .. 3123 
99.949 D.E.R. 100 1.3129 7. 

99.949 
s l. 3123 

Su empleo el e~tadígrafo "t .. de student p;1ra ponder.il.r los 

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

es el siguiente: 

He Muestra 100 7. 

H Muestra too :r. 

" 100 99.949 

s I fñ' 
0.1229 Valor ''l" calculado 

100 

El valor teót•ico de 00 t• con un niv•l da s1gnific:ancia de 
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as 0.05, gr•dos d• lita.rtad g.1 ~ n - 1, .. el siguienta1 

t .. 9331 Va..lor "t• de tablas 

C090 t cal 

bajo las condic.i.ones mcperi111entales anteriormente ll'fitablecidas .. 

!. c. 

INTERVALO DE CONFIANZA. 

I. C. 

99.'N'/ 

99.898 X 

0.1229 11.3123 I {10'1 

100 X 
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- Linealidad: 

La lin~alidad del ~étodo analítico, tu• av•luada en ~ niva-

les diferentes de concentración cada uno con tres replicas, de 

acuerdo al siguiente esquemai 

Nivel <X> mg de Alantoina 

80 40 

90 

100 50 

110 5:1 

120 

1. Preparación de la Muestras. 

Se p~saron por triplicado cantidadttS de Alantoína correspo-

dientes a los niveles set'falados en el esquc.na anterior en frascos 

ámbar; se les adicionó 2 .. 5 g del placebo de la suspensión y se 

mezclaron con wia espátula .. Se sellaron los .fr•scos con parafillA 

y se dejaron reposar durante 4 días a temperatura •mbiente en un 

lugar fresco y ~eco. 

2 .. AnAl is is de las Muestras .. 

Transcurrido •l t iei-po da repowo, se le Adicionó a cada 

frasco 2.0 g de tierra de diatomeas con lavado ~cido y 0.8 ml de 

fase estacionaria. Se mezclo cada una con una espátula, adicto-

nando esta mezcla dentro de colUmcJ•s cromatográfic•s previamente 

empac•das y lavadas como sa indica en el prf?Cedimiento experimen-

tal. Los resultados obtenidos so anotan a continuación en el si-

guiente cuadro: 



CUADRO DE RESUL TADDS. LINEALIDAD. 

Columna \' lml) Na OH mg agregados mg t·ecuperados >. de 
0.10935 N recobro 

----------- ------------ --------------
80.1 2.3336 40.0241 40.3489 100.81 

80.2 2.3341 40 .. J236 40. 3576 100.58 

80.3 2.3249 40.3228 4<). 1639 99.61 

90.1 2.b034 45.5000 45.0139 98.93 

90.2 2.6407 45.0022 45.6588 101.46 

90.3· 2.671: 45.5996 46. 1079 101. 29 

100.1 2.9421 49.9803 51), 8702 101.78 

100.'2 2.9369 50.4781 50.7802 100.60 

100;3 2.9400 50.4781 50.8338 100. 70 

1Jf).1 3.3148 57.6466 57.3143 99.42 

110.2 3.4737 58.8414 60.0617 102.07 

1 J(l.3 3.2248 55.6554 55.7582 100.18 

120.1 3. 5288 61.3304 6!. 0144 99.48 

121).2 3.4213 59.9366 59. 1557 98.70 

121).3 3. 4121 59.6379 58. 9966 98.92 

Anc\l1sis estadisticc de los datos dE? Lineal1dad; 

1.1889 

b o. 9781 

,. o. 9973 

0.9946 

760.5571 sx 39400.0966 

sy 762.5161 sy 39568.7553 

sxy :9481, 9561 so. 70:;9 
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y 50.8344 s• 7.7319 

sy 7 .5909 

Analizando los resultados obtenidos, se puede observar que, 

de acuerdo a los criterios para considerar 1.a linealidad de un 

método analític:o1 el valor de la ordenada al origen, no cae den-

tro del limite de aceptación. Es por ellQ que se hizo una pende-

ración de) valor obtenido exper•imentalmcnte usando el estadígrafo 

"t" student. 

