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Para que un medicamento ejerza su efecto terapéutico, o primero que debe
suceder es que el principio activo sea liberado de la forma farmacéutica lamese
tabletas, capsulas, suspensiones, emulsiones, unguento, etc. Debido a esto es
necesario contar con una prueba sencilla, econtmica, confiable y reproducible
que nos permita medir ia liberacién del farmaco de la forma farmacéutica in vitro,
ya que éste tiene la ventaja sobre los procedimientos in_vivo. de ser mas
econdémicos y reproducibles al eliminar la variabilidad blolégnca Esta prueba esta
perfectamente establecida en compendios oficiales (Farmacopeas) para formas
farmacéuticas sodlidas orales, pero no para otras formas farmaceéuticas, entre las
que se encuentran los medicamentos tépicos come son cremas. unguentos y
geles

Existen vanos estudios in_vitro para medir la liberacidn del principio activo en
medicamentos tépicos, en los cuales no hay un acuerdo en las condiciones en {as
que se debe efectuar la prueba. asi se tiene, el usoc de celdas de difusidn las
cuales consisten en general de dos compartimentos separados por una
membrana, en donde en una se coloca la muestra (lamado donador) y en el otro
el medio de disclucion (llamado aceptor), las cuales vartan en forma y tamano, asi
como en las condiciones de la prueba. como son tipo y velocidad de agitacion,
tipo y volumen del medio de disolucion, temperatura (25. 32 y 37°C), etc

La United States Pharmacopeia (USP) 22 introdujo una prueba para estudiar la
liberacidn del farmaco en medicamentos transdérmicos, y io lamé aparato 3 (en
USP 23 es el 5) “Paleta sobre Disco”, el cual utifiza €] mismo equipo que el
aparato 2 para formas farmacéuticas solidas orales como prueba oficial, donde la
muestra se coloca en un disco que contiene una malla de acero inoxidable.
Posteriormente la Food and Drug Administration (FDA) hizo una modificacion al
método 5 de la USP haciendoio mas general y aplicable a todos ios parches
transdérmicos de nitroglicerina existentes en el mercado

Se han propuesto otras modificaciones al método de la USP entre 'as que se
tienen el uso de una celda “mejorada” especifica para unguentos con la que
también se usa el aparato 2 de la USP, sélo que en este caso se usan vasos mas
pequenos de 200 ml y por lo tanto las paletas también son mas pequenas. La idea
de usar el método de paleta sobre disco con sus modificaciones es, la de utlizar
el equipo de disolucién ya existente en los laboratorios. disminuyendo costos y
simplificando entrenamientos especializados. ya que el manejo y automatizacion
del equipo seria similar al de las tabletas.



Debido a las ventajas qQue presenta el Método de paileta sobre disco de la USP se
utilizé para comparar los perfiles de liberacion de tres formulaciones tépicas de
un unglento consideradas equivalentes quimicos, las cuales contienen tres
acertes esenciales y a la misma concentracion que son: aceite de trementina,
alcanfor sintético y mentol sintéhco, usando la ceida "mejorada” y una celda que
se disefo en el Centro de investigacion y de Estudios Avanzados (CINVESTAV)
del IPN' modificando la malla de acero inoxidable para parches transdérmicos de
im USP. Se obtuvierdn los perfiles de liberacion de tres iotes de cada producto, la
evaluacion de los resultados se hizo calculando el Tiempo Medio de Disolucién
(TMD). e! cual reduce los resultados del perfil de disolucidn a un solo resultado
simplificando el analisis y la comparacidn entre formulaciones. Los resultados
obtenidos mostraron diferencias estadisticamente significativa entre las tres
formulaciones estudiadas para los tres principios activos con un 95 % de
confianza utilizando la prueba de rango muttiple de Tukey.

La idea es establecer una prueba que mida la liberacion del principio activo (s) en
formulaciones topicas. que pueda ser usada para: comparar formulaciones.
proponeria como una prueba de control de calidad para estudiar variaciones en el
proceso y en el producto terminado ( variaciones entre jote y lote ), para utilizara
en estudios de reformulacidn y formulacidon del producto y comparaciéon de
productos equivalentes quimicos.

El disefio de la modificacson se hizd en el Dio. de SECAEC en ef CINVESTAV-IPN por Ma.
¢. jos Angeies Vidal Millan y Adnana Aguirre.



2.1 UNGUENTOS

En las preparaciones farmacéuticas semisdlidas se incluyen: unglentos, pastas,
cremas y geles. Los unguentos en general son preparaciones semisdlidas
grasosas, constituidas de hidrocarburos los cuales contienen porciones fluidas y
cristalinas conteniendo al medicamento disuelto o disperso en el vehiculo. Si el
unguento es preparado por fusion y es enfriado lentamente tiende a ser mas fluido
que cuando es enfriado rapidamente (1,2). Esto es importante porque modifica las
caracteriticas fisicoquimicas del medicamento, entre ellas |la velocidad de
liberacion del medicamento de la forma farmacéutica.

La composicidn del unguento debe ser tal que cuando se apliquen sobre la piel
se ablanden pero no se fundan. En terapéutica los ungtentos funcionan como
protectores y emolientes para la piel, pero también se utilizan como vehiculos o
bases para la aplicacidn topica de sustancias medicinales (2).

Lo ideal es que una base para unguento sea compatible con la piel, estable,
permanente, suave, no irritante, no sensibilizante, inerte y capaz de liberar con

facilidad el principio(s) activo(s) gue tienen incorporado (2).
Los excipientes mas utilizados en formulaciones de unguentos son (1.2):

e Vehiculo hidrofilico [ lipofilico como: petrolatos, parafinas,
polietilenglicoles,.acidos carboxilicos, etc.

= Cosolvente como: propilenglicol, sorbitol. etc.

Agentes Viscosantes como: veegunns, alginatos, derivados de la celulosa.

e Agentes Emuisificantes como: laurilsulfatos, lanolina, etc.

e Conservadores como: parabenos.



Sustancias Amortiguadoras como: acido citrico y sus sales, etc.
Humectantes como: glicerina.
Antioxidantes como: butilthidroxitolueno. butithidroxianiso! { BHA ).

Secuestrante como: etilendiamino tetracetato disoddico

2.2 ESTUDIOS DE LIBERACION N VITRO

Es ampliamente conocido que para que un farmaco ejerza su actividad

terapéutica es necesario que éste sea liberado de la forma farmacéutica (tabletas,
etc. ). Una manera de medir la

in_vitrro,

capsulas, suspension, unglento, crema, gel,
liberacion del farmaco de los medicamentos es a travées de pruebas

estas deben estar estandarizadas para ser utihzadas y poder evaluar ia velocidad
de liberacion del farmaco de la forma farmacéutica. E! contar con metodos in

vitro nos permiten economizar, ya que los expenmentos_in vivo son costosos y No
métodos han sido amphamente

son faciles de controlar, por esta razdn estos
estudiados y estan perfectamente estandanzados, reconocidos y disponibles sélo
para formas farmaceéuticas solidas orales, y se enccuentran en los compendios
oficiales de cada pais ( 3, 72, 73 ).

Sin embargo existe la necesidad de contar con un sistema simple, universal que
pueda medir la disponibilidad farmacéutica en otras formas de dosificacion, y en
nuesiro caso particular, que puedan ser aplicados a todos los tipos de

que es el tema que nos ocupa.

dicamentos demnr 2iog!
En la dltima década se han dirigido esfuerzos. para el desarrolio de métodos que

permitan la evaluacion de la disponibilidad farmacedtica y biofarmacéutica de

formulaciones deamatoldgicas, el modeio a aplicar dependera:
a)de! modo de accién , si es a nivel de la superficie de la piel, o se desea que

penetre a capas mas profundas.



b)del proceso involucrado para Que el medicamento ejerza su accion, si sélo
depende de !a liberacion det vehiculo o si involucra penetractdn y/o absorcidén a
través de la piel

La tabla I (5) muestra las diferentes clases de medicamentos dematologicos que
estan directamente reiacionados con el modo de accion y el proceso involucrado,
asl como el pardmetro a medir. se tiene que cuando la accién del medicamento
téopico es local, el proceso a estudiar sera la disponibdidad farmaceéutica ya que se
medira la iberacidon del farmaco del vehiculo. los demas tpos de formulaciones
dermatologicas (percutaneos y transdermicos) deben ser absorbidos hacia las
capas mas profundas de !a piel o atravesarlas. para accion sistémica donde se
tendra como parametro de evaluacién la biodisponibilidad
TABLA 1. MODO DE ACCION Y PROCESO DE FORMULACIONES

DERMATOLOGICAS

CLASE EJEMPL.O ACCION PROCESO PARAMETRO
Agentes derma | Unguentos, Liberacion disponibihdad
tolégicos locales |iociones. Topica del farmacéutica

cremas, geles vehiculo
Preparaciones Preparaciones Sistémica o bajo Penetracion o | Biodisponibihdad
percutaneas dermatologicas el teido de ia pel Absorcion (sitio de accién)
Srstemas Biodispontbilidad
Terapéuticos Parches Sistemico Absorcion (crrculacion
Transdérmicos Transdérmicos Percutanea sisternica)

Los parametros de disponibilidad y biodisponibilidad de farmacos se han usado,
como una medida para evaluar la liberaciéon del farmaco del vehiculo y de éste a
la piel, y su paso a ta crrculacidon sistémica.

La clasificaciébn de los modelos para la evaluacidn biofarmacéutica de
formulaciones dermatoldgicas se muestran en la figura 1, de acuerdo a su modo

de accion (5) donde observamos que se dividen en modelos de liberacion y de

absorcion



FIG 1. MODELOS DE EVALUACION DE FORMULACIONES
DERMATOLOGICAS.

MODFLOS DE MODELOS DE
LIBERACION ABSORCION

DIFUSION PERMEACION DIFUSION PENETRACION PENETRACION INVIVO
FASES LIOUIDAS A TRAVES DE GELES EN MEMBIRANA DENTRO DE FARAME TROS
COM SEMBRANA MEMBRANAS vATRAVES FARMACOCINE T

Sy MEMBRANA PEn OE SAPARICION
DE PIEL MUMANA
O DE ANBAAL
ARTHICULES BoLobicas

mdrofiicas hpofiicas
2.2.1 MODELOS DE LIBERACION,

Los modelos de liberacidon del! farmaco del vehiculo fueron los primeros en

desarrollarse para la evaluacion biofarmaceéutica de medicamentos

dermatolégicos ( 5). El equipo mas usado para efectuar este tipo de estudios es

la celda de difusion (ver fig. 2). 1a cual consiste en general de:

e un compartimiento donador, el cual contiene la formulacion téopica

e un aceptor donde se encuentra una solucion a la que pasa el farmaco llamada
fase aceptora.

e una membrana (no siempre esta presente, depende del tipo de estudios).

un sistema de agitacion.



e toma de muestray
e de un sistema que pueda regular la temperatura.

E! uso de membrana en estos modelos de hberacién es para asegurar la
separacion entre la formulacion y la fase aceptora y en algunas ocasiones no se

Existen varios disenos de celdas de difusién, las cuales pueden ser

usa nada
la

verticales como la celda de Franz que es la mas popular y horizontales como

de Vala-Chien (5.6,7.8)

FIG. 2 . CELDA DE DIFUSION

compartimiento donador
con formulacrdon topica

—_—
Capa timite
con y sin a

compartimento

acaptor T o

barra de agiacién

En la Fig. 3 se muestran varios disenos de este tipo de celdas. En fa fig 3a ( 9,10,

11 )y 3b (7 y 12 tenemos las celdas de tipo vertical, yenla 3c (7 y 13 ) las de

tipo horizontal.



Fig. 3 CELDAS DE DIFUSION.
Je. Celda de di ventical. 1 dor, 2 . 3 aceptor, 4 dor de
toma de muecstra » 7 membrana.

Celda de difusion
()}

Celda de difusion
(10)

1
Celda de difusion Z N

“an 2




FIG 3B. CELDAS DE DIFUSION VERTICALES. | donador. 2 mucstra . 3 aceptor. 3
regulador de temperatura. 5 agitador, 6 toma de mucstra, 7 metnbrana

Ceilda tipo Franz
7

Celda de fiujo 1v2
(12)




FIG 3¢c. CELDAS DE DIFUSION HORIZONTALES. | donador, 2 muestra, 3 aceptor, 4

regulador de temperatura, 5 agitador, 6 toma de mucstra, 7 membrana.

Celda de difusion

3

Celda Valia-Chien

@




Cuando se desea estudiar solo la liberacion dei farmaco del vehicuio se debe

considerar lo siguiente:
La eieccién de una solucidn aceptora adecuada para el farmaco aplicado

-
las propiedades fisicas y quimicas del

topicamente,. la cual depende de
farmaco
E! uso de una membrana adecuada la cual permita la separacién 6ptima de la

base del unguento y la solucion aceptora. sin influr en la velocidad de

liberacién del farmaco de la base del unguento (5)

Modeios de liberacion sin_membrana -En la revisidn presentada por Reinhard (5)
Wberacion sin membrana, el primer

contemiendo

menciona lo siguiente de los modelos de

resultado descrito fue en 1926 WUnna estudio  unguentos

fenoftaleina colocados en un soxlet sumergidos en una solucién de Cloruro de
Sodio Dempski usoc cajas de petri, Poulsen fue el primero en usar miristato de
isopropilo como fase aceptora No acuosa por la solubihdad de fluorcinolona en

este liqudo
Modelos de liberacion con membrana -Referente a los modelos de hberacion con
donador del aceptor )

membrana ( usada en estos casos para separar el
Reinhard (5) en su revisidn indica lo siguiente Wood usd una celda de difusion
equipada con un aceptor acuoseo y membranas de celofan, dernvados de celulosa

y polimeros de vinil fluoruro lLas fases aceptoras no acuosas fueron introducidas

con membranas porosas. Franke - Augst describié un aparato de vidno y utifizo

celulosa como membrana y metanol! o n-butanol como fase aceptora Turakka y
colaboradores, desarrollaron un modeio con propién glicol como fase aceptora y
membranas de policarbonato para separar la fase aceptora y la formulacion

También en la referencia (5) Reinhard menciona que fases aceploras no acuosas
han sido uJtilizadas por Ash Walkow y Mc Ginity quienes usaron agua.
propilénglicol, Smith y Haigh usaron munstato de isopropilio como fase aceptora
Investigaciones recientes indican que membranas de policarbonato que tienen un
diametro de poro exactamente definido son éptimas para separar el aceptor de la



formulacion, Membranas Uhpidicas artificiales también se desarroilaron,
tenemos que Nakano y Patal

bases de unguentos fueron

asl
en sus estudios de hberacidn de acido salicilico de
jos primeros en usar membranas no porosas de
dimet! polisiloxano. Sistemas con dos membranas fueron desarrollados por Loth

los cuales consisuan en una capa hdrofilkca como acetato de celulosa

impregnada con elilén ghcol y una hipofilica como pohtetrafluoroetiteno impregnada
con dodecanol. Marin usc un sistema con n-octanol como fase aceptora y
membrana de silicona para asegqurar la separacion adecuada entre ja solucion
aceptora y la formulacion. Shah (6) efectud estudios de velocidad de

hberacion de
ungientos conteniendo corticosterowdes.

utizé una mezcla de muristato de

isopropio:agua.etanol en proporcidén 10.5 85 como fase aceptora Yy una

membrana de polisulfona rmpregnada de minstato de 1sopropilo. El estudio de la
fiberacion de corticosteroides de la base del unguento represento un reto ya gue

no fue facil encontrar la fase aceptora y 1a membrana sintética adecuada. que
permitieron estudiar la iberacidn dei farmaco

2.2.2 MODELOS DE ABSORCION.

Modelos para estudios de absorcion percutanea in_vitro usan el mismo tipo de
celdas de difusion, sélo que estos llevan una membrana. cuya funcion no es
separar formulacidn de aceptor como en el caso de los estudios de liberacion,
sino para medir la penetracion y/o permeacion del farmaco a través de ésta. Se
pueden dividir en:

e sistermas con membranas sintéticas y

= sistemas con membranas biolégicas

Dentro de los sistemas con membrans sintéticas (14-21) tenemos con una sola
membrana ya sea lipofilica como dimetilpolisiloxano o hidrofila como denvados de
ia celulosa (porosa) y los sistemas multimembranas (15, 18, 21) que pretenden
simular las diferentes capas de la prel

Referente a las membranas biologicas se han utilizado de diferentes fuentes
animales como de rata, cerdo, serpiente y humana ( 28-39).



Las membranas sintéticas tienen

ventaja sobre las biolégicas

ya que son

reproducibles, faciles de fabrnicar, de composicién controlada, de mantenimiento
sencilo y se han encontrado resultados que reflejan un comportamiento similar al

de la piel, sobre todo en multimembranas

€n la tabla II,
formulaciones tépicas. donde se observa el

se muestran algunos ejempios de estudios de
uso de diferentes medios de

disolucién, tipo de celda y tipo de membrana.

liberacion en

TABLA 2. ESTUDIO DE LIBERACION EN FORMULACIONES TOPICAS.

MEDIO DE
FARMACO DISOLUCION EQUIPO MEMBRANA REFERENCIA
ISOPROPANOL CELDA DE PIEL 40
NB-818 - _AGUA 50% FRANZ
corticosteroi- minstato de CELDA DE |membrana de 6
des. isopropilo-etanol FRANZ polisulfona
naproxen ACUOSO CELDA DE MEMBRANA 15
FRANZ SINTETICA
VARIOS ACUOSO CELDA DE MEMBRANA 17
FRANZ SINTETICA
VARIOS ACUOSO CELDA DE MEMBRANA 19
FRANZ SINTETICA
NIFEDIPINA ACUOSO CELDA DE PIEL 41
FRANZ
CLONAZEPA ACUOSO CELDA DE MEMBRANA 20
FRANZ SINTETICA
NIFEDIPINA [ETANOL - CELDA DE SINTETICA 42
AGUA 40% FRANZ
VARIOS ACUOSO CELDA DE PIEL 43
DIFUSION
ANTIHEMETI ETANOL - CELDA DE PIEL 31
-Cos AGUA 70 % FRANZ
PIROXICAM | PEG:AGUA 20% CELDA DE PIEL 34
FRANZ
VARIOS ACUOSO CELDA DE MULTIMEM - 22
DIFUSION BRANAS
SALICILATO AGUA - PEG CELDA DE PIEL 39
50% FRANZ
VARIOS ETANOL - CELDA DE PIEL a4
AGUA 50 % DIFUSION




2.2.3 ANALISIS DE DATOS.

El analisis de los datos se enfoca en estudios de tiberacion. a la evaluacion de la
disponibilidad farmaceéutica. y en estudios de absorcién atl transporte de farmacos
a traves de la membrana a la evaluacion biofarmaceutica.

