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CAPITULO 1 



1NTRODUCCION 

1.1 Planteamiento del Problema 

La industria fannaceirtka requiere de métodos analiticoa que aseguren que los medkamentoa que 

se fabrican se encuentren dentro de una óptima calidad, no solo recién elaborados sino durante 

todo el tiempo que permanezcan en el mercado. Cuando no se cuenta con un método oficial 

farmacopeico para su análisis, es necesario desarrollar uno en el laboratorio, probarlo y validado 

debidamente. 

La validación es parte fundamental del desarrollo de nuevas térmicas analiticas, implica le 

optimización del mismo mediante estudios de laboratorio. Dependiendo de las características del 

producto, serán los parámetros que se realicen para que el método sea el adecuado en lea 

aplicaciones requeridas del producto. •• 

El Piretm es un insecticida que se obtiene de las flores seas del Caranthemittn.clatratiefollunk Y 

el componente activo del Piretm son las Iliretrinas que se utilizan en la agricultura, hogar y en 

tratamientos contra la infestación de escabiosis y pediculosis (piojos). j0,21 

El Piperonil Butóxido se obtiene del aceite esencial del kkote,a cymbanim. Es un sinergista 

ampliamente usado en insecticidas caseros y preparaciones en aerosol. Es un ingrediente esencial 

para todas las formulaciones que contienen Piretrinas naturales y sintéticas. n.o 

Comercialmente en el mercado existen lociones y sliampow que contienen Piretrinas en una 

concentración de 0.17 - 0.M % y de 2 • 4 "lo de Piperonil !bióxido, á, 



Para su análisis existen métodos espectrofotoroétricos y por Crumatografia de gases pero se ha 

demostrado que no son eficientes. Por eso es importante el desarrollar y validar un método para 

cuantificar Pimtrinas I. II y Piperonil Butóxido en un shampoo antipediculosis ( antipiojos) por 

Cromatografta de Uquidos de Alta Resolución ( CIAR) que también sea indicativo de estabilidad. 

1.2 Objetivo 
a) Desarrollar un método molifico adecuado y especifico para Piretrituts I, II y Plperonhl Butóxido 

por Cromatografia de liquidos de Alta Reaolucción. 

b) Validar el método y demostrar la confiabilidad del mismo, para fines prácticos del laboratorio. 

c) Adaptar y ser resolutivo para sus determinaciones como producto intermedio, producto 

terminado y producto de estabilidad. 

1.3 Hipótesis 

1) Si los componentes del piretro y de piperonil butóxido son separados por cromatoodia liquida 

de alta resolución, entonces es posible establecer un método molifico besado en este principio para 

determinar estos compuestos. 

2) El método molifico desarrollado cumplirá con los requisitos de validación para establecerse 

como procedimiento de rutina 
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CAPITULO 2 



ANTECEDENTES 

2.1 Generalidades 

2.1.1 Desarrollo de un método analítico 

Cuando se está desarrollando un método embija+ deben tommee en cuenta loe siguientes puntoo: 

CARACIV.111511CAS DEI, PRINCIPIO ACTIVO: 

P. N necesario realizar una investigación bibliográfica para conocer mopiedades fisices y gubia, 

más imponente* solubilidad, peso molecular, pul, fueraa jónica, etc. Asi como pant obtener datos 

de estabilidad del activo en estudio ya sea solo y con los posibles aditivos que pudieran 

interaccionar, se buscan referencias y todos los posibles métodos pare la cuantificación del 

mismo,Se determina el método de análisis más adecuado. 

PARA SU ADAPTA(ION EXPERIMENTAL 

Algunos de los factores que deben ser considerados son: 

a) Disponibilidad de materiales, reactivos y equipos. 

b) Tiempo pare efectuar el análisis. 

c) Verattilidad ( aplicable a estudios de estabilidad y control de calidad rutinario ). 

d) Costo del análisis. 

e) Preparación de la muestre. 

SEPAPACION SEIECI1VA.. 

En la mayor parte de los casos, se busca efectuar por lo menor una separación parcial previa de los 

componentes de la muestra con la finalidad de Introducirle lo más pum posible. y de esta manera 

Aumentar la especificidad del método. 



2.2 PIRE; uNAS 
Antecalentcs 

Desde km sigkis en Persia ( ahora inca ) se conoce que ciertas flores del género Chrysanthemum 

tienen propiedades insecticidas. No fue hasta que en 1840 se obtuvo referencias de la producción 

comercial del Piretro en Yugoslavia. El uso del polvo seco de las Roma rapidamente se expande por 

Europa y se introduce e Estados Unidos. 

El nombre de Piretro se acepta pera nombrar a las dores secas del Cluysantheinum y el término de 

polvo de Piretro o extracto de Piretro se usa paro describir el producto crudo obtenido de las flores 

secas del Crysaniheniwn ciaenviefolistal 

2.2.1 Características Generales de Piretrinas 
La obtención del Piretro es por medio de extracciones con querusina o dicloruro de etileno y el 

extracto se obtiene por destlleclon el vado 7,14 

Las piretrines son los componentes activos del piretro. Son ésteres, formados por la combinación 

de dos ácidos, ácido crisontémico y ácido pirétrico y tres tdcoholes que son: piretnalona, cinerolona, 

jasmolorta. El éster del ácido crisentémico se conoce como: piretrina I, drierina I, jasmollna I, 

respectivamente, la fracción junta se conoce como piretrina L Mientas que el éster del ácido 

piréttico se conoce como: piretrina II, cinerina II, jasmolina II, estas representan la fracción de las 

piretrinas 

La 'Arenilla I es la más activa de las piretrinas naturales. Los componentes ácidos son capaces de 

existir como Isómeros cis y trans geométricos, debido a la presencia de una doble ligadura (debla, 

y cada uno de estos isómeros puede existir, además, como isómeros óptico►  dextrógiros ( + ) y 

levógiros ( - ). 
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2.2,2 Estructura Química 
Pim:iras del Luido Mantén**, 

7- ( 
PIRETRINA I 
	

CINERINA I 

JASMOLINA I 

Piretrinas del ácido pirktrico: 

JASMOUNA II 

ti 



2.2.3 Propiedades Físicas y Químicas de Piretrinas 1,11 

pmETRINAS1 

fórmula condensada: C2I H28 03 

densidad a 20.C: 1.5242 

punto de ebullirión: 1411150.0 

peso molecular, 328.4 

PIR1111,1NASII 

fórmula condensada: Ca2 1128 08 

densidad a 20t: 1.5355 

punto de ebullkión: 1921939C 

peso molecular 372.4 

Comercialmente se maneja►  estos activos (piretsine3 1,11 ) en una misma solución, que presenta las 

siguientes características: 

Liquido viscoso de color amarillo fuerte, de olor penetrante. Insoluble en agua. soluble en alcohol, 

queroseno, tetmclonwo de carbono, nitrometano, diclorum de etileno. 

Se oxida fácilmente, pierden actividad por le luz y el ate, se debe refriosmr y guardar en un lugar 

obscuro" 

Se usan pare Combatir plagas en la agricultura, contra insectos caseros, aceros. garrapata, pulgas y 

piojos. I.os preparados comerciales contienen 0.17.0.33% de Piretrinas, se venden en gel, 

auspensioneu liquides y sluunpoo pan►  el tratamiento ~hl la infestación de piojos. %►a 

ta piretm es un insecticida que carece de persistencia, especialmente en uso contra plagas en le 

agricultura, debido a su inestabilidad ante la presencia de la luz y del aire. 
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Frecuentemente los insectos se pueden recuperar si han sido espueleas a una dosis subida' 0.33 

mcg/insecto) de piretrinas, lo que quiere decir que este compuesto comercialmente se formula con 

sinergistas, ya que asi mejora la eacada del insecticida. re 

2.2.4 Mecanismo de Acción 

El mecanismo de acción se presenta con la absorción de las Piretrinas a través del esqueleto de loe 

insectos estimulando el sistema nervioso, aparentemente por la intenupdón en la transmisión 

cationica de le cape lipidica de las células nerviosas bloqueando la transmisión de impulsos. 