Cálculo del error típico de estimacion modificado: 

Sy / X 

\[

9568.7553 - [(1,1889) <762.5161)) - [(0.9791) <39481.9561>] 
= ------------------------------------------------------------

15 - 2 

Sy I ,,. 0.6455 

Evaluación de la ordenada al origen: 

Planteamiento de las hipótesis: 
Ho b O 

H b o 

b B 
tcal 

En donde: 

b ordenad• al origen expa1·imental 

B ordenada a 1 origen esperada 

n nw.tero de datos 
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sy / x error t-ípico de estin1aci6n modificado 

valor medio 

miligramos de Alantoína 

1.1009 o 
tcal -----------------------

39400.0966 
0.6455 

15 <036.9565) 

tcal 1.0397 ttab = 1.7709 para a• 0.05 X g.I = 13 

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

r•rse la ordenada al origen obtamida experimentalmente como 

b o. 

Intervalo de confianza para la ordenada al origen: 

b + 2.1604 : sx/y 
: 

- 1.2016 < b < 3.6594 

Por lo tanto, el método analítico puede considerar6e lineal 

para la cuantificación de Alantoína bajo las condiciones ante-

riormente establecidas. 



l. Preparacion de las r1uestras. 

Esta prueba se re•lizO preparando 3 •Uestras por analista al 

100 1.., para analizar en 2 días diferentes. Se pesaron aproximada

mente 50 mg de Alantoina y se les adicionó 2.5 g de pl•cebo de la 

suspensión. Se deJaron reposar 4 días antes de cada análisis • 

temperatura ambiente en un lugar fr•esca y seco, dentro de frascos 

~mbar ~e 11 ad os con para film. 

~ An~lis1s de las Muestras. 

A cada muestra se le adicionó 2.0 g de tierra de diatomeas 

con lavado ~cido y 0.8 ml de fase estacionaria. Se ~ezclaron con 

espátula y se empacó cada una de ellas en una columna cro~ato

gráfica previamente empacada y lavada como se indica en Rl proce

dimiento experimental. Se analizaron las muestras teniendo cuida

do, por parte del otro analista, en los siguientes puntos: 

a) La manera de empacar las columnas y su compactací On. 

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

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

d> Se cambó la solución del electrodo y se preparo solución 

ti tul ante. 



CUADRO DE RESULTADOS. REPRDDUCIB!LIDAD. 

Columna V lml> Na OH mg agregados mg recuperados 7. de 
recobro 

----------- ------------ --------------
A 111 ~.2498 49.98 50.20 100.44 

A 1::1 :.2951 50.88 50.90 100.04 

A 131 3.5254 54.56 54.41 99.72 

A 112 =·· 34.34 52.07 51. 65 99.19 

A 122 :J.3:C49 51.37 51.36 99.98 

A 13:? 3.2442 50.28 50.12 99.68 

A 211 3. 1020 48.09 47.92 99.64 

A :?21 3.2148 50.18 49.66 98.97 

A :31 3.2682 50.68 50.49 99.62 

A 212 3.2518 50.88 51).23 98.73 

A 222 3.2408 50.48 50.06 99. 17 

A 232 3.3055 51.27 51.06 99.59 
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A 

An.ilisis Oía t1ue9tra Analista 

ANALISIS DE RESULTADOS. REPRDDUCIBILIDAO. 

Analista 1 

Analista-2_ 

Día 1 

100.44 

1(10.04 

99.72 

99.19 

99;98 

99.68 

Dia 2 

99.64 

98.97 

99.62 

98.73 

99.17 

99.59 

Xl = 599.05 X2 ~:595.72 

Sumatoria total: Y= 1194.77 
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598.43 

596. 34 



FACTORES FIJOS. 

TABLA DE RESULTADOS <ANADEVA>. REPRODUCIBILIDAD. 

Fuente de 
error 

Anal 1sta 

Día 

lnteracciOn 
A - D 

Error 

9· J. 

8 

Suma de
cuadrados 

0.3940 

0.9241 

3.1 . 10-

1.2388 

~d1a 
cuadr•tica 

0.3940 

0.9241 

3.1 . 10-

0.1548 

FACTORES ANIDADOS 

F cal 

12.7097 

30.4548 

1).0250 

TABLA DE RESULTADOS <ANADEVAl. REPRODUCIBILIDAD. 