Los estandares de las Farmacopeas de cada pails establecen para la prueba de
disolucién aplicada a formas farmaceéuticas orales solidas usualmente el %
disuelto a un tiempo fijo. bajo condiciones preestablecidas (3, 72, 73) en el Codex
Federal Register (CFR) (45) se describe un procedimiento general para realizar la
prueba de disolucidn cuando al producto al que se le desea aplicar no es oficial.
pero también se evalua el % disuelto a un ttempo fijo. Otros autores usan la
evaluacidn del tiempo para alcanzar el 50% o el 90 % disuelto (5). Estas
aproximaciones son determinaciones a8 un solo punto y no caracternzan
adecuadamente el proceso completo de drsolucion, por lo que es mejor hacer la
determinacidn a varios tiempos (perfil de hberacion). ya que reflejan mejor el

comportamiento del producto

Entre los meétodos de analsis de datos de perfiles de disolucién tenemos los

siguientes’

AREA BAJO LA CURVA (ABC). En en la revision de Reinhard (5) indica que el
principio de la correspondencia de el drea bajo la curva para ta determinacién de
biodisponibilidad siguiendo una administracion sistémica fue aplicado a los perfiles
de disolucidn, y este principio se ha aplicado para !a evaluacién de ia penetracion
en la piel en estudios de absorcion. En un estudio de liberacion de ditranol por
Neubert (21) usan el ABC como parametro de medida del perfil de liberacion, 1a
ventaja es que reduce a un solo resultado los perfiles, facilitando su analisis e
interpretacidon, errores en el método de medir el ABC dara resuitados errdneos.
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EFICIENCIA DE LA DISOLUCION { ED ): el té&rmino ED se define como el
ABC del perfii de disolucidon expresado como el % del area de un rectangulo
descrito como el 100% (46), ver figura 4

%disuelto

t

Fig 4 . Eficiencia de ta disolucién

donde ABCm es el area bajo la curva de la muestra y ABC es el area bajo la
curva de! rectangulo formado por 100% disuelto al iempo t.

El analisis de resultados de perfiles de disolucién utilizando este método tiene
ciertas ventajas, una de las cuales es que resume los datos de liberacidén en un
solo niumero para poder hacer comparaciones entre formulaciones

TIEMPO MEDIOC DE DISOLUCION (TMD) Y TIEMPO MEDIO DE
RESIDENCIA (TMR): el drea bajo la curva obtenida en un perfil de hberacidon
puede ser tratada como una distribucion estadistica ( 5 ) de tiempos de liberacion
( disolucion del farmaco en el medio de disolucidn ) o de residencia del farmaco
en la forma farmacéutica. Cada funcidn de distribucidn puede ser descrita
matematicarmente por medidas de tendencia central y de dispersién, las cuales se
basan en los momentos estadisticos de primero y segundo grado. Para una
distribucion normal, el primer momento es igual a la media aritmeética y el segundo
a la varianza. La media aritmética de cualquier perfil de disoiucidn (% liberado) es
Hamado TMD, pero si el contenido del farmaco que permanece en la forma



farmaceéutica se grafica en funcidn del tiempo, la media aritmética es llamada
TMR. Para calcular el TMR y TMD se usan las siguientes ecuaciones:

TMR= ABCm / ABC

TMD=ABCm/ABC o TMD=[" t(Q= -Q)dt/Q

DOonde ABCm es el area bajo 'a curva en el primer momento estadistico y ABC el
area bajo la curva de o que permanece el la formulacion para el casode TMR y lo
que se disuelve en el caso de TMD (47, 48)

Una importante fuente de error en la determinacién de TMR y TMD es el hecho
de que no siempre se alcanza el 100% de liberacidn, el calcuio en tales casos se
basa en el maxmo del farmaco disueito. Para sistemas los cuales tienen una
liberacidon completa del farmaco, el error depende del numero de puntos medidos
y de la forma de la curva . ia cual es una expresion de la cinética de liberacion

TMD y TMR se ha usado para calcular la correlacidén_in vitro - in vivo de perfiles
de disolucidn , como modelos de absorcidn de farmacos. como prueba ge
equivalencia entre perfiles de disolucién © para comparar estadisticamente
diferentes perfiles de disolucion (47)

Todo lo antenor juega un papel mportante en el desarrollo de formas
farmaceéuticas, un Mmétodo de prueba estadistico basado en datos orniginales. es
una caracteristica importante para hacer comparaciones.

El método usado para el calculo de TMD y TMR debe cubrir los siguientes
criterios:

1.- En la determinacion de ABC el error debe ser el minimo.
2.- El calcuio debe aplicarse a varios tipos de cinética de disolucion.

3.- Los valores deben ser capaces de diferenciar entre curvas de diferente forma y
grado de liberacion.



4.- Si no se obtiene el 100% de liberacidn los valores obtenidos deben ser

similares a los que se tienen calculados con el perfil completo.

Hay varios métodos para calcular TMR y TMD, de los cuales los que cubren los
criterios arriba mencionados es el del plano geométrico y el de integracidon

parabdilica.

ASPECTOS REGULATORIOS DE MEDICAMENTOS TOPICOS.

La USP (3) propone el uso del aparato 5 aplicado para la prueba de liberacién del
farmaco en parches transdérmicos. el cual utifiza e! equipo de disolucién
convencional, s6lo que la muestra (parche) se coloca en un disco con una malia
de acero inoxidable y ésta se coloca en el fondo deil vaso de disolucidn y se agita
con la paleta colocada 2.5 cm arriba del disco (ver fig. 5), el cual ha sido ltamado
método de “paleta sobre disco™. Este método ha sido sujeto a investigacion por
parte de la FDA, y ha tenido como objetivo primordial el desarrolio de un método
in_vitro, simple, reproducible y confiabie para asegurar la liberacién del farmaco

del parche transdérmico y especificamente para nitroghicenna, para llegar a tener

una prueba con valor regulatoric comparable a la prueba de disolucibn para
formas farmaceéuticas sdélidas orales (49)

FDA da los siguientes requermientos para medicamentos transdermicos (50)
especificamente para Parches Transdérmicos (PTD).

FDA requiere que cada nuevo PTD debe demostrar
confiables vy

Requerimientos in_vitro
exhibir caracteristicas de Iliberacién in__vitro consistentes,
reproducibles. Por lo cual propuso el método de Paleta sobre Disco y la obtencidon
de perfiles de disolucidn y no la prueba a un tiempo fijo (50)

Los productos farmacéuticos son considerados equivalentes terapéuticos si

contienen e! mismo ingrediente activo(s). la misma forma de dosificacién, son
idénticos en concentracidn y via de administracion. Un producto genérico debe ser

equivalente y bicequivalente al producto innovador (50).



FIG S. METODO DE PALETA SOBRE DISCO DE LA USP (3)
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Se anade ademas de los requenmientos de manufactura y controi de calidad del
proctucto terminado, el estudio de liberaciéon del farmaco de la forma farmacéutica
y ademas usario como un monitoreo de !a estabilidad del producto efectuando la
prueba a diferentes tiempos.

En base a esto la FDA desarrolio un meétodo similar al 5 de la USP de paleta
sobre disco (7, 49, 50. 51) solo que en vez del disco hace la siguiente
modificacion: sujeta el parche en un vidrio de reloj con clips y sobre de él coloca
una malla PTFE (ver fig. 6). en un medio adecuado a 32 = 0.5 °C, colocando la
paleta a 2.5 cm arriba de la malla. Este método se comparb con el 5, 6 y 7 de ta
USP, resultando ser mas general y simple (e! de la FDA). Aungue estos
requerimientos regulatorios se proponen para parches transdérmicos, es
importante considerarios para ungUentos y para otras formas farmaceuticas
topicas.

Fif 6. Modificaciéon de la FDA al método de paleta sobre disco (7).




2.2.5 MODIFICACIONES AL METODO DE PALETA SOBRE DISCO.

Usando el prnncipio de “"paleta sobre disco”™ el cual es propuesto para parches
transdérmicos. en un estudio Lippold reporta (52) e! uso de una celda mejorada
para la prueba de liberacion de parches transdérmicos. la cual se usa en lugar del
disco de acero inoxidable de la USP y del wvidrio de relo; cubierto por una malla
de PTFE de la FDA. En este estudic se compara esta celda mejorada usando el
sistema de paleta sobre disco contra la celda ce Franz. la cual es reconocida
como la mas popular para hacer estudios de difus:6n de medicamentos topicos a

traves- de una membrana. concluyendo que esta nueva celda mejorada da

mejores resultados y con algunas ventajas adicionaies

Esta celda mejorada utiliza también el principio del método de paleta sobre disco,
excepto que en lugar de ia malla de acero inoxidable usada en la USP o la malla
PTFE sobre el vidrio de reloj de FDA. usa una ce!da de teflon la cual se muestra
en la fig 7. utiliza vasos mas pequernos (de 200 m! de capacidad) y por lo tanto la
dimension de la paileta tambien cambia .

La celda mejorada presenta las siguientes ventajas’

e El tamano, forma y superficie expuesta de la muestra puede sef controlada por

un sistema de tornillo
Puede usarse con © sin membrana en los casos en que se requiera realizar
estudios de liberacion o absorcién lo cual no permite el de la USP y FDA.

Utiliza el mismo equipo de disolucidn existente en ios laboratorios y por lo tanto

el manejo, toma de la muestra y automatizactdn es simitar al método

convencional
Otra modificacidn al método para PTD de la USP se propone en este trabajo de
tesis y se hizo en el CINVESTAV-IPN por Ma. de los Angeles Vidal y Adriana
Aguirre. se construyo una celda a la que se llamara “celda modificada™ de la USP,
para poder ser usada en estudios de liberacion de principios activos de
unglientos. La descripcion de esta celda se dara mas adelante.
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FI1G 7.METODO DE PALETA SOBRE DISCO “CELDA MEJORADA"
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Por lo tanto se propone el uso de la “celda mejorada’™ y la “celda modificada para

PTD de la USP" en la realizacién de este trabajo de tesis.

2.2.6 FACTORES QUE AFECTAN EL PERFIL DE LIBERACION DE MEDICAMENTOS
TOPICOS.

Los factores que pueden influir en la velocidad de hberacidon del farmaco en
formas farmacéuticas topicas en los estudios in vitro pueden ser

a) Las relacionadas con ia formulacién las cuales son
- Tipo de vehiculo utilizado en la formulaciéon (hidrofiico., lipofihco)(53, 54).

- Tipo de formulacidn tépica ( gel. emulsidn, suspensidn. microemulsidn,

liposomas) (55, 56).
- Estado del farmaco en la formulacion ( suspendido. micronizado. disueito }(58).

- Solubilidad del principio activo en el vehiculo , entre mas soluble sea el farmaco
en el vehiculo se liberara con mayor dificultad y visceversa entre menos soluble
sea se liberara mas rapido (53, 5§7).

- Viscosidad de la formulacion, a mayor viscasidad menor velocidad de liberacién

det principio activo (57).

-Adicion de mejoradores { excipientes usados para aumentar {a absorcion ), los
cuales tienen como finalidad aumentar la velocidad de permeacién del farmaco a

través de ia piel (59-83).
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- Procedimiento de fabricacion, ya que dependiendo del meétodo de preparacion
seran las caracteristicas del producto final (53, 58).

- Concentracion del farmaco dentro del vehiculo, a mayor concentracién mayor
sera la liberacién, por lo que para aumentar la velocidad de liberacidn se

recomienda preparar a la concentracion de saturacidn (53.54. 58).

-Temperatura de fusién y Calor de fusion del farmaco la cuai se relaciona con su
actividad termodinamica ( 22.59 .60).

-Grado de cristalinidad del farmaco y del vehiculo (74). entre mas cristalino es un
material es menos soluble y por lo tanto se liberara con mayor dificuitad. Una
manera de medir el grado de cristalinidad de un matenal es a través de la
determinacion del calor de fusidon, ya que éste es una medida de la energia
necesaria para romper la red cristalina. Un método para determinar el calor de
fusién de materiales es por calorimetria de barrido diferencial (75)

b) Las relacionadas con el procedimiento de la prueba de libercidn las cuales
inctuyen (7):

- La compasicién y volumen del medio de liberacion.
- Tipo y velocidad de agitacion.
- Temperatura.

-Tamanfio y superficie de la muestra expuesta (la cual se puede relacionar con el
tipo de celda usada).

-Tipo de membrana (si se desea hacer estudios de absorcién)
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Modificaciones tanto en los factores relacionados con la muestra como con la
prueba provocan cambios en los perfiles de liberacidn, asi como cambios en el
Pr de fabri ion y de ientes en la formulacién pueden conducir
a diferencias en el comportamiento de liberacidn del principio activo.

En base a lo anterior se propone aplcar el método de Paleta sobre Disco a tres
productos considerados equivalentes farmacedticos de un ungGento cuyo
principio activo son tres aceites esenciales con la siguiente formulacion para:

Mentol.

2.3 CROMATOGRAFIA DE GASES (CG)

La cromatografia de gases (CG) es un método de separacion, el cual con el
detector adecuado puede ser usado para separar, cuantificar e identificar

compuestos.
La Cromatografia de gases separa componentes de bajo peso moilecular, voliatiles
por percolacién del! flujo de un gas sobre una fase estacionaria. Si la fase
aria es un soélido. {a técnica es cor » como cror grafla gas - sdélido
(CGS) y Ila separacion se basa en las propiedades adsortivas de la columna.
Cuando la fase estacionaria es un liquido la técnica es cromatografia gas - liquido
(CGL), la base para la separacion en este tipo de cromatografia es la particién de
ia muestra dentro y fuera de la pelicula fina del liquido extendida sobre el soporte
inerte. Este tipo de cromatpgrafia (CGL) es probablemente la forma mas selectiva
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y versitil de la CG, ya que existe una amplia gama de fases liQuidas que se
pueden usar arriba de 450°C .

La instrumentacion de un cromatografo de gases se muestra en un diagrama de
bloques en la Fig 8. Los componentes basicos de un cromatografo de gases son:
un suministro de gas. controlador de flujo, inyector, columna, hormo programador
de temperatura, detector, registrador. computadora o integrador.

Fig. 8. Instrumentacion de un cromatografo de gases

-—————
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Obeervamos que un gas inerte contenido en un cilindro pasa a un controlador de
flujo cuyo propdsito es mantener un flujo constante a través de la columna. El gas
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pasa enseguida a la columna, donde al inicio de ésta se encuentra el inyector,
aqui la muestra es introducida, el gas acarreador mueve ia muestra a través de la
columna hasta el final de ésta donde el detector se encuentra localizado.

2.3.9 EFICIENCIA DE LA COLUMNA

La separacidn de dos sustancias depende de la calidad y resolucion de |a
columna (su eficiencia). y de la retencidon relativa o la eficiencia de Ia fase
ia (selectividad).

La eficiencia de ia fase estacionaria resulta de su interaccién con la muestra
(soluto) y determina la posicidn relativa de ias bandas de soluto en un
cromatograma. ta separacidon entre componentes en la columna esath
determinada por los valores de los coeficientes de panticion ( es Ia razén de la
concONracion de soluto en la fase gaseosa) a mayor diferencia entre estos mayor
separacion.

Ei concepto de piato tedrico se utiliza en procesos de ilacion y es emp

para evaluar el funcionamiento de la columna en CG. Los platos tedricos son
emplaados para comparar columnas, para fijar técnicas estandar de em.pacado de

columnas , asi como para checar las columnas.
El intervalo de tiempo que transcurre entre la inyeccion de la muestra y el cambio
de la zona o pico es llamado tiempo de retencién ( Tr ) ( ver Fig. 10 ), el producto
del flujo y tiempo de retencion es el volumeén de retencidon ( Vr ), por lo que el
nimero de platos tedricos (N) es definido como:

N=16(Tr/Wb)
donde Wb es la anchura del pico.

Entre mas grande sea e valor de N mas eficiente es la columna,
alta eficiencia permiten que muestras pequefas puedan ser inyectadas sobre

s columnas con
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columnas cortas a bajas temperaturas, y cor ente se ob! Y O s

separaciones en menos tiempo sin el peligro de descomposicion térmica.

FIG. 9.Cromatograma hipotético, donde se muestra t,

— - D)

Para comparar la eficiencia de una columna sobre condiciones distintas o para
comparar columnas diferentes, la altura equivalente a un plato tedrico ( HEPT ),
es el parAmetro usado para este fin y es obtenida de la siguiente manera:

HEPT=L/N
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donde L es la longitud de |a columna en cm y N el numero de ptatos tedricos

Usando la teoria de Van Deemter, también se puede calcular HEPT la cual dice:
que es directamente proporcional a A el cual es un término de difusion. de B que
es un térmmo de difusidn molecular, y C que refleja la resistencia a la
transferencia de masa en la fase liquida y el flujo del gas acarreador. Varias
conclusiones se pueden obtener de la teoria de Deemter que son de valor practico
para mejorar la eficiencia de la columna se dan en la talbla tll y son las
siguientes:

Tabla lil. Conclusiones de la teoria de Deemter

VARIABLE METODO PARA OPTIMIZAR LA EFICIENCIA DE
LA COLUMNA

Soporte Solido: Uso de particulas pequefas o uniformes, malla
80/100 o B8O/120 mas comun

Fase liquida: Capa deigada ( de 1 a 5% ). Debe ser de baja
viscosidad y debe tener baja presién de vapor

Gas Acarreador: Alto pesoc molecularfluyjo de gas Optimo. para
obtener el minimo vailor de HEPT.

Temperatura: Disminuyendo la temperatura se mejora Ia
separacion, con ei consecuente aumento del tiempo

de analisis

La eficiencia de la fase estacionaria ( « ) resulta de la interaccién soluta disolvente
y determina la posicion de las bandas de soluto en el cromatograma. A mayor
diferencia en coeficientes de particidn, mayor separacién y mayor eficiencia, a es
la razon de coeficientes de particion y depende de la temperatura: a mayor
temperatura, el soluto gasta menos tiempo en la fase estacionaria y mas tiempo
con el gas acarreador.




Para evaluar |a separacion de dos picos consecutivos, se debe de considerar el
parametro resolucién { R ). el cual debe ser de 1.5 o mayor para lograr una

separacién completa de picos, ver fig. 11
R =2d/Wa+ Ws
donde Wa y Wa son los anchos de pico de cada uno de los componentes y d la

distancia de separacion entre etlos.
Fig 11.Cromatograma hipotético. donde se muestra la resolucién.
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2.3 INSTRUMENTACION:

Gas acarreador: los mas utiizados son el Nitrégeno y el Helio y se eligen de

acuerdo al detector y su funcidn es la de acarrear la muestra a través de la

columna.

