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Resumen

Hoy en dia la industria farmacéutica esta expuesta a una estricta regulacion por la
delicadeza de sus actividades y el impacto directo que tiene en la poblacién; es debido a
esto que cada una de las etapas es evaluada con detenimiento desde la investigacion,
desarrollo, aprobacion sanitaria, promocion, venta y seguimiento, con el fin de garantizar
que los productos cumplen con los estandares de calidad establecidos para cada caso
en particular, en apego a las buenas préacticas de manufactura.

Entre los principales requisitos que exigen las distintas autoridades regulatorias, tales
como COFEPRIS y FDA, estan el contar con la evidencia necesaria para garantizar que
un farmaco o medicamento es eficaz y seguro. Parte de esta evidencia es proporcionada
por los estudios de estabilidad, cuyo objetivo es evaluar como la calidad de un farmaco o
forma farmacéutica cambia con el tiempo bajo la influencia de distintos factores
ambientales como la temperatura, humedad y luz.

Por tal motivo, en el presente proyecto se disefi6é un estudio de estabilidad para el cloruro
de benzalconio en solucion al 50% con el objetivo de identificar los principales productos
de degradacion, asi como los métodos que pueden ser utilizados como indicativos de
estabilidad durante el periodo en que sea sometido a los estudios de estabilidad
acelerada y a largo plazo.

Para lograr estos objetivos el cloruro de benzalconio en solucion al 50% fue sometido, en
un estudio de degradacion forzada, a factores tales como la luz, oxidacion, pH y
temperatura con el fin de obtener sus productos de degradacion y evaluarlos mediante
dos métodos analiticos por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) para la
identificacion de las principales impurezas en el producto y la relacion de los
componentes alquilicos y dos mas para cuantificar la pureza del producto asi otras
impurezas no detectables por HPLC, para para lo cual se utilizaron dos técnicas
volumétricas. Aunado a esto, se evalué el aspecto de la solucion en funcién del tiempo.

Con base en los resultados obtenidos se puede concluir que el cloruro de benzalconio en
solucion al 50% es medianamente sensible a cambios en el pH, sensible a la luz UV y
altamente sensible a temperaturas mayores a los 105°C; tomando en cuenta estas
consideraciones se eligié el envase primario del producto, almacenamiento y condiciones
para el estudio de estabilidad acelerado y a largo plazo, asi como los métodos indicativos
de estabilidad utilizados en cada tiempo de analisis. Aunado a esto, el método usado para
la cuantificacion de las principales impurezas por HPLC fue verificado exitosamente.
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Introduccién

Organo Sintesis S.A. de C.V. es una empresa mexicana con mas de 50 afios de
experiencia en la fabricacién de diferentes especialidades quimicas usadas en una
amplia gama de productos utilizados en industrias como la cosmética, farmacéutica y
tratamiento de aguas.

La calidad y servicio que brinda Organo Sintesis le han valido para obtener
reconocimiento y aceptacion comercial no solo a nivel nacional sino también a nivel
internacional en mercados como el de USA, América Latina y Asia. (Organo Sintesis,
2016)

El dinamismo actual exige a las empresas mantenerse a la vanguardia en la innovacion
de productos que satisfagan las necesidades del consumidor, no dejando de lado los
estandares de calidad que exigen las principales regulaciones, para garantizar el mejor
costo con el mayor beneficio; es debido a esto que Organo Sintesis agrega a su gama
de productos el cloruro de benzalconio grado USP.

El cloruro de benzalconio es un cuaternario de amonio ampliamente usado como
desinfectante gracias a la accidén bactericida que tiene, ya que al disociarse en solucion
el cation formado interactta con la membrana celular procariota alterando su
permeabilidad de tal forma que ocasiona la salida de material citoplasmatico afectando
asi la composicion de la célula, que dependiendo de la concentracion, puede tener un
efecto bacteriostatico que puede convertirse en bactericida; cabe destacar que tiene una
gran afinidad por microorganismos Gram positivos aunque también actla contra Gram
negativos (Fazlara & Ekhtelat, 2012).

Debido a que este producto sera fabricado como grado USP debe cumplir con los
requisitos que la regulacién de FDA exige actualmente, entre ellos contar con estudios
de estabilidad que avalen la calidad de este; para ello se debe disefiar un estudio donde
se establezcan las condiciones de almacenamiento, frecuencia de analisis y duracion del
estudio, sistema contenedor-cierre y métodos indicativos de estabilidad, siguiendo los
requerimientos establecidos en las guias aplicables

Los métodos indicativos de estabilidad son desarrollados con base en la naturaleza de la
molécula quimica, propiedades fisicoquimicas asi como en las pruebas de degradacion
forzada, que permiten elucidar los mecanismos en que puede degradarse el farmaco,
entre los cuales pueden estar la hidrolisis acida/basica, la oxidacion, la fotolisis y la
pirolisis; estas pruebas tienen gran importancia ya que las condiciones son mas agresivas
gue en un estudio de estabilidad acelerada y el tiempo en que se obtienen resultados es
menor (Bajaj, Singla, & Sakhuja, 2012)



Capitulo 1
MARCO TEORICO

1.1 Cloruro de benzalconio

Perteneciente a la familia de los compuestos cuaternarios de amonio, el cloruro de
benzalconio es un tensoactivo con accion detergente y un amplio rango de actividad
antimicrobial.

En 1910 se introdujo como germicida y fue hasta 1940 que su aceptacién fue mayor
llegando a mercados como el de la industria oftdlmica como un conservador en las
soluciones de lentes de contacto rigidos. Hasta hoy en dia, el cloruro de benzalconio
sigue siendo utilizado ampliamente en la industria farmacéutica, asi como en
desinfeccién hospitalaria.

El cloruro de benzalconio (Figura 1) es una mezcla de cloruros de
alquildimetilbencilamonio con un potente caracter biocida, y es uno de los
conservantes méas usados en distintas formulaciones de soluciones oftalmicas, desde
medicamentos anti-glaucoma hasta soluciones de libre venta para lubricar los ojos.,
para aumentar la solubilidad del farmaco. La concentracion regularmente usada en
este tipo de formulaciones esta en el rango de 0.002-0.02 % pero puede ser mayor a
0.2 % en algunos casos, dependiendo de los atributos de la formulacién siendo su
principal funcion aumentar la solubilidad del farmaco. En soluciones acuosas, estos
forman agregados conocidos como micelas una vez que las concentraciones de
surfactante estan por encima de las concentraciones criticas de micelas (CMC).
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Figura 1: Estructura quimica del cloruro de benzalconio, donde R representa una cadena
alquilica como C12, C14 o C16



1.2 Estabilidad de farmacos

La NOM-073-SSA1-2015 define a la estabilidad como la capacidad de un farmaco, un
medicamento o un remedio herbolario contenido en un sistema contenedor-cierre de
determinado material, para mantener, durante el tiempo de almacenamiento y uso, las
especificaciones de calidad establecidas; para garantizar el cumplimiento de estas, se
realizan estudios acelerados, intermedios y a largo plazo. De manera general son tres los
tipos de inestabilidad que pueden afectar a un farmaco o medicamento:

e Fisica: Existe una alteracién en propiedades como el olor, color, viscosidad,
tamafio de particula, entre otras, afectando la apariencia y con ello la aceptacion
y confianza por parte del consumidor.

e Quimica: Cualquier cambio estructural en la molécula del APl que tenga como
resultado una disminucién en la eficacia, aparicion y aumento de impurezas que
pueden resultar toxicas. La razon principal de la aparicion de impurezas en un
farmaco o medicamento es debido a la degradacion que sufre bajo condiciones
como el calor, humedad, pH, luz y solventes usados durante el proceso de
manufactura.

e Microbiolégica: Ocasionada por la contaminacion de microorganismos como
bacterias, hongos o virus, provocando a su vez inestabilidad en las propiedades
fisicoquimicas del producto.

1.3 Degradacion forzada

Las pruebas de degradacion forzada, de nuevos farmacos o medicamentos, son
realizadas para entender el comportamiento quimico de las moléculas e identificar las
posibles rutas y reacciones quimicas que pueden degradar al producto durante su
fabricacién, acondicionamiento y almacenamiento. Cabe sefialar que son
complementarias a la estabilidad acelerada y de largo plazo; por lo que esta permitido
gue sean realizadas con un solo lote y con base en la formulacion se define cuales
recomiendan hacerse (Figura 2: Diagrama de las diferentes condiciones de degradacion
usadas comunmente en farmacos y formulaciones farmacéuticas). (ICH Q1A(R2), 2003)

Un estudio de degradacion forzada tiene como objetivos:

e Determinar la estabilidad intrinseca de la molécula



e Identificar los principales productos de degradacion para diferenciar entre los
generados en la sintesis del farmaco y los obtenidos de la formulacion en el
producto terminado, estableciendo asi un perfil de impurezas

e Desarrollar, implementar y validar los métodos indicativos de estabilidad

e Generar formulaciones mas estables
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Figura 2: Diagrama de las diferentes condiciones de degradacién usadas cominmente en farmacos y formulaciones farmacéuticas

De acuerdo con las Guias ICH Q1A “Pruebas de Estabilidad para nuevos farmacos y
productos farmacéuticos”, ICH Q1B “Pruebas de Fotoestabilidad para nuevos farmacos
y productos farmacéuticos” e ICH Q3A “Impurezas en nuevos farmacos” entre los factores

ambientales a evaluarse en el estudio deben considerarse:

. Humedad

o Temperatura
o Oxigeno

. Luz
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Como resultado de la degradacion forzada de un farmaco se obtienen distintos productos
de degradacion o descomposicion, que de acuerdo la FEUM se describen como toda
molécula resultante de un cambio quimico en la molécula del farmaco, producida con el
tiempo y por la accion de, por ejemplo, luz, temperatura, pH, agua, o por reaccién con un
aditivo y/o el envase primario/sistema contenedor-cierre.

Cabe destacar que la sobreexposicion a estos factores puede dar como resultado la
formacién de productos de degradacion secundarios, que probablemente no estarian
presentes en los estudios formales de estabilidad, generando confusion en la
determinacién de las impurezas presentes en la formulacion. Debido a esto es importante
establecer un limite de descomposicion entre el 5-20 %, regularmente se considera como
el 10 % ya que en la estabilidad a corto y largo plazo el contenido del API debera ser
como minimo un 90 % base seca.

Este estudio debe disefiarse de manera correcta ya que es indispensable para el
desarrollo de nuevos métodos analiticos, segun el paradigma de la calidad por disefio
(QbD), pues ayuda a establecer la especificidad de los métodos elegidos como
indicativos de estabilidad, ya que se identifican los productos de degradacion que pueden
generarse en un estudio formal de estabilidad. La incorporacién de todas las impurezas
potenciales en el método analitico y el establecimiento de la pureza maxima de los picos
de interés ayudan a evitar el redesarrollo y la revalidacion de métodos analiticos.

Los resultados obtenidos en un estudio de degradacion forzada son requeridos por
aquellos procesos sistematicos de fabricacion en la industria farmacéutica que cumplan
con los objetivos predefinidos para los atributos criticos de calidad (CQA). Aunado a esto,
al conocerse los productos de degradacion se puede establecerse el perfil de impurezas
del farmaco.

A continuacion, se presentan los principales mecanismos por los que un farmaco puede
sufrir degradacion.

1.3.1 Mecanismos de degradacion de farmacos
1.3.1.1 Hidrdlisis
Es un proceso solvolitico que incluye la descomposicién de la molécula por
una interaccion con el agua, siendo una de las reacciones quimicas mas

comunes de degradacion ya que puede llevarse a cabo en un amplio rango de
pH; ya sea que el agua este como solvente o como humedad en el ambiente



la mayoria de principios activos son propensos a presentar degradacion por
este factor, debido a la presencia de grupos carbonilo funcionalizados como
amidas, aldehidos, esteres, imidas, iminas y otros como alcoholes o sales
cuaternarias.

Algunos ejemplos de farmacos susceptibles a reacciones de este tipo son:

e Pralatrexato (Prabhakara Sastrya, Venkatesan, Sastry, & Mahesh,
2016)

e Doxofilina (Gupta, Rawat, Gandhi, & Singh Yadav, 2011)

e Rebamipida. Véase Figura 3 (Sonawane & Gide, 2011)
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Figura 3: Propuesta de degradacion por la via alcalina para la Rebamipida

Un estudio de hidrolisis bajo condiciones acidas o basicas involucra la catalisis
de grupos funcionales ionizables presentes en la molécula. La seleccion del
acido o base, asi como de las concentraciones dependera de la naturaleza
guimica del compuesto; sin embargo, el acido clorhidrico o sulfarico (0.1-1 M)
y el hidréxido de sodio o potasio (0.1-1 M) son de lo mas comunes para este
tipo ensayos.



Las pruebas de estrés inicialmente son realizadas a temperatura ambiente, en
caso de no observarse degradacion se debera aumentar el tiempo,
temperatura de reaccion (60-70 °C) y en ocasiones la concentracion del acido
o base utilizados; por el contrario, si se presenta una degradacion total las
concentraciones podran ser disminuidas, lo anterior dependera de que
porcentaje de degradacion se considere como punto final del estudio.

Una vez terminado el periodo de reaccion, que no debe superar los 7 dias, las
muestras deberan ser neutralizadas usando un acido, base o buffer con la
finalidad de evitar un mayor grado de descomposicion.

1.3.1.2 Oxidacion

La degradacion oxidativa esta mediada por la formacion de radicales libres a
partir de un iniciador, este mecanismo involucra la transferencia de un electron
para generar aniones y cationes reactivos que iniciaran un ciclo catalitico entre
las moléculas presentes. Muchos de los farmacos existentes pueden ser objeto
de autooxidacion, aun en las condiciones normales de almacenamiento debido
a la presencia de oxigeno en su estado elemental (O2), es por ello que se
considera como una importante via de degradacion.

Las aminas, sulfuros y fenoles son susceptibles al proceso de oxidacion por
transferencia de electrones para generar N-Oxidos, epéxidos, hidroxilaminas,
sulfonas y sulfoxidos. Por otro lado, grupos funcionales con hidrégenos labiles
tales como carbonos bencilicos, alilicos, terciarios o en posicion alfa (a)
respecto al heteroatomo son sensibles a la oxidacion para formar
hidroperoxidos, hidroxidos o cetonas. (Kumar Hotha, Kumar Reddy, Kishore
Raju, & Ravindranath, 2013)

El peréxido de hidrégeno es ampliamente usado como agente oxidante para
este tipo de pruebas, pero no es el Unico, otras opciones son algunos iones
metalicos, oxigeno (O2) y generadores de radicales tales como la
azobisisobutironitrilo (AIBN); por ello debera conocerse la naturaleza quimica
de la sustancia ya que de esto dependera la sustancia oxidante que se utilice,
asi como su concentracion, temperatura y tiempo de reaccion. Se ha reportado
gue soluciones entre 0.1-3 % v/v de perdxido de hidrégeno a un pH neutral y
temperatura ambiente en una exposicibn no mayor a 7 dias pueden dar
importantes productos de degradacion, en caso de no observar alguna
reaccion la temperatura puede aumentarse hasta 40 °C.



1.3.1.3 Condiciones térmicas

De manera general, la velocidad se ve favorecida con el aumento de la
temperatura; de aqui que los farmacos sean susceptibles de degradacion por
calentamiento directo o en temperaturas ambientales elevadas. En esta
condicion pueden presentarse reacciones de pirolisis, hidrdlisis,
descarboxilacion, rearreglos y polimerizacion. La mayoria de las ocasiones la
temperatura es usada en conjunto con otras condiciones de estrés tales como
la humedad e hidrolisis con el fin de aumentar el porcentaje de degradacion.

El efecto de la temperatura en la degradacion térmica de una sustancia es
estudiado a traves de la ecuacion de Arrhenius.

