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1.1 I N T R o D u e e I o N 

Dentro de las necesidades del Laboratorio de Análisis -

de Medicamentos del IMSS, está la investigación de una meto

dología rápida y sensible para la cuantificación de Dinitra

to de Iaoeorbide ( .DNI ) en tabletas, que se emplea en pa -

cientes con angina de pecho e insuficiencia coronaria. 

Se ha reportado23que la frecuencia de ataques anginales 

y la necesidad de nitroglicerina., son reducidos con dosis o

rales diarias de DNI; aunque ésto último no ha sido plenemea 

te establecido. 

La cromatografía en fase gaseosa ( C.G. ) proporciona -

alta sensibilidad, rapidéz y buenos resultados cuantitativos 

en el análisis de medicamentos, es por ello que canalizamos 

la investigación hacia éste método. 

La necesidad de desarrollar una tecnologÍa propia y ad! 

cuada para el análisis de éste fármaco, está en f'unci6n de -

que la mayor parte de la información para la cuantificación 

de DNI está enfocada a fluídos biológicos; la información re 

lacionada a medicamentos no se ha reportado por tratarse de 

informes privados y/o patentados, excepto la publicada por -

Prue y colaboradoree19 • 

Por otra parte, la UEP XX ( 1980 )26reporta una metodo

log:!a polarográfica, y éste Laboratorio carece del equipo n! 

cesario, a saber: polar6grafo, celdas, electrodos, ato., 

pero sí dispone de suficiente equipo cromatográ!ico de gases. 
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Otra edición del mencionado oompendio25dicta un método 

oolorimdtrioo, pero en la práctica se ha comprobado que es -

experimentalmente laborioso, rieegoso y puede ser interferi

do por sustancias con grupos nitro; lo que indica poca espe

cificidad19. 

Considerando lo anterior, y que éste fármaco pertenece 

al cuadro básico de medicamentos del Sector Salud, podemos -

Justificar la bdsqueda de la metodología mencionada como -

tal, o como una alternativa en caso de equipo espectrofoto -

m~trioo saturado o descompuesto, carencia de reactivos para 

su ejecución por el método colorimétrico. 

Bl método polarográfico requiere de equipo especial con 

el que no cuenta el Laboratorio, además de ser interferido -

por radicales nitro orgánicos e inorgánicos. 

Por otro lado, existen referencias bibliográficas que -

mencionan los parámetros 6 condiciones más importantes para 

desarrollar m~todos de análisis, por C.G., las cuales los re 

portan desde 1971 con el trabajo de Davidson y Dicarlo6donde 

se proponen dos tipos de fases estacionarias, la SE-30 ( go

ma de dimetilpolisiloxano 6 di.metil ailioona ) y Dexsil 

300 GC ( carboranesiloxano15 •18). Se obtuvieron buenos resu! 

tados en separaciones de compuestos como el tetranitrato de

eritriiol, Dinitrato de Isosorbide 1 di, tri y tetranitrato 

de pentaeritritol, seleccionando dos temperaturas de trabajo 

para cada columna, o bien empleando temperatura programada. 

El procedimiento permiti6 sensibilidades de nanogramos y no 

hubo interfereneiae; se emplearon detectores de ionizaci6n -

de flama y captura de electrones. 
20 Posteriormente en 1972, Roseel 1 colaboradores deter -
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minaron nitratos de isosorbide, glicerol e isomanide por 

C.G. empleando fase XE-60 ( goma de nitriloeilicona GE15 ) -

al 3% y fase QF-1 (trifluoropropilmetilpolisiloxano18 ) al -

3.5% trabajando isotérmioamente y empleando detector de cap

tura de electrones e ionización de flama. Se obtuvieron mej~ 

res resultados con la fase QF-1; en ambos casos se utilizó -

oolwnna de vidrio de 6 pies de largo por 2 mm de d1'1netro i-!:, 

terno, aunque los tiempos de retención fueron de aproximada

mente 30 minutos. Para el detector de ionización de flama se 

empleó un flujo de H2 de 18 ml/min y de aire, de 370 ml/min, 

en todos los caaQs se empleó acetato de etilo como disolven-

te. 

Al aí'lo siguiente, estos miamos investigadores21 , deter

minaron DNI y nitroglicerina en plasma humano. Aquí nuevame~ 

te emplearon fase líquida QF-1 al 3.5~ sobre Chromosorb Q -

de 60-80 mallas en una columna de vidrio de 6 pies de largo 

por 2 mm de diámetro interno y emplearon un detector de cap

tura de electrones. La cuantificación se llevó a cabo usando 

estándar interno, obteniendo finalmente una sensibilidad al

rededor de 0.5 ng/ml isoté:nnicamente, para ambas sustancias. 

En 1977, Chin A· y colaboradores4determinaron cuantita

tivamente DNI y dos nitratos en plasma, para lo cual utili -

zaron fase SE-30 al JO% sobre chromosorb GQ2 de 60-80 mallas 

en una columna de vidrio silanizada de l.8)m por 2 mm de diá 

metro interno, se utiliz6 detector de captura de electrones, 

se empleó el método de estandarizaci6n externa 6 curva de ca 

libración. Se trabajó isotérmicamente; recomiendan empacar -

muy bien la oolwnna para asegurar muy buenos resultados, de

tectando hasta nanograr.os. 

De loe mdtodos deecri toe an ieriormente, ninguno tenía -
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la sensibilidad deseada para las tres sustancias relaciona

das, DNI, 2-mononitrato de isoaorbide ( 2-MNI ) y 5-mono!li

trato de isosorbide ( 5-INI ), aparentemente debido a la i~ 

tera.coi6n de &atas sustancias con el soporte s6lido pareia! 

mente expuesto. Ia sensibilidad deseada se obtuvo cuando los 

sitios activos en el soporte se redujeron por medio del uso 

de un empaque del 3<>:' de fase SB-30, un porcianto no usual -

de raae líquida. 

Ese mismo a!lo, Malbica J. y oolabora.dores13 determina

ron nanogramoe y picogramos de DNI en plasma; describen un -

mdtodo rápido, explicito, sensitivo y reproducible para de -

terminaciones de rutina. Emplearon fase Ql-1 al 3~ en chrom~ 

sorb Q en una columna de Tidrio de 120 cm de largo por 4 mm 

de diámetro interno y utilizandm un detector de captura de -

'leotronee a 175ºc, obteniendo sensibilidad de nanogramos 

programando la temperatura. Para conseguir alta sensibilidad 

se inyectaron varias cantidades de solución estándar de DNI 

hasta que la altura del pico es constante y la más grande. 

El DNI se extrae del plasma con benceno, resuspendiendo en -

acetato de etilo para la inyección. 

También en 1977, Pnie B. y colaboradores19 describieron 

un método para determinar DNI en tabletas, empleando fase 
18 OV-210 ( idéntica a la fase QF-1 ) al 3% sobre ohromoeorb, 

en proceso isotérmito; como eet6n,dar interno utilizaron gli

ceril tributirato. Las condiciones oromatográficas son las -

siguientes: 
o Temperatura de la columna • 140 c. 
o Temperatura del iJlY'ector = 140 c. 

Temperatura del detector = 175ºc. 



(detector de ionizao16n de flema ) 

Flujo de gas portador N2 ; 20 ml/min 
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Columna de vidrio de 0.9 m de largo por 4 mm de d1áme -

tro interno. 

Encontraron que no hay interferencia de los dos produc

tos de degradación ( 2-Mr!I y 5-MNI ) y que el procedimiento 

es específico en comparación con el método polarográfico des 

crito por la USP xx26 , que carece de especificidad. 

Este reporte describe El método color1métrico para -

la determinación de DNI en tabletas está descrito en la USP. 

xrx25 , pero recientemente ha sido reemplazado por un método 

polarográfico; éste es sensitivo 1 relativamente rápido pero 

como el método colorimétrico al cual reemplaza, carece deª! 

pecificidad, la presencia de dos posibles productos de deg~ 

dación mencionados anteriormente interfieren en la cuantifi

caci6n de' DNI. 

Se emplea un sistema de extracción de dos fases: éter -

etílico/agua en Wl recipiente hermético y adecuado, agitánd~ 

se mediante un agitador mecánico durante una hora¡ después -

de ligero reposo se inyectan dos microlitroa de la fase or -

gánica en el cromat6grafo 1a acondicionado se hace lo mis

mo con el astl!ndar de referencia). 

Adicionalmente en 1979, Rossel J colaboradores22 deter

minaron DNI y sus dos mononitratoa por C.G. Este m~todo de -

termina simultdneamente DN.I, 2-INI y 5-MNI, en una columna. -

capilar empacada con fase OV-17 ( 50% fanil-50% metilpolisi-
18 loxano ) de 25 m de largo. Se obtiene sensibilidad de frac-

ciones de nanogramos en plasma humano con un detector de ca! 

tura de electrones. 
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Una recopilación de referencias similares a lo anterior 

fué publicada en 1978 por Kiyush111 
y al igual que Florey en 

19758 proporcionan buena información adicional. 

Ae!, con las investigaciones reportadas como base, se -

puede iniciar el desarrollo de la metodologÍa por C.G. apo -

1ándose también en bases teóricas 7 prácticas sobre el tema, 

1 requerimientos mínimos aceptados para la validación. 
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1.2 O B J ! T I V O S 

a) Desarrollar una metodología eepec!fica para el análi 

sis cuantitativo del fármaco Dinitrato de Ieoeorbide 

en tabletas, por Cromatografía de Gases. 

b) Validar la metodología desarrollada mediante la eva

luación de la especificidad, linearidad, precisión, 

exactitud del método 7 la comparación oon el método 

colorimétrico oficial reportado en la USP. 



II.- G E N E R A L I D A D E S 



2.1 1 O N O G R A F I A D E L F A R M A C O 

2.1.1 Nombre: Dinitrato de Isosorbide; 1,4:3,6-Dianhí

dro-d-gluoitol dinitrato; 11 4:),6 Dianhídrosorbitol 2,5-din! 

trato; Dinitrosorbide. En el Chemical Abetract: Glucitol : 

1 14:3,6-dianhídro, ("dinitrato,D"). 87-33-2. 

2.1.2 Nombres comúnes: Isordil, Isorbid, Vascardin, -

Carvanil. 

2.1.3 F6rmula y peso molecular 

C6H8N202 
HON02 O 

CQN~ 
Fii! • 236.14 g/mol. 

2.1.4 Apariencia, color y olor: Polvo cristalino blan-

8 

co sin olor. Diluído es una mezcla seca de Dinitrato de Is2 

sorbide con lactosa, manitol, u otro excipiente inerte que -

permite manejo seguro, debido a que es explosivo por percusi 

6n o calentamiento. La mezcla usualmente contiene aproximad~ 

mente 25% de DNI. 

2.1.5 Intervalo de fusión: De 70-71°C, otros reportan -
o 50.5-52.0 e, probablemente debido a polimorfismo; el rango -

de temperatura de fusi6n no cambia significativamente con V! 
o riaciones en el índice de calentamiento de l a 5 C/min. 

2.1.6 Solubilidad : Las siguientes solubilidades han e! 

do determinadas para el DNI a temperatura ambiente: 
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1 Index Merck17 26 l 
SOLVENTE 

Agua 

Acetona 

Alcohol 

E ter 

Cloroformo 

Hexano 

0.5 mg/ml poco soluble 

1.0 g/ml libremente soluble 

24.0 mg/ml libremente soluble 

43.0 mg/ml libremente soluble 

330.0 mg/ml -
1.0 mg/ml -

T A 3 L A ~ I 
Solubilidad del DNI 

u.s.P. 
muy poco soluble 

muy soluble 

poco soluble 

-
libremente sol. 

-

2.1.7 Espectro UV: 31 DNI no da pico máximo en la re 

gión de longitud de onda de 400 nm a 220 nm, pero absorbe 

luz U.V. La absorci6n empieza aproximadamente a 290 nm y co~ 

tinuamente se incrementa como disminuye la longitud de onda. 

i 

1 

i 

En alcohol USP a una concentraci6n aproximada de 0.1 

mg/ml se obtiene una absorbancia de O .1 a 250 nm, ;¡ una absor 

bancia de 1.5 a 220 nm. 

2.1.8 Síntesis: Se ha sintetizado a partir de L-sorbo

sa y D-glucitol ( Sorbitol ). Se hidrogena la L-sorbosa se -

guida por la deshidrataciSn para obtener isosorbide. Enton -

ces se prepara el dster nitrato de isosorbide por nitración 

en mezcla ácida de ácido acético-ácido nítrico-anhídrido ac! 

tico. Con un rendimiento del 85-90~. En otra síntesis de Is2 

aorbide, se preparó por deshidrataci6n del glueitol, poste -

riormente se obtiene el dinitrato por tratamiento del isosor 

bide con diferentes agentes nitrantes 'cido HN0
3 

al 98%, con 

un rendimiento del 33%; una mezcla de HN0
3 

y H2so
4 

de 30 y -

60~ respectivamente da un rendimiento del 65~, ver fig. r'2 1 
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CH?OH 
1 - TH2J H?Ct'! 

-1 
HCOH HCOH o 

G~~ 
1 

¡:~~ 
HOCH 98~~ 

1 -H?O 
HNOJ ITCOH __:,. qc 

1 )o 1 
CHOH 1) HCOH O HCONo

2 l 
L6n? L,~H., CH

2
0H 

"-

J-Gluci tol Isosorbide Jinitrat::> de 
isosorbide 

FIGCJR A ~ 1 
Síntesis del JNI 

2.1.9 Degradaci6n y estabilidad. Jn el estado s6!ido

el DNI demostró ser estable a temperatura de 45'c por un pe

ríodo de 12 meses, y a temperatura a.~biente ?Or un período -

de óO t:Jeses. 