Ocasionando parálisis y posteriormente la muerte, 6 

2.2.5 Toxicidad 

Existen nwnemeos casos de demwtitis por contacto y alergia respiratoria. Con los preparados que 

contienen pi:xifoides sintéticos es menor la probabilidad de que se produzcan reacciones elásticas 

que con los que se preparan con polvo de piretro. L. dosis letal Dbo reportada pare una toxicidad 

dérmica es de 1350 1%1/kg a 5000 mg/kg. La dásis letal DEA" de Pbetrina I es de 260.420 

mg/kg y para les Piretrinas II que es menos tóxica la Di» reportada ea mayor a 600 mg/kg En 

mamíferos. incluyendo humenos el isómero cis es más tóxico que el isomero traeos que rápidamente 

es metabolizado y excretado per la orina 3 
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2.3 Características Generales de Piperonil Butóxido 

Es un aceite esencial que se obtiene de los árboles del Olmo cimborio. mediante un proceso 

mecánico. Los árboles son cortadas en bloques, luego son militados colocándose las astillas en 

largas Mas; y por medio de un generador de vapor se inyecte vapor a las astillas, El aceite liberado 

por el vapor es filtrado a través de franela, algodón o papel filtra. zz 

Brasil durante la segunda Quena Mundial desarrolló la producción de varios aceites esenciales que 

son utilizados en la Industria Farmaceinica, en alimentos, jabones y la Industria Cosmética.En 1949 

Wachs obtiene la patente de Piperonil Butóxido el cual se encontró que es un potente sinergista 

para piretrinas. 30 

2.3.1 Estructura Química 

formula condensada: C19 H30 Os 

peso molecular : 338.43 

punto de ebullición 180.0 a I nunlig 

densidad a 20t 1.0590 

viscosidad : 40 cps 
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2.3.2 Propiedades Físicas y Químicas de Piperonil 

Butóxido 

Liquido aceitoso amarillo clon con olor canscieristico y ligero sabor amargo. Soluble en metanol. 

etanol, benceno, cloroformo. Insoluble en agua. Es estable en condiciones atmosféricas normales, 

la luz y en solvente onlinicoa. 

Las condiciones de almacenamiento se recomiendan por debajo de los 50t en envases herméticos 

de aluminio: en presencia de oxigeno hay cambio de color. Pmenta buena compatibilidad con 

otros productos. El uso principal es como insecticida sinergista, especialmente pare pinztrina.s. 

También se usa para el control de insectos caseros, y de ¡Luda 23 

2.3.3 Mecanismo de Acción 

El mecanismo de acción del Piperonil Butóxido potenciado con Piretrinas se basa en la inhibición 

de la enzima hidtolitica responsable del metabolismo en Insectos, 13 

2.3.4 Toxicidad 

La DLso aguda para ratas es de 11.500 mg/kg. 

La DIzo dérmica para conejos es de 1880 mg/kg. 

Cuando se administra oralmente. Piperonil Butóitido en animales la mayoria de la dosis es excretada 

sin cambios por heces. rá 
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2.4 CROMATOGUAFIA 

2.4.1 Antecedentes 
IA mayoria de las técnicas de cuantificación no son lo suficientemente selectivas para determinar 

cada uno de los componentes de una mezcla. 

Las técnicas cromatookficas son el recurso analitico más importante con el que se cuenta para la 

separación, identificación y cuantificación de un amplia variedad de sustancia*. 

La Crematografla Liquida de Alta Resolución es una de las ladeas analíticas que presentan una 

lanin diversidad de aplicaciones en la industria fannaceútica, en oláis de *limados, anillsis 

industrial, análisis chicos, etc, 2 

Los resultados que ofrece la Cromatoofta Liquida de Alta Resolución, representa una ventaja en 

cuanto a exactitud, rapidez y habilidad de llevar a cabo la separación de muestras difíciles. 2 

cimmatognsfla puede definirle como la separación de molécula* por una migración deslinda!, 

La separación se lleva a cabo por los difenintes componente,* de la muestra (batutas) que muestren 

diferente distribución entre dos fases, una en la cual son retenidas selectivamente ( fase 

estacionaria) , y la otra en movimiento (fase móvil ). atas 

Un sistema cromatogrifico consta de la fase estacionaria la cual ejerce fuerzas de retención sobre 

los solimos y la fase móvil que trenoporta a loe solutos en el orden en que emerstienxt, aso 

N acuerdo al estado hico de les fases móvil y estacionaria se tiene: 

10 



ClIOMATOGlIAFIA 

de permeación en ge 	de filtración en gel 

Cuadro I 

Gasificación de los diferentes tipos de cromatogreftá 

IA eromatogrdia liquide de alta ~loción es una técnka en donde las separadora le lleva acabo 

ea minutos. Pus ello se requiere de columnas de diámetros reducidos, *te tipo de columna es muy 

eficaz pero ofrece una gran resistencia al flujo de la fase móvil, es decir, une gran caída de 

presión.Por este rezón es necesario emplear sistemas de bombeo de alta presión que hagan fluir la 

fue móvil a través de k columnas, 

11 



Ea la aumatoode liquida de acuerdo al mecanismo de separación se enumeran cuatro tipo' 

adustión, partición. intercambio tónico y de exclusión. En base a la polaridad de las hes 

involucradas se claelAca en cromatomda en fue nonnel y en fue reversa. 

En la fase normal de la cromatogralla liquida la fue eatacionerta es mis polar mientras que la fase 

móvil esti comprima* por solventes no polares. 

En la fue mena, la be móvil ea más polar que la fase estadonarta Las *autos pelero son 

fuertemente disida lacia la fase móvil que hacia la fase estacionarla, Y Por tinto, la  duckm  a  mis 

rápida. &lutos MIAU polares acta►  mía tiempo en las interacciones con le fue estacionaría y loa 

retenidos por olla tiempo en la columna. a 

2.4.2 Equipo utilizado en CLAR 

COIUMIla: Se coneidera a la columna como la parte fundemental de la amainen& ya que ea 

en eeti, donde ee va a bar a cebo la eeparadón. Fl ordeñe) del tubo de la columna ee de un 

material fuerte, e inerte ( cromo, nigua seseo lawridebk ), las dimensiones y el material de 

empaque va a depender del tipo de aspiración que se desee hacer. 

La eficienda de la columna es importante para obtener una mayor mohán y ea va a depender 

del tipo de material de empaque y del temerlo de la particula de esté, ya que al aumentar el área de 

superficie del empaque, se aumenta la interacción del soldo con la fue Oild0filitii as 

12 



Bomba: Le función es proveer contiguamente iota cantidad de fase móvil a través de la 

columna. La liberacibn del solvente en el sistema es un factor importante dentro de la ami*" 

liquide desde que el funcionamiento deis directamente en la repeodudbilided del tiempo de 

retención y la *labilidad de k linea hm del detector, Loe tipos de bomba que Meten son divisas 

siendo las mis comunes lea de flujo constante que puede ser de un piola pitón reciproco y 

koribit 410.29  

Detectores: Se basan en la mediábn de lee propiedades de los componentes de la muestre, 

siendo loe mi comunes espedmfotómetros, IIVVIS, Infranok, refauctinetros y de absorción 

atómica, fluorómettos, etc, r 

illtegradOren: Le respuesta obtenida del detectar se reiste en el intedredor obteniendose el 

croutiogrem comspondiente, moetrando ceda compuesto que sale de la columna en fama de 

picos simétricoe con un tiempo de releo" autderietico, por lo que este tiempo puede emplearas 

para identificar cada compuesto, 

2.4.3 Parámetros Cromatogacos 

Tiempo de retención: EA el tiempo Ireneeturido desde el momento de le inyeción hasta 

el momento en que le coneentraciim del ~puedo es eluide, 

Area Bajo la Curva: Representa la cantidad de moliadee obtenidas de ceda »luto de le 

muestra 
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Número de Platos Teóricos ( N) Mide k eficiencia de la columna basado en el 

volimen de elución y en el ancho del pico. Cuando el ancho del pico es pequeño la columna tiene 

una alta eficiencia. La columna puede dividirse en vanas secciono llenadas platos teenioua y los 

solutos pueden mantener el equilibrio entre las dos fases ( móvil y estacionaria ) que existe entre 

cada plato. 