—Ea

k = Ae RT
Donde:
k= Constante cinética dependiente de la temperatura
A= Factor pre-exponencial o factor de frecuencia
Ea= Energia de activacion (J/mol)
R= 8.3145 J/Kmol Constante de los gases
T= Temperatura absoluta en K

Para un andlisis mas claro de los resultados, la ecuacidon es usada en su forma
linealizada, como se muestra en la figura 4.
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Figura 4: Representacion grafica de la ecuacion de Arrhenius

Esta prueba es comunmente realizada entre 40-80 °C, siendo 70 °C lo mas
comun; temperaturas mas elevadas no se recomiendan ya que la cinética de
reaccion puede no tener un comportamiento lineal. Para el caso farmacos o



medicamentos en estado sélido, estos deberan ser expuesto a calor himedo y
seco, a diferencia de formulaciones liquidas que solo haras uso del calor seco.
(Blessy, Patel, Prajapati, & Agrawal, 2013)

1.3.1.4 Fotodegradacion

Se define como la disociacion o ruptura de enlaces quimicos por efecto de la
luz, dependiendo directamente de la intensidad de la luz incidente y la cantidad
de luz absorbida por la molécula. La degradacion fotolitica puede darse por dos
mecanismos:

e Oxidativo: Generacion de radicales libres en lo que la luz también fungira
como un catalizador para reacciones de oxidacion.

e No oxidativo: Isomerizacion, dimerizacién, ciclacion, rearreglos,
descarboxilacion 'y  escisibn homolitica de enlaces C-X
(X=Heteroatomo), N-alquil (desalquilacion y desaminacion), entre otros.

Algunos grupos funcionales como los carbonilos, nitro-aroméaticos, N-Oxidos,
alquenos, cloruros de arilo, enlaces débiles C-H y O-H, sulfuros y polienos
pueden ser causantes de la fotosensibilidad en la molécula. (Ahuja & Scypinski,
2001)

La guia tripartita armonizada de la ICH referente al estudio de Fotoestabilidad
de nuevos principios activos y farmacos menciona que la fotoestabilidad debe
formar parte del estudio de degradaciéon forzada y puede llevarse a cabo
utilizando cualquiera de las siguientes fuentes de luz:

e Opcion 1: Cualquier fuente de luz destinada a producir una emision
similar a la emision D65/ID65 estandar, tal como una lampara
fluorescente de luz de dia artificial que combine radiacion visible y
ultravioleta (UV), ldmpara de xenon o de haluro metalico. D65 es el
estandar internacionalmente reconocido para la luz de dia exterior, tal
como se define en la norma ISO 10977 (1993). ID65 es el estandar de
luz de dia indirecta interior equivalente.

e Opcion 2: Se expondra la misma muestra a la luz fluorescente blanca
fria y a la lampara que emite en el ultravioleta cercano.



1. Una lampara fluorescente de luz blanca fria disefiada para producir
una radiacion similar a la especificada en la norma ISO 10977(1993); y
2. Una lampara que emite en el ultravioleta cercano con una distribucion
espectral desde 320 nm hasta 400 nm con una emisibn maxima de
energia entre 350 nm y 370 nm; debe existir un porcentaje significativo
de radiacion UV en ambas bandas de 320 a 360 nm y de 360 a 400 nm.

1.4 Aplicaciones industriales de los estudios de degradacion forzada

Moya-Mirabal y Colaboradores en 2003 realizaron el estudio de estabilidad de
tabletas recubiertas de Secnidazol (500 mg) donde concluyeron que la formulacion
Secnidazol tabletas recubiertas de 500 mg, desarrollada en el departamento de
formas farmacéuticas del CIDEM, tiene un tiempo de vida Gtil de 30 meses cuando
se encuentra envasada en frascos de polietiieno de baja densidad, y almacenada
bajo las condiciones correspondientes a la zona climética IV.

En 2004, Arellano-Lépez presenta un estudio de estabilidad en estanteria de dos
series de Grisux dia y noche cépsulas blandas concluyendo que la serie evaluada
con vencimiento en enero de 2004 presenta concentraciones de Pseudoefedrina HCI
y Clorfenamina Maleato por debajo del rango permitido ademas de falta de
uniformidad de contenido en las capsulas nocturnas, por lo tanto, se confirma que el
producto no es estable pasada su fecha de vencimiento y por ende, no es posible
extender el periodo de eficacia.

1.5 Estudios de estabilidad

Se les conoce también como estudios formales de estabilidad y son la evidencia
cientifica que demuestran el periodo de vida util asignado a los farmacos o
formulaciones farmacéuticas. Dichos estudios, permiten asignar/confirmar los periodos
de caducidad/reandlisis, tiempos de permanencia a granel o productos intermedios
almacenados durante el proceso, establecer las condiciones de almacenamiento y
transporte, asi como seleccionar el mejor sistema contenedor-cierre. ( NOM-073-
SSA1-2015, 2016)

El objetivo de un estudio de estabilidad es proveer evidencia de como la calidad de un
farmaco o forma farmaceéutica cambia con el tiempo bajo la influencia de distintos

factores ambientales como la temperatura, humedad y luz.

De acuerdo con la duracién estos se clasifican en:



e Estabilidad acelerada (Envejecimiento acelerado): Disefiados bajo
condiciones extremas para incrementar la velocidad de degradacion quimica,
bioldgica o los cambios fisicos de un farmaco, durante su almacenamiento.
Sirven para establecer y soportar una vida util tentativa.

e Estabilidad a largo plazo (Envejecimiento natural): Aquellos que permiten
comprobar, mediante un programa de tiempos de muestreo y de evaluacion
de los requisitos fisicos, quimicos y biolégicos, que un farmaco o
medicamento bajo las condiciones de almacenaje y vida de anaquel conserva
sus propiedades a lo largo del periodo de vida util, estableciendo este de
manera definitiva.

Los estudios de estabilidad deben considerar la zona climatica a la que pertenece el
pais que los realizara; en el caso de la Republica Mexicana, esta se clasifica dentro de
la zona climatica Il (subtropical, con posible humedad elevada) de acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud. Las condiciones que establece la NOM-073-SSA1-
2015 son (Vease tabla 1y 2)

Tipo de estudio Condiciones de Periodo Frecuencia de anélisis
almacenamiento minimo
Estabilidad acelerada 40°C £ 2°C/ 75% + 5% HR 6 meses 0, 3y 6 meses
Estabilidad a condicion 30°C + 2°C / 65% + 5% HR 6 meses 0, 3y 6 meses

intermedia**

Estabilidad a largo plazo* 25°C £ 2°C/60% = 5% HR o 12 meses 0, 3, 6,9y 12 meses
30°C +2°C/65% + 5% HR

Tabla 1: Condiciones del estudio de estabilidad para un nuevo farmaco

Tipo de estudio Condiciones de Periodo minimo Frecuencia de andlisis
almacenamiento

Estabilidad acelerada 40°C + 2°C/ 75% + 5% HR 3 meses 0, 1y 3 meses
Estabilidad a condicion 30°C + 2°C / 65% + 5% HR 6 meses 0, 3y 6 meses
intermedia **
Estabilidad a largo 25°C +2°C/60% +5% HR o | 6 meses (opciénl) | 0,3y6 mesesO, 3,6, 9
plazo* 30°C + 2°C/ 65% + 5% HR 12 meses (opcién 2) y 12 meses

Tabla 2: Condiciones del estudio de estabilidad para un farmaco conocido

*Es decision del fabricante llevar a cabo los estudios de estabilidad a largo plazo a 25°C +
2°C/60% + 5% HR 0 a 30°C + 2°C / 65% * 5% HR.



**Sj 30°C + 2°C / 65% + 5% HR es la condicion del estudio de estabilidad a largo plazo, no
es necesario hacer el estudio a la condicién intermedia

1.5.1 Selecciodn de lotes para el estudio de estabilidad

Se seleccionaran al menos tres lotes para iniciar los estudios de estabilidad,
estos pueden ser usados tanto para las condiciones aceleradas como para las
de largo plazo. Los lotes deberan producirse con el minimo de la escala piloto
por la misma ruta de sintesis que los lotes de produccién, usando un método y
procedimiento que simule el proceso final de fabricacion. En caso de seleccionar
otros, debera justificarse.

1.5.2 Analisis de las muestras de estabilidad

Los estudios de estabilidad deben incluir la evaluacion de los atributos que en
el farmaco sean susceptibles a cambios durante el almacenamiento, y que es
probable influyan en la calidad, la seguridad y/o la eficacia, es decir, atributos
fisicos, quimicos, bioldgicos y microbiologicos; todo ello usando como
herramienta métodos indicativos de estabilidad validados, en cuyos reportes de
validacion se describira realizar el analisis en los tiempos de muestreo
establecidos. Los resultados obtenidos se compararan con lo descrito en la
especificacidon para el producto terminado. (ICH Q1A(R2), 2003).

1.6 Métodos Indicativos de Estabilidad

Segun menciona la FDA en la guia referente a procedimientos analiticos y validacion
de métodos, un ensayo indicativo de estabilidad es un procedimiento analitico
cuantitativo validado, que puede detectar los cambios con el tiempo en las
propiedades pertinentes del farmaco o medicamento.

El método indicativo de estabilidad medira con exactitud los ingredientes activos, sin
interferencia de los productos de degradacion, impurezas del proceso, excipientes, u
otras impurezas potenciales. Cuando el fabricante presenta un método analitico no
indicativo de estabilidad para las pruebas de liberacion, este debera complementarse
con uno capaz de identificar cualitativa y cuantitativamente las impurezas, incluidos
los productos de degradacion. Todos aquellos métodos utilizados para el analisis de
muestras de estabilidad deberan ser indicativos y estar validados, en caso de no ser
asi se debera justificar cientificamente.



1.6.1 Validacion de métodos analiticos

El Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos México define a la
validacion de métodos como el proceso por el cual se demuestra, mediante
estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos
para la aplicacion analitica deseada; justificandose por los siguientes
aspectos:

e Moral y Etica,

e Aseguramiento de calidad,
eEcondmica, y

e Regulatoria.

Los parametros de desempefio son las propiedades, caracteristicas o
capacidades cuantificables del método que indican su grado de calidad, y entre
ellos se incluyen:

e Exactitud: Grado de concordancia entre un valor obtenido empleando el
método y el valor de referencia.

e Precision: Concordancia entre resultados de una serie repetida de
ensayos, Uutilizando una muestra homogénea bajos condiciones
establecidas.

e Especificidad: Es la capacidad de determinar el analito inequivocamente
en la presencia de otros componentes los cuales se espera que estén;
comunmente puede incluir impurezas, degradantes, matriz, etc.

e Limite de Cuantificacion: Valor de minimo de concentracion que puede
obtenerse con una imprecision aceptable.

e Limite de deteccion: Concentracion minima de un analito en la matriz de
una muestra que puede ser detectada, pero no necesariamente
cuantificada, bajo condiciones analiticas especificas.

e Linealidad: Hace referencia al conjunto de concentraciones del analito en
el que la respuesta del sistema de medicion es una funcién lineal de la
concentracion; la representacion grafica de estos puntos



(concentraciones frente a respuestas) debe exhibir una buena
correlacion de los puntos experimentales a la recta de regresion para que
el método analitico en cuestion sea aceptable. (NMX-CH-152-IMNC-
2005)

e Intervalo: Valores de concentracion del pardmetro de interés, para el cual
el método se considera aplicable. El intervalo validado es aquel dentro
del cual el método puede considerarse valido.

e Robustez: Capacidad de un procedimiento analitico de no ser afectado
por pequefias pero deliberadas variaciones en los pardmetros del
método, provee una indicacion de su confiabilidad en condiciones de uso
normales.

Para el ejercicio de validacion deberan evaluarse los siguientes parametros,
en funcion de la aplicacién analitica del método:

eCategoria I: Procedimientos analiticos para la cuantificacion de
componentes mayoritarios en sustancias farmacéuticas a granel o
ingredientes  activos (incluyendo conservadores) en productos
farmacéuticos terminados.

e Categoria IlI: Procedimientos para la determinacién de impurezas en
sustancias farmacéuticas a granel o compuestos de degradacion en
productos farmacéuticos terminados. Estos incluirdn ensayos cuantitativos
y pruebas limite

e Categoria lll: Aquellos para la determinacion de caracteristicas de
desempefio, por ejemplo: disolucién, liberacién, entre otros.

Categoria IV: Pruebas de Identificacion.

1.7 Verificacion de métodos farmacopéicos

Los métodos farmacopéicos, compéndiales y/o normalizados no requieren ser
validados por parte de los laboratorios usuarios; sin embargo, si es necesario
demostrar mediante evidencia documental la idoneidad del método analitico bajo las
condiciones actuales de uso, para tales fines se realiza una verificacion. (USP, United
States Pharmacopeia, 2016)



La verificacion consiste en evaluar caracteristicas de desempefio analitico, que seran
seleccionadas por el usuario con base en las necesidades y clasificacion del método,
tales como las consideradas para la validacion de un método analitico (Tabla 3)
generando asi la evidencia necesaria para demostrar la idoneidad del método.

La verificacion del método debe considerar si es la metodologia adecuada para el
farmaco o matriz del producto a analizar, idoneidad de los equipos e instrumentos
utilizados, asi como la variacion entre los analistas usuarios.

Caracteristicas de Categoria Il de valoracién
DZ?]ZT;?:(?O Categoria | Cuantitativos Pruebas limite Categoria lll Categoria IV
Exactitud Sl Sl * * NO
Precision Sl Sl NO Sl NO
Especificidad Sl Sl Sl * Sl
Limite de NO NO Sl * NO
deteccién
Limite de NO Sl NO * NO
cuantificacién
Linealidad Sl Sl NO * NO
Intervalo Sl Sl * * NO

Tabla 3: Informacion sobre los elementos requeridos para la validacion

*Puede ser requerido dependiendo de la naturaleza de la prueba

1.8 Cromatografia

El término cromatografia deriva de las palabras griegas “chroma” (color) y “graphein”
(escribir), aludiendo a que los pigmentos vegetales separados originalmente por
Mikhail Semenovich Tswett se ponen de manifiesto como bandas coloreadas.

Es un método fisico de separacion en el cual los componentes se distribuyen entre
dos fases, una que es estacionaria (fase estacionaria) y otra que se mueve en una
direccién determinada (fase movil).

La separacion de los componentes en la matriz analitica puede basarse en adsorcion,
distribucion de masa (coeficiente de particion) o intercambio iGnico, aunque también
se consideran las diferencias en las propiedades fisicoquimicas de las moléculas
tales como tamafo, masa y volumen. (USP, United States Pharmacopeia, 2016).



1.8.1Cromatografia de liqguidos de alta resolucion (HPLC)

Es una de las técnicas mas usadas para la identificacion y cuantificacion de
productos de degradacion, se compone de una fase estacionaria solida
(empague de la columna) y una fase mévil liquida que puede ser la mezcla de
uno o de varios solventes (Figura 5). (Merck, 2017)

Data System
1]

Sample a
Injection I

—o-—N

Column Detector

R [ Ha—
MixerI

® ¢

Waste or Sample Collection
Solvent A& B

Figura 5: Representacion general de un sistema HPLC (Merck,2017)

El cromatograma es un grafico u otra representacion de la respuesta del
detector, de la concentracion del analito en el efluente o de otra magnitud
utilizada por el sistema, y sera caracteristico de cada corrida analitica. Si la
separaciéon es incompleta, uno o mas componentes pueden ser eluidos como
un pico no resuelto

1.9 Volumetria

Los analisis volumétricos hacen referencia al conjunto de métodos donde se
determina el volumen de una solucién de concentracion conocida, llamada solucién
estandar, requerido para reaccionar cuantitativamente con el analito. A este proceso
se le conoce como valoracion.

La valoracién es entonces el proceso quimico en donde el analito contenido en la
muestra reaccionara completamente con la solucion valorante; para ello la reaccion
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debe ser rapida, completa y observable, esto con el objetivo de establecer el punto
final de la valoracion indicado por un cambio de coloracion o en el potencial.

1.9.1 Clasificaciéon de las valoraciones

Se dividen en:

Directa

Existe una correlacion directa entre la cantidad de analito presente y la
cantidad de valorante consumido, es decir, el valorante reacciona
directamente con el analito. Un ejemplo de valoracion directa es la
determinacion del contenido de &cido en vinagre.

Indirecta
El analito se hace reaccionar de manera espontanea con otra sustancia

y el producto obtenido es titulado con la solucién valorante. Comunmente
se utiliza para la cuantificacion de iones sodio o0 potasio.

Retroceso

Se adiciona al analito un reactivo de concentracion conocida en exceso,
pasado el tiempo de reaccidn, se valora el volumen excedente. La
determinacién de azucares reductores es un ejemplo de esta titulacion.

Aungue también se clasifican por la naturaleza quimica de la reaccion entre el
analito y la solucion estandar, en:

e Acido/Base

Valoraciones donde ocurre una reaccion de neutralizacion entre el analito y la
sustancia valorante. Ejemplo de esto, es la reaccién entre el &cido clorhidrico y
el hidroxido de sodio.

