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RESUMEN

Los parabenos son uno de los conservantes mas utilizados en todo el mundo ya que
inhiben el crecimiento de microorganismos, permitiendo prolongar la vida util de
cosmeéticos y productos farmacéuticos. Se los emplea solos o, para mayor eficacia,
en forma de mezcla siendo el metil, etil, propil y butil parabeno los mas
comercializados. La determinacion de conservantes en formulaciones farmacéuticas
constituye uno de los parametros mas relevantes en el proceso de control de calidad
de medicamentos, es por esto, que en este trabajo se desarroll6 un método
ultrarrapido y sencillo para la determinacion de metil y propil parabeno mediante
cromatografia liquida de ultra alta resolucion (UHPLC). La metodologia propuesta se
validé bajo el disefio de un protocolo de calidad completo logrando los objetivos
planteados de exactitud, selectividad, precision y linealidad en el rango de trabajo de
43 a 101 ug/mL para metil parabeno y de 5 a 11 ug/mL para propil parabeno; un limite
de cuantificacién de 1,60 ug/mL y 0,24 ug/mL respectivamente, una exactitud entre
99 y 102%, y precision inferior al 2% en ambos casos. Se demostré la robustez del
método al comprobar la obtencién de resultados reproducibles al modificar las
variables analiticas mas importantes del método, estableciendo de forma consistente
y con evidencia cientifico-experimental un método para la identificacion y
cuantificacion de los conservantes estudiados presentes en la forma farmacéutica de
jarabe.

Palabras claves: metil parabeno, propil parabeno, jarabe, validacién, UHPLC.



ABSTRACT

Parabens are one of the most widely used preservatives in the world for their capacity
to inhibit the growth of microorganisms, used to prolong the shelf life of cosmetics and
pharmaceuticals. Parabens are used alone or, for greater efficiency, in the form of a
mixture, being methyl, ethyl, propyl and butyl parabens the most commercialized. The
determination of preservatives in pharmaceutical formulations is one of the most
relevant parameters in the drug quality control process, which is why, in this work, an
ultra-fast, simple method was developed using Ultra-high resolution liquid
chromatography (UHPLC). The proposed technique was validated with an quality
protocol design achieving the objectives for accuracy, selectivity, precision, and
linearity in the working range from 43 to 101 ug/mL for methyl paraben and from 5 to
11 ug/mL for propyl paraben and; a quantification limit of 1.60 ug/mL and 0.24 ug/mL,
respectively, an accuracy of between 99 and 102% and a precision less than 2% in
both cases. Verifying the obtaining of reproducible results by modifying the most
important analytical variables of the method, the robustness was demonstrated;
establishing a method for the identification and quantification of the studied
preservatives present in the pharmaceutical form of syrup

Key words: Methyl paraben, propyl paraben, syrup, validation, UHPLC.



DEDICATORIA

Dedico este esfuerzo a mis padres y todas las personas que me apoyaron en el
trascurso de mi vida profesional conquistando asi un nuevo nivel de estudio

esperando no defraudarlos en el futuro.

Jesus Meza



AGRADECIMIENTO

Doy gracias primeramente a Dios por guiarme en esta etapa de mi vida, a mis padres

gue con su apoyo incondicional pude llegar donde estoy ahora.
A mis compafieros de aula que de una u otra forma contribuyeron a este logro.

A la Escuela Superior Politécnica del Litoral y su planta docente los cuales admiro

mucho por su conocimiento y calidad humana.

A la compafia farmacéutica Acromax S.A. por ser mi segundo hogar y permitirme

utilizar sus recursos e instalaciones para la realizacién de este trabajo.

A todos mis amigos y colegas que me incentivaron a seguir adelante ayudandome a

no rendirme jamas para culminar y alcanzar este nuevo logro.

Jesus Meza



DECLARACION EXPRESA

La responsabilidad por los hechos y doctrinas expuestas en este Proyecto de
Titulacion me corresponde exclusivamente y ha sido desarrollado respetando
derechos intelectuales de terceros conforme las citas que constan en el documento,
cuyas fuentes se incorporan en las referencias o bibliografias. Consecuentemente
este trabajo es de mi total autoria. El patrimonio intelectual del mismo corresponde
exclusivamente a la ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DEL LITORAL.

En virtud de esta declaracién, me responsabilizo del contenido, veracidad y alcance
del Trabajo de Titulacién referido.

Franklin JesUs Meza Calderén



TRIBUNAL DE GRADUACION

T

PhD. Tatiana Zamora

PRESIDENTE TUTOR

DOCENTE EVALUADOR

Vi



ABREVIATURAS O SIGLAS

USP: Farmacopea de Estados Unidos

BP: Farmacopea Britanica

VOC: Método voltamperométrico de onda cuadrada

MEPS: Micro extraccion por adsorbente empaquetado

UHPLC o UPLC: Cromatografia liquida de ultra alto rendimiento

BPM: Buenas practicas de manufactura

PEG: Polietilenglicol

UE: Unién Europea

pH: Potencial de hidrégeno

DMDM hidantoina: 1,3-bis(hidroximetil)-5,5-dimetilimidazolidina-2,4-diona
MI: 2-metil-3-isotiazolinona

CMI: 5-cloro-2-metil-3-iso-tiazolinona

Ol: 2-benzisotiazolinona (Bzl) y 2-octil-3-isotiazolinona

DEA: Dietanolamina

TEA: Trietanolamina

MEA: Monoetanolamina

C12-C22: Bromuro y el Cloruro de trimetilamonio

FDA: Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

MIC: Concentracion inhibitoria minima

SC: Subcutanea

HPLC-UV: Cromatografia liquida de alta definicion — Deteccion ultravioleta
LC-MS/MS: Cromatografia liquida con Deteccion de Doble Masas

MP: Metilparabeno

PP: Propilparabeno

LC-UV: Cromatografia liquida con deteccion ultravioleta

U-PLS/RBL: Minimos cuadrados parciales desplegados/bi linealizacion residual

LOQ: Limite de cuantificacion

Vi



MeP: Metil parabeno

EtP: Etil parabeno

PrP: Propil parabeno

BuP: Butil parabeno

isoBuP: Isobutil parabeno

MEPS: Jeringas para cromatografia

RDSE: Microextraccion por sorcion con disco rotatorio
ESI: lonizacion por electropulverizacion

TOF/MS: Espectrometria de masas de tiempo de vuelo
BPA: Bisfenol A

BPB: Azul de bromofenol

BPF: Bisfenol F

BPS: Bisfenol S

BPAF: Bisfenol AF

ULOQ: limite superior de cuantificacion

S/N: Sefal-ruido

SM-FTN: Aguja de flujo continuo

PDA: Detector de arreglo de fotodiodos

VIl



TABLA DE CONTENIDO

(0721 2 1 16 X e SRR 15
1. INTRODUCCION ...ttt 15
CAPITULO 2 ..ttt 17
2. MARCO TEORICO.......coiiiieeeeeeeeeeeeee et eae e 17
2.4.1 Conservantes antimiCrobianos .........cooeveeieieeieeeeeeeeee 19
2.5.1 Propiedades Fisicoquimicas y Metabolismo............cccccevviiiiiiiiiiiinnnnn, 22
2.5.2 Actividad ANtIMICIODIANG ........cevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 22
2.5.3 YL (] o F= T = Lo 1= L J USSP 23
2.5.4 Propilparab@no ............iiiiiiiieieee e 24
2.7.1 Estabilidad FarmacCULICA .............uuuuuuummiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeenees 28
2.8.1 Proceso de validacion de un método analitiCo ...............eevvvvvviiiinnennnnnns 29
2.8.2 Categorias de la validacCion .............coovvveiiiiiiiie e 30
2.9.1 Linealidad del iNtervalo.................uuueuiemiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeenes 30
2.9.2 Y] =T o1 11T =T P 31
2.9.3 Limite de deteCCiON ..........uuuuiiiiiiiiiiii e 31
29.4 Limite de cuantificacion .............cccccuuuiiiiiiii e 31
295 D= 1o 1 15 o USSR 32
2.9.6 1= o7 7T o 1 32
2.9.7 Curva de calibracion, linealidad y sensibilidad ..............ccccccceiiiiinnnne. 32
2.9.8 RODUSTEZ ... e e e e e e e e e e e eeeenes 33
2.9.9 APLItUd del SISTEMA ......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiii i 33
(072 2 1 16 1 TSR 34
3. METODOLOGIA......cooiiieiiiieieiteeee ettt 34
3.1.1 REACHIVOS. ... it nnnnnne 34
3.1.2 EQUIPOS oot 35
3.2.1 Condiciones cromatografiCas ............cooevvviiiiiii e e 35
3.2.2 Preparacion de Buffer TFAPH 2,50 ..o, 36
3.2.3 Preparacion de las Soluciones de Trabajo..........cccoeevvvveiiiiiiiieeeeeeeeeenn, 36
3.24 Preparacion de la solucién estandar madre de 0,18mg/mL Metil Parabeno

3.25

36

Preparacion de la solucion estandar madre de 0,08mg/mL Propil Parabeno
36

IX



3.2.6 Preparacion de la solucién estandar de mezcla de patrones (0,072mg/mL

de Metil Parabeno y 0,008mg/mL de Propil Parabeno)............ccccvvvviviiiiiininnennnnns 36
3.2.7 Preparaciéon de solucién muestra (0,072mg/mL de Metil Parabeno y
0,008mg/mL de Propil Parab@n0) .............uuuuuummmmimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 36
3.2.8 [ (o Tot=To |1 a 1= o (o LTRSS 36
3.2.9 Célculos de concentracion ..., 37
CAPITULOD 4 .ttt ettt 43
4. RESULTADOS ... et e e e e e eaa s 43
4.1. \V/[=10Te [0 I o [=1S= T £ ] 1= o o 10 43
4.2. \Y/[=10To [0 IAYZ= 11 o =T o 47
42.1 TIEMPO MUEBITO ..ttt 47
422 Aptitud del Sistema y Repetibilidad Instrumental ..............ccccccvveininnnnes 47
4.2.3 PUIEZA A€ PICO ...t 48
4.2.4 Selectividad / especificidad .............cooovviiiiiiiii i 49
4.2.5 ReaccCiones INAUCIAAS .........uuuuuuumuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieere e 50
4.2.6 Limite de DetecCion (LOD) .........uuuiiiiieeeeeeeeeie e e e 51
4.2.7 Limite de Cuantificacion (LOQ) ......coveeeeiiiiiiiiiiiii e e 51
4.2.8 Linealidad del SiStemMa ...........uuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeaaenes 52
4.2.9 (ITaT=F=11To F=To o (=017 = (o To (o N 55
4.2.10 Exactitud del MEtOdO ...........uuuiiiiiiiiiiiiiii e 59
4211 Repetibilidad del Método.............uvviiiiiiiiiice e 61
4212 Precision INtermedia..............uuuuiiiiiiiiiiii e 62
4.2.13 RODUSTEZ ... nnnnnes 63
4.2.14 Ensayo de Retencion de Filtro .............evvviiieiiiiiiiieeeeeeee 65
CAPITULO 5 .ttt ettt 68
S. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ... 68
A. ANEXOS oo 69
6. REFERENCIAS ... e 72



LISTADO DE FIGURAS

Figura 4.1.1 Cromatograma obtenido de la Prueba 1 ...........cccccooiiiieiiiiiiiiiicieeeeee, 43
Figura 4.1.2 Cromatograma obtenido de la Prueba 2 ............ccccooeviiiiiiiiiiiicciei e, 44
Figura 4.1.3 Cromatograma obtenido de la Prueba 3 ...........cccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinee, 44
Figura 4.1.4 Cromatograma obtenido de la Prueba 4 ..........ccccccovviiiiiiiiiiiiiiiiiinennnnn. 45
Figura 4.1.5 Cromatograma obtenido de la Prueba 5 ..........cccccoeeeiiiiiiiiiiiicie e, 46
Figura 4.2.1 Validacion de Parabenos en Termax Jarabe — Tiempo muerto Uracilo47
Figura 4.2.2 Cromatograma Aptitud del Sistema ...........ccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 48
Figura 4.2.3 Regresion Lineal del Metil Parabeno .............ccccccciiiiiiiiiiiicce 53
Figura 4.2.4 Regresion Lineal del Propil Parabeno...........cccccccveeiiiiiiiiiciee e 54
Figura 4.2.5 Regresion Lineal del Método de Metil Parabeno.............ccccovvveeene. 56
Figura 4.2.6 Regresion Lineal del Método de Propil Parabeno.............ccccccceeeeennnne 58

XI



LISTADO DE TABLAS

TABLA 2.1 Clasificacion quimica y funciones de los excipientes farmacéuticos...... 18
TABLA 2.2 Usos del Metilparabeno en preparaciones farmaceéuticas ..................... 23
TABLA 2.3 Usos del Propilparabeno en preparaciones farmacéuticas.................... 24

TABLA 2.4 Comparacion de metodologias analiticas para la determinacion de

Parabenos (metilparabeno y propilparabeno) en diversas matrices ........................ 25
TABLA 2.5 Categorias de Prueba ..........o.uuuiiiiiiiiiieeeeeiie e 30
TABLA 3.1 Composicion por mililitro del Jarabe Acetaminofén ............cccccovvinnnee. 34
TABLA 3.2 Tabla de Gradi@nte ........coooeeiiiiiiiiii e 35
TABLA 3.3 Concentracion de curva de calibracion de metilparabeno y propilparabeno
................................................................................................................................. 38
TABLA 3.4 Caracteristicas de desempefio de los parametros ensayados............... 38
TABLA 4.1.1 Condiciones cromatograficas de la Prueba 1.............cccccceeeeniininnnnee. 43
TABLA 4.1.2 Condiciones cromatograficas de la Prueba 2............ccccooeeeeieiiiiiiinnnnnn. 43
TABLA 4.1.3 Condiciones cromatograficas de la Prueba 3..............ccooooeeeiiiiiiiinnnnnn. 44
TABLA 4.1.4 Condiciones cromatograficas de la Prueba 4.............cccccceeeeeiiiiiinnnee. 45
Tabla 4.1.5 Gradiente de Prueba 4 ... 45
Tabla 4.1.6 Gradiente de Prueba 5., 46
Tabla 4.2.1Tiempo muerto de UracilO ..........ccoooeeiiiiiiiiiiiiii e 47
Tabla 4.2.2 Aptitud del sistema y repetibilidad de metil y propil parabeno............... 48
Tabla 4.2.3 Pureza de pico de metil y propilparabeno ............cccoeeeeii, 49
Tabla 4.2.4 Tabla de Selectividad Antes y Después de Estufa..........cccccceeevininnnnen. 50
Tabla 4.2.5 Pruebas de reacciones inducCidas.............ccceeeeeeieei e, 50
Tabla 4.2.6 Limite de deteccidn y cuantificacion.................cccevvvviiiiiiii e, 52
Tabla 4.2.7 Linealidad del Metil Parabeno ...........cooovvviiiiiiiiiiieiieeccee e 52
Tabla 4.2.8 Test de Linealidad y Normalidad del Metil Parabeno .............ccccc.oueeee.. 53
Tabla 4.2.9 Linealidad del Propil Parabeno..............ccooviiiiiiiiiiiiiiii e 54
Tabla 4.2.10 Linealidad y Normalidad del Propil Parabeno..........cc..c..ccccceeiieiinnnnnnnn. 55
Tabla 4.2.11 Linealidad del método de Metil Parabeno ...........ccccccceeeiiiiiiiviiiiiiinnnnnn. 56
Tabla 4.2.12 Linealidad y Varianzas del Método de Metil Parabeno........................ 57
Tabla 4.2.13 Linealidad del método de Propil Parabeno..............cccccoeeeeiiiiiiiiiinnnnnnn. 58
Tabla 4.2.14 Linealidad y Varianzas del Método de Propil Parabeno...................... 59
Tabla 4.2.15 Recuperacion del Metil Parabeno ...........ccccooeeviiiiiiiiiiie e, 60

Xl



Tabla 4.2.16 Test de varianzas y evaluacién de medias del Metil Parabeno............ 60

Tabla 4.2.17 Recuperacion del Propil Parabeno.............ccccceviiiiiiiiiiiiiieeen 60
Tabla 4.2.18 Test de varianzas y evaluacién de medias del Propil Parabeno ......... 61
Tabla 4.2.19 Recuperacion de metil y propil parabenos ..........ccccccceeeiieieeeveeeeiiinnnnnn. 61
Tabla 4.2.20 Prueba intralaboratorio del Metil Parabeno .............cccccceeveviiiiiiiiiiinnnnnn. 62
Tabla 4.2.21 Andlisis de precision intermedia del Metil parabeno.................c....... 62
Tabla 4.2.22 Prueba intralaboratorio del Propil Parabeno.............cccccoovveiiiiiiiiiinnnnnn. 63
Tabla 4.2.23 Analisis de precision intermedia del Propil parabeno.............cccc......... 63
Tabla 4.2.24 Robustez del Metil parabeno...........coooooveeiiiiiii 63
Tabla 4.2.25 Disefio Factorial - Plackett Burman 4 Factores del Metil parabeno..... 64
Tabla 4.2.26 Porcentaje de recuperacion del Metil parabeno ................ccccoevvvvvnnnnn. 64
Tabla 4.2.27 Evaluacion de la robustez del Metil parabeno............ccccooooeeviiiviinnnnnnn. 64
Tabla 4.2.28 Robustez del Metil parabeno...........cooooveeeiiiiii, 64
Tabla 4.2.29 Disefio Factorial - Plackett Burman 4 Factores del Propil parabeno ... 64
Tabla 4.2.30 Porcentaje de recuperacion del Propil parabeno..............ccccceevvvvvvnnnn. 65
Tabla 4.2.31 Evaluacion de la robustez del Propil parabeno ...............ooocoovvvviiinnnnnn. 65
Tabla 4.2.32 Ensayo de retencion de filtro del metil parabeno............ccccccevvvinnnnee. 66
Tabla 4.2.33 Ensayo de retencion de filtro del propil parabeno ...........ccccccoooiinnnnee. 67

XI



LISTADO DE ANEXOS

Anexo A.1 Cromatogramas de selectividad antes de estufa — Metil y Propil Parabeno

MP + Placebo @ 254NM .....uuiiiii e 69
Anexo A.2 Cromatogramas de selectividad después de estufa — Metil y Propil
Parabeno MP + Placebo @ 254Nnm ..o 69

Anexo A.3 Cromatograma de reacciones inducidas - Metil y Propil Parabeno MP +
Placebo TermoliSiS @ 254NM .......couiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 69
Anexo A.4 Cromatograma de reacciones inducidas - Metil y Propil Parabeno MP +
Placebo Hidrolisis BASICA @ 254NM ......ccovviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 70
Anexo A.5 Cromatograma de reacciones inducidas - Metil y Propil Parabeno MP +
Placebo Hidrolisis ACIida @ 254NM ........couviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 70
Anexo A.6 Cromatograma de reacciones inducidas - Metil y Propil Parabeno MP +
[ Po Yo=Y o To @ ) q o F= Tod o]  B= W02 oY 1 o o 70

Anexo A.7 Cromatograma de reacciones inducidas - Metil y Propil Parabeno MP +

Placebo Fotosensibilidad @ 254NM .........cooiviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 71
Anexo A.8 Limite de deteCCiOn (LOD) .........uueiiiieeiiiiiiiiiieieee e 71
Anexo A.9 Limite de cuantificacion (LOQ) .....coueeeeiiiiiiiiiiiieeeee et 71

XV



CAPITULO 1
1. INTRODUCCION

1.1Antecedentes

Los parabenos pertenecen a una familia de conservantes muy utilizados, sobre todo
en la industria cosmética, farmacéutica y alimentaria. Se utilizan solos o, para mayor
eficacia, en forma de mezcla; comunmente cuatro ésteres: metil, etil, propil y butil
parabenos. Los parabenos inhiben el crecimiento de microorganismos y se utilizan
para prolongar la vida util de cosméticos y productos farmacéuticos. Son uno de los
conservantes mas utilizados en todo el mundo. Sin embargo, han sido objeto de una
campafia de desprestigio mediatico desde 2005, aunque varios estudios no han
logrado probar formalmente su supuesta responsabilidad en la aparicién de algunos
tipos de céncer [1]. Los parabenos son bien conocidos por tener propiedades
sensibilizantes débiles y por su ausencia de toxicidad mientras que los nuevos
productos de sustitucion, no tan conocidos, pueden dar lugar a nuevos casos de
alergia de contacto.