Controlador de flujo: los mas usados son !os rotametros. su funcidn es la de

mantener un flujo constante de gas acarreador
Inyector: ia muestra es introducida con una microjeringa a través de un septum
conectado a un tubo metalico o de vidrio. el cual debe estar aproximadamente
50°C arnba de la temperatura de la columna o directamente a la cabeza de la
columna. El tamafo de la inyeccidn vana desde 1Tul hasta 25 ulL, entre mas
muestra se inyecte menos eficiencia se tendra La funcién del inyector es servir
para introducir la muestra.
Columna: la fase estacionana, soporte sdlido. tipo de tubo, forma y diametro
interno del tubo. por ciento de fase liquida cargada y temperatura entre otros
factores determinan la adecuabilidad de la columna para un uso particutar.

Las columnas pueden ser:

a) Preparativas

b) Analiticas (empacadas) y

c) Capilares (no empacadas).

L.as columnas preparativas se usan para separar grandes cantidades de muestra
y colectar las fracciones, las analiticas empacadas y las capilares para analisis
cualitativos y cuantitativos, siendo Jas ultimas de alta resolucion.

Los soportes se usan para mantener la fase liquida en su superficie, el soporte
optimo debe:

1) Tener gran area superficial ( tamano pequefio ).

2) No ser friable
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3) Tener un tamano uniforme de particula y de poro

4) Ser inerte

La funcion de la columna es que en ella se lleva acabo la separacion.

Detector. indica y mide la cantidad de cada componente separado. Existe una
amplia variedad de detectores los cuales vanan en el principio de operacion. En la

tabla

TABLA IV. Detectores utilizados en Cromatografia de gases

IV, se presentan los detectores usados y el principio de operacion

Principio de Cantidad Estabilidad [ GAS
Detector Operacion Selectividad minima Acarredor
detectable.
Conductivi - | Mide la con- Universat res - He. Ha, N,
dad Térmica [ductividad tér- | ponde a todos 10* de buena
mica de los tos compuestos CHa por mL
Qgaes
Balance de |Diferencia de ; Urniversal respon
densidad dei | peso de a todos los 2x 10" buena N;. CO; .Ar
gas molecutar compuestos de para alcanos
PM diferentes al
Qas acarreador
tonizacion Ftama Responde a
de Flama. H;- O, todos los 10"
compuestos buena He, Nz
organicos pero
no con mezcias
de gases y are
Captura de N+ Responde
electrones e + muestra adsorbiendo 107 alta He
pércida de electrones de
uno compuestos
como: alogenos
mitratos




2.3.4 ANALISIS CUANTITATIVO

E! método mas simpile para cuantficar es por normalizacién de areas. el area de
cada pico es medida y el por ciento de composicidon es calculado dividiendo las
areas individuales por el area total Si las muestras pertenecen a una serie
homologa este método funciona bien. pero si son muy diferentes, se obtendran
resultados erroneos, ya que alguno de los componentes puede no elurr o tener

diferente factor de respuesta ante e! detector (64, 76)

Un método mas seguro, pero que también consume mas tiempo es el uso de
estandar interno. Muestra y estandar de la muestra son diluidos al mismo volimen
con una solucidn que contiene el estandar interno. el cual debe cubrir ciertos
requisitos: el pnmero es que debe eluir razonablemente cerca del compuesto a ser
medido, debe ser estable en la solucidn de la que forma parte. debe ser
completamente resuelto de los otros componentes de la muestra, debe ser de
preferencia de la misma serte homologa Se calcula la razdn del area del
compuesto, estandares y muestras de la sustancia a anahzar., y se divide entre el
area del estandar interno, s1 se hizo a diferentes concentraciones de estandar dei
compuesto, se grafica esta razén de areas contra la concentraciéon del estandar
del compuesto a analizar, y la concentracion de la muestra se determina por la
interpolacion de la razéon de areas de la muestra/estandar interno en la grafica del
estandar. De esta manera fluctuaciones debidas a la inyeccién, temperatura y flujo

del gas se compensan

2.3.5 ANALISIS CUALITATIVO

La Cromatografia de gases se puede usar para identificar compuestos, esto seria
por medio de! Tr, aunque no es una prueba concluyente, también se puede usar
Tr relativo a algun otro compuesto. En la actualidad los cromatografos de gases
se acoplan a espectrometros de masas y de esta manera si se puede usar como
método de identidad con mayor seguridad.



2.4 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS (68-71).

La eficiencia y seguridad de una forma farmacéutica puede ser evaluada
frecuentemente sdlo por el monitoreo de su calidad

La identidad. pureza, potencia y calidad de un medicamento deben ser evaluados
minuciosamente para asegurar su almacenaje. distnbucién y uso, este objetivo
puede ser alcanzado si las especificaciones pertinentes estan basadas en
procedimientos validados

Una parte integral del desarrollo de un método anatlitico es la validacion del
mismo, por esta razén es importante para un activo o forma farmacéutica que sus
métodos analiticos sean evaluados sistematicamente para demostrar que la

nes ar

capacidad del meétodo satisface los requisitos para las
deseadas, es decir el método debe evaluarse para determinar su efectividad,
asegurar que cumple con los objetivos de aphcacibn y proporciona resultados
reproducibles.

La validacion generalmente incluye una ewvaluacién de la linearndad. precision,
exactitud, limite de deteccion, limite de cuantificacidn, estabilidad, especificidad y
tolerancia. Dependiendo de la aplicacidén que tenga el método analitico seran los
parametros a evaluar

Lineandad del Sistema:r es su habilidad para asegurar que los resultados
analiticos, son proporcionales a la concentracién de la sustancia dentro de un
intervalo determinado. Se determina construyendo una curva de calibraciéon
(concentracién vs respuesta medida) uthzando cuando menos cinco diluciones
preparadas a partir de una misma solucidn patrén haciendo el analisis minimo por
duplicado para cada dilucién.

Linearidad de! método: se determina con placebos adicionados del principio activo
(placebos cargados). cada uno de manera independiente. a tres concentraciones
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diferentes como minimo incluyendo el 100%. haciendo los analisis por triplicado

de cada concentracion.

Precision: es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales
cuando el procedimiento se aphlca repetidamente a diferentes muestreos de una
producto. Usualmente se expresa en térmmnos de

muestra homogénea del
desviacion estandar o del coeficiente de variacion. Es una medida del grado de
ib y repe! del método analitico bajo las condiciones normales

reprod
de apiicacion.

la precisidon de un meétodo analitico expresado como la

Repeatibilidad: es
concordancia entre determinaciones independientes realzadas bajo las mismas

condiciones (analista. tiempo. aparato, etc.)
Reproducibitidad: es la precision de un meélodo analitico expresada como la
concordancia entre determinaciones independientes realizadas bajo condiciones
diferentes (diferente analista, dia . en el mismo o diferentes laboratorios, etc.)

Exactitud: es la concordancia entre un valor obtenido experimentalmente y el valor
de referencia. Se expresa como el por ciento de recobro obtenido del analisis de
muestras a las que se les ha adicionado cantidades conocidas de la sustancia. Se
determina minimo a seis placebos cargados de manera independiente con la
cantidad necesaria de la sustancia de interés para obtener la concentracion del
100%, utilizando e! método propuesto. haciendo el analisis en las mismas
condiciones de operacion y por el mismo analista.

analitico elaborado por el Colegio de

En el manual de v n de meé
Farmmaceduticos (68) se dan los criterios de evaluacion en la validacion de métodos
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analiticos, pero también se remarca que ante todo debe predominar el_criterio del
quimico

Es claro que no todas las carcteristicas requeridas en una vaiidacidn es necesarno
considerarias en todos los casos. los métodos usados para la examinacidén de
materiales farmaceéuticos pueden ser clasificadas como sigue ( 69. 70 ):

Clase A: Pruebas disenadas para establecer la identidad de sustancias
farmaceéuticas 0 para establecer la presencia de un ingredente activo en particular

en una forma farmacéutica

Clase B: Métodos disenados para detectar y cuantificar impurezas en una
sustancia farmaceéutica o una forma farmacéutica

Clase C: Métodos usados para evaluar cuantiativamente una sustancia activa ©
farmaco. o una concentracion de un ingrediente activo en una forma farmacéutica.

Clase D: Métodos para evaluar las caracteristicas de formas farmaceut:cas como
producto terminado tales como: perfiles de disolucién, uniformidad de contenido,

etc.

Tabla V. Caracteristicas requerndas en una validacion dependiendo del tipo de
clase.

CLASE A CLASEB CLASEC CLASBED
x

PRECISION x N
EXACTITUD x x x
LINEARIDAD x x x
SELECTIVIDAD x x x

LIMITE DE DETECCION x x

LIMITE DE x x x x

CUANTIFICACION
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2.5 PROPIEDADES FiSICAS, QUIMICAS Y FARMACOLOGICAS DE
ACEITES ESENCIALES (trementina, alcanfor y mentol).

AVORIGEN ¥ QUIMICA (65, 60)

Las esencias o aceites esenciales que dan su aroma caracteristico a !as plantas
son liquidos oleosos. volatiles, que estan formados por una mezcla de
hidrocarburos aliciclicos denominados terpenos y sus productos de oxidacién

(alcoholes, aldehidos y cetonas), los cuales se extraen de algunos vegetales.

8) APLICACION:

La aplicacidn mas importante de los aceites eser 1! y los batl Nos es su

empleo en forma de inhalaciones, mejor dicho vaporizaciones de los MmMismos.

mediante agua caliente por lo que ejercen su accién sobre las vias aereas

superiores (traquea y bronquios). en los casos de bronquitis, laringitis y bronquitis

aguda su accidn es expectorante .

C) ACCION LOCAL(67)
Las esencias son irritantes para la piel y las mucosas; en la primera producen
vasodilatacion local (rubefacientes) y se han utilizado como revulsivos
{especialimente la esencia de Trementina) con el fin de aliviar el dolor en las
estructuras profundas, actualmente este uso esta practicamente abandonado,
como lo es para todos los revulsivos. A nivel del tracto digestivo dicha irritaciéon
puede dar lugar a vomitos y diarrea.

Los aceites esenciales son antisépticos, se eliminan por el tracto respiratorio,
donde debe esperarse efecto en los procesos infecciosos de las vias aereas (79-

82).
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D) ACCION FARMACOLOGICA 167)

Los aceites esenciales o esencias ingerndos. inyectados o por inhalacién son
la

principios activos expectorantes, que producen un aumento manifiesto de
secrecion traqueobronquial, se ha demostrado experimentalmente y se ha
observado que la actividad es en orden decreciente: la esencia de Eucalipto. la de

Trementna, la de Pino y el hidrato de terpina
Los aceites esenciales son en general, expectorantes poderosos. En lo que se
refiere al modo de accidn. se trata de una acciOon directa sobre las células
secretoras del tracto respiratorio. lo que ocbedece a que las esencias se eliminan

por dicho tracto, y es facil comprobar por el olor del aliento de un sujeto al que se

te adminstren dichos farmacos por cuatquier via (67)

E) ABSORCION. DESTINO ¥ EXCRECION

Las esencias se absorben por la piel. tracto intestinal, y por las vias subcutadneas,
intramuscular y pulmonar (inhalacién). Se excretan por via pulmonar y por el rinén,
en general estos principios activos se combinan con el acido glucurénico, lo que

constituye un proceso de desintoxicacion (67)
Al excretarse en la orina, la esencia de Trementina y ia de Eucalipto le imparten

un olor a violetas
2.5.1 ACEITE DE TREMENTINA (63, 66)
Es obtenida por la destilacién de la oleorresina proveniente de diversos tipos de

Pinus. especialmente de Pinus palustris Sus componentes principales son los
la esencia de

terpenos a-pineno (60%)y de p-pineno (30%) (fig. 11), de
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Trementina deriva (por hidratacién mediante alcohol y acido nitrico) el hidrato de
Terpina
El aceite esencial de trementina es un liquido claro. un poco amarillento, opaco,

pegajoso y con un olor caracteristico.

Insoluble en agua.
Soluble en’ aicohol. cloroformo. éter, acido acético glacial.. insoluble en agua.

Toxicidad: imtante para la piel. membranas mucosas, puede causar una severa

irritacion en el rnoén.
Usos: industnalmente como un insecticida, como solvente para grasas, en la
produccidn de Alcanfor sintético, rubefaciente. expectorante. etc.

Almacenar. a una temperatura que no exceda los 25°C, en un recipiente

herméticamente cerrado y protegido de la luz.

Fig 11. Estructura quimica de los componentes del aceite de trementina

7

CH 3 CH:

a - Pineno B - Pineno
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2.5.2 ALCANFOR (65, 66).

Son cristales transparentes, incoloros, o masas cristalinas translicidas, cristales
romboheédricos de alcohol. cristales cubicos por calentarmiento y enfriamiento. olor
fragante, penetrante y caracteristico, sabor aromatico
Peso molecular: 152.24

éter de

Solubihdad: soluble en anilina, nitrobenceno. disulfuro de carbono,
petroleo, en alcoholes. en mezclas de acites volatiles, cloroformo. diclorometano,

amoniaco. ligeramente soluble en agua.
Punto de ebullicion: 204°C

Punto de fusion: 179.75°C.
Es un analéptico natural que se obtiene de la madera, cortezas, y hojas de

Cinnamomum camphora, arbol que crece especialmente en China y Japoén,
producto sintético no se diferencia

también se obtiene por sintesis. y el

farmacoldgicamente del natural, de manera que ambos pueden utilizarse en forma
de sustancias denominadas

indistinta. EI Alcanfor pertenece al grupo
estereaptenas, compuestos que se depositan cuando su accidon es analéptica; la
accién de estos farmacos en los centros bulbares es estimular el centro
respiratorio en dosis que tienen Muy poca accién sobre las otras partes del
sistema nervioso ( accidon selectiva ). Por esta razon los movimientos respiratorios

aumentan de frecuencia y amplitud con aumento de la ventilacion pulmonar tanto

en el hombre como en los animales.

ACCION LOCAL Ei alcanfor produce efectos irritantes locales, en forma similar a
los aceites esenciales, sobre |a piel es rubefaciente, y posee una accidn revulisiva,

utilizado para catmar el dolor en estructuras profundas. Ademas es un antiséptico
muy débil y un ligero anestésico local. por lo que puede usarse como
antipruriginoso. A nivel de las mucosas el Alcanfor es ifritante e ingerido a dosis
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elevadas produce nauseas y vomitos. Inyectado por via subcutanea en solucion
oleosa es muy irritante provoca dolor y estimutacion respiratoria refleja (65)

ABSORCION, DESTINO Y EXCRECION. Los anolépticos se absorben muy
faciimente por cualquier via de administracién y pasan a todos los tejidos. El
alcanfor se oxida rapidamente en el organismo formando 5-hidroxialcanfor que se
excreta en la orina conjugado con acido glucuréonico. mMientras que parte de!
alcanfor se elimina con el aire aspirado(65).

Fig. 12. Eatructura quimica del alcanfor.
CHa
/ o

HaC-C-CHax

2.5.3 MENTOL (65.66).

Cristales o granulos, con sabor y olor a menta.
Peso molecular: 156.26

Punto de ebuliicion: 212°C.

Punto de Fusion: 41 - 43,

Solubilidad: muy soluble en alcohol, cloroformo, éter, éter de petrdleo, acido
acético glacial, petrolato liquido, ligeramente soluble en agua.
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Es un alcohol secundarno terpenico obternido de los aceites esenciales de varnias
especies de |la Mentha, en especial de la esencia de menta la cual lo contiene en
una concentracion del 60%. es extraido pnncipalmente de la Mentha_ piperita (
sobre todo de ias hojas), también es obtenido por sintesis.

Deade el punto de vista quimico, el mentol es un alcohol aliciclico. que posee tres
carbonos asimétncos y tiene actividad optica. el mentol natural ( alcanfor de
menta) es levogiro, mientras que el sintético es racémico

ACCION FARMACOLOGICA. Aplicado localmente a la piel y mucosas. el mentol
produce una sensacion de frio, por estimulacion especifica de los receptores de la
sensacion del frio, y luego ligera anestesia , por esas acciones tiene efectos
pruriginosos. En altas concentraciones este activo se comporta como irrtante.
Administrado a dosis altas, produce en los animales convulsiones y muerte por
paralisis respiratoria.

ABSORCION, DESTINO Y EXCRECION. El mentol se absorbe por todas las vias
de administracién, incluida la inh ia y la dig iva. En el organismo se

combina con el acido glucordnico y asi se excreta en 1a orina.

Usos: licores, confiteria, perfumeria. cigarros, pastilas para la tos, y en
inhalaciones

Fig. 13. Estructura quimica del mentol.

CH

CHis CHas
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA I

Es necesario el establecimiento de métodos in__vitro bien conocidos vy
estandarizados para ser utilizados en l|la evaluacidn Biofarmacéutica
(equivalencia quimica, terapéutica y Bioequivalencia ) de las diferentes formas
farmaceéuticas, con la finalidad de economizar con experimentos in Vvivo.

Tales métodos son ampliamente documentados, y estan perfectamente definidas
las condiciones de la prueba en los compendios oficiales de cada pais para
formas farmacéuticas sdlidas orales, como son tabletas y capsulas. Poco hay
sobre estudios de liberacion para farmacos de formulaciones tépicas, solo para
parches transdérmicos y, nada para unglentos, estudios que son importantes
para caracterizar su funcionamiento, tal como:

e EI conocer de qué manera se libera el principio activo de! unglento.

e Como una prueba de control de calidad para ver si hay variacién entre lote y

lote durante la produccion.
e Para monitorear la calidad del proceso de manufactura,
e Comparacion entre productos de formulacién similar, en estudios de mercado.
» Durante reformulacién o el desarrollo del producto, etc.

Se han propuesto varios sistermas para evaluacion de la liberacion de principios
activos in vitro de medicamentos dermatoloégicos, pero sin que haya un acuerdo,

uno de ellos es el Sistema de Paleta sobre Disco el cual utiliza practicamente el
equipo de disolucidn convencional que se tiene generalmente en todos los
laboratorios, con algunas modificaciones, lo cual disminuye costos y
adiestramiento especial del personal, la automatizacidon es muy facil al utilizarse
practicamente el mismo equipo.

a2



Por io anterior es necesario contar con un sistema de evaluacidn in_vitro simple,
confiable. reproducible. econémico y de facu automatizacion, que permita medir (a
liberacion de! activo de la base del unguento, por Io Que en este trabajo se usara
@] principio de funcionamiento del meétodo de paleta sobre disco utilizando la
“celds mejorada” y la "celda modificada™ para PTD de la USP. las cuales se
describiran con detaile en la seccion 6, para obtener y comparar tos perfiles de
liberacion de 3 formulaciones de un ungtUento que contiene aceite de trementina.
alcanfor sintético y mentol sintético.
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-OBJETIVOS.

4.1 GENERAL

implementar un método que permita hacer estudios de liberacién in vitro de una
formulacion tépica y utilizario para comparar tres formulaciones de un ungoento

que contiene: aceite de trementina. alcanfor y mentol.

4.2 ESPECIFICO.

1. Desarrollar y validar un meétodo analitico que permita cuantificar aceites
esenciales en un ungtento por Cromatografia de gases para aplicario en una
prueba de liberacién de estos ingredientes activos de una formulacién tépica.