El valor de N va a depender de las condiciones de operación talan como la fase móvil, le 

temperatura, la calidad del empaque, la uniformidad del empaque, del dilnetto interno y el largo 

de la columna. A mayor valor de N mejor semi la eficiencia de la columna. O> 

N= 5.5x( Tr/ W1/2) 

Resolución: Es la distancia entre dos componentes que han sido separidos. lo resolución se 

produce de una interacción lisies y quingos que ocurre en la muestra a través de la columna. 2 

li Tg • TI 

1/2 (11.1 t 1k2) 

Factor de Asimetría: Mide la simettia del pico y el valor se inavmenta cuando el coleo 

del pico llega a ser mis pronunciado, y por tanto menos contable el multado que se obtiene. a 

Ft1 *"." W0.05 / 
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2.4.4 Métodos de cuantificación en CLAR 
Con estándar externo: 

El estándar externo, con inyecciones separadas de muestro y estándar, permite la cuantificación 

mediante la companicihn de las ¿boas de loa picos; esto es, comparando el /uva del pico obtenido 

para la muestra con el área del pico obtenido paro el estándar, 

El estándar externo debe ser de una concentración cercana ala esperada en la solución de la 

muestra. Se debe de asegurar que el área del pico podrá ser comparable, de esta manera evitar 

monis en las medidas. 

La cantidad de la austanda de interés se puede caladas' con la siguiente formula : 

Cx • &LiaosDa 
As x Da 

en donde: 

Cx - Concentra" del activo de la muestra. 

Am - Area del pico de la muestra. 

As 	Arta del pico del estándar. 

Pa 	Cantidad ea mil del mandar. 

Dm «. Dilución de la muestra en 

Da - Dilución del estándar en mL 

Las ventajas de utilizar un estándar externo son: 

I .- Simplicidad en las soluciono a analizar, 

2.• Eliminación de buscar un estándar Interno. 

3.- Evitar ¡gobiernas causados por una coelución del estándar Interno y de podados de 

degradación desconocidos, 

15 



La estándarización interna se basa en la adición de una sustancia a la solución de interés. 1.41 

relación del área del pico de la muestra de interés al como del estándar interno son comparada de 

un cromatogmma a otro. Un estándar interno debe cumplir con loa siguientes requerimientos: 

I Debe ser completamente separado de loa otros picos en el aomatogisma. 

2.. Debe eluir cerca de los solutm que serán cuantificados. 

3.. Preferiblemente su estructura y el área del pico debe ser parecido al de la muestra por analizar, 

no debe ser producto de degradación de la muestre ni degradarla. 

4.. Debe ser quinticamente inerte bajo las condiciones de trebejo (cromatográficas ). 

5.. Debe ser fácilmente disponible, razonablemente de alta pureza o ser una sustancia fácil de 

purificar. 

Existen dos variaciones en las técnicas pan el uso de un estándar intimo. Una comprende la 

determinación de factores respuesta, y la segunda, una relación entre las respuestas. 

Loa factores de respuesta son calculados dividiendo el peso de la muestra entre el correspondiente 

área del pico. El factor de respuesta es usado para calcular la concentración de la muestra: 

FR • Arri..1% 
Ató 	s Par 

en donde: 

FR • Factor de respuesta. 

Ay = Área del pico del estándar de referencia. 

Asá - Área del pico del estándar interno. 

Per • Cantidad en mg del estándar de referencia. 

Psi • Cantidad en mg del estándar interno. 

Dar = Dilución del estándar de referencia. 

Dsi • Dilución del estandar interno, 
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La segunda manera de utilizar el estándar interno es preparando una solución de la muestra y una 

solución del estándar a los cuales han sido adicionados la misma cantidad de estándar interno. 

Después de obtener el ~Magnum de la muestra y del estándar, la relación de áreas pare la 

muestra y el estándar, determina la respuesta analítica ( R) en cada caso: 

R Arealllicasidasubaciadeiderés 
Ana &I pico del estándar 'Mono 

Ea importante la adición de un estándar interno que minimiza loores de inyección, medición o 

proceso de la muestra. El estándar interno debe ser similar al activo o activos de interés pero con 

un tiempo de retención diferente para que durante el pomo de separación y detección no 

presente grandes variaciones. xr 

2.5 VALIDACION DE METODOS ANALMCOS 

La validación de procesos consiste en establecer la evidencia documentada que nos proporcione un 

alto eludo de seguridad de un proceso especifico. Ea importante que se felpare un protocolo de 

validación►  que especifique los procedimientos que deberán llevarse a cabo y loe dalos que deberán 

recabares. Fi protocolo debe especificar el número de pruebas de proceso necesarias para 

demostrar reproducibilidad. 

La documentación de validación deberá incluir la evidencia de la adecuabilidad de loe materiales y 

el desempeilo y confiabilidad de loa equipos y sistemas.5 

La validación de un método analitico es el proceso de establecer, por estudios de laboratorio que el 

funcionamiento del método satisface los requisitos para las aplicaciones analíticas deseadas. n 

El proceso de validación se basa en principios técnicos y científicos y ha sido optimizado para 

propósitos prácticos de medición. ir 	 17 



Dentro de la validación se debe definir cla► amente los parámetros que van hacer medidos y su 

función; Mostrar el propósito para el cual fueron establecidos. 

Primen, el método debe ser exacto, es decir, dentro de los limites establecidos debe conocerse la 

cantidad de activo presente en la fonos farmaceritica. 

Segundo, ser especifico. Fato significa que el método debe ser capaz de dar una respuesta al activo 

de interés y no a otro tipo de compuesto. 

Tercero, ser preciso lo cual indica que el método debe ser capaz de repetir y reproducir la 

medite►. te 

No obstante las variables que afecten al método deben conocerse, e, idealmente la validación debe 

demostrar que el método produce resultados equivalentes a través de un tongo de condiciones que 

el método admite. 15 

Entre las variables que afectan al método podemos mencionar loa errores sistemáticos que llegan a 

corregirse si son detectados a tiempo y asi demostrar la efectividad del método. En cuanto a los 

errores aleatorios dificilmente llegan a corregirse ya que no son fáciles de detectar por ser propios 

del método. u 

2.5. I Parámetros de la Validación 

lineatidad: Se define como la capacidad del método de asegurar que los resultados, los 

cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio de una transformación matemática definida. 

son proporcionales ala concentración de la sustancia dentro de un intervalo determinado, ra 	18 



Exactitud: Ea la concordancia entre un valor obtenido experimentalmente y el valor de 

referencia. 

Precisión: Es la medida de la concordancia entre resultados allaiiCO3 individuales cuando el 

método se aplica repetidamente a diferentes muestreo% de una muestra homogénea del productos 

Reproducibilidad: Ea la medida de la concordancia relativa, entre determinaciones 

independientes del activo bajo distintas condiciones (.Mlisis, analistas, laboratorios, etc.) 

provenientes del muestreo de un Medid, en el cual e) activo está distribuido de manera 

homogénea. te 

Limite de detección y cuantificación: El limite de detección es la mínima 

concentración de una sustancia en una muestra que puede ser detectada. El limite de cuantificación 

es la menor concentración de una sustancie en una muestra que puede ser determinada con 

precisión y exactitud. I 

Especificidad: EA la capacidad de un método analitko para obtener una respuesta medida 

u:demente a la sustancie de interés y que no interfiera con la certificación de la sustancia de 

interés. 

Estabilidad de la muestra: Es la propiedad de una muestre preparada pare au 

cuantificación, de conservar sus propiedades fisicoquimicas y la concentración de la sustancia de 

interés, después de almacenarse bajo distintas condiciones durante un tiempo preestablecido. 

19 



CAPITULO 3 
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3.2 MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO 

3.2.1 Material 

-Matmces volumétricos de 55, 50 ml. 

-pipetas volumétricas de 2, 5 ml. 

-probeta graduada de 1000 ml. 

-papel filtro Whatman No.1, de 1 I cm de diámetro. 

-membrana tipo 11VI.P de 0.45 micras. 

( Pyrex) 

( Plex) 
( Pyrex) 

( Whatman ) 
( Millipore) 

3.2.2 Reactives 

Acetonitrilo grado HPLC 	 (Mallincluxidt ) 

-metano' grado HPLC 	 ( Baster • Burdick Jackson ). 