La determinacion de conservantes en formulaciones farmacéuticas constituye uno de
los parametros mas relevantes en el proceso de control de calidad de medicamentos,
al respecto la farmacopea americana (USP) en el capitulo 341 sobre agentes
antimicrobianos establece un método de cromatografia liquida para metil y propil
parabeno donde utiliza metanol y una solucién reguladora de fosfato como fase mévil
y es leido a una longitud de onda de 272 nm. La revista cubana de Farmacia de la
Habana propone la validacion de un método analitico para la determinacién
cuantitativa de parabenos en el gel de hidroxido de aluminio mediante cromatografia
liqguida de alta resolucién en fase reversa, con columna RP18 (25 x 0,4 cm) y detector
UV-Visible a 254 nm con demostrada especificidad, linealidad, precision, exactitud, y
adecuacion cromatografica.

Por tanto, el presente trabajo de investigacion propone el desarrollo de un método
mas rapida y confiable al utilizar cromatografia UHPLC (Ultra High Pressure Liquid
Chromatography) para la cuantificacion de metil y propil parabenos en la forma
farmacéutica de jarabe elaborado a nivel farmacéutico.

1.2Descripcion del problema

En la actualidad los métodos de ensayo se enfocan mas en la cuantificacion de los
principios activos sin prestar la debida atencion a los excipientes que lo engloban
debido a que su Unica funcién es de proteger y conducir al activo hasta su sitio de
accién farmacoldgica.

Los métodos de ensayo que se usan para identificarlos y cuantificarlos van desde el
punto de vista microbiolégico hasta el fisicoquimico. La USP también recomienda
hacerlo mediante ensayos microbiolégicos al sistema conservante valorando su
actividad antimicrobiana; pero es necesario considerar que dicho efecto
antimicrobiano dependera de la concentracion en la que se encuentre el conservante.
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Los parabenos son conservantes que deben estar en cierta cantidad en la formulacién
para que cumplan una accion antimicrobiana requiriendo ser analizados con métodos
convencionales como el cromatografico, siendo este un método mucho mas sensible
y versatil.

Por otra parte, la farmacopea britanica (BP) describe un método para la determinacion
cuantitativa de parabenos que consiste en una hidrolisis basica de estas moléculas
seguido de una valoracion potenciométrica del hidroxido de sodio residual; sin
embargo, dicho método no es especifico para la cuantificacion de metil y propil
parabenos.

Los parabenos se encuentran siempre en cantidades muy pequefias en las
formulaciones farmacéuticas, de ahi la necesidad de un método lo suficientemente
sensible, selectivo y confiable para poder identificarlos y cuantificarlos con precision
y exactitud, siendo este un reto analitico en menor tiempo posible.

1.30bjetivos
Objetivo General:

Establecer un método analitico validado por cromatografia liquida para la
identificacion y cuantificacion de los conservantes presentes en la forma farmacéutica
jarabe.

Objetivos especificos:

e Desarrollar un método analitico por cromatografia liquida UPLC que cumpla
con especificaciones de validacién segun las normativas vigentes.

e Diseflar un protocolo de validacion que permita la medir la eficiencia del
meétodo para los fines previstos.

e Implementar el método validado en base a los resultados y documentacion
técnica desarrollada.

1.4Hipotesis

El establecimiento de un método para conservantes por cromatografia liquida de ultra
alta resolucién dara una mayor robustez a los resultados en base al cumplimiento de
pardmetros de calidad emitidos por el laboratorio conociendo la cantidad presente en
cada formulacion para una toma de decisiones mas veraz.

1.5Alcance

El presente trabajo aplica para la identificacion y cuantificacion de metil y propil
parabeno en la forma farmacéutica de jarabe elaborado a nivel farmacéutico en todo
laboratorio de calidad que cumpla con la implementacion de Buenas Préacticas de
Manufactura (BPM).

Al término de este proyecto se dispondra de un método validado para la identificacion
y cuantificacion de conservantes por cromatografia liquida de ultra alta resolucion
(UHPLC) cumpliendo con todos los parametros de precision y exactitud del método,
asi como su confiabilidad al momento de emitir resultados reproducibles.

16



CAPITULO 2
2. MARCO TEORICO

2.1Excipientes en la Industria Farmacéutica

Los productos farmacéuticos a menudo contienen agentes que tienen una variedad
de propdsitos, incluida la mejora de la apariencia, la biodisponibilidad, la estabilidad y
la palatabilidad del producto [2]. Los excipientes (sustancias afladidas para conferir
una consistencia o forma adecuada al farmaco, como el vehiculo, los conservantes o
los estabilizantes) suelen constituir la mayor parte de la masa o el volumen de los
productos farmacéuticos orales y parenterales. Estos adyuvantes farmacéuticos
normalmente se consideran inertes y no se suman a la accion prevista de los
ingredientes terapéuticamente activos ni la afectan [3].

2.2Tipos de Excipientes

En términos generales, los excipientes representan la mayor parte del peso o volumen
de un medicamento. En un mercado farmacéutico mundial valorado en unos 215.000
millones de libras esterlinas, el de los excipientes asciende a unos 1.500 millones de
libras esterlinas, de los cuales el 42 % se encuentra en Norteameérica, el 33 % en
Europa y el 25 % en el resto del mundo. En 1999, todo esto correspondié a 600 mil
toneladas de materiales, la mayor parte para la industria alimenticia, cosmética y
guimica y solo una pequefa parte para la industria farmacéutica. Los excipientes son
de origen diverso: animal (por ejemplo, lactosa, gelatina, acido esteérico), vegetal (por
ejemplo, almidones, azUcares, celulosa, alginatos), mineral (por ejemplo, fosfato de
calcio, silice) y de sintesis (por ejemplo, PEG, polisorbatos, povidona, etc.) y a
menudo carecen de un nombre comercial [4]. Su origen y uso no suelen garantizar la
calidad exigida por la industria farmacéutica, por lo que deben someterse a controles
analiticos mas exhaustivos. Para llevar a cabo las numerosas funciones requeridas,
ahora estan disponibles nuevas clases de excipientes, derivados de materiales
antiguos y nuevos, solos o en combinacion, adaptados a la fabricacion de formas de
dosificacion farmacéuticas de alto rendimiento. Visto desde este angulo, los
excipientes ya no pueden ser considerados simplemente soportes inertes de los
principios activos, sino componentes funcionales esenciales de una formulacion
farmacéutica moderna. También hay que tener en cuenta que la relacién entre su
peso y el de los principios activos suele ser muy alta en una formulacién, y como para
provocar una posible accién debido a su masa. Al igual que los farmacos, también
tienen su propia actividad termodindmica que, aunque generalmente bajo, puede
contribuir a reacciones que conducen a la degradacion o a interacciones entre el
farmaco y el excipiente. En la tabla 2.1 se enumeran los excipientes segun su clase y
la funcién quimica que puede contribuir a su reactividad [5].

Actualmente, se considera que en la industria farmaceéutica se utilizan mas de mil
materiales diferentes para cumplir con sus diversos requerimientos como diluyentes,
agentes de carga, desintegrantes, lubricantes, colorantes, edulcorantes, etc. Estos
compuestos son quimicamente heterogéneos que van desde moléculas simples
(agua) hasta mezclas complejas de sustancias naturales, semisintéticas o sintéticas
gue, desde el punto de vista normativo, pueden subdividirse en tres categorias. En la
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primera categoria (excipientes aprobados) encontramos los compuestos originarios
de la industria alimentaria (generalmente reconocidos como seguros) o que han
estado presentes en productos farmacéuticos durante mucho tiempo. La categoria
intermedia (excipientes esencialmente nuevos) comprende los compuestos obtenidos
mediante la modificacion estructural de los excipientes ya aprobados o los ya
utilizados en la industria alimentaria 0 cosmética. La tercera categoria cubre nuevos
compuestos, nunca utilizados en el campo farmacéutico, sin embargo, crecimiento
rapido debido al interés actual en las formulaciones de liberacion modificada y por los
requisitos de las modernas maquinas de compresion/comprimidos de alta
productividad.

TABLA 2.1 Clasificacion quimicay funciones de los excipientes farmacéuticos

Clasificacién quimica Funcion
agua, alcoholes vehiculo
ésteres, éteres, acidos carboxilicos precision y exactitud de la dosis
glicéridos y ceras estabilidad
carbohidratos (mono, di y polisacaridos) manufacturacién
hidrocarburos y derivados hal6genos tolerabilidad
polimeros (naturales y sintéticos) desagregacion
minerales disolucién
proteina liberacién controlada

varios: conservantes, colorantes, edulcorantes,

. . absorcion
tensioactivos, etc.

Fuente: [5].

2.3Conservantes

La mayoria de las formulaciones cosméticas y ciertas formulaciones farmacéuticas,
como los jarabes, debido a su composicion organica y alto contenido de agua, son
productos facilmente degradables por los microorganismos. La contaminacion
microbiana en los cosméticos y medicamentos representa un riesgo importante para
la salud del consumidor, ya que, en estas condiciones, los productos contaminados
pueden provocar irritacion o infeccion, especialmente cuando se aplican sobre la piel
lesionada, los ojos o los bebés [6]. Prueba de ello son los brotes reportados de
infeccion microbiana, tanto en personas hospitalizadas como en los hogares de los
consumidores, causados por cosméticos y medicamentos contaminados. Para
prevenir el crecimiento microbiano, los conservantes son sustancias que se agregan
con frecuencia con el propésito principal de inhibir el desarrollo de microorganismos
(funcién antimicrobiana). Sin embargo, también se pueden afadir para preservarlos
contra el dafio y la degradacion causados por la exposicion al oxigeno (funcién
antioxidante) o a la luz ultravioleta (funcion fotoprotectora) [7].

Al ser productos biolégicamente activos, los conservantes pueden actuar como
agentes toxicos, irritantes o sensibilizantes. Por lo tanto, la seguridad de estos
productos quimicos siempre se cuestiona. La evidencia cientifica de los posibles
efectos nocivos que algunos conservantes podrian tener sobre la salud de los
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consumidores ha hecho que aumenten las restricciones por parte de diversas
normativas internacionales. Por ejemplo, la familia mas extendida de conservantes,
los parabenos, ha sido revisada una y otra vez en el Reglamento de la UE, y el uso
de algunos de ellos (por ejemplo, isopropil-, isobutil-, fenil-, bencil- y pentilparabeno)
ha sido prohibido en productos cosméticos.

En la actualidad, la percepcion publica negativa sobre los conservantes tradicionales,
incluso los incluidos en las listas positivas de las diferentes normativas, ha cambiado
sustancialmente la forma en que los formuladores de productos farmacéuticos estan
conservando sus productos. Cada vez son mas los fabricantes que deciden no incluir
conservantes tradicionales, que estan en el punto de mira, alegando que sus
productos estan “libres” de un quimico potencialmente toxico. De hecho, ya se ha
observado la inclusién del término 'sin parabenos' o 'sin conservantes' en la etiqueta
de varios productos cosméticos, ya que es visto como una caracteristica positiva por
parte de los consumidores [8].

2.4Tipos de sistemas conservantes

2.4.1 Conservantes antimicrobianos

Son sustancias agregadas a las formas farmacéuticas no estériles para protegerlas
del desarrollo microbiano o de microorganismos que se introducen sin ser advertidos
durante el proceso de fabricacion o después de este.

La mayoria de los productos dermofarmacéuticos, cosméticos, férmulas magistrales,
etc., que contienen agua en su formulacion tienen que estar debidamente
conservados. Los conservantes se incorporan principalmente a los productos para
evitar su deterioro y prolongar su vida comercial, asi como para proteger al
consumidor de la posibilidad de infeccion frente a algun determinado microorganismo
patdgeno. Ademas, si el producto pierde el componente estético, esto puede implicar
una pérdida de sus beneficios y de la imagen comercial de la empresa fabricante.

La amplia variedad de estos ingredientes de tipo antimicrobiano se puede organizar
en diferentes categorias quimicas, segun la estructura molecular y los grupos
funcionales mas caracteristicos.

Conservantes de acido organico y sus sales

Estos son ingredientes dependientes del pH, ya que muestran actividad solo en forma
acida. aunque normalmente se afiaden a las formulaciones como sales para facilitar
la incorporacién. Sin embargo, la sal en si misma no muestra actividad antimicrobiana
hasta que se baja el pH para liberar la forma de acido libre.

Algunos &cidos organicos tipicos utilizados como conservantes son el acido benzoico
y su sal benzoato de sodio, acido dehidroacético y dehidroacetato de sodio, acido
férmico, acido propionico y sus sales, acido soérbico y sorbato de potasio, acido
salicilico y acido undecilénico [7].
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Alcoholes y Derivados

Conservantes con grupos hidroxilo (—OH) también puede tener propiedades acidas,
aungque en menor medida que los conservantes de acidos organicos. En este grupo
de conservantes se incluyen compuestos como el alcohol bencilico, el
isopropilmetilfenol, el fenoxietanol, el fenoxiisopropanol y el o-fenilfenol y su sal
sbédica. Son especialmente relevantes los ésteres alquilicos del acido 4-
hidroxibenzoico (4-HB, también conocidos como parabenos). Los mas comunes son
los ésteres metilico, etilico, propilico, isopropilico, butilico, isobutil y bencilico, aunque
las formas iso y bencilico estan actualmente prohibidas por el Reglamento de
Cosmeéticos de la UE. Estos compuestos exhiben propiedades antifungicas y actividad
contra bacterias gramnegativas. La actividad antimicrobiana de estos quimicos
aumenta a medida que aumenta el nimero de carbonos de la cadena
alquilica, mientras que, por el contrario, su solubilidad en agua disminuye en forma
paralela. Por lo tanto, la forma en que se incorporan a la formulacién es
particularmente critica, ya que solo son activos en la fase acuosa y dependen del pH
(los valores altos de pH conducen a la disociacion del parabeno). Por esta razon, los
parabenos a veces se incorporan en sus formas de sal de sodio y potasio [4].

Liberadores de formaldehido, metilenglicol y formaldehido

El formaldehido es un gas anhidro que puede reaccionar facilmente con el agua y
producir metilenglicol. La solucion comercial de formaldehido en agua (es decir,
metilenglicol) se conoce comunmente como formalina. Por lo tanto, el formaldehido o
su forma de metilenglicol se agrega con frecuencia a los productos cosméticos a base
de agua, como champu, acondicionador, gel de ducha, jabon liquido para manos y
bafio de burbujas. Muestran actividad contra bacterias, pero también son activos
contra hongos. Este grupo también incluye muchos conservantes que contienen
grupos n-metilol en su estructura quimica, que en disolventes polares pueden actuar
como donantes o liberadores de formaldehido. Los méas frecuentes en productos
cosméticos son la imidazolidinil urea, la diazolidinil urea, el hidroximetilglicinato de
sodio, el bencilhemiformal, el DMDM hidantoina y el Quaternium-15. De acuerdo con
el Reglamento de la UE, todos los productos terminados que contengan formaldehido
o sustancias que liberen formaldehido deben etiquetarse con la advertencia "contiene
formaldehido" cuando la concentracion de formaldehido en el producto terminado
supere el 0,05% [9].

Isotiazolinonas

Los biocidas de tipo isotiazolinona son un grupo de conservantes eficaces que se
utilizan en una amplia variedad de aplicaciones y productos industriales o0 domésticos
de base acuosa [9]. Estos compuestos son derivados heterociclicos de 2H-isotiazolin-
3-ona con un resto de azufre activo capaz de oxidar residuos que contienen tiol,
ofreciendo asi una poderosa actividad de conservacién contra un amplio espectro de
hongos y bacterias. Las isotiazolinonas como 2-metil-3-isotiazolinona (Ml) y 5-cloro-
2-metil-3-iso-tiazolinona (CMI) son los ingredientes activos de una mezcla 3:1 CMI/MI
que se vende comercialmente con el nombre de Kathon CG. El uso de Ml y CMI ha
aumentado drasticamente, e incluso gand presencia en concentraciones mucho mas
altas junto con 1,2-benzisotiazolinona (Bzl) y 2-octil-3-isotiazolinona (Ol) en agentes
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de limpieza y otros productos domésticos e industriales. (revestimientos a base de
agua, pinturas, adhesivos, conservantes de madera, etc.).

Conservantes halogenados

Los conservantes halogenados exhiben una actividad mas fuerte, particularmente
contra los hongos. Este grupo incluye compuestos como 5-bromo-5-nitro-1,3 dioxano
(bronidox) 'y  2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol  (bronopol). Estos pueden
descomponerse, liberando agentes nitrosantes que pueden reaccionar con aminas
alifiticas como dietanolamina (DEA), trietanolamina (TEA) y monoetanolamina
(MEA), que comunmente se agregan a los champus y otros productos de higiene
personal. Esto La categoria también comprende otros conservantes halogenados
como 2-cloro-acetamida, p-cloro-m-cresol, clorobutanol, cloroxilenol, clorfenesina,
alcohol diclorobencilico, yodopropinil butilcarbamato y metildiboromo glutaronitrilo. A
pesar de su potente actividad antimicrobiana, muchos de estos compuestos son poco
solubles en agua, lo que dificulta su incorporacion en la matriz cosmética. Por otro
lado, el tricloséan, el triclocarban y el Climbazol son conservantes clorados que se
emplean como principios activos para matar especificamente microorganismos. El
bromuro y el cloruro de trimetilamonio (C12-C22) se usan con frecuencia en niveles
altos en productos para el lavado y acondicionamiento del cabello debido a sus
propiedades antiestaticas y suavizantes. Estas sustancias contienen nitrdgeno
cargado positivamente, exhibiendo una fuerte actividad antimicrobiana a un pH alto.

Otros conservantes

Otros compuestos que también se utilizan como conservantes son la hexamidina, la
dibromohexamidina, la dibromopropamidina, la clorohexidina y el cloruro de
cetilpiridinio, entre otros.