Fuente de 
error 

Analista 
A i 

Oía O j 

Error E 

g. J. 

8 

Suma de 
cuadrados 

0.3940 

0.9551 

1.2388 

Media 
cuadrática 

0.3940 

0.4776 

0.1549 

F cal 

0.8250 

3.0833 

F tab 

161.4 

161. 4 

5.32 

F tab 

18.51 

4.46 

Para los mismos datos de reproducibilidad se calcularon los 

parámetros siguientes: 
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Muestra )( de recobro 
------------

A 111 100.44 

A 112 100.04 

A 113 99.72 

A 211 99.19 

A :1:: 99.98 

A ;:13 99.bB 

A 121 99.64 

A 123 99,62 

A 221 98.73 

A 222 99.17 

A 223 99.59 

F'ara los cuales: 99. 56 'l. 

s o. 4822 

c.v. 0.4883 

CALCULO DE REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD DEL METODO ANALITICO. 

a> Repet1bilidad: 

Rep. 1(10 (!96! <M.C. > 

Rep. 100.7714 

b) Reproducibilidad interdía para el analista: 

Rep. - d 101) + ( 1.96) C <M.C. M.C. ) / rl 

Rep. - d 11)0.0226 

c) Reproducibil1dad inter•analista: 

Rep. - a 100 ((M.C. H. C. > / Cr * d> 

Rep. 99.9659 
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Conclusión: 

Observando los valoras de F cal comp&rados con 105 valores 

de F tab, se puede decir que el método analitico no presenta 

efecto significativo con respecto al analista y al día. 

Criterio de aceptación: 

Fuente de variación Criterio 

Analista A F cal < F tab 

Oí.a D F cal < F tab 
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~rwparación de la Muestra; 

Se pe5•ron para cada condición 10 muestras de 50 •g de Alan

toína cada una. Se les adicionó 2.s g de placebo de la suspen

sión, dejandose reposar durante 4 días antes del análisis a tem

peratura ambiente en un lugar fresco y seco, dentro d• frascos 

ambar sellados perfectamente con para.film. 

2. Anál1s1s de las Muestras: 

A cada frasco que contenía la •u•stra se l• adicionó 2.0 g 

de tierra de diatomeas con lavado ácido y 0.8 ml de fase esta

cionaria. Se ntezcló con espátuld hasta uniformidad para después 

depositarlas dentro de columnas cromatogr.ificas previamente em

pacadas y lavadas como se indica en el procedimiento experimen

tal. Se procedió c0tno se indica en el procedimiento analítico. 

Después de colectar el altimo eluato de agua de cada una de 

las muestras, éstas s e sometiéron a cada una de las siguientes 

condiciones: 

A. Luz ultravioleta. 

B. Obscuridad. 

C. Refrigeración. 

Para cada condición se realizaron determinaciones por 

duplicado de las muestras expuestas durante 5, 18, 24 y 48 hrs. 

después de su elución. Para cada condición se titularon dos .ues

tras al inicio (tiempo cero>. Se calcularon los mg de Alantoina 

recuperada para cada muestra, graficAndose los valores obtenidos 

contra el tiempo de eMposición. 
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ANALISIS DE RESULTADOS, ESlABILIDAD DE LA MUESTRA. 

Condición: Luz ult··a\1oleta. 

Muestra t (hr·s. \ mg adiciona.dos mg recuperado& 

-------------- --------------
1.0 o 50.4 49.4 

1.1 o 51.0 5:?.4 

2.0 5 50.8 50.4 

2.1 5 SLI 50.4 

3.0 23 50.1 51.6 

3.1 23 50.8 53.0 

4.0 28 51.0 51. 7 

4.1 :?8 50.5 53.5 

5.0 47 so.4 50.2 

5.1 47 50.9 50.8 

Condición: Obscuridad. 
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Muestra t (hrs. > mg adictoncldos mg recuperados 
-------------- --------------