2. Hacer pruebas preliminares para establecer las condiciones para realizar el
estudio de Liberacién _In vitro

3. Trabajar con tres formulaciones de un unglento que contiene aceite de
trementina, mentol y alcanfor obtener los perfiles de liberacién de estos para

compararios.



. HIPOTESIS 1

£l perfil de liberacién de farmacos de formulaciones tépicas depende directamente
de las propiedades fisicas y quimicas del vehiculo y del principio activo, asi como
de! proceso de manufactura, por lo que con la eleccidn adecuada de las
condiciones de prueba como son: medio de disoluciéon, velocidad de agitacion,
tamafio de muestra y temperatura, se podra obtener el perfil de liberacidén del
principio activo, donde los cambios en el vehiculo y proceso de fabricacién se
reflejaran en cambios en [os perfiles de liberacidén, 1o que permitird poder usario
como un método de control de calidad del producto, para la comparacion de
formulaciones, utilizando el equipo de disolucién convencional para la prueba de
disolucién de tabletas, con algunas modificaciones.
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l6. PARTE EXPERIMENTAL. —I

6.1 EQUIPO Y MATERIAL

» Disolutor Easy-Lift Hanson Research.

e 6 “celdas modificadas"' para parches transdermicos de la USP.

1

Estas celdas fueron disefadas en el Centro de PN on
el Departamentoto. da SECAEC por 1a QF B Ma. de los Angeles iaal y Adnana Aguu—m El diseno de
ostas celdas en una al disco usado on el para pa tra:

propuesio por la USP. para poder ser usado en de ung tos: Ia

cons:istio en hacerie (al disco) una base de acero m!mble de tal modo que cerra harmeticamente
como lo muestra ta fig. 14, formando una caja circular en cuyo inNtenor 58 puede colocar |a mMueastra
de unglueonto y puede mantenerse dentro duranie la prucba de iberacion

Fig. 14 ~ Ceida modificada ° para parches tranadérmicos de ta USP.

@ malla de acero inoxidable
nilipore (40)
S base de acero inoxidable

celda ensamblada
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e 6 "ceidas mejoradas” de tefldn para prueba de disolucién de unguentos
(VANKEL)
6 discos? {(anilos de acero inoxidable) con malla 40 de acero inoxidable
diametro interno de 25 mm y externo de 30 mm

Estos discos (anillos de acero iNnaxidable) se diseAaron y se hicieron en el CINVESTAV-IPN

2
en &l Do de SECAEC por ta QFB Ma de los Angeles Viial Millan y Adnans Agusre . con

1a inalidad de servir comao med:o de entre ef ul y el meada de
oisolucion El ciametro mmtenor de 1os discos se adapta al diametro ntenor de las “celdas

mejoragas”  como lo muestra la fig 15
Fig. 15 ‘Celda mejorada” para pruebas de iiberacdn de unguentos con disco ComMo medso de
separac:on (se ensamblan todas las piezas y todas forman la celda)

[f_ _>_j aniilo de teflon
@ anilio con mailla
de acero inox

portamuestra de
teflon

“tornillo de teflon**
(ajuste de muestra)

p R ———- -

Y .

Jeo de teflon

de teflon
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e G Vasos para disolucion de 200 mi { VANKEL ).

» 8 Vasos para el disolutor de 1000 m!.

6 Adaptadores y tapas para los vasos de disolucién de 200 mi ( VANKEL ).

e 6 Paletas para vasos de 200 mi ( VANKEL ).

e Colector de fracciones automatico. ( VANKEL )

» Balanza Analitica ( Sarorius ).

« Espectrofotdmetro Lamda 2 PE.

Cromatografo de Gases ( PERKIN ELMER 900 ) con detector de ionizacion de
flama.

e integrador ( Hewliett Packard modelo 3390 A ).

« Calorimetro DSC 7 Perkin Eimer
Columna empacada de Se-30 de acero inoxidable , gas chrom Wh mds al 3 %.

e Microjeringa 10 puL.

Tabletas de acido salicilico (lote L ) y prednisona (lote K) USP para calibracion
del disolutor.

3 Formulaciones y 3 lotes de cada formulacion del ungtento de aceites
esenciales (Aceite de trementina, alcanfor y mentol ).

REACTIVOS

* Mentol sintético grado USP.

e Aceite de Eucalipto grado USP.
e Alcanfor sintético grado USP.

e Eugenol RA. T.J. Baker.
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* Diclorometano R.A. Merck.
e Metanol RA. Merck.

e Etanol RA Merck.

e Agua destilada.

6.3 METODOLOGIA
6.3.1 VALIDACION DEL METODO ANALITICO.

o) Py ton del

-_Preparacion del estdndar interno: se tomardn 4 ml perfectamente medidos de
eugenol R.A_, transferirfos a un matraz volumeétnco de 100 ml y aforar al volumen
con diciorometano. De esta solucién tomar 2 ml, transferir a un matraz volumeétrico

de 100 m!. y aforar al volumen con diclorometano.

Prepgracion de Ia solycion estandar 100%: se pesaron las siguientes cantidades
0.470 g de

de aceites esenciales: 0.280 g de mentol, 0.530 g de alcanfor,

trementina y 0.130 g; transferirflos a un matraz volumétrico de 200 ml y aforar al
wvolumen con diclorometano, sonicar tres minutos. De esta solucion tomar 25 mi y
transferilos a un matraz volumeétrico de 100 ml y aforar al volumen con
diclorometano, de esta solucion tomar 5 m! y transferirios a un matraz volumeétrico

de 50 ml, aforar al volumen con diclorometano.

De esta ultima solucién se tomardn 2 mi y adicionar 1 mi de soiucion de estandar
interno. Se inyecté 1 ul al cromatdgrafo de gases por lo menos seis veces en el
mismo dia, analista y equipo bajo las siguientes condiciones instrumentales (se

evalud con el coeficiente de variacién CV).
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Las condiciones instrumentales fueron:

e Columna de Se - 30 Chrom Wh mds al 3% de acero inoxidable,

e Temperatura de! detector 230°C

» Temperatura del inyector 170°C

Temperatura de la columna 64°C mantener 4 min y someter a un programa de

-
calentamiento hasta 140 °C a 12°C/min y mantener a esta temperatura por 4

min.
e Gas acarreador: Nitréogeno a un flujo de 100 mU/min.
= integrador. Hewlett Packard 3390 A
Condiciones del Integrador:
Pw = 16
Atenuacion: 0
Velocidad de la carta 0.5
Modo de integracién: 2
Tiempo de Analisis: 14 min.

NOTA: de aqui en adelante la preparacion del estandar interno se omitira, es la
misma en todas las pruebas asi como las condiciones instrumentales del

cromatografo.

b) Preci dol mé

Preparacion de la solucién estandar como se indica en 1a.

Preparacién de los placebos: se prepararén 12 placebos de manera

independiente, cargados al 100%. repartidos en dos dlas diferentes, por dos

analistas, haciendo triplicados cada analista/dia, se pesaron:

Mentol 0280g
Alcanfor 0.530 g
Trementina 0.4709
Eucalipto 0.170 g

Placebo cbp 109
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Se transfirier46n a un matraz volumétrico de 200 m! y se afora al volumen con
diclorometano, se homogenizé en el ultrasonido S min, de esta solucién se
tomardén 25 mil y se transfirierén a un matraz volumetrico de 100 mi, de esta
solucion se tomarén 5 mi y se transfirié a un matraz volumeétrico 50 ml y se aford
al volumen con diclorometano. De esta solucidn se tomardn 2 ml y se adiciond 1
mi de solucién de estandar interno ( Se evalud como el coeficiente de variacion
total, CViaa ). Se inyectar al cromatégrafo de gases de manera alternada la
solucion estandar y la de placebo cargado, bajo ias condiciones cromatograficas

de 1a .

c) Exactitud

Preparacion de la solucion estandar, preparar segun 1a
. se preparardon por lo menos seis

Preparacién de placebos cargados al 100% :
placebos de manera independiente cargados al 100% por el mismo analista y dia,
como se indicéd en 1b Se inyectd cada muestra aiternada al cromatégrafo de
ias condiciones cromatograficas antes

gases con la solucidn estandar bajo

mencionadas. Se evalud como el % de recobro.

a) L rided de! si:

Se prepararon soluciones estandar a diferentes concentraciones de aceites

esenciales ( mentoi, eucalipto, alcanfor y trementina ) de 12.5 . 25, 50, 75 y
100%, por triplicado cada concentracién, se mezclan 2 m! de cada concentracion y
se adicion6 1 ml de estandar interno, se inyectd al cromatégrafo de gases bajo las
condiciones instrumentaies que se mencionaron en la. Se evalué por el

coeficiente de determinacion (R?).
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c)L del! métod

Preparacién de la solucién estandar como se indico en 1a.

Preparacion de la solucién de Placebos: se prepararén placebos cargados con el
12.5, 25, 50, 75 y 100% de manera independiente. por triplicado. A 2 ml de la
solucion final se le adiciond 1 ml de solucién de estadndar intermo y se inyecté al
cromatégrafo de gases de manera alternada la solucidn estandar y de placebos
cargados a las diferentes concentraciones, bajo ias condiciones cromatograficas

de 1a. Se evalud con el R?.

6.3.2 ENSAYOS DE LAS MUESTRAS .

Preparacion de la solucidon estandar como se indica en 1a.

Preparacién de las muestras: Se pesd 1g de cada una de las muestras ( por
triplicado ) y se transferid a un matraz volumeétrico de 100 m! y se aforard ai
volumen con diclorometano, se homogenizd en el ultrasonido por 5 min, de esta
solucion se tomaron 15 ml y se transferierdn a un matraz volumetrico de 100 ml y
se aforo al volumen con diclorometano. A dos mililitros de esta solucidon se le
adiciond 1 ml de solucién de estandar interno y se inyectd de manera alternada al
cromatégrafo de gases solucion estandar y solucidn muestra bajo las mismas

condiciones instrumentales sefaladas en 1a

6.3.3 PRUEBAS DE LIBERACION DE ACEITES ESENCIALES.

&) Cali iSn del disol -

« Calibrar el disolutor con tabletas de prednisona (desintegrantes) bajo las

siguientes condiciones:
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-Medio de disolucion: Agua o i Yy
~Temperatura: 37 °C.

-Volumen: 900 mi

-Velocidad de agitacion: 50 rpm

-Tipo de flecha: paleta

-Tiempo: 30 min.

Transcurrido el tiempo se fitrardn las muestras y se leyer6on en el
espectrofotémetro preparando una solucion estandar de prednisona a una
concentracion adecuada.

e Se calibrd el disolutor con tabletas de aAcido salicilico (no desintegrables) bajo
las siguientes condiciones:
-Medio de disolucion: Solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4 0.05M.
-Temperatura:37 °C.
-Velocidad de agitacién: 50 rpm.
-Volumen: 900 mi
-Tipo de flecha: Paleta
-Tiempo: 30 min.

Transcurrido el tiempo de la prueba, se filtrardn las muestras y leyeron en el
espectrofotémetro preparando una solucibn estandar de acido salicilico a una
concentracion adecuada.

Nota: Se calibr6 el disolutor por el Unico método reconocido por la USP (3) .

b)Seleccion de ias dici de pr

Se propone hacer un disefio de experimentos factorial fraccional conocido como
matriz de Hadamard® (76). el cual tendra 5 factores a dos niveles ( alto y bajo,
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seNalados como + y - respectivamente) y se haran 8 expernmentos. Las variables
¥ la matriz se muestran en las tablas VIy VIi.

Tabla V. Variables a evaluar

VARIABLE NIVEL BAJO NIVEL ALTO

X1= Tipo de Celda Mejorada Modificada para

”TD
X2= Medio de 1ib i Di o Drich

metanolf? )

X3= Velocidad de 100 rpm i 180 rpm
agitacién
X4= Temperatura 28°C 30~C
X85= Cantidad de muestra 0.250 g 0.500 g

Notae: X6 y X7 son variables faisas.
Se realizardn los experimentos segun 1a siguiente matnz

Tabla V Matriz de Hadarmard
EXPERIMENT x1 x2 x3 x4 p. <]
- + + -+ +
F- N + N -~ -
3 - - - -~
4 - - -+ + -
5 + + -+ - N
[5 - + - - Py
7 - - - -
8 - - e -
3 Es un disefo factonal fraccional (71, 77) a dos niveles, este tipo de disefio se usa en Ias
prnmeras etapas de INveshgacidn como un de de s La ja de

este disefo es que reduce de manera significativa el nimero de expsnmentos con respecto
a un diseno factonal compieto a dos niveles, 10 Que permite evaluar un gran NUMero de
vanables con  un NUMero feducido de expenmentos. pera con la desventaja de Que no
permite ver si existen mMteracciones ni efectos cuadraticos



Para cada experimento se utilizo la misma muestra de acuerdo al siguiente

procedimiento:

* Se sclocardn los vasos del disolutor verificando:
Centrado de vasos
Centrado de flechas.
Altura de flechas
Se pesd la cantidad de muestra en la celda especificada en cada experimento
seis veces ( para los seis vasos def disolutor).
Se programo el colector de fracciones para que tome muestras de 2 m! de cada

vaso, cada 15 min con reposiciéon del volumen, durante 120 min

Se fijé en el tacometro del disolutor la velocidad de agftacién especificada para
cada experimento.

Se colocardn las celdas conteniendo la muestra en cada uno de los vasos del
disolutor, los cuales contenian 200 m! del medio de liberacién equilibrado
previamente a la temperatura que se especifica en cada experimento
inmediatamente después de colocar la muestra se arranco el sistema (agrtacion
y toma de muestras del colector de fracciones).

A cada muestra tomada (2ml) se le adicionarén
interno el cual se prepard segun se indicé en 1a y se anaiizd por cromatografia

de gases como se indicd en 1a, inyectando cada dos muestras la mezcla de

1 ml de sotlucion de estandar

estandares la cual se prepard como se indicéd en 1b,

fue encontrar aquel conjunto de

objetivo de este diseno expenmental
condiciones con los que se obtenga por un lado el 100 % de liberacion ( el menor

TMD) de los ingredientes activos y el menor CV.

¢) Comparacién de perfiles de liberacion.

Se cuenta con tres productos los cuales contienen los mMismos principios activos
en la misma cantidad los cuales son identificados como M, J y 8. De cada uno de
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ellos se tienen tres lotes (08 cuales se numeran alazarcomoM LT M L2 y M L3 J
L1, J12yJi3; yB8LI.BL2yYy B L3

Se sometierdn a la prueba de liberacidn i0os productos a comparar. En cada
disolucion se colocaron duplicados de cada producto-lote, de tal manera que en
cada cornda (sests vasos por cornda) se obtuvo un duplicado de cada producto-
lote, asf tenemos que en los vasos Ty 2secolocaMLY . enel3yd4JdlLlyenel5
y 6 B L1. Este procedimiento se repitid tres veces y al final se obtuvierén seis
resultados de cada producto-lote

Se comenzd con el lote 1 de cada producto, asl que en las primeras tres corridas
se obtuvieron los seis datos del lote uno de cada producto. y este procedimiento
se repitid con el resto de los lotes (2 y 3). bajo las condiciones encontradas a ser
las mejores en 3b, snguwo el procedimiento descrito en 3b

6.3.4 DETERMINACION DE CALOR DE FUSION DE LAS FORMULACIONES.

» Se calibré el calorimetro en la escala de temperatura y flujo de calor utilizando
un estandar de indio que tiene una temperatura de fusion de 156.7 °C y un
calor de fusion de 28.45 J/g

« Se pesarén entre 8 y 15 mg de cada una de ias formulaciones en crisoles de
aluminio

- Se obtuvierdn las conductas térmicas de cada una de las formulaciones en el
calorimetro bajo las siguientes condiciones expenmentales:

-velocidad de calentamiento 10°C/min

-flujo de nitrégeno 25 mi/min
-rango de barrido 25 a 100°C
-crisol aluminio para muestras no volatiles

56



r . RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS ]

7.1 VALIDACION DEL METODO ANALITICO.
Los resultados de fa validacién de! método analitico se presentan a continuaciéon:

a) Pr isidn el

Tabia vHI.
ACEITE ESENCIAL I PROMEDIO COEFICIENTE
Astd/Astd int DE VARIACION %
Trementina 0.6451 2.00
Alcanfor 0.6679 2.24
Mentol 0.3603 3.77

Los resultados individuales estan en el anexo Tabla Al
donde Astd/Astd int es el area del estandar de cada aceite esencial entre el area

del eugenol (estandar interno).




b) Precisién del Método

Tabla IX.

ACEITE CV 1o EFECTO DEL EFECTO
ESENCIAL % ANALISTA dia / analista
Trementina 2.35 NO NO

Alcanfor 2.16 NO NO

Mentol 3.05 NO NO

Los resultados individuales estan en el anexo Tabla A It ( a.b.c), y el andlisis
estadistico en el anexo tablas AIll a AV

&) Exactitud del! método.

Tabls X.
ACEITE 1IC % DE RECOBRO X CV %
ESENCIAL
Trementina 93.94 a 107.57 101.59 5.38
Alcanfor 100.1 a 111.83 10595 2.28
Mentol 94.82 a 103.20 99.01 3.99

Los resultados individuales estan en el anexo tabla AVIL.

donde IC es el intervalo de confianza.
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o) Linearicdad del! sistema.

Tabla XI.
ACEITE PENDIENTE ORDENADA RY
ESENCIAL
Trementina 0.0070 -0.0065 0.9955
Alcanfor 0.0072 0.0251 0.99548
Mentol 0.0042 -0 00899 0.9921
Los resultados individuales estan en el anexo tabla A Vi
@) Linearidad det! método.
Tabla Xit.
ACEITE INTERVALO DE CONFIANZA Ccv R*
ESENCIAL PENDIENTE ORDENADA
Trementina |[0.8629 - 1.0083 4 0540 - 12.99 7.23 0.9835
Alcanfor 0.9380 - 1.1354 -3 5981- 8.5363 9.95 0.9754
Mentol 0.8950 - 1.0437 -5410-3.730 852 0.9839

Los resultados individuales estan en el anexo tabla A VIII.