2.5Parabenos

El efecto antimicrobiano de los parabenos y su utilidad potencial como conservantes
fueron informados por primera vez en 1924 por Sabalitschka. Su uso ha aumentado
constantemente; ahora se encuentran entre los biocidas mas comunes presentes en
cosméticos, alimentos y productos farmacéuticos. Este estado favorecido se ha
logrado debido a la toxicidad minima documentada, el bajo costo, la inercia quimica
y la aceptacion casi mundial (aunque ese estado est4d siendo cuestionado
actualmente) [1]. Los quimicos cosméticos utilizan parabenos en sus formulaciones
porque no tienen olor ni sabor perceptibles, tienen un pH neutro y no se decoloran ni
endurecen. entre si u otros biocidas.

El metilparabeno y el propilparabeno son, con diferencia, los mas utilizados,
generalmente en concentraciones del 0,4 % o menos y con frecuencia mucho mas
bajas. Los parabenos se evalian como no mutagenicos. riesgo de infeccion. Cuanto
mas limpio sea el proceso de fabricacion y el sitio, menos conservacion se requiere.
Los microbios especialmente probleméaticos son los grampositivos Staphylococcus
aureus y los gramnegativos Escherichia coli. La conservaciéon del producto es una
necesidad absoluta. A pesar de la equivocada aprension y el temor publico de que los
conservantes no sean aptos para el consumo humano o “no naturales”, los parabenos
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han sido clasificados como generalmente considerados seguros por la Administracion
de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) [10].

2.5.1 Propiedades Fisicoquimicas y Metabolismo

Los parabenos son ésteres homologos del acido representan un acido carboxilico
aromatico que contiene un grupo carboxilo unido directamente a un anillo de benceno;
un grupo hidroxi esta presente en la posicion 4 con radicales alquilo variables como
cadena lateral. Los parabenos en general son estables y no volétiles; se absorbe a
través del tracto gastrointestinal y, hasta cierto punto, por via percutdnea; top-
hidroxibenzoicoacido hidrolizado; y conjugado con excrecion urinaria rapida [11]. No
hay pruebas sélidas de acumulacién en los tejidos u érganos corporales, aunque se
han notificado niveles detectables en tejidos y 6rganos de duracion indeterminada.
Un estudio ha demostrado que los parabenos interactian débilmente

con la albumina sérica humana, lo que sugiere que estan presentes hasta cierto punto
en forma libre en el plasma y disponibles para alcanzar o, en teoria, incluso
acumularse en los 6rganos y tejidos internos. Sin embargo, no se ha demostrado que
los parabenos sean cancerigenos o citotéxicos [12]. Los parabenos son blancos,
inodoros y cristalinos y exhiben una solubilidad en agua adecuada para lograr
actividad conservante. Se observa un aumento de la solubilidad en disolventes
organicos y aceites al aumentar la longitud de la cadena de alquilo (el mismo aumento
de lalongitud de la cadena disminuye la solubilidad en agua y, por lo tanto, la actividad
de conservacion deseada) [13].

Se utilizan en cosméticos, productos farmacéuticos y alimentos, pero se produce un
sabor metalico fuerte e indeseable en concentraciones superiores al 0,08 %, lo que
(junto con el deseo comprensible de minimizar la exposicion sistémica) da como
resultado una concentracion limitada utilizada en los alimentos[14]. Son
biodegradadas por una serie de enzimas inespecificas en la naturaleza, un hecho que
sugeriria un beneficio ambiental potencial en su uso [15].

2.5.2 Actividad Antimicrobiana

El mecanismo biocida del parabeno, en general, y del propilparabeno, en particular,
puede estar relacionado con la falla mitocondrial dependiente de la induccion de la
transicion de la permeabilidad de la membrana acompafiada de la despolarizacion
mitocondrial y el agotamiento del trifosfato de adenosina celular a través del
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa [16].

En la raiz de la actividad antimicrobiana esta la interrupcion de los procesos de
transporte de membrana, aunque algunos investigadores han identificado la inhibicion
de la sintesis de ADN y ARN; la accidbn sobre enzimas clave como la
adenosinatrifosfatasas y las fosfotransferasas [17]. A nivel macroscopico, el
mecanismo de accion antibacteriana de los parabenos esta vinculado a la membrana
con la interrupcién de la bicapa lipidica, lo que interfiere con los procesos de
transporte de la membrana bacteriana y tal vez provocando la fuga de constituyentes
intracelulares [18].

La familia de los parabenos tiene una excelente cobertura contra hongos y bacterias
grampositivas. La evidencia de actividad antimicrobiana para los parabenos de uso
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comun muestra una amplia inhibicion de E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Aspergillus niger y Candida albicans, con una mayor inhibicibn de especies
estafilocdcicas, particularmente Staphylococcus aureus [19]. Se ha estudiado la
potencia de los conservantes cosméticos, y las determinaciones de la concentracion
inhibitoria minima (MIC) revelan que los parabenos son biocidas menos potentes en
comparacion con otros agentes comunes, como lo demuestran las concentraciones
de MIC mucho mas altas [20]. La actividad antimicrobiana también difiere en un grado
significativo entre los parabenos. Dentro de un género bacteriano, los niveles de MIC
pueden variar mucho; tal es el caso de las especies de Salmonella. Las
combinaciones de parabenos se encuentran a menudo en las formulaciones finales,
dependiendo de los diferenciales de solubilidad, la vida Gtil deseada y el espectro de
actividad. Existe evidencia de una eficacia antimicrobiana mejorada con el uso de
concentraciones mas bajas de parabenos mdultiples. La actividad biocida del parabeno
aumenta con la longitud de la cadena de alquilo del hidrocarburo, mientras que la
solubilidad simultaneamente disminuye drasticamente [21].

2.5.3 Metilparabeno

Es ampliamente utilizado como un conservante antimicrobiano en cosméticos,
productos alimenticios, y formulaciones farmacéuticas. Se puede utilizar ya sea sélo
0 en combinacion con otros parabenos. Es eficaz en un amplio intervalo de pH y tiene
un amplio espectro de actividad antimicrobiana, aunque es mas eficaz contra
levaduras y mohos [22]. Aumenta la actividad antimicrobiana a medida que la longitud
de cadena del resto alquilo se aumenta, disminuyendo su solubilidad acuosa; por lo
tanto, se utiliza una mezcla de parabenos para proporcionar una conservacion eficaz.
La eficacia de conservacion también se mejora por la adicién de propilenglicol (2-5%),
o mediante su combinacién con otros agentes antimicrobianos. La baja solubilidad de
los parabenos, (en particular la sal de sodio), eleva el pH de las formulaciones
débilmente tamponadas. Metilparabeno (0,18%), junto con propilparabeno (0,02%) se
ha utilizado para la conservacion de diversas formulaciones farmacéuticas
parenterales [23]. En la tabla 2.2 se recogen los usos del metilparabeno en diferentes
preparaciones farmacéuticas y los rangos de concentraciones en las que se aplica.

TABLA 2.2 Usos del Metilparabeno en preparaciones farmacéuticas

Usos Concentracion (%)
IM, IV, inyecciones SC 0,065 - 0,25
Soluciones Inhalatorias 0,025 - 0,07
Inyecciones Intradérmica 0,10
Soluciones nasales 0,033
Preparaciones Oftalmicas 0,015-0,2
Soluciones orales y suspensiones 0,015-0,2
Preparaciones rectales 0,1-0,18
Preparaciones tépicas 0,02-0,3
Preparaciones vaginales 0,1-0,18

Fuente: [20].
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2.5.4 Propilparabeno

Este compuesto se presenta como un polvo blanco o cristales incoloros pequefios;
sin olor o con olor débil, ligeramente soluble en agua (se disuelve 1 gramo en 2 litros);
soluble en aceites; ligeramente soluble en agua hirviendo; soluble en alcohol [24].

Como preservativo de preparados farmacéuticos se utiliza en concentraciones desde
0,05 % hasta 0,25%. Para la conservacion de cosméticos que contienen grasas y
aceites vegetales y animales, preservativo en alimentos, bebidas y productos carnicos
se usa en una dosificacion de 0,1 % maximo; su forma de aplicacién suele disolverse
en agua caliente y luego incorporarse en el preparado, pero si la formula no contiene
agua se puede disolver en alcohol, glicerina y aceites o grasas fundidas. En la tabla
2.3 se recogen los usos del propilparabeno en diferentes preparaciones farmacéuticas
y los rangos de concentraciones en las que se aplica [25].

TABLA 2.3 Usos del Propilparabeno en preparaciones farmacéuticas

Usos Concentracién (%)
IM, IV, inyecciones SC, 0,005 -0,2
Soluciones Inhalatorias 0,015
Inyecciones Intradérmica 0,02 - 0,26
Soluciones nasales 0,017
Preparaciones Oftalmicas 0,005 -10,01
Soluciones orales y suspensiones 0,01-0,02
Preparaciones rectales 0,02-0,01
Preparaciones topicas 0,01-0,6
Preparaciones vaginales 0,02-0,1

Fuente: [20].

2.6 Metodologia analitica para la determinacién de parabenos.

La quimica analitica y, en particular, la ciencia de la separacion de moléculas con
fines analiticos juega un papel fundamental en todas las fases del desarrollo de
farmacos, alimentos, bebidas y productos cosméticos. Por lo que hoy en dia la
identificacion de los parabenos en diferentes tipos de matrices es de gran importancia
en la busqueda de controlar las dosis, los efectos secundarios y las reacciones
adversas a largo plazo por su presencia en las diversas formulaciones [26, 27];
destacandose la aplicacion de técnicas como espectrofotometria, electroquimica e
incluso cromatografia. En la tabla 2.4 se realiza una comparacién de metodologias
analiticas para la determinacion de estos parabenos en distintas muestras de interés,
identificando que la cromatografia liquida de alta resolucién es la mas usada en la
determinacién de estos compuestos; evidencidndose el desarrollo de metodologias
mediante nuevas tecnologias de cromatografia liquida de ultra definicion.

24



TABLA 2.4 Comparacion de metodologias analiticas para la determinacion de Parabenos (metilparabeno y propilparabeno) en

diversas matrices

Matriz Método Condiciones del método Resultado Fuente
Columna: C18 (2,7 um, 4,6 x 150 mm) S_eparacmn Optima entre los picos Qe acido p-
00 de elucién: di hidroxibenzoico, metilparabeno, etilparabeno,
Determinacion Tipodee ucion. Gra Jer_1te . L propilparabeno y butilparabeno en presencia de
. . Composicion fase movil: Acido ortofosférico 0,1 % en agua como L. o
Tabletas simultanea de . o P - o, productos de degradaciéon especificados y no
disolvente Ay agua, acetonitrilo y acido ortofosforico (100:900:1, v/v) o PR .
efervescentes la mezcla de . especificados en la determinacion del farmaco.
HPLC-UV como disolvente B. - g [28]
de cloruro de parabenos y - ; Los coeficientes de correlacion para todos los
otasio sus productos Flujo: 0,8 ml/min icos fueron >0,9999. Los resultados de los
P P o, Temperatura de columna: 35°C. picos . ’ R
de degradacion - S demas parametros de validacion se encontraron
Volumen de inyeccion: 10 yL dentro de los limites
Longitud de onda: 254 nm. )
Columna: C18 (150 x 4,6 mm; 5,0 ym) y precolumna (10 x 4 mm; 5
pm)
Tipo de ionizacidon: Electro pulverizacién en modo negativo
LC-MS/MS Temperatura fuente de iones: 400 °C.
Determinacién Caudal gas de secado: 15 L/min
de niveles de MP  Presién gas de colisién: Helio a 10 psi
y PP en suero en Tipo de elucidén: Isocréatico
Ensayo elrango de 10- Composicion fase movil: acetonitrilo-agua (75: 25, v/v)
cutaneo in 100 pg/L Flujo: 0,8 ml/min Usando estos dos métodos, se evaluaron 20
vitro de Exposicion a Temperatura de columna: 32°C. antitranspirantes comerciales y solo tres
antitranspiran  metilparabeno Volumen de inyeccién: 20 pL mostraron MP y PP en la formulacion.
tes en suero Tiempo de ejecucién: 8 min En este ensayo, tanto MP como PP impregnaron [29]
de 24 propilparabeno la piel; sin embargo, no hubo correlacién entre el
mujeres de uso de antitranspirantes y la concentracion
20 a 30 afios Columna: C8 (150 x 4,6 mm; 5,0 ym) sérica de parabenos en los voluntarios.
de edad LC-UV Tipo de elucion: Isocratico

Determinacion

de niveles de MP

y PP en

antitranspirantes
en el rango de 2

a 26 mg/L

Composicion fase movil: agua y acetonitrilo (60:40, v/v)
Flujo: 1,0 ml/min

Temperatura de columna: 35°C.

Volumen de inyeccion: 20 uL

Tiempo de ejecucion: 8 min

Longitud de onda: 254 nm.
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Matriz Analitos Método Condiciones del método Resultado Fuente
Celda: Electroquimica 20 mL
Sistema de electrodos: Referencia (Ag/AgCl en 3,0 mol L1 KCI),
Auxiliar (alambre de platino) y Trabajo (carbén vitreo (GCE) de Se obtuvieron resultados satisfactorios e
aproximadamente 3,0 mm). imparciales con una respuesta lineal en el rango
Determinacion Periodo de agitacién: 10 s en circuito abierto de 0,78-4,48 pmol L1 y recuperaciones de
simultaneade  VOC U-PLS/RBL Tiempo de reposo: 5s 82,64 % a 121,77 %. Hasta donde saben los
Edulcorantes parabenos de Rango de 0,78— Amplitud de pulso (a): 30 mV autores, aun no se ha informado en la literatura [30]
metilo, etilo, 4,48 umol L? Incremento de potencial (AEi): 5 mV de un método voltamperométrico que determine
propilo y butilo Frecuencia (f): 30 s-! simultdneamente cuatro parabenos en muestras
Ventana de potencial (AEw): de 0.8 a 1.20 V. complejas como edulcorantes sin ningdn
Valores de frecuencia para U-PLS/RBL: 5 a 35 s (con un tratamiento previo.
incremento de 5 s?)
Las curvas de calibracion basadas en matriz
. fueron lineales en el rango de 0,025-500 Ig/g
Parabenos HPLC-PDA %O'c‘j'(‘j"gzlusg’l?r:“irgg ;t?éo?’ﬁ um (4,6 75 mm) (MeP, EtP), 0,05-500 Ig/g (PrP) y 0,125-1250
Categorias de seleccionados: Rangos de: Cgm osicion faée movil: metanol/agua en la proporcion 57:43, viv lo/g (IsoBuP, BuP) con LOQ 0,025 lg/g para
g Metil (MeP), etil  0,025-500 Ig/g mp . ' 9 prop A3 MeP, EtP, 0,05 Ig/g para PrP, 0,125 Ig/g para
productos . Flujo: 1,0 ml/min - '

. - (EtP), propil (MeP, EtP), oo BuP e isoBuP. El mayor contenido de parabenos
alimenticios PrEY. butil o/ Temperatura de columna: 35°C. . | di [31]
listos para el (PrP), buti 0,05-500 lg/g Volumen de inyeccion: 10 L se eqcontro en' cereales y con '|mentos.

(BuP) e (PrP) S L Ademas, se calculd la ingesta diaria estimada de
consumo . . Separacion: 0,4 ml/min ;
isobutilparaben  0,125-1250 Ig/g Tiemoo de eiecucion: 8 min parabenos entre los adultos sauditas y se
o (isoBuP) (IsoBuP, BuP) P ! o encontré que tenia un promedio de 2000
Longitud de onda: 256 nm. .
lg/kgbw/dia.
Columna: C18 (3,5 m2,1 x 150 mm) En condmpne_s Optimas, los arreglos de Ia,I|_nea
: S . para el andlisis de PB en muestras cosméticas
Tipo de elucion: Gradiente !
T L i fueron de 0,05 a 4 g/mL con una precision
Composicion fase movil: Ay B de agua y acetonitrilo. 15% B a 0— excelente. Los limites de deteccion (LOD) de PB
15 productos Analisis HPLC-UV 2.0min; 15-35 % B de 2,0-2,5 min; 35-70 % B de 2,5-20,0 min; 70— en muestr.as cosméticas fueron de 2 a 5 na/mL
cosmeéticos - MEPS 97 % B de 20,0-20,5 min; 97% B de 20.5-23.0 min. o - o gimt,
cuantitativo de . : y la recuperacion de extraccion oscilo entre 89 y [32]
para el Rango de 0,05a Flujo: 0,25 ml/min
parabenos . oo 105 %. Al comparar los cromatogramas de la
cabello 4 g/mL Temperatura de columna: 35°C.

Volumen de inyeccion: 10 yL
Tiempo de ejecucion: 8 min
Longitud de onda: 254 nm.

muestra de champu diluido antes y después de
MEPS, se mostraron los beneficios del enfoque
desarrollado.
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Matriz Analitos Método Condiciones del método Resultado Fuente
Indicador de Sensibilidad con un limite de detecciéon de
estabilidad Columna: C8 (250 mm x 4,6 mm d.i., 5 m); C8 (150 mm x 4,6 mm 0,0075 g/ml (0,03 % de la concentracion del

para lisinopril, d.i., 5m) y RP-8 (200 mm x 4,6 mm de d.i., 10 m) método de lisinopril). Los elementos de
formulacién producto de Composiciéon fase movil: Las fases moviles contenian validacion mostraron que el método tiene una
extemporane  degradacion de HPLC-UV composiciones variables de monohidrato dibasico de fosfato de especificidad, recuperacion, linealidad, [33]
a de lisinopril  lisinopril (DKP), potasio y acetonitrilo. estabilidad de la solucidn y precision del método
metilparabeno Flujo: 1,00 ml/min aceptables. Robustez aceptable indica que el
y Longitud de onda: 215 nm método de ensayo no se ve afectado por
propilparabeno variaciones pequefias pero deliberadas.
Columna: C18 (2,1 mm x 75 mm, 2,7 ym)
Tipo de elucién: Gradiente binario Los limites de deteccion y precision (%DER)
Identificar Composiciéon fase movil: (A) agua/acetato de amonio (5 mM) pH fueron inferiores a 0,018 pg L-1 e inferiores a
cuantifica?l 6,5y (B) metanol. 0-1 min, 0-90% B; 1-2 min, 90-95% B; 2-3 min, 95- 9,7% para todos los parabenos,
cuatro 100% B; 3-4 min, 100% B. respectivamente, siendo mejores que trabajos
RDSE — UHPLC  Flujo: 0,3 ml/min similares. Se estudid el efecto matriz y las
parabenos | - 20°C . bsol d
Agua (metilparabeno -ESI Temperatura de co lumna: . recuperaciones absolutas en muestras de agua [34]
- ’ UHPLC - Volumen de inyeccion: 10 yL corriente y aguas residuales, observandose
etilparabeno, ionizacion: El verizacio | . . | Aal |
ropilparabeno TOF/MS Fuente de ionizacion: Electro pulverizacion doble sonda negativo  supresiones de las sefiales para todos los
P - Condiciones de la fuente: salida del capilar -100 V, voltaje del analitos, y recuperaciones absolutas en torno al
butil );rabeno) capilar 6000 V, caudal de gas 10 L min. 60%. Esta metodologia se aplicé al analisis de
P Temperatura del gas de secado: 300°C dos muestras de aguas residuales (puntuales y
Presién del nebulizador: 80 psi. compuestas) ubicadas en Santiago de Chile.
Rangos de espectros de masas: 100 a 1200 m/z
Columna: C18 (150 mm x 2:0 mm DI, tamafio de particula de 5 ym) El métod ili26 i d
recolumna C18 (4 mm de DI x 2:0 mm de longitud) metodo se utilizo para analizar muestras de
yp T LN T e . 150 voluntarios sanos de Malasia. No se detect6
. Tipo deionizacidn: ionizacion negativa para bisfenoles y parabenos : A
Anélogos de Temperatura fuente de iones: 400 °C BPB en ninguno; sin embargo, el 99,3% fueron
bisfenol A p . . ) positivos para BPF. El 24% y 10,7% fueron
A Caudal gas de secado: 15 L/min o, .
(BPA) méas Gas nebulizador: Nitréoeno positivos para BPAF y BPS, respectivamente.
relevantes LC-MS/MS . A 9 . Un alto porcentaje fueron negativos para
Tipo de elucidn: Gradiente a temperatura ambiente . ; ?
Plasma (BPB, BPF, Cuadrupolo con Composicién fase movil: acetato de amonio 2 mM (pH 6,7) bomba propilparabeno, etilparabeno, butilparabeno y [35]
humano BPSy BPAF)y trampa de iones P ; PH . .~ metilparabeno (56%, 68%, 86,7% y 83,3%).
) A 'y metanol en bomba B. 20 % de B, aumento de 98 % B a 6,00 min .
parabenos lineales Estos resultados sugieren que las personas en

(propil, etil, butil

metilparabeno)

y constante hasta 9,00 min. 20 % de B a los 9,01 min y constante
hasta 11,00 min.