3n \L."l medio ácido be.jo condiciones fuerterr:ente hi1lrolí

ticas, el DNI se decrade en un puso :'orm:indo e: 2-mononi tra-

to y el 5-mononitrato de isosorbide como intermedi8.rios y 

siendo el producto final el Isosorbide y nitra tos inorgáni -

cos, 11or eje:::(!.o, una descor.posiciSn del 25,~ '!"esul ta del J:;r 
con F!Cl 1.0 Y a Doºc durante una hora. La descJmposici6n en 

medio básico a veces es más rápida, por ejemplo, en No.OH 1 r' 
o 

calentado a 100 e durante una hora, la deocomposici6n es a-

proximadamente del 45~. 

2 .l.10 Ensayo. 

a) Análisis infrarojo. 

Los procedimientos de espectrometría infrarroja usados 
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para la estimación de ésteres de nitrato, han sido adaptadas 

para la determinación de DNI en tabletas 6 inyectables. El -

m6todo consiste en la simple extracción de DNI de au forma -

farmacéutica con HCCl3 el cual puede ser sus ti tuído por te -

tracloruro de carbono en estos procedimientos. 

b) Análisis espeotrofotométrico. 

Se ha reportado el análisis espectrofotométrico del DNI 

por reacciones de coloración, diazotaci6n y complejaci6n. 

Tambi'n se determina con ácido fenoldisulf6nico con técnica 

detallada por la IJSP xrx25 , para formas farmacéuticas, y o -

tras técnicas adecuadas para nitratos y ésteres de nitrato. 

e) Análisis crcmatográfico gas-líquido. 

Loe métodos colorimétricos e infrarojos mencionados an

teriormente son virtualmente no específicos. Esto es u.na des 

ventaja, especialmente en casos donde mezclas de ésteres es

tán presentes debido a desnitración parcial de las moléculas 

del DNI. Los métodos cromatográficos gas-líquido no presen -

tan ésta dificultad, presentan separación adecuada, y al mis 

mo tiempo mantienen sensibilidad en la detección. 

Estos métodos han sido reportados desde 1972, con resul-

t d ti f t 
. 4,6,8,11,13,19,20,21 y 22 

a oe sa s ac or1oe • 

d) Análisis polaro¡ráfico. 

Se ha reportado un m6todo polarográfico en la USP26 , el 

cual es sensitivo y ralativamente rápido, pero como el méto-1 

do colorim,trico al cual reemplazó, carece de especificidad; 

la presencia de los dos posibles productos de descomposición 

interfieren en la cuantificación de DNI. Esto fué determina

do con mezclas siatéticas de DNI, 2-mononitrato de isosorbi

de, 5-mononitrato de ieosorbide y nitrato inorgánico19 , obte 
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niéndose que los productos de descomposici6n y el nitrato -

inorgánico son cuantificados como DNI. 
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2 .2 l' A R M A C O L O G I A 

Bxisten muchos fármacos9112 que se han utilizado como -

drogas antianginosas, pero son pocas las que realmente son -

útiles; generalmente se clasifican como vasodilatadores cor~ 

narios y drogas antianginosas. De los vasodilatadores corono!!. 

rios se consideran los siguientes: 

a) Los ni tri tos 

b) Los alcaloides benciliaoquinol:!nicos del opio 

o) Las xantinas 

d) El alcohol 

De las drogas antianginosas ( recientes ): 

a} Los bloqueadores adrendrgicos beta. 

b) Vasodilatadores no nitritos como las pirimidopirimidi -

nas y loe benzofuranos, derivados de la dehidropiridina, de 

la piperazina, oxidiazolinas y derivados de la piperidina. 

De acuerdo con lo expresado, el gl'llPO más importante es 

el de los nitritos, que también son los más utilizados. Com

prenden una serie de compuestos de origen sintético, algunos 

inorgánicos, pero la mayoría son orgánicos alifáticos. Pue -

den clasificarse en tres subgrupos: 

a) Nitritos orgánicos o ésteres nitrosos: Nitrito de amilo 

líquido voláiil ). 

b} Nitritos inorgánicos: Nitrito de sodio ( 96lido solu -

ble ). 

e) Nitratos orgánicos: Esteres n:ltricos como la Nitroglic! 

rina, trinitrato de glicerilo, tetranitrato de pentaeritri -
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tol y dinitrato de isosorbide (sólido poco soluble). 

Acción ?~I'!:lacológica: La acci6n farmacol6gica fundamen

tal de los nitritos es la relajaci6n del mús~ulo liso, en -

especial de pequeños vasos. Dentro del sistema cardiovascu -

lar, en el corazón, pueden provocar taquicardia en animales 

'f ho111bn cuando se produce un descenso en la presión arterial 

esto ocurre especial!nente con los nitritos que producen una 

rápida caída de presi6n. A las dosis comúnes y aún algo ma -

yores, el miocardio no es afectado directamente por los ni -

tritos; en el hombre hay disminuci6o discreta del volumen m! 

nuto cardíaco debido a vasodilataci6n venosa con estancamien 

to sanguíneo, disminución del retorno venoso y del volúmen -

eist6lico; el trabajo cardíaco se reduce, así como el volú -

men cardíaco. 

La acción vasodilatadora es la más importante y puede -

observarse en varios territorios vasculares como ; piel, á -

rea esplácnica, circulación periférica y cerebral, retina. 

En la presión arterial, por acción de los nitritos, se 

disminuye, lo que puede verse en animales en forma ~anifies

lia ~' en el hombre normal e hipertenso. En 6ste último caso, 

la respuesta es algo ~ayor en valores absolutos, pero el % -
de reducción de la presi6n arterial es igual que los normo -

tensos. ll descenso de la presión arterial se compensa par -

cialmente por una vasocons tricción refleja a :;arti::- de los -

burorecaptores. 

En las arterias coronarias, los nitritos poseen una po

tente acci6n vasodilatadora, que da lugar a un aumento pro -

nunciado del caudal sanguíneo coronario. En el hombre, en es 

pecial el DNI, aumenta el flujo coronario debido a vasodila-
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taci6n comprobada por arteriografía coronaria. Además, loa -

nitritos son drogas antianginosas que por absorci6n sublin -

gual provocan rápidamente la terminaci6n del ataque anginoso 

además son capaces de prevenir las manifestaciones isquemio

oárdicas producidas por el esfuerzo en pacientes anginosos ; 

son capaces de aumentar la tolerancia al ejercicio en todos 

loe casos y disminuir la izque~ia. 

Parmacooin&tioa 

a) Absorci6n ( v!a sublingual ): Se absorbe fácilmente el 

Dinitrato de Isoaorbide -sólido poco soluble- , no pasa por 

el h1gado -donde se degrada- por lo que es bien activo. 

b) Absoraidn ( v!a bucal ): La absorci6n del Dinitrato de 

Isosorbide es lenta 7a que es un s6lido poco soluble. Se a!?_ 

sorbe lenta y parcialmente en el intestino cuando se ad.mini.! 

tra en forma de tabletas. En caso de tabletas de acci6n sos

tenida, de lenta desintegraci6n, sus efectos pueden ser más 

proloJ18adoe que con las tabletas comúnes, pero poco potentes 

e) Destino y Excresi6n: Una vez absorvidas las drogas pa -

san a la sangre, luego a todos los tejidos especialmente el 

coraz6n, vasos, pulmón, riñón e hígado y sufre la biotra.ns -

formaci6n en el h!gado. El proceso fundamental ea la desni -

tración 6 deeaterificaci6n por acci6n de una enzima, la ni

trato reduotasa hepática. El DNI se transforma en mononitra

to de ieosorbide y luego en isosorbide, metabolitoa que se -

unen al ácido glucorónico formando gluoorónidoa, todos estos 

metabolitos se excretan en la orina. 

El destino ulterior del 16n nitrito formado no se cono

ce exactamente, pero se presume que es transformado en amoní~ 

co que a su vez es metabolizado. 
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Jini trato de 
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20N9 ()-{ 

CO. -N02 zn~ º -N02 wQH º 
~~.~p ~ 
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Farmacodina.!!lia 

a) Acci6n FarmacolSgica del DNI. Su acción fundamental es 

la relajación del músculo liso, en especial de los pequeños 

vasos; es decir, la vasodilatación arteriolar y capilar es -

la más importante. Esta vasodilataci6n es más potente en las 

arterias coronarias; aumenta el flujo coronario y termina el 

ataque de angina de pecho, y es capaz de prevenir manifesta

ciones isquémicas miocárdicae, al mejorar la circulación del 

miocardio isquémico desaparece la anoxia responsable del do

lor. Con el DNI los efectos anteriores duran hasta 4 horas -

por vía bucal, más que con otros nitratos, 

b) Modo de acci6n antianginosa. 

- Incrementa el flujo coronario por vasodilataci6n, es

pecialmente de las arterias colaterales a la zona isquémica. 

- La vasodilataci6n es de origen periférico y se debe a 

una acción directa músculotr6pica sobre loa vaeoa por rela

jación de las fibras musculares lisas ( que también ocurre -

en otros órganos ). 

- Disminuye el trabajo cardíaco y restablece el equili

brio entre el consumo y el suministro de oxígeno, con lo que 

se alivia el dolor isquémico. En consecuencia el consumo de 

oxígeno es lo más importante. 

c) Mecanismo de acci6n. 

Se ha postulado la existencia de un receptor pare. loa -

nitratos orgánicos a nivel del músculo liso de los vasos, 

que contiene al grupo sulfhidrilo, aapaz de reducir el nitrª 

to a i6n nitrito activo ( relajación muscular ), mientras 

17 

que el receptor toma la fo:nna disulfuro ( receptor inactivo). 
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2.3 C R O 1 A T O G R A F I A DE G A S E S 

Definición de Cromatografía: La Cromatograf!a14 es un -

método físico de separación basado en la distribución de la 

muestra entre dos fases. Una de ellas es la estacionaria, de 

extensa superficie, empacada dentro de una columna ó dispos! 

tivo apropiado. Esta puede ser un sólido (mineral u orgánico) 

6 una delgada película líquida que recubre al sólido. La otra 

fase consiste en un gas ó líquido que percola ó circula so -

bre la tase estacionaria 1 alrededor de la misma; ésta se d! 

nomina fase mó'fi.L Las bases15 •24 para la separación cromat.:! 

gráfica son la distribllción ó reparto de una muestra 6 aolu• 

to entre dos fases en.contacto. 

Sistema Cromatográfico de gases: En la Cromatografía 

de gases, la fase móvil se denomina gas portador, ya que ea 

un gas inerte cuya finalidad es transportar las moléculas de 

la muestra a través de la colwnna. Los soportes, tales como 

carbón vegetal, gel de sílice, y ta.mices moleculares ( Zeol! 

tas sintéticas ) son las fases estacionarias en la cromato -

grafía gas-sólido. 

Algunos líquidos orgánicos de alto punto de ebullición, 

constituyen la fase estacionaria en la cromatografía gas-lí

quido. La fase líquida se extiende como una película delgada 

sobre un sólido inerte llamado soporte sólido. La base para 

la separación es el reparto de la muestra dentro 6 fuera -

de esta película líquida. 

&n el proceso croma~.ográfico14 la fase estacionaria es

tá empacada dentro de una columna; el gas portador fluye CO!!, 
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tinuamente a través de la columna. Las moléculas de la mues

tra se distribuyen 6 equilibran entre el gas portador y la -

fase orgánica líquida. Las muestras ~ue son más solubles en 
• la fase líquida permanecen menos tie~po en el gRS portador -

en movimiento y, por tanto se desplazan con más lentitud, a 

través de la culumna. 

Las partes básicas de un sistema cromatográfico de ga -

sea son : ( ver figura NE. 3 ) 
a) Tanque de gas portador. 

b) Controlador de flujo y regulador de presión. 

c) Puerta de inyección ( entrada de la muestra ). 

d) Columna ( sitio donde se lleva a cabo la separación 

y horno. 

e) Detector ( con los componentes electr6nicos necesarios ) 

f) Registrador ( cartas ). 

g) Termostatos para inyector, horno y detector. 
7 

FIGURA~ 3 
Sistema Cromatográfico ie gases 

l.- Tanque de gas 

2.- VálVtlla de dos pasos 

3·- Puerta de inyeooi6n 

"· .. ñorno 

5.- Columna 

5.- Detector 

7 .- Registrador 
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Los resultados que se obtienen en un análisis por ero -

matografía de gases constituyen un cromatograma, el cual es 

el registro gráfico donde se indican los componentes y el 

grado ó magnitud de concentración en que estaban presentes -

inicialmente en la :nuestra. 

Cuando se eluyen las bandas de la muestra, se dibuja el 

perfil de su concentración ( como un pico ) y así se obtie -

nen dos importantes parámetros de infonnación : el tiempo de 

retención y el área del pico. 

El área del pico dibujado permite determinar la concen

tración de cada componente separado en la columna. Si se du

plica la concentración de la muestra se obtendrá un pico con 

el doble de área. 

El tiempo de retención ( t ) ea el tiempo transcurrido 
r 

desde la inyección de la muestra hasta que se obtiene el má-

ximo del pico ( mayor altura ). Este tiempo, es característ.!_ 

co del soluto, la fase líquida, de la temperatura de la co -

lwnna, y del flujo de gas portador. Los tiempos de retención 

pueden usarse para identificar picos, ya que en condiciones 

controladas son reproducibles. 

Por otra parte, la velocidad de flujo de gas portador -

óptima, puede ser fácilmente determinada por la confección -

de un gráfico tipo Van Deemter simple15 , AEPT vs Velocidad -

de flujo ( ml/min. ), Ver figura ~ 4, 

El flujo más eficiente es el de la mínima AEPT 6 dP. má

ximo número de platos teóricos. La manera más simple de me 

dir el flujo de gas ea con un fluj6metro de burbuja de ja 

b6n Y' un cronómetro. Es importante que el gas portador sea -

de al ta pureza. 



AEPT 

!flujo Óptimo para máxima 
:eticiencia 

velocidad de flujo 

F I G U R A ~ 4 
Gráfico AEPT vs Flujo 

Por otro lado, la temperatura je la columna deberá ser 

lo suficientemente alta para que el análisis se efectúe en -

un plazo razonable y suficientemente bajo para lograr la se

paraci6n deseada. 