-piperonil butáxido ( estándar secundario. Punza 95.2 %) 

-piretrinas I y 11 ( estándar secundario. Pureza de piretrinas 1 13.76 % piretrinas II 11,72 % ) 

3.2.3 Equipo 

Cromatágrato de Liquidos Hewlett Packard serie 10.50 con los siguientes mbduloa: 

-programador de Disolventes: Hewlett Packard serie 1050 , 

-bomba de disolventes con sistema de Desgasitezcián ( Helio) : Hewlett Packard serie 10.50 . 

-detector (IV • VIS Hewlett Packard serie 1050 

-inyector automático: Ilewlett Packard serie 1050 . 

-integrador 1 lewlett Packard .3396 serie 11 

-balanza analitica Mut, Mettler AF, 200 

-ultrasonido: laranson Mod. 5200 

-columna Nova • Pak C I 	( Waters ) 

22 



3.3 ME PODO ANALITICO 

3.3.1 Fase Móvil 

-Fan 	Mezder 500 ml de metano& 450 ml de acetonittib y 250 ml de agua destilada 
Ritter a través de una membrana tipo HYLP de 0,45 mines, &masificar por 5 minutos. 

3.3.2 Preparación de Estándares 

Por 120.0 mg de PIperoitil &laido y 50 mg de Piretrinu1,11 mindere§ de referencia, en 
un matriz volumétrico de 50 m4 adicionar 40 ml de inetenol y sodio, por 10 minutas. deje 
enfriar y *foyer con el mismo disolvente. Tomar una alícuota de 2 ml en un matra volumétrico de 
50 ml y atara con be m6v1/. ( concentración de Pipernnil Buttutido ,096 mg/ml y de 
Piretrinael,11.. .024 mg/m1.) 

3.3.3 Preparación de la Muestra 

Homogeneizar el contenido de un frasco de Shampoo tuitiplotos y pesar 2.0 g aproximadiunente 
en un matraz volumétrico de 50 ml, adicionar 40 ml de nagual y aonificer por 10 minutos dejar 
enfriar y aforar, filtrar k maula a través de papel Whatman No. I . tomar una alícuota de 5 ml en 
un matraz de 25 mi y dolar con feas móvil, ( Equivalente a 24 ing/mlbe Pipeironil Butinido y 
6 mg/ml de Phtsines 1,11) 

3.3.4 Preparación de la Columna 
Antes de iniciar el enidisis pasara través de k columna cromatoodca fase móvil con un flujo de 
1.5 ml. por minuto durante 10 minutos. 

23 
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3.3.5 Procedimiento de Análisis 

-Calumna Nova • Pah Cla de 3.9 x 150 mm. 
•fase 	3031 Metano), 45 % Acetanitrilo y 25 % Agua. 
-Rujo: 1.5 ml. por minuto. 
-velocidad de la carta 0.5 am/min. 
4ongitud de onda. 240 nm. 
4tentiación: 5 
• THIIS: 4 
• voliatien de inyección : 20 met 
4ityecter por duplicado 20 mei de estándar y de oda muestre. 
41empo de retendbn correspondiente a los activos de inteda: 
Tr de piretrina II : 2,496 tninutoa 
Tr de piperonil Butóxido: 3.345 tninutos 
Tr de piretrina I: 5.239 mímica 

Cálcuks para determinar el % de piantrina 1,11 y piperonil Butbxido : 

% de Diretrinasi. ABC rnta I /ABC etd x C etd/ C mta 1 x puma del estándar, 

% de Piperonil Butbxido = ABC neta 2/ ABC std x C std/C mta 2 x puma. del estándar. 

en donde: 

ABC Mia 1 = 	alta bajo la sirva. de piontrinas 1,11. 
ABC Std 	II  ANA bajo la curva del estándar de pitetrinas 1 y II. 
C std 	R 	COfiCellifiCiérl del esaulder de pintrims 1,I1. 
C mta 2 	= 	concentración de la muestra de pitntrinas 1,11. 
ABC Mta 2 s ama bajo la curva de piperonil butóxido, 
ABC Std 	cuna bajo la curva del estándar de piperonil butóxido. 
C std 	• 	concentracibn del estándar de piperonil butóxido. 
C mta 	concentración de la muestra de piperonil butóxido. 
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3.3.6 Parámetros a Evaluar 

Adecuabilidad del Sistema 

Analizar un estándar de piretrinas 1 y H. pipemnil butóxido, utilizando velocidad de carta de 2 cm. 

por minuto, 

Establecer: 

a) Número de platos teóricos de la columna para cada compuesto de Intuís, según la fórmula: 

Número de Platos Teéricoa Q  5,5 ( Tr / W 1/2 7.  

Tr 	Tiempo de retención en segundos 

WI/2 in Ancho de la base del pico, a una distancia inedia de la 
altura total del pica 

h) Factor de resolución entre piretrinas II y pipermil butrixido. 

Factor de resolución entre piretrina I y piperonil butóxklo. 

Factor de Resolución' '1'2.1'1 I 1/2(V/1 + W2) 

12.11 	4  Distancia medida en milimetros desde el inicio de 

la corrida al máximo de cada pico. 

WI 	W2 = Ancho de la base del pico, extendiendo los 

bordes de los lados hasta la linea base, 
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c) Factor de Aeimetria de cada pico. 

Factor de asirnetria 	W0.05/ 21? 

Donde: W 0.05 Ancho de la bese del pico al 5% de su apuna total. 

Dittanda medida del máximo del pico liada el lado 

izquierdo del pico a un S% de la altura partiendo de 

la linea base. 

3.4 Especificidad del Sistema Cromatográfico 

IA especificidad del método ee lleva a cabo de diferentes 111~15 dependiendo de su aplicación, en 

el caso de un método indicativo de estabilidad aludo no se cuenta con los productor de 

degradedón , es necesario deosdar la muestre bajo diferentes condidonea. La degnsdación debe ser 

tal que la concentn►dbn del activo en estudio esté disminuida por lo menos en un 245 91 con 
respecto a la original. loa condiciones a las que el producto va hacer depredado son las siguientes: 

I Colocar una munir* de: 

* producto terminado, 

placebo. 

estándar secundario de piretrinas 1,11. 

estándar secundario de piperonii butóxida. 
" estándar secundario de piretrines 1,11 más estándar secundario de piperonil butóxido. 

Cada una de estas muestras colocarlas a 60t durante 20 dios, 
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2.- Preparar las siguientes soluciones de tal manera que al Anal se llegue a la concentración que se 

estableció tanto para la muestra como para tos estándares secundarias en el método desarrollado 

boje las siguientes condiciones; 

* estándar secundario de piretrines1,11 con un pH entre 1.2 con HCI1N. 

* estándar secundario de piretrinas 1,11 con una pH entre 10.12 con NaOH I N.  

* estándar secundario de piperonil butóxido con un pH entre 1-2 con 11C1 I N. 

* estándar secundario de piperonil butósido co►  un pH entre (0. 12 con NaOH 1 N. 

* estándar secundario de piretrines 1,11 más pipemnil butósido con un pll entre 1 • 2 con Ha 1 N. 
* estándar secundario de piretrinml,11 más pipemnil butóxido con un pll entre 10 -12 Na011 I N. 

Colocar cada una de estás condiciones a 60'C durante 20 días. 

3,• Preparar con peróxido de hidrógeno soluciones de: 

• estándar secundario de piretrines 1,11 más piperonil butóxido a temperatura ambiente. 

" estándar secundario de piretrines 1,11 más piperonil butóxido a 60"C por 20 die. 

* muestra de, producto terminado a temperatura ambiente y a 60'C por 20 días 

Preparar cada una de las condiciones anteriores ( I, 2, 3) como si fueran una muestre o estándar 

sedán sea el caso y analizarles de acuerdo al método ~tífico establecido. Identificar la respuesta 

analice de loa principios activos 

El sistema será especifico si no existe otro pico de algiin otro compuesto que pudiere interferir con 

los picas de los principios activos de interés. 
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3.5 Parámetros de la Validación 

PRECISION DEL SISTEMA 

Analizar por sextuplicado una solución estólida,. al 100% de ;letrinas 1,11 y piperottil butóxida 

MIMO: 
Se considersni preciso el sistema si el coeficiente de variación es menor o igual a 1.5 °lo. 