1.0 •) 49.4 50.7 

1.1 <' 52.4 53.5 

2.0 5 52.2 50.9 

2.1 5 50.4 51. 8 

3.0 24 51.6 5::.1 

3.1 24 53.0 47. 1 

4.0 29 51.7 54.:: 

4.1 :zq 53.5 52 .. 4 

5.0 48 50.2 52. 4 

5.1 48 50.8 45,: 

CondiciOn: · Refrigerac i 6n. 
Muestra t <hrs. > mg adicionados mg recuperados 

-------------- --------------
1.0 o 59.2 53.9 

1.1 o 50.1 50.9 

2.0 6 51. 7 54.3 

2.1 6 51.3 55.9 

3.0 :;:4 S0.6 55.S 

3.1 24 51.6 54.9 

4.0 30 51.1 54.7 

4.1 ::-.t) 51.2 51.2 

s.o 48 50.3 51. 2 

5.1 48 50.7 51.2 
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ANALISIS DE RESULTADOS ESTABILIDAD DE LA lll.ESTRA. 

Observando los resultados de la prueba de estabilidad de la 

muestra, se puede decir que dicha estabilidad daspué$ de la alu

c16n es -.ich~ ma¡or cuando estas han sido sataetidas a bajas tem

peraturas. Aunque los valor·es que ise registrar"On fueron un poco 

altos, se nota una mayor continuidad de ellos. 

La siguiente condíci6n que establece una mayor ~stabilidad 

de la muestra es la obscuridad. Estos, COIRO se puede observa.r 1 

estan •iis cercanas a la cantidad adicionada aun.que se presRnt•n 

algunas variaciones. 

Cuando se e;.:ponen las inuestras eluidas se e>tponen a la luz 

ultravioleta, se nota que con el tientpo no presenta vari•ción 

significativa. Sin embargo, en los trtts casos, solo se puede ase

gurar un resultado confiable si las ,.uestras se titulan durante 

las siguientes 5 horas después da elución. 
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- Espec1fic1dad Clnterferenc1.a.s>. 

El método propuesto se probó con una colullN'la que contenía 

una muestra ,je pl•cebo de la suspensión, para titular potencio

métricamente t-1 eluato final de agua. con hidróxido de sodio 

0.1 N. Se observó que en el aparato no se registra sel'la.1 alguna 

debiLlo al placebo. Cuando no se secdn bien las colu..nas de los 

restos de éter que pudieran quedar, se registro un 1 igero consumo 

que no sobrepa~a Jos O.OS mJ. 

Se elu)·O una columna con el método propuesto, Ja cual con

tenía IJnicamente tierra de diatomeas con lavado llcido. El eluato 

final d~ agua tituló potenciométricamente con hidróxido de 

sodio O. 1 N. Al igual que la prueba anterior no se registró 

consumo alguno de titulante. 

Se pueden Ct"ear interferencias en la valoración final de 

Alantoína cuando ocurra lo siguiente: 

aJ Se fracture el empaque dentro de la columna. 

b> Cuando se adicionen los volúmenes de fase org~nica in

comp 1 e tos. 

e) Cuando se deJen secar las columnas durante la eluci6n con 

los solventes organices. Solo se deben dejar secar cuan

do la fase final sea éter y cuando sea agua. 

d) Cuando se adicione agua a una mayor temperatura que Ja 

estdblecida, pudiendo provocar proyeccione~ y como en 

consecuencia, el derra111a111iento d& la solución acuosa que 

contiene Alantoina. 

e> También se observó que de un lote- a otro de tierra de 

diatomeas se pueden presentar variaciones en el resulta

do. Cuando esto suced• ~s necesario ca~biar de et1paqu• 
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por un lote reciente. Si se presentan interferenci•s (que 

en caso de existir son mi'.nimasl se puede e111plear una 

columna atanco. 

110· 



V l. ll!SCUSIOH DK HESOl,TADOS 
Y COHENTARIOS 



111 • DISCUS!ON DE RESILTADOS Y CClrENTARIOS. 