HCly. + NaOH,, S NaCly, + H,0

e Reacciones de Precipitacion

Aquellas en donde el analito al reaccionar con el valorante forma un compuesto
insoluble, es decir, un precipitado; el ejemplo mas comun de esta es la
Argentometria.



NaCl,, + AGNO; 4. S AgCls + NaNOs 4

e Reacciones Complejométricas

El analito reacciona con un agente quelante (valorante) para formar un
complejo. Uno de los mas usados es el acido etilendiaminotetraacético
(EDTA).

Mgt + HYG: S MgYir + Hg,

e Reacciones de Oxido/Reduccién

La solucién de referencia es comunmente de un agente oxidante o reductor
gue reaccionara con el analito para reducir u oxidar al valorante, segin sea
el caso.

Agl + CuS04 4. S AgyS04 4 + Cul
Ags — Agac
Cuztr — Cu?
1.9.2 Deteccidn del final de la valoracion.

En la practica habitual, existen dos maneras de establecer el final de la
valoracion:

1) Punto final

Se aprecia el fin de la reaccion mediante un cambio de color del
indicador. El cambio de color de un indicador se suele corresponder con
un determinado rango de pH, por lo que este modo se usa
habitualmente para las valoraciones de &cido/base.

2) Punto de equivalencia

Es el punto en el que el analito y el valorante estan presentes en
exactamente la misma concentracion. Para identificar este punto, la
valoracion es monitoreada mediante la medicién de pH, posteriormente
se calcula la 1ra y 2da derivada con los datos, en funcidén del volumen
adicionado a la titulacion. A continuacion, se muestra un ejemplo del
tipo de graficos que se obtienen (Figura 6). (Martinez Pérez, 2017)



petracial (mv)
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Figura 6: Valoracion potenciométrica de KCl con AgNO;. Método de la primera y segunda derivada para
determinar el punto de equivalencia.
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Capitulo 2
DEFINICION DEL PROBLEMA
2.1 Justificacion

Realizar estudios de estabilidad permite brindar la evidencia necesaria para entender
como la calidad de un principio activo (API) o producto farmacéutico puede verse
afectada con el transcurso del tiempo por influencia de factores ambientales como la
temperatura, la humedad y la luz; esta informacion seré determinante para establecer
el periodo de reanalisis del producto, asi como las condiciones de almacenamiento y
empaquetamiento. (Shete, 2014)

Debido a esto, la estabilidad de un farmaco se vuelve un parametro critico que puede
afectar la pureza, potencia y seguridad de este, por lo que debe contarse con
métodos indicativos de estabilidad que permitan analizar las muestras en los periodos
de tiempo establecidos y asi evaluar la calidad del producto.

Con base en la informacién anterior, es de vital importancia para Organo Sintesis
S.A. de C.V. disefar el estudio de estabilidad para el cloruro de benzalconio en
solucién al 50 %, en el que se considere el corto y largo plazo, ya que con los datos
obtenidos de ambos estudios se tendra un sustento sélido para establecer la fecha
de reandlisis del producto, cumpliendo asi con la reglamentacion vigente para
productos GMP.

Al realizar este proyecto, se proporciona informacion sobre las posibles rutas de
degradacion del producto, la sensibilidad a distintos factores ambientales y la
metodologia analitica que podria usarse para analizar las muestras de estabilidad;
con base en estas aportaciones es que se disefiara el estudio de estabilidad
acelerado y a largo plazo.

Pregunta de Investigacion: ¢ En qué condiciones de estrés sera mas propenso a sufrir
degradacion el cloruro de benzalconio en solucién al 50 %?

2.2 Objetivos
2.2.1 General

Realizar el disefio del estudio de estabilidad para el cloruro de benzalconio en
solucion al 50 % para determinar el periodo de reandlisis de la solucion.

2.2.2 Especificos



— Someter muestras cloruro de benzalconio en solucion al 50 % a pruebas de
degradacion forzada para definir los agentes fisicos y quimicos que pueden
causar la degradacion del producto.

— ldentificar los principales productos de degradacion del cloruro de benzalconio
en solucion al 50 %.

— Establecer los métodos analiticos indicativos de estabilidad que se usaran
para analizar las muestras en los periodos de tiempo determinados en cada
estudio (acelerada y/o Largo plazo).

— Verificar el método compendial de la USP para la determinacion de impurezas,
propuesto como indicativo de estabilidad en el producto terminado.

2.3 Hipotesis

El método compendial de la USP establecido para determinar las principales
impurezas podra ser usado como un meétodo indicativo de estabilidad para el cloruro
de benzalconio en solucion al 50 %.



Capitulo 3
DISENO EXPERIMENTAL

3.1Seleccién del lote

Para fines del estudio de degradacion forzada, las muestra analiticas utilizadas
fueron tomadas de un lote piloto del cloruro de benzalconio en solucion al 50 %
proporcionado por el Departamento de Investigacion y Desarrollo de Organo
Sintesis S.A. de C.V.

3.2Metodologia analitica

Cuatro de los métodos analiticos usados en este estudio fueron recopilados de la
monografia del cloruro de benzalconio de la USP 39 NF 34 vy, tras algunas
modificaciones y adecuaciones segun las necesidades de Organo Sintesis S.A.
de C.V., estos métodos lograron implementarse con éxito, sin embargo, era
necesario demostrar que ademas de ser idoneos para el analisis del PT también
podian ser empleados como métodos indicativos de estabilidad.

A continuacon se describen las principales caracteristicas de los métodos
analiticos utilizados en este estudio:

e Método analitico 1: Determinacion del aspecto del cloruro de benzalconio
en solucion al 50 %

Describir el aspecto de la solucion de cloruro de benzalconio al 50 % en
funcién del tiempo para cada condicion de estrés evaluada, considerar las
caracteristicas del producto antes de iniciar el estudio.

-Cloruro de benzalconio en solucion al 50 %: liquido incoloro cristalino
ligeramente viscoso de olor caracteristico libre de materia extrafia.

La evaluacion del aspecto unicamente se realiz6 de manera cualitativa,
describiendo los cambios fisicoquimicos observados en cada tiempo de
andlisis.

e Método analitico 2: Determinacion de la relacion de componentes
alquilicos por HPLC del cloruro de benzalconio en solucién al 50 %

Condiciones cromatograficas

Cromatografo de liquidos 1260 Inffinity I
Agilent
Fase movil: Acetonitrilo:Buffer de acetatos pH 5.0 (55:45)

Instrumento:




Columna:

Temperatura de la columna:
Flujo:

Volumen de inyeccion:

Concentracion de la muestra

analitica:
Longitud de onda:
Tiempo:

Zorbax Eclipse XDB-CN empaque L10
4.6x250 mm; 5 ym

30 °C

3 mL/min

3 uL

4 mg/mL

254 nm

12 min

e Método analitico 3: Determinacion del contenido de impurezas por
HPLC en cloruro de benzalconio en solucién al 50 %

Condiciones cromatograficas

Instrumento:

Fase Movil:

Columna:

Temperatura de la columna:
Flujo:

Volumen de inyeccién:
Concentracion de la muestra
analitica:

Longitud de onda A:
Longitud de onda B:
Tiempo:

e Meétodo analitico 4:

Cromatografo de liquidos 1260 Inffinity Il

Agilent
Tiempo Solucién A (%) | Solucién B (%)
0 80 20
10 80 20
14 50 50
35 50 50
36 20 80
55 20 80
56 80 20
65 80 20

ZORBAX Eclipse XDB-C18 empaque L1

4.6x150 mm; 5 pm

30 °C

1 mL/min

20 L

50 mg/mL

210 nm

257 nm

65 min

Valoracion total de

cloruros de

alquildimetilbencilamonio en cloruro de benzalconio en solucién al

50%



Metodologia

Pesar aprox. 1 g de cloruro de benzalconio en solucion al 50 % vy disolver
en 30 mL de agua destilada, adicionar esta solucién a un embudo de
separacion de 250 mL que contenga 25 mL de diclorometano.
Posteriormente, agregar 10 mL de hidroxido de sodio 0.1 N y 10 mL de
solucion de yoduro de potasio (1:20) recientemente preparada, y tapar el
embudo de separacion, agitar bien y dejar separar las capas. Desechar la
fase organica y lavar la capa acuosa con tres porciones de diclorometano
de 10 mL cada una. Desechar los lavados y pasar la capa acuosa a un
matraz de 250 mL can tapdn esmerilado, enjuagar el embudo de separacion
con tres porciones de agua, de 5 mL cada una, agregando estos lavados al
contenido del matraz.

Adicionar lentamente 40 mL de acido clorhidrico frio; mezclar y valorar con
SV de yodato de potasio 0.05 M hasta que la solucién tome una coloracion
café claro. Agregar 5 mL de diclorometano, tapar el matraz y agitar
fuertemente. Continuar la valoracion, gota a gota, agitando después de cada
adicién hasta que la fase organica se vuelva incolora y la fase acuosa tome
una coloracién amarillo claro. Efectuar una prueba en blanco, empleando
30 mL de agua como muestra. La diferencia entre las dos titulaciones
representa la cantidad de yodato de potasio que equivale al peso de cloruro
de benzalconio en la muestra

Método Analitico 5: Determinacion del limite de aminas y sales de
amina en cloruro de benzalconio en solucién al 50 %

Metodologia

Preparar una mezcla de metanol y acido clorhidrico 1 N en relacién (97:3)
utilizando 97 mL de metanol y 3 mL de acido clorhidrico 1 N, homogeneizar
la solucién y resguardar en un reservorio con tapa. Pesar aprox. 10 g de
muestra en un vaso de precipitado de 250 mL y diluir con 20 mL de la mezcla
metanol: &cido clorhidrico 1 N (97:3) homogeneizar y calentar en un bafio
de vapor durante 5 minutos, verificando que la solucién no alcance su punto
de ebullicion. Retirar del bafio de vapor y agregar 100 mL de Isopropanol.
Durante 5 minutos pasar una corriente de nitrégeno lentamente a través de
la solucion, antes de llevar a cabo la titulacion.

Agregar gradualmente 12 mL de la SV de hidroxido de tetrabutilamonio 0.1
N registrando los datos de la titulacién potenciométrica por cada volumen
adicionado. Registrar los valores y trazar la curva de titulacion
correspondiente: volumen de hidroxido de tetrabutilamonio 0.1 N vs pH.



3.3Muestras para hidrolisis acida
Las condiciones de esta prueba fueron:

Agente estresante: Acido clorhidrico
Temperatura: 50 °C
Humedad relativa: 75 %
Tiempos de muestreo: 0,12,24,48y 72 h
Duracién total de la prueba: 72 h
Métodos de analisis: -Método analitico 1, 2,3,4y5

Los mililitros necesarios de la solucion de acido clorhidrico con normalidad
tedrica de 0.5, para cada una de las muestras, se calcularon de acuerdo a:

Férmula 1

Pmta) (1 1mo1) (1000 mmol) (1 mL)
(PM,n) (1 mol) (mM HCI)

MmLyc; =

Donde=
Pmta= Peso real de la muestra en gramos
PMmta= Peso molecular de la muestra
mM HCI= miliMolaridad real de la solucién de acido clorhidrico

3.3.1 Método analitico 1: Determinacion del aspecto del cloruro de
benzalconio en solucion al 50 %

Para la evaluacion del aspecto, en cada tiempo de andlisis se hicieron
anotaciones describiendo la apariencia de cada una de las muestras
adicionadas con &cido clorhidrico 0.5 N.

3.3.2 Método analitico 2: Determinacién de la relacién de componentes
alquilicos por HPLC del cloruro de benzalconio en solucién al 50 %

En viales de vidrio de 20 mL, se pesaron aprox. 1.6 g de la muestra
analitica, un duplicado para cada tiempo de muestreo adicionando los mL
de acido clorhidrico 0.5 N necesarios de acuerdo a la formula 1;
posteriormente se sellaron y colocaron dentro de una camara climatica
puesta en las condiciones mencionadas para esta prueba, en cada tiempo
de analisis se tomo el duplicado de viales correspondiente para analizar
las muestras de acuerdo a la metodologia establecida en el método
analitico 2.



3.3.3 Método analitico 3: Determinacion del contenido de impurezas por
HPLC en cloruro de benzalconio en solucién al 50 %

En matraces volumétricos de 50 mL, se pesaron aprox. 5 g de la muestra
analitica, un duplicado para cada tiempo de muestreo adicionando los mL
de acido clorhidrico 0.5 N necesarios de acuerdo a la formula 1;
posteriormente se taparon y colocaron dentro de una cdmara climética
puesta en las condiciones mencionadas para esta prueba, en cada tiempo
de andlisis se tomo el duplicado de matraces correspondiente para
analizar las muestras de acuerdo a la metodologia establecida en el
método analitico 3.

3.3.4 Método analitico 4: Valoracién total de cloruros de
alquildimetilbencilamonio en cloruro de benzalconio en solucién al
50 %

En viales de vidrio de 20 mL, se pes6 aprox. 1 g de la muestra analitica,
un duplicado para cada tiempo de muestreo adicionando los mL de acido
clorhidrico 0.5 N necesarios de acuerdo a la formula 1; posteriormente se
sellaron y colocaron dentro de una camara climatica puesta en las
condiciones mencionadas para esta prueba, en cada tiempo de andlisis se
tomo el duplicado de viales correspondiente para analizar las muestras de
acuerdo a la metodologia establecida en el método analitico 4.

3.3.5 Método analitico 5: Determinacién del limite de aminas y sales de
amina en cloruro de benzalconio en solucién al 50 %

En matraces volumétricos de 100 mL, se pesaron aprox. 10 g de la
muestra analitica, un duplicado para cada tiempo de muestreo
adicionando los mL de &cido clorhidrico 0.5 N necesarios de acuerdo a la
formula 1; posteriormente se taparon y colocaron dentro de una camara
climatica puesta en las condiciones mencionadas para esta prueba, en
cada tiempo de andlisis se tomo el duplicado de matraces correspondiente
para analizar las muestras de acuerdo a la metodologia establecida en el
método analitico 5.

3.4Muestras para hidrolisis basica
Las condiciones de esta prueba seran:
Agente estresante: Hidréxido de sodio

Temperatura: 50 °C
Humedad relativa: 75 %




Tiempos de muestreo: 0,12,24,48y 72 h
Duracién total de la prueba: 72 h
Métodos de analisis: -Método analitico 1, 2,3,4y5

Los mililitros necesarios de la solucién de hidréxido de sodio con normalidad
tedrica de 0.5, para cada una de las muestras, se calcularon de acuerdo a:

Férmula 2

(Emta) (1 mol) (1000 mmol) (1 mL)

L =
MENGOH = "= ppr (1 mol)(mM NaOH)

Donde=

3.4.1

3.4.2

3.4.3

Pmta= Peso real de la muestra en gramos
PMmta= Peso molecular de la muestra

mM NaOH= miliMolaridad real de la solucién de hidroxido de sodio

Método analitico 1: Determinacion del aspecto del cloruro de
benzalconio en solucion al 50 %

Para la evaluacion del aspecto, en cada tiempo de andlisis se hicieron
anotaciones describiendo la apariencia de cada una de las muestras
adicionadas con hidréxido de sodio 0.5 N.

Método analitico 2: Determinacion de la relacién de componentes
alquilicos por HPLC del cloruro de benzalconio en solucion al 50 %

En viales de vidrio de 20 mL, se pesaron aprox. 1.6 g de la muestra
analitica, un duplicado para cada tiempo de muestreo adicionando los mL
de hidroxido de sodio 0.5 N necesarios de acuerdo a la férmula 2;
posteriormente se sellaron y colocaron dentro de una camara climatica
puesta en las condiciones mencionadas para esta prueba, en cada tiempo
de analisis se tomo el duplicado de viales correspondiente para analizar
las muestras de acuerdo a la metodologia establecida en el método
analitico 2.

Método analitico 3: Determinacion del contenido de impurezas por
HPLC en cloruro de benzalconio en solucion al 50 %

En matraces volumétricos de 50 mL, se pesaron aprox. 5 g de la muestra
analitica, un duplicado para cada tiempo de muestreo adicionando los mL
de hidroxido de sodio 0.5 N necesarios de acuerdo a la formula 2;
posteriormente se taparon y colocaron dentro de una cadmara climéatica



puesta en las condiciones mencionadas para esta prueba, en cada tiempo
de andlisis se tomo el duplicado de matraces correspondiente para
analizar las muestras de acuerdo a la metodologia establecida en el
método analitico 3.