Flujo: 0,35 ml/min

Temperatura de columna: 40°C.

Volumen de inyeccion: 2 pyL

Tiempo de ejecucién: 11 min

Malasia estan expuestas a diferentes analogos
de BPA y parabenos. Buena especificidad y
selectividad, blancos no mostraron valores de
area superiores al 15% del RT del analito. No
hubo interferencia del RT del estandar externo.
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2.7Ilmportancia de regulacion de conservantes en preparaciones farmacéuticas
2.7.1 Estabilidad Farmacéutica

La estabilidad del componente activo en el producto final es un factor de gran

importancia para el formulador. En general, las drogas son menos estables en medios

acuosos que en el estado sélido; por lo tanto, es importante estabilizar y preservar en

particular las soluciones, las suspensiones que contengan agua.

Los principales criterios que deben considerarse en la seleccion de un conservador
son los siguientes:

e Su efectividad frente a un amplio espectro de microorganismos, estabilidad
durante toda su vida Uutil, atoxico, no sensibilidad y compatibilidad con los
componentes presentes en la forma farmacéutica.

e Barato y esencialmente desprovisto de sabor y olor.

e El sitio de uso: es decir, externo, interno u oftalmico.

e El pH del liquido, dado que este factor puede afectar la ionizacion y la estabilidad
del conservador.

e El solvente, puesto que este factor afecta la solubilidad del conservador.

e La participacion en la fase oleosa de una emulsion, lo que reduce la concentracion
en la fase acuosa en la que tiene lugar la accién conservadora.

e La adsorcion en la fase sélida, de una suspension, lo que reduce la concentracion
en la fase acuosa.

e Variables de procesamiento y envasado, como calor, orden de agregado de otros
componentes, mezclado o materiales del envase.

e Tipo de forma farmacéutica, por ejemplo; solucién, o suspension.

El término estabilidad con respecto a formas farmacéuticas de medicamentos, se
refiere a la integridad fisica y quimica de la unidad de dosificacién de mantener la
proteccion contra la contaminacion microbiolégica. La vida util de la forma
farmacéutica es el lapso desde la preparacion inicial hasta la fecha de caducidad
especificada. Las especificaciones de la monografia en cuanto a identidad, contenido,
calidad y pureza se aplican a lo largo de toda la vida util del producto.

Los parametros de estabilidad de la forma farmacéutica de un medicamento pueden
estar influenciados por condiciones ambientales de almacenamiento (temperatura,
luz, aire y humedad), asi como también por los componentes del envase.[36]

La estabilidad de las formas farmacéuticas fabricadas debe ser demostrada por el
fabricante, utilizando métodos apropiados para ese fin. Las pruebas de la monografia
podrian utilizarse para las pruebas de estabilidad si estas fueran indicadoras de
estabilidad (es decir, si diferencian con exactitud entre las moléculas intactas del
farmaco y sus productos de degradacion). Las consideraciones de estabilidad deben
incluir no solo los requisitos farmacopeicos especificos, sino también los cambios en
la apariencia fisica del producto que advertirian a los usuarios si la integridad
continuada del producto es cuestionable [37].

2.8Validacién

La validacién de métodos es el proceso de garantizar que un procedimiento de prueba
se desempeiie dentro de los estandares aceptables de confiabilidad, exactitud y
precision para su proposito previsto. Aungue la validacion es requerida por ley y es
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necesaria para todos los métodos regulatorios, la ejecucion real de las actividades de
validacion esta abierta a interpretacion y las practicas difieren mucho entre las
organizaciones.

Un plan maestro de validacion, aunque no es absolutamente necesario en un entorno
experimental de laboratorio, es muy Uutil para la presentacion de datos de
descubrimiento posteriores y debe aclarar los objetivos, procedimientos y protocolos
generales y priorizar los pasos de validacion. Debe incluir una descripcion del equipo
gue se utilizara con parametros especificos como el rango dinamico de medicién de
la sefal, los volumenes de muestras que se mediran, etc. Aunque no todos los
procedimientos de validacion de laboratorio requieren todos estos principios, todos
deben tenerse en cuenta al planificar el proceso de validacion. Estos son:
especificidad, linealidad, robustez, rango, limite de deteccidn, limite de cuantificacion,
robustez, selectividad y sostenibilidad.

2.8.1 Proceso de validacion de un método analitico

Cuando se desarrolla un método bioanalitico, es importante demostrar que es exacto
y reproducible en el rango requerido de concentraciones para el analito en una matriz
bioldgica particular.

Para el desarrollo y la validacion de métodos de separacion cromatografica
bioanalitica, existen recomendaciones de varias organizaciones nacionales e
internacionales para garantizar que los datos proporcionados para aplicaciones
clinicas y de marketing se adquieran de manera uniforme. Sin embargo, no existe una
guia final inica para la validaciéon de métodos. Es importante comprender que el grado
0 extension de los estudios necesarios para la validacion del método depende del
propdsito de la validacion [38].

Por lo tanto, el primer paso en la validacion del método es definir el objetivo del
método. Un método cuantitativo (monitoreo del paciente, potencia del producto final,
nivel de impurezas y contaminantes) puede requerir mas pasos de validacion que un
método cualitativo para la identidad de los componentes.

Se requiere una validacién completa del método cuando se desarrolla un nuevo
método o cuando se agregan analitos adicionales a un ensayo ya existente. La
validacion parcial es una modificacion a un método ya aceptado cuando no se
necesita una validacion completa. Los cambios de método que se incluirian en esta
categoria son la transferencia de un método entre laboratorios, el uso de hardware o
software nuevo para la adquisicibn de datos, los cambios en las matrices
bioanaliticas, la demostracion del analito en presencia de metabolitos especificos, la
demostracion del analito en presencia de tratamientos concomitantes o
contaminantes adicionales, un cambio en los parametros del método analitico y un
cambio en el procesamiento de las muestras o el uso de matrices raras. La validacion
cruzada compara los resultados obtenidos con dos métodos analiticos diferentes y es
necesaria cuando los datos del mismo estudio se analizan con dos o mas métodos
[39].

El establecimiento de un método validado se basa en los parametros de exactitud,
precision, selectividad, sensibilidad, reproducibilidad y estabilidad. Las pautas de
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varias agencias reguladoras nacionales e internacionales estan en general de
acuerdo sobre los requisitos para estos pardmetros. Para los métodos proted6micos,
el numero de analitos es enorme y el trabajo con todos los analitos puede resultar
poco practico; por lo tanto, se puede usar una pequefia cantidad de analitos (por
ejemplo, 10) en un rango de pesos moleculares e hidrofobicidad para establecer y
validar el método. Una vez que se establece y valida un método, se debe preparar
una descripcion detallada del método en la forma de un protocolo operativo estandar.

2.8.2 Categorias de la validacion

Los requisitos de las pruebas farmacopeicas varian desde determinaciones analiticas
muy rigurosas hasta evaluaciones subjetivas de atributos. Considerando esta amplia
variedad, es légico que diferentes procedimientos de prueba requieran diferentes
esquemas de validacion [37].

Para cada categoria, se requiere diferente informacién analitica. En la tabla 2.5 se
indican los parametros que normalmente se requieren para cada una de estas
categorias.

TABLA 2.5 Categorias de prueba

Categoria | Categoria Il Categoria lll Categoria IV
Categoria de Cuantificacion de
prueba componentes  principales Determinacion de

Determinacion de impurezas en
farmacos a granel o productos
de degradacion en productos
farmacéuticos terminados.

caracteristicas de
desempefio
(disolucién, liberacion
de farmacos, etc.)

de farmacos a granel o
ingredientes activos
(incluyendo conservantes)
en productos farmacéuticos

Pruebas

identificacion

de

terminados.
, Impurezas
ParametroNde Principio(s) P Disoluciény Identificacion
Desempefio ] Pruebas .
activo(s) Cuantitativos e Desempefio fisico
de limite
Selectividad / . , , . ,
Especificidad Si Si Si Si
Limite de Deteccién No No Si * No

Limite de No Si No * No
Cuantificacion

Linealidad Si Si No * No

Intervalo Si Si * * No

Precision Si Si No Si No

Exactitud / . : * *

Veracidad Si Si No

Fuente: [37].

2.9Caracteristicas del desempefio analitico
2.9.1 Linealidad del intervalo

La linealidad de un procedimiento analitico es su capacidad para obtener resultados
de prueba que sean proporcionales ya sea directamente, o por medio de una
transformacion matematica bien definida, a la concentracién de analito en muestras
dentro de un intervalo dado. En esta seccidn, la “linealidad” se refiere a la linealidad
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de la relacion entre la concentracion y la medida de valoracién. En algunos casos,
para lograr la linealidad, puede ser necesario transformar la concentracion y/o la
medida, donde en algunos casos, los factores de correccién usados en el analisis de
regresion pueden cambiar. Las transformaciones posibles pueden incluir el logaritmo,
la raiz cuadrada, o el reciproco, aunque otras transformaciones son aceptables. Si no
se puede lograr la linealidad, se puede utilizar un modelo no lineal. El objetivo es
obtener un modelo que describa con precision la relacién de concentracion en funcion
de la respuesta, ya sea lineal o no lineal [39].

El intervalo de un procedimiento analitico es la amplitud entre las concentraciones
inferior y superior del analito (incluyendo estos niveles) en la cual se puede determinar
al analito con un nivel adecuado de precision, exactitud y linealidad utilizando el
procedimiento segun se describe por escrito. El intervalo se expresa hormalmente en
las mismas unidades que los resultados de la prueba obtenidos mediante el
procedimiento analitico.

2.9.2 Selectividad

Los documentos de la Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH) definen
especificidad a la capacidad de valorar de manera indiscutible el analito en presencia
de aquellas sustancias previsibles dentro de la matriz, tales como contaminantes,
productos de degradaciébn y componentes propios de la misma. La falta de
especificidad de un procedimiento analitico individual puede compensarse usando
otros procedimientos analiticos complementarios. La IUPAC y AOAC optan por el
término  “selectividad,” utilizando el término “especificidad” para aquellos
procedimientos totalmente selectivos, tales como:

e Pruebas de identificacion: Garantizan la identidad del analito.

e Pruebas de pureza: Garantizan que todos los procedimientos analiticos
efectuados permiten declarar con exactitud el contenido de impurezas de un
analito (por ejemplo, prueba de sustancias relacionadas, limite de metales
pesados o impurezas organicas volatiles).

e Valoraciones: Proporcionan un resultado exacto, que permite una declaracién
exacta del contenido o potencia del analito en una muestra.

2.9.3 Limite de deteccion

El limite de deteccion es una caracteristica de las pruebas de limite; se refiere a la
cantidad minima de analito capaz de ser detectado en una muestra, sin necesidad de
ser cuantificado, en las condiciones experimentales indicadas siendo expresado
comunmente como concentracion del analito en la muestra (porcentaje, partes por
billén, entre otras). Estas pruebas demuestran que la cantidad de analito se encuentra
por encima o por debajo de un nivel determinado [38].

2.9.4 Limite de cuantificacion

Es la minima cantidad de analito en una muestra que se puede determinar con
Precisién y Exactitud aceptables en las condiciones experimentales indicadas;
aplicado comunmente en aquellas valoraciones cuantitativas en donde el analito se
encuentra en baja concentracién en la matriz a ser analizada. Algunos de estos
analitos pueden ser: impurezas en farmacos a granel y productos de degradacion en
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productos farmacéuticos terminados. Este limite, se expresa habitualmente como
concentracion del analito en la muestra (porcentaje, partes por billon, entre otras).

2.9.5 Exactitud

La exactitud de un procedimiento analitico es la proximidad entre los resultados de la
prueba obtenidos mediante ese procedimiento y el valor verdadero; esta debe
establecerse en todo su intervalo. En los documentos ICH se define a la exactitud
como la ausencia de sesgo, mientras que para el Vocabulario Internacional de
Metrologia (VIM) y en los documentos de la Organizacion Internacional de
Normalizacién (1SO), la “exactitud” combina los conceptos de ausencia de sesgo
(nombrada mediante el término “veracidad”) y precision [39].

2.9.6 Precision

La precision de un procedimiento analitico es el grado de concordancia entre los
resultados de las pruebas individuales cuando se aplica el procedimiento
repetidamente a multiples muestreos de una muestra homogénea. La precision de un
procedimiento analitico habitualmente se expresa como la desviacion estandar o la
desviacién estandar relativa (coeficiente de variacion) de una serie de mediciones. La
precision puede ser una medida del grado de reproducibilidad o de repetibilidad del
procedimiento analitico en condiciones normales de operacién. En este contexto, la
reproducibilidad se refiere al uso del procedimiento analitico en diferentes
laboratorios, como por ejemplo en un estudio en colaboracion. La precision intermedia
(también conocida como tolerancia o fortaleza) expresa la variaciéon dentro de un
laboratorio, por ejemplo, en diferentes dias, con diferentes analistas o con equipos
diferentes dentro del mismo laboratorio. La repetibilidad se refiere a la utilizacion del
procedimiento analitico en un laboratorio durante un periodo corto por el mismo
analista con el mismo equipo [40].

2.9.7 Curvade calibracion, linealidad y sensibilidad

La curva de calibracion define la relaciébn entre la respuesta del detector y la
concentracion del analito en la matriz de la muestra. Para multiples analitos, se genera
una curva de calibracién de muestra para cada analito. Para ajustar la curva estandar,
se usa el algoritmo mas simple que describe la relacién concentracion/respuesta. Por
lo tanto, el algoritmo puede ser lineal o no lineal, pero debe minimizar el error relativo
porcentual. La curva de calibracién debe constar de cinco a ocho puntos que cubran
todo el rango de concentraciones esperadas del analito en las muestras de prueba,
es decir, de 0 a 200% del contenido tedrico. La concentracion mas baja debe ser el
LLOQ y la concentracibn mas alta debe ser el limite superior de cuantificacion
(ULOQ). Si los resultados del analito de la muestra caen fuera del rango de LLOQ o
ULOQ, la muestra se debe diluir en la matriz y se debe preparar una nueva curva
estandar en la matriz.

ElI LLOQ es la concentracién mas baja que se puede definir con exactitud y precision.
Para definir el LLOQ se deben utilizar al menos cinco muestras independientes de los
estandares y determinar el CV o intervalo de confianza. Las condiciones para definir
el LLOQ incluyen una respuesta de al menos cinco veces la respuesta en blanco y
una precision maxima de 80-120 % y una precision del 20 %. Para los métodos
cromatograficos, el LLOQ se basa en la relacién sefial-ruido (S/N). La sefal y el ruido
de linea base se definen como la altura del pico del analito (sefial) y la amplitud entre
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el punto mas alto y el mas bajo del ruido de linea base en el area. alrededor del pico
del analito. Por lo general, se requiere que el S/N para LLOQ sea 10. EI LLOQ no es
el limite de deteccidn, que es la concentracibn mas baja que el método puede
diferenciar de manera confiable del ruido de fondo.

2.9.8 Robustez

La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su capacidad para no
ser afectado por variaciones pequefias, aunque deliberadas, en los parametros del
procedimiento indicados en la documentacion, y provee una indicacién de su aptitud
durante condiciones normales de uso. La robustez puede determinarse durante la
etapa de desarrollo del procedimiento analitico.

2.9.9 Aptitud del sistema

Si las mediciones son susceptibles a variaciones en las condiciones analiticas, éstas
deben controlarse adecuadamente o debe incluirse una advertencia en el
procedimiento. Una consecuencia de la evaluacion de la tolerancia y la Robustez
deberia ser que se establezca una serie de parametros de aptitud del sistema para
asegurar que la validez del procedimiento analitico se mantiene cada vez que se usa.
Variaciones tipicas son la estabilidad de soluciones analiticas, diferentes equipos y
diferentes analistas. En la cromatografia de liquidos, las variaciones habituales son el
pH de la fase mdovil, la composicion de la fase movil, diferentes lotes o proveedores
de columnas, la temperatura y la velocidad de flujo. En el caso de cromatografia de
gases, son variaciones tipicas los diferentes lotes o proveedores de columnas, la
temperatura y la velocidad de flujo.

Las pruebas de aptitud del sistema se basan en el concepto de que el equipo, el
sistema electrdnico, las operaciones analiticas y las muestras a analizar constituyen
un sistema integral que puede evaluarse como tal. Los pardmetros de prueba de la
aptitud del sistema que deben establecerse para un procedimiento especifico
dependen del tipo de procedimiento que se esta evaluando.
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CAPITULO 3
3. METODOLOGIA

El presente proyecto de investigacion es de caracter experimental cuantitativo
integrando la investigacion teorica con la practica mediante la comprobacion de la
hipotesis en base a evidencias obtenidas de la observacion, reuniendo asi varios
procesos y técnicas de investigacion cientifica, y habiéndose ejecutado bajo la
modalidad experimental. La investigacion cualitativa y cuantitativa permitio analizar
estadisticamente los resultados.

El estudio se desarroll6 en el Departamento de Validacion de Laboratorios Acromax
S.A. de Guayaquil, Ecuador. La muestra analizada corresponde a un producto
manufacturado dentro de la compaiiia, tratindose de 500mL de un micro lote de
jarabe de Acetaminofén de dosis 150mg/5mL, cuya composicién por cada mililitro se
detalla en la tabla 3.1.