En resumen de la validacion del método analitico podemos decir que:

Precision_del sistema - se obtuvieron coeficientes de variacion entre 2.0 y
3.77% para los diferentes aceites esenciales, como lo muestra la tabla VIII.
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Linearidad_del sistema .-la R? obtenida para los tres aceites esenciales es
mayor a 0.98. una ordenada al! origen cercana a cero. los coeficientes de
variacion oscilaron entre 44 y 6 1%. por o que el sistema presenta una
relacién tineal entre la concentracidn y la relacidon  del area bajo i1a curva de la
muestra entre la del estandar interno, para cada uno de los aceites esenciales
como lo muestra la tabla Xi

Linearidad_ del meétodo - como io muestra la tabla Xil. en la lineandad del

método se obtuvo una R? mayor a 0.98 para la trementina y el mentol y de
0.9754 para el alcanfor, el intervalo de confianza (IC) para la pendiente incluye
el uno y el de la ordenada al ongen incluye cero. con CV entre 7 23 y 9 95 %.
por lo que el sistema presenta una retacidn ineal entre la cantidad adicionada
y la cantidad recuperada con ordenada a! origen de cero y pendiente de uno

Precision del meétodo -en 1a precision del meétodo se obtuvo un CV totalde 2.16

a 3.05%. y se encontré que no hay efecto del analista nt del dia - analsta

» Exactitud_del meétodo -en la exactitud los intervalos de confianza para el
porciento de recobro se incluyd el 100 % excepto para alcanfor que es de 100 a
111 % , con CV de 5.38 % . como lo muestra la tabla X.

El método analitico se valido y fué utilizado para monitorear la liberacion de aceite
de trementina. mentol y alcanfor de un unguento en diclorometano. Algunos de
estos valores estan fuera de los ineamientos que se recomiendan en el manual

de validacion para meétodos analiticos (68). sin embargo dada la complejidad de la
muestra, la cual contiene varios principios activos. los ciafies son volatiles tanto
los componentes de la muestra como el medio de disolucion y ademas el rango
de concentracion en que se trabajd es bajo se procedid a utilizarlo para evaluar el
% liberado de cada uno de estos aceites esenciales en las muestras



7.2 ENSAYO DE LAS MUESTRAS

Los resultados del ensayo de las muestras se presenta en la tabla XIit,

Tabla Xl
Aceite esencial %

Muestra trementina aicanfor mentol
ML 95 06 77 41 85 70
ML2 98 32 96 75 105 01
ML3 99 07 80 14 88 90
JL1 12777 82 29 9270
JL2 122 70 80 18 90 99
JL3 117 16 87 03 94 87
BLY 5338 7149 85 84
BL2 817 4208 70.91
8L3 68 88 81 88 74 31

Ei resultado es promedio de tres determinaciones. Los resultados individuales

estan en el anexo A IX.

Los resultados de! ensayo de las muestras muestran que:

e En la formulacién M el L1 contiene un 77% de alcanfor y 85.7% de mentol, los
demas lotes (L2 y .3) contienen arriba del 95 % los tres aceites esenciales.

e En la formulacién J la turpentina se encuentra alrededor del 120%, el aicanfor

en el 80% y el mentol en el 90% en los tres lotes.
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e En Ia formulacién B todos l10s aceites esenciales estan a una concentracion
menor al 75% y en el L2 ia de la turpentina es menor al 10% y del alcanfor

menor al 50%.

7.3 PRUEBAS DE LIBERACION.

b) b de it de ia prueba.

Los resuitados de las pruebas de liberacién derivados de los ocho experimentos
que nos indica |la matriz de Hadamard se presentan en las tablas XIV a la XXI.Los
TMD derivados de los resultados de estas tablas se presentan en la tabla XXI1.

La magnitud de los efectos prnncipales considerando CV y TMD como variables de
respuesta derivados de la resolucidn de la matnz de Hadarmmard se presentan enla

tabla XXl y XXIV respectivamente

Las tablas del Analisis de Varianza (ANADEVA) de la matnz para los principios
activos turpentina, alcanfor y mentol se presentan en las tablas XXV a XXVI{
respectivamente.

Los resultados de la matriz de Hadamard muestran que

El CV mas pequeno se tiene en el experimento 4 para alcanfor y mentol y en el
experimento 2 para la turpentina.

Al resolver la matriz y calcular los efectos principales considerando el TMD

como variable de respuesta se tiene que:
-La ANADEVA nos muestra que todos los factores tienen efecto
estadisticamente significativa sobre la variable de respuesta en los niveles

estudiados para los tres aceites esenciales.
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TABLA XIV., MATRIZ DE HADAMARD EXPERIMENTO 1

“% LIBERADO
TIEMPO JPRINCIPIO VASO
MIN ACTIVO 1 2 3 5 ] x cv
18 URPENTIN] 54, 34.97 3702 35.55 29.55 44 1 39.2681 22.3
JALCANFOR 96 79 72.25 58 73 55.38 53.5 71.63168.713| 23 8
IMENTOL 81,95 681.23 6 45 5818 50.38 87.92 ] 66.85 22
|

30 TURPENTIN{ 54 44 47.87 5117 4763 51.87 8367 | S444] 13 8
[ALCANFOR 65.89 67.18 823 86.54 63 88 7042 72.7 13
MENTOL 70 70.94 7 98 63 53 67.89 7492|7087 7.2

45 TURPENTINS 5253 61.06 £~ 47 7012 6669 165416221 104
ALCANFOR 71.35 88,82 St 29 107.7 89.01 8362|9029 129
ENTOL 78.36 85.62 T247 8578 91.2 8549] 83 15| 798

B

60 TURPENTIN{ 65 46 84 B9 72 85 69 47 70.08 7505172 96| 916
JALCANFOR 87.28 106 48 @S5 a5 98 52 117.7 ]10365/100 51] 861
MENTOL 87.3 102.1 88 68 85.55 86.01 9299 90.6 7.37
8 TURPENTIN] 8057 70.24 74 69 84.2 77.46 96.49] B8O 6 113
ALCANFOR 93 29 1101 95 53 101 4 89 78 104 8] 99 1S5 77
MENTOL 87.25 85.16 8¢ 52 100 9 89.29 87.2518993] 622

90 TURPENTIN{ 76.73 81.79 [ 73 42 79.67 80.2 860479684 ]| 541
CANFOR S4.94 9391 $7 722 1123 108.7 96.9 (100 74] 7.7
MENTOL 89.75 91.36 E2 49 89.29 54,49 S94.34 | 60 .28 | 4,88

108 [TURPENTIN] 77.42 8351 81 33 90.93 80.5 85.8318325] 4.71
JALCANFOR | 10072 | 9728 [ 1G3 64| 96.67 99.96 ) 93.79| 98 67 | 3 52
MENTOL 90.93 88.5 896 85.83 87.93 18532[8808f 245

1 JTURPENTIN] 7927 85.3 69 98 88.88 86.23 18851]8636] 45
CANFOR | 100 47 895.6 101 651 10007 | 89.89 {101.70] 98.24 ] 4.75
MENTOL 88.8 84,92 96 59 88.14 91.08 | 97.88] 91.4 5,45
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TABLA XV. MATRIZ DE HADAMARD EXPERIMENTO 2

% LLIBERADO

TIEMPQIPRINCIPIO VASO
MIN ACTIVO 1 2 3 4 5 (-] x CcVv
15 |[TURPENTIN 2667 | 34 75[38 18]3125] 32.3 | 22 04 | 30 86 18.68
[ALCANFOR| 3345 | 54 55| 4B 49 |42 44| 44 82| 33.73 | 42 91 19.33
MENTOL 37 69 | 47.53| 43 01140.30] 4401 | 30.97 | 4077, 14.33
30 [TURPENTIN 63.56] 51.2 [53.75] 579 ]| 6033 | 55.91] 57.11 7.84
[ALCANFOR| 47.16 | 5492 675 | 544 | 575 | 6146} 5548 8.63
MENTOL 47.69 [4995| 572 | 653 ) 602 | 67.51 [ 57.97 13.8
45 [TURPENTIN 7377 |7435) 737 | 744 | 6828 | 6603 | 71.76 5.08
ALCANFOR] 62,05 |66 056844 649 | 61.71 | 56574 | 63.15 70
MENTOL 68.15 [6579|6969| 78 | 67.94 | 57,17 | 67.8 9.8
60 [TURPENTIN 79.47|7198|8282] 83 | 7104|8591 ] 7903 7.81
ALCANFOR] 7543 | 6834183 85| 754 | 72.15 | 72.05 | 74 54 7.06
MENTOL 7268 | 75638201 79.2 | 62.24 | 70.84 | 74.24 812
75 JTURPENTIN 8518 |64.24]8762) 87.3 | 81,31 | 7581 | 80.16 11.3
ALCANFOR] 77.78 | 832718524 69.2 | 6665 | 70.41 | 75.42 10.35
MENTOL 827 |8605/82.16| 765 | 79.34 | 71.21 | 79.68 6.58
90 [TURPENTIN 71.04 [B125|7644] 768 71.72 | 63.31 | 7342 8.45
[ALCANFOR| 7769 ] 718 |7094]| 69.9| 70.54 | 71,93 | 72.14 3.9
MENTOL 63.91793417973| 74.1 | 68.48 | 75.28 | 73.47 B8.47
105 JTURPENTIN 7288 |7045|68.21] 73.3] 7201 [ 7035 | 71.2 2.66
ALCANFOR| 67.84 | 6855|6988 68.3 | 66.42 | 6423 | 67.54 2.92
MENTOL 72.68 [74.49}75.39] 78.7 | 7591 | 71.61 | 74.8 3.37
120 [TURPENTIN 79.74 | 7450|6888 682 | 758 | 6897 | 727 6.5
ALCANFOR] 74.58 | 6899 [60.96| 67 | 76.80 | 71,73 | 70.54 9.237
MENTOL | 7897 | 73.21]| 79.06] 87.7 | 89.59 | 88.83 | 82.88 12




TABLA XVI. MATRIZ DE HADAMARD EXPERIMENTO 3

“% LIBERADO

VASO

TIEMPOIPRINCIPIO

MIN ACTIVO 1 2 3 4 5 6 X CcvV
15 TURPENTINA | 4662 | 617 | 5904 | 5352 | 66.45 | 68.84 | 58 90 132
[ALCANFOR 5229 | 6357 | 54381 515 | 7013 | 7053 | 604 14,59
MENTOL 4549 | 58.82 | 5399 | 48.56 | 6353 | 803 | 5528 12.43

30 TURPENTINA [ 7249 ] 7789 | 7406 | 7215 | 7362 | 7468 | 74.15 278
ALCANFOR 7185 | 8198 | 7965 | 76.81 | 79.21 | 7534 | 77 47 a 64
MENTOL 67.2 | 7391 | 7117 | 69.95 | 60.28 | 71.74 | 70.54 325
45 TURPENTINA | 898 | 9108 | 7968 | 10346 | 875 |12517] 96.11 | 1686
ALCANFOR 9659 | 9788 | 7749 | 7498 | 851 ]13165] 9383 22,25
MENTOL B8 14 | B857 | 7468 | 77.91 | 81.34 | 115.42| 87.67 16 72

60 TURPENTINA | 8166 | 10047 ] 8589 | 9269 | 111.28{109.56} 100.92 83
ALCANFOR 8894 | 10165101 79] 97.2° | 11486 [11035] 93 94 2208
MENTOL 91,58 | 10007 | 104 62| 90.88 | 107.69] 106.8981 100 .24 1672

75 TURPENTINA | 91.37 | 103,71] 10266 107.78 | 100.84 ] 1049 | 101.87 554
ALCANFOR 1044 | 1118411087 11859 | 8982 | 109.3 | 109.13 592
MENTOL 9558 | 101.04 | 10042] 109.11] 9081 | 991 | 99.34 6.14

90 TURPENTINA [ 102.77| 9707 [1230%] 96.01 | 101.35[107.32( 1046 9.5
ALCANFOR 98.2 | 11324 J11173] 11087 | 8785 {108 24| 106.69 6.47
MENTOL 9831 [ 101.33 [ 109 18] 104.068 | 97.54 ) 10543] 102.64 443

105 TURPENTINA | 92.69 | 90.04 872 | 90.88 | 10135 97.54 | 84,95 4.687
ALCANFOR 10956] 9583 [11035! 10689 ] 10406 | 96.01 | 103.78 6.24
MENTOL 96.01 | 101.4 [110.87] 104.06 [ 101.35] ©8.13 ] 101,87 S.08

120 [TURPENTINA | 10084 9683 | 9382 | toa0 | 991 [102.26] 99.57 4.01
IALCANFOR 102.66 ] 10626 | 104.42] 102,23 ] 108,81 ] 101,33 104.3 274
MENTOL 10491 90.02 | 10931 991 | 104.52] 106.35] 102.36] _6.74




TABLA XVII. MATRIZ DE HADAMARD EXPERIMENTO 4

“% LIBERADO

TIEMPO [PRINCIFPIO VASO
MIN ACTIVO 1 2 3 4 S5 (=] x CcVv
15 TURPENTINA 31.23} 41.0 46 64 | 36.87| 33.65| 3547 37.48 14.84
IALCANFOR | 46,53 50.8 45 16 | 51.95| 54,73 51 50.04 7.11
IMENTOL 45.68]49.7. 57 11 | 53.97150.57 {51.64] 51.45 7.55
30 TURPENTINA 50.09| 59.44| 61.34 | 53.69] 50.69 ] 67.74| 58 66 10.5
ALCANFOR 16042{6143| 68 77 |51.56] 61.54164.61] 6138 9.28
MENTOL 63.65[73.84; 60.36 | 59 58| 65.92 | 66.98 65,05 8
45 TURPENTINA 70.33} 70.31) 72008 | 73.36] 77.91181.84! 7397 6.61
ALCANFOR [68.11]67.76]| 6172 | 71421 6525[69.28]| 67.25 5.02
MENTOL 72.44|79.45| 7299 | 8041|72.4816965| 7457 58
60 TURPENTINA 80.33|/80.31) 8008 | 83.36| 77.91]/81.84} 8064 227
ALCANFOR 88,11187.76, 81 7 81.42 8525 ]79.28]| 8392 4.35
MENTOL 78.5818046] 7808 | 0.52 | 7575 |76.35]| 78.29 2.55
75 TURPENTINA 980.01] 96.96| 80 88 | B9.16) 102.218949] 9311 5.7
ALCANFOR 82.89]191.13] 87 27 88.2 | 87.07 181,59] 86,36 47.08
MENTOL 86.88] 100.9| 83 07 1 85.52{97.61189.27 92.21 6.64
90 TURPENTINA 10541 99,81| 1005 |96.85| 102 |82.85 87.9 8.05
ALCANFOR 189.14)95.64) 90 068 | S0.85) 106 |91.16] 93.81 6.8
MENTOL 107.7] 102.3 101 85.74}105.9 ] 92.95| 100,91 5.64
105 TURPENTINA 93.91] 107,91 92 41 1 103 4] 89.63 | 90.59 96.3 7.8
IALCANFOR [90.08) 896 | 9168 | 96.9 | 9358 /90.34| 92.03 3.02
MENTOL 88.43)107.7 101 104.2]1 87.31 | 54.55| 96.85 8.15
120 TURPENTINA 99.62] 90,71 104.3 /| 94.86| 104 | 9894 | 98.73 5.33
ALCANFOR |196.99]/9581] 1056 [93.24[92.4890.57| 9578 5.57
MENTOL 93.16] 94.41] 104.5 (99,91 109.9 /87,49 98.22 8.31




TABLA XVIill. MATRIZ DE HADAMARD EXPERIMENTO 5

“% LIBERADO
TIEMPOIPRINCIPIO VASO

MIN ACTIVO 1 2 3 4

5 =3 X CcV
15 TURPENTINAI 1583 | 3268 | 23.66 | 23.82 | 944 14.65 19.81 42 68
ALCANFOR 38.94 | 3465 | 37.13 | 5228 | 32 24 | 45 45 413 23.89
MENTOL 266 | 2B.56 8.09 | 33.65 ] 2206 ! 2732 | 29.54 20.22

30 TURPENTINA| 2881 | 2927 | 37.25 ] 3422 ] 26.52 | 2656 | 30.43 14.33

ALCANFOR 55,13 1 41.49 50.9 51.25 | 39.32 | 5599 | 43.01 14.29

MENTOL. 43.16 | 41 49 50.7 44,44 | 3778 | 3506 | 42.44 11.93

as TURPENTINA] 41.74 | 43 45 ) 53.56 | 54.26 | 36.34 | 33.16 | 43.75 19.87

ALCANFOR 83.64 | 63.39 63.5 5064 | 4498 | 41,98 56.18 17.8

MENTOL 55.76 1 57.35 | 64.56 | 60.17 | 45.95 | 41.15 | 6249 | 37.32
60 TURPENTINA] 47.08 53.12 60.12 58.37 45 5 42.28 51.07 14 21
ALCANFOR 5542 73.23 73.82 77.47 51.05 7 66.33 16.25
MENTOL 65.57 | 46.91 ] 68.5 | 6426 | 52.26 | 43.72 | 56.87 | _18.59

75 TURPENTINA] 56,12 | 71.46 | 73.13 | 69.19 | 48 44 | 5002 | 61.39 18.21

ALCANFOR 78.39 100 76.92 | 73.96 | 73.79 58.5 76.92 19.42

MENTOL 58,99 | 84 69 | 80.87 | 72.84 53.6 52.67 | 67.27 20.89

90 TURPENTINA} 7197 | 81.25 1 80.32 | BO24 | 63 31} 6268 | 73.29 11.81

ALCANFOR 7493 | 82.72 | 8501 80,76 | 65 09 | 66.95 75.91 11.03

MENTOL 73611 88.55] 80.16 | 80.49 | 63.07 | 61.81 74 61 14.55

105 TURPENTINA; 81.8 84.92 | 79.68 | 71.38 | 77.49

7468 | 78.32 6.24
ALCANFOR 77.86 | 7498 | 77.91 | 7406 1 6965 ] 71.17 | 74.27 4.57
MENTOL 77.89 | 76 93 | 81.98 | 73,91 72.5 67.21 | 75.07 6.76

120 TURPENTINA! 87.5 76.37 | _85.1 7215 | 76.81

69.21 77.85 9.19
IALCANFOR 79.7 82.23 1| 89.3 82,53 ) 83.81 ) 84,39 | 83.68 3.83
MENTOL 82.53 | 80.62 | 83.81 | 84,39 | 97,02 | 81.07 84.9 7.2