3.4.4 Método analitico 4: Valoracién total de cloruros de
alquildimetilbencilamonio en cloruro de benzalconio en solucién al
50 %

En viales de vidrio de 20 mL, se pes6 aprox. 1 g de la muestra analitica,
un duplicado para cada tiempo de muestreo adicionando los mL de
hidroxido de sodio 0.5 N necesarios de acuerdo a la formula 2;
posteriormente se sellaron y colocaron dentro de una camara climatica
puesta en las condiciones mencionadas para esta prueba, en cada tiempo
de analisis se tomo el duplicado de viales correspondiente para analizar
las muestras de acuerdo a la metodologia establecida en el método
analitico 4.

3.4.5 Método Analitico 5: Determinacion del limite de aminas y sales de
amina en cloruro de benzalconio en solucién al 50 %

En matraces volumétricos de 100 mL, se pesaron aprox. 10 g de la
muestra analitica, un duplicado para cada tiempo de muestreo
adicionando los mL de hidroxido de sodio 0.5 N necesarios de acuerdo a
la formula 2; posteriormente se taparon y colocaron dentro de una camara
climatica puesta en las condiciones mencionadas para esta prueba, en
cada tiempo de analisis se tomo el duplicado de matraces correspondiente
para analizar las muestras de acuerdo a la metodologia establecida en el
método analitico 5.

3.5 Muestras para oxidacion
Las condiciones de esta prueba fueron:

Agente estresante: Peroxido de hidrégeno
Temperatura: 25 °C
Humedad relativa: 60 %
Tiempos de muestreo: 0,12,24,48y 72 h
Duracion total de la prueba: 72 h
Métodos de analisis: -Método analitico 1, 2,3,4y5

Los gramos de peréxido de hidrégeno con una pureza tedrica de 50 %, para
cada una de las muestras, se calcularon de acuerdo a:



Férmula 3

) (@) (1mol)(34 g)(P)
1202 = " (PMynyq) (1 mol) (100)

Donde=

3.5.1

3.5.2

3.5.3

354

Pmta= Peso real de la muestra en gramos
PMmta= Peso molecular de la muestra
P= Pureza de la solucién de peréxido de hidrégeno

Método analitico 1. Determinacion del aspecto del cloruro de
benzalconio en solucion al 50 %

Para la evaluacion del aspecto, en cada tiempo de andlisis se hicieron
anotaciones describiendo la apariencia de cada una de las muestras
adicionadas con peroxido de hidrégeno al 50 %.

Método analitico 2: Determinacion de la relaciobn de componentes
alquilicos por HPLC del cloruro de benzalconio en solucién al 50 %

En viales de vidrio de 20 mL, se pesaron aprox. 1.6 g de la muestra
analitica, un duplicado para cada tiempo de muestreo adicionando los mL
de peréxido de hidroégeno al 50 % necesarios de acuerdo a la formula 3;
posteriormente se sellaron y colocaron dentro de una camara climética
puesta en las condiciones mencionadas para esta prueba, en cada tiempo
de analisis se tomo el duplicado de viales correspondiente para analizar
las muestras de acuerdo a la metodologia establecida en el método
analitico 2.

Método analitico 3: Determinacion del contenido de impurezas por
HPLC en cloruro de benzalconio en solucion al 50 %

En matraces volumétricos de 50 mL, se pesaron aprox. 5 g de la muestra
analitica, un duplicado para cada tiempo de muestreo adicionando los mL
de peréxido de hidrégeno al 50 % necesarios de acuerdo a la formula 3;
posteriormente se taparon y colocaron dentro de una camara climética
puesta en las condiciones mencionadas para esta prueba, en cada tiempo
de analisis se tomo el duplicado de matraces correspondiente para
analizar las muestras de acuerdo a la metodologia establecida en el
método analitico 3.

Método analitico 4: Valoracion total de cloruros de
alquildimetilbencilamonio en cloruro de benzalconio en solucién al
50 %



3.5.5

En viales de vidrio de 20 mL, se pes6 aprox. 1 g de la muestra analitica,
un duplicado para cada tiempo de muestreo adicionando los mL de
peroxido de hidrogeno al 50 % necesarios de acuerdo a la férmula 3;
posteriormente se sellaron y colocaron dentro de una camara climatica
puesta en las condiciones mencionadas para esta prueba, en cada tiempo
de analisis se tomo el duplicado de viales correspondiente para analizar
las muestras de acuerdo a la metodologia establecida en el método
analitico 4.

Método Analitico 5: Determinacion del limite de aminas y sales de
amina en cloruro de benzalconio en solucién al 50 %

En matraces volumétricos de 100 mL, se pesaron aprox. 10 g de la
muestra analitica, un duplicado para cada tiempo de muestreo
adicionando los mL de peroxido de hidrogeno al 50 % necesarios de
acuerdo a la formula 3; posteriormente se taparon y colocaron dentro de
una camara climatica puesta en las condiciones mencionadas para esta
prueba, en cada tiempo de analisis se tomo el duplicado de matraces
correspondiente para analizar las muestras de acuerdo a la metodologia
establecida en el método analitico 5.

3.6 Muestras para calor seco

Las condiciones de esta prueba fueron:

Agente estresante: Calor seco
Temperatura: 80 °C
Humedad relativa: 25 %
Tiempos de muestreo: 0,12,24,48y 72 h
Duracion total de la prueba: 72 h

Métodos de andlisis:

-Método analitico 1, 2,3,4y5

3.6.1

3.6.2

Método analitico 1. Determinacion del aspecto del cloruro de
benzalconio en solucién al 50 %

Para la evaluacion del aspecto, en cada tiempo de andlisis se hicieron
anotaciones describiendo la apariencia de cada una de las muestras
expuestas al calor seco.

Método analitico 2: Determinacion de la relacion de componentes
alquilicos por HPLC del cloruro de benzalconio en solucién al 50 %



En viales de vidrio de 20 mL, se pesaron aprox. 1.6 g de la muestra
analitica, un duplicado para cada tiempo de muestreo; posteriormente se
colocaron dentro del horno de secado puesto en las condiciones
mencionadas para esta prueba, en cada tiempo de andlisis se tomo el
duplicado de viales correspondiente para analizar las muestras de acuerdo
a la metodologia establecida en el método analitico 2.

3.6.3 Método analitico 3: Determinacion del contenido de impurezas por
HPLC en cloruro de benzalconio en solucion al 50 %

En matraces volumétricos de 50 mL, se pesaron aprox. 5 g de la muestra
analitica, un duplicado para cada tiempo de muestreo se colocaron dentro
del horno de secado puesto en las condiciones mencionadas para esta
prueba, en cada tiempo de analisis se tomo el duplicado de matraces
correspondiente para analizar las muestras de acuerdo a la metodologia
establecida en el método analitico 3.

3.6.4 Método analitico 4: Valoracién total de cloruros de
alquildimetilbencilamonio en cloruro de benzalconio en solucién al
50 %

En viales de vidrio de 20 mL, se peso aprox. 1 g de la muestra analitica,
un duplicado para cada tiempo de muestreo; posteriormente se colocaron
dentro del horno de secado puesto en las condiciones mencionadas para
esta prueba, en cada tiempo de andlisis se tomo el duplicado de viales
correspondiente para analizar las muestras de acuerdo a la metodologia
establecida en el método analitico 4.

3.6.5 Método Analitico 5: Determinacion del limite de aminas y sales de
amina en cloruro de benzalconio en solucién al 50 %

En matraces volumétricos de 100 mL, se pesaron aprox. 10 g de la
muestra analitica, un duplicado para cada tiempo de muestreo se
colocaron dentro del horno de secado puesto en las condiciones
mencionadas para esta prueba, en cada tiempo de analisis se tomo el
duplicado de matraces correspondiente para analizar las muestras de
acuerdo a la metodologia establecida en el método analitico 5.

3.7Fotoestabilidad

Para evaluar la fotoestabilidad del cloruro de benzalconio se utilizé como fuente
de luz la opcion 2 establecida en la norma ICH Q1B la cual a su vez indica que
las muestras deben de exponerse a 2 fuentes diferentes ( luz UV-vis y luz
fluorescente de luz fria) las cuales deben cumplir con los requisitos mencionados



en el guia, aunado a ello se colocé un luxémetro que monitoreo los lux a los que
estuvieron expuestas las muestras en la prueba de luz fria donde de acuerdo a la
ISO 18909-2006 el rango de aceptado es de 20,000-50,000 lux, en lamparas
fluorescentes.

Para fines de esta prueba, en el uso de la lampara de luz UV-Vis (Figura 7) se
tomarén las precauciones necesarias para su manejo en un fotoreactor
incluyendo la vestimenta adecuada asi como la precaucién de no exponer de
manera directa ninguna parte del cuerpo.

Por otra parte, en la camara experimental para exposicion a la lampara

fluorescente de luz fria (Figura 8), el luxdmetro se colocé en la distancia a la cual

fueron puestas las muestras analiticas asegurando asi que antes y durante el

estudio los luxes medidos estuvieron en un rango de entre 20,000-50,000 lux.
Las condiciones de esta prueba fueron:

Luz fria

Agente estresante:
Temperatura:

Lampara flourescente de luz fria

25 °C

Humedad relativa: 60 %
Tiempos de muestreo: 0,12,24,48y 72 h
Duracion total de la prueba: 72 h

Métodos de andlisis:

-Método analitico 1, 2,3,4y5

Luz UV-vis

Agente estresante:
Temperatura:

Lampara de inmersion de luz UV-vis

30 °C

Humedad relativa: 60 %
Tiempos de muestreo: 0,12,24,48y 72 h
Duracion total de la prueba: 72 h

Métodos de andlisis:

-Método analitico 1, 2,3,4y5




Figura 8: Cdmara experimental para exposicion a la lampara fluorescente de luz fria

3.7.1 Muestras para fotoestabilidad luz fria:

3.71.1

Método analitico 1: Determinacién del aspecto del cloruro de
benzalconio en soluciéon al 50 %

Para la evaluacion del aspecto, en cada tiempo de andlisis se

hicieron anotaciones describiendo la apariencia de cada una de las
muestras expuestas a la lampara de luz fria.

[ a8




3.7.1.2

3.7.1.3

3.7.1.4

3.7.1.5

Método analitico 2: Determinacion de la relacién de
componentes alquilicos por HPLC del cloruro de benzalconio
en solucién al 50 %

En viales de vidrio de 20 mL, se pesaron aprox. 1.6 g de la muestra
analitica, un duplicado para cada tiempo de muestreo;
posteriormente se colocaron dentro de la camara de exposicion a
la ldmpara de luz fria, en cada tiempo de andlisis se tomo el
duplicado de viales correspondiente para analizar las muestras de
acuerdo a la metodologia establecida en el método analitico 2.

Método analitico 3: Determinacion del contenido de impurezas
por HPLC en cloruro de benzalconio en solucién al 50 %

En viales de vidrio de 20 mL, se pesaron aprox. 5 g de la muestra
analitica, un duplicado para cada tiempo de muestreo;
posteriormente se colocaron dentro de la camara de exposicion a
la ldmpara de luz fria, en cada tiempo de andlisis se tomo el
duplicado de viales correspondiente para analizar las muestras de
acuerdo a la metodologia establecida en el método analitico 3.

Método analitico 4: Valoraciéon total de cloruros de
alquildimetilbencilamonio en cloruro de benzalconio en
solucion al 50 %

En viales de vidrio de 20 mL, se peso aprox. 1 g de la muestra
analitica, un duplicado para cada tiempo de muestreo;
posteriormente se colocaron dentro de la camara de exposicién a
la lampara de luz fria, en cada tiempo de analisis se tomo el
duplicado de viales correspondiente para analizar las muestras de
acuerdo a la metodologia establecida en el método analitico 4.

Método Analitico 5: Determinacion del [imite de aminas y sales
de amina en cloruro de benzalconio en solucién al 50 %

En viales de vidrio de 20 mL, se pesaron aprox. 10 g de la muestra
analitica, un duplicado para cada tiempo de muestreo;
posteriormente se colocaron dentro de la camara de exposicion a
la lampara de luz fria, en cada tiempo de analisis se tomo el
duplicado de viales correspondiente para analizar las muestras de
acuerdo a la metodologia establecida en el método analitico 5.



3.7.2 Muestras para fotoestabilidad luz UV-vis:

Colocar en el fotoreactor 250 mL de cloruro de benzalconio y empezar la
prueba en las condiciones mencionadas, las muestras serdn tomadas en
cada tiempo de analisis a través de la llave de muestreo y analizadas de
acuerdo a los métodos 1,2,3,4y 5, segun corresponda.

3.8Preparacion de controles negativos

La preparacion de los controles negativos se realiz6 de la misma forma que para
las muestras (sin incluir la muestra analitica) y se analizaron bajo las mismas
condiciones, es decir, se incluyeron en las determinaciones iniciales del ensayo,
limites de amina y sales de amina, relacion de componentes alquilicos por HPLC
e impurezas por HPLC del cloruro de benzalconio en solucion al 50 %.

3.9Verificacion del método analitico 3 para la determinacién del contenido de
impurezas por HPLC en cloruro de benzalconio en solucién al 50 %

Para el método analitico 3, que como se menciono anteriormente, es un método
compendial solo se realizara un ejercicio de verificacion tal como se menciona en
el marco tedrico de este trabajo.

La informacién referente al protocolo de verificacion del método analitico 3 se
encuentra descrita en el PVALOSSA-017-00, documento interno de la empresa
Organo Sintesis S.A. de C.V.

Este método analitico considera a las tres impurezas principales presentes en el
cloruro de benzalconio en solucion al 50% que son:

-Alcohol bencilico

-Benzaldehido

-Cloruro de bencilo

Debido a esto, el ejercicio de verificacion se basé en las impurezas antes
mencionadas exceptuando de algunas pruebas al cloruro de bencilo.

Ya que el método analitico 3 pertenece a la categoria Il de la clasificacién de
métodos analiticos segun la USP, se evaluaron los siguientes parametros:

- Linealidad

- Exactitud

- Robustez

- Precision

- Especificidad

- Repetibilidad

- Limite de deteccién y cuantificacion



3.10 Identificacion del acido benzoico y tolueno como productos de
degradacién

Dentro de las impurezas desconocidas presentes en el cloruro de benzalconio en
solucién al 50% se pudieron identificar por tiempos de retencion al acido benzoico
y tolueno.

Para ello se realizaron inyecciones previas al inicio del estudio de degradacion
forzada de soluciones de concentracion conocida del &cido benzoico y tolueno,
que, al ser comparadas con cromatogramas representativos de muestras
analiticas sometidas a pruebas preliminares de degradacion, mostraban
coincidencia en los tiempos de retencion de estas sustancias por lo que se
identificaron como &cido benzoico y tolueno, respectivamente.



Capitulo 4
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Monitoreo de intensidad de lalampara de luz fria para el estudio de degradacion
forzada

La lampara fluorescente de luz fria fue monitoreada durante el estudio, ya que una de
las condiciones era mantener la emisién en un rango de 20,000-50,000 lux, de lo
contrario tendria que detenerse la prueba; sin embargo, como podemos observar en
la grafica 1, la intensidad se mantuvo en 35000 * 5000 lux, por lo que la prueba se
concluyo con éxito.

MONITOREO DE INTENSIDAD DE LA LUZ FRIA PARA EL ESTUDIO
DE DEGRADACION FORZADA
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Grafica 1: Monitoreo de intensidad de la ldmpara de luz fria

4.2 Monitoreo de la temperaturay humedad de la camara climatica para el estudio
de degradacion forzada

Como parte del estudio de degradacion forzada se realizO un monitoreo de la
temperatura y porcentaje de humedad relativa de la camara climatica donde fueron
colocadas las muestras que se utilizarian en cada tiempo de andlisis; esto con el
objetivo de garantizar que las condiciones fueran constantes durante los dias de
estudio (12), para ello se tomo lectura de los valores de temperatura (°C) y humedad
relativa (% HR) tres veces al dia, datos con los que se construy6 la grafica 2 donde
se puede observar que la temperatura se mantuvo muy cercana a los 50°C mientras



gue para la humedad relativa la fluctuacion fue mayor, entre el 72-79%, pero siempre
dentro de los limites establecidos.