A medida que la temperatura aum~nte, disminuye el tiem

po de retenci6n en la columna. Las temperaturas más bajas 

implican un tiempo de análisis más lareo para una mejor sep! 

raci6n. 

La manera más adecuada para determinar la temperatura -

de separaci6n 6ptima, es experimentalmente, mediante el ensa 

yo a diferentes temperaturas y la construcción de un gráfico 
14 o tipo AEPT vs temperatura ( C ). ASÍ se obtiene una sola 

temperatura de trabajo, lo que constituye un análisis isot~r 

mico, mientras que el análisis a temperatura programada se -

refiere a un aumento lineal de la temperatura de la columna 

con el tiempo; lo anterior es muy útil para mezclas con pun

tos de ebullici6n muy diferentes. 

La fase líquida es la que debe exhibir la capacidad co-

21 
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mo disolvente diferencial, necesaria para lograr la separa

ci6n de los componentes de una mezcla. Esta selectividad es 

una propiedad iermodinámica y puede calcularse en base a un 

coeficiente de reparto; debido a que hay muy pocos datos ter 

modinámicoa, es mejor determinar experimentalmente el tipo -

de fase líquida. 

Para seleccionar una fase líquida existen publicaciones 

hechas por autores que han ensayado las fases líquidas más -

connines10115 Y 18 , lo que permite decir en base al •lpo de -

componentes de la muestra ( estructura y grupos funciona 

lea ) si vale la pena ensayar una determinada fase líquida; 

es i~almente importante queen dicha publicaci6n se identi -

fican fases líquidas muy parecidas. 

También es importante la limitación de temperatura má

xima que aparece en las publicaciones sefialadas, el costo y 

la disponibilidad. 

Los componentes de la muestra deberán presentar en la -

fase líquida diferentes coeficientes de distribución, deberá 

tener una mínima presión de vapor a la temperatura de opera

ción. 

Otro dispositivo importante es el detector, el cual pr~ 

porciona los perfiles de los cursos de elución de los compo

nentes, a la salida de la columna24 genera une. señal 6 res -

puesta eléctrica proporcional a las concentraciones de cada 

uno de los componentes de la muestra. 

El fundamento del detector de ionizaci6n de flama se -

basa en el principio de que la conductiVidad eléctrica de un 

gas es directamente proporcional a la concentraci6n de las -

partículas cargadas den~ro del gas. 
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El gas portador fluye desde la columna hasta la llama, 

la cual ioniza algunas de las moléculas orgánicas presentes 

en la corriente gaseosa. La presencia de partículas cargadas 

( iones positivos, iones negativos y electrones ) en el es

pacio entre los electrodos origina una corriente que fluye -

en éste a través de una resistencia que la mide; la disminu

ci6n de potencial resultante se modifica por un electr6metro 

y alimenta a un registrador. 

Este detector responde a los compuestos orgánicos y no 

al aire, agua, gases inertes, co2, CO, os2, NO y H2S. Por no 

responder al aire y al agua, el detector de ionización de -

flama es particularmente apropiado para el análisis de tra

zas de materia orgánica en el aire 6 en agua 6 de mu~stras -

acuosas tales como bebidas alcohólicas, materiales biológi -

coa, etcétera. 

El comportamiento del DIP depende de la selección apro

piada de la velocidad de flujo gaseoso. Por regla general se 

usa una relación relativa de flujo de l:l:lO de H2/gas port~ 

dor/aire. 

Por su alta sensibilidad, combinada con su extenso re -

corrido lineal, el DIF es excelente para el a.~álisis cuanti

tativo de trazas. Este no cambia su respuesta cuando hay va

riacion de temperatura, flujo, gas portador ya que es inde -

pendiente de éstas variables. 

Teoría de la Cromatografía de gasee: 

La. teoría básica del proceso cromatográfico fu6 desarr2_ 

llada por Van Deemter14 para explicar la fonna y localiza 

oi6n de loa picos del soluto que han sido eluídos dentro de 

una columna de separación. Esta teoría llamada del tanto por, 
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ciento, se desarroll6 al examinar las fuerzas que influyen 

la altura equivalente a un plato teórico ( AEPT ), esto es, 

la eficiencia de la columna. 

a) La ecuación de Van Jeemter relaciona los pará.:::etros '-'P~ 

raciona.les de la colu:nna, con au eficiencia. 3n la forma .ná:: 

simplificada, la ecuación as: H = A + 3/fi + ~.)i. 

Donde: 

H = AEPT = _u tura eq_uivc>.bnte a un !Jl;:ito teórico 

A = Difusión pa.:-ási ta Q efecto del paso :núl ti ple. 

3 = :::recto de la difusión molecul~r. 

e = Factor relaciJml.d) 3. la resi3te:icü a la tra.'1sfe re~ 

cia de :nasa. 

~ = :'actor relaci )n:tdo cor- la velocirhd ;nedia lineal 

del gas. 

Es tos tres :oará:ie tros A, B y ·~ ) Uentifice:: bs :_:>ri!! 

cipales aportes a la dis";)ersión :iel ;Jico ·5 banda del s::ilutJ. 

La velocidad lineal '.'.\e üa ,J.el gas (¡ÍI) se pue ie iet~rmine,r -

de la siguiente manera: 

,-_, L (longitud :ie 1.1 colu:r.na en cm.) 
/VI : 

tiempo de ret~:ici6n del aire en 3eg. 

3upónease que h!?,cemos un -'.\ráfico de la ecul.'.cj,:Ín :le 'Tan 

Jeemter, graficando A3PT c:Jntra ~ y t•>ma:1do A, 3 y ~ com,_, 

constantes. Graficando cada té mino separadamente, podemos -

ver fácilmente el efecto de cada término sobre la gráfica to 

tal; en la gráfica, el primer ténnino A, es un~ constante 

con respecto a ,i{ y está representada !l•?r la línea recta hJri 

zontal ( A ) • El segundo ténnino. 31){ , disminuye a:!. :i.umen -

tar la velocidad del fl1·.jo y está represente.do por una línea 
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de pendiente decreciente ( B ). El tercer término, c.;j, 

aumenta al aumentar la velocidad de flujo y forma una línea 

de pendiente creciente ( e ). Combinando estas tres líneas -

nos lleya a la relación hiperbólica mos•rada en la fig. ~¡.2. 5 

AEPT 

?!GURA ~F 5 
Grafico de la EC. de van Jeemter 

Realmente la ecuación de Van Deemter establece que para 

cualquier columna existe una velocidad particule.r ie flujo -

del gas acarreador, donde AEPT es minimizada ( ~ óptima ), 

y si aumentamos Ó disminuímoa el flujo de gas de~ nivel ópti 

mo la eficiencia disminuye. Desafortunadamente el valor de -

;¡ óptimo no puede fácilmente ser visto o calcule.do; así las 

cJndiciones óptimas para cualquier separación son a menudo -

encontradas experimentalmente. 

Para obtener mayor eficiencia se deberán seguir las si

guien tea recomendaciones14 

- Diámetro de partícula. Pequeño y uniforme, generalmente 



tierra de diatomeas ( Kieselguhr ), malla 100/120. 

- Velocidad del flujo. Se obtiene la óptima graficando 

AEPT contra velocidad de flujo. 

- Gas acarreador. Un gas inerte de alto peso molecular, N~ .. 
ó Ar más que He. 
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- Pase líquida. Viscosidad baja, baja presión de vapor en 

la cual los solutos deseados son poco solubles ó regula~ 

mente solubles. 

- Cantidad de fase liquida. Una película delgada ( de 1 a-

5% en peso ) no permitirá alta capacidad, pero sí raás 

eficiencia. 

-
1.rempera tura. Una tempera tura baja alarga el tiempo de 

análisis, pero en cierto punto produce mejores separaci~ 

nes. También se determina graficando A.EPT contra veloci

dad de flujo. 

- Diámetro de la columna. Pequeños diámetros producen alta 

eficiencia, las mejores columnas son las capilares. 

Por otra parte es impor"ante saber que, como en una de~ 

tilación J extracción , un plato teórico, es un concepto ª! 

tificial. El número de platos teóricos es muy Útil para com

parar columnas similares; puede ser evaluado fácilmente del 

cromatograma de interés por medio de la siguiente ecuaoión:15 

- - - - - - - - - - - - ( 1 ) 

Esta ecuación es una de las más importantes para la cr~ 

matografía de gases. Es la medida más directa ( y sencilla ) 

de calcular¿ determinar la eficiencia de la columna a par·-



tir de una solución de la muestra. 

Donde: 

N • nWllero de platos teóricos. 

t • tiempo de retención del pico. 
r 

Wb= longitud de la base del pico, limitada por las tan-

gentes a loe extremos del mismo. 
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Resolución. La reeoluci6n ( R ) está basada tanto en la 

e!iciencia de la columna ( dependiente de la AEPT ) y la ef~ 

ciencia de partición de las fases estacionarias, así como -

también al soluto. As!, R mide la separaci6n verdadera de dos 

picos concecutivos15 • Ver ecuación ( 2 ). 

La resoluci6n está determine.da por dos factores. At :r -
W, donde ~t es la medida de la separación de los máximos de 

loe doe picos; puede incrementarse ya sea reduciendo la tem

peratura 6 escogiendo la fase líquida más selectiva { mayor 

valor de o< ) • Si R > l, existe buena separación 6 resolución. 

Wb es la velocidad de ensanchamiento de banda, en la c2 

lumna y puede medirse por el número de platos teóricos ( N ) 

6 AEPT; es también la anchura de la base de los dos picos, -

en unidades de longitud 

- - - - - - - - - ( 2 ) 

Donde: 

W1 + W2 = Wb 8S llllB medida de la eficiencia de la CO 

lumna. 

w1= Longitud de la línea base interceptada por las t~ 

gentes de los extremos del pico número l. 

~t = Longitud que separa los máximos de los dos picos. 
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1N2 = Longitud de la linea base interceptada por las tan 

gentes ~e los extremos del pico g. 
Wb llega a s0r menor conforme el número de platos teó

ricos aumenta. Este es un modo de aumentar g. La otra fonna, 

si vemos la ecuaci6n, es aumentar ~' esto es, realizarlo se

leccionando fases estacionarias más discriminantes para los 

solutos de interés particular. 

Estandarizaci6n interna. 

Este método también es conocido como método de calihra

ci6n relativa 6 indirecta. Es un método de cálculo empleado 

para fines cuantitativos, donde se preparan muestras de pes~ 

conocido y de un patr6n, y se separan en el cromatógrafo. Se 

mide el área de los picos. Se presenta la relación de áreas 

de los picos en funci6n de la relación de peso. 

Después de añadir a la :nuestra desconocida una cantidad 

exactamente conocida del patrón interno, ésta mezcla se cro

matografía; se mide la relación de áreas y a partir de le -

gráfica de calibraci6n, se leen las relaciones de peso de la 

sustancia desconocida con respecto al patrón. Como se conoce 

la cantidad de patrón añadido, con un cálculo sencillo, se -

determina la cantidad de compuesto desconocido presente. 

Este método de calibración tiene ventaja5 de que no es 

necesario medir exactamente las cantidades inyectadas, ni co 

nocer la respuesta del detector ni que éste permanezca cons

tante, ya que ningún cambio en la respuesta alterará la rela 

ci6n de áreas. La principal desventaja del método es la de -

encontrar un estándar o patrón que no interfiera con algún -

componente de la muestra. 



29 

Integraci6n. 

La medición de la altura de los picos es más rápida que 

la de su área; sin embargo las gráficas de altura de loa pi

cos en función del tamaño de la muestra tienen un intervalo 

lineal más limitado que las correspondientes gráficas para -

área de los picos. Precuentemente las alturas y anchuras de 

los picos dependen del tamafio de la muestra y el volúmen de 

la muestra inyectado; sin embargo no es así para el área de 

los picos. 
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2.4 V A L I D A C I O N 

Una vez que se desarrolla una técnica analítica, ~s co

mún que el analista fundamente la linearidad, preoisi6n y 

exactitud 1el ~étodo, por medio de reglas o condiciones ests 

blecidas para asegurar la gar::mtia de los resultados que se 

obtengan con el mencionado método, es decir, debe validarse. 

Sin emb?.rgo, no hay un conjunto oien definido de regla3 

ó condiciones de validaci6n. Numerosos labora.torios privados 

ó instituciones de in'les -;ig2.ci6n de te r:ninan sus propias !'e -

glas y l!mites, basándose en loe principios generalds Je la 

estadística. 

·.romaremos los siguientes puntos de validación como los 

más adecuados y mínimos '.lceptables par:;. la validaci.Jn de un 

:né todo 3.llalítico para medicamen t.,s, por Cror.ia. togra.:fa en fo 

se gaseosa. 

Especificidad. 

Es el grado al cual la medición es debida sólo a la sus 

t~ncia 'l ser determinada y no a otra u otras sustancias ~ue 

~ueden estar presentes ~n el material a ser analizado, como 

productos de degrade.ci6n, sustancias rel2.ci:>nadas 5 e:<cipier: 

tes. 

~e ~tra manera se puede decir que el nétodo debe 9Gtar 

libre de interferencias significantes por sustancias que 3on 

conocidas por estar presentes en el producto, o porque tam -

bi~n estdn relacionados con el proceso de fabricaci6n. 

Si los cocponentes adicionales están para ser cuantifi

cados por C.G. , la especificidad debe ser la adecuada entre 



el componente para ser cuantificado, 1 los otros posibles -

componentes interferentes • 

·~ Esto puede detel'lllinarse observando que en los cromato

gr&llllUI se diferencíen perfectamente loe picos correspondien

te a a la sustancia por analimar 1 los posibles productos de 

degradac16n, excipiente• 1 sustancias relacionadas. 

Linearidad de la muestra. 