TABLA 3.1 Composicion por mililitro del Jarabe Acetaminofén

Acetaminofén 150mg/smL Jarabe

Componentes UM mg
Principio Activo
Acetaminofén mg 32
Excipientes

Fosfato de Sodio Dibasico Anh USP mg -
Acido Citrico Anhidro USP mg -
Glicerina 99.5% USP-BP mg -
Metil Parabeno NF mg 1,8
Propil Parabeno NF-BP mg 0,2
Sorbitol Liquido 70% NF mg -
Polietilenglicol 600 NF(Carbowax) mg -
Sacarina Sodica Polvo USP mg -
Saborizante a Uva 3MF48990 mg -
Allura Red FD&C #40 FD&C Cl 16035 mg -
Colorante Azul # 1 FD & C C1 42090 mg -
Agua Purificada C.S.P. mL 1

Nota: Por proteccion de propiedad intelectual se reserva la informacién de cantidades
completas en la formula cuali-cuantitativa.

3.1 Materiales

3.1.1 Reactivos

Para el desarrollo del método analitico y validacion se emple6: Metanol grado HPLC,
Acetonitrilo grado HPLC, y Acido Trifluoracético marca Sigma Aldrich; Hidroxido de
amonio marca Merck y Agua tipo 1 obtenida de una unidad de purificacion Milli-Q
Type 1 Ultrapure Water Systems.
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Los estandares de trabajo utilizados son: Metil Parabeno 99,93% de Sigma — Aldrich
y Propil Parabeno 99,80% de USP, en ambos casos como patrones certificados.

3.1.2 Equipos

Balanza Mettler Toledo, Microbalanza Sartorius, Desgasificador Kendall,
Potenciémetro Mettler Toledo, Agitador Lineal, Cromatégrafo Liquido de Ultra Eficacia
UPLC #2 y #3, Waters Acquity HClass con la siguiente configuracion:

e Modulo 1: Bomba cuaternaria con sistema de desgasificacion integrado.

e Modulo 2: Inyector automatico el sistema esta compuesto por un administrador de
muestras con capacidad para 2 platos de 48 viales pudiéndose ampliar con un
automuestreador con capacidad de 10 platos dando un total de 12 platos para
analisis de 576 muestras, adicionalmente el sistema cuenta con una aguja de flujo
continuo (SM-FTN).

e Moddulo 3: Detector matriz de fotodiodos (PDA) con longitud de onda variable,
permitiendo el funcionamiento simultaneo en 2D y 3D en el software Empower™.
Longitudes de onda de 190 a 500 nm y hasta 2,0 AU sin sacrificar la linealidad.
desviaciéon de 1,3% a 2,0 AU y desviacion de 5,0% a 2,8 AU.

3.2TECNICAS Y METODOS
3.2.1 Condiciones cromatograficas
v' Diluyente de muestra: Agua tipo 1 : Metanol (50:50)

v' Fase Movil: Acetonitrilo : Buffer TFA 0,1% (v/v) pH 2,50
v' Modo: Gradiente (Ver tabla 3.2)
TABLA 3.2 Tabla de Gradiente

Flujo Buffer Acido

Tiempo ) Acetonitrilo Trifluoracético 0,1%(v/v) Curva
ml/min pH 2,50
Inicio 1,000 38 62 Inicio
4 1,000 38 62 6
6 1,000 48 52 6
9 1,000 48 52 6
11 1,000 38 62 6
13 1,000 38 62 6
v" Flujo: 1,000 mL /min.
v' Temperatura de columna: 30°C £ 3°C
v' Temperatura del sample: 20°C + 5°C
v' Detector: Longitud de onda a 254nm con ancho de banda 1,2nm.
v" Velocidad de Muestreo: 10 puntos/sec
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v" Volumen de Inyeccioén: 2,0 uL
v' Tiempo de analisis: 13 min

3.2.2 Preparacion de Buffer TFA pH 2,50

Se colocdé 900mL de Agua tipo 1 en un recipiente, se afiadi6 1,0mL de acido
trifluoracetico, se agitoé y ajusté a pH 2,50 con Hidroxido de Amonio concentrado, se
mezcld y llevé a volumen de 1000mL con Agua tipo 1.

3.2.3 Preparacién de las Soluciones de Trabajo

Se llegé a una concentracion aproximada de 0,072mg/mL de Estdndar de Metil
Parabeno, 0,008mg/mL de Estandar de Propil Parabeno, 0,072mg/L de Metil
Parabeno en Muestra de Termax Jarabe y 0,008mg/L de Propil Parabeno en Muestra
de Termax Jarabe. Se filtraron las muestras y Estandar a través de Filtros de
Polivinildenedifloride (PVDF) de 0,22 pm.

3.2.4 Preparacion de la solucion estandar madre de 0,18mg/mL Metil Parabeno
Se pesO aproximadamente 3,6mg de Estandar de Metil Parabeno y se transfirié
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 20mL, se disolvié con 5mL de diluyente
y se sonicé por 1 minuto aproximadamente hasta disolucion, se llevd a volumen con
diluyente y se mezclo.

3.2.5 Preparacion de la solucion estandar madre de 0,08mg/mL Propil
Parabeno

Se pesO aproximadamente 1,6mg de Estandar de Propil Parabeno y transfirio

cuantitativamente a un matraz volumétrico de 20mL, se disolvié con 5mL de diluyente

y se sonicé por 1 minuto aproximadamente hasta disolucion, se llevé a volumen con

diluyente y se mezclé.

3.2.6 Preparacién de la solucién estandar de mezcla de patrones (0,072mg/mL
de Metil Parabeno y 0,008mg/mL de Propil Parabeno)

Se tomé una alicuota de cada solucion madre: 8mL de Estandar Madre de Metil

Parabeno y 2mL de Estandar Madre de Propil Parabeno. Se llevé a un matraz

volumétrico de 20mL, se llevé a volumen con diluyente y se mezcld. Esta solucion se

utiliza tanto para aptitud del sistema como para la evaluacién de los ensayos de

validacion

3.2.7 Preparacion de solucion muestra (0,072mg/mL de Metil Parabeno y
0,008mg/mL de Propil Parabeno)

Se midid por triplicado un volumen de 2mL de Jarabe equivalente a (3,6mg de Metil

Parabeno y 0,4mg de Propil Parabeno) a continuacion se llevd a un matraz

volumétrico de 50mL y se llevé a volumen con el diluyente y se mezclo.

3.2.8 Procedimiento

Las diferentes soluciones estandar y de muestra fueron filtradas mediante filtros
PVDF 0,22um, descartando los 5 primeros mililitros, luego se procedio a inyectar
volumenes de 2,0 uL del estandar y de la muestra por separado. Se procedié a
registrar en los cromatogramas las areas de los picos, tiempos de retencion
correspondientes de Metil Parabeno y Propil Parabeno, platos tedricos, desviacion
estandar y tailing.
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3.2.9 Calculos de concentracién
Metil Parabeno

X = (T—U) x(Cg) x (i)x (E)x 100

Te 100/" \PA

Donde:

X = Porcentaje de Metil Parabeno (%)

ru = Respuesta del Pico de Metil Parabeno de la Solucion Muestra

rs = Respuesta del Pico de Metil Parabeno de la Solucion Estandar
Cs = Concentracion de Metil Parabeno en la solucion estandar (mg/mL)
Ps = Potencia del Estandar (%)

FD = Factor de Dilucion de la muestra

PA = Cada 2mL de Jarabe contiene 3,6mg de Metil Parabeno.

Propil Parabeno

X = C—i) x(Cg) x (%)x (g)x 100

Doénde:

X = Porcentaje de Propil Parabeno (%)

ru = Respuesta del Pico de Propil Parabeno de la Solucién Muestra

rs = Respuesta del Pico de Propil Parabeno de la Solucién Estandar
Cs = Concentracion de Propil Parabeno en la solucion estandar (mg/mL)
Ps = Potencia del Estandar (%)

FD = Factor de Dilucion de la muestra

PA = Cada 2mL de Jarabe contiene 0,4mg de Propil Parabeno.

3.3Criterio de aceptacion

Los criterios de aceptacion para verificacion del presente estudio se corresponden
con lo indicado por la AOAC en sus directrices para la validacion en un solo laboratorio
de métodos quimicos para suplementos dietéticos y productos botanicos, los cuales
se se detallan en la tabla 3.4., destacando la importancia en la evaluacion de
recuperacion y precision.

3.4 Adquisicion y Procesamiento de Datos
La informacion obtenida durante el método cromatografico fue procesada mediante
el software Empower 3.
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3.5 Programay Objetivos de validacion

El programa de validacion y los objetivos de validacion se basaron en los criterios de
la USP-NF en su capitulo 1225 Validacion de procedimientos Farmacopeicos. Para la
constatacion de la idoneidad del método propuesto y demostrar que cumple con los
requerimientos establecidos, se realizé un programa de validacion con los objetivos
de validacion segun directrices de la USP-NF en su capitulo 1225.

Las curvas de calibrado se trabajaron en un rango de cinco niveles diferentes para
cada parabeno, los cuales fueron desde el 60% hasta el 140%, siendo los
equivalentes en concentracion (mg/mL) las detalladas en la tabla 3.3.

TABLA 3.3 Concentracion de curva de calibracion de metilparabeno y propilparabeno

Concentracién en mg/mL

Parabeno
60% 80% 100% 120% 140%
Metilparabeno 0,043 0,058 0,072 0,087 0,101
Propilparabeno 0,005 0,006 0,008 0,010 0,011

3.6 Caracteristicas de desemperfio del método de analisis

Las caracteristicas de desempefio para los siguientes parametros: adecuacion y
aptitud del sistema, pureza de pico, especificidad, reacciones inducidas, limite de
deteccion y cuantificacion, linealidad del sistema y método, exactitud, repetibilidad,
precision intermedia, robustez y retencion de filtro se describen en la tabla 3.4.

TABLA 3.4 Caracteristicas de desempefio de los pardmetros ensayados

Parametro Caracteristica de desempefio

1. Descripcién: Tiempo que tarda en eluir un soluto que no interacciona con la fase
estacionaria.

2. Procedimiento: Inyeccion por triplicado de una muestra de Uracilo en las condiciones
establecidas por la metodologia analitica.
Determinacién del tiempo de retencién promedio, el cual nos sirve para calcular el
factor de capacidad k'

3. Criterio de Aceptacién: Factor de capacidad no menor de 2 y no mayor de 20 con
respecto al pico principal.

Adecuacion del
sistema (Tiempo
Muerto)

1. Descripcion: Conjunto de ensayos que permite comprobar en el momento de
utilizacion del método que el sistema es adecuado para llevar a cabo la determinacion
para la que se ha establecido y validado dicho método.

2. Procedimiento: Preparar soluciones estdndar stock y a partir de estas preparar las
diluciones necesarias para obtener una solucién a una concentracion de 0,072 mg/mL
de Metil parabeno y 0,008 mg/mL de Propil parabeno correspondiente al 100% de
concentracion.

Realizar 6 inyecciones en el sistema cromatogréfico.

3. Criterio de Aceptacion: Se recomienda una eficiencia de minimo 1700 platos tedricos,
una desviacion estandar relativa (RSD%) para inyecciones repetidas no mayor a 2,0%
para los picos de Metil y Propil parabeno con un Factor de asimetria no mayor de 2,0%.

Aptitud del
Sistema

1. Descripcion: Se demostrard que la sefial del pico principal (analito de interés) es
espectralmente puro, lo cual indica que el pico cromatografico del analito es atribuible
s6lo a una especie quimica.

2. Procedimiento: Inyeccion de una solucion estandar y muestra al 100% y leer en PDA
de 190nm a 400 nm segun lo amerite el analista.

3. Criterio de Aceptacién: El &ngulo de pureza serd menor al limite/umbral de pureza.

Pureza de Pico

38



Parametro

Caracteristica de desempefio

1. Descripcion: Se demostrara que el método es capaz de discriminar sin interferencias
entre el analito, sustancia de composicion similar y otros productos que puedan estar
presentes en la muestra como impurezas.

2. Procedimiento: Analizar el placebo solo (matriz), estandar y muestra mas placebo a
una concentracion de 0,072 mg/mL de Metil parabeno y 0,008 mg/mL de Propil
parabeno correspondiente al 100% de concentracion. Si es requerido, analizar también
la solucion diluyente, impurezas conocidas, la fase moévil. Analizar las muestras minimo
por duplicado.

Analizar las muestras antes y después de estufa. Se someten las muestras a
condiciones extremas para verificar su estabilidad y/o degradacion.
Condiciones: Temperatura: 45°C £ 2°C
Tiempo 72 horas
Para determinar el porcentaje de impurezas no identificadas aplicar la siguiente
Especificidad formula:
A
[ =— =100

Ae
I: % individual de impurezas de interés, expresado en area/area
Ai: Area de la impureza de interés en el cromatograma de la solucion muestra
A Area promedio del cromatograma de la solucion muestra
Para determinar el % total de impurezas aplicar la formula:

T=7%(I)

3. Criterio de Aceptacion: Identidad del pico: Ausencia de coelucion, pureza de pico (El
angulo de pureza serd menor al limite/umbral de pureza).
% individual de impurezas: No mas de 1,0% area/area
% total de impurezas: No mas de 2,0% area/area

1. Descripcién: Se someten las muestras a condiciones de estrés para generar
degradantes potenciales.

2. Procedimiento: Analizar el estdndar, placebo solo y muestra més placebo de acuerdo

con el método analitico.

Someter el estdndar, placebo y la muestra a condiciones de estrés:

Condiciones Temperatura (°C) Reactivo Cantidad
Hidrdlisis 80 H20 2mL
Reacciones Hidrolisis Acida 80 HCI 1IN 2mL
Inducidas Hidrolisis Basica 80 NaOH 1N 2mL
Oxidacion 80 H202 3% 2mL
Adicional a este procedimiento se somete el estandar, placebo y muestra a radiacién
ultravioleta por un periodo de 8H.
3. Criterio de Aceptacion: Identidad del pico: Ausencia de coelucién, pureza de pico (El
angulo de pureza serd menor al limite/umbral de pureza).
% individual de impurezas: No mas de 1,0% area/area
% total de impurezas: No mas de 2,0% areal/area
1. Descripcidn: Es un parametro de prueba limite. Es la concentracién mas baja a la cual
puede detectarse el analito, pero no necesariamente cuantificarse, bajo las condiciones
experimentales establecidas.
i 2. Procedimiento: De manera estadistica calcular el limite de deteccion (LOD) a partir
Limite de . . . o X i
Deteccion (LOD) de la linealidad del sistema de acuerdo con I_a} siguiente formula:
Desviacion St Residual
LOD = 3,3 * p
Pendiente
3. Criterio de Aceptacion: n/a
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Parametro

Caracteristica de desempefio

1. Descripcién: Es un pardmetro para ensayos cuantitativos de bajos niveles de
compuestos en matrices de muestras, tales como impurezas en muestras activas o
productos de degradaciéon en productos terminados. Es la concentracién de muestra

Limite de enun analito que puede ser determingda con precision y exactitud aceptables, bajo las
Cuantificacion condlcpngs experimentales establegldgs. o o
(LOQ) 2. Pro_ced|m|e_nto:_ De manera estadistica calcular el _In‘mte de cuantificacion (LOQ) a
partir de la linealidad del sistema de acuerdo con la siguiente férmula:
100 = 10 + Desviacion St Residual
Q= Pendiente

3. Criterio de Aceptacién: Coeficiente de Variacién no mayor al 10%

1. Descripcion: La linealidad evalla la capacidad del procedimiento analitico de obtener
una respuesta que es directamente proporcional a la concentracién del analito dentro
de un rango determinado.

2. Procedimiento: Preparar un minimo de cinco (5) concentraciones de estandar dentro
del rango establecido, de acuerdo con la categoria del método. Analizar cada
concentracién por triplicado y por alicuotas a partir de una solucién madre.

Linealidad del Los intervalos recomendados para realizar la curva de linealidad son de 60%-80%-
sistema 10'0%-.120%-140%. _

3. Criterio de Aceptacion:

v' Gréfico de la curva de calibracién visualmente lineal.

v' Valor del Intercepto, de la pendiente, coeficiente de Correlacién, coeficiente de
Determinacidon cercanos a la unidad.

v" Ecuacion de la recta de regresion que matematicamente exprese una recta.

v" Calcular el promedio de los factores de respuesta (f) y determinar su desviacion
estandar relativa. Valores superiores al 5,0% indica una posible falta de linealidad.

1. Descripcion: Permite demostrar que el procedimiento analitico proporciona linealidad
aceptable cuando se aplica a muestras que contienen matriz enriquecida con principio
activo.

2. Procedimiento: Preparar un minimo de cinco (5) concentraciones de muestras
(Principio activo + Placebo) dentro del rango establecido, de acuerdo con la categoria
del método.

Analizar cada concentracion por triplicado y en pesadas independientes.
Linealidad del Los intervalos recomendados para realizar la curva de linealidad son de 60%-80%-
método 100%-120%-140%.

3. Criterio de Aceptacion:

v' Grafico de la curva de calibracién visualmente lineal.

v' Valor del Intercepto, de la pendiente, coeficiente de Correlacién, coeficiente de
Determinacidon cercanos a la unidad.

v/ Ecuacién de la recta de regresién gue matematicamente exprese una recta.

v' Calcular el promedio de los factores de respuesta (f) y determinar su desviacion
estandar relativa. Valores superiores al 5,0% indica una posible falta de linealidad.

1. Descripcion: La exactitud de un procedimiento analitico expresa la proximidad entre
el valor que es aceptado como valor verdadero o valor de referencia y el valor
experimental encontrado.

2. Procedimiento: Preparar tres (3) niveles de concentracién de muestra cubriendo el
intervalo especificado del método, estos niveles deben prepararse por triplicado y
deben inyectarse o ser leidos por duplicado en forma creciente.

_ Preparar muestras (Principio activo + Placebo) en concentraciones dentro del rango
Exact,|tud del especificado (60%, 100%, 140%).
método Realizar lecturas de absorbancia y areas de picos cromatograficos.
Calcular el porcentaje de recuperacién de cada concentracion de los resultados
obtenidos y realizar el test de Cochran.
3. Criterio de Aceptacioén: Test de Cochran experimental debe ser menor al de Tabla 'y

la recuperacion dentro de especificacion; para metil parabeno en concentracion de
0,18% un limite de recuperacion de 95 a 105% y para propil parabeno en concentracion

de 0,02% un limite de recuperacién de 90 a 107% [40].

40



Precisién
Intermedia del
método

Descripcién: Se divide en repetibilidad del método y precision intermedia donde la
repetibilidad se la obtiene del célculo del RSD% de los 3 niveles de exactitud. La
precision intermedia estudia la variabilidad del método efectuando una serie de andlisis
sobre la misma muestra, pero en condiciones operativas diferentes. Esta prueba
requiere realizarla en 2 dias diferentes con la participacién de 2 analistas (Analista Ay
Analista B), en dos equipos.

Procedimiento: Preparar dos soluciones estandar stock y a partir de estas preparar
las diluciones necesarias para obtener concentraciones de estandar correspondiente
al 100% de concentraciéon. Preparar muestras (Principio activo + Placebo) al 100%.
Realizar lecturas de areas de picos cromatograficos.