El método analítico propuesto se puede considerar ca.a una 

buena t~n1ca analitic• para cuantificar Alantoln• en la suspen

sión. sin embargo, i"Cllica mucho error en su desarrollo, debido 

a la gran manipuldci6n que se lleva a cabo¡ pero esto no qui•r• 

decir que la técnica sea dificil de reproducir, sino que para 

tener resultados confiable~, es necesario realizarla consideran

do ciertos puntos que se mencionarán más ad•lante. 

Dada la naturaleza de compuesto cercano a la naeutralidad 

que tiene Alantoína y a la poca solubilidad dR ésta en cc:.pu••

tos orgánicos, la t:1ayoría de las técnicas analíticas para pro

ductos far~acéuticos, se basa •n las reaccione~ d• hidr6lisis y 

derivatización de los productos resultantes, los. cuales se hacen 

reaccionar con un crc>1a6geno para después leer un valor de ab9or

bancia en el espectrofotómetro. La técnica qu• inici•l~ente se 

utili~aba para cuantificar Alantoina se bas• ltf'1 este principio. 

Sin embargo al hacer un barrido del derivado colorido resultante 

contra una solución estAndar de Alantoína tratada de l• •i&ma 

manera que la muestra, se observó que, a la misma longitud da 

onda, había un defasamiento de ambas curvas, por lo que se con

cluyó que el punto crítico de la técnica, es el momento de la 

extracción y la for•ación del compuesto colorido. Esto puede 

deberse a que muy p~siblcmente 1 componentes de la formulación que 

tengan una solubilidad semejante Alantoina en el medio de 

reacción, o a la naturaleza química similar, reaccionan formando 

un compuesto colorido al igu.al que Alantoín• y en consecuencia 

•bsorban a esa misma longitud de onda. 

Se buscó entonces en l• Jit•ratura otro -.étodo alternativo 
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encontrándose este método propuesto par• cuantificar Al•ntoána 9n 

cremas. Dicho método se basa en la separación de todos los exci

pientes de la crema y después la extracción de Alantoina qu• •e 

encuentra retenida por la fase estacionaria dentro de la columna, 

haciendo pasar por esta una porcion de agua deioni=ada. Despué9 

de esto se colecta la fase acuosa adicionándole acetona para 

titular potenciométricamente con hidróxido de sodio 0.1 N. 

lnicialmenter se probó el m•todo pesando una porción d• la 

suspensión equivalente 25 ~ de Alantoina de la •is.a •..,..•ra 

como se indica en el articulo. Los primero& resultados fueron 

obtenido9 por titulación de las ntuestras en forma ~anual con una 

bureta de 10 ml y registrando los valores de pH a int•rvalos da 

0.05 •1 1 hasta un pH 12 registrado con un potenciómetro. Los pun

tos de equivalencia se calcularon de acuerdo al criterio de la 

primera y segunda derivada obteniéndose resultados de un 97.4 X 

de recobro. 

Después de esta prueba se fabricó un lot• de placebo de 1·• 

suspensión, para emplear el método con placebos cargados. Cabe 

sedlar que debido a la sensibilidad de la balanza analltica dispo

nible, se cambió la cantidad de Alantoina detectada por el método 

de 25 a 50 mg <cantidad que representa el 1 ími te inferior q...-· 

detecta la balanza con cierta exactitud>. En consecuencia se au

mentó la cantidad adicionada de placebo y de tierra de diato.eaa 

para empacar la columna hasta una altura de 5.6 cm. El. empaque 

utilizado para este método proporcionó, con la misma cMltidad en 

peso establecida por el artículo, una altura de 6.5 e•. Se pro

baron varias columnas variando la cantidadde empaqua y en canse-
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cuencia la al tura, observándose que a menos de 6. O cm los resul

tados varían constderab le,.ente, mientras que ,a al tura& mayores 

los resultados son m.1.9 estables. Observándose esto se decidió 

dejar la misma cantidad de tierra <4.0 g> cuya •ltura fluctCia 

entre 6.0 y 6.5 cm. 