LINEARIDAD DEL SIMIA 

Preparara partir de una 'eludan patrón que centeno 24 mg de piretrinas 1,11 y 96 mg piperonil 
butóxido en un matraz de 100 ml, adicionar 40 ml de incitad grado 11PLC Bonificar por 10 
minutos, enfriar y llevar a volumen con el miento disolvente 
Tomar por triplicado de la eoluchist patrón acucha de 2, 3, 4, 5, 6 ( comespordientes a la 
concentración de 40 %, 60 91, 80 %,100 %,120 91 respectivamente) transferirlos a un matraz de 
50 ml y llevar al 'Minen con fase móvil y analizar. 
Tabular para cada principio activo, el promedio del área bajo la curva contra la ooncentricián de 
cada inuestm y traficar. Calcular el coeficiente de corodadint y el coeficiente de determinación y al 
oseildente de variación. 

CRITERIO: 

Se considerará lineal el sistema el el coeficiente de correlación es mayor o igual .99 %, y el 
coeficiente de determinación es mayor o igual a .98 96, el coeficiente de variación es menor o igual 
a 1.5%. 
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LINEARIDAD DEL, METODO 

Preparar una solución pellón que contenga 48 mg de piperonil butóxido y 12 mg de piretrinas 1,11 

en un matraz voluinátrico de 50 ml , adicionar 40 ml de metano) grado IIPLC soniricar por 10 

minutos, enfriar y llevar a volómen con el mismo disolvente. 

Tomar por triplicado de la solución patrón alicuotas de 4, 5, 6 ml ( correspondientes a la 

concentración de 80 %, 100 %, 120% respectivamente) transferirlos a un matraz de 50 ml que 

contenga 394 mg de placebo, adicionar 30 ml da fue móvil sonificar por 10 min., enfriar y filtrar 

con papel filtro No. 1 y analizar cada muestra. 

Tabular las meg adicionadas contra los mcg recuperados y el % de recobro y 'Akar los mcg 

recuperados contra las mcg adicionados. Calcular el coeficiente de determinación ( r a ), 

pendiente ( m ) y la ordenada al origen ( b 

CR I 1 E RIO: 

FI método se considerará lineal si : 

r2 	es mayor o iguala 0.98, 

m • 1 
b 



Cálculos pan linearidad del sistema y del método: 
A 

r 	t 
~nt ( 	) • ( 3 st (.) 

n2 

rA= 	Int_L-tzl • Jr. 
[ni (a) • ( x Int (£ ya) • ( y)6] 

m 	al—(11y) •—(g x) (ai  
nt (rEs2) • (x 

b = 
nt 

Coeficiente de variación = Deavirám tatiindorill» 
1 

Donde: 

n = Número de replicaciones, 
x = Cantidad adkionada.. 
y = Cantidad recuperada 
t 	= Número de cantidades adicionadas. 
m = Pendiente. 
h = Ordenada al origen. 
r = Coeficiente de correlación. 
r2 = Coeficiente de determinación. 

= Media 
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EXACITI111) DEL MEMO() Y ( REPETIBILIDAD AI,100 % ) 

Preparar 6 muestras con placebo* cargados de manera independiente, adicionando en cada uno 

120 mg de Piperonil Butóxklo, 30 mg de Piretrines 1,11 y 394 mg de placebo. Adicionar 40 ml 

de fase móvil Bonificar per I O minutos, enfriar y llevar a volúmen con el mismo disolvente. FilillIT 

con papel filtro No. I y analizar cada muestra. 

(VIEW: 

Fi método se considere exacto si el coeficiente de variación es menor o igual 3%, y el poreiento 

recuperado debe estar entre 97 - 103%. 

REPRODUCIBILIDAD DEL METODO 

Proveer una muestra de producto terminado a dos analistas, para que se analice por triplicado y en 

dos dios diferentes. Calcular el coeficiente de variación de loe resultados que se obtengan. 

CRITERIO: 

El método se consideraré reproducible si el coeficiente de variación es menor o igual 2 %. 

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA 

Preparar 6 muestras de producto terminado, guardar 3 de las muestras ya filtradas a temperatura 

ambiente por 24, 48 y 72 horas, y 3 a refrigeración por 24, 48 y 72 hora* Analizar las 6 

muestras a temperatura ambiente a las 0, 24, 48, 72 horas, y las de refrigeración a las 24, 48 y 

72 horas de preparadas. 
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MEMO: 
Las mamas son *mides si el intervalo de mama para la dilema & de la inedia de la medra 
con ,pacto • la media del *nihil Mide! incluye el valor de cena si el valor de la media pan el 
factor I se encuentra ende 98.102 91 



CAPITULO 4 



RESULTADOS 

4.1 Adecuabilidad del Sistema Cromatográfico 

Se desarrolló un cromatogruna de estándar secundario de piretrinas I, II y piperonil butóxido, a 

una velocidad de aula de 2 cm por minuto, Se calcularon el nitmero de platos teóricos pata cada 

compuesto, los factores de resolución entre piperonil butóxido y piretrina 1; entre piperonil 

butóxido y pinztrina II, el factor de asimetria de cada pico de interés. Loe resultados obtenidos 

fueron los siguientes: 

4.1.1 Número de Platos Teóricos para: 

Altura del pico = 1.5 cm 

Ancho del pico ( M/2 ) 6 mm 

Tiempo de retención ( segundos) = 271,38 seg 

Número de Platos Teóricos =11251.641 

II) Piretrina II: 

Altura del pico = 2.8 cm 
Ancho del pico ( W I/2 ) = 4 mm 

Tiempo de retención ( segundos) = 151.1 seg 

Número de platos teóricos = 5908,1034 

III) Piperonil Butáxido: 

Altura del pico =14.3 cm 

Ancho del pico ( W112 ) = 4 mm 

Tiempo de Retención ( segundos ) = 175.50 seg 

Nitmem de Platos teóricos = 10587.586 



4.1.2 Factor de Resoludón(R)   : 

Moho de fiase Distancia al Millo» 
del pico. 

Resolución 

Piretrine II 44 mm 45 mm 3.33 

Plperonll %tosido &O mm 60 mm 

GAS 
PirelrIna 1 4.0 mm 91 mm 

Cuadro 1.- Pectore' di resolución entre PlretrIna II y Plperonll IlutósIdo, 
Pirelli,* I y Plperonll liutóaldo. 

4.1.3 Factor de Asimetria : 

1 Ancho de Rue 
(elet)  

Pece« de Asimetría 

Plrelrine 1 0.3 mm 0.70 mm 1.11 

Plperonll Butóxido 0.4 mm 0.90 mm 1,116 

Pintan* II 0.4 mm 10.0 mm 1.10 

Cuadro t.- Pectore. de ulmetrle de PlretrIne ',Pluton!! IlutósIdo y Pire-
trina I. 
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4.1.4 Cromatogramas Obtenidos del método analítico 

105 C11)1116togromas que aqui se 'mentan son los que se obtuvieffin del desarrollo del método 

molifico preparando un Lo  b& y muestre de Ptaiducto termine lo si 100 %, pul demortrar le 

sepanickin de loe sano de interhAsi como placeta) temperature ambiente. 

lis Denme de mención coorapondientes a loa oompueato de intenta son loa siguientes: 

Piretrina II : 	2.490 minutos 

Piperonil Bullas 3,345 minutos 

Pireirina I : 	5,239 minutos 

S No 

r--------------- r  5 259 

Producto terminado a temperatura ambiente. 

S O+ 

5.06 sb 6 

STFIRT 

2.339 
3.160  

Estándar secundario de Pirelli» 1,11 y Piperonil eutOxido a 
temperatura ambiente. 



Placebo a temperabas Ambiente. 



4.2 Especificidad del Sistema Cromatográfico 

De acuerdo a les condiciones en que se degnidaron las muestras como se indicó en el punto 3.4 se 
muestran a continuación los cromatogramas obtenidos indicando cada uno con el inciso 
correspondiente: 

A) Muestra de Producto terminado. 