Criterio de Aceptacion: Calcular el promedio de los resultados obtenidos en
porcentaje de lo declarado, realizando el estudio estadistico de desviacion estandar
relativa (RSD%), debiendo cumplir con las siguientes especificaciones: metil parabeno
en concentracion de 0,18% una desviacion estandar relativa de 3,7% y para propil
parabeno en concentracion de 0,02% una desviacién estandar relativa de 5,3%;
Repetibilidad del método Metil parabeno RSD% 1,94; Propil parabeno RSD% 3,88 [40].

Robustez

ANANEN

Descripcién: Capacidad de un método analitico para permanecer inalterado ante
pequefias pero deliberadas variaciones en ciertos parametros.

Procedimiento: Identificar de 4 factores que puedan tener un efecto significativo en el
desempefo del método y variar ligeramente cada uno ellos utilizando un disefio
factorial.

Preparar un Estandar al 100% de la concentracion.

Analizar la muestra por triplicado con cada serie de variaciones.

Calcular el % de recuperacion y desviacion estandar relativa de las diferentes
variaciones.

Determinar si el método es robusto frente a las variaciones establecidas de:

Variables Valoracién de conservantes

Temperatura de la columna (°C) 4

Flujo (mL/min)

Volumen de Inyeccién (uL)

AR

Fase Movil

NN

N

Aplicar el disefio factorial de Plackett-Burman.
Calcular el efecto factor (Ex) mediante:
sV?2

Ey — yit) Ryl
n/2 n2
Indicar los factores que mas influyen en el resultado final.
Criterio de Aceptacién: n/a

Retencion de
Filtro

Descripcién: El estudio de retencién de filtro es una comparacion de soluciones
filtradas y sin filtrar durante la validacién del método, para determinar si el filtro que se
utiliza retiene algin compuesto activo o contribuye con algiin componente desconocido
en el analisis.

Procedimiento: Preparar una solucién muestra (principio activo + placebo) y Estandar
al 100%.

Filtrar una porcion de la solucién muestra y estandar en un Filtro (A) y Filtro (B) sin
saturarlo y comparar sus areas con las obtenidas a partir de la solucién muestra y
estandar centrifugadas durante 20 minutos a 3000 rpm.

Criterio de Aceptacion: Las soluciones filtradas se consideran aceptables, si la
diferencia entre el area de la muestra y estandar filtrada y el area de la muestra y
estandar centrifugada no varia mas de 1,5% (absoluto). Ver criterio de aceptacion del
pardmetro de exactitud del método.
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3.7 DISENO ESTADISTICO DE LA VALIDACION

El estudio estadistico se realizO mediante el andlisis de regresion simple con la
finalidad de obtener, a través de la aplicacion de la curva de calibrado, la ecuacion
lineal que establece la relacion entre las variables de concentracion y sefial. Frente al
valor de intercepto y pendiente de la recta se ha podido establecer la relacion de las
areas entre los analitos de las disoluciones patrén y los analitos en muestra. En
complemento, mediante aplicacion del programa de Excel se ha ejecutado el analisis
de Test de Student con un intervalo de confianza de 95%. El parametro de exactitud
fue analizado mediante Test de Cochran, ademas de Test de Student con un nivel de
significancia del 5%, determinandose el coeficiente de correlacion e intervalos de
prediccion en el proceso de validacion. Mientras que, la evaluacion de los ensayos de
robustez del método se midi6 mediante el disefio factorial de Plackett-Burman. Los
resultados de porcentajes de recuperacion para cada nivel y los datos de precision
por repetibilidad y reproducibilidad fueron evaluados a partir de un andlisis de varianza
de un factor mediante la aplicacion del programa de Excel.
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS

4.1.Método desarrollado
Durante la prueba 1 cuyas condiciones del método se pueden ver en la tabla 4.1.1,
se obtuvo un pico del metilparabeno con factor de asimetria superior al 2%, un factor

de capacidad fuera de especificacion y el pico del propilparabeno sin eluir, tal como
se muestra en la figura 4.1.1.

TABLA 4.1.1 Condiciones cromatograficas de la Prueba 1

Columna Phenomenex Luna C18 5um 4,6x150mm
Volumen de Inyeccién 3uL
L Buffer pH 4,5 - 2mL Acido Acético - 1g Acido 1-Pentan
Fase Movil L
Sulfonato - Acetonitrilo 38% - Buffer 62%
Modo Cromatografico Isocrético
Flujo 0,800 mL/min

Figura 4.1.1 Cromatograma obtenido de la Prueba 1
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Durante la prueba 2 cuyas condiciones del método se pueden ver en la tabla 4.1.2,
se obtuvieron picos de metil y propil parabeno presentes con un factor de asimetria 'y
platos tedricos dentro de especificacion, pero con un factor de capacidad menor a 2,
adicionalmente se evidencia que el pico del metil parabeno no es puro; tal como se
puede observar en la figura 4.1.2.

TABLA 4.1.2 Condiciones cromatograficas de la Prueba 2

Columna Thermo Syncronis C18 5um 4,6x150mm
Volumen de Inyeccion 2uL
Fase Movil Buffer pH 2,5 - 1mL Acido Trifluoracético - Acetonitrilo
40% - Buffer 60%
Modo Cromatografico Isocrético
Flujo 1,000 mL/min
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Figura 4.1.2 Cromatograma obtenido de la Prueba 2
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Durante la prueba 3 cuyas condiciones del método se pueden ver en la tabla 4.1.3,
se obtuvieron picos de metil y propil parabeno presentes con un factor de asimetria y
platos tedricos dentro de especificacion, pero con un factor de capacidad menor a 2,
adicionalmente se evidencia que el pico del metil parabeno no es puro; tal como se

puede observar en la figura 4.1.3.

TABLA 4.1.3 Condiciones cromatograficas de la Prueba 3

Columna Phenomenex Luna C8 5um 4,0x150mm
Volumen de Inyeccion 3uL
Fase M6Vl Buffer pH 2,5 - 1mL Acido Trifluoracético - Acetonitrilo
40% - Buffer 60%
Modo Cromatogréfico Isocratico
Flujo 1,000 mL/min

Figura 4.1.3 Cromatograma obtenido de la Prueba 3
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Durante la prueba 4 cuyas condiciones del método se pueden ver en la tabla 4.1.4,
se obtuvieron picos de metil y propil parabeno presentes con un factor de asimetria,
platos tedricos y factor de capacidad dentro de especificacion, adicionalmente ambos
picos son puros; tal como se puede observar en la figura 4.1.4.
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TABLA 4.1.4 Condiciones cromatogréficas de la Prueba 4

Columna Waters Symmetry Shield RP18 5um 4,6x150mm
Volumen de Inyeccién 2uL
Fase Movil Buffer pH 2,5 - 1mL Acido Trifluoracético
Modo Cromatogréfico Gradiente
Flujo 1,000 mL/min

El esquema en gradiente utilizado se muestra en la llustracion tabla 4.1.5.

Tabla 4.1.5 Gradiente de Prueba 4

_ Flujo N _ Buffer Acido
Tiempo . Acetonitrilo Trifluoracetico 0,1%(v/v) Curva
ml/min
pH 2,50
Inicio 1,000 32 68 Inicio
4 1,000 32 68 6
6 1,000 50 50 6
8 1,000 50 50 6
10 1,000 32 68 6
12 1,000 32 68 6

Figura 4.1.4 Cromatograma obtenido de la Prueba 4
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Para poder tener una mejor resolucién de los picos obtenidos del resultado de la
prueba 4, se procedié a optimizar el gradiente utilizado, tal como se muestra en la
tabla 4.1.6, utilizando las mismas condiciones cromatogréaficas descritas en la tabla
4.1.5. prueba 5, que se puede evidenciar en la figura 4.1.5.
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Tabla 4.1.6 Gradiente de Prueba 5

. Buffer Acido
. Flujo - . .
Tiempo . Acetonitrilo Trifluoracetico 0,1%(v/v) Curva
ml/min
pH 2,50
Inicio 1,000 38 62 Inicio
4 1,000 38 62 6
6 1,000 48 52 6
9 1,000 48 52 6
11 1,000 38 62 6
13 1,000 38 62 6
Figura 4.1.5 Cromatograma obtenido de la Prueba 5
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De esta manera y conforme a los diferentes ensayos de optimizacion para el
desarrollo analitico y habiendo identificado las variables a considerar para obtener un
método robusto dentro de especificaciones que cumplan con la idoneidad del sistema
se ha podido establecer las fases estacionaria y movil adecuadas para la separacion
de los picos cromatograficos de los analitos de interés, siendo estas: Symmetry Shield
RP18 5um 4,6x150mm y una elucidn en gradiente con una mezcla de Acetonitrilo y
Buffer Trifluoroacetico a pH 2,50. En base a las condiciones seleccionadas se
procedi6 a la ejecucion del plan de validacion para estudiar y demostrar el
funcionamiento del método desarrollado que ha permitido el analisis de cada especie

Minutes

guimica espectralmente puras y sin coelucion de pico.
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4.2.Método Validado

4.2.1 Tiempo Muerto

Considerando que las pruebas de Aptitud del Sistema se usan para verificar que el
sistema cromatogréafico sea favorable para el analisis que se pretende efectuar
como requisito previo a la realizacion de la validacion del método analitico, se ha
podido comprobar que el equipo, sistemas electrénicos, operaciones analiticas y
muestras analizadas cumplen con los parametros establecidos de tiempo muerto y
su precision satisfactoria para el uracilo, como analito externo de referencia
empleado por ser una especie no retenida en el sistema cromatografico dentro del
método desarrollado. En la siguiente tabla y figura 4.2.1 se evidencian los
resultados alcanzados, denotando un coeficiente de variacion adecuado.

Tabla 4.2.1Tiempo muerto de Uracilo

Uracilo
Inyeccion Tiempo de Retencion (RT) — (min)
1 1,286
2 1,287
3 1,286
Promedio 1,286

Figura 4.2.1 Validacién de Parabenos en Termax Jarabe — Tiempo muerto Uracilo
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4.2.2 Aptitud del Sistemay Repetibilidad Instrumental

El estudio de aptitud del sistema instrumental se ejecuté en base al analisis de los
tiempos de retencion y areas de pico de los parabenos para determinar la precision,
la simetria de pico y el nUmero de platos tedricos; obteniéndose valores satisfactorios
en todos los casos, lo cual demuestra la eficacia de la separacion cromatografica y
las adecuadas formas de pico (figura 4.2.2) pudiendo ello garantizar la adecuada
exactitud del método. La tabla 4.2.2 evidencia un coeficiente de variacion inferior a
0.09 % en ambos casos, y un valor de Tailing por debajo de 1,2% conforme a los
criterios de aceptacion.
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Tabla 4.2.2 Aptitud del sistema y repetibilidad de metil y propil parabeno

Inyeccién Metil Parabeno Propil Parabeno

1 878599,826 84976,880

2 878181,935 84965,036

3 879358,079 84956,970

4 878214,209 84784,640

5 878874,898 84871,980

6 878783,173 84941,920

Mean 878668,687 84916,238
SD 442,518 74,369
RSD% 0,050 0,088

USP Plate Count 13079,935 34562,234
USP Tailling 1,135 1,067
K-Prime 2,545 5,934
Retention Time 4,559 8,917

Figura 4.2.2 Cromatograma Aptitud del Sistema
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4.2.3 Purezade pico

Los ensayos de pureza de pico han permitido evaluar la deteccion de metil parabeno y
propil parabeno sin incidencia de interferentes. Tal como se observa en la tabla 4.2.3
los resultados obtenidos son concordantes para ambos analitos en las muestras
sometidas a procesos de temperatura y reacciones de diferente caracter; demostrando
estabilidad, tanto en la concentracion como en el tiempo de retencion, que cumple con
la ausencia de coelucién con un angulo de pureza menor al limite maximo (limite de
pureza) en todos los casos, y ademas el placebo no exhibe picos caracteristicos que
interfieran en la identificacion y cuantificacién de los activos en cuestion.
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Tabla 4.2.3 Pureza de pico de metil y propilparabeno

Parametros Variable Metil Parabeno Propil Parabeno
Selectividad Antes Angulo de Pureza 0,030 0,305
de Estufa Limite de Pureza 0,228 0,508
Criterio Pico Puro Pico Puro
. Angulo de Pureza 0,031 0,287
Desseljzzt;v;d;;u fa Limite de Pureza 0,227 0,486
P Criterio Pico Puro Pico Puro
Reaccién Inducida Angulo de Pureza 0,030 0,293
Acidez Limite de Pureza 0,228 0,503
Criterio Pico Puro Pico Puro
Reaccién Inducida Angulo de Pureza 0,034 0,366
. Limite de Pureza 0,230 0,580
Alcalinidad — - -
Criterio Pico Puro Pico Puro
N —— Angulo de Pureza 0,035 0,318
. . Limite de Pureza 0,228 0,513
Oxidacién — : :
Criterio Pico Puro Pico Puro
Reaccién Inducida Angulo de Pureza 0,033 0,308
e Limite de Pureza 0,229 0,523
Termolisis — - -
Criterio Pico Puro Pico Puro
N ——— Angulo de Pureza 0,032 0,321
o Limite de Pureza 0,228 0,524
Fotosensibilidad — - -
Criterio Pico Puro Pico Puro

4.2.4 Selectividad / especificidad

Este parametro se correlacion6 con el estudio de pureza, considerando que la
evaluacion de selectividad y especificidad es fundamental para comprobar que la
respuesta del método es Unicamente proporcionada por el analito de interés en las
muestras de ensayo, sin ningun tipo de interferencias de otras sustancias
relacionadas con él, como impurezas, incidencia de placebo, solventes, fase movil
empleadas en el analisis.

En tal sentido, se evidencié que la sefal del pico principal (analito de interés) es
espectralmente puro, lo cual indica que el pico cromatografico del analito es atribuible
sblo a una especie quimica descartandose que no existe interferencias entre el
analito, sustancia de composicién similar y otros productos que puedan estar
presentes en la muestra como impurezas.

En la tabla 4.2.4. se presentan los niveles de concentracibn ensayados con el
cumplimiento de la selectividad antes y después del tratamiento en estufa de las
muestras evaluadas respectivamente. Y a modo de ejemplo en los anexos del presente
trabajo se incluyen los cromatogramas que permiten demostrar dicho proceso (Anexo
A.lyA.2).
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v' Selectividad Antes y después de Estufa
Tabla 4.2.4 Tabla de Selectividad Antes y Después de Estufa

., Resultado
Ensayo Concentracion Especificacion C le/
Tedrica /mg/mL umple
No Cumple
1 No hay activos solo excipientes
Placebo 2 No hay activos solo excipientes No presenté pico Cumple
3 No hay activos solo excipientes
1 0,072mg/mL  Metil Parabeng
MP Metil 0,008mg/mL Propil Parabeno
Parabeno 5 0,072mg/mL Metil Parabeno;
MP Propil 0,008mg/mL Propil Parabeno
Parabeno 3 0,072mg/mL Metil Parabeno;
0,008mg/mL Propil Parabeno Presencia del pico de interés cumple
. 0,072mg/mL Metil Parabeno; sin interferencia P
MP Metil 1 .
Parabeno 0,008mg/mL Propil Parabeno
MP Propil 5 0,072mg/mL Metil Parabeno;
Paraberr:o 0,008mg/mL Propil Parabeno
0,072mg/mL Metil Parabeno;
+ Placebo 3 .
0,008mg/mL Propil Parabeno

4.2.5 Reacciones Inducidas

El estudio de reacciones inducidas permitié verificar la selectividad del método y
estabilidad de los activos en las muestras sometidas a reacciones de termdlisis,
reaccion acida, basicas, agente oxidante y de fotosensibilidad. A continuacion en la
tabla 4.2.5 se expresa las condiciones de las pruebas realizadas.

Tabla 4.2.5 Pruebas de reacciones inducidas

Prueba Solucion Condiciones
Termdlisis Agua 1mL 80°C /100 rpm/15 min
Hidrolisis Alcalina NaOH 1IN, 1mL 80°C /100 rpm/15 min
Hidrolisis Acida HCI 1N, 1ImL 80 °C /100 rpm /15 min
Oxidacion H202 3%, 2mL 80 °C /100 rpm / 15 min
Fotosensibilidad Luz UV Exposicién a UV por 8 horas.

Tanto el placebo, principio activo y principio activo mas placebo sufrieron condiciones
de estrés, destacandose el siguiente analisis para cada caso:

+ Termdlisis: No se observan picos desconocidos, no se crea interferencias que
afecten la identificacidn y cuantificacion del analito principal.

« Hidrolisis Acida: No se observan picos desconocidos, no se crea interferencias
gue afecten la identificacién y cuantificacion del analito principal.

» Hidrdlisis Alcalina: Se observan picos desconocidos, los cuales no crean
interferencias que afecten la identificacion y cuantificacién del analito principal
adicional se observa una disminucion en el area de los analitos.
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* Reaccién de Oxidacion: No se observan picos desconocidos, no se crea
interferencias que afecten la identificacion y cuantificacion del analito principal.

+ Fotosensibilidad: Se observan picos desconocidos, los cuales no crean
interferencias que afecten la identificacion y cuantificacion del analito principal
adicional se observa una disminucion en el area de los analitos.

Cabe resaltar que las pruebas de reacciones inducidas son ensayos que se realizan
con la finalidad de identificar productos de degradacion que puedan aparecer durante
la vida util del producto, ya que dichas sefales no se encuentran en condiciones
rutinarias bien sea de almacenamiento o de metodica analitica. Los cromatogramas
mas relevantes que demuestran el proceso se encuentran en el apartado de anexos
gue van del A.3 hasta el A.7.

4.2.6 Limite de Deteccién (LOD)

La relevancia de este parametro identifica limite a la concentracion mas baja a la cual
puede detectarse el analito, pero no necesariamente cuantificarse bajo las
condiciones experimentales establecidas puesto que es independiente de la
reproducibilidad del resultado.

Este limite de deteccidn se establecié de manera estadistica a partir de la linealidad
del sistema, considerando la deviacion estandar de la linealidad segun lo referenciado
por la guia de validacion, obteniéndose un dato teorico el cual fue comprobado
experimentalmente. Se demostr6 asi que, la sefal obtenida por el método
corresponde a 3,3 veces la sefal del ruido verificAndose que dicha sefial no
corresponde al blanco y, el método es capaz de detectar la presencia del analito a
una concentracion equivalente de 0,514 ug/mL para Metil Parabeno y 0,079 ug/mL
para Propil Parabeno mismos que se evidencian en su cromatograma Anexo A.8.

4.2.7 Limite de Cuantificacion (LOQ)

En cuanto al limite de cuantificacién, siendo un parametro para ensayos cuantitativos
de bajos niveles de compuestos en matrices de muestras, tales como impurezas en
muestras activas o productos de degradacion en productos terminados, representa la
concentracion de muestra en un analito que puede ser cuantificada con precision y
exactitud aceptable proporcionando una sefial 10 veces superior al ruido, bajo las
condiciones experimentales establecidas.