MONITOREO DE TEMPERATURA DE LA CAMARA CLIMATICA
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Grafica 2: Monitoreo de temperatura y humedad de la camara climatica

4.3 Método analitico 1: Determinacion del aspecto del cloruro de benzalconio en
solucién al 50 %.

Se realizé una descripcion de los principales cambios en las muestras tales como la
apariencia, color, olor y viscosidad, en funcién del tiempo para cada condicién de
estrés propuesta. A continuacién, las observaciones:
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Condicién Aspecto respecto al tiempo
Oh 24h

Solucién ligeramente Solucién ligeramente o . — .
Solucién ligeramente viscosa, [Solucién ligeramente viscosa,

Solucién ligeramente

viscosa, cristralina e viscosa, cristalina e viscosa, cristalina e o ] . o ] )
) ] . ) ) ) ) cristalina e incolora, libre de | cristalina e incolora, libre de
incolora, libre de  |incolora, libre de particulas incolora, libre de ) . ) .
i - - . . particulas extrafias con olor | particulas extrafias con olor
particulas extranas extrafias con olor particulas extrafias con L .
L L L caracteristico. caracteristico.
con olor caracteristico caracteristico. olor caracteristico.
Hidrélisis
Acida
f';:a

Aspecto respecto al tiempo
24h

Solucion ligeramente | Solucién ligeramente Solucion ligeramente L ) o )
) L ) L Solucion ligeramente viscosa, |Solucion ligeramente viscosa,
viscosa, cristalina color | viscosa, cristalina color | . L o o
cristalina color paja, libre de | cristalina color paja, libre de

viscosa, cristralina e
paja, libre de particulas | paja, libre de particulas ) . ) .
particulas extrafias con olor | particulas extrafias con olor

incolora, libre de

particulas extrafias extrafias con olor extrafias con olor o o
o o o caracteristico. caracteristico.
con olor caracteristico caracteristico. caracteristico.
Hidrolisis f"

basica

Tabla 5: Descripcidn del aspecto en funcion del tiempo para la prueba de hidrdlisis basica.

Condicién - ecto respecto al tiempo

Solucién ligeramente | Solucién ligeramente Solucién ligeramente L , L ,
Solucion ligeramente viscosa, [Solucion ligeramente viscosa,

Viscosa, cristralina e Viscosa, cristalina e Viscosa, cristalina e o ) ) o ) )
. . . . . . . cristalina e incolora, libre de | cristalina e incolora, libre de
incolora, libre de  incolora, libre de particulas incolora, libre de . . . .

) . - . . particulas extrafias con olor | particulas extrafias con olor
particulas extrafias extrafias con olor particulas extrafias con L L
L o o caracteristico. caracteristico.
con olor caracteristico caracteristico. olor caracteristico.

Oxidacién =

Tabla 6: Descripcion del aspecto en funcién del tiempo para la prueba de oxidacion
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Calor Seco

Solucion ligeramente
\Viscosa, cristralina e
incolora, libre de
particulas extrafias
con olor caracteristico

Solucion ligeramente
viscosa que se wuelve un
semisélido a temperatura

ambiente, cristalino e

incoloro, libre de particulas
extrafias con olor
caracteristico.

Solucion ligeramente
viscosa que se welve un
semisdlido a
temperatura ambiente,
cristalino, color paja,
libre de particulas
extrafias con olor
caracteristico.

pecto respecto al tiempo

Solucion ligeramente viscosa
que se welve un semisolido a
temperatura ambiente,
cristalino, color amarillo
canario, libre de particulas
extrafias con un ligero cambio
en el olor caracteristico de la
solucién

Solucién ligeramente viscosa
que se wuelve un semisélido a
temperatura ambiente,
cristalino, color mostaza, libre
de particulas extrafias con un
cambio total en el olor
caracteristico de la solucion.

Condicion

LuzFria

Solucion ligeramente
viscosa, cristralina e
incolora, libre de
particulas extrafias
con olor caracteristico

Solucion ligeramente
\iscosa que se welve un
semisolido a temperatura

ambiente, cristalino e

incoloro libre de particulas
extrafias con olor
caracteristico.

Viscosa que se welve un

24h
Solucion ligeramente

semisélido a
temperatura ambiente,
cristalino e incoloro libre
de particulas extrafias
con olor caracteristico.

Aspecto respecto al tiempo

Solucion ligeramente viscosa
que se wuelve un semisélido a
temperatura ambiente,
cristalino e incoloro libre de
particulas extrafias con olor
caracteristico.

Solucion ligeramente viscosa
que se welve un semisélido a
temperatura ambiente,
cristalino e incoloro libre de
particulas extrafias con olor
caracteristico.

f::—a

=N

e

4

Condicion

Solucion ligeramente
viscosa, cristralina e
incolora, libre de
particulas extrafias
con olor caracteristico

pcion del aspecto en funcion del tiempo para la prueba de luz fria

Solucion ligeramente
viscosa, cristalina de color
paja, libre de particulas
extrafias con olor
caracteristico.

24h
Solucion ligeramente
viscosa, cristalina de
color paja, libre de
particulas extrafias con
un ligero cambio en el
olor caracteristico de la
solucién

Aspecto respecto al tiempo

Solucion ligeramente viscosa,
cristalina color canela, libre de
particulas extrafias con un
cambio total en el olor
caracteristco de la solucién

Solucion ligeramente viscosa,
cristalina color canela, libre
de particulas extrafias con
olor distinto al caracteristico
de la solucion.

Luz UV

Tabla 9: Descripcion del aspecto en funcién del tiempo para la prueba de luz UV-vis
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En el caso de la hidrdlisis acida (tabla 4), asi como de la oxidacién (tabla 6) no se
observaron cambios significativos en la coloracién o viscosidad de la solucion. Por el
contrario, aunque en la prueba de exposicion a la ldmpara de luz fria (tabla 8) no se
presentaron cambios de coloracion si hubo un aumento de viscosidad con el paso del
tiempo, siendo que a partir de la hora 12, esta se volvia un semisélido.

Para la hidrdlisis basica (tabla 5) el cambio mas notable fue el color de la solucion al
pasar del incoloro en la hora O, por ligeramente color paja en la hora 12 y hasta llegar
a la hora 72 con un color paja intenso.

En la exposicién a la lampara de luz UV-vis (tabla 9) la viscosidad tampoco se vio
afectada, sin embargo, el color cambio de incoloro al inicio de la prueba, por paja
después de 24 h y canela a las 72 h; otro cambio significativo, fue el del olor
tornandose completamente diferente al caracteristico de la solucion de cloruro de
benzalconio al 50 %.

La exposicion al calor seco (véase tabla 7) provoco un cambio en la viscosidad ya
que la solucién se volvié un semi-sélido desde las 12 h; el color también sufrié un
cambio importante de incoloro en el inicio de la prueba a color mostaza después de
las 72 h.

De acuerdo con los cambios observados durante el estudio de degradacion forzada,
los agentes estresantes que causaron importantes cambios fisicoquimicos en la
solucion al 50 % del cloruro de benzalconio fueron: calor seco, NaOH 0.5 M y la
lampara de luz UV-vis.

4.4 Método analitico 2: Determinacién de la relacion de componentes alquilicos
por HPLC del cloruro de benzalconio en solucion al 50 %.

Conocer la relacion de componentes alquilicos (C12 y C14) en las muestras de
cloruro de benzalconio es importante ya que la efectividad del producto depende
directamente de la proporcion en la que cada componente se encuentra presente en
la solucién.

La tabla 10 muestra la relacién de los componentes alquilicos en funcion del tiempo,
la diferencia respecto del analisis inicial no fue mayor al 1 %. Cabe destacar que la
relacion de ambos homologos se mantuvo en un 3:1 (C12:C14).



TIEMPO (h)

Condicion
RCA RCA RCA RCA RCA IDiI |Di| |Dl-| |Di| |Di|

C12 C12 C12 C12 C12 C12 C12 C12 C12 C12

Hidrdlisis 73,52 73,39 73,36 73,37 73,36 N/A 0,18 0,22 0,20 0,22

Acida C14 C14 C14 C14 C14 C14 C14 C14 C14 C14

26,48 26,61 26,64 26,63 26,64 N/A 0,49 0,60 0,57 0,60

C12 C12 C12 C12 C12 C12 C12 C12 C12 C12

Hidroélisis 73,52 73,35 73,45 73,33 73,38 N/A 0,23 0,09 0,25 0,19

Basica C14 C14 C14 C14 C14 C14 C14 C14 C14 C14

26,48 26,65 26,55 26,67 26,62 N/A 0,65 0,25 0,70 0,54

C12 C12 C12 C12 C12 C12 C12 C12 C12 C12

73,52 73,49 73,40 73,35 73,39 N/A 0,04 0,17 0,23 0,18

Oxdacion =T c14 C14 Cl4 C14 Cl4 | c14 | cl4 | ci4 | cia
2648 | 2651 | 2660 | 2665 | 2661 | N/A | 010 | 047 | o064 | 049

c12 | c2 c12 c12 c12 | c12 | c12 | ci2 | c1z | ci2

Calor Seco 73,52 73,33 73,31 73,21 73,05 N/A 0,26 0,28 0,42 0,63
c1a | cia c14 c14 C14 | c14 | c1a | ci4 | c1a | cia

2648 | 2667 | 2669 | 2679 | 269 | NaA | 073 | o078 | 116 | 17

c12 | ci2 c12 c12 c12 | c12 | ¢z | ci2 | c1z | ci2

LupFria 17382 | 7339 | 7357 | 7339 | 7340 | wa | o017 | ox | 017 | o
c14 | c14 C14 Cl4 C14 | c14 | c14 | c14 | c14 | cua

2648 | 2661 | 2663 | 2661 | 2660 | N/A | 047 | os8 | o048 | 044

c12 | c12 c12 c12 c12 | ci2 | ¢z | ¢z | c1z | c12

Luz UV 7352 | 7342 | 7348 | 7348 | 7354 | NA | 013 | 005 | o006 | 003

C14 C14 C14 C14 C14 C14 C14 C14 C14 C14

26,48 26,58 26,52 26,52 26,46 N/A 0,36 0,14 0,15 0,09

Tabla 10: Porcentaje de C12 y C14 en las muestras de cloruro de benzalconio evaluadas por el método analitico 2
“Determinacion de la relacion de componentes alquilico por HPLC en cloruro de benzalconio en solucién al 50 %” para
cada tiempo de muestreo.

Es importante mencionar, que al ser una relacién entre el area de cada homologo y
la suma total de las areas obtenidas en la muestra, la relacién siempre debera sumar
el 100%; sin embargo, en los cromatogramas obtenidos si se observé una disminucién
en las areas de las muestras, siendo mas representativo para la hidrélisis basica que
obtuvo una disminucion del 7 % aproximadamente después de 72 h y para el calor
seco, que pasadas 48 h ya tenia una diferencia de casi 8 % siendo para las 72 h de
estudio un 11 % respecto al andlisis inicial.

Para las pruebas de hidrolisis acida, oxidacién, exposicion a luz fria y luz UV-vis, el
decremento fue menor al 5 % en comparacién al analisis inicial.
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Hidrdlisis acida
Relacion de componentes alquilicos
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20 A0 60 80 0 12 24 36 48 60 72
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Grafica 3: % Componente alquilico vs tiempo de andlisis en la prueba de hidrdlisis acida
Hidrdlisis basica
Relacion de componentes alquilicos
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Grafica 4: % Componente alquilico vs tiempo de andlisis en la prueba de hidrdlisis basica
Oxidacion
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Grafica 5: %Componente alquilico vs tiempo de analisis en la prueba de oxidacién
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Calor seco
Relacion de componentes alquilicos
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Grafica 6: %Componente alquilico vs tiempo de analisis en la prueba de calor seco
Luz fria
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Grafica 7: %Componente alquilico vs tiempo de analisis en la prueba de luz fria
Luz UV-vis
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Grafica 8: %Componente alquilico vs tiempo de analisis en la prueba de luz UV-vis
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4.5 Método analitico 3: Determinacion del contenido de impurezas por HPLC del
cloruro de benzalconio en solucién al 50 %”

4 5.1Hidrdlisis acida

La tabla 11 incluye los valores puntuales (%) de las principales impurezas
cuantificadas en la prueba de hidrélisis acida, en muestras de cloruro de benzalconio
en solucion al 50 %, en cada tiempo de analisis.

Hidrélisis acida Hidrélisis acida

Condicién
0 12 24 48 72 0 12 24 48 72

%Alcohol bencilico | 0,081 | 0,113 | 0,127 | 0,146 | 0,152 | N/A | 39,50 | 56,49 | 79,22 | 86,66
%Benzaldehido 0,063 | 0,077 | 0,075 | 0,074 | 0,073 | N/A | 22,49 | 19,89 | 17,68 | 16,67

%Cloruro de bencilo | 0,035 | 0,025 | 0,021 | 0,012 | 0,000 | N/A | 27,62 | 41,74 | 65,61 (100,00
%Acido benzoico 0,099 | 0,100 | 0,101 | 0,101 | 0,100 | N/A 1,28 | 1,99 219 | 0,89
%Tolueno 0,000 | 0,000 | 0,017 | 0,000 | 0,000 | N/A 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

0,
/impureza 0,023 | 0,030 | 0,030 | 0,030 | 0,029 | N/A | 28,01 | 29,30 | 27,20 | 24,32
desconocida 2

%Impureza
desconocida 3

0,023 | 0,025 | 0,026 | 0,026 | 0,024 | N/A | 12,97 | 14,67 | 13,52 | 7,56

Tabla 11: Porcentaje de las principales impurezas cuantificadas en las muestras de degradacion forzada para la prueba de
hidrdlisis acida en cada tiempo de analisis.

Hidrdlisis acida Hidrdlisis acida
Alcohol bencilico Benzaldehido
0,200 0,100
y =0,0009x+ 0,0958
R2=0,8505
y = 8E-05x + 0,0698
0,150 R2=0,1541
R R T
0,100 -
0,050 T T T T T | 0,050 T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72
Tiempo (h) Tiempo (h)
Grafica 9:% Alcohol bencilico vs tiempo de muestreo Grafica 10: % Benzaldehido vs tiempo de muestreo
en la prueba de hidrdlisis acida en la prueba de hidrdlisis acida
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Hidralisis acida
Cloruro de bencilo
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Acido benzoico
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Grafica 11: % Cloruro de bencilo vs tiempo de muestreo
en la prueba de hidrdlisis acida

Grafica 12: % Acido benzoico vs tiempo de muestreo
en la prueba de hidrdlisis acida
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Grafica 13: % Tolueno vs tiempo de muestreo
en la prueba de hidrdlisis acida
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Grafica 14: % Imp desconocida 2 vs tiempo de muestreo
en la prueba de hidrdlisis acida
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Grafica 15: % Imp desconocida 3 vs tiempo de muestreo
en la prueba de hidrdélisis acida
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El alcohol bencilico (grafica 9) incremento aproximadamente un 87 % respecto al
andlisis inicial pasadas las 72 h, es decir, duplico su contenido llegando a 0.152
%.

Pasadas 12 h de estudio, el contenido de benzaldehido (grafica 10) tuvo su mayor
incremento con casi 23 % del valor inicial, sin embargo, al paso de las horas el
contenido fue disminuyendo gradualmente hasta un 0.073 % que, aun asi, fue
mayor al valor inicial de 0.063 %.

En la grafica 11 podemos observar que el cloruro de bencilo paso de 0.035 % en
la cuantificacion inicial a un 0 % pasadas las 72 h, degradandose por completo
en presencia de acido clorhidrico 0.5 M con un comportamiento lineal cuya
r’=0.98.

Las gréficas 12,13,14 y 15 (acido benzoico, tolueno, impureza desconocida 1y

2, respectivamente) no muestran grandes cambios en los valores obtenidos para
cada impureza respecto del valor inicial.

4 5.2 Hidroélisis basica

Los valores puntuales (%) de las principales impurezas cuantificadas en la
prueba de hidrolisis basica para cada tiempo de analisis, en muestras de cloruro
de benzalconio en solucién al 50 %, se encuentran resumidos en la siguiente
tabla:

TIEMPO (h)
Hidrélisis basica

L Hidrélisis basica
Condicion
0 12 24 48 72 0 12 24 48 72

%Alcohol bencilico | 0,081 | 0,167 | 0,269 | 0,170 | 0,269 | N/A ]105,80(107,56| 108,52 |107,48
%Benzaldehido 0,063 | 0,065 | 0,063 | 0,058 | 0,055 | N/A 3,89 | 0,47 6,95 | 11,32
%Cloruro de bencilo | 0,035 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | N/A |100,00(100,00| 100,00 100,00

%Acido benzoico 0,099 | 0,200 | 0,100 | 0,100 | 0,033 | N/A 1,02 | 152 155 | 66,48
%Tolueno 0,000 | 0,000 | 0,016 | 0,000 | 0,000 | N/A 0,00 [ 0,00 0,00 | 0,00

0,
slmpureza 0,023 | 0,030 | 0,030 | 0,023 | 0,030 | N/A |27.90 | 2861 | 250 | 26,90
desconocida 2

%Ilmpureza
desconocida 3

0,023 | 0,026 | 0,027 | 0,026 | 0,026 | N/A | 16,17 | 18,82 | 15,06 | 14,62

Tabla 12: Porcentaje de las principales impurezas cuantificadas en las muestras de degradacion forzada para la prueba
de hidrdlisis basica en cada tiempo de analisis.