Otra '.'ariante •l método fue la cantidad de disolvente e111-

pleado para la eluci6n. Esta cantidad se varió en un principio al 

doble de los e5pecificado en el articulo. De esta aanara se ob

tienen resultados satisfactorios. Se dejaron estos vol~~enes de 

eluyentes porque, de acuerdo al nuevo peso de la llMJ9str• 1 l•s 

cantidades de e>:cipientes también se duplicaron. Pero de esta 

manera se a.segur• que salga la mayor parte de 105 excipientes 

durante la elucí6n. Se hicieron pruebas de solubilid•.d de Alan

toina con acetato de etilo y éter Cambos saturados con •gua) y •• 

observó que el principio activo es pr.1.cticamente insoluble en 

ambos disolventes, pues entre la interfase del soluto con al 

disolvente, se observa un menisco cóncavo formado por el soluto 

lo que indica que existen fuerzas de repulsión interfagiales 

entre ambos. 

En cuanto a la cantidad de fase estacionari•, C04't0 la altura 

del empaque es mayor, la distribución de ésta es diferente, en 

comparación con lo estipulado en el articulo. Por lo tanto se 

decidió hacer pruebas para ver la influencia de la cantidad de 

fase estacionaria con relación a la cantidad de Alantoina rete

nida por- esta. Se manejó la misma cantidad de fase estacionaria 

que establece el articulo dando buenos resultados. En base a una 
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rel•ción lin••l de ca.ntidad de fase estacionaria, se prob6 adi

cionando 3.6, 3.7, 3.9, 3,q y 4.0 ,..¡, pero a medida que aunu1nta

ba la cantidad de fase estacionari•, se humectaba mayorment11 el 

empaque, dificultándose así su empacado en la columna. Se encon

tró entonces qua adicionando 3.6 ml de fase estacionaria SEi con

seguían resultados aúecuadog y una humectación tal que permita un 

buen 1nanejo de la tierra de diatomeas al mo111ento de empacarla. 

Esto justifica, en cierta manera, el por qué no se aumenta la 

cantidad de fase estacionaria dentro de la columna dado el au111•n

to a la cant1dad de Alantoína. 

Por lo que respecta a la manera de empacar la tierra de dia

tomeas dentro de la columna, se utilizaron dos métodos: el prirae

ro u=:.ando un vortrex para agitar tubas de ensayo y el s;egundo 

90Jpe:indo ~u.Jvemente la culumna sobre una placa de madera.. Usan

do e1 µ1·1.ner .i•étodo, las v1brac1ones no un1formizan adecuadamente 

la l;.cn·ra, m1Hnlr-.1s que el segundo método si da la apariencia de 

un J. form1dad al empaque. Se trató tJe estandarizar el número de 

golpes necl;:c'sarios para empacar uni formemenle la columna. Esto no 

se con519u16 debido a que es un petrámetro que depende de la per-

5ona que reali;:"1 el análisis, puesto que varia la intensidad en 

Gl gc!petco de ur~d pe1·sona d ot1·a. Pat· esta ra=ón se dec1d16 me-

Jür establecer la téLnica .1nalit1ca 1 que la mejor manera de 

empacar la columna es mediante un golpeleo suave, t1a'3ta que lu 

dpdrtencia del empdq<.H? se.l un1fo1·me. El golp~teo es necesario que 

sea suñYt? y pausada, p<H"a ev1 tar qu8 el empaque se fracture y en 

con~~cuencia le penetre ~1r·e. 

Para la e::ti·ai.:r.ión de ALrntoína en la fc1se firial del ar1..}li

sis, se implemento ad1c1onar Jgua de-ioni.;:ada cal1ente <50 •e>, en 
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la cual se ·solubi 1 iz• r1ejor Alantoína. Para el lo se tiene primero 

que secar la columna de los residuos de éter atrapados an all.a. 

Una vez sec•, se adicionó a l• columna una porción de 20 1'11 de 

agua a te~peratura a..t:Jiente para impregnar la columna y evitar 

proyecciones provocadas por el éter atrapado. De esta manara l• 

fase acuosa se subdividió en dos porciones. Amba9 alícuota• 

tienen como función com(an el e><traer Alantoína, una en ma.yor pro

porción que la otra. 