Esta determinación se hace con el fin de garantizar que 

loe ezoipientee no influirán en la determinación analítica, 

y que la medici6n •• debida sólo a la sustancia a ser dete! 

minada 1 no a o trae. 

La linearidad de la 111Destra es otra medida de la eapec!_ 

ficidad, esto es, el método debe dar resultados que presen -

ten un comporhmiento lineal cuando se realice con la sust~ 

cia problema. Ba una medida del grado al cual la curva de -

los resultados obtenidos se aproxima a una línea recta, apl! 

cando el método que se está validando. 

La estimación de la linearidad18 se obtiene haciendo un 

gráfico de cantidad determinada contra cantidad adicionada -

de principio activo procedente de una muestra del medicamen

to, 1 calculando de éste, los siguientes conceptos: 

1.- Pendiente. La recta de regresión de los datos obt! 

nidos debe tener pendiente de l.O • 

2.- Ordenada al origen. La misma recta anterior debe te 

ner su ordenada al origen en o.oo ó el más cercano 

posible ( documentar en caso necesario ), 

).- Pactor de correlaci6n. La misma recta de regresión 

anterior, debe tener un factor de correlación de 

1.0 • 
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4.- Cada grupo de datos ( ó cada nivel de concentra 

ción deberá tener un coeficiente de 'Tariación de 

no más de 1.5% • 

5.- Si se toman valores de concentración in•ermedioe en 

tre los valores del 80 y 120% de la cantidad etiqu~ 

tada 1 deberán cumplir también con lo estipulado en 

el punto anterior, para que se incluyan en la re -

gresión al graficar. 

Nota: 

Coeficiente de variación a Desv. Std. x 100 ( 3 ) 
I 

Se construye esta gráfica con los datos obtenidos con -

el método que se está validando • .!)ebe incluír al menos del -

80% al 120% de la cantidad etiquetada de principio activo, -

con al menos tres niveles de concentración, realizando al m~ 

nos dos veces la prueba • Jr. caso de no contar con un place

bo, es factible emplear el método de adición de estándar. 

Linearidad del estándar. 

El método debe dar como resultedo datos que presenten -

un comportamiento lineal cuando se realiza con una sustancia 

de referencia (estandarizada ). Se obtiene su ~stimación ha

ciendo un gráfico cantidad recuperada contra cantidad adici2 

nada, y calculando de allí los mismos conceptos señale.dos p~ 

ra la linearidad de la muestra. 

Precisión del método (reproducibilidad). 

Es el grado de concordancia mutua entre los resultados 

individuales¡ se expresa principalmente como la desviaci6n -

estándar de loe resultados del ensa:ro, 6 bien, como la des -
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viación estándar relativa, 6 a.v. que no deberá ser mayor 

del 2~ • 

Será determinada con no menos de seis análisis por día, 

al nivel del 100% de la cantidad etiquetada de principio ac

tivo, por duplicado, durante dos dias al menos empleando el 

método con dos analistas, con una muestra representativa. 

Deberá determinarse el límite de confianza superior e 

inferior, el error estándar total con un 95~ de confianza y 

graficarloa adecuadamente. 

Precisión del sistema (repetibil..!,.c!,_~18 • 
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Esta se determina. realizando seis análisis en un dia, -

por duplicado, empleando una sustancia de referencia ( esta.a 

darizada ). Es una evaluación de que los resultados del mét~ 

do, no variarán bajo las mismas condiciones y equipo. 

El coeficiente de variación de loa resultados obtenidos 

al nivel del 100% de la cantidad etiquetada, no debe ser ma

yor de 1.5% • 

Exactitud. 

Es una medida de la concordancia promedio entre un de -

terminado valor experimental y el valor de referencia ( muy 

próximo al 100% ), obtenido al aplicar el método sobre mue! 

tras del fármaco en presencia de excipientes adecuados. Se 

acostumbra determinar la exactitud aplicando el método en -

muestr~s del fármaco a niveles del 80, 100 y 120% de la can

tidad etiquetada , seis veces cada nivel, y cada una de ellas 

por duplicado. Cada conjunto de datos de cada nivel, debe 

presentar un coeficiente de variación de no más del 2%. Se-

, gún publicaciones acreditadae18 , el intervalo de aceptación 



es del 98 al 102% de la cantidad etiquetada , por cada ni -

vel, y un error estadístico estándar de no más del 1.5~. 

Consideraciones. 
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Son la evaluación de las condiciones de operación del -

método para determinar cuáles son criticas. Se presenta a m~ 

nera de información adicional al reporte de validación, don

de se incluyen los factores determinantes ~ delicados que pu! 

den influír en el resultado del método. O bien pueden ser ai 
vertencias, cuidados especiales, etcétera, que es importante 

saber para el buen empleo del método. 

Por otro lado, se acostumbra presentar en una valida -

ción, una evaluación de la reproducibilidad y repetibilidad 

del método. El primero representa la de~rminación confía -

ble de si el ~étodo es reproducible en otros laboratorios, 

con otro equipo, otras fuentes de reactivos 1 analistas. Y 

la repetibilidad, asegura que no habrá variaciones signifi

ca ti vas al aplicar repetitivamente el método en un laborat~ 

rio y a las mismas condiciones. Lo anterior se acostumbra -

evaluar como presición. 

Comnaración de métodos. 

Cuando se proponen métodos para reemplazar los ya esta

blecidos, se lleva a cabo la comparaci·Jn estadística de los 

mismos. 

El método propuesto no necesita ser estadísticamente i

déntico al método establecido¡ mientras que el método pro -

puesto cumpla con los requerimientos de validación antes 

mencionados, será aceptado. 



III.- P A 1 T E E X PE R I ME N T A L 
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3.1 1 Q U I P O Y 3 U S T A N C I A S 

).1.1 Eouipo: 

- Cromat6grafo de gases H.P. mod. 5880A equipado con dete~ 

tor de ionizaci6n de flama, y capacidad para colll!:lilas m~ 

tálicas y de vidrio de diámetro comercial, inyector aut~ 

~ático-neumático opcional, y accesorios. 

- Balanza analítica Sartorius modelo 2842. 

- Medidor de punto de fusión OOchi modelo 510 ( o a 300°c ) 

- Termómetro de O a 42oºc. 

- Espectrofot6metro Beckman modelo DU-7 ( UV-visible ) 

equipado con graficador "J celdas de cu2.rzo de l c:n. 

- Espectrofot6metro Beckman lN-5270 ( Jeuterio-fu.~gsteno 

- Espectrofot6metro Infrarro,jo Perkin-Elmer modelo 283B -

con accesorios. 

- Agitadores magnéticos 3olbat. 

- .\gi te.dores por ·..:.l tro.sonido i:ettler electronicsp modelo -

~1E2-l. 

- Fibra de vidrio silanizada grado C.G. 

- Papel filtro Watman N~· 40 sin cenizas. 

3.1.2 Sustancias. 

- Cloroformo grado C.G. ( anhidro ). 

- 3-~initro benceno purificado ( anhÍdro ). 

- Dinitrato de Isosorbide estándar de referencia. 

- Dinitrato de Isosorbide estándar primario ( USP ). 

- Lactosa asP. Avicel USP, Almid6n USP, Estearato de Mg. 

- P'aSe líquida OV-101 para c.G. 



3.2 D E S A R R O L L O D ! L A M E T O D O L O G I A 

P O R C R O M A T O G ~ A F I A D E G A S E S 

PLAN JE TRABAJO: 

Para desarrollar el método cromatográfico de análisis, 

es necesario organizar el trabajo partiendo de la infor:::a 

ción investigada. Para esto se sieuió el siguiente orden: 
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l. Elección de l~ f~se czt~ciono.ria ( de acuerdo a es -

tructura qu!mica, 6~.lpJs :uncio~o.le~, e infor:nes publicados ) 

longi~.J.d de la C)lumna y soporte. 

Elección del tipo de columna. 

2. ~lección del detector, gas ,ortador y disolvente. 

3. Jete:'miMción de ~ar8.~\0tros o::icracion~.les: 

a) Tempera7.J.ra de tro.bujo 'le: :· .. ?r.:i·?. 

o) Temperatura de trabaj·:) del Je";ector e in,yector. 

e) Slección Jel flujo de gas portador. 

d) 2lecci1n le otrJs factores operacionales del cro

.r.::i. d .::r: :'o • 

e) :~ecci1~ iel siateca de c~libraci6n 5 ra•todo de -

cá: .. :u:o c·.ianti tr:tivo; det 0
• -::ina.ción de ~a resolu

cdr. 1r c:icic:1cia con los pa.r&1etroo 3a1ecciona -

do::. 

4. ;;:;:tr:.:.c~ión :iel principio activo de le. f.)rm::i farmaceú 

ticu., :1rf.l'[JO.ración de la :nuestra. Identificación del 

J:n. 

5. Tdcnica desarrollaja, aplic::ici~n 1el ~dt:ido ic table 

tas, ajuste del :niz;io ( ca:r.bio fo atenuación a un 

tie~po x, de flujos 7 t9~·eretura 



6. Determinación cuantitativa del JNI. 

l. 8lecci6n de ln fase e3tacionaria. 

La estructura química de la molécula de Dinitrato de 

Isosorbide se puede considerar desde dos puntos de vista: 

- Como éster-nitrato ó como nitrato orgánico. 
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- Por su solubilidad es considerada como molécula no polar 

Algunos autores13 •19 •20 1 21 concuerdan en manejar a la 

moldcula del DNI como un polialcohol ó 4ster, para seleccio

nar la fase estacionaria. 

Según esto, las tablas de fases estacionarias recomend~ 
10 das por Zweig son las siguientes entre otras: 

Q'P-1 

OV-101 

SE-30 

OV-25 

OV-17 

En general son la mayoria metil-siliconas sintéticas, -

aceites ó derivados de aceites de silicona, usada• desde el 

J al 4% en peso sobre el soporte adecuado. 

Del grupo anterior y en base a su disponibilidad en el 

laboratorio, se eligi6 la fase OV-101 que es de polaridad m~ 

dia14 a UDB. concentración de 2.5% sobre Chromosorb de alta -

pureza, lavado con ácido y de comportamiento excelente según 

referencias14 • El tamafio de partícula se determinó en base -

a recomendaciones del fabricante, para éste tipo de fase lí

quida, que fuá de 100-120 mallas. 

SegÚn estos mismos autores13 •2º Y 21 , se recomienda una 

longitud de columna de no 1nenos de 6 pies ( 180 cm. ) y 1/8 

de pulgada de diámetro interno, para obtener tiempos de re -
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tenci6n adecuados. El nombre químico de la fase OV-101, es -

Dimetilpolisiloxano ( aceite )15 •18 , y su estructura conuen

sada es la siguiente: 

.PI GURA~ 6 
Estructura de la fase OV-101 

Eleccidn de la columna. 

Con las especificaciones anteriores para la columna, 

queda la selecci611 del tubo, su naturaleza Ó material.Esta -

olecci6n debe responder a los requeri~ientos de resistencia 

disponibilidad y lo inerte del material. El cobra no es cos

toso pero se oxida a bajas temperaturss, es blando y se de -

forma si el diámetro es pequeño. 

En cuanto al vidrio, es muy cocercia124 
y en su fabric~ 

ci6n, el diámetro no varia con más del 5% y p~rmite observar 

el llenado de la colU!llJla. Aunque es frágil, es sumamente iner 

te y puede ser usado para la mayoría de las fases líquidas. 

El acero inoxidable es más coetoso24 , pero menos frágil 

que el vidrio, y presenta una superficie interna no polar 

con mejor conductividad térmica; es el más utilizado, ya que 

presenta la misma tolerancia que el vidrio en cuanto a la 

uniformidad del diámetro interno. 
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3n el presente trabajo se eligi6 colwnnu de vidrio por 

ser de ~e~or costo, más disponible y por presentar facilid~ 

des para un ~mpacado completo y más uniforme, Presenta mayor 

facilidad para desempacar y caobiar de relleno, característ~ 

cas ~ue no presentan las columnas metálicas. 

2. Zlección del detector, gas portador y disolvente. 

a) elección del detector. 

El DNI es una molácula orgánica suma.mente explosiva, 

por lo que al quemarse en la flama del detector_·de ioniza 

ción de flama ( DIP ), proporcionará una buena cantidad de -

iones rápida.mente. Por lo anterior se eligió el DIP para el 

método. 

Para éste detector es necesario el uso'de N2 puro como 

gas portador, dado lo inerte y pesado que es. Para la flama 

se raquie_re H2 y aire puros. El flujo de H2 se recomienda ma 

yor de JO y menor de óO ml/minuto y el flujo de aire debe 

ser 20 veces mayor que el flujo de gas portador. ( SegÚn ma

nual de operación del cromat6grafo ). De cualquier modQ, la 

elecci6n de estos flujos se determina más específicamente de 

una manera experimental. 

b) Slecci6n del solvente para el análisis. 

En base a una tabla de solubilidades del principio acti 

vo8 , se decidió tomar al cloroformo como solvente15 , debido

ª que el DNI se solubiliza adecuadamente. 

Zl cloroformo presenta buen comportamiento como s'olven

te ya que es el recomendado para aplicar la fase l!quida15 -

sobre el soporte inerte 7 porque al momento de las inyeccio

nes no se evapora instant.ineamente, como la acetona. 
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3. Determinación de les parámetros operacionales. 

Antes de iniciar la determinaci6n de éstos parámetros, 

se prapar6 una columna de separación bajo las siguientes con 

diciones: 
n 

- Columna: De vidrio, de 6 pies de longitud y 1/8 de diá-

metro interno, enrrollada a 20 cm. de diá~etro. 

- Fase estacionaria: OV-101 ( aceite ) al 2.5% sobre sopor 

te sólido Chromosorb WHP. 

- Disolvente: Cloroformo grado reactivo. 

- Soporte s6lido: Chromosorb \?HP de 100-120 mallas ( USP ) 

Se preparó de la siguiente manera: se pesaron 250 mg. -

del aceite OV-101 en un vaso de precipitados adecuado. Por -

separadp se pesaron 9.750 g. de soporte Chromosorb WHP, y se 

colocaron en un vaso de precipitados grande, se adicion6 su-· 

ficiente cloroformo para cubrir el soporte evitando un exce-

so. 