A continuacion, se incluyen las graficas representativas para cada impureza
cuantificada en la prueba de hidrdlisis basica:



Hidrdlisis basica

Hidrdlisis basica

Alcohol bencilico =0,0008+ 0,1254 Benzaldehido
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Grafica 16: % Alcohol bencilico vs tiempo de muestreo Grafica 17: % Benzaldehido vs tiempo de muestreo
en la prueba de hidrdlisis basica en la prueba de hidrdlisis basica
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Grafica 18: % Cloruro de bencilo vs tiempo de muestreo Grafica 19: % Acido benzoico vs tiempo de muestreo
en la prueba de hidrolisis basica en la prueba de hidrdlisis basica
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Grafica 20: % Tolueno vs tiempo de muestreo
en la prueba de hidrdlisis basica

Grafica 21: % Imp desconocida 2 vs tiempo de muestreo
en la prueba de hidrélisis basica
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Hidrolisis basica
Imp desconocida 3
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y=3E-05x + 0,0246
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Grafica 22: % Imp desconocida 3 vs tiempo de muestreo
en la prueba de hidrélisis basica

La gréafica 16 muestra que pasadas las 12 h en contenido de alcohol bencilico ya
habia duplicado el valor inicial, es decir, 0.167 % alcanzando el maximo aumento
en las 48 h con 0.17 %.

El contenido de benzaldehido por el contrario disminuyo gradualmente a lo largo
del estudio pasando de 0.063 % en la hora 0 hasta un 0.055 % pasadas las 72 h,
gréfica 17.

El cloruro de bencilo, al igual que en la hidrdlisis 4cida, se degrado por completo,
sin embargo, en este caso pasadas 12 h el porcentaje de bencilo ya era de 0 %,
gréfica 18.

La grafica 19 muestra el comportamiento del acido benzoico, donde se puede
observar que durante 48 h el contenido estuvo en 0.1 % pero en la hora 72 este
disminuyo hasta 0.033 %.

En la hora 24 se cuantifico 0.016% de Tolueno, pero en el andlisis de las 48h el
porcentaje fue de 0, véase grafica 20.

La impureza desconocida 2 y 3 tuvieron un comportamiento similar, teniendo
valores entre 0.023-0.030 %, como se muestra en las graficas 21 y 22.

4.5.3 Oxidacion

La siguiente tabla, se incluyen los valores puntuales (%) de las principales
impurezas cuantificadas en las muestras de cloruro de benzalconio en solucion al
50 %, obtenidos en la prueba de oxidacion para cada tiempo de analisis.



Condicién

TIEMPO (h)
Oxidacién

Oxidacioén

0 12 24 48 72 0 12 24 48 72
%Alcohol bencilico | 0,081 | 0,090 | 0,090 | 0,090 | 0,090 | N/A | 10,97 | 10,98 | 10,64 | 10,97
%Benzaldehido | 0,063 | 0,068 | 0,068 | 0,067 | 0,065 | N/A | 817 | 833 | 7,19 | 436
%Cloruro de bencilo | 0,035 | 0,034 | 0,033 | 0,032 | 0,000 | N/A | 347 | 494 | 876 |100,00
%Acido benzoico | 0,099 | 0,101 | 0,100 | 0,099 | 0,099 | N/A | 2,06 | 1,28 | 0,76 | 056
%Tolueno 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | N/A | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00
%lmpureza
. 0,023 | 0,029 | 0,028 | 0,028 | 0,028 | N/A |2290 | 19,40 | 19,55 | 17,46
desconocida 2
0,
/bimpureza 0,023 | 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,000 | N/A | 11,28 | 9,39 | 9,40 |100,00
desconocida 3

Tabla 13: Porcentaje de las principales impurezas cuantificadas en las muestras de degradacion forzada para la prueba de

oxidacion en cada tiempo de analisis.

A continuacion, se incluyen las gréficas representativas para cada impureza

cuantificada en la prueba de oxidacion:
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Grafica 23: % Alcohol bencilico vs tiempo de muestreo
en la prueba de oxidacion

Grafica 24: % Benzaldehido vs tiempo de muestreo
en la prueba de oxidacion
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Grafica 25: % Cloruro de bencilo vs tiempo de muestreo
en la prueba de oxidaciéon

Grafica 26: % Acido benzoico vs tiempo de muestreo
en la prueba de oxidacion
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Oxidacién Oxidacion
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Grafica 27: % Tolueno vs tiempo de muestreo Grafica 28: % Imp desconocida 2 vs tiempo de muestreo
en la prueba de oxidacion en la prueba de oxidacion
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Grafica 29: % Imp desconocida 3 vs tiempo de muestreo
en la prueba de oxidacion

El alcohol bencilico aumento 0.009 % pasadas 12 h, manteniendo un valor de
0.090 % hasta el final del estudio (grafica 23); el benzaldehido, por otra parte, tuvo
un incremento de 0.005 % en la hora 12 pero pasadas 48 h disminuyo ligeramente
dando un valor final de 0.065% tras 72 h de estudio (gréfica 24).

El cloruro de bencilo, asi como la impureza desconocida 3 (graficas 25 y 29
respectivamente) tuvieron un comportamiento similar ya que durante las primeras
48 h no tuvieron cambios significativos en sus valores, pero pasadas las 72 h
ambas impurezas disminuyeron hasta 0 %.

El &cido benzoico, tolueno y la impureza desconocida 2 mantuvieron porcentajes
con pocos cambios tal cual podemos ver en las graficas 26, 27 y 28.
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4 5.4 Calor seco

La tabla 14 incluye los valores puntuales (%) de las principales impurezas,
cuantificadas en las muestras de cloruro de benzalconio en solucién al 50 %,
obtenidos en la prueba de calor seco para cada tiempo de andlisis.

Calor seco

Calor seco

Condicién

0 12 24 48 72 0 12 24 48 72
%Alcohol bencilico | 0,081 | 0,177 | 0,321 | 0436 | 0,595 | N/A |117,82| 294,74 | 436,11 | 631,76
%Benzaldehido | 0,063 | 0,030 | 0,029 | 0,074 | 0131 | N/A | 51,53 | 53,68 | 18,34 | 110,28
%Cloruro de bencilo | 0,035 | 0,078 | 0,134 | 0,153 | 0,154 | N/A |121,22| 280,71 | 333,17 | 337,15
%Acido benzoico | 0,099 | 0,111 | 0,154 | 0284 [ 0,483 | N/A | 12,35 | 5588 | 187,59 | 389,28
%Tolueno 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | N/A | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
0,
vimpureza 0,023 | 0,032 | 0,033 | 0,035 | 0,054 | N/A | 3450 | 39,36 | 50,34 | 131,34
desconocida 2
0,
voimpureza 0,023 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | N/A |100,00| 100,00 | 100,00 | 100,00
desconocida 3

Tabla 14: Porcentaje de las principales impurezas cuantificadas en las muestras de degradacion forzada para la prueba de
calor seco en cada tiempo de analisis.

A continuacion, se incluyen las gréficas representativas para cada impureza
cuantificada en la prueba de calor seco:
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Grafica 30: % Alcohol bencilico vs tiempo de muestreo
en la prueba de calor seco

Grafica 31: % Benzaldehido vs tiempo de muestreo
en la prueba de calor seco
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Grafica 34: % Tolueno vs tiempo de muestreo
en la prueba de calor seco

Grafica 35: % Imp desconocida 2 vs tiempo de muestreo
en la prueba de calor seco
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Grafica 36: % Imp desconocida 3 vs tiempo de muestreo
en la prueba de calor seco




El calor seco aumento 632 % el valor inicial del alcohol bencilico, con 0.595%
pasadas las 72 h, superando incluso el valor permitido para esta impureza que
debe ser < 0.5 %, como se puede ver en la grafica 30 el comportamiento durante
la prueba se ajusta al modelo lineal con una r>= 0.98.

El benzaldehido también duplico su valor, sin embargo, su comportamiento fue
diferente segun se observa en la grafica 31 donde primero tuvo una disminucion
en las horas 12 y 24, pero aumento en las horas posteriores del estudio con un
valor final de 0.131 % después de 72 h, apenas por debajo de la especificacion
para esta impureza que debe ser < 0.15 %.

Mas de 300 % fue el aumento del cloruro de bencilo en la prueba de calor seco,
gue paso de 0.035 % en el analisis inicial a 0.154 % después de 72 h; en la grafica
32 se observa que durante las primeras 24 h el incremento fue lineal llegado a
0.134 %, sin embargo, para la hora 48 y 72 el incremento fue de apenas 0.02 %,
el valor final de esta impureza supera considerablemente la especificacion que
debe ser < 0.05 %.

El calor seco fue la Unica condicion de estrés donde el acido benzoico paso de
0.099 % a 0.483 % con un comportamiento lineal cuya r>=0.95 tras 72 h de estudio
(grafica 33); el incremento tiene bastante logica considerando que es per se una
impureza del alcohol bencilico y benzaldehido, los cuales también aumentaron
considerablemente respecto al valor inicial.

El tolueno se mantuvo igual que en la cuantificacion inicial con 0%, gréafica 34.

La impureza desconocida 2 duplico su valor de 0.023 % a 0.054 % después de 72
h, la gréafica 35 muestra que su comportamiento con una r? = 0.87; caso contrario
sucedi6 con la impureza desconocida 3 que desde la hora 12 disminuyo su valor
a 0 % como se observa en la gréfica 36.

455 Luz fria

En la tabla 15 se incluyen los valores puntuales (%) de las principales impurezas
cuantificadas en las muestras de cloruro de benzalconio en solucién al 50 %,
obtenidas en la prueba de luz fria para cada tiempo de andlisis.



TIEMPO (h)
Luz fria

L, Luz fria
Condicién

0 12 24 48 72 0 12 24 48 72

%Alcohol bencilico | 0,081 | 0,086 | 0,079 | 0,083 | 0,083 | N/A 5,49 2,67 2,41 2,47
%Benzaldehido 0,063 | 0,066 | 0,058 | 0,052 | 0,052 | N/A 5,66 7,40 16,26 | 17,10
%Cloruro de bencilo| 0,035 | 0,025 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | N/A | 28,17 | 100,00 | 100,00 | 100,00
%Acido benzoico | 0,099 | 0,099 | 0,089 | 0,095 | 0,094 | N/A 0,48 | 10,04 3,78 4,94

%Tolueno 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | N/A 0,00 0,00 0,00 0,00

0,
lmpureza g 023 | 0,029 | 0,025 | 0,026 | 0025 | N/A | 2332 | 576 | 1004 | 574
desconocida 2

%lmpureza
desconocida 3

0,023 | 0,022 | 0,017 | 0,015 | 0,000 | N/A 429 | 22,51 | 31,52 | 100,00

Tabla 15: Porcentaje de las principales impurezas cuantificadas en las muestras de degradacion forzada para la prueba de
luz fria en cada tiempo de analisis

A continuacion, se incluyen las gréficas representativas para cada impureza
cuantificada en la prueba de luz fria:

Luz fria Luz fria
Alcohol bencilico Benzaldehido
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2 0,060

%
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0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72
Tiempo (h) Tiempo (h)
Grafica 37: % Alcohol bencilico vs tiempo de muestreo Grafica 38: % Benzaldehido vs tiempo de muestreo
en la prueba de luz fria en la prueba de luz fria
Luz fria Luz fria
Cloruro de bencilo Acido benzoico
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Grafica 39: % Cloruro de bencilo vs tiempo de muestreo Grafica 40: % Acido benzoico vs tiempo de muestreo

en la prueba de luz fria en la prueba de luz fria



X

Luz fria
Tolueno
0,010
y=0
R = #N/A
0,000 + < - — - +
12 24 36 48 60 72
-0,010 -
Tiempo (h)

Luz fria
Imp desconocida 2

0,030 4

y =-6E-06x + 0,0257
R?=0,0072

® 0,025

0,020 ; ; ; ; ; :
0 12 24 36 48 60 72
Tiempo (h)

Grafica 41: % Tolueno vs tiempo de muestreo
en la prueba de luz fria

Grafica 42: % Imp. desconocida 2 vs tiempo de muestreo
en la prueba de luz fria
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Grafica 43: % Imp. desconocida 3 vs tiempo de muestreo
en la prueba de luz fria

El alcohol bencilico aumento 0.005 % pasadas 12 h, después disminuyo a 0.079%

y se mantuvo constante después de la hora 48 en 0.083 %, gréfica 37.

El benzaldehido, por otra parte, tuvo un incremento de 0.003 % en la hora 12 pero
a partir de la hora 48 disminuy6 gradualmente para dar un valor final de 0.052 %

tras 72 h de estudio, grafica 38.

El cloruro de bencilo, después de 24 h, bajo hasta 0 %, grafica 39.

El 4cido benzoico, tolueno y la impureza desconocida 2, como lo muestran las
graficas 40, 41 y 42 respectivamente, no presentaron cambios significativos
durante las 72 h de estudio. Caso contrario a la impureza desconocida 2 que
disminuyo gradualmente de un valor inicial de 0.023% hasta 0.0% después de 72

h, gréfica 43.
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456 Luz UV-vis

En la tabla 16 se incluyen los valores puntuales (%) de las principales impurezas
cuantificadas en las muestras de cloruro de benzalconio en solucion al 50 %,
obtenidas en la prueba de luz UV-vis para cada tiempo de analisis.

TIEMPO (h)
(MUY AVAVAVITS

Condicion Luz UV-vis

0 12 24 48 72 0 12 24 48 72

%Alcohol bencilico | 0,081 | 0,119 | 0,147 | 0,277 | 0,391 N/A 4593 | 80,16 | 240,84 | 381,03
%Benzaldehido 0,063 | 0,048 | 0,032 | 0,067 | 0,052 N/A 22,67 | 49,01 6,55 17,02
%Cloruro de bencilo| 0,035 | 0,050 | 0,057 | 0,111 | 0,120 N/A 40,94 | 62,69 | 216,64 | 242,07
%Acido benzoico 0,099 | 0,099 | 0,097 | 0,091 | 0,086 N/A 0,06 1,54 7,97 12,77
%Tolueno 0,000 | 0,095 | 0,126 | 0,304 | 0,324 N/A N/A 32,22 | 219,97 | 240,24
%Impureza
. 0,023 | 0,028 | 0,028 | 0,027 | 0,028 N/A 19,19 | 17,99 16,36 18,59
desconocida 2
%lmpureza
desconocida 3
Tabla 16: Porcentaje de las principales impurezas cuantificadas en las muestras de degradacion forzada para la prueba de
luz UV-vis en cada tiempo de analisis

0,023 | 0,025 | 0,025 | 0,026 | 0,028 | N/A | 12,35 | 12,49 | 14,90 | 2545

A continuacion, se incluyen las gréficas representativas para cada impureza
cuantificada en la prueba de luz UV-vis:

Luz UV-vis Luz UV-vis
Alcohol bencilico )= 0,085 0,0653 Benzaldehido
0,400 R?=0,9859 0,070 4 y=4E-05x+0,0511
R?=0,0065
0,350
4
0,300 0,060 -
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X 2 0,050 -
0,200
0,150
0,040
0,100
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0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72
Tiempo (h) Tiempo (h)
Grafica 44: % Alcohol bencilico vs tiempo de muestreo Grafica 45: % Benzaldehido vs tiempo de muestreo

en la prueba de luz UV-vis en la prueba de luz UV-vis
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Grafica 46: % Cloruro de bencilo vs tiempo de muestreo

en la prueba de luz UV-vis

Grafica 47: % Acido benzoico vs tiempo de muestreo
en la prueba de luz UV-vis
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En la prueba de exposicion a la lampara de luz UV-vis, el incremento de alcohol
bencilico casi fue de 400 % aumentando de 0.081 % a 0.391 %, aunque el
incremento fue bastante, el valor estd dentro de la especificacion de < 0.5 %.; la
gréafica 44 muestra que su comportamiento fue lineal con una r?=0.99.