El limite de cuantificacién calculado a partir de la linealidad del sistema fue de 1,558
ug/mL para Metil Parabeno y 0,240 ug/mL para Propil Parabeno, los cuales se
comprobaron experimentalmente, demostrandose que la sefial obtenida corresponde
a 10 veces la sefal del ruido, y obteniéndose respuestas que arrojaron un RSD% del
0,441 % para Metil Parabeno y 1,424% para Propil Parabeno. Estos valores se
corresponden con lo especificado por guias de validacion, tal como se evidencia en
la tabla 4.2.6. Adicionalmente en el Anexo A.9 se incluyen los respectivos
cromatogramas.
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Tabla 4.2.6 Limite de deteccidn y cuantificacion

Metil parabeno

Propil parabeno

Conservante L OD L00 LOD L00
Ecuacién de | y=12302169,591x | y =12302169,591x | y = 10666549,374x | y = 10666549,374x
la Recta - 3676,390 - 3676,390 - 802,239 - 802,239
Limite 0,514ug/mL 1,558ug/mL 0,079ug/mL 0,240ug/mL
1 5533,330 16944,890 960,379 2147,000
2 5539,920 17116,020 551,525 2144,150
3 5588,445 17110,880 880,583 2148,220
4 5407,445 16968,540 556,539 2125,900
5 5879,060 17099,410 623,410 2068,410
6 5539,920 17039,730 773,779 2129,735
Promedio 5581,353 17046,578 724,369 2127,236
SD 157,901 75,134 173,655 30,284
RSD% 2,829 0,441 23,973 1,424

4.2.8 Linealidad del Sistema

Las respuestas obtenidas en el estudio de linealidad del sistema, tanto para metil
parabeno como propil parabeno, proceden de la preparacion de una solucion madre
de cada principio activo donde por medio de diluciones se evalud la respuesta del
analito en 5 diferentes niveles de concentracion comprendidos entre el 60% y 140%
de la concentracién indicada en la técnica analitica y ensayadas por triplicado,
obteniendo valores proporcionales tal como se muestra en la tabla 4.2.7 y 4.2.9.

Tabla 4.2.7 Linealidad del Metil Parabeno

Replicas Nivel Conc. real Areas Factor
(%) (mg/mL) Obtenidas Respuesta (f) y/x

1 0,043 525602,160 12173489,450
2 60,00 0,043 527295,862 12212717,339
3 0,043 525276,884 12165955,721
1 0,058 708049,356 12299356,518
2 80,00 0,058 707816,458 12295310,902
3 0,058 706848,191 12278491,367
1 0,072 878783,173 12212106,351
2 100,00 0,072 880094,623 12230331,059
3 0,072 880734,292 12239220,289
1 0,086 1058741,006 12260738,744
2 120,00 0,086 1058602,034 12259129,380
3 0,086 1058638,434 12259550,910
1 0,101 1234684,044 12255628,928
2 140,00 0,101 1235359,699 12262335,565
3 0,101 1237302,540 12281620,449

Promedio 12245732,198

SD 40309,14415
RSD% 0,329
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Existen varios procedimientos para verificar la linealidad, siendo el factor de respuesta
una de los mas importantes, el cual consiste en una expresién aproximada de la
sensibilidad de calibrado al dividir la respuesta versus la concentracion. Los factores
de respuesta deben ser semejantes entre si y cercanos al valor de la pendiente, por
lo que un coeficiente de variacion superiores al 5% es indicativo de una posible falta
de linealidad. Dentro de este ensayo, el valor obtenido de RSD% es de 0,329 para
metil parabeno, y de 0,612 para propil parabeno, cumpliendo con el criterio de
aceptacion.

En la figura 4.2.3 y 4.24 respectivamente, se observa la curva de regresion lineal del
metil parabeno y propil parabeno, donde de manera visual podemos notar en ambos
casos que no hay valores aberrantes y que la relacion entre variables arroja una
pendiente de inclinacion negativa y un coeficiente de correlacion de 0,9999.

Figura 4.2.3 Regresion Lineal del Metil Parabeno
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Tabla 4.2.8 Test de Linealidad y Normalidad del Metil Parabeno
Parametro | Limite de aceptacion | Resultado | Conclusion
Recta de Regresion:
Coeficiente de Correlacién r > 0,990 1,000 Cumple
Coeficiente de Determinacion r2 > 0,980 1,000 Cumple
t de student para “r” texp > ttabla 234,167 > 3,182 Cumple
Test de Linealidad
Desviacion estandar relativa | <5,0% | 0,329 | Cumple
Homogeneidad de Varianzas
Test de Cochran | Gexp < G tabla | 0,560 < 0,684 | Cumple
ANOVA / Test de Fisher F1
Test de Fisher | Fexp > F tabla | 237614,694>2503 | Cumple

En la tabla 4.2.8 podemos corroborar la veracidad de los resultados al obtener
coeficientes de correlacion y determinacion de 1,000 lo que nos expresa que existe
una relacion lineal. Para el correspondiente analisis estadistico se aplico el parametro
de t-student para coeficiente de correlacion (r), el cual evalla si r es significativamente
distinto de 1. Se obtuvo un t experimental de 234,167 mayor al de la tabla con un valor
de 3,182; lo cual corrobora el valor del coeficiente de correlacion. A su vez, se
comprobé la homogeneidad de varianzas usando el test de Cochran al obtener un G
experimental de 0,560 menor al de la tabla de 0,684; para luego dar paso a el analisis
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de varianza (ANOVA). Este analisis tiene como objetivo investigar si las variaciones
entre los diferentes niveles entre grupos tienen un efecto medible sobre una variable
dependiente, para lo cual se us6 ANOVA de un factor donde la variable independiente
es la concentracion y la variable dependiente es la respuesta (Area); se evaluaron las
variaciones entre los diferentes niveles de concentracién, se realizé el andlisis de
residuales, y mediante el valor estadistico de Fisher se obtuvo un F experimental de
237614,694 siendo este mayor al F critico de 2,503. De esta manera se ha podido
demostrar finalmente la linealidad del sistema para metil parabeno.

Tabla 4.2.9 Linealidad del Propil Parabeno

Replica Nivel Conc. real Areqs Factor
(%) (mg/mL) Obtenidas Respuesta (f) y/x
1 0,005 50435,380 10455103,721
2 60,00 0,005 50209,470 10408273,252
3 0,005 50368,150 10441167,142
1 0,006 68152,010 10595772,699
2 80,00 0,006 68278,490 10615436,878
3 0,006 68186,150 10601080,535
1 0,008 84941,920 10564915,423
2 100,00 0,008 84913,471 10561376,990
3 0,008 85029,260 10575778,607
1 0,010 102057,125 10578043,295
2 120,00 0,010 102279,530 10601095,186
3 0,010 102142,300 10586871,535
1 0,011 119077,135 10578966,704
2 140,00 0,011 119152,150 10585631,133
3 0,011 119130,970 10583749,475
Promedio 10555550,838
SD 64631,54152
RSD% 0,612
Figura 4.2.4 Regresion Lineal del Propil Parabeno
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Tabla 4.2.10 Linealidad y Normalidad del Propil Parabeno

Parametro alélergltt:c?éen Resultado Conclusion

Recta de Regresion:

Coeficiente de Correlaciéon r > 0,990 1,000 Cumple

Coeficiente de Determinacion r2 > 0,980 1,000 Cumple

t de student para “r” t exp > ttabla 169,829 > 3,182 Cumple
Test de Linealidad

Desviacion estandar relativa ‘ <5,0% ‘ 0,612 ‘ Cumple

Homogeneidad de Varianzas
Test de Cochran ‘ Gexp < G tabla ‘ 0,653 <0,684 ‘ Cumple
ANOVA / Test de Fisher F1
Test de Fisher | Fexp>Ftabla | 124981,340>2503 | cumple

En la tabla 4.2.10 podemos corroborar la veracidad de los resultados al obtener
coeficientes de correlacion y determinacion de 1,000 lo que nos expresa que existe
una relacion lineal. Se aplicé un andlisis estadistico de t-student para coeficiente de
correlacion (r), el cuél evalla si r es significativamente distinto de 1. Se obtuvo un t
experimental de 169,829 mayor al de la tabla con un valor de 3,182; lo cual corrobora
el valor del coeficiente de correlacion. A su vez, se comprob6 la homogeneidad de
varianzas usando el test de Cochran al obtener un G experimental de 0,653 menor al
de la tabla de 0,684; para luego dar paso a el anadlisis de varianza (ANOVA). Este
analisis tiene como objetivo investigar si las variaciones entre los diferentes niveles
entre grupos tienen un efecto medible sobre una variable dependiente, para lo cual
se us6 ANOVA de un factor donde la variable independiente es la concentracion y la
variable dependiente es la respuesta (Area); se analizaron las variaciones entre los
diferentes niveles de concentracion, se realiz6 el andlisis de residuales para
finalmente, mediante el estadistico de Fisher comprobar que el F experimental de
124981,340 es mayor al F critico de 2,503. De esta manera se pudo demostrar la
linealidad del sistema del propil parabeno.

4.2.9 Linealidad de Método

De la misma manera que se ha ejecutado el estudio de linealidad del sistema se llevd
a cabo estudio de linealidad del método, en este caso a partir de muestras placebo
mas los analitos metil y propil parabeno respectivamente.

Las respuestas obtenidas en el estudio de linealidad del método para metil y propil
parabeno vienen de la preparacién de soluciones muestra compuestas por placebo
mas principio activo donde por medio de diluciones se evalud su respuesta en 5
diferentes niveles de concentraciones por triplicado obteniendo valores
proporcionales tal como se muestra en la tabla 4.2.11, y 4.2.13. Dentro de este
ensayo, la linealidad fue igualmente satisfactoria para ambos analitos en placebo, con
valor obtenido de RSD% de 0,525 en metil parabeno y de 0,540 en propil parabeno.

55



Tabla 4.2.11 Linealidad del método de Metil Parabeno

Nivel Conc. real Areas Recuperacion Factor
REPLICAS (%) (mg/mL) Obtenidas (%) Respuesta (f) y/x
1 0,043 536447,022 101,292 12393656,363
2 60,00 0,043 537975,024 101,580 12428958,137
3 0,043 537999,643 101,585 12429526,915
1 0,058 712467,720 100,896 12345226,643
2 80,00 0,058 711024,199 100,691 12320214,150
3 0,058 711907,230 100,817 12335514,798
1 0,072 890496,291 100,886 12344001,816
2 100,00 0,072 889369,595 100,758 12328383,629
3 0,072 887877,151 100,589 12307695,467
1 0,087 1059023,122 99,982 12233424,845
2 120,00 0,087 1062620,667 100,322 12274982,291
3 0,087 1055312,184 99,632 12190557,527
1 0,101 1244300,249 100,692 12320292,378
2 140,00 0,101 1240813,447 100,410 12285768,219
3 0,101 1246838,486 100,898 12345424,433
Promedio 12325575,174
SD 64695,695
RSD% 0,525
Figura 4.2.5 Regresién Lineal del Método de Metil Parabeno
RECTA DE REGRESION LINEAL
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2_-.N0000Q et
é 40,000 R -0,999?. o P
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2
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0,000 0,020 0,040 0,060 0,080 0,120
CONCENTRACION "X"

Dentro de la figura 4.2.5 se observa la curva de regresion lineal del metil parabeno
donde de manera visual podemos notar que no hay valores aberrantes y que la
relacion entre la concentracion vs la respuesta arroja una pendiente de inclinacion
positiva y un coeficiente de correlacion de 0,9999. Mientras que, dentro de la figura
4.2.6 se observa la curva de regresion lineal del propil parabeno donde de manera
visual podemos notar que no hay valores aberrantes y que la relacién entre la
concentracion vs la respuesta arroja una pendiente de inclinacion negativa y un

coeficiente de correlacion de 0,9997
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Tabla 4.2.12 Linealidad y Varianzas del Método de Metil Parabeno

Pardmetro Limite de Resultado Conclusion
aceptacion

Recta de Regresion:

Coeficiente de Correlacion r > 0,990 1,000 Cumple

Coeficiente de Determinacion r? > 0,980 1,000 Cumple

t de student para “t” t exp > ttabla 123,064 > 3,182 Cumple
Test de Linealidad

Desviacion estandar relativa | <5,0% | 0,525 | Cumple

Homogeneidad de Varianzas
Test de Cochran | Gexp<Gtabla | 0,496 < 0,684 | Cumple
ANOVA / Test de Fisher F1
Test de Fisher | Fexp>Ftabla | 65626,868>2503 | Cumple

En la tabla 4.2.12 se puede corroborar la veracidad de los resultados al obtener
coeficientes de correlacion y determinacion de 1,000 lo que expresa que existe una
relacion lineal. Se aplicé un analisis estadistico de t-student para coeficiente de
correlacion (r), el cual evalla si r es significativamente distinto de 1. Se obtuvo un t
experimental de 123,064 mayor al de la tabla con un valor de 3,182; lo cual comprueba
el valor del coeficiente de correlacion. A su vez, se comprob6 la homogeneidad de
varianzas usando el test de Cochran al obtener un G experimental de 0,496 menor al
de la tabla de 0,684. Asi también, con el propésito de investigar si las variaciones
entre los diferentes niveles entre grupos tienen un efecto medible sobre una variable
dependiente, se usé6 ANOVA de un factor donde la variable independiente es la
concentracion y la variable dependiente es la respuesta (Area); se analizaron las
variaciones entre los diferentes niveles de concentracion, se realizé el andlisis de
residuales, y mediante el estadistico de Fisher fue factible comprobar que el F
experimental de 65626,868 es mayor al F critico de 2,503. De esta manera se termina
de demostrar la linealidad del método del metil parabeno. Adicional a la linealidad se
pudo evaluar la recuperaciéon de cada nivel al compararlo frente a un estandar
obteniendo valores dentro de especificacion lo que nos demuestra que no existe un
efecto matriz que pueda interferir en la recuperacion del metil parabeno en las
soluciones muestra.
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Tabla 4.2.13 Linealidad del método de Propil Parabeno

Nivel Conc, real Areas Recuperacion Factor
REPLICAS (%) (mg/mL) Obtenidas (%) Resr’;;ffta ®
1 0,005 51303,210 99,566 10599836,777
2 60,00 0,005 51088,560 99,149 10555487,603
3 0,005 51274,750 99,510 10593956,612
1 0,006 67958,470 98,907 10529666,873
2 80,00 0,006 67726,465 98,569 10493719,399
3 0,006 67795,770 98,670 10504457,701
1 0,008 84945,140 98,897 10528648,984
2 100,00 0,008 84465,655 98,339 10469218,518
3 0,008 84430,080 98,297 10464809,122
1 0,010 102189,640 99,141 10554600,289
2 120,00 0,010 102572,385 99,512 10594131,894
3 0,010 101945,945 98,904 10529430,386
1 0,011 120034,001 99,814 10626239,465
2 140,00 0,011 119605,891 99,458 10588340,209
3 0,011 120389,100 100,109 10657675,283
Promedio 10552681,274
SD 57009,082
RSD% 0,540
Figura 4.2.6 Regresion Lineal del Método de Propil Parabeno
RECTA DE REGRESION LINEAL
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En la tabla 4.2.14 podemos corroborar la veracidad de los resultados al obtener
coeficientes de correlacion y determinacion de 1,000 lo que nos expresa que existe
una relacion lineal. Se aplicé un analisis estadistico de t-student para coeficiente de
correlacion (r), el cuél evalta si r es significativamente distinto de 1. Se obtuvo un t
experimental de 94,782 mayor al t tabla con un valor de 3,182; lo cual corrobora el
valor del coeficiente de correlacion.
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Tabla 4.2.14 Linealidad y Varianzas del Método de Propil Parabeno

Pardmetro Limite de Resultado Conclusion
aceptacion

Recta de Regresion:

Coeficiente de Correlacion r > 0,990 1,000 Cumple

Coeficiente de Determinacion r? > 0,980 1,000 Cumple

t de student para “r” texp >t tabla 94,782 > 3,182 Cumple
Test de Linealidad

Desviacion estandar relativa | <5,0% | 0,540 | Cumple

Homogeneidad de Varianzas
Test de Cochran | Gexp<Gtabla | 0,285 < 0,684 | Cumple
ANOVA / Test de Fisher F1
Test de Fisher | Fexp>Ftabla | 38929,449>2503 | Cumple

A su vez, se comprobd la homogeneidad de varianzas usando el test de Cochran al
obtener un G experimental de 0,285 menor al G tabla de 0,684; para luego dar paso
a el analisis de varianza (ANOVA). Este analisis tiene como objetivo investigar si las
variaciones entre los diferentes niveles entre grupos tienen un efecto medible sobre
una variable dependiente, para lo cual se us6 ANOVA de un factor donde la variable
independiente es la concentracion y la variable dependiente es la respuesta (Area);
se analizaron las variaciones entre los diferentes niveles de concentracion, se realizo
el analisis de residuales para finalmente, mediante el estadistico de Fisher comprobar
gue el F experimental de 38929,449 es mayor al F critico de 2,503. De esta manera
se termina de demostrar la linealidad del método del propil parabeno. Adicional a la
linealidad se pudo evaluar la recuperacién de cada nivel al compararlo frente a un
estandar obteniendo valores dentro de especificacion lo que nos demuestra que no
existe un efecto matriz que pueda interferir en la recuperacion del propil parabeno en
las soluciones muestra.

4.2.10 Exactitud del Método

La exactitud del método expresa la proximidad entre el valor que es aceptado
convencionalmente como valor verdadero, valor nominal, teérico o un valor de
referencia y el valor encontrado experimentalmente.

Para demostrar la exactitud del método se prepararon 3 concentraciones de solucion
muestra de 60%, 100% y 140% de la concentracion indicada en la técnica analitica.
Estas soluciones se prepararon por triplicado en cada nivel de concentracion a partir
de pesos individuales de solucién muestra de metil y propil parabeno mas placebo y
fueron comparadas con una solucion estandar de metil y propil parabeno. Los
resultados obtenidos de cada ensayo se muestran en la tabla 4.2.15 para el metil
parabenoy 4.2.17 para el propil parabeno, donde se puede evidenciar los porcentajes
de recuperacion que van desde el 98,298 al 101,585%.
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Tabla 4.2.15 Recuperacion del Metil Parabeno

: %
Niveles | Replicas Con, real Are"?‘s mg % . Recuperacion sesgo-
(mg/mL) Obtenidas | Hallados | Recuperacion Promedio Bias% (b)
1 0,043 536447,022 21,922 101,292
60% 2 0,043 537975,024 21,984 101,580 101,486 1,486
3 0,043 537999,643 21,985 101,585
1 0,072 890496,291 36,390 100,886
100% 2 0,072 889369,595 36,343 100,758 100,744 0,744
3 0,072 887877,151 36,283 100,589
1 0,101 1244300,249 | 50,847 100,692
140% 2 0,101 1240813,447 | 50,705 100,410 100,667 0,667
3 0,101 1246838,486 | 50,951 100,898
Promedio 100,966 100,966 0,966
SD 0,425 0,452
RSD% 0,421 0,448
Tabla 4.2.16 Test de varianzas y evaluacion de medias del Metil Parabeno
Parametro Limite de aceptacion Resultado Conclusion
Test de Ilgualdad de Varianzas
Test de Cochran ‘ G exp, < G critico | 0543<0,871 | Cumple
Evaluacion de Medias
Sesgo-Bias (b) + 5% 0,965 Cumple
Test de Student t exp <t critico 0,711 < 2,306 Cumple

Para demostrar la exactitud de ambos métodos, se obtuvo el sesgo — Bias de cada
ensayo, tal como se puede ver en las tablas 4.2.16 para metil parabeno y 4.2.18 para
propil parabeno.