TABLA XIX. MATRIZ DE HADAMARD EXPERIMENTO 6

% LIBERADO

TIEMPO|PRINCIPIO VASO
MIN ACTIVO 1 2 3 4 5 [} X cVv
15 TURPENTINA
ALCANFOR 33.68 385 12924]135.53]/35.82] 25.98 33.12 14 03
MENTOL 3691} 39.78 ] 43.33] 38,91} 46.91] 46.33 41.04 14.45
30 TURPENTINA 2195 3005|2842 )26.21]24 69| 30.9 27,03 12.6
AL CANFOR 48.88 | 51.21146.08]49.75] 3518 58.98 4834 16.07
MENTOL. 69.97 1 69.95]44.57[56.71(44.15]| 66.36 58,62 20.57
45 TURPENTINA 48861 4538 1 33.91) 35.92138.99! 3143 38.95 17.76
ALCANFOR 51.7 57.99 4695/ 5063[61.87| 61 84 5516 11.39
MENTOL 680.85( 60.39 | 56.71 ] 50.91 | 43.73] 41.46 52.34 16
60 TURPENTINA 65.47 743 63.32]156.51|64.47 | 66.15 65.03 8.78
ALCANFOR 68.44 | 74.96 1 72 71180.41{66 13 57.5 70.2 112
MENTOL 76258454 191.13] 78.1 |68.88] 91.52 | 81.73 10.85
75 TURPENTINA 85.12 183.08] 903 |79.17]182.23] 74.09 | 82.23 5.64
ALCANFOR 79.55 | 96.17 | 97.25 1 8664 | B5.42 | 89.57 89.1 7.57
MENTOL 106.6 | 101.9{ 104.8{97.87 [ 83.68] 83.97 96.45 10.6
90 TURPENTINA 956 |93651 110.5187.32} 106.7] 82.22 96 11.36
ALCANFOR 8161 104.1 105.8 182.18| 92.09| 86.47 92.04 11.61
MENTOL ©8.37 | 107.8 ] 101.9191.42| 103.3| 107.5 101.7 6.05
105 TURPENTINA 128.7 | 1229 1126 ] 112.8|1088] 107.9 1156 7.21
ALCANFOR 103 1186 ] 9536 | 100 98.4 | 8222 | 101.27 8.17
MENTOL 111,11 103.4] 105.1]107.8]| 95.63] 99.51 | 103.75 5.37
120 TURPENTINA 124 1232 ] 1254 1 146.9] 149.1] 113 3 130.3 11.03
LCANFOR | 111.1 ] 1254 115 1239} 101.6] 1046 | 11357 861
MENTOL 129.9] 132.8] 1228 135.3]128.2]| 109.8 | 126.44 7.3




TABLA XX. MATRIZ DE HADAMARD EXPERIMENTO 7

% LIBERADO
TIEMPJIPRINCIPIO VASO
MIN ACTIVO 1 2 3 4 s [] x cv
15 TURPENTI 37.52| 5544 ] 63,24 ] 3461 ] 58.25] 41,09 | 48021 245 |
ALCANFOR [40.39 | 6548 67.37 | 4552 ] 60.01 | 43.08 | 53.14] 2347 )
MENTOL 13555] 55251 60.62 | 3293 ] 54.92 | 40.75 | 4667 2505 }
| 1 RS ! ] ! I ] ]
30 TURPENTINA 562 | 9702} 8253 ] 5853 | 7827 | 61.56 | 72.47] 22 56_|
ALCANFOR_[ 62.31 L 2118381 56.98] B53 | 6717} 7463] 19 19 |
MENTOL 1552218 9] 8439 /5703|7489 6149 | 70.58] 2006 ]|
1 B I 1 I I 1 1
a5 TURPENTINA 7167 | 9619 | 8223 | 61.74 | 96,67 ] 7629 | 80.79| 1713 |
IALCANFOR 7697 | 96,42 | 893 | 66.24 ] 101.5 | 81,56 ] 83.32| 1526 |
MENTOL 16576 ] 94.36| 76.7 | 56.06] 986.04 | 8019 | 78.18 | 20.06 |
1 I | ] 1 I I 1 1
60 TURPENTINA 7349 | 93 71 101 8] 7043 | 9294 ] 1083 | 901 { 1684 }
ALCANFOR | 80.65] 9503 | 1042 | 72.71] 91.67 | 107.35] 9193, 14,55 |
MENTOL [ 70.89 | 89.66 ] 98.45 | 66.09 | 86,23 | 102,78 8585 | 17.29 |
1 T 1 J I { 1 1
75 TURPENTI! 82.05) 1059 996 | 797 | 1078 [ 10383} 9647 ] 1285 |
ALCANFOR | 80.09] 103,31 98,39 | 8165 ] 107.1 | 102.05] 9542 | 12.18_|
MENTOL 80.49 ] 103.1 ] 9523 | 7442 | 1054 | 99.22 | 82.98 ] 1366 |
iN I I { 1 1 1
S0 TURPENTI 7742 ] 103 | 103_][90.93 | 100.2 | 100.72] 9586 | 105 |
IAL CANFOR 18351 965 | 965 | 896 | 896 ) 10364| 9322 | 759 |
MENTOL 18133]983.271 19321 | 8583 | 85.83 | 96.67 | 89.34 [ 6.57 |
I H L ]
105 JTURPENTINA 100.7 | 97.28 | 103 6 Y 96.67 | 101.4 | 97.54 | 99, 531 28 |
ALCANFOR_| 91.08 | 91,72 | 97.88 | 97.07 | 102.9 | 8741 | 94,67 594 |
MENTOL 92.69 ] 60.04 | 9583 | 8894 | 80.01 | 91.66 | 89.86| 5.98 |
1] | 1 i)
120 JTURPENTINA 97,07 ) 1029 | 1132 | 101,3]| 101.7 | 101,42] 103 | 526 |
ALCANFOR_| 96.01 | 1008 | 96,53 | 93 82] 80.81 | ©99.1 | 96.18 3.74
MENTOL ©8.31 [ 95.83 | 91.58 | 88.84 | 80,04 | ©5.83 | ©1.75 7.25




TABLA XXi. MATRIZ DE HADAMARD EXPERIMENTO 8

% LIBERADO

TIEMPO|PRICIPIO VASO
MIN ACTIVO 1 2 3 4 S =] x cv
15 TURPENTINA
LCANFOR 41.6 31,19 { 4026 | 48,313 43 82 | 36,43 | 40,26 | 14 73
MENTOL 59.12 | 45,55 | 53 95| 53.82] 53.86 | 46.78 | 52.19 8.77
30 TURPENTL 61.42 | 49.26 | 64 46 ] 63,77 60.02 | 60.76 | 5§9.95 8 19
ALCANFOR 42.9 5013 | 682 66.5 | 69.79 50.68 58.02 | 19.78 |
MENTOL 77.1 69.26 av 2 74.7 | Ba.42 | 61.01 | 7561 | 12.82
1
45 TURPENTINA 81,18 | 8234 | 8092| 838 ) 8549 { 73.95 | 77.94 117
ALCANFOR 74.11 708 75431 77.53]| 78.04 | 6802 74 5.27
MENTOL 76.76 | 75.51 | 79 91| 84.48] 94,5 75.06 | 81.03 9.22
60 TURPENTINA 98,22 | 98.57 | 102919866 102.36| 93.68 | 899 07 3.37
ALCANFOR 83.88 B9 41 158 7183.51] B7 .41 89.17 90.34 10,31
MENTOL 9576 | 9453 ! ‘04 5193.65] 90.94 | 89.41 94.8 5.8
75 TURPENTINA 108.8 | 9507 | 100.3 ] 110.5(113.12| 102,91} 105.1 6.52
ALCANFOR 9062 | 87.37 87 96.85| 97.7 9295 | 83,75 | 5.44
MENTOL 105.6 ] 8247 1 111.4]11159}109.05]| 110,81 1059 | 11.27
T
90 TURPENTINA 120.4 | 123.25! 116 12591 138.911130.33] 1258 6.4
ALCANFOR s8 100411 67 65 189.39] 103.01] 105.91] 99.06 572
MENTOL 115 12({32! 117.4]1125]/118,91]| 12091 117.5 275
105 TURPENTINA 128 130481 259} 119 | 12562]130.68] 1266 3.4
ALCANFOR 107 10091 109.6]109.3/110.34] 109.74] 107.8 ] 3.32
MENTOL 123 125.591 130.9 | 120.6]| 118.91} 129.1 | 124.7 3.8
120 TURPENTINA 135 142.85! 1337 [128.9|132.68| 137.63] 135.1 35
LCANFOR 115 11263 1219[1176[112.81}116.71] 116.1 2.96
MENTOL 137 142.1 | 1304 1123.1]139.43[120.99| 1322 | 6.64
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TABLA XXii TMD DE LA MATRIZ DE HADAMARD
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-La magnitud de los efectos principales nos indica que la temperaturs es ia
que tiene mas efecto sobre la vanable de respuesta en los tres aceites esenciales
y este efecto es negativo, es decir al pasar de 25 a 30 °C el TMD disminuye. por lo
tanto la velocidad de liberacidn se incrementa al aumetar la temperatura

Los factores del tipo de celda y cantidad de muestra también tienen un efecto
negativo. por lo que disminuyen el valor del TMD al pasar de celda mejorada a
celda modificada para PTD de la USP y de 250 a 500 mg de muestra,
incrementandose nuevamente la velocidad de lberacidn; este incremento por el
tipo se celda se puede deber a que se tiene un didmetro mayor en !a celda

modificada a! aumentar la superficie expuesta de la muestra al medio de

disolucion
Referente al medio de disolucidon y ila velocidad de agitacion tienen un efecto
positivo sobre la variable de respuesta (TMD) por lo que su valor aumenta y por lo
tanto la velocidad de liberacidon disminuye a! pasar de diclorometano a
diclorometano-metanol al 75% v/v, y de 100 a 150 rpm al nivel estudiado.

Resumiendo las condiciones en las que se obtiene menor TMD son: celda

modificada, medio de disolucién diclorometano, velocidad de agitacion 100 pm,
temperatura 30 °C y cantidad de muestra S00 mg.

e Al resolver la matriz y calcular los efectos principales considerando et CV como
variable de respuesta se tiene que
-Para el aceite de trementina el factor que tiene mas efecto es e! tipo de
celda (efecto positivo), el CV aumenta al pasar de la celda mejorada a ia celda
modificada de la USP para parches transdérmicos, debido posiblemente a que en
ia celda modificada no se puede controlar la superficie expuesta al medio de
disolucién como se hace en la mejorada gracias a su mecanismo de tomnillo.
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TABLA XX EFECTOS PRINCIPALES DE LA MATRIZ DE HADAMARD (CV)
INCIPIO A ]
TURPENTINA ALCANFOR MENTOL

1.8263 1.5772 1.7788

0.8338 0.1713 0.5288
-0.0338 -0.1864 -0,1313
-0.1413 -0.2633 -0.1683
-0.3338 -0.2078 -0.5888
-0.1713 -0.2838 -0.2988

TABLA XXIV EFECTOS PRINCIPALES DE LA MATRIZ DE HADAMARD(TMD}
PRINCIPIO ACTIVO

EFECTO TURPENTINA ALCANFOR MENTOL

a 72,4589 70.7117 71.1035

CELDA -5.9589 —4.8013 -4.42040
MED DE DIS 6.2431 ATE67 3.6658
VEL. DE AGI 47677 3.5354 3,5794
TEMPERA -7.4581 -5.068468 -5.274

CANT. DE M. -3.2102 -2.4225 -3.2185




TABLA XXV. ANADEVA MATRIZ DE HADAMARD (TURPENTINA)
[<1% =3 L]

1704 44 1704 44 738 51 4
1870 88 1870.88 B08.43 4
1091 .09 1091.09 471.47 4
2669 93 2689 93 1153.71 4
494 66 494 66 213.75 4
92.5689 23142

TABLA XXVI ANADEVA MATRIZ DE HADAMARD (ALCANFOR)

v (<18 SC WC Tcal Fiab
LOA 106 1106 739.05 4
MED DE DI 80 1 580.1 387.52 4
VEL DE AGI 99.9€ 599 9% 400.73 4
TEMPERA 231 1231, 822 34 4
CANT DE M 2816 281 6! 188.15 4
ERROR 40 59 88 1.497

TABLA XXVII ANADEVA MATRIZ DE HADAMARD (MENTOL)
FV 5C_ LI

(4 =] Fcal Faab
CELDA 41 73 341 .73 432 42 4
MED OE D#: 14 97 344.97 218.57 4
VEL. OE AGI £514.97 208.5 A
TEMPERA 3351 448.28 4
[CANT DE M 497,23 168.96 4
ERROR 40 2.978
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La temperatura presenta un efecto negativo. donde el CV aumenta al pasar de 30
a25°C

Le siguen en magnitud de efecto la cantidad de muestra y la velocidad de
agitacion, las cuales presentan un efecto negativo donde observamos que el CV
aumenta al pasar de S00 a 250 mg de muestra y de 150 a 100 rpm . Por aitimo el
medio de disolucidn que thene muy poco efecto

-Para el alcanfor el factor que tiene mas efecio es la cantidad de muestra y

la velocidad de agitacion (efecto negativo).donde observamos que el CV
disminuye al pasar de 250 a 500 mg de muestra y de 100 a 150 rpm; le sigue la

temperatura y el medic de disolucon (efecto negativo).donde se tiene una
disminucion del CV al pasar de 25 a 30 °C y de diciorometano-metanol (75 % viv)
a diclorometano. Por uitimo el upo de celda (efecto positivo) donde el CV aumenta

al pasar de la celda mejorada a la celda modificada de la USP para parches
transdérmicos.

-Para el mento! el factor que tiene mas efecto es la temperatura (efecto
el tipo de ceida (efecto positivo) donde observamos que el CV
disminuye al pasar de 25 a 30 °C y de la celda mejorada a la celda modificada de

negativo) y

ia USP para parches transdérmicos Le sigue la cantidad de muestra (efecto
negativa), velocidad de agitacion (efecto negatvo) y medio de disolucion (efecto
negativo) donde se tiene que el CV disminuye al pasar de 250 a 500 mg de

muesrta, de 100 a 150 rpm y de diclorometano-metanol (75 % wv/v) a

diclorometano respectivamente.

-Resumiendo las condiciones en las que se obtiene menor CV son:- celda
mejorada, medio de disolucion diclorometano, velocidad de agitacién 150 rpm
temperatura 30 °C y cantidad de muestra 500 mg_por o tanto se eligieron estas
condiciones para efectuar la prueba de comparacion de los perfiles de liberacion
de jos aceites esenciales de las tres formulaciones de unguento, ya que al ser el
CV una medida de variabihdad es mas importante que los resultados de TMD



c)Comparacion de los perfiles de liberacion.

€l cromatograma de una de las muestras (M4) se presenta en la fig R

Fig 1R .Cromatograma de una muestra de unguento al 100 % de concentracion.
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Los resultados de liberacidon de los aceites esenciales turpentina, alcanfor y
mentol de las tres formulaciones-lotes se muestran en las tablas XXVIIl a XXXVI,
estos resultados se obtienen corrigiendo por los resultados del ensayo, se
obtuvieron los perfiles de liberacion denvados de estos resultados los cuales se
presentan en las figuras 2R a) para la muestra M, 2 b)paratlaJy 2c)paraia B
con sus tres lotes cada una Con los datos de estas tablas (XXVIH a XXXVI) se
determinaron los TMD usando un programa en excel los cuales se presentan en la
tabla XXXV

Los promedios de cada formulacidn (incluyendo los tres lotes), las ANADEVAS
de la comparacion entre formulaciones y las pruebas de rango multiple (Tukey)
para cada uno de lo principios activos (aceite de trementina, alcanfor y mentot ) se
presentan en ias tablas XXXVl a XLVI respectivamente.

* De los perfiles de liberacion obtenidos con los resultados del analisis de las
muestras de tiempo y % hberado que se muestran en las figuras 2Ra, 2Rb y
2Rc podemos decir que

-Los perfiles de liberacion de los tres aceites esenciales en cada producto

se comportan de manera similar

-El 100% liberado se alcanza entre 40 y 80 min en los productos MJ y MM y
entre 60 y 80 min en las de MB

e De los resultados de TMD y de las ANADEVAS derivadas de estos
observamos que:

-En todos los aceites esenciales trementina, alcanfor y mento! hay un
efecto estadisticamente significativo del lote y producto, lo que indica que al
menos uno de los lotes y uno de los productos es diferente con un 95 % de

confianza.
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TABLA XXVill. LIBERACION DE ACEITES ESENCIALES
MUESTRA J

LOTE 1
MPO PRINCIPIO * % LIBERADO
(MIN)  ACTIVO VASO
1 2 3 4 5 3
15 TURPENTINA 7026} 67.78] 67.87] 62.22| 4858] 51.26
ALCANFOR 52 99 4438| 57.25] 5407] 40,78 a49.47
MENTOL 57.77] _643% 77.42|__ _68.74 78.76 _84.51
30 TURPENTINA 89] 8675] 7837] 7837 74.44] 8193
ALCANFOR 7535| 71378 72.22| 73.48] 93.18 89.4
MENTOL 7485 77.24 77.46] 7288 6948 6927
45 [TURPENTINA] 8591] B82,55] 92.04] 89.1] _ 89.27 51.68]
ALCANFOR [  8993] 86.22] 86.03| 77.83] 74,07| 74.27 81.39
ENTOL | _103.51] 101,48] 107.238] 115.26] ©94.73] B87.07] 101.57]
60 TURPENTINA 88.57] 8057 88.04] 90.38] 89.37] 9251 89.87
ALCANFOR 80.81 80.81 91,83]  90.64 85.24 105 89.05
MENTOL 82.12] 10059} 9596 9125 o9028| 8982 91.67
75 TURPENTINA 94 31 92.03 87.54] 85.08] 90.54] 9324 90.45
ALCANFOR 96 42| 98.09 91.2] 7887 88.4] 90.36 9222
MENTOL 11256] 10268] 9589 91.79] 106.14 99.1] 101.36
S0 TURPENTINA 91.99] ©90.35 93] 84.57] 92.15] B84.57 89.43
ALCANFOR 97.83 97.7) _8968| 80.01 93.34| B4.82 90.56
MENTOL 109.41 9966] 9563 94.75] 107.57]  95.42 100 4
105 [TURPENTINA] 84.64] 8862 86.73]  83.59] 90.01 88.32 86.88
ALCANFOR 81,33 8521 86.62| 7534 90.42|  80.43 8322
MENTOL 92.69] 9333| 113.s5] 87.38] 103.67] 90.73 96.89
120 [TURPENTINA 84,07 76.83] 86.61 84.02 90.78] _87.87 85.03
{ALCANFOR 7472| 74.06] e©6.63] 78.19] 78.89] 83.96 76.08
MENTOL 80.19] B8a.ss| 81.62] 88.46 87.97] 96.38 86.53
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TABLA XXiX. LIBERACION DE ACEITES ESENCIALES

MUESTRA J

LOTE 2
TIEMP PRINCIPIO % LIBERADO
{MIN) ACTIVO VASO
1 2 3 4 5 6 X

15 [TURPENTINA_ 8647 7933] 68.78] 76.8| 8526 75.7| _78.72
[ALCANFOR 80.76] 77.82] 72.03] 73.59| 89.75 74.8] 7812
[MENTOL 82.62] 68.96] 73.73] 79.55] B524] 7298] 77.18

30 [TURPENTINA 92.36] 91.37] 86.01] 82.37] a&s.73] 8302 87.47}
ALCANFOR 96.71] 101 21] 97.54{ 97.08] 97.99] 96.21 97.79]
MENTOL 10488} 109 41| g98.42] 89.73] 91.06 96 1] 98.26|

45 |[TURPENTINA 96.77] 101.71] 83.87] 87.25] 99.83] 96.37] 94.3]
[ALCANFOR | 110.67] 109.66] 108 07| 103 61] 98.8] 104 40} 105 86|
MENTOL [10805] 110 01] 99.88] 97.14{ 107 14| 97.99] 103 36}

60 [TURPENTINA 99.89] 95.15] 90.94] 91.77] 100 68] 97.54] 9589
ALCANFOR | 106 05| 99.66] 96.86| 104 33] 106 31| 107 85| 103 51
MENTOL 10217 101] 96.44] 94.13] 111 27] 95.72] 10012

75 [TURPENTINA 101 92] 99.22] 97.55] 9s.86] 91.01] 9531] 97.31
ALCANFOR_| 110.83| 103 09} 105 77] 107 84| 106 88| 106 91| 106 88
MENTOL 101 75| 94.25| 9151] 9087 94.6 94 7] 9461

80 [TURPENTINA| 99.23] 96.96] 93.09] 91.23] 99.23] 89.66] 94.9]
ALCANFOR_| 108 95| 104 33/101 05] 106 87] 107 33| 103 70} 105 37|
MENTOL 109 43] 104 50] 92.22] 105 16] 99.33( 104 12| 102 46]

105 [TURPENTINA 10081] 96.09] 94.7] 9585 96.5 92.6] 9609
ALCANFOR | 102 39] 102 37| 101.91] BB.59] B89 34] 9558] 09669
MENTOL 113 56] ©9943]105 10} 102.49] 92 76] 96.37] 10162

120 [TURPENTINA_ 9563] 95 92] 88.33] 87.73] 8s.59] 89.14] 9255
ALCANFOR_| 105 84| 110.30] 99.62] 103 13] 102 57 107 16| 10477
MENTOL 106 44} 108.83] 109 37| 9s5.48] 109 24| 92.81] 103.69
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TABLA XXX. LIBERACION DE ACEITES ESENCIALES.