El programa utilizado para detectar el punto de equivalencia 

de Alantoína, está adaptado para registrar dos puntos de equiv.a

lencia que usual~ente presenta: uno a pH 8 y otro a pH 12. Se ha 

observado que solo se ha podido visuarizar los dos puntos da 

equivalencia, cuando la solución de Alantoina en acetona-agua .al 

6ó t., es preparada por disolución de esta en agua y titulada di

ractamente, en cuyo caso, se suman ambos puntos y se d~tl!rl'lina el 

Yolumen total consumido. Para el producto terminado no sucede lo 

mismo, dado a que el eluato obtenido por el mátodo propue9to, 

tiene, además de Alantoina pequenas cantidades de e><cipientes que 

varían el pH inicial. Esta materia es intitulable, por tratarse 

de residuos grasos que imparten a la solucí6n Ctnicamente un pH 

aparente, por no estar disueltos en <it.QUA (esto e><plica la tut~bt

dé;: de la fase acuosa>, pero de ninguna manera consumen hidróxido 

de sodio durante la determinación. Además el propósito de adicio

nar acetona a la fase acuosa final, es para provocar en 1• solu

ción un desplazamiento del pKa de Alantoina hacia el rango de pH 

básico y con esto asegurar que se titule Ctnicamente Alantoina. 
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Yll. CONCLUSIONES. 

1. El método propuesto se logró optimizar para l• cuantifi

cación de Alantaina, en la medida en la que s• lleven • cabo los 

procedimientos anteriormente descritos en la parte experifftental. 

2. Las adaptaciones realizadas a la tlk:nica cu19plieron con 

el objetivo propuesto, dado los porcentajes de recobro obtenido•. 

3. Las posibles fuentes de error fueron evaluadas durante el 

trabajo experimental, consider~ndose fundamentalmente 31 el pri

mero y fundamental en la separación, es el preparado de la colua

na; el segundo es el montaje de la -.iestr• dentro da la colu•na y 

el tercero es la valor"aci6n potenciométrica de las muestras elui

das. 

4. De la manera anterior y obteniendo la gráfica d• 10!5 va

lores registrados, s• puede considerar identific•d• Al•nto{na 

siamp1.,e y cuando se corra una •uestra estandar tratada de la mis

ma manera .. 

5 .. En lo que se refiere a la validación del método analítico 

se puede concluir que éste, aunado a todas las adaptaciones rea

lizadas, puede considerarse validado, dadas las condicione~ exis

tentes en el laboratorio y dado también a el anAlisi• estadístico 

aplicado a los datos eMperimentales obtenidos, observándose 

además, que no pr•senta efecto significativo debido a la manipu

lación. 

b .. El método analítico funciona adecuadamente dada• las si

guientes condiciones: empacando adecuadamente el empaque dentro 

de la columna .. diante un golpetltO suave contra una placa d• ~a

dera; evitar fracturar el empaque dentro de la columna.; tratar da 

titular l•• muestr•s despu•s de su elusión y &i no es asl, con-
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servarse en refrigeración para su posterior evaluación. 

7. Es importante eliminar residuos de éter acu•ulado!I en •1 

eluato final, por tDedio de su tratamiento en ultrasonido, dado a 

que su presencia en solución puede crear interferencia en la ti

tulación. De esta •.nera se reduce considerabl•~ttnt• el tiempo de 

an.ilisis. 

8. Ya que hAbla-.os da tiempo de an~lisis, se puede decir que 

el tiempo real, toatanda en cuenta el trataaiiento final por ultra

sonido, se reduce a un promedio de 6 horas, pudiendo dejar eluir 

las columnas con la fracción final de agua durante l• noche y ti

tular las muestras al día siguiente. 

9. El flujo final de elución de agua es de Aproximadamente 

1 ml por cada 10 min., dependiendo en todo caso del• ~anera en 

que se empaque la columna en un inicio. 

10. En general se puede decir que, dadas las condiciones de 

análisis, el método detecta de manera 9atisfactoria la presencia 

de Alantoina en solución, y qua cualquier variación a la técnica 

propuesta, puede afectar signif icativ~mente el resultado final y 

en consecuencia, el an.ilisis del producto terminado. 
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