El benzaldehido tuvo un comportamiento cambiante como podemos ver en la
gréfica 45, pues en las horas 12 y 24 su tendencia era a disminuir del 0.063 %
inicial pero pasadas 48 h incremento a 0.067 % y en la hora 72 h bajo a 0.052 %,
0.011 % menos que el valor inicial.

El cloruro de bencilo también incremento con la luz UV-vis de 0.035 % a 0.12 %,
superando el valor permitido para esta impureza que debe ser < 0.05 %, la gréfica
46 nos muestra su comportamiento con una r?= 0.94.

El acido benzoico comenzo a disminuir gradualmente a partir de las 12 h de 0.099
% a 0.086 % al final de la prueba, la grafica 47 nos muestra que el comportamiento
tiene una r’=0.97.

La luz UV-vis fue la Unica condicion de estrés donde el tolueno tuvo un incremento
de 0 % en el andlisis inicial hasta 0.324 % y su comportamiento, de acuerdo con
la gréafica 48, fue lineal con una r?=0.93.

Las impurezas desconocidas 2 y 3 tuvieron un comportamiento similar al
incrementar de 0.023 % a 0.028 %, sin embargo, la impureza desconocida 2
incremento desde la hora 12 a 0.028 % segun muestra la grafica 49 mientras que
la impureza desconocida 3 fue de manera gradual, como se observa en la grafica
50.

4.6 Método analitico 4: Valoracion total de cloruros de alquildimetilbencilamonio
en cloruro de benzalconio en solucién al 50%

La tabla 17 resume los porcentajes de ensayo obtenidos con el método analitico 4 en
cada tiempo de analisis de las muestras de cloruro de benzalconio en solucién al 50
%, de acuerdo con cada condicion de estrés.

Estos valores representan el contenido de Cloruro de Benzalconio en la solucion, que
tedricamente tiene un 50 % de activo; sin embargo, como podemos observar en las
gréficas, para cada condicion de estrés el comportamiento en la degradacion del API
es diferente.



TIEMPO (h

PO
ondicio 0 4 48 0 A 48
% Ensayo | % Ensayo | % Ensayo | % Ensayo | % Ensayo | |D;l | Dyl | Dyl | Dyl | Dyl
H'gg’c:';'s 49,64 44,04 41,11 45,03 40,81 NA | 11,20 | 1718 | 929 | 17,79
Hgiér;tsa:s 49,64 45,78 40,12 43,52 50,89 N/A 778 | 1918 | 1233 | 252
Calor seco 49,64 45,67 45,84 41,16 41,48 N/A 7,99 7,66 17,08 16,44
Oxidacién 49,64 68,01 68,51 66,19 76,54 N/A 37,00 38,01 33,34 54,19
Luz fria 49,64 72,57 84,98 93,32 93,94 N/A 46,19 71,19 87,99 89,24
Luz UV-vis 49,64 36,83 36,44 49,18 41,95 N/A 25,81 26,59 0,93 15,49
Tabla 17: % ensayo de las muestras de degradacion forzada en los diferentes tiempos de analisis para cada condicion de
estrés.
Hidrdlisis acida Hidrolisis basica
50,00 4 51,00
4
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Grafica 51: % Ensayo vs tiempo de muestreo Grafica 52: % Ensayo vs tiempo de muestreo
en la prueba de hidrdlisis acida en la prueba de hidrélisis basica
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Grafica 53: % Ensayo vs tiempo de muestreo
en la prueba de calor seco

Grafica 54: % Ensayo vs tiempo de muestreo
en la prueba de oxidacion
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En el caso de la hidrdlisis acida la tendencia fue una baja en el contenido de cloruro
de benzalconio pasadas 24 h con un 41.11 % pero en la hora 48 aumento el
porcentaje a 45.03% para disminuir nuevamente en la hora 72 a 40.81 %, segun
podemos ver en la grafica 51, dejandolo por debajo de los valores permitidos en la
especificacion de 49-52.5 % de ensayo.

El comportamiento de la hidrdlisis basica fue similar como muestra la grafica 52, pues
pasadas 24 h de estudio el porcentaje habia disminuido hasta 40.12 %, sin embargo,
en la hora 48 aumento a 43.52 % hasta un 50.89 % después de 72 h, superando
incluso el valor inicial.

El calor seco también tuvo tendencia a disminuir gradualmente el porcentaje de
ensayo de un 49.64 % como valor inicial hasta 41.16 % después de 72 h, siendo el
comportamiento que mas se ajusta al modelo lineal con una r>=0.84, segun la gréafica
53; este agente estresante genero, al igual que la luz fria, cambios en la solucién de
cloruro de benzalconio volviéndola un semisdlido con el paso del tiempo pero
contrario a lo que sucedié con la luz fria, el calor seco si bajo la concentracion de API
saliendo de la especificacion que es de 49-52.5 %.

Al ser una determinacion volumétrica con una matriz analitica compleja, la cantidad
de muestra es un factor importante asi como el agente estresante utilizado pues
puede presentarse una interferencia analitica; ejemplo de esta situacion fue la prueba
de oxidacion donde, el peréxido de hidrogeno al ser un agente oxidante, también
reacciono con el yodato de potasio utilizado durante la prueba, incrementando la
respuesta con lo que el contenido total de cloruro de benzalconio se ve aumentado
como se muestra en la grafica 54 hasta un 76 %; cabe destacar que se realizo la
determinacion del control negativo para esta condicion, sin embargo, los resultados
fueron muy variables por lo que para el caso especifico de la prueba de oxidacion
esta determinacion no se considera concluyente.



Las muestras de exposicion a la luz fria presentaron importantes cambios
fisicoquimicos, anteriormente descritos, estos impactaron en la cuantificacion del
contenido total de cloruro de benzalconio que se vio aumentado respecto al tiempo,
este comportamiento se puede apreciar de mejor manera en la grafica 55, debido a
que la muestra perdi6 humedad, es decir, se concentré al convertirse en un
semisolido llegando a un 93.94 %, saliendo de la especificacion al igual que en la
prueba de hidrdlisis &cida y exposicion al calor seco.

La grafica 56 muestra el comportamiento de las muestras expuestas a la luz UV-vis
donde podemos ver que pasadas las primeras 24 h el valor era de 36.44% una
notable disminucion respecto al valor inicial, pero en la hora 48 este valor aumento
hasta 49.18 % para bajar a 41.95 % después de 72 h, dejandolo también fuera de la
especificacion de 49-52%.

4.7 Método analitico 5: Determinacion del limite de aminas y sales de amina en
cloruro de benzalconio en solucién al 50 %

La prueba de limite de aminas y sales de amina, como su nombre lo dice, es una
prueba limite en la que no se cuantifico puntualmente el contenido de estas
impurezas; sin embargo, se establecié como criterio de aceptacion que la diferencia
de volumen entre los puntos de inflexion 2 y 1, no debe ser mayor a 5 mL, para ello
se construyeron las curvas de pH vs volumen de la solucién valorante, 12 derivada vs
volumen y 22 derivada vs volumen, obteniendo asi la diferencia de volumen entre los
puntos de inflexién.

Las muestras provenientes de la hidrdélisis acida y basica, esta prueba no se llevo a
cabo, ya que los valores iniciales de pH fueron de 1.0 y 13.5 respectivamente por lo
que, al ser el agente titulante (hidroxido de tetrabutilamonio 0.1 M) una base, la
titulacion no se llevaria a cabo en un medio fuertemente alcalino y la molaridad usada
no permitiria neutralizar completamente, en el volumen indicado en la metodologia,
el medio fuertemente &cido de la hidrdlisis acida.

La condicién de oxidacion tuvo un comportamiento muy parecido al de la curva de
titulacion obtenida en el andlisis inicial, como se ve en la grafica 59, siendo la
diferencia de volumen entre los puntos de inflexibn menor 5 mL tal como se establece
en la especificacion de la prueba por lo que el contenido de aminas y sales de amina
es < 0.1 mmol/g.

En la exposicion al calor seco a partir de la hora 48 la diferencia de volumen entre los
puntos de inflexion fue ligeramente mayor a la especificacion (5.35 mL) mientras que
pasadas 72 h la curva de titulacion solo presento un punto de inflexion tal como se
muestra en la gréafica 62, superando asi el contenido de aminas y sales de amina de
0.1 mmol/g.



La prueba de exposicion a la luz fria no tuvo grandes cambios respecto al
comportamiento del analisis inicial; segun la grafica 65 se puede observar que los
puntos de inflexion en los diferentes tiempos de analisis coincidieron en su mayoria
a excepcion de la hora 24 que se desplazé hacia el lado izquierdo de la grafica, por
lo que el contenido también es < 0.1 mmol/g.

La lampara de luz UV-vis también genero aumento en el contenido de aminas y sales
de amina pues pasadas 24 h la diferencia de volumen entre ambos puntos de
inflexion estaba apenas por debajo del limite (4.5 mL) y a partir de las horas 48 h, la
titulacion presento solo un punto de inflexion segun vemos en la grafica 68, con lo
gue se supera el 0.1 mmol/g.



4.7.1 Oxidacioén

Como se menciond anteriormente, para la prueba de aminas y sales de amina, fue necesario concentrar en esta
tabla los volimenes gastados de solucion titulante y valores de pH en cada tiempo de analisis, para obtener la
12y 22 derivada.

PROMEDIO
q_a____n_ z
Volumen Volumen Volumen Volumen Volumen
0 17 0.1 0.2 0 19 02 00 0 20 01 0.1 0 18 04 00 0 18 04 00
05 18 00 04 05 20 02 04 05 20 00 02 05 18 04 04 05 18 04 00
1 18 02 0.2 1 20 02 04 1 21 02 00 1 19 02 0.1 1 19 04 04
15 19 01 01 15 21 02 02 15 21 02 02 15 20 04 04 15 19 03 02
2 19 02 02 2 22 03 04 2 22 03 04 2 20 03 0.2 2 21 02 0.1
25 20 03 03 25 23 03 04 25 23 03 08 25 22 02 03 25 22 02 02
3 21 04 04 3 25 04 03 3 25 07 22 3 23 04 04 3 23 03 09
35 23 06 13 35 27 05 47 35 28 18 47 35 24 04 18 35 24 07 14
4 26 13 65 4 29 29 25 4 37 42 43 4 26 13 62 4 27 14 70
45 33 45 4.1 45 43 41 48 45 58 20 12 45 33 44 40 45 34 49 56
5 55 25 24 5 64 18 14 5 68 14 00 5 55 24 18 5 59 24 18
55 67 13 04 55 73 14 14 55 75 14 54 55 6.7 15 05 55 6.9 12 12
6 74 15 41 6 78 17 43 6 82 44 48 6 74 13 07 6 75 18 42
65 8.4 35 29 65 87 38 49 6.5 103 17 -2 65 8.1 16 41 6.5 84 39 45
7 98 21 20 7 106 14 419 7 1.1 06 0.1 7 89 37 55 7 104 17 24
75 109 11 14 75 112 04 02 75 14 06 07 75 107 09 08 75 12 05 02
8 114 04 03 8 14 05 04 8 "7 03 00 8 11 05 02 8 14 03 02
85 116 02 0.1 85 17 03 0.3 85 19 03 0.3 85 114 04 04 85 16 03 02
9 "7 02 00 9 18 02 00 9 120 01 00 9 116 02 00 9 17 02 00
10 118 02 0.1 10 120 02 04 10 121 02 0.1 10 118 02 00 10 19 02 0.1
11 120 01 N/A 1" 121 03 N/A 11 123 01 N/A 11 120 02 NA 1 121 0.1 N/A
12 122 NIA N/A 12 124 N/A NIA 12 123 N/A N/A 12 121 NA NA 12 122 NIA NIA

Tabla 18: Volumen de hidroxido de tetrabutilamonio gastado, valor de pH, 12 y 22 derivada, para cada tiempo de andlisis en la prueba de oxidacion.

Posteriormente se construyeron las gréaficas, mostradas a continuacion, con el fin de obtener la diferencia de
volumen entre los puntos de inflexion 2 y 1, y asi establecer si las muestras excedian el limite de contenido de
aminas y sales de amina, o seguian dentro del valor normal.
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Grafica 57: pH vs volumen del titulante (mL) en cada Grafica 58: 12 derivada vs volumen del titulante (mL) en
tiempo de muestreo, prueba de oxidacién. cada tiempo de muestreo, prueba de oxidacion.
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Grafica 59: 22 derivada vs volumen del titulante (mL) en cada
tiempo de muestreo, prueba de oxidacion.
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4.7.2 Calor seco

Al igual que en la oxidacion fue necesario concentrar en esta tabla, para la prueba de calor seco, los volumenes
gastados de solucién titulante y valores de pH en cada tiempo de andlisis, para obtener la 12 y 22 derivada.

PROMEDIO

oW ] 0w [ o [ & 0 om0
Volumen Volumen Volumen Volumen Volumen
0 1.7 01 02 0 09 00 02 0 10 01 01 0 08 01 01 0 47 20 -30

05 18 00 04 05 09 01 01 05 10 0.1 0.1 05 09 02 02 05 57 05 0.1
1 18 02 -0.2 1 09 02 01 1 11 02 0.1 1 09 03 -0.2 1 6.0 06 -04
15 19 0.1 0.1 15 10 02 00 15 14 02 01 15 1.1 02 03 15 6.3 04 01
2 19 02 02 2 1.1 02 -0.1 2 12 02 03 2 1.1 03 02 2 64 03 02
25 20 03 03 25 12 02 06 25 13 03 11 25 13 04 03 25 6.6 04 -0.2
3 21 04 04 3 13 05 02 3 15 09 36 3 15 06 8.7 3 6.8 03 00
35 23 06 13 35 15 06 16 35 19 2.7 6.1 35 18 49 44 35 6.9 03 -0.2
4 26 13 6.5 4 18 14 95 4 32 57 0.7 4 42 2.7 -2.6 4 71 02 04
45 33 45 -4 45 24 6.1 -8.0 45 6.1 09 02 45 56 14 18 45 72 04 01
5 55 25 -24 5 55 21 -18 5 6.5 1.0 1.2 5 6.3 05 04 5 74 04 02
55 6.7 13 04 55 6.5 12 -0.2 55 70 04 03 55 6.5 0.7 -05 55 76 05 0.1
6 74 15 4.1 6 71 11 -0.2 6 74 05 05 6 69 04 -0.2 6 78 05 06
6.5 8.1 35 -2.9 6.5 77 10 35 6.5 74 08 02 6.5 71 04 02 6.5 8.0 08 34
7 98 2.1 -2 7 8.2 28 35 7 78 09 28 7 73 04 -0.1 7 84 25 02
75 109 11 14 75 96 45 -12 75 8.2 23 43 75 75 04 04 75 9.7 26 4.2
8 114 04 -0.3 8 18 09 -15 8 9.3 44 -1.7 8 77 06 04 8 110 05 -0.2
85 116 02 01 85 123 01 02 85 115 06 -0.2 85 8.0 08 40 85 112 04 -0.6
9 "7 02 00 9 123 03 -0.1 9 118 04 -03 9 84 28 -25 9 114 0.1 02
10 118 02 -1 10 126 01 00 10 122 02 -1 10 1.2 03 -0.1 10 115 03 0.1
11 120 0.1 NIA 11 127 01 NIA 11 124 0.1 NIA 11 115 02 NIA 11 118 02 N/A
12 122 NIA NIA 12 128 NIA NIA 12 124 NIA NIA 12 "7 NIA NIA 12 120 NIA NIA

Tabla 19: Volumen de hidroxido de tetrabutilamonio gastado, valor de pH, 12 y 22 derivada, para cada tiempo de analisis en la prueba de calor seco.

Posteriormente se construyeron las graficas, mostradas a continuacién, con el fin de obtener la diferencia de
volumen entre los puntos de inflexién 2 y 1, y asi establecer si las muestras excedian el limite de contenido de
aminas y sales de amina, o seguian dentro del valor normal.
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Calor Seco 1ra derivada Calor Seco Volumen vs pH
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Grafica 60: pH vs volumen del titulante (mL) en cada tiempo Gréfica 61: 12 derivada vs volumen del titulante (mL) en cada
de muestreo, prueba de calor seco. tiempo de muestreo, prueba de calor seco.