La fase líquida se disolvió en la mínima cantidad de 

cloroformo y se adicionó cuantitativamente al vaso contenien 

do el soporte sólido. El vaso que contenía la fase líquida -

disuelta, se lavó con un poco de cloroformo y se adicion6 al 

vaso con el soporte. Se agitó muy suavemente a modo de incor 

porar la fase estacionaria en el soporte. Se dejó reposar 

por espacio de 24 horas y se evaporó el cloroformo a seque -

dad con movimiento muy suave y en baao maría. 

Una vez seco el preparado anterior, se empac6 la colum

na de vidrio con ayuda de vacío y sin empacar demasiado apr! 

tada para obtener buen flujo a través de la misma. 

Se dejó equilibrar la columna por 24 horas a 2ooºc ( la 

máxima permisible es Jooºc )18•24 a un flujo de ~2 de aproxi 
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~adamen~e 20 ml/min., con un extremo abierto. Posteriormen -

te, se consideró equilibrada cuando 31 colocarla en el horno 

iel croma tó,grafo J encendido ést·~, solo apareció una línea -

b~se estable ( recta ), 

a) Deter!llinación de la temperatura del horn.:i ó temperatur::. 

de trabajo de la columna. 

Para lograr ~eto, se fijó arbitrariamente un flujo de -

gas portador N~ de 30 ml/minuto ( basándose en referencias13 
. 20 "-
y ¡en el manual de operación HP 5880A ), medidos con flu 

jómetro y considerando: 

- Detector: Flujo de H2 = 60 ml/min. a 20°c. 

~lujo de aire= J60 ml/min. a 20°c. 

- Velocidad de la carta = 0.5 cm/minuto. 

- Atenuación de la ser.al = x4. 

- Tempera tura del inyector = Tempera tura del horno 

- 'rempera tura d'31 detector = Temperatura del horno 

- (largan de la carta = al 15%. 

+2oºc 

+20JC 

Antes de inyectar se dejó estabilizar la columna por JO 
minutos, a estas condiciones con un extremo abierto. La de -

terminación se realizó in,yectando tres microlitros de una s~ 

lución O .5 :ng/ml de DNI estándar de referenci.a ( en clorofo! 

mo ) por triplicado, a cada una de las siguientes temperatu

ras del horno : 

10oºc i5oºc 
noºc 16o 0c 

i2oºc 
i3oºc 
140')C 
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Pero nntes se inyect6 cloroformo puro para obtener· su -

tiempo de retenci6n y obaervar que no genera ruido ó proble-

mas. 

En cada temperatura ensayada se obtuvo el cromatograma 

respectivo y de ahí se regist~6: 

- Tiempo de retenci6n del DNI. 

- Tiempo de retención del disolvente. 

- Tiempo que dura la eluci6n completa. 

- La resolución de ambos picos. 

- Ntimero de platos te6ricoe. 

La temperatura que se eligi6 cumplió los siguientes con 

ceptos: 

- Generar el pico del DNI más grande en al~~ra, y agudo 

( según Malbica et. a1:3) 

- Tener forma correcta, definida y no presentar coleo. 

- No presentar aberración, desviación o ruido en la línea 

base. 

- Presentar la mejor respuesta del detector ( uso de una -

atenuaci6n alta ). 

- Que estas condiciones sean consta..~tes en cada uno de los 

tres registros que se obtuvieron. 

- Presentar el mayor número de platos teóricos. 

Si dos o más de las temperaturas ensayadas presentan 

las mismas observaciones, se eligirá la que sea menor. Es 

conveniente construír un gráfico de temperatura, T (ºe ) co~ 
tra número de platos teóricos, para elegir la temperatura ó~ 

tima. 

El estándar de DNI se preparó de la siguiente manera:. 
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Se pesó el polvo equivalente a 25 mg de DNI estándar de 

referencia, y se transfirió a un matráz volu:::étrico de 5J r:il 

3e adicionaron 25 el de clorofn-:n0 anhídro, J se agitó duran 

te 15 :ninutos C'.>n ultrasonido. Posteriormente se ae:itó magn~ 

';icaoente durante 15 :ninutos, se filtró con papel .Vhat:~an -

rF 40, recibiendo los :'iltrados en otro ma~ráz de i:;'..1'3.l -::o. -

;acidad; el material de filtrac::.5n se lavó con ;>eque:ias :ior

ciones :le clorofor:no :m.t:Ll!'o, hasta llevar el volúme:i al ::.

:'·:iro. Zl líquido filtrado se tapó herméticamente¡ és-te se 

~onservó en ::-efri1:-eraci6r.. 

b) 3lccci6n de la tempera"liUra ~e trabajo del detector e 

inyector. 

Zsto. elección se hizo de ~anera práctica, si~.tiendo el 

,irinci'!JiO de :'uncioncmlie::to del cromo.tógraf:>. Así, bs tem -

;1eraturas del detector e in'.recT.'Jr se i;omc-.!'on 2oºc arrib;:;. de 

la temperatura de tro.baj) de la columna ( u horno e:i. cada 

ensa.yo 5 deter:;1inaci:ín, tanto para vol<?.tilizar com? '.1Z.r::. ase 

gurar la c0mbusti6n más completa el.e los :luatos, en P.l in7eE_ 

tor y detector resyectivamente. 

e) Elecció~ del flujo del ~as portador. 

Se inyecta ~or triJlicado una solución estándar, utili

zando los ~isrnos parámetros ~e trabajo que se utilizar)n pa

ra encontrar la te.;i:Jeratur:i. de la col'..lL'l!la, e:c:~entua."ldo ésta, 

i:iue en éste caso es cons·cante •. \ cada flu.jo ennayado .se a~l! 

caron inyecciones ?Or triplicado. 

Estas inyecciones se efectuaron en cada uno de los si -

guientes flujos de ?!..., : 
.:. 

15 m"./min. 

20 ml/min. 
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JO :nl/min. 

40 ml/min. 

50 ::ü/min. 

60 ml/min. 

De los cromatogramas resultan tes del ensayo de cada flu 

jo, se registró : 

- Tiempo de retención del DNI. 

- Número de platos te 6ricos. 

Adicionalmente, el flujo elegido presentó lns sigtiien -

tes característicaa 

- Que proporcione el pico :nás agudo. 

Registro definido y de foriila correcta sb coleo. 

- Que perruita la elución rápiia y sin aberración de la lí

nea base. 

- Que presente éotas ob3ervaci:mas en l:>s tr-es aasayos 6 

inyecciones. 

- Que genere el mayor númerJ de ;üat·Js teóricos. 

3e gra.fica A3P'!.' c·Jntra ?lujo, para encontrar el flu.jo -

óptimo ( donde AE?~ ea mínima ) y el registro sea bueno. 

d) Elección de otros f~ctores de operación. 

:::stes determin1~ci.Jn·~s :Je refi·~ran a bs controles de -

sensibilidad J ~rificado del aparato, 1ue es neceoario ajus

tar para lo~rar buenos registros ( picos ), ~saber, los 

principales son : 

- ~argen de la carta. 

- Velocidad de la carta. 

8ensibilidad a la se~al ó tama~o del pico ( atenuaci6n ). 

31 margen de la curta del reeistro es el ajuste del i -
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nicio del trazo sobre el papel. 

Ln •re l-'cidad de la carta se ajustó según el tama!lo de -

los !'e~istr?s :¡uo ae ·:¡uerían, y de la economía de pe.pel bus

oada. 

La sensibi:idad 3. le. se:íal 5 atenuaci'.5n, se !'efi•:re :il 

ta.:nai'.o del regictro :i.ue se '1Uiere ó cabe en la car·ta. ~l re

gistrador tin r.e la capacitla..i de ser sensible a ca.'1 tidades -

JIUJ peque?ias de solu ti) 'J de a.m:;lific::i.r ó reducir ésta res -

puesta como se ieseé. O::ste .:iando puede pro,:~ramnrse a ·J..'18 c~ 

bie de v:i.lor 9. 1.m ti·:mpo p!'eseleccionado p::.::-a ampliar ·S re -

ducir seña.les ( ,;iic?s ) autJr.iáticamen~e según C·:mv':lnga. 

e) Eliccidn del sistema le calibracidn S mdtado de cálculo 

cuantitativo. Jetfl-:--ninación de la re3oluci6n .'/ ;;:ficien

cia con los pará~et~os 3el~ccionados. 

31 método e~9l0".do fué .,1 :le estandarización interna:;' 
14 : en éste ;:iétodo .,s pos:.b:a conocer la c)ncencración del -

estándar ir.terno, el área de é::>te en el crom2.to,'jra.'D2. ;¡ ·.m 

factor de correcci6n 1ue 3.rbi traria:nente se le da un vaJior -

:le 1 Je establece la siGt.J.iente igualdad : 

= 
'i' - • 
.. ,, .. \. ¡\') 

- - - - - - - - ( 4 ) 

Donde : 

?
1 

= Factor de corrección ( estándar interno ) = 1 • 

A
1 

= Area del está.'ldar inti:rno. 

c
1 

= Concentra.cifa del estándar interno ( mg/ml ). 

?
2 

= Jactor de respuesta del estándar de referencia. 

c
2 

= Concentración del estándar de referencia. 

A = Area del estándar de referencia. 
2 

Esta igualdad se esta~lece debido a que se da por hecho 
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que la respuesta del detector es igual tanto para el estén-

dar interno corno para el DNI ( o sus t8. . .."lCia a ser cuantifica-

da ), y dado que ésto lógicamente no es estrictamente cierto 

se debe justificar y corregir el error que esto orit;ina; se 

da arbitrariumente el valor de la unidad a wi factor de co -

rrección~ se conoce perfectamente su concentración y su área 

en el cromatograma, además este valor no altera los otros -

valores conocidos. No existe alguna escala. u ot!'OB paráme -

tros quo señalen valores para éste factor. 

Teniendo establecido lo anterior, se tiene una base pa

ra calcular el factor de respuesta del DNI, sin tener error 

de cálculo. 

Este cálculo permite Jbtener las concentr:>ciones de 

muestras desconocidas a partir de un estándar de referencia 

con la ecuación ( 4 ) y adicionando iguales cantidades de 

estw.1ar interno a la muestra desc.:,nocida y al estándar, pa

ra calcular el factor de res:::ruesta y la concentración desc~

nJcida. Asimismo se puede ver qua calculando un promedio de 

F
2 

no es necesario construír una curva de calibraci6n. 

- Determinación del Estándar Interno. 

Para esto se buscaron com9uest~s que tuvieran grupos 

nitro en su molécula, que fueran semejantes 6 iguales a los 

mencionados en la bibliografía como estándar interno3•11 y 

que fueran solubles en cloroformo. Así, se ensayaron los si

guientes compuestos 

3-Dinitrobenceno 

Acido pícrico 

Ver figura 12 7 • 

J-rli troanilina 

3-Nitrobenzaldehído 
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3-Dinitro
benceno 

OH 

N0
3 

Acido pí
crico 

NH2 
¡ 

3-Nit"M
anilina. 

PI GURA N.2. 7 

HC=O 

3-Ni tro
benzalde 
h!do. -

Eetruc"Íllras de los oomP11estos ensayados para la elec -
ci6n del estándar interno. 

Los ensayos realizados fueron los siguientes: 

1) Se pl"epararon muestras de éstas sustancias, a una oon -

oentraoi6n de 0.5 ing/ml en cloroformo. 

2) Se inyectaron cada u.na de las muestras anterior1!s a las 

condiciones cromatográficas elegidas, por triplicado, -

cuidando de inyectar siempre el mismo volúmen. 

3) Según lo obtenido en el punto ( 2 ) se seleocion6 el es

tándar interno dependiendo de si Ctll:lplía con las aiguie~ 

tes indicaciones: 

- No presentar retención irreversible 6 degradaci6n térmica 

ni descomposici6n. 

- Buena respuesta del detector. 

- Tiempos de re tenoión adecuados. 

- Que presente picos grandes, agudos y de forma correcta. 

.. 
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- No presentar aberracionGs en la línea base. 

- Que no presente interferencias de eluci6n en el disolvcn 

te. 

4) Se prepar6 una mezcla adecuada del estándar interno se

leccionado y DNI estándar de referencia, se inyectó por 

triplicado, y del cromatograma resultante se observó 

que presentara buena resolución, aproximadamente mayor 

de 1.0 respecto al pico del DNI, además de : 

- Presentar el factor de corrección ó relación de áreas 

respecto al DNI, reproducible y constante. 

- Que no reaccione ó interactúe con •l »NI en la columna. 

- Que presente las observaciones anteriores constantes y -

reproducibles en los tres ensayos. 

Determinación de la resolución y eficiencia con Jos pa

rámetros seleccionados. 

El cálculo de la resolución es factible de realizar con 

los cromatogramas obtenidos del ensayo del estándar interno 

con DNI estándar de referencia. Obviamente se inyectó una so 

lución con ambos solutos a concentraciones conocidas bajo 

las condiciones señaladas de antemano y de &stos cromatogra

mas se obtiene la resolución, aplicando la ecuación ( 2 ), -

donde w1 y w
2 

corresponden a los picos del estándar interno 

y DNI estándar de referencia respectivamente. Si R > 11 se 

tiene buena resolución y eficiencia separativa:5 

Otra evaluación de la eficiencia1 es la evaluación de la 
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relaci6r.. de áreas, que ésta permanezca constante en la dete! 

:ninaci6n del estándar interno¡ y evaluar el número de platos 

t~óricos ( N ) generados por el sistema mediante la ecuación 

( 1 ) • 

4. ~xtr9.cci6n del principio activo de la forma fnrmaceú 

tica. ::?rep?.rs.ciór.. de la muestra e identi fico.ción del 

Dinitrato de Isasorbide. 