B) Placebo, 
C) Estándar secundario de Piretrinas 

D) Estándar secundario de Piperonil Butlzeddo, 
E) Estándar secundario de Piretrinas 1,11 mis Pipemnil Butóxido. 

F) Solucion de Piretrinas 1,Il con HCI I N. 
G) Mudan de Piretrinas 1,11 con %OH I N. 
11) Solio:ion de Piperonil Butóxido con Ha 1 N. 
I) Solucion de Pipemnil Butóxido con NaOH I N. 

J) Soluciones de Piredinas 1,11 más Piperonil Butóxido con HO 1 N. 
K) Soluciones de Piretrinas 1,11 más Piperonil Butóxido con NaOH I N. 

L) Solución de Pimtrines 1,11 más Pipemnil Butóxido con peróxido de hidrógeno a temperatura 
ambiente. 
M) Solución de Piretrinas 1,11 más Pipemnil Butóxido con peróxido de hidrógeno e 60t 

N) Producto terminado con peróxido de hidrógeno a temperatura ambiente, 

O) Producto terminado con peróxido de hidrógeno a 60t durante 20 dias. 
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-1.11  q141 

'11-1P 
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C) Estándar secundario de Piretrina UI a 60•C. 
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S Or 

D) Estándar secundario de Piperonil Butóxido e 60%. 
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1.*96 

2 4  16  

5.115 
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E1 Estándar secondulo de Plretrinu III más Piperonll ButOxIdo 
e GO.C. 

51811 

STAR 

3.270 

0.874 

2.861 

F) Solución de Piretrinse 1,11 con MCI 114 e 110.C. 
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L) Solución de Piretrinee Lit olla Piperonil Outóaldo con peróxido 
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N) Producto terminado con peróxido de hidrógeno a t'imperabas 
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O) Producto terminado con peróxido de hidrógeno • 60% 



4.3 Precisión del Sistema 

Se meló por seituplicado una solución estándar de Piletrines 1,11 y Piperonil Butóxido. Se 

calculó el coelciente de variación de las ano obienidn de cada uno de loo compuestos 

Obtenlínclose el siguiente resultado: 

Ares Balo le Curva 

Pomo» Piperonil Butósido PlretrIne I PlretrIne II 

100 S 3388184 376819 618660 

100 S 3410576 380253 622639 

100 S 3430032 380211 626491 

100 S 3466474 385335 629841 

1001E 3477064 387881 532665 

100 % 3600666 393627 636347 

R • 3443631 384001 627767.17 

D.E • 42742.689 6122.3617 15108.4676 

C.V • 1.24 % 1.6911 1.23 % 

Cuadro 3.- Precisión del sistema cromatográllco. 



4.4 Linearidad del Sistema 

Se detennm a partir de una solución patrón de Piretrinas 1,11 y Piperonil &anido, preparando 

*Muñones que comenten ooncentn+ck►ne3 correspondientes al 40 %, 60 %, 80 %. 100 %, 120 % 
de principio activo. Se calcularon los coeficientes de correlación y detenninadón mit cada com• 

puesto AM como el coeficiente de variación. Fi análisis se maliá por triplicado tos resultados 
obtenidos son los simientes: 

PIPEROMIL BUTOXIDO 

Porcentaje Concentración mcp/m1 Ame 

40 e 36.86 1262087 
40 S 38,60 1198692 
40 S 38.56 1219413 
GO S 67.84 1831249 
GO S 67.84 1801762 
60 11 57.14 1627095 
90 S 77.12 2411957 
80 S 77.12 2400663 
601E 77.12 2475054 
100 S 96.40 3029109 
100 S 96.40 3022612 
100 • 96.40 3059024 
120 % 115.66 3661061 
120 S 115.66 3670370 
120 S 115,6e 3667254 

Cuadro 4.- Uneuldad del sistema para Plperonil Rutóaldo. 

comaent DE 0311REACJON: 9993 

COEF1C1EKIE DE DETERMINACION: .9980 

COEFKIEN1t DE VAIllACJON. 1.19% 
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UNEARIDAD DEL SISTEMA 
PARA PIPERONIL BUTOXIDO 

2 I 	• 

•VeY•SW,NW,,V141,,,,,,,,,,,W1515, 

0 20 40 SO 80 100 120 140 
Conc. Iniegimll de Pleiteen Butoxido 

Orifica 1.- Unearlded del sistema pata Piperonil ButoxIdo. 



111{MRIDAD DEL SISTEMA PARA PIREIRINA I 

PIRETRINA I 

Pacen» Concentración mcg/m1 AMI 
, 

40 S 10.98 163816 
40 S 10.96 151293 
40 S 10.98 159940 
60 S 1144 236394 
60 Sr 19.44 242043 
60 S 1144 242577 
GO S 21.92 325030 
GO S 31.92 316215 
80 S 21,92 328546 
100 % 27.40 401267 
100 S 27.40 402402 
100 S 27,40 4101120 
120 lb 32.811 490197 
120 1b 3216 491703 
120 S 32.011 492104 

Cuadro 5.- LInearlded del sistema pera PiretrIne I. 

COEFICIENTE DE CORRELACION: 1.0013 

COEFICIENTE DE DrIIIRMINACION: 1.0023 

COEFICIENTE DE VARIACION: 1.16% 
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Gráfica 2.- LIneeridad del sistema pare Piretrina 1 
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IJNEARIDAD DEL SISTEMA PARA PIRETRINA U 

P1N5TRINA II 

Porcentale Concentración mcg/ml Ares 

40 S 10.96 227076 
40 S 10.9e 222666 
40 % 10.98 223600 
601w 16.44 333465 
GO 11# 15.44 327711$ 
60 % 16.44 3296611 
60 • 21.92 441062 
60 S 21.92 4370611 
60 S 21.92 466625 
100 • 27.40 560072 
10011 27.40 647664 
100 • 27.40 567140 
120 • 3216 676816 
120 S 32.66 661037 
120 S 32.611 6711163 

Cuadro 6.- Unearldad del Materna para Plretrina 11. 

COEFICIENTE DE CORREUCION: 41988 

COEFICIENTE DE DETERMINACION: .9975 

COEFICIENTE DE VARIA(1ON: 1.50% 
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Gráfica 3.- Line:tildad del sistema pera Piretrine II 
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4.5 Linearidad del Método 

A partir de una solución patrón oe determinó la linearidad del método preparando soluciones por 
triplicado que contengan una concentración de 80%, 100%, 120% de cada uno de 106 principios 
activos ( Piretrinas 1,11 y Pipeninil Butóxido ). Se tabularon los meeml adicionados contra los 
mcg/m1matpentdos y el porciento de recobro.  

Se calculó el coeficiente de determinación ( r'). la pendiente m ) y la ordenada al origen ( ) 
Los resultados obtenidos son los siguientes. 

P1PERONIL OUTOXI00 
. 	 , 

Concentración mcp/miedIclonadoe mcp/m1 recuperados 11 de recobro 

80.0 1< 81.92 83.18 101.0580 
110.011 81.92 82.78 101.0820 
80,011 61,92 414.09 102.1657 

b 81.92 hie 83.36 15101.7819 

100.011 102.40 102.70 100,3059 
100.011 102.40 103.60 101.1003 
100.0 II 102.40 104.67 102.2210 

1.102,40 55103.65 b 101,2350 

120.0 S 122.80 127.30 103.7080 
120.0 lb 122.80 128.70 102.3807 
120.011 122.110 139.90 106.1227 

115122.110 25137.33 1.102,7164 
-.. 