Calor Seco 2da derivada
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Grafica 62: 22 derivada vs volumen del titulante (mL) en cada
tiempo de muestreo, prueba de calor seco.
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4.7.3 Luz fria

Para la prueba de aminas y sales de amina, fue necesario concentrar en esta tabla los volimenes gastados de
solucidn titulante y valores de pH en cada tiempo de analisis, para obtener la 12 y 22 derivada.

| wew [ o | o4 | & | 1h
tBuAOH tBuAOH - tBuAOH tBuAOH tBuAOH
Volumen Volumen Volumen Volumen Volumen
0 17 0.1 02 0 02 0.1 0 21 03 00 0 15 01 00 0

14 14 03 03
05 18 00 04 05 15 0.1 0.1 05 22 03 08 05 15 01 00 05 15 0.1 01
1 18 02 02 1 15 02 04 1 24 07 16 1 16 01 0.1 1 15 02 00
15 19 01 01 15 16 01 02 15 21 15 6.2 15 16 02 00 15 16 0.1 0.1
2 19 02 02 2 17 02 0.1 2 35 46 -20 2 17 02 02 2 17 0.1 04
25 20 03 03 25 18 03 03 25 58 36 4.7 25 18 03 00 25 17 03 0.1
3 21 04 04 3 19 04 03 3 76 02 20 3 19 03 0.1 3 19 03 07
35 23 06 13 35 21 03 10 35 11 13 19 35 20 03 13 35 20 06 11
4 26 13 65 4 22 08 52 4 83 22 66 4 22 09 6.1 4 23 12 98
45 33 45 41 45 26 34 25 45 94 55 -104 45 26 40 A7 45 29 6.1 -86
5 55 25 -24 5 43 46 68 5 122 03 04 5 46 32 -28 5 59 18 12
55 6.7 13 04 55 66 12 02 55 123 0.1 00 55 6.2 19 45 55 68 12 06
6 74 15 41 6 12 13 10 6 124 01 02 6 74 11 09 6 74 15 52
65 8.1 35 -29 6.5 18 18 75 65 124 02 02 65 17 16 13 65 8.1 44 2.7
7 98 21 -20 7 8.7 56 -85 7 125 0.1 00 7 85 22 36 7 101 21 -3.7
75 109 11 14 75 15 13 08 75 126 0.1 00 75 956 40 638 15 15 09 08
8 14 04 0.3 8 12.1 09 1.2 8 126 0.1 00 8 116 06 00 8 19 05 04
85 116 02 {01 85 126 03 04 85 127 0.1 0.1 85 19 06 09 85 121 02 -2
9 "7 02 00 9 121 0.1 01 9 127 00 00 9 122 02 02 9 122 02 04
10 18 02 0.1 10 129 0.1 00 10 127 00 0.1 10 123 03 0.1 10 124 0.1 0.1
1 120 0.1 NIA i 129 0.1 N/A 11 128 0.1 NiA 1 126 02 N/A 11 125 0.1 NiA
12 122 NiA NIA 12 130 N/A N/A 12 129 NiA NiA 12 129 NIA N/A 12 126 N/A NiA

Tabla 20: Volumen de hidroxido de tetrabutilamonio gastado, valor de pH, 12 y 22 derivada, para cada tiempo de analisis en la prueba de luz fria.

Posteriormente se construyeron las graficas, mostradas a continuacion, con el fin de obtener la diferencia de
volumen entre los puntos de inflexion 2 y 1, y asi establecer si las muestras excedian el limite de contenido de
aminas y sales de amina, o seguian dentro del valor normal.
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Luz Fria Volumen vs pH Luz Fria 1ra derivada

14.0 7
13.0
12.0
11.0
10.0
9.0
8.0
7.0
6.0
5.0
40
3.0
20
1.0

0.0 0051152253354455556657758 859951010511
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 -1

—i— Inicial —@—12h —e—24h 48h =—=72h —#—Inicial —@=—12h —&—24h 48h  =—=72h

Grafica 63: pH vs volumen del titulante (mL) en cada tiempo Grafica 64: 12 derivada vs volumen del titulante (mL) en
de muestreo, prueba de luz fria. cada tiempo de muestreo, prueba de luz fria.
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Grafica 65: 22 derivada vs volumen del titulante (mL) en
cada tiempo de muestreo, prueba de luz fria.
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4.7.4 Luz UV-vis

Para la prueba de aminas y sales de amina, fue necesario concentrar en esta tabla los volimenes gastados de
solucidn titulante y valores de pH en cada tiempo de analisis, para obtener la 12 y 22 derivada.

PROMEDIO

W [ wm [ w W [  m ]
tBuAOH tBuAOH I tBuAOH tBuAOH I tBuAOH
Volumen Volumen Volumen Volumen Volumen
0 17 01 0.2 0 19 02 00 0 04 04 0 19 00 02 0 : 02 0.1

11 17
05 18 00 04 05 20 0.1 {2 05 13 02 {2 05 19 02 {01 05 18 0.1 00
1 18 02 02 1 21 0.1 0.1 1 14 00 03 1 20 0.1 02 1 19 0.1 00
15 19 0.1 0.1 15 21 0.1 0.1 15 14 02 0.1 15 20 02 {1 15 19 0.1 02
2 19 02 02 2 21 02 00 2 15 02 03 2 21 02 02 2 20 02 00
25 20 03 03 25 22 0.1 06 25 16 03 03 25 22 03 01 25 21 02 05
3 21 04 04 3 23 05 13 3 17 02 02 3 23 02 06 3 22 05 03
35 23 06 13 35 25 1.1 55 35 18 03 0.1 35 24 05 17 35 24 06 28
4 26 13 6.5 4 31 39 19 4 19 03 11 4 27 14 30 4 27 19 08
45 33 45 4.1 45 50 29 -38 45 21 09 38 45 34 29 -34 45 36 23 -28
5 55 25 -24 5 64 10 00 5 25 28 10 5 48 12 {3 5 48 10 6
55 6.7 13 04 55 6.9 10 00 55 39 33 -34 55 54 10 .7 55 53 0.7 4
6 74 15 41 6 74 10 04 6 55 16 6 b 59 0.7 02 6 56 05 2
6.5 8.1 35 -29 6.5 79 12 14 65 6.3 13 4 6.5 6.2 0.7 {3 6.5 59 04 00
7 98 21 -20 7 85 19 47 7 69 11 0.9 7 6.6 06 {3 7 6.1 04 2
75 109 11 14 75 95 43 64 75 74 06 06 15 6.9 04 {1 75 6.3 03 0.1
8 114 04 0.3 8 186 11 14 8 77 09 06 8 71 04 02 8 64 03 00
85 116 02 01 85 121 04 02 85 82 12 1.2 85 13 05 {3 85 66 04 4
9 17 02 00 9 123 03 {1 9 88 06 17 9 15 04 00 9 68 02 {1
10 118 02 01 10 126 0.1 01 10 94 23 18 10 19 03 0.1 10 6.9 0.1 00
11 120 0.1 N/A 1 121 0.1 NA 11 116 05 N/A 1 82 04 N/A 11 70 0.0 NA
12 122 NiA N/A 12 128 NA NA 12 121 N/A N/A 12 856 NA N/A 12 11 N/A N/A

Tabla 21: Volumen de hidroxido de tetrabutilamonio gastado, valor de pH, 12 y 22 derivada, para cada tiempo de analisis en la prueba de luz UV.
Posteriormente se construyeron las gréaficas, mostradas a continuacion, con el fin de obtener la diferencia de

volumen entre los puntos de inflexion 2 y 1, y asi establecer si las muestras excedian el limite de contenido de
aminas y sales de amina, o seguian dentro del valor normal.
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Luz UV Volumen vs pH Luz UV 1ra derivada
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Gréafica 66: pH vs volumen del titulante (mL) en cada tiempo Grafica 67: 12 derivada vs volumen del titulante (mL) en cada
de muestreo, prueba de luz UV. tiempo de muestreo, prueba de luz UV.
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Grafica 68: 22 derivada vs volumen del titulante (mL) en cada
tiempo de muestreo, prueba de luz UV.
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Después de realizar el estudio de degradacion forzada del cloruro de benzalconio en
solucién al 50 %, se proponen las siguientes rutas de degradacion de acuerdo con
los resultados obtenidos en cada una de las pruebas:

Cl-

R/\ Hidrdlisis /\
/ \ N _—CHj3;

A01da/Bas1ca

H,C Hs /

H3C

Cl-

N - R/\N.--—'CHS
W cHs Luz UV - o+ ' /
—_—
3 HaC
R/\N+ /\
/ \CH Calor Seco N/CH3
HsC 8

Es importante destacar que el factor comin entre las rutas es la ruptura de la
molécula en el nitrégeno cuaternario, siendo este el punto mas propenso a sufrir
ataques nucleofilicos por parte de otros grupos funcionales o radicales libres
formados en las diferentes condiciones de estrés probadas para este estudio,
convirtiéndose la parte aromética en el principal precursor de las impurezas
identificadas.

4.8 Verificacion del método analitico 3 para la determinacion del contenido de
impurezas por HPLC en cloruro de benzalconio en solucion al 50 %

El ejercicio de verificacion resulto satisfactorio ya que los resultados cumplen con los
criterios establecidos de manera interna por Organo Sintesis S.A. de C.V.

En el caso de la linealidad el coeficiente de correlacion (r?) resulto ser mayor a 0.99
para cada impureza y el promedio del porcentaje de recobro para ambas impurezas
oscilo entre 99.06 — 102.99 % con una desviacion estandar relativa menor al 2 %.

De acuerdo con los resultados, el método es robusto ante pequefios pero deliberados
cambios en el pH de la solucion A, asi como en la temperatura del horno de la
columna.

La prueba de especificidad demostré que el método analitico 3 es capaz de
identificar, sin traslape de picos en la matriz analitica, el alcohol bencilico,



benzaldehido y cloruro de bencilo, ya que sus tiempos de retencion son 12.64, 15.80
y 30.88 respectivamente.

Los limites de cuantificacion y deteccidn por su parte nos demuestran que el método
es capaz de detectar a las impurezas en una pequefa concentracién, ademas de
cuantificar en el orden de ppm. De acuerdo con las pruebas de verificacion realizadas
para este método analitico, los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Prueba ,Resultado -
Alcohol bencilico Benzaldehido
Linealidad r’=0.9993 r’= 0.9997
Exactitud 100.72 — 102.99 % 99.06 — 100.69 %
Robustez |Dabs| <2 % |Dabs| <2 %
Precision |Dabs| < 2 % |Dabs| < 2 %
Especificidad Cumple Cumple
Repetibilidad RSD <5 % RSD <5 %
Limite de deteccion 0.0021 mg/mL 0.0001 mg/mL
Limite de cuantificacién 0.0065 mg/mL 0.0004 mg/mL

4.9 Seleccion del material de empaque

Con base en los resultados obtenidos, para cada una de las condiciones de
degradacion evaluada, como envase primario del cloruro de benzalconio en solucion
al 50 % fueron elegidos los siguientes envases los siguientes:

e Contenedor de e Tambor de * Porron de
polietileno de alta polietileno de alta pol|et_|leno de alta
densidad,  alto densidad,  alto densidad,  alto
peso  molecular peso  molecular peso  molecular
con  capacidad con  capacidad con  capacidad

nominal de 1000 L
y certificacion UN.

nominal de 220 Ly
certificacion UN.

nominal de 30 L y
certificacion UN
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4.10 Disefio del estudio de estabilidad

En el mes de diciembre comenzaron simultaneamente dos estudios de
estabilidad uno acelerado y otro a largo plazo, disefiados segun los resultados
obtenidos en las pruebas de degradacion forzada.

Humedad [LCTRS
Condicion | Temperatura . de Ubicacion
Relativa ,
estudio
Largo Plazo 25 + 2 0C 60 + 5 % 36 Camara climatica Binder
meses
Acelerada 40+ 2°C 75+5% | 6 meses | Camara climatica Binder

e Lotes por evaluar

Los lotes que se seleccionaron para el estudio de estabilidad acelerado y a largo
plazo fueron aquellos que manufacturaron durante el ejercicio de validacion del
proceso de fabricacion del cloruro de benzalconio en solucion al 50 %, envasados
en contenedores con caracteristicas similares a los usados para envasar el

producto terminado.

Tamarfio de Fecha de Fecha
Lote lote . tentativa de
produccién )
(kg) expiracion
BKC-1117-0002V 6125.8 23/NOV/17 | 23/NOV/19
BKC-1117-0003V 6121.2 25/NOV/17 25/NOV/19
BKC-1117-0004V 6149.0 28/NOV/17 | 28/NOV/19

e Programa de analisis

Se realiz6 un analisis inicial para cada lote (04/Dic/18), posteriormente las
muestras fueron colocadas en las camaras de estabilidad en las condiciones de
aceleracion y largo plazo, comenzando asi el estudio formal de estabilidad.

Los tiempos de analisis seran de acuerdo con el siguiente cronograma, segun

corresponda a la estabilidad acelerada o de largo plazo.

- Estabilidad acelerada



2017 2018
LOTE DIC |ENE|FEB|MAR |ABR|MAY |JUN
BKC-1117-0002V
BKC-1117-0003V
BKC-1117-0004V
|:|Inicial |:|t—4: 6 meses
|:|t-l: 1 mes
I -2: 2 meses
-t-3:3meses
- Estabilidad a largo plazo
LOTE 2017 2018 2019 2020
DIC |ENE |FEB [MAR[ABR [MAY|JUN| JUL |AGOSEP [OCT |NOVDIC |JUN|DIC DIC
BKC-1117-0002V
BKC-1117-0003V
BKC-1117-0004V
|:| Inicial |:|t—3: 3 meses -t—G: 12 meses -t—9: 36 meses
-t-l: 1 mes -t-4: 6 meses -t-7: 18 meses
I:lt—Z: 2 meses |:|t—5: 9 meses -t—8: 24 meses

e Parametros por evaluar en cada tiempo de analisis

Se incluird la determinacion de color APHA debido a que, como se mencioné
anteriormente, la solucién de cloruro de benzalconio al 50 % puede sufrir
importantes cambios de apariencia entre ellos el color.

PARAMETRO

METODO

Aspecto

Método analitico 1

Distribucién de la relacion
de componentes alquilicos

Método analitico 2

Impurezas Método analitico 3

% Ensayo Método analitico 4

Aminas + Sales de aminas Método analitico 5
Color APHA Método analitico 6
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Capitulo 5

CONCLUSIONES

Actualmente el estudio de estabilidad acelerada, asi como el de largo plazo se encuentran
en marcha y analizandose segun el programa de analisis, logrando cumplir el objetivo
general de este trabajo, al disefiar un estudio de estabilidad para el cloruro de benzalconio
en solucion al 50 % y asi determinar el periodo de reanalisis.

De acuerdo con las pruebas de degradacion forzada realizadas a la solucién de cloruro
de benzalconio al 50 % se encontré que es:

Estable ante condiciones de oxidacion.
Medianamente sensible a condiciones de hidrolisis acida y basica

Fotosensible, ya que la lampara de luz fria provoca cambios fisicoquimicos en
la solucion al igual que en la exposicion a la luz UV-vis ademas que esta ultima
genera tolueno y un incremento de las impurezas.

Termosensible ya que el calor seco induce cambios en el aspecto, disminucion
en la concentracion del API, asi como un incremento en las principales
impurezas.

Se identificaron al acido benzoico, alcohol bencilico, benzaldehido, cloruro de bencilo y
tolueno como los principales productos de degradacién del cloruro de benzalconio en
solucion al 50 %.

Se establecen como métodos indicativos de estabilidad los siguientes:

Método analitico 1: Determinacion del aspecto del cloruro de benzalconio en
solucién al 50 %.

Método analitico 2: Determinacién de la relacion de componentes alquilicos
por HPLC del cloruro de benzalconio en solucion al 50 %.

Método analitico 3: Determinacién del contenido de impurezas por HPLC del
cloruro de benzalconio en solucién al 50 %.

Método Analitico 4: Valoracion total de cloruros de alquildimetilbencilamonio
en cloruro de benzalconio en solucion al 50 %.

Método analitico 5: Determinacion del limite de aminas y sales de amina en
cloruro de benzalconio en solucion al 50 %.

Método analitico 6: Determinacion de color APHA del cloruro de benzalconio
en solucion al 50 %.



El método analitico 3 para la determinacion del contenido de impurezas demostro ser
lineal, preciso, exacto, repetible, robusto y especifico para las principales impurezas por
lo que se considera VERIFICADO.

La hipotesis planteada fue cumplida ya que el método analitico 3 serd usado como
método indicativo de estabilidad para cuantificar las principales impurezas del cloruro
de benzalconio en solucion al 50 % durante el estudio de estabilidad.
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