Se pesaron 20 tablet~s de Dl\'I de 10 mG, se trCJ1sfirie -

ron a un mortero de ter::~~º adecuado, se trituraron ha.ta obt! 

ner un polvo fino; éste polvo se pes6 e:r.:0.:·~~mente el equiva

lente alrededor de 25 mg. ie J:r-:I, posteriormente se transfi

ri6 éste polvo a un matráz volU!~étrico de 50 ml y se llevó -

al volúmen con clorof)mo, se to.p6 'J se a13it6 .por ultrasoni

do por 15 minutos, se continuó la agitación con un a~itador 

magnético 1)tros 15 minutos y finalmente se :filtró con papel 

'lfaa.tman ¡.¡2. 40; los .:ut:-ad.os se recibieron en otro matráz vo 

lumétrico el cual se rotuló perfecta:nente y se tapó herméti

camente. 

Je la solución obtenida se tomaron con la jeringa 3 mi

croli tros y se inyectaron, por duplicado; de los cromatogra

~as resultantes se identific6 el pico correspondiente al Df:I 

mediante la comparaci6n de un crom~tograma de una solución -

de JNI e::itándar de referencia. 3e observó que no existiera -

interferencia en la eluci6n de los picos de disolvente y DNI 

debido a excipientes Ó posibles degradaciones. 

5. Técnica desarrollada, aplicaci6n del ~étodo en table 

tes J ajuste de la misma. 
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'ECNICA : 

- Preparación del estándar interno: 

Se pesaron exactamente 2.500 g de polvo de 3-Dinitro -

benceno puro y seco, se transfirieron a un matráz volumétri

co de 500 ml y se llevó hasta el aforo con cloroformo anhí -
dro, se homogeneizó hasta obtener una solución clara. 

Se prepararon muestras de tabletas para su análisis tal 

como se indica en el punto N~ 5 ¡ se inyectaron tres microli 

tros varias veces, alternando al azar inyecciones de solu 

ción de ~NI estándar de referencia para observar alguna po

sible diferencia 6 interferencia. 

De la repetibilidad resultante, en función de las áreas 

reeistradas, se determinaron los factores posibles de modifi 

car para mejorar la metodología desarrollada sin que se cam

bien los parámetros operacionales que determinan la ~ficien

cia de la separación, a saber : flujo de gas portador J las 

temperaturas del horno e inyector, columna, soporte y solven 

te. 

6. ~rminación cuantitativa del DNI. 

Teniendo preparada la muestra de tabletas de DNI, ade -

más de haber preparado una solución de DNI estándar de refe

rencia de la misma manera como se trata la muestra, se pre -

para el cromat6grafo con detector de ionización de flama a 

las condiciones determinadas anteriormente. 

Se inyectaron tres microlitros de la preparación del es 

tándar de vrrr +estándar interno, por duplicado; luego se in 

yectan tres microlitros de la solución de muestra de table -

tas, por duplicado. 

De loe cromatogramas resultantes, tanto de DrIT estándar 



ie refe~encia, como 1e muestr~ de ta~letas de DNI, se obtu 

vieron las áreas correspondientes. A pnrtir de éstas áreas -

7 cJn la ecuaci6n ( 3 ), se obtiene el :actor de respuesta, 

F., del :::it:I, 1 lue¿o, se ca:!.cula c
2

, o sea la concentración 

del D?IT en la muestra de tubletas : 

- - - - - - - - - - - ( 4 ) 

= ( 5 ) 

3e hizo U!l prJc-i!di.o de :., de bs :los det.;i::-:ni11aci•)!les ... 
con la ::iuestr'3. de k'olet3.s :¡se calcul.S el contenilo de :;:mr 
C•m la siguientB f6r:nula: 

mg/tablata = ~ 2 x 25 ( 6 ) 

51 
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3.3 V A L I J A e I o rr DE L M 3 T o D o 
D E S A R a O L L A D O 

a) Especificidad 

b) Linearidad de la muestra. 

e) Li~eariJad del estándar. 

d) Precisi6n del método 

e) Exacti~.td del ~étodo. 

f) Consiieraciones 6enerales. 

a) Especificidad. 

reproducibilidad y repetibil! 

dad). 

Para Jeter.ün.:i.rla, se ·~orrieron ::lu.::itr: ... n d.e Ji.;I degrad!! 

da , tratando de obtaner los d·'.><J ;:rinci :iales 9r0.il:ci;os de 3.e 

eradac ión 2-:nononi tr3. to de In JS oro :je :; ·Ü 5-=ono::ü tr:i to lle 

Isosorbirle y ·fo 'ouscar al.:;i.tn .Jtro inte:·f·.irent•?. C:Jnociendo -

los tie::po::. d:; ra tc::ci6n do lo::: n:.<~v·J·:> .~'.rJJ:.ic t:rn 'J 3.cr.q cie :.10 

se irlontifinuen, :;e ,puede .S'.lber :;i .,: :1.n::ílisiz ~s '2S~ecifico 

referenci3., ~in le¿:r=.lar. 

Ade~1s Je ~st0s ):Jl~ctos de 1eg~:::.laci6n, se trata de -

busc3.r al5.1n ot:-o C·n:;;iu:::s-;J qi.to :;iueda .::ir:::sent.:::.rse dU!'3.!lte el 

minan t'lS, e tcá tera. 

Se pesaron :;¡ue ,3 tr::i.s Je 9.pr ::ixi:nadamen te 10 rag de Df:I es

tándar de refer~~;.cia y se prepararon como se indica a conti

nuaci6n : 
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;,:1.i.:;:T:B :! o:,:JIJ: ·)~·:::;:,:; ~E!.~:PO 

I 1 ) J:;r + 50r.ll de F!Cl L.rn, h::i:n•:g1rnei:.:ar 2 hrs a l'JO;:: \ 

( 2 ) JiiI + 50ml 1:! ;:a•JH l. J~-: " " ~ 'I 

1 3 j J!II + 5·Jal de H J lestilad;:i " " 11 
1 2 
( 4 ) ~m s?lo, S"?C,J, ho:no:;en~i Z2..r 43 hrs '.l ~O~:J 

" ' :¡:, _.J 
2 .. .;, ,, .< 

De i;r!ldac i -mes del :rnr para espcci!'icidad 

l':iste:-ior:nenta las rnuascras 1, 2 y J Je ·Jxtruj.;ron co~ 

20 !!ll. de cloroformo puro, agi t.:i.ndo el erJbudo •le se:Hr::.:.Cl6n 

:hra.n te 3 mimt toa. 5 e se ;:iaró la fase or,;á::i ca, se filtró ad~ 

cuadamente 'J post.Jrioniente ee afo:.:"Ó a .25 ::il. Sate :iltrado 

::ie inyectó po.:- Ju.plicad:i en el croo::. tó;r:,fo :i l~s c·Jmiicio -

nes ya es ~ablacidas :r 3,, 2 .. r~ali::iar:i:i los crom.q togrS!'Jas obteni 

dos. 

La :nuest::-a mlmer"> ( 4 ) se pre;ia.::'Ó C•Jt:Jo ·.ina mues-vra .:i:-

1inaria para analizar JNI en tabletas, con la diferencia de 

~ue no se adicionó solució~ de 3-J!IB estándar int~rno ), y 

Únicamen ta se agitó por ultrasonido. Se inyectó tal :r como -

se indica; se analizar·n1 l:is crornr.;. to,srum.:1.s re:;;ul tan tes para 

evaluar la especificidad por comparaci6n ·~on el est:índar de 

referencia. 

b) Linearidad de la muestra. 

?ara determinarla se empleó el método de adici6n de es

tándnr 3. un excipiente adecuado formulado, debido a la caren 

cia da la formulación completa del medicamento. La pureza 

del e3tándar de referencia es J8.63% en lactosa. 

Los niveles de conceutraci6n empleados y la composición 

del excipiente pr~parado aparecen en las tablas ( 3 ) y ( 4 ) 



~ITTESTRA ó ' JE l':t:~:CIPIO ~g. de ~~ JE ?RS ~ --, rn-·º .;~ 

PRE'PA~ .. \CTOr! .\CTIVO. D~I! "AR.JC!v:::~s ~:~~cro:·~:1 

l 60~ 6 2 2 

2 60:l 6 2 2 

3 80;G 8 2 2 

4 W% 8 2 2 

5 100% 10 2 2 

6 100% 10 2 2 

7 120;~ 12 2 2 

8 120% 12 2 2 

9 14();{, 14 2 2 

10 140% 14 2 2 

:r A 3 L ..;, •• J 
3 ·' 

Preparaci6n de la Linearidad Je h ::iuils tra 

Composición del excipiente con nrinc:!. ui ::i ac ti vr:i: 

Principio activo 17.24% = 25.36 :ng. 

Estearato de magnesic 2.00;ti = 3,00 mg. 

Avicel 26 .32~~ = 40.)3 mg. 

Lactosa 26 .92;~ = 40,33 :ne. 
Almidón 26. 92;; = 40.39 cg. 

100.00% 150.JO 

~ A B L A ~ 4 

Pureza del astá.ndar = )8.68~ 
Peso promedio do la tableta = 150 mg. 

Contenido de principio activo = 10 mg. de J~I 

54 

-1 
1 

= 25.36 mg. de estándar 
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?ara cada preparación, se pesó la cantidad respectiva -

!e estándar de nrrr y se mezcló perfecta.mente con b. ca.r.üda3. 

e Jrreopondi1rnte de '9Xci:;iien~'9S, evitando cualquier périi:.d¡,;,. 

rJna •rez preparados los ¿olv,,,s se procedió cocio se i :d:.-

·~::. en el ensay'.> de JIU er. table tJ.s. 

Las inyeccfones de lp.s :nu,is-;ra.s se al tP.rnG.r;:1 con ,J-:;r::i:::; 

de Wl.a soluc:.Sn da Jr:r t"lstándar de referencia prepara.lo Je -

la nr:.n1H?. usu.al, para ~i:!es de cálculo. 

Las ca.'1'vi.·ladec C·J!'respondientes je ;irincipio ::.~~i'T'> , 

.;ia!'a una pre parac i 6n :5 

ce~ ~n la tabla ( 5 ). 

Las cantidades reJpectivas de polvos re~uerii0~ 

les preparaciones necesarias a los niveles ~arca¿os en 

';;a'ola ( 3 ) , se ~':ltienez: :. p~r~i: de lo 3'9?ia::!.a1o e::l la 

( 5 ), sirn:;:il·.H:ente :nulti,:Jlicar:d·::i talas :::wtidad·~s .~o!" el nú-

mero de preparaciJr.~s re~~eridas. 

• r 
::1~ do ::;:rr 1 c:1; .lo Hu • ;¡;..._: .:e -, 

ie 3.C ti 'TO puro 1 Ji:I ( 33 .63;~) cxcipier.t·~ 

() o 
1 

'] 150. ;O 
50 e 1 15 ,51 lJ<~. ·:9 
30 3 1 

20.6·3 129 .J2 1 

'JO 3 ! 23.26 126.74 
100 10 25.35 l2t; .15 
120 12 Jl.02 113 .-JS 
140 :4 3ó.:3 113.8: 

T A B L A 
,¿ 
¡. 5 

";a."!tide.das de excipient.;i y principio 3.C ti VO ;ji l:..;.i do 
requeridas <:ln cada r..ivel de concentración (pur; una 
table ta de 150 ::g) para la linearidad de la !!luestra 

! 
1 
1 

i 

1 

: 
1 
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c) Linearidad del estándr.r. 

Se preparó con un entán<lar Lle pureza de JS.68~. Los ni

veles de concentraci6n eopleados fueron los siguiantes: 

muestra ó % de p. :ng de ,.J de ~-º de pr~ ,- .. -
preparación activo D!íI inyecciones para e iones 

1 BO~~ 
Q 3 2 J 

2 90 3 3 2 
3 100 10 5 2 
4 105 10.5 3 2 
5 110 11.0 6 2 
6 115 11.5 3 2 
7 120 l' ,, 

~•v 5 2 
8 125 12.5 3 2 
9 130 13.0 3 2 

T A B L A ~ 6 
Preparación de la Linearidad del estámlar 

' 

La preparaci6n de éstas II!Uestras se realizó de la mis -

i;ia ma.."lera que en P.l ensayo de JNI en table tas. e on l?. di fe -

rancia de que aquí el polvo ya se tiene como t~l. 

Las inyecciones se alternaron con otras de solución de 

DNI estándar de referencia USP preparado de la manera usual. 

A partir de los crooatogramas resultantes se hicieron -

los cálculos y determinaciones necesarias. 

d) Precisi6n. 

- Precisión del método. 

Se realizó haciendo seis determin2.ciones pr :luplicado, 

del ensayo do DNI en muestras de niveles del 100~ del conte

nido de principio activo. Zato se realiz6 con dos analistas 

en dos días diferentes, con el mismo equipo pero cada uno de 

ellos lo acondicion6 y prepar6 adecuadamente e independien

temente uno de otro. 
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Las muestras se prepararon y pesaron de la siguiente -

manera : 

Principio activo = 25.84 mg 

Excipiente •124.16 mg 

150.00 mg 

El excipiente se prepar6 con la composición empleada -

anteriormente. Estas cantidades se pesaron exactamente en 

balanza analítica y se mezclaron perfectamente. 

Las muestras se prepararon de la misma manera que en el 

ensayo de DNI en tabletas. Las inyecciones se alternaron con 

otras de DNI estándar de referencia. De los cromatogramas r! 

sultantes se hicieron los cálculos y determinaciones necesa

rias. 

- Preoisi6n del sistema. 

Se realiz6 evaluando la desviación estándar de los re -

sul tados obtenidos •:ie al menos seis inyecciones de una prep! 

ración de estándar de DNI ( la concentraci6n recomendada es 

del nivel del 10~ ), 

Se midió así, la repetibilidad de la separación dentro 

de la columna es decir, 4el sistema cromatográfico ) cuyo 

resultado final del coeficiente de variación no debe ser ma

yor del 1.5~ , De los cromatogramas resultantes se hicieron 

loe cálculos y determinaciones necesarias. 

e) Exactitud. 