Cuadro 7,- LInearlded del método para Plperonll IlutóxIdo 

(MERCERO (b) ; 4.3892 

PENDIENTE ( er ); 1.0759 
COEFICIENIE DE DETERMINACION :.9951 

COEFICIENTE DE VARIACION : 1.44% 
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UNEM1DAD DEL MEMPO PARA PRIMA 1 

PIRETRINA I 
- , 

Concentración mcp/miadicionados mca/m1 recuperados % de recobro 

80,0 S 21.44 21.28 98,6161 
80.0 S 21.44 21.18 98.8131 
10.0 S 21.44 21.84 100.2021 

II •21.44 A•21.33 E • 99.2101 

100.0 S 26.80 26.41 98.6646 
100.0 % 26.80 26.66 99.4867 
100.0 % 26.80 26.86 100.2261 

A •26.80 2 • 26.04 2 • 99.4255 

120.0 % 32.16 32.68 101.0075 
120.011 32.16 32.06 99.8990 
120.0 lb 32.16 33.16 103,1160 

X •32.16 11•32,60 11 •101.2738 
, 

Cuadro 8.- LInearided del método para Piretrina I, 

INTERCEPTO ( b ) 1.5089 

PENDIENTE( m ):1,0510 

COEFlaENTE DE DETERMINMON. .9119 

CDEFIGEWIE DE VARIAGON: 143% 
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uNr.nizioAn DEI. mritoo PARA PIRE'IllINA II 

PIRETRINA II 

Concentración mcp/m1 adicionados mcp/mi recuperados % de recobro 

80,0 % 21.44 21.08 101.1516 
80.0 % 21.44 21.68 101.1264 
80,0 % 21.44 22.12 103.2100 

9.21.44 9 • 21.82 9.101.8290 

100.0 % 26.80 26.69 99.6086 
100.0 % 28.80 27.08 101.0806 
100,0 % 26.80 27,33 102.1392 

I.26.80 I • 27.02 X *100.9428 

120.0 % 32.16 32.78 101.9394 
120.0 % 32.16 33.72 104.8632 
120.0 % 32.16 33.86 106.2712 

9 •32.16 9 »33.45 TI .104.0246 
Ihmulezzon 

Cuadro 9.- Linearlded del método para Piretrina II. 

INTERCEPTO i b 1.6250 

PENDIEVIE ( 	1.0813 

COEFICIEN11: 	DrIFIIMINACION .991 3 

COMICIINIT. Df. VAIIIACION 1 .82'''h 
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4.6 Exactitud del Método 

Se preparanin 6 muestras con placebos cargados de maneta independiente con Pi:inri:u 1,11, 

Pipervnil Ilutanido y Placebo. Se calcuki el coeficiente de variactim y el porcentaje :temperado 
para cada uno de los activar,. Los multados se presentan en los siguientes cuadros: 

PIPERONIL BUTOXIDO 

mcg adicionado* Aras Bajo la Curva mcg recuperado* • recuperado 

98.18 3126393 95.7080 99.6334 

98.32 3230599 98.9295 100.8235 

98.48 3220087.5 98.8080 100.1333 

99,20 3248055 99.4579 100.2699 

100.24 3249258.5 99.4982 99.2063 

98.80 3231849 98.9583 102.2432 

• g• 100.3449 

C.IN 1.05 % 

Cuadro 10.- Exactitud del método para Plperonil Illutdaldo. 
r. 

r. 
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PIRETRINA II 

mcg adicionados Area Bajo la Curva mcg recuperados % recuperado 

26.00 526166 25.2902 97.2766 

26,68 526819 26.3230 98.6110 

25,66 629739 25.4617 99.1676 

25.76 627422.6 25.3504 98.4174 

26.12 509644.5 24.4970 97.5229 

24.96 523497 26.1621 100.8155 

A • 	96.6335 

C.V •, 	1.29 II 

Cuadro 12.- Exactitud del método para Piretrina II, 
60 

EXA(1T1111111-11. M1'0113 PARA P1111111INA I 	II 

PIRETRINA I 

mcg adicionados Area Bajo la Curva mcg recuperados • recuperado 

26.00 379654 26.6206 99.3172 

25,68 360710 26.8931 100.8345 

26.68 383244 28.0652 101,6066 

25.78 383163.5 28.0688 101.1691 

25.12 370907.5 25.2265 100.4262 

24.96 381804.5 25,9683 104,0414 

E •101.2160 

CN • 1.55 % 

Cuadro 11.- Exactitud del método para PiretrIna I. 



4.7 Reproducibilidad del Método 

Se analizó una muestra de producto terminado por triplicado en dos dise diferentes por dos 

analistas Se calculó el coeficiente de variación pare Pimtrinas 1,11 y Piperonil ButMrido 

Los resultados se presentan en los siguientes cuadros: 

PIPERONIL OUTOXIDO 

Analista 1 Analista 2 

98.59 • 94.34 • 

DI. 1 98.29 S 93.9611 

97.11 • 96.4611 

96.3711 94,2311 

Dia 2 98.6611 96.6711 

96.7611 94.26 S 

Coeficiente de variación • 1.661< 

Cuadro 13.- Reproducibilidad del método para Piperonil 
Butóxido. 
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PIRETRINA Mi 

Mallete 1 Mallete 2 

24.021 20.341 

Die 1 24.401 21011 

MG S 20.241 

24,431 20.481 

Ole 2 24.021 24,311 

34.001 24,441 

Coeficiente de micción • 2.001 

Cuadro 14.- Reproducibilidad del método pus PiretrInae 611 
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4.8 Estabilidad de la Muestra 

Se illikt41115/18 muestres de producto terminado e Temperature Ambiente por 24, 48 y 72 korai 
y e retrideración por 24.48 y 72 bona. 
La muestra seri estable sL 

1)EI intervalo de confianza incluye el valor de can pera cada una de las condiciona analized&s. 
2)V►  media del Factor 1 se encuentre entre 98.102 % pera cada una de las condiciones 
analizadas. 
Loe resultado& se presentan en loa siguientes cuadros 

PIPERONIL ISUTOXIDO 

CONDICION/TIEMPO INTERVALO DE CONFIANZA FACTOR 1 

T.A / 24 horas - .4989 	a 	3,0776 101.411 • 

T.A / 46 horas 3.7603 	e 	6.2736 104,97 • 

T.A / 72 horas .2151 	a 	1,5540 100.60 S 

Cuadro 15.- Intervalo de confianza y Factor I para Flperonll Ilutóttldo 
a Temperatura Ambiente 

PIPERONIL OUTOXIDO 

CONDICION/TIEMPO INTERVALO DE CONFIANZA FACTOR 1 

T.A / 24 horas -1.4451 	a 	7,7251 103.10 • 

T.A / 46 horas .9473 	a 	2.6928 101.71 • 

T.A / 72 horas - .1400 	a 	2.6050 101.17 • 

Cuadro 15.- intervalo de confianza y Factor 1 para Plperonll Butóaldo 
Refrigeración. 



PIRETRINA1.11 

CONDICION/TIEMPO INTERVALO DE CONFIANZA FACTOR I 

T.A / 24 horas - 4044 	a 	.4044 100.34 • 

T.A / 48 horas .1804 	a 	1.1135 102.401; 

T.A / 72 horas - 1.4304 	a 	1.1604 99.461` 

Cuadro 17.- Intervalo de confianza y Factor I para Piretrina 1,11a 
Temperatura Ambiente. 

PIRETRINA 1,11 

CONDICION/TIEMPO INTERVALO DE CONFIANZA FACTOR I 

T.A / 24 horas 

T.A / 48 horas 

T.A / 72 horas 

- .2905 	a 	1.8905 

- 1.6163 	a 	- .2034 

.02625 	a 	.02620 

102.95 lb 

96.76 S 

94.94 a 

Cuadro 16.- intervalo de confianza y Factor I para PiretrIna 1,11 a 
Refrigeración. 
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4.9 Análisis de Resultados 

ADECUABILIDAD DEI, SIMIA 

En base a loa resultado obtenidos del Número de Platos Teóricos para pIretrine 1,11 y piperontl 

butóxido se establece que el sistema ea adecuado demostrendo asi la eficiencia de la columna al 
obtener loe siguientes resultado« 

Pare piretrina 1 : 11251.641 

Pare pina:tal!: 5908.1034 

Pase pipenmil butóxido: 10587.586 

El factor de maolución entre piretrina II y pipenmil butóxido se consideni éceptébk ya que el valor 

obtenido ea de 3.53. Entre piperonil butóxido y piretrina 1 la resolución también ea aceptable 
porque el valor obtenido ea de 6.88, estableciéndose que la separación que ae Ikva a cabo entre 

cada uno de km activos es latisfactoria,A1 obtenerle un factor de resolución mayor a 1. 
El factor de asimetría indica una deformación de los mismos, considenutdo que el valor no debe scr 

mayor a 1.2 el resultado que se obtunl pon pifttrinaa 1 es de 1.12 para pinetrina 11 ea de 1.16 el 

valor obtenido es demuestra que ea menor al valor teórico por lo tanto se consideran simétricos, en 

el caso de piperonil butóxido el valor obtenido es de 1.25 k esimetria es muy ligare pero no 

bite:flete con el resultado del análisis. 