MUESTRA J

LOTE 3
TIEMPO P * LIBERADO
(MIN) AC VASO
1 2 3 4 5 [3 X cV
15 [TURPENTINA| 78.14| 7297] 8166] 7912 8206 73.32] 7788 3.95
ALCANFOR 84.78] 79.36] ©517] 101.34] 81.50| 85.25| 87.91 8.52
MENTOL 81,01 81,92] ©011] ©716] 77.51] ©619] 8731 8.348
30 TURPENTINA] 9539] ©92.15] 96.24] 9988] 94.53] 8295] 9352 5.761
ALCANFOR 108.75| 100B4] 109.71} 107.87] 103.45] 89 .85] 103.59 7.58
MENTOL 109.29] 96.03] 10543[ 106.8] 10541] 102.58] 104.27 4.593
45 [TURPENTINA[ 101.41] 101.18] o49] o98.18] 9572] 96,19] 97.93] 2822}
ALCANFOR 107.22| 109.87| 102.83] 105.14] 110.76] 106.92] 10712} 2.938)
MENTOL 102.15] 104.65] 109.58] 103,38 95.92| 97.76] 102.24] 4.919]
60 [TURPENTINA] 9518] o94.63] 99.92] 9952] 96.97] o96.84] 97.17 2.174
[ALCANFOR 108.16] 104.77{ 104.75] 106.37| 105.83] 103.82] 10561 1.534
[MENTOL 111.67] 110.22] 107.67] 105.85] ©96,54] 101,31]| 105.54 5.709
75 [TURPENTINAT 93.13] o9t196] 102.1 96.7] 8712] 93.71] S4.12 5.003
[ALCANFOR 96.98] 102.97| 10581} 109.77] 99.14] 103.71] 103.06 4.59
MENTOL 982 105.78] 104681 106.75] 93.92] 105.64| 10249 5206
90 TURPENTINA] 96.68] 101.13] 98.39] 10059] 97.48] 96.85] 98.52 1.914
ALCANFOR 105.76] 101.41| 111,17| 100.73| 104.18| 102.32]| 104.26 3.856
MENTOL 102.55] 108.07) 102.68] 102.31} 108.73] 111.55] 105.98 3976
105 [TURPENTINA] 94.78] 101,13] 102.49] 102.65] 97.41] 94.92] ga8.89 3.657
ALCANFOR 111.18] 105.28] 103.92| 104.39] 110.98] 97.84] 105,73 5.127
MENTOL 106.43] 106.67] 101.65] 104.27] 104.05 93.2] 102,71 5,006

120 TURPENTINA 91,22 80.27] 100.36 93,25 94.53 90,23] 93.31 3.854
ALCANFOR 100.5 98.59] 100.098] 109.06] 103.05| 103.99f 102.46 3,818
MENTOL 102.61 S58.38| 108.58, 112.66] 107.76 97.71] 104.61 6.015




LIBERACION DE ACEITES ESENCIALES

TABLA XXXI.
MUESTRA M
LOTE 1
TIEMPO PRINCIPIO % LIBERADO
{MiIN) ACTIVO VASO
1 2 3 4 5 3 X CV
15 [TURPENTINA] 60.34] 54.11] 57.97] 57.96] 6274 69.2] 6038] 5186
[ALCANFOR 73.563] _7761| 76.87| 61.78] 67.54] 73.66] 7183] 6073
MENTOL 76.75] 80 23] 77.35] 65.B3] 7527 72.46] 74.48 455
30 TURPENTINA 806] 77.43] 6656] 74.88] 64.51] 65.26] 71.54] 6951
ALCANFOR 80.65] 99.38] 78.68] 78.53 99.5 91.2] 87.98] 16021
MENTOL 88.17| B7.45] 84.71] 74.23] 9485 9388 8721 7 464
45 TURPENTINA] 99.02] 106.69] 110.61] 98.12] 107.38] 99.1[ 103 48 537}
ALCANFOR | 95.22| 108.5] 10554] 107.85] 104.6] 106.08] 104 63] 4833
MENTOL | 1705.02] 101.83] 108.98] 108.68] 101.4] 105.34] 105 21] 3234
60 [TURPENTINA] 8853 9556] 105.77] 109.17] 105 81] 102.92] 101 29] 7 757
ALCANFOR 98.72| 96 58| 101.75| 105.25| 107.96] 101.18] 101.9] 4 168
MENTOL 95.12] 103.68] 105.01] 108.96] 102.44] 94.88[ 101 68 5.62]
75 [TURPENTINA] 91.51] 92.69] 102.43] 112 42] 110.1] 108.15] 102.89] 8976
[ALCANFOR 94 35] 100.98] 100.02] 105 45] 107.36] 103.52] 101 94| 4613
{(MENTOL 91.83] 104 51} 105791 104.3] 99.27| 106.12] 101 97] 5.546
90 [TURPENTINA] 91.19] 90.35] 106.66] 102.26] 10561] 9598]98.591]  7.214)
ALCANFOR 99.42| 97.32 101.2] 108.84] 111,94] 93.45] 102 04 7.06]
[MENTOL 102.82] 106.94] 105.78] 107.34 102] 101.03] 104 32] 2.704]
105 [TURPENTINA] 91.92] 10g.01] 102 43 98.5] 107.79] 108 69] 103 05| 6.852
ALCANFOR 93.82] B8968] 9555] 99.58] 111.89] 105.68] 99.36] 8.196
MENTOL 103.77] 103.96] 103.34] 97.74] 11006] 110.4] 104 87| 4.748
120 [TURPENTINA] ©1.27] 9341] 107.85] 103.18] 109.56] 107.68] 10225 7.96
ALCANFOR 104.02] 102.9] 106.77| 108.84] 109.63] 109.05! 106.83] 2907
MENTOL 98.75] 102.73] _111.41] 105.71] 111.48] 108.76] 106 47| 5077




TABLA XXXHN.

LIBERACION DE ACEITES ESENCIALES

MUESTRA M

LOTE 2
TIEMPO PRINCIFIO “% LIBERADO
(MIN)  ACTIVO VASO

i 1 ] =2 3 | 4 1T s | & 1 x 1

15 [TURPENTINA] 52 95] 4887] 60.13] 5396] 4821] 52.7] 52.8]

ALCANFOR | 4B a42] 37.36( 59.8] 43.16] 48.22] «4967] 4627}

MENTOL | 69.05] 6722] 69.27] 53.11] 6604] 6526] 65 14]

30 [TURPENTINA] _ 83.3] 74 09] 9505] 87.85] 68.96] 76] _80.89]

IALCANFOR | 70.51) 72.77] 62.17] 69.75] S941| 6568] 66.71]

{MENTOL 1 _7181] 67.a1] 6519] 7949] 6084} 6761} 6866]

45 [TURPENTINA] 8862] 7771] 80.34] 804S] 76.23] 84.08] 81.23}

{ALCANFOR | 70.72] sS7.54] ©8.12] 86.28] 78.63] 78.12 73.23]

IMENTOL [ 9225] 67.44] 7768] 77.84] 73.67] 65.34] 75.7}

60 [TURPENTINA] 79.52] 8539] 83.44] 7867] 73.92] 68.76] __78.28]

JALCANFOR | 74.75] 7042] 7282 7442] 7282 7445 73.28)

{MENTOL 1 _7s.08] sB286] 73.9] 73.15] 73.39] 7045} 74.8}

75 [TURPENTINA] 8503] 78.46] 78.32] 92.94] 76.18] 69.35] 80.04]

{ALCANFOR | 77.45] 77.78] 72.98] 72.67] 71.77] _7162] _74.02}

[MENTOL { B88.79] 7a.62] 77.48] 86.19] 8046] 7527 80.13

90 [TURPENTINA] 7927] 84.98] 91.02] 84.68] 83.13] 76.33] 83.23]

JALCANFOR_ | 75.27] 82.17] 78.08] 74 6] 7166] 7166{ 7556]

{MENTOL ] 86.42] S193] 94.32f 9588] 828] 884] 8995

105 [TURPENTINA] 103.62] 106 1] 99.05] 9542] 87.05] 8505] 96.04}

{ALCANFOR | B87.67] 69.32] 91.64] ©94.21] 8397] 8041] 87.87)

IMENTOL 1103.95] 97.58] 9573] 1068.47] 80.57] B80.74] 94.17]

120 [TURPENTINA] 5093] 101 47] 8564] 85.57] 92.31] 85.05 90.16

JALCANFOR_| 86,73] 80.56] 7368] 74.48] 74862 €9.7 76.63

{MENTOL 1 e8.4] as595] 8442] 79.05] 79.05, _81.1] 8299]
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TABLA XXXIiil.
MUESTRA M

LIBERACION DE ACEITES ESENCIALES.

LOTE 3
TIEMPO PRINCIPIO % LIBERADO
(MIN)  ACTIVO VASO
1 2 3 a S 3 X

15 {TURPENTINA 71.02] 64 77] 692] 56.89] 76.04] 7051] 6807}
[ALCANFOR 78.09] 85 4] _69.47| 68 6] 7097 69.6] 7368]
{MENTOL 70.35] T 16| 6215 6806] 6248] 57 33 64.58]

30 [TURPENTINAT 7479] ©t 53] 7039] 7011] 8649] 6938] 77 13|
fALCANFOR | 7582 ex06f 73 34| 7583] 99691 90.31 a3}
MENTOL V" 7922 <218l BOO4] 7752 9613] 9104] 8602

45 [TURPENTINA] _ 81.32] 102 27] 7579] 7668] 93.42] 92.17] 86.94]
[ALCANFOR | 87.67] 102 74| 99.1] 9912 101.37| 99.62] 98.27]
[MENTOL | 85.05] 107 17] 91.58] B7 15f{ 98.97| 9104 93.49]

60 TURPENTINA 91.44| 102 61[ 104.23] 86.31 94.06 98,11 96.12
ALCANFOR 107.43] 102 74| 108.94] 101.2] 104.73] 106.69] 105.28
MENTOL 92.73] 108 11] 107.81] ©92.47] 91.88] 108.83] 100.33

75 TURPENTINA| 102.1 o5 8] _88.31] 106.08] e839] 9568] 9789
ALCANFOR 100.15] 163 99 56.7] 100.37| 100.37| 104.84] 101.23
MENTOLU 109.68] 101 73 93.3] 104.01] 107.34] 107.61] 103 94

90 TURPENTINA] 99.64] 108 15 91.8] 99.26] 101.52] 8819] 9809
ALCANFOR 103.84] 109 42} 105.41| 106.54] 108.,55] 107.88| 106 94
MENTOL 103.68] 105 13] 96.46] 103.25] 103.16] 92.73] 100.73

105 [TURPENTINA 87.5] 99 33] 100.78] 91.55] 101.46] 93.11] 9562
ALCANFOR 98.95] 104 37| 104,54| 106.09] 98.57| 99.83| 102.05
MENTOL 110.24] 107.15] 10714 109.71] 107.07] 97.13] 106.47

120 [TURPENTINA] 88.47] ©023] 88.33] 108.39] 106.56 89.3] 9538
ALCANFOR 93.96] 96.71] 100.27| 104.43] 108,51 103} 101,14
MENTOL 88.66] 90.3s] 100.67] 109.68] 103.57] 102.15] g99.18

83



TABLA xXxXIV. LIBERACION DE ACEITES ESENCIALES

MUESTRA B

LOTE 1
TIEMPO PRINCIPIO * LIBERADO
{MIN)} ACTIVO VASO
1 2 3 4 5 € X

15 [TURPENTINA
[ALCANFOR 43 .08 38.33 45.12 51,21 45.08 50.1 45.48
[MENTOL §0.63{ 5782] 51.06] 5191] 5953] 6067| 5527

30 TURPENTINA]  56.23] s867] 63.77] 7855] 70.93] 8236] 6842
ALCANFOR 61.86] 6522 5365] 7457 69.4| 7866] 67.22
MENTOL 62.23] 6542| 50.13] 6631] 66.33] 69.23] 6461

45 [TURPENTINA] 91,03 8364 102.27] 102.27] 103.13] 96.46]  96.46}
[ALCANFOR | 79.8] 80 36| 106 63| 108 63| 106.64] 95 3] 95.89]
[MENTOL | _8338] 7i1e61] 92 4] 92 4] 87 85| 85 53] 8553

60 TURPENTINA B89 84 7328 798 58 6 79.49 83.99 77.5
ALCANFOR 80.5 75.36 80 86 9061 85.42 86.7 83.24
MENTOL 7584] 102,51 98 659] 103 53] ©453] 107.5] 9708

75 TURPENTINA] 6682 93 4] gass] B8311] 7989] 111.4] 8325
ALCANFOR 108.42] 105.22 88 S| 111.77] 103.98] 110.18] 104.68
MENTOL 78.85| 8061 8892] 8679] ©592] o875| 88.47

90 TURPENTINA] 90.76] 88.28] 110.56] 100.92] 103.34] 101.5] 9922
ALCANFOR 102.08] 104.65] 106.6] 109.8| 101.34] 100.56| 104.17
MENTOL 102.35] 96.58] 103.51] 102.65] 98.88] 100.94] 100.82

105 [TURPENTINA]  83.18] 78.22] 105.39] 102.28] 103.15] 83.68] 94.32
ALCANFOR 107.68] 101.11] 101.7 95.2] 105.54| 95.23] 101.09
MENTOL 111.4] 9296} ©945| ©9158] 106.29] 106.26] 101,32

120 |[TURPENTINA] 8536] 89.63] 111.3] 9405] 8628] 96.62] 93.87
ALCANFOR 9562] 8283 9773] 8096] ©885| 92.09] 91.36
MENTOL 105.09] 102.71] 9489 8462 91.88] 100.2] 96.56




TABLA XXXV.
MUESTRA B

LIBERACION DE ACEITES ESENCIALES

LOTE 2
TIEMPO PRINCIPIO % LIBERADO
(MIN) ACTIVO VASO
1 2 3 4 5 3 x
15 [TURPENTINA
ALCANFOR 5389 6209 5031 5047 57.7] __70.15] 57.42
MENTOLU 63.68] 62 581 66 11] 56 37] 56.95)  64,.38] 61.67
30 TURPENTINA T T ]
ALCANFOR 71.24] 5066|486 58] 6019] 7517] 64 26| 61.68
MENTOL 63.13] 5939 30 32 57.04] 67.89] 5717 63 99|
45 [TURPENTINA] i i i ]
[ALCANFOR _| B0.27] 85 86| 7379 93.13] B84 24| 73 93] 81,87
{MENTOL 1 62.6 61.34] 5761 53.5] 6527] 67.42] 61,29
60 TURPENTINAJ 1 L ]
ALCANFOR_| 106 08] 9591| 102 83] B87.42] 9083] &7.14] 9503
MENTOL I 94,3 96.81 84 33 89.1] 82] 93 24| 8993)
75 TURPENTINA T
ALCANFOR 107.66 107] 108 54| 104.57| 94.95| 1085] 105.2
MENTOL 101.09] 87 44 90 49| 8243] 9036 90.4] 90.36
90 TURPENTINA ]
ALCANFOR 92.9] 1054] 100.35] B7.07] 80,16| B9.97| 9264]
MENTOLU 85.93 89| 90.06] 79.87] 83.95] 81.32] 8502
105 [TURPENTINA
ALCANFOR 105.31] 103.21] 108 54| 110.19] 9907 103 81 105
MENTOL 9541] 96.63f 86.26] 89.12] 9031] se88] 90.76
120 [TURPENTINA
ALCANFOR 102 9] 100.83] 110.59] 108.23] 103.08 105] 1051
MENTOL 95.77] 101611 104.28| ©583] 83.42 91.6] 9542
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TABLA XXXVI LIBERACION DE ACEITES ESENCIALES
MUESTRA B

LOTE 3
TIEMPO PRINCIPIO * % LIBERADO
{MIN) ACTIVO VASO
1 2 3 4 5 3 X

15 [TURPENTINA a8 83] 5562] 4506 4286] a562] 4568] 47 .27
ALCANFOR 6466| 70.25] 5389] 60.08] 5414] 53869| 59 45
MENTOL 5897 824 64.9] 6035 49.6] 48.71 57 48

30 [TURPENTINA] 62.07] s0.29] 48.98] a543] a9.17] 5118 51.18
[ALCANFOR 7127] _6063! 60,15 5584 54,13 53.69) 59.28
[MENTOL 66.76] 59.93] 6488 67.22] 5427] 5405 61.18

45 [TURPENTINA 58 96] 5566] 57.83] 62.65] 51983] 594 57.74
ALCANFOR | B8156] 74.3 75.56] 80.1] 70,02 7327 75 8]
MENTOL I ®B8266] 78.03] 84a.18] 82.28] 69.33] 8192 79 7.