Esta determinación se hizo ensayando muestras compues -

tae de la mezcla de excipientes formulada anteriormente, y -

tul estándar de DNI; de tal manera que proporcionaran niveles 

de concentración del 8~, 10°" y 12°" de la cantidad etique-
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tada. 

Cada nivel se ensayó seis veces, por duplicado y las -

muestras se prepararon como sigue: 

NIVEL DE CO,!! NUMERO DE MUE~ NUMERO DE P~ NUMERO TOTAL -
CENTRACION. TRAS. PARACIONES POR DE E~lSAYOS ó • 

MUESTRA. PREPARACIONES 

ªº" 4 2 8 
10~ 4 2 8 

120% 4 2 8 

T A B L A ~ 7 
Preparación de la exactitud 

Se prepararon sólo cuatro muestras de cada nivel de co~ 

centración debido a que en la parte de la linearidad de la -

muestra, se ensaya.ron dos veces cada uno de estos mismos ni

veles, tratando la muestra de la misma manera. De esta mane

ra se completaron los seis ensayos de cada nivel y cada uno 

por duplicado. 

El excipiente se preparó con la composición empleada 8!! 

teriormen.te. 

En cada preparación se pesó la cantidad respectiva de N 

excipiente y principio activo para cada nivel de concentra -

ción, en balanza analítica. 

Una vez mezcladas las muestras se prepararon de la mis

ma manera como se indica para el ensayo del DNI en tabletas, 

con la diferencia de que aquí el polvo ya se tiene como tal. 

Las inyecciones de las muestras se alternaron con otras 

de una solución estándar de referencia USP preparado de la -
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manera usual para fines de cálculo. 

De loe cromatogramas resultantes se hicieron loa cálcu-

los y determinaciones necesarias. 

f) Consideraciones. 

Se hizo de la manera indicada en la parte correspondie~ 

te a la teoría. 



3.4 A N A L I s I s E s p E e T R o F o T o M E T a I e o 
D E L DNI 

E N T A B L E T A S 
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Para fines comparativos, se aplic6 el método espoctrofo 

tométrico reportado en la USP xrx25 para determinar DNI en = 
tabletas de 10 mg. 

Esto se hizo como sigue: 

l) Se obtuvo el peso promedio de 20 tabletas de un mismo -

lote. 

2) Se aplicó el método de análisis al menos 10 veces. 

3) Lo anterior se llev6 a cabo en un sólo día. 



3.5 E S T U D I O E S T A D I S T I C O 

C O M P A R A T I V O 
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Para nuestros fines, el estudio estadístico realizado -

fué la comparación de las precisiones de ambos métodos, por 

lo que se emple6 la prueba de E ó razón de varianzas2 • 

Para poder hacer la comparaci6n de preoisiones por la -

prueba !' fué necesario calcular la media de la muestra X, -
la desviación estándar de la muestra !r Varianza ~~ y buscar 

un valor F de tablas para n-1 grados de libertad, todo lo an 

terior se calculó para cada método. 

Para esta comparación se emplearon los resultados de 10 

ensayos por cromatografía de gases y 10 por espectrofotome -

tría, con tabletas de un mismo lote. Estos datos se trataron 
- 2 ~ por separado, y se calculó X, s, y s y se busc~ ! de tablas 

respectivamente. 

Posteriormente se fonnularon las siguientes hipótesis: 

Ho = Hipótesis nula. 

H1 = Hip6tesis alternativa 

Donde: 

Ho =El método cromatográfico presenta igual pres! 

ci6n que el método colorimétrico. 

ó 

Ho 2 2 
= ª1 .. ª2' 1: 

Hl = El método oromatográfico es más pre siso que 

el método .lolorimétrico. 

6 



2 2 
ª1 = sl > 8 2 

Posteriormente se busc6 F Jti de tablas al 95% de crJ. ca 
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confianza, y se calcul6 P . t 1 con las desviaciones -exper1men a 
estándar de cada m~todo por medio de la siguiente ecuaci6n: 

2 
ª1 

1= ~ - - - - - - - - - - - - - { 7 ) 
ª2 

Adicionalmente, se calcul6 el error estadístico obteni

do en cada uno de los m~todos comparados, por medio de la si 
guiente ecuación: 

Error estadístico 
6 estándar 

Donde: 

= 
Desviación estándar 

F 
n = Número de determinaciones. 

( 8 ) 



IV.- R E S 'J l "' .!.. D O S 
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4.1 M E T O D O L O G I A D E S A R R O L L A D A 

P O R C, G. 

4.1.1 Elección de la fase estacionaria, loqgitud de la 

columna y soporte. 

a) Fase liquida. 

OV-101 ( Dimetilpoliailoxano ) al 2.5% sobre soporte 

Cbromosorb \VHP de 100-120 mallas. 

b) Columna. 

Se eligi6 una longitud de 6 pies ( 180 cm ) con un diá-

metro interno de 1/8 11 
( 2 mm), de vidrio. 

4.1.2 Elección del gas portador, disolvente y detector. 

a) Gas portador. 

N2 filtrado, de pureza 99,99%. 

b) Disolvente. 

Cloroformo grado GLC ó grado OV. 

c) Detector. 

De ionizaci6n de flama ( R2/ aire ), 

4.1.3 Determinación de los parámetros operacionales. 

a) Temperatura de trabajo de la columna (horno). 

La columna preparada para 6ata determinac16n se equili

bró como se indicó en la parte experimental correspondiente, 

obteniendo como resultado el cromatograma de la l!nea base 

que aparece en la figura n2 a. 
Para los demás resultados de las temperaturas ensayadas, 

ver máa adelante. 
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.. 
1n;vecoi6n 

t 

FIGURA?~ 8 
Lír.ea base obteni·"ia al equilibrar la columna 

ue la inyecció~ de cloro~ormo puro se obtiene el croma

togra:na de la fil::'.lr::. ::;-.2. 9, sin ruido y sin interferencias. 

Los cror::at:igraI.12.8 r~p::-e::ientr;.tivos de las temperaturas -

ensa:•:::.das ze presen-:a.."'l ~n las figuras ?~ 10, 11, 12, 13, 14 

15 y 16 respecti•1;:.mente. 

Sólo se obtuvo un c::-ooatogrruna definido a 100°c, con 

una alta retención coco se puede ver en la fit;ura N2. 10. 

Zn todos los casos la resolución esta dada respecto al 

pico iel Jn y del disolvente ( ver tabla r:E. 8 ) , y los tiem 

pos de retención están ia:.1os en cinutos. 



mv 
0.3 

~Pico del Cloroformo 

Línea base 

tiempo 
O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 ID ]. 1213 (min. ) 

F I G U R A ~ 9 

Pico del solvente 'PUI'O 
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mv 

0.36 

Pico del Cloroformo 

Pico del DNI ----b 

tiempo(min.) 

012345678910 15 20 

~ I G U R ' r
0 io 

:! t ' "· ;r- • o 
Tempera tura de l:J. e :ilumn2 • 100 1; 



mv 

0.31 

Clorof onno 

Línea base 

' 1 1 1 1 ' i 

012345679910 

14-.2 

])NI 

"J I G U R A ri2. 11 

tiempo (min.) 

1 1 1 ' 

J9 

o Tempere.tura de la columna = 110 C 

67 
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mv 0.Jl 

Cloroformo 

9.23 

DNI 

Línea base 

tiempo (min.) 

0123456789l0ll l5 

F I G U R A ~ 12 
Temneratura de la coluc.na = 120°c 



mv l 0.33 

Clorofo ~ 

6.10 

D~ 

ti9mpo (min.) 

o 1 2 3 4 5 6 1 e 9 io l3 

F I G U R A N~ 13 o 
Tempera.tura de le. columna = 130 e 
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mv 1 0.32 

Cloroformo_ DNI 

4.18 

1. 

LÍnea base 

tiempo (min.) 

o 1 2 3 4 5 6 1 8 9 ])ll 

F I G U R A r~ 14 
Temperatura de la columna = 140°c 

10 



mv t 0,34 3.02 

Cloroform~ DNI 

tiempo (min. ) 

o 1 2 3 4 5 6 ., 
F I G U R A N~ 15 

o Temperatura de la columna = 150 C 
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mv 2.21 

Cloroformo DNI 

tiempo (min.) 

012345678 

F I G U R A ~ 16 
o Temperatura de la columna = 160 e 

72 
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t t ~iemro ~ ie ~¡~¡o r r e e u 
~l~ u OS 

Tºc ~NI sol v. ci5n -= 
R 

e !'1- e :i A.EFT coifleta CO!;• - cm in. min. n. 

:!.00 23.!3 0.32 27.0 l - - -
1-JO - - - - - - -
100 - - - - - - -
110 114 .66 0.33 16.6 l 0.3754 .6 

110 14.20 0.31 16.2 l 0.0665.2 10778 .4 0.017 

110 14.53 0.32 15.5 l 111166 ,7 

120 9.18 0.31 11.2 l 11007 .o 
120 9,23 O.Jl 11.2 l 3517.9 10843.4 0.016 

120 9,23 O.J2 11.2 l 11127.2 

:!.JO 6.10 0,33 7.1 l 6615.1 

130 6.12 0.33 7.1 l 6653 ,5 5555.0 0.027 

130 ó.10 0.32 7.1 1 4'360 .. '.l 

140 ·4 .13 0.32 5.1 l ó;J8S.9 

140 4.13 0.32 5.1 l 6933.9 6375.5 0.026 

140 :t.17 ,) .12 e; .1 1 5q5c;.6 

150 3.02 ~ ,34 4 •. ') 1 11.4592.5 

150 3.02 0.33 4. ') 1 6485.6 6485.6 0.028 

150 3.02 o ,33 4,0 1 6435.5 

160 2.24 0.32 3.2 1 3568.0 

160 2.25 o ,34 J.2 l 11J2.6 3765.7 i) .047 

:!.SO ,., "lC: G-311 1 .., 1 8101) •. ; ._ ···..I J.,_ 

·¡ .~. B 1 A !\- 3 
:iete!'~i1:2ci.fo Je la t~mpera tura. rle trabajo de 

' " e ·) '!. LL'lln~'. 

.i = Jesolu.ciSn 

N = :iúoero de pla',os tt?6ricos 
AEPT = Al tura equi'ralente a un plato te6rico 
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o De la tabla ~ 8 se tomaron los datos promediados de -
o AEPT y se graficaron contra Temperatura ( T e ) y éste gráfi-

co muestra la temperatura óptima para realizar el 

DNI ( ver Discusión ); 

ra~l7 ). 

0.050 

o.d450 

0.0400 

0.0350 

0.0300 

AEP'.r 
( cm 

así : Tºc óptima = 1J0° e 
ensa:ro del 

( ver figu-

0.0250 Te6rica -----
Bzperilllental e---e-

0.0200 

0.0150 

I 

1 
1 

I 
I 

,~"(Temperatura óptima 

110 120 130 140 150 160 

P I & U R A ~ 17 
Gráfica AEPT contra Tem~eraiura ºe 
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b) 3lecci6n de la temperatura del Detector e Inyector. 

Con base en la temperatura del horno seleccionad.a ante

riormente ( 130ºc ), las temperaturas del d~tector e inJec -

tor elegidas fueron 150°0 respectivamente ( ver parte de teo 

ría ) • 
e) Elecci6n del flujo de gas portador ( N2 ). 

Un cromatograma representativo de cada flujo ensayado -

se presentan en.las figuras ~ 18, 19, 20, 21, 22, 23, y los 
o 

datos agrupados obtenidos aparecen en la tabla ~r 9. 

A partir de la misma, se obtuvo un gráfico AEPT contra 

Flujo ( ml/minuto ), para determinar el flujo 6ptimo de ope

raci6n a la temperatura de trabajo14 Y 15 • ~el mismo se ob~_! 

vo: 
Flujo 6ptimo = 20 ml/min. 

Ver figura ¡.-¡2. 24. 



./ 

1 

mv 

0.53 

Cloroformo 

DNI 

1 1 i i 

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ll 

F I (i D' ::l A ~ 18 
:?lujo de rr

2 
= 15 ml/min. 

76 

tiempo (min.) 

1 1 1 ' 

19 



·~ mv 

D.33 

6.31 

Cloroformo 1. DNI 

tiempo (min.) 

o 1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 

F I G U R A r~ 19 
nujo de N2 = 20 ml/min. 
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,~ mv 
i 
i 

0.32 

Clorofo~ 

6.26 

'DNI 

tiempo (min.) 

o 12 3 4 5 6 78 9 1011 

F I G U R A r-r2 20 
Flujo dr N2 = JO ml/min. 
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mv 

o. ' 
6.43 

Cloroformo DNI 

tiempo (min.) 

Ol 23456789IDlll2 
F I G U R A N~ 21 

Flujo de N2 = 40 ml/min. 

79 



mv o 18 
3.52 

Cloroformo 

DNI 

tiempo (min. ) 

012345678 
F I G U !l A # 22 

?lujo de r:
2 

= 50 ml/min. 

80 
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mv ~ 
0.19 .20 

c1oroform¡~ D}11: 

,. 

tiempo (min.) 

0123456739 

:i' I G U R A 1;2. 23 
Flujo de N2 = 60 ml/min. 
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Flujo t'I" á.EPT AZPT 
:nl/min DNI ( c:n) (cm) N ,. 

¡;J2 min. pro:nedi o 

15 10.50 0.125 

15 10.50 0.0164 0.0164 11151.2 

15 10.50 0.0154 

20 6.35 0.0179 

20 5,35 o .017.3 () .0173 l019J.97 

20 6.)5 o .017 J 

JO 5,05 ,') .0131 

30 5.05 0.0179 0.01734 10133.37 

10 '5 .05 o .0179 

40 4.15 0.0265 1 
1 

40 4.15 o .0265 0.0265 5901.14 

40 4.15 o. 'J26Ll. 