ESPECIFICIDAD DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO 

En base e los cmmatogramas obtenidos de la especificidad del sistema, al analizar las muestras a 

diferentes condiciones: 
Muestra de producto terminado 

'Mambo 

Esta radar secundario de piretrinas 1,11 

Estándeu• secundario de piperatil butóxido 
Estándar secundario de piretrinas1.11 nula pipensnil butóxido 

Cada una de estas muestres se colocó tt 60t, determinando que los picos de los posibles 

pmductos de degradación no interfieren con los picos de los activos de interés 
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En el caso de la soluciones que se prepararan de cada estándar piretrinas 1,11 y piperonil butóxido 

por separado o en conjunto con NaOH 1 N y I ICI IN a 60 C, se determino que los picos de los 

posibles productos de degradación no interfieren con los picos de los activos de interés. 

Las soluciones de piretrinas 1,11 más piperonil butaxido con peróxido de hidrógeno a temperatura 

ambiente y a 60.0 presenten una ligera inestabilidad de la linea base debido a una alteración en la 

estabilidad del sistema sin que afecte le especificidad del método. 

Las pirettinas se oxidan con el peróxido de hidrógeno por lo tanto en los cromatogntmas 

correspondientes de producto terminado a temperatura ambiente y a 60'C solo se observa el pico 

de piperonil butóxido. 

Demostmndo al que el método es especifico y que sirve para ser Indicativo de Estabilidad por 

que los productos de degradan no interfieren con los correspondientes picos de interés. 

PIIECISION DEL SISTEMA 

En base al resultado obtenido de piretrina 1 cuya coeficiente de variación es de 1.59% , para 

pinatrina II de 1.23 % y pan piperonil butóxido de 1.24 %. Tomando en cuenta que el coeficiente 

de variación no debe ser mayor • 1,5 el sistema  se consideró preciso. En el caso de pirehina 1 el 

coeficiente de variación que se obtuvo ea de 1.59 % considerándose que la diferencia que se tiene 

ea de .09 con respecto al valor establecido teoricarne.nte, lo cual no produce mayor efecto pera 
considerar el método preciso. 

UNEARIDAD DEL SISTEMA 

Para piperonil bullido se obtuvó el siguiente resultado: el coeficiente de correlación es de .9993, 

el coeficiente de determinación es de .998 y el oodeknte de variación iguala 1.19 %. 

Para pireirina I : el coeficente de correlación es de 1.001, el coeficiente de determinación de 

1.002, el coefidente de variación de 1.46 %. 

Para piretrina 11 : el coeficiente de copelación es de .9986. el coeficiente de determinación de 

.997 y el coeficiente de variación de 1.50% Cada uno de los resultados obtenido; cumple con los 

paMmetros establecidos considerándose que el sistema se comporta linealmente. 

También el resultado que se observa de las odas de cada uno de los activos Indican que la recta 

pasa por el origen. Demostrando que existe una relación entrar la concentración de cada activo y el 

clima bajo la curva detectada por el sistema.  
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N EARIDAD DEI. METOIX) 

Para piperonil butóxido se obtuvó el siguiente resultado: el coeficiente de determinación es mayor 

a 0.98, la pendiente es igual a 1.0759, y la ordenada al origen es de • 5.3592; el portento 

recuperado para cado una de las concentradones ( 80 %,100 %, 120 %) está entre el 101.103 % 
siendo el valor teórico del promedio de recobro entre 97.103%. 

Indicando que cada uno de los resultados obtenidos y orificando los mcg adicionados contra los 

mcg recuperados se obtiene una linea recta demostrando así que el método es lineal. 

Pera piretrina I: el resultado obtenido es el siguiente: el coeficiente de determinación es mayor a 

0.98, la pendiente igual a 1.0510 y la ordenada al origen de .1.3089, el porciento recuperado está 
entra 99. 101 % pan cada una de las concentraciones 

Para pbetrina II: el coeficiente de determinación es mayor e 0.99, la pendiente igual a 1.0843 y la 

ordenada al origen de .1.6230, el pordento recuperado está entre 101.104 % 4 valor de 104 

% no está dentro de los limites establecidos de porciento de recobro siendo la diferencia de 1,0246 

la cual no se consideré que interfiera con los resultados anteriores puesto que la variación obtenida 

no se considera tan grande para descartar que el metodo sea lineal. 

Lo gráficas que se obtienen al golear loe mcg adicionados contra los mcg recuperados determinan 

una linea recta y los resultados anteriores entran dentro de especificaciones por lo tanto el método 
ea considera lineal. 

EXAC1TTUD DEL METODO 

Los resultados de exactitud para cada uno de los activos de interés ( piretrina 1,11 y Operad 

butóxido) se encuentran dentro de las especificaciones establecidos el porciento de recobro 

teóricamente debe ser entre 97. 103 % y el ~Mente de variación menor al 3 91), FI porciento 

de recobro obtenido de cada uno de ke activos se encuentra entre 100.101 % y el coeficiente de 

variación está entre 1 • 1.55 % por lo tanto el método le consideré exacta 
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REPRODI UNIDAD DEL MEIDDO 

Los resultados obtenidos pare pipemnil butóxido de cada uno de los analistas en diferentes días 

demuestra un coeficiente de variación de 1.85%, para piretrinas III el coeficiente de variación es 

de 2.06% En base a loe resultados anteriores pare cada uno de loe activos el método se puede 

considerar reproducible ya que ambos valores se encuentran dentro de las especificaciones 

establecidas. 

ESTABILIDAD DE IA MUESTRA 

Los resultados obtenidos de las muestras de estabilidad presentan variabilidad ya que en algunos de 

los casos el pipemnil butózklo ea estable a lu 72 horas de preparadas en refrigeración y no e las 

48 horas en religereción, En el caso de Temperatura Ambiente resulta estable a las 24 horas y no 

a las 48 y 72 horas de preparadas. 

Para piretrinas 1,11 es estable a las 2A horas de preparación a Temperatura Ambiente y no a las 48 

y 72 horas, en refrigeración sok es estable a lea 24 horas y no a las 48 y 72 horas de preparadas, 

lo cual no resulta conoente por lo que ea establece que existió algún error en la preparación de la 

muestro que haya ocasionado esta variación en loe resultados. 

Se determina por lo tanto que la muestra de piperottil butóxido y pimtrinalilsolo es estable a 

temperatura ambiente y a refrigeración a las 24 horas de beberte preparado. 



CAPITULO 5 



ESTA TISIS 
SALIR BE. LA Mk.ITECA 

CONCLUSIONES 

5.1 Conclusiones 

Se desarrolló un metódo enalitico especifico para la cuantificación de piretrinas 1,11 y piperonil 
butóxido por Cromatografia Liquida de Alta Resolución contenidos en un shatnpoo 

tunipediculosis. 

El método desam►llado es útil para las determinaciones como producto intermedio y producto 

terminado, asi como paro detectar la estabilidad del producto, 

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir que el coeficiente de variación obtenido 

para linearidad, precisión, exactitud y especificidad esa dentro de las especificaciones establecidas 

demostrando la efectividad del mismo al conaiderame válido pera loe fines prácticos del laboratorio, 

"Para la hacendad del sistema el coeficiente de variación obtenido es el siguiente: 

piperonil butiseiclo: 1.19% 

piretrina I: 1.46% 

piretrina II: 1.50% 

*Linearidad del método: 

piperanil butóxido: 1.44% 

piretrina I: 1.43% 

piretrina II: 1.82% 

*Precisión del sistema: 

pipemnil butóxido: 1.24% 

piretrina I : 1,59% 

piretrina II: 1.13% 



*Kiactitud del método, 

piperonil butóxido: 1.05% 

piterrina I: 1.513% 

piretrina II; 1,29% 

Se considera que se cumplieron los objetivos por que se subsanaron los inconvenientes de los 

métodos espedrorotornétricos y por cromatogntlia de gasee usados con anterioridad, 
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