Tabla 4.2.17 Recuperacién del Propil Parabeno

. %
Niveles | Replicas Con, real Are"?‘s my % . Recuperacion §esgo—
(mg/mL) Obtenidas | Hallados | Recuperacion Promedio Bias% (b)
1 0,005 51303,210 2,409 99,566
60% 2 0,005 51088,560 2,399 99,149 99,409 -0,591
3 0,005 51274,750 2,408 99,511
1 0,008 84945,140 3,990 98,897
100% 2 0,008 84465,655 3,967 98,339 98,511 -1,489
3 0,008 84430,080 3,965 98,298
1 0,011 120034,001 5,637 99,814
140% 2 0,011 119605,891 5,617 99,458 99,794 -0,206
3 0,011 120389,100 5,654 100,109
Promedio 99,238 99,238 -0,762
SD 0,626 0,658
RSD% 0,631 0,663
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Tabla 4.2.18 Test de varianzas y evaluacion de medias del Propil Parabeno

Parametro Limite de aceptacion Resultado Conclusion
Test de Igualdad de Varianzas
Test de Cochran | G exp, < G critico 0,416 <0,871 | Cumple
Evaluacion de Medias
Sesgo-Bias (b) + 5% -0,765 Cumple
Test de Student t exp <t critico 0,388 < 2,306 Cumple

La exactitud del método se ve influenciada por la matriz de la muestra, la preparacion
y extraccion de la concentracion de analito por lo que en este caso tenemos un método
gue minimiza tales interferencias y se pudo corroborar sabiendo que el sesgo — Bias
debe ser £5% y segun el andlisis estadistico Test de Cochran el G experimental debe
ser menor al G critico. De acuerdo con los resultados obtenidos, podemos evidenciar
gue el sesgo para metil parabeno es de 0,965 y para propil parabeno es de -0,765;
valores dentro de lo especificado. De igual manera, en ambos casos se puede
evidenciar un G experimental menor que G critico lo cual nos demuestra que las
varianzas de las tres concentraciones utilizadas son equivalentes y que la
concentracion no influye en la variabilidad de los resultados. A su vez, se puede
evidenciar que no existen diferencias significativas entre la recuperacion media y el
100% de acuerdo con el Test de Student, al ser t experimental mayor al t critico en
ambos métodos. De esta manera queda demostrada la exactitud del método para metil
y propil parabeno.

Precision del Método

Este estudio comprendié la capacidad de un método para proporcionar resultados
proximos entre si; por tanto, demuestra el grado de dispersion de los resultados
analiticos respecto a su valor medio. Para lo cual se ensayd respectivamente la
repetibilidad del método y su precision intermedia, para ambos compuestos activos.

4.2.11 Repetibilidad del método
Tabla 4.2.19 Recuperacion de metil y propil parabenos

Nivel % Recuperacion % Recuperacion
REPLICAS (%) (Metil Parabeno) (Propil Parabeno)
1 101,292 99,566
2 60,00 101,580 99,149
3 101,585 99,511
1 100,886 98,897
2 100,00 100,758 98,339
3 100,589 98,298
1 100,692 99,814
2 140,00 100,410 99,458
3 100,898 100,109
Promedio 100,966 99,238
SD 0,425 0,626
RSD% 0,421 0,631
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La evaluacion de la repetibilidad del método se realizé en una serie de analisis sobre
3 niveles de concentracion en las mismas condiciones operativas en un mismo
laboratorio.

Segun el coeficiente de variacion obtenido del ensayo, este parametro esta dentro de
lo especificado con un valor experimental de 1,94% para metil parabeno y de 3,88%
para propil parabeno; por tanto, se demuestra que no existe diferencia significativa en
las respuestas de los niveles evaluados.

4.2.12 Precisiéon Intermedia

La precision intermedia del método evalud las variaciones internas del laboratorio
(analista, dia, instrumento) en la ejecucidén del analisis. En este caso, los ensayos
comprendieron un periodo de 2 dias con equipos y analistas diferentes para verificar la
incidencia de dichas condiciones en el método aplicado.

De acuerdo con el coeficiente de variacion obtenido en el ensayo de precision
intermedia, los resultados demuestran que existe precision del método con un RSD%
0,652 (Metil Parabeno) y RSD%1,308% (Propil parabeno), encontrandose en ambos
casos encontrarse dentro de especificacion.

De esta manera se ha considerado un RSD% maximo permitido de < 3,7 %, y un valor
de recuperacion fue 95-105% para metil parabeno; y un RSD% maximo permitido de
< 5,3 % y un valor de recuperacion 90-107% para propil parabeno. Los resultados
completos, tanto de la repetibilidad del método como de la precision intermedia, no
excedieron de los valores de RSD% permitidos, como se muestra en la tabla 4.2.21
para metil parabeno y 4.2.23 para propil parabeno.

Tabla 4.2.20 Prueba intralaboratorio del Metil Parabeno

DIA 1 \ DIA 2 DIA 1 \ DIA 2
Equipo # 1 Equipo # 2
Area % Area % Area % Area %
Replicados | Recuperacién | Replicados |Recuperacion | Replicados |Recuperacion | Replicados |Recuperacion
ANALISTA 884299,947 879452,500 914467,224 919120,922
A 885436,662 99,995 884374,038 99,532 917876,253 100,663 918789,891 99,353
888040,914 879839,824 915329,912 914493,761
ANALISTA 887540,714 881223,642 921394,710 922175,473
B 889790,684 100,070 882099,997 99,619 919864,789 99,032 919816,309 100,942
897821,305 885389,239 919273,565 920159,387
Tabla 4.2.21 Anédlisis de precision intermedia del Metil parabeno
Parametro Limite de aceptacion Resultado Conclusién
Repetibilidad del Método
Desviacion estandar relativa
(RSD%) 1,94 0,421 Cumple
Precisién Intermedia
% Recuperacion 95— 105 99,901 Cumple
Desviacion estandar relativa
(RSD%) 3,7 0,652 Cumple
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Tabla 4.2.22 Prueba intralaboratorio del Propil Parabeno

DIA 1 \ DIA 2 DIA 1 \ DIA 2
Equipo # 1 Equipo # 2
Area % Recuperacin Area % Area % Area %
Replicados 0 P Replicados |Recuperacion |Replicados |Recuperacion |Replicados |Recuperaciéon
ANALISTA 84761,990 84400,346 85737,885 85946,556
A 84584,160 99,560 84761,085 99,114 85645,111 100,144 85883,810 98,403
84779,230 84416,960 85016,550 85948,400
ANALISTA 85158,100 84446,140 85739,150 86074,750
B 85333,180 99,439 84562,090 100,564 86217,221 97,732 86464,860 101,939
85813,190 85040,305 86230,250 86534,000
Tabla 4.2.23 Analisis de precision intermedia del Propil parabeno
Pardmetro Limite de aceptacion Resultado Conclusion
Repetibilidad del Método
Desviacion estandar relativa
3,88 0,631 Cumple
(RSD%) P
Precisién Intermedia
% Recuperacion 90 - 107 99,612 Cumple
Desviacion estandar relativa
53 1,308 Cumple
(RSD%) P

4.2.13 Robustez
La robustez es uno de los parametros que se exigen durante el desarrollo del

protocolo de validacion e indica la susceptibilidad del método analitico a variaciones
menores razonables y brinda una indicacion de su confiabilidad.

Se identificaron 4 factores que podrian tener un efecto significativo en el desempefio
del método y se propusieron maximos y minimos al variar ligeramente cada uno ellos
utilizando un disefio factorial. Se prepararon estandar y muestra al 100% de la
concentracion para luego calcular el porcentaje de recuperacion y desviacion
estandar relativa de las diferentes variaciones.

Tabla 4.2.24 Robustez del Metil parabeno

o - . L Cambio Realizado
N Condiciones variables Técnica Nivel Alto (+) Nivel bajo ()
1 Temperatura de la columna (°C) 30 35 25
2 Flujo (mL/min) 1 1,2 0,8
3 pH Fase Movil 2,5 3 2
4 Temperatura del Sample (°C) 20 25 15

Mediante este ensayo se determin6 que la metodologia analitica es robusta a cambios
de Flujo, temperatura de columna, pH de la fase mévil y temperatura del auto
muestreador variables que fueron evaluadas mediante un disefo factorial fraccionado
2A7-4 seria 1/16 ava parte del disefio completo donde se puede evaluar hasta 7
variables en 8 corridas o experimentos.
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Tabla 4.2.25 Disefio Factorial - Plackett Burman 4 Factores del Metil parabeno

Corrida A B C D
1 + - - +
2 + + - -
3 + + + -
4 - + + +
5 + - + +
6 - + - +
7 - - + -
8 - - - -

Tabla 4.2.26 Porcentaje de recuperacion del Metil parabeno

N° Repl_lcas / 1 5 3 4 5 6 7 8
Corrida
1 100,014 | 99,819 | 99,498 | 100,272 | 100,067 | 99,970 | 99,560 | 99,258
2 100,174 | 99,918 | 99,298 | 100,273 | 100,230 | 99,944 | 99,267 | 99,217
3 100,061 | 100,005 | 99,787 | 100,236 | 100,179 | 99,863 | 99,824 | 99,335
Y Recuperacion | 4 haq | 99914 | 99528 | 100,260 | 100,159 | 99,926 | 99,550 | 99270
Promedio
SD 0,082 0,093 0,246 0,021 0,084 0,056 0,278 0,060
RSD% 0,082 0,093 0,247 0,021 0,084 0,056 0,280 0,060
Tabla 4.2.27 Evaluacion de la robustez del Metil parabeno
Condicidn Variable Resultados Criterio
Temperatura de la columna (°C) 0,169 NO AFECTA Especificacion <a | 0,922
Flujo (mL/min) 0,142 NO AFECTA
pH Fase Movil 0,076 NO AFECTA
Temperatura del Sample (°C) 0,541 NO AFECTA
Tabla 4.2.28 Robustez del Propil parabeno
o - . . Cambio Realizado
N Condiciones variables Técnica Nivel Alto (+) Nivel bajo ()
1 Temperatura de la columna (°C) 30 35 25
2 Flujo (mL/min) 1 1,2 0,8
3 pH Fase Movil 2,5 3 2
4 Temperatura del Sample (°C) 20 25 15

Tabla 4.2.29 Disefio Factorial - Plackett Burman 4 Factores del Propil parabeno

Corrida A B C D
1 + - - +
2 + + - -
3 + + + -
4 - + + +
5 + - + +
6 - + - +
7 - - + -
8 - - - -
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Tabla 4.2.30 Porcentaje de recuperacién del Propil parabeno

N° Replicas / Corrida 1 2 3 4 5 6 7 8
1 99,008 | 101,055 | 100,689 | 99,086 | 98,834 | 99,120 | 98,135 | 97,843
2 99,087 | 101,100 | 100,674 | 98,986 98,735 98,807 97,418 97,498
3 98,829 | 101,392 | 100,996 | 99,130 | 98,732 | 98,726 | 98,071 | 97,369
% Recuperacion Promedio 98,975 | 101,182 | 100,786 | 99,067 | 98,767 | 98,885 | 97,875 | 97,570
SD 0,132 0,183 0,182 0,074 0,058 0,208 0,397 0,245
RSD% 0,134 0,181 0,180 0,075 0,059 0,211 0,405 0,251
Tabla 4.2.31 Evaluacién de la robustez del Propil parabeno
Condicion Variable Resultados Criterio
Temperatura de la columna (°C) 1,578 NO AFECTA Especificacion <a | 1,842
Flujo (mL/min) 1,684 NO AFECTA
pH Fase Movil -0,029 NO AFECTA
Temperatura del Sample (°C) -0,430 NO AFECTA

Se escogieron 4 variables y en las diferentes combinaciones no presentaron evidencia
significativa al ser comparados con la desviacion estandar del parametro de precision
intermedia multiplicado por la raiz cuadrada de 2 sin embargo, se recomienda seguir
la metddica tal cual se describe en el protocolo de validacion para evitar perder
selectividad/especificidad del analito principal.

4.2.14 Ensayo de Retencion de Filtro

El estudio de retencion de filtro es una comparaciéon de soluciones filtradas y sin filtrar
durante la validacion del método, para determinar si el filtro que se utiliza retiene algun
compuesto activo o contribuye con algin componente desconocido en el analisis.
Blanco, muestra y soluciones estdndar se analizan con y sin filtracion y las
comparaciones se realizan en la recuperacion y en la apariencia de los
Cromatogramas.

Se evalud los filtros de Polivinildenedifloride (PVDF) y Nylon (RC) frente a soluciones
centrifugadas

Las muestras de metil y propil parabeno en jarabe se filtraron a través de filtros de
Fluoruro de polivinilideno (PVDF) y Celulosa Regenerada (RC). Los resultados
expresados como porcentajes de recuperacion comparados frente a una muestra
centrifugada e inyectada de metil y propil parabeno en jarabe muestran que el filtro
PVDF no retiene analito cumpliendo con la especificacion de variacion menor al 1,5%
absoluto en comparacion a la muestra centrifugada tal como se muestran en las tablas
4.2.32 para metil parabeno y 4.2.33 para propil parabeno. Sin embargo, se observa
gue las areas de metil y propil parabeno aumentan un porcentaje de recuperacion
considerable por encima del 15% para el filtro RC, pudiendo deberse a una
potenciacion del area de la muestra por parte de la interaccion de la membrana del
filtro con la muestra. Se recomienda descartar los primeros mililitros del filtrado de las
soluciones para evitar posibles variaciones en la repetibilidad de las muestras.
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Tabla 4.2.32 Ensayo de retencion de filtro del metil parabeno

Filtro

Z

%
Recuperacion

RSD
%

% Recuperacion
por
Filtro

Variacion
No +1,5%
(vs Centrifugado)

Condicion

Fluoruro de
polivinilideno
(PVDF)

100,107

100,143

100,166

0,029

100,382

100,624

100,072

0,276

100,523

100,193

100,148

0,204

100,262

-0,385

CUMPLE

Celulosa
Regenerada
(RC)

116,077

116,017

116,065

0,027

116,863

116,373

116,562

0,212

116,090

116,292

116,804

0,316

116,349

-16,472

NO
CUMPLE

Centrifugacion

99,832

99,784

100,360

0,320

99,854

99,233

100,014

0,414

99,782

100,021

WINIPWINFP|WINIPIWINIPIWINFPWINIFPIWINIFPIWINFP[WIN|F-

100,013

0,136

99,877

N/A

N/A
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Tabla 4.2.33 Ensayo de retencion de filtro del propil parabeno

Filtro

Z

%
Recuperacion

RSD
%

% Recuperacion
por
Filtro

Variacién
No £1,5%
(vs Centrifugado)

Condicion

Fluoruro de
polivinilideno
(PVDF)

99,072

99,206

99,158

0,069

99,596

99,471

99,466

0,074

99,741

99,492

99,446

0,160

99,405

-0,580

CUMPLE

Celulosa
Regenerada
(RC)

114,970

114,828

114,662

0,134

115,765

115,012

115,793

0,383

114,970

115,035

115,453

0,228

115,165

-16,340

NO
CUMPLE

Centrifugacion

98,899

98,785

99,339

0,295

99,088

97,290

99,020

1,035

98,804

99,127

WINIFPIWINIFPWINIRPWINFP[WINFPIWINEPWINPOINRPRPWDNP

99,075

0,175

98,825

N/A

N/A
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CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El presente trabajo de investigacion establece de forma consistente y con evidencia
cientifica / experimental un método para la identificacion y cuantificacion de los
conservantes presentes en la forma farmacéutica jarabe., destacandose los
siguientes puntos:

Se desarroll6 un método rapido, sencillo y con alto nivel de precision RSD %
0,652 para metil parabeno y RSD % 1,308 para propil parabeno, y exactitud de
entre 99 y 102 % para la determinacion de metil y propil parabeno en la forma
farmacéutica jarabe.

La técnica propuesta se validé segun los criterios internacionales de la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP) y la Conferencia Internacional sobre
armonizacion de requisitos técnicos para el registro de productos
farmacéuticos para uso humano (ICH), de esta forma se lograron los objetivos
propuestos para exactitud, selectividad, precision y linealidad en el rango de
trabajo desde 43 hasta 101 ug/mL para metil parabeno y desde 5 hasta 11
ug/mL para propil parabeno, usando cromatografia liquida de ultra resolucion.
El limite de cuantificacién establecido de 1,60 ug/mL para metil parabeno y
0,24 ug/mL para propil parabeno fue apropiado pues puede reproducirse con
facilidad cumpliendo con criterios de precision y exactitud.

Por ultimo, se demostré la robustez del método al comprobar la obtencién de

resultados reproducibles al modificar las variables analiticas mas importantes

del método (flujo, temperatura de columna, pH de la fase movil y temperatura

del auto muestreador).

RECOMENDACIONES

Considerando las exigencias de las autoridades sanitarias de cada pais, que a
su vez hacen eco de las nuevas reformas y actualizaciones de los informes de
la Organizacion Mundial de la Salud, y de los sistemas de calidad, entre otros,
se recomienda la estimacion de la incertidumbre del método en base a los
resultados de validacién del presente estudio.

Considerando que la prueba de retencion de filtro evidencié una recuperacion
mas elevada en filtros RC aproximadamente un 15% con respecto a su
homologo PVDF, se presenta un nuevo proposito de investigacion a desarrollar
sobre el estudio del material de retencién frente a este tipo de compuestos.
Considerando las ventajas practicas de la aplicacion de la técnica de UHPLC,
se recomienda desarrollar y ampliar la aplicacion de la metodologia para la
identificacion y cuantificacion de parabenos en otras formas farmaceéuticas de
potencial interés.
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A.ANEXOS

Anexo A.1 Cromatogramas de selectividad antes de estufa — Metil y Propil Parabeno
MP + Placebo a 254nm

015
j l 2
i @ [s>)
, 0 @©
0107 < ;
! o}
= 2 5
< [1)] e
4 o @
0.05+ g &
] o <
] = o
()]
] fusy
= o
0.00—4J N /AN
— ; — — T —
0.00 200 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00

Minutes

Anexo A.2 Cromatogramas de selectividad después de estufa — Metil y Propil Parabeno
MP + Placebo a 254nm
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Anexo A.3 Cromatograma de reacciones inducidas - Metil y Propil Parabeno MP +
Placebo Termolisis a 254nm
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Anexo A.4 Cromatograma de reacciones inducidas - Metil y Propil Parabeno MP +
Placebo Hidrolisis Basica a 254nm
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Anexo A.5 Cromatograma de reacciones inducidas - Metil y Propil Parabeno MP +
Placebo Hidrolisis Acida a 254nm
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Anexo A.6 Cromatograma de reacciones inducidas - Metil y Propil Parabeno MP +
Placebo Oxidacion a 254nm
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Anexo A.7 Cromatograma de reacciones inducidas - Metil y Propil Parabeno MP +
Placebo Fotosensibilidad a 254nm
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Anexo A.8 Limite de deteccion (LOD)
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