60 [TURPENTINA 56.7] 60.06] 5259] 61.03] 60.44] 54.77 57.59
ALCANFOR 8593 BO 11} 67.44] 7825{ 71.68( 71.35 75.82
MENTOL 78.81 69.67 76.04 70.55 74,14 67.61 76.14

75 TURPENTINA 66.31 54.51 60.11 59.63 59.84 53,57 59.09
ALCANFOR B2.75 B84.78 71.93 70.45 7163 61.35 73.84
MENTOL 95,27 92.12 81.2 75.72 78.1 85,59 84.83

90 ([TURPENTINA 7861] 68.77] 7034 77.4] B7.42] 76,51 76
[ALCANFOR 54,06 87.97] 88.78] 105.76] 110.58] 101,81 68 1€
[MENTOL 96.13 99.4] 90.22| g524] 110.8] 95.68 ©8.89

105 [TURPENTINA 57.02] 69.58] 61.48] 65.72] 6506] 60.16 63.17
ALCANFOR 79.48 83.18 7268 92.21 B1.43 71.83 80.13
MENTOL 8839 9595 8285 89.5] B8512] 7711 86.48

120 [TURPENTINA so14] es8.38] 7758] 7243] 6952 7005 69.52
ALCANFOR B81.84] B82.46] o9813] 8838| 8424] B7.12 86.99
MENTOL 87.39] ©97.37| B8067] 9951] 102,44] ©0.06 929
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FIG.2R a PERFILES DE LIBERACION DE L AS FORMULACIONES

= —®— TURPENTINA
—@— ALCANFOR

—_—UENTO

—_—

% LBERADO
o8 888843

MJ L1
0o 15 ] -3 [.2+] 75 £C 105 120
TIEMPO MIN
120
100 ——
§BO
i~ Ma L2
R 40
20
° . .
o 5 30 5 75 E 105 120

&0
TIEMPO MIN

% LIBERADO

TIEMPFO Min

87



FIG.2R b PERFILES DE LIBERACION D= LAS FORMULACIONES
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FIG.2R c PERFILES DE LIBERACION DE LAS FORMULACIONES
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TABLA XXXVII.
TMD MIN
LOTE PA [ VASO
| A 2 3 4 5 6 x cV
JTurpentinal 35 44 | 35 755] 38 83] 39 14] 30 02] 30.73] 38.105]_5.26 ]
241

YMID DE LLOS UNGUENTOS.
]

]

}

ML
Alcantor 44 53] 45671 47.5] 44 51| 46 40| 46 23] 45871
38.97] 36 21] 35962 34.83] 36.772] 393

37 63{ 37077

Mentfol
MIL2 ITurpenllnef 35 12] 35 539] 38 43] 38 31]  38.4] 38.76] 37 427] 437 ]
lAlcanlor 35 56] 35 813 38 76| 38 64] 38 33] 38 .98} 37.782] 3.92
Mentol | 3540| 36 202] 38.4] 353] 34.08] 35 76| 36 039 348
35€1] 35885] 38 19] 38 23] 38 16] 38 §3] 37.482] 3.78
37.69) 37 76| 3852 38.67] 37,269 3 02

WMILI Turpeniina
Alcanfor 35.02( 35 956
35 7] 35902] 38.24] 37.73] 38.05] 37.56]37.197] 2 58]

Imentoi |
MML1  [Turpentnal 36 89] 40 691] 41 59] <0 7] a1 29] 40 82] a0 882] 71 <2 ]
{Alcanfor | 39 48} 38 795] 139 6] 4085] 3999 39.6[ 39.718
[Mentol | 3896} 19 249] 3965] 4087 39.22] 39 14] 39516 v 77
60,64

95] 53 84] 51.09] 5177] 52 134] 1,78 ]
2] 3852] 36257] 125 |

36
2 057 }

MWL3I ™ JTurpentinal 52 24] 51 914] 51
Alcanfor_ | 35 94] 3556] 3702] 36.031)
#Mentol 1_44.33[ a4 435] 44.88] 44 33{ 42 22| a5 34] <4 588
WMBLY |Turpentina] 60 O3] 60 829, 602] 58 S0] 58 78] S0 79] 50 704] 1 44
{Aicanfor ‘ 59 34f 63 163] " 58 5] 57 6| 57.86] 57.39] 59.025] 362 |
{Nentot | 57 a9/ 5aBa7] 5805 5741] 56.84) 57.04] 56.945] 1.78
MBLZ  [Turpentina] T % T T T T 7
Adcanfor |  a6.4| 46 205] 47.82] 42.01] 44.79] 4461 453] aa |}
JM { 7203] 72.705] 71.05] 72.83] 71.13] 71.44] 71.865] 1.08 |

lentol
7147f 72 1af 72 12

68871 70.627
m




TABILA XXXVIH RESULTADOS PROMEDIO

D) DE LAS FORMULACIONE

FORMULAC LCANFOR

49

FROMEDIO |
N 1

MB LX)
S | 58.5200 | 40 3067
18 1 18 18

TABLA XXX] ANADEVA (TMD) DE LAS FORMULACIONES ALCANFOR
Vv SC [~ 1

o1

SC -3 Foal Fiab
RMULACION 2 ] _2b86.1050 [ 1453053 | 76648 | 28
LOTE | 6 " | 69049129 | 1150819 | 59078 | 2.45
ERROR 1 27 [ 52594214 | 194.793« 1
TABLA XL__COMPARACION DE RANGC MULTIPLE (TUKEY). ALCANFOR
— ] MPARAGCION | DIFERENCIA] . O(S /Ny
ME_MJ 18,2142, 11.514
YNEYIY] 8.9482 11.514
MM-MB 5.266 11.514




TABLA XLI RESULTADOS PROMEDIO (TMD) DE LAS FORMULACIONES

FORMULACION !EENYOL
MM MB M3
[ PROMEDIO 516388 66.7869 36 6687
N 18 1 18 18

TABLA XLII ANADEVA (TMD) DE LAS FORMULACIONES MENTOL
—WC

FV GL SC Fcal Ftab
FORMULACION] 2 8154 0307 4082015 | 4821 94 | 28
LOTE [ | 426271961 710.366 | 83913 )] 2 45
ERROR | 27 1 228569 | 0 8465 |

TABLA XLIII COMPARACION DE RANGO MULTIPLE (TUKEY). MENTOL

COMPARACIOIDIF ERENGI aE N
MB-MJ 30 118 0.759
M. -MM 14.6701 D 759
MM-MEB 15.1481 0.759




TABLA XLIV _RESULTADOS PROMEDIO (TMD) DE LAS FORMULACIONES
FORMULACION (TURPENY

CION (TUI NTINA)
1 MM 1 MB MJ
PROMEDIO | 5122 I 43566 37.8714
N 1] 18 1 18 18

TABLA XLV ANADEVA (TMD) DE LAS FORMULACIONES TURPENTINA
L2 (1 5C WMC Foal Fab
FORMULACION | F3 T 166137 83069 | 56055 | 28
LOTE 1 6 | 186454 | 3137 6 [ 2097.03 2.45
ERROR 1 27 1 40011 1.4819

TABLA XLVI COMPARACION DE RANGO MULTIPLE (TUKEY). TURPENTINA

MPARACIOIDIFERENCIA]  Q(S /N3
M J 58446 1.004
MJS-MM 13 5486 1.004
MM-MB 7.654 1.004




-Dado que el ANADEVA sélo nos indica si hay diferencia. pero no nos dice
exactamente cuales son dferentes se procedid a aplicar |a prueba de rango
multiple de Tukey encontrandose diferencias estadisticamente significativas
entre el producto MB y MJ para alcanfor ; entre MB y MJ, MJ y MM. vy . MM y M8
para mentol y trementina

-El producto que tiene el TMD mas pequefio es MJ para los tres aceutes
esénciales fe sigue MM y e! que tiene los TMD mas altlos es MB. por lo tanto el
producto que libera mas rapido a la trementina, alcanfor y mentol es el MJ y el que
los libera mas lentamente es el MB bajo las condiciones en las que se hizo la
prueba .

7.4 DETERMINACION DE CALOR DE FUSION DE LAS FORMULACIONES.

tos resultados de la determinacion de calor de fusion de las formulaciones de
unguento se presentan en la tabla XLVH y en las figuras 3Ra , 3Rb . y 3Rc ta
correlacion entre calor de fusion y el TMD de estas, las cuales se obtubieron de
ios datos de la tabla XLVIIi Los termogramas de cada uno de los lotes de las tres
muestras se presentan en las figs 4Ra, 4Rb y 4Rc De estos resultados podemos
decir que:

e El producto MJ es el que tene el calor y rango de fusidn mas pequeno, le sigue
el MM y el que thene los valores mas altos es MB. lo que significa que al
aumentar el calor de fusidn de la muestra es mas cnstalina, disminuyendo |a
velocidad de liberacion de los aceites esenciales estudiados del unguento.

e En las graficas de los tres aceites esenciales se muestra una correlacion
positiva, en todas elias se observa una tendencia a aumentar el TMD al
aumentar el calor de fusion. dando un coeficiente de correiacion de 0.8 en
turpentina y de 0.6 para el mentol y el eucalipto.

e Los termogramas nos muestran que todas las muestras son diferentes, en
composicion y grado de cristalinidad.



TABLA XLVIL. CALOR Y RANGO DE FUSION DE LAS FORMULACIONES

FORMULA ||+ Calor o fusion Jig TFromedio]  Rango e Fusion
LOTE

MILY 158 158 166 143 151 165 1568 )2961 2062 2962 2962 2962 298]
MIL2 9 162 147 155 161 155 1551 [2062 2062 2061 2962 2982 B
MIL3 161 156 152 142 153 152] 152 2961 236% 2962 2962 296 2969
Lt 16 285 83 272 DI N5 N5 27T 7 276 B76 B8 978
L2 221 286 217 259 313 30| 2758 [29-76 2978 2980 3078 29-78 2878
L3 5222 B 109 56 B4 U2 0677 08 287 080 0T N
MBLY Q243 09 4 09 40| 206 977877 877 BT A6 07
MBL2 309 249 298 09 M6 3E 011 2976 2876 2876 2877 BT BT
MBLY 408 432 48 M9 387 438 050 [2075 2875 2874 2875 BT4 278




TABLA XLVIIl. CALOR DE FUSION Y TMD DE LOS UNGUENTOS
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Fig. 4Ra Termograma dela mucstra MM,
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Fig. 4Rb Termogramas de las muestras MJ.
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8. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos podemos concluir que:

1.- Se valido el método analitico para la determinacion de aceite de trementina,
mentol y alcanfor en un unglento, para aplicarlo en la determinacién de estos
ingredientes activos en la prueba de liberacién en tres formulaciones de un

ungoento. evaluando: precisién, exactitud y linearidad obteniendo:

» en repetibilidad y reproducibilidad coeficientes de variacibn entre 2y 3.8 %; en
exactitud el 100 % de recobro; y en la linearidad del sistema y del método

coeficientes de determinacion mayores a 0.98

2.-Se analizaron las tres formulaciones a comparar obteniendose lo siguiente:

En la formulacion MB el contenido de aceites esenciales es menoral 75 % y en
MJ y MM es mayor a 80 % de lo indicado en el marbete.

3.-En el disefio de experimentos (Matriz de Hadamard) para la seleccién del las

condiciones de prueba se encontro lo siguiente:

Todos los factores estudiados tienen efecto estadisticamente significativo sobre
la variable de respuesta TMD en los niveles estudiados, siendo positivo el
medio de disolucidn y la velocidad de agitacion. lo que significa que el valor de
TMD aumenta y por lo tanto la velocidad de liberacién disminuye al disminuir la
concentracion de diclorometano en el medio de disolucién y al aumentar la
veiocidad de agitacion: y negativo la temperatura, el tipo de celida y la cantidad
de muestra, lo que significa una disminucidn del TMD y por lo tanto un aumento



en la velocidad de liberacidn al aumentar |a temperatura, la cantidad de
muestra y al usar la celda modificada.

Todos los factores tienen efecto estadisticamente significativo sobre la vanable
de respuesta coeficiente de vanacidn, siendo positivo para la celda. lo que
significa un aumento en la variabilidad al usar la ceida modificada . y.

negativo
para medio de disolucion. velocidad de agitacidn, temperatura y cantidad de
muestra o que significa una disminucion de la
diclorometano como medio de disoclucion. 150 rpm como velocidad de

agitacion, 30 °C como temperatura y 500 mg de muestra

varabildad al usar

Las condiciones elegidas para efectuar la prueba por ser las que tienden a
disminuir el CV son. celda mejorada. diclorometano como medio de disolucion,

velocidad de agitacion de 150 rpm, temperatura de 30 °C y 500 mg de muestra

4.-Se obtuvieron y compararon los perfiles de liberacién tres formulaciones de

un ungiuento conteniendo aceite de trementina. alcanfor y mentol los resultados
obtermidos podemos decir que

Los perfiles de liberacién del aceite de trementina. mentol y alcanfor en cada
producto son similares debido a que estos poseen propiedades fisicoquimicas
similares. De manera cuaitativa observando estos perfiles de liberacion
podemos decir que el 100 % de liberacion se alcanza entre 40 y 60 min en los
productos MJ y MM, y entre 60 y 80 min en MB. Cuantitativamente la
formulacion MJ es la que tiene los TMD's mas bajos para los tres aceites
esenciales lo que indica que es la que libera mas rapido los aceites esenciales;
y la formulacion MB es la que tiene los TMD’'s mas altos para los tres acelites

esenciales, 10 que ndica que es la que libera mas lentamente los aceites
esenciales.

E! analisis de varianza para la variable de respuesta TMD reportd diferencia
estadisticarnente significativa entre formulaciones y entre lotes en los tres

aceites esenciales, lo que indica que al menos una de las formulaciones y lotes



as diferente. Aplicando la prueba de rango multiple de Tukey para la variable de
respuesta TMD se encontrd diferencia estadisticamente significativa entre las
formulaciones MB-MJ. MJ - MM, MM - MB en mentol y acente de trementina: y
entre MB - MJ en alcanfor

¢ E! método de paleta sobre disco usando la
método de evaluacion in_wvitro
liberacion de

celda mejorada  sirvid como un

ya que permiti6 obtener los perfiles de
tres formulaciones de un unguento conteniendo aceite de
trementina, aicanfor y mentol en la misma concentracidén |, y asi utlizarios para
compararias usando el equpo de disolucion convenciona! autcmatizado
existente en la mayoria de los laboratorios. Por lo tanto el método de paleta
sobre disco con la celda mejorada se propone como un método para evaluar

Ia liberacion de principios activos en formulaciones topicas, para ser usado en:

-Contro! de calidad para evailuar el proceso de fabricacidén y la uniformidad
entre lote y lote.

- Para comparar productos considerados equivalentes farmaceéuticos.
-Con el uso de la membrana adecuada, para estudios de absorcion.
-Estudios de formulacidn y reformulacion de unguentos

5.-Parece haber una correlacion positiva entre el TMD y el calor de fusion, lo

cual parece l6gico ya que se sabe que al incremenarse el calor de fusién y

por lo tanto en grado de cristalinidad de un material, se disuelve con mayor
dificultad, a pesar de que los coeficiente de correlacion obtenidos son del orden
de 0.6 para mento! y alcanfor y de 0.8 para trementina.
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9. ANEXOS

TABLA Al Precisidn del sistema.

DETERMINACION TREMENTINA AL CANFOR MENTOL
AEST/AEST.int AEST/AEST.int AEST/AEST.int 1

0.653C 0.6745 3639
2 0.654: 0.6987 0.3897
3 0.6568 0.6622 0.3502
4 0.6474 0 6714 i 0.3618
5 1 0 6354 ] 0.6457 ! 0.3424
[ 06501 T 0.6630 ] 0.3545
7 06186 i 0.6539 1 0.3535
3] 0.6598 I 0.6675 1 0.369¢
2) 0.6523 1 0.6748 I 0.3575
X | 0.6451 1 0.6679 1 0.3603

CV % ] 2.00 T 2.24 | 377

Tabia All. Precisidn del método

a) TREMENTINA (en % )

ANALISTA 2

ANALISTA 1
99.77 103.43
DIA 1 103.18 101.58
105.13 105.1=2
100.00 100.55
DiA 2 100.20 97.80
104.10 98.07

CV Total = 4.6407




b) Alcanfor ( en % ).

CV total=3.05

T ANALISTA 1 ANALISTA 2
I 106.60 109.70
DIA 1 ] 106.30 110.60
11040 111.98
105 .30 107.35
DIA 2 | 106 20 104.95
] 110.00 108.33
l CV total =2.1636
c) Mentol (en % )
T ANALISTA 1 ANALISTA 2
95.71 100.01
DIA 1 102.77 95.52
101.97 101.92
‘ 96.60 95.64
DIA 2 100.30 100.10
L 103.00 95.91




TABLA AIIl. Exactitud del Método. (% RECUPERADO )

DETERMINACION | TREMENTINA ALCANFOR MENTOL
i 105 43 1 109 70 10001
F T 105 58 110 60 95 52
3 1 108.14 111 68 10192
4 i 95 55 103 90 95 64
5 T 67 80 101 28 10510
6 B 82 07 i 98 33 95 61

Tabla AIV. LINEARIDAD DEL SISTEMA ( AEst/ AEst int )

CONCENTRACION | TREMENTINA | ALCANFQOR MENTOL
12.5 | 0.0917 | 61256 ] 0 05982
125 ! 0 0860 1 0. 1303 0 0468
125 i 00781 [ 0 1074 0 0472
25.0 | 0 1795 ! 02617 0 0892
25.0 i 01916 [ 0 2024 0.1030
250 ] 01795 1 0.1995 : 00762
50.0 ] 03692 i 03761 0.2047
50.0 0.3984 1 0.3961 62115
50.0 03857 | J.3540 0.1979
75.0 0 5787 t 0 5867 0.3015
75.0 0.5386 | 0.5429 0.2833
75.0 0 5530 i 05538 ] 0 2953
100.0 I 07878 0.7881 04354
100.0 i 0.7563 0.7546 : 04152
100.0 i 0 7535 0.7216 0 4203
PENDIENTE 0007 00072 : 0.0042

ORDENADA AL ]

ORIGEN -0.0065 0.0251 : -0.0099
CcV 4 487 1 44348 ' 6.1231
1 09955 [ 0.9848 T 0.9921

R2

[{:1)



Tabla AV. Linearidad del Método

Y% Recuperado

% Adicionado | " TRENIENTINA ALCANFOR T MENTOL
12 5 { 200 19 69 T 13,97
12 ¢ J 15 46 24 60 i 1104
5 5 80 72 a
) 38 53 35 — 1 5
250 33.23 25.01 T 24 31
o) 37 20 23 20 T 2877
00 61 80 57 44 ; 500
00 a9 52 51.90 X as4
0.0 53 26 52 84 i 455
[5) 75 03 7155 ; 3
75.0 77.54 73.20 T 64 B2
750 79.11 77.65 5
1000 99.77 106.60 5.
1000 103.18 116.30 10277
100.0 105 14 110 40 101.92
PENDIENTE 0 9356 1.0367 0 9693
ORDENADA AL 85241 2 4691 ~0.8399
ORIGEN
cV 7 23 9.9530 8 5281
R” 09835 09754 0 9839
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