50 5 .)5 0.0367 i 
1 

50 5 .J5 O.JJG7 0.0355 5010.41 

50 '° -~ .1 •j) 0.0364 

60 J.20 0.0446 

60 3.20 0.0446 0.0446 4100.44 

60 J.20 O.'J450 

T A 3 L A # 3 
Determinaci6n del flujo Óptimo 



0.0500 AEPT (om) 

0.0400 

0.0300 

0.0200 
Flujo 
óptimo 

! 

Flujo de N
2 o .0100 -~--r----.----.----.---...:;_ 

15 20 30 40 

P I G U R A ~ 24 
Gráfica A.EPT contra flujo ~r2 

50 60 

ml/min. 

83 
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d) Elecci6n de otros factoras operacionales del croma t6gr~ 

fo. 

3s tos fue to res se de ter'llinaron inicial:nen te sigui ando -

recomendaciones reportadas y las indicaciones del ~anual de 

operaci6n del cro~at6gr~fo. 3stos fueron los siguientes: 

- !Largan de la carta = l5;i~ de su anchura. 

- Velocidad de la carta = 0.5 cm/minuto, 

- Sensibilidad = Mando de atenuación de señal x4 ATTJ.; -

x4 ) y un valor de 2 para el mando de THE3HOLJ 

e) Elecci6n del sistema de calibración 6 de cálculo cuanti 

tativo. Determinación de la resolución y eficiencia. 

Se eligi6 el método de calibración por estandarización 

interna por lo expuesto en la parte correspondiente a la 

taor:!a. 

Determinación del estándar interno. 

- Se probaron compuestos, en clorofonno GLC a una concen -

traci6n de 0.5 mg/ml: 

- 3-Dinitrobenceno 

- Acido pícrico 

- 3-Nitroanilina 

- 3-Ni trobenzaldeh:!do 

Un cromatograma representativo del análisis de cada una 

de ~stas sustancias se presenta a continuaci6n en las figu -
o ras.rF- 25, 26, 27 y 28. 



mv 

1
0.34 

1 
Cloro.fo ~ 

3.21 

3-Dni trobenceno 

tiempo (min.) 

012345673 

F I G U R A r:2 25 
Determinadión del estándar interno 

( 3-Dinitrobenceno ) 
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mv 
0.32 

Acido pícrico no apareció 

012345678910 

F I G U R A #. 26 
Determinaci6n del estándar interno 

( Acido pícrico ) 

tiempo (min.) 

18 
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mv t 

Clorof'omo ,, 

¡ 

1 
1 
1 

! 
¡¡ 
íl 

~ 
¡: 

f. 
!i 
¡; 

¡' 

! 
l. 

!: 

0.35 4.04 

3-Ni troanilina 

.,. 

tiempo (min.) 

¡ e e u 1 1 e 1 ¡ 

o l 2 3 4 5 6 7 B 9 10 

P I G U R A Jf!. 27 
Determd.nacidn del estándar interno 

{ 3-Nitroanilina ) 
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·~ 
lI1V ¡ 35 

1 o. 

1 
1 

1 

Cloroformo¡ > 

2.20 

! 
,: 

!i 
'I 11 

i¡ 3-Ni trobenzaldehído 

1 

tiempo (min.) 

' ' e ' o 1 2 3 4 5 6 7 8 

'J I G !' R A ~ 28 
Jeterr.iinación 1cl estándar interno 

( J-Ni trobenzaldehído ) 
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1 

1 

1 
1 
¡ 
i 

1 

1 

1 
1 
1 

! 
1 

i 
1 

i 

' 
1 

1 
1 

! 
1 

! 
1 
1 

1 
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r Tiempo de 
! ~iernpo de re 'tonción 

SUSTANCIA j(~~~~;) 
d~l DNI 

(minutos) Interferencias 

J-Jini~r'.lbenceno 1 3.22 6.15 no 
1 

" 1 3 .21 1 6.15 No 
,, 1 3 .21 l 1 6.15 No 

J-~7i ~r'J~ilina 1 '1.03 6.15 sí 
1 ,, 

1 

4.03 6.15 sí 

" 4.04 6.15 sí 
\ 

.. t~ijo :;iícrico 1 - 6.15 -
" - 6.15 -

ó.15 " - -

3-~Ti ~robenz::lde!lido 2.20 6.15 !~o 

" 2.20 6.15 !\o 

" 2.21 6.15 No 

T A '3 L A n~ 10 
Resultados para la de terminación del estándar interno 

:egú~ los crom~togramas anteriores, se eligió el 3-Dini 

~robenceno ( DNB ) como estándar interno, debido a que pre -

zentó: 

- ~.:Uy buena respuesta '.!el detector. 

riempo Je retenci6n = 3.2 minutos, no' presentando inter-

- :os pic-Js cenerados son grandes, agudos y de forma corree 

ta. 
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- No presenta desviaciones en la linea base. 

- No pre.:;enta interferencias con el disolvente, ni picos -

o se3ales extrailas. 

- ¡;o hay evidencia de reacción de degradación u otras in -

te rf oJ rencias. 

La r.:.~.:il:tci6n prooedio entre los .:JiCos d.e DNI/JNB as 

5,,: 'l"J :, cono se muestr:;. en lo. tc.bla :;2. 11 obtenida a 

parür fo tres in:rucciones ·fo unu :nezcb. ;:¡;;r/_)1:?.. 

Relación de área o il·JJOb.ci6n 
J!!I I J:rn .:At / ]. -

"1 T 
"~ .:: 

Z4J5.ll 
1013,93 = 'J,30",''.)JN .),'.:03 l = 5 .1; 

2457. ·l) '). 3057 J"' !) • '.306 ]. ;: 6. ·i 
306.:. n 

24:13.J'J 
= J. ·:e·::: N o.~ JC ,., 

= '5. 4 
JOi33. ?9 

.,, 
' ::, .. "2 11 - _.,, 

~ " 
::~ ~: .. :.:.:~acl6r:. l.: la ]'J:Joluci6n 

- ]'.l:c Jbd·~:·: _~ro:::e•:!i:J = 6 .4>> l 

- Pl~toc teó~icos = 1377.77 



4.1.4 Extr9.cci.Sn del principio 9.Ctivo z de la forme. far 

macedtic3. ?reoara:i6~ de la mues~ra e idantifica 

ci5n del 

Je loe ensayos de3critos en la parte experlmecte.l se ob 

tuvieron los •::ror!la.togramas de las fieuras ;~ 29 :¡ 30. 

Las c0ndici·:.mi3:.:> del e::i.uipo utilizadas para lo ante1·ior 

fueron las siguientes: 

Col:.i.~n J fase: :Je Yidrio de 1/9" :ie :iifuetro int1Hno 

por 6 pies :ie largo, empacada cJn ~ase 

OV-101 al 2. 5~~ sobre Chro.nosorb ::HP. 

Tempera tur9. del horno = 130°~. 

Temperatura fol lnyec·tor= 15oºc. 
Temperatura del letector= lsoºc. 
Plujo de gas porte.dor = 20 .nl/min. 

P-::-esi6n ·lel H.., del detector = 4.1 Kg/cm2 
~ ? 

?resiÓ!'. del aire del detector = .+.l Kg/c1:1-

Atenuaci6n de la señal = x4 

7elocidad d-:? la carta = o. 5 cm/min. 

~~argen = al 15% 

o a 20 e ) • 
..,º)" ) a ~· V • 

'lolúmen de aforo de la. :nuestra = 50 ml 

Concentrgción del DNI en la prepa.raci6n = 0.5 mg/ml 

91 

Los cromatogramas :nuestran que no existen interferen -

cias de los excipientes, ni evidencia ie degratlaci6n. 



mv 

0.35 3•24 

e 1 o ro f orm~o;;_¡,_.loi J-DND 

6.55 

DNI 

tiempo (min.) 

0123456789Dlll2 

V I G U R A N2 29 
Cromatograma de la preparaci6n de tabletas 
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mv 
0.)5 3 .21 

3-DNB 

6,41 

DNI 

tiempo (min.) 

01234567891011 

? I G U R A !~ JO 
Croma togra.ma de la pre p:::.raci ón 3 t<l, J!'.I/DNB 
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- Peso promedio. 31 peso Je las tabletas a~~leadas fu•: 

0.1493 g = :so ::ig/tsbleta. 

- Pol•ro J.e t1'bleta equivalente a 25 mg de JrTI ::: 375 mg 

- Soluci6n iel aztándar i~terno. Se obtuvo u.na soluci6n 

clara. ie c::ilor a..11a.:-illo paja y transparente. Su concen -

trae i Ón :u é de O • 5 :ng/:::;l en la pre pe.rae i ór: de la. muestra 

- 3olo ae preparó •.::r.a :nuestra. de tabletas co::i:i se indicó -

en la pe.rte correspondiente, y solo ~.l.'1.a prepar'3.ció:::i de -

J!lI estánd:?.r cuya concentración fué 0.5 :ng/ml, y 0.5 ;ng 

por el ie estándar interno ( 3-0NB }. Los cromatogra.mas 

obtenidos de las prepe.raciones anteriores se p::-esenta.n -

en lan figi¡ras N.2. 31 y 32, :r las áreas '{ resultados obte 

nidos de los !!liemos se :iresentan en la te.bla ri2. 12. 

C::imo se ve en la te.ble. anterior, existe variación si~ 

ficativa entre una in1ecci6n ¡ otra a las ~ismas condicio -

nes, por lo que fué necesario hacer cambios en la operación 

del cromatósraf~. 

Ajustes a la metodología. 

Debido a las buenas eluciones obtenidas con las candi -

ciones operacionales encontradas, no se modificó ninguno de 

los parámetros básicos anteriores; se hicieron ajustes a ma

nera de prueba de lo siguiente: 

- Empleo de temperatura más alte en el detectar. 

- Limpieza oportuna del conducto de escape y quemador en -

el detector. 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 



mv 

o 35 3.24 

Cloroformo 3-DNB 

6.55 

DNI 

tiempo (min.) 

01234567891011 

P I G U R A ~ 31 
Preparaci6n de tabletas 
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Clorof'qnno 
3-I>NB 

DNI 

tiempo (min.) 

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011]2 

P I G U R A ~ 32 
Preparac".6n Std. DNI/DNB 

para oomparaci6n con la preparación de tabletas 

96 
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Contenido ]Contenido 
1 Inyecciones Are as de ilNI re 1te6rico -
1 

de muestra cuperado ;de JKI en 
por tbte.. ll!Uestra. 

1 
1 1 

1 

l.2. Std. int. 3966.02 9.23 mg 9.91 1 

nNT , i; 17. 96 
mg 

1 

o Std. int. 3949.94 '. 

2- DNI 1:579 .18 9.23 mg 9.91 mg 

3
.2. Std. int. 3925.05 

DNI 1503-59 8.84 mg 9.91 mg 

Std. int. 3987 .41 F = 2.2865 
Std. DNI 1743.87 c 

T A B L A ~ 12 
Resultados de la técnica sin ajustar 

aplicada a tabletas 

De los ajuste a se obtuvo: 

o 
a) Se aument6 la temperatura del detector a 200 e, y se e~ 

contró mayor reproducibilidad y sensibilidad. La limpi~ 

za del detector eliminó completamente las señales de . -

ruido excesivo que se presentó frecuentemente; la opti

mize.ci6n de la he?'l:leticidad eliminó colaos que trunbi~n 

se presenta.ron frecuentemente. 

b) Se encontr6 que e :msiderando globe.lmen te los ajustes 

del detector, la causa de la variabilidad fué la combu~ 

ticmde los eluatos, por lo que se ajust6 la flama. 3e -

mantuvo la presión de aire y s~ redujo la presi6n del 

hidrógeno ( manual de operación del crornatógre.fo ) de -

la siguiente manera: 
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Presión Presi6n Flujo final 
Gas inicial ajustada ajustado(20°c) 

ª2 4.1 Kg/cm 2 3.6 Kg/cm2 70 mlímin. 
2 2 Aire 4.1 Kg/cm 4.0 Kg/cm 415 ml/rnin. 

TA B LA #. 13 
Ajustes de presi6n y flujo en el detector 

. o 
En la tabla ~ 13 se muestran los cambios realizados en 

el detector. 

e) Se redujo la concentraci6n del estándar interno en la -

preparación de la muestra, de tal manera que su valor -

final es 0.25 mg/ml obteniendo magnífica respuesta. 

d} Se cambi6 la cantidad de polvo de tableta a pesar en c~ 

da preparaci6n, a la cantidad de polvo equivalente a 10 

mg de DNI ( igual al contenido de una tableta }. Tam -

bi~n se cambi6 el volúmen de la preparación ( aforo ) -

a 25 ml. 

e) Se optimiz6 el trazo gráfico, haciendo que cambiara la 

atenuación automáticamente luego de eluírse y registrar 

se el estándar interno; el valor inicial de ásta se Ca.J!!. 

biÓ de x4 a x5 y luego el cambio automático aparece a 

los 5.5 minutos de la inyección a un valor final de x4, 

para ampliar el pico del DNI y mejorar el registro. 

Se programó el cromatógrafo a parar automáticamente a -

los 9 minutos de la inyección. 

f) Todo lo anterior se comprobó con inyecciones sucesivas 

de un estilndar de DNI adicionado de estándar interno y 
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preparado como se indica en el ensayo para tabletas, 

cuya pureza es 38.69%, obteniendose los siguientes re -

sultados ( con estándar de referencia USP ): 

!!!nsa;y:o Pureza 

l 38.739 % 
2 38.693 % 
3 38.682 % 
4 38.667 % 

Pureza promedio = 38.69% 

Posteriormente se ensayó otra muestra de tabletas prep~ 

rada antlogamente, obteniendo los siguientes resultados 

( con estándar de referencia OSP ): 

Are a Are a Contenido de 
Inyección DNI DNB DNI por tbta. 

l ~922.48 7668.00 9.22 mg 

2 ~866.60 7600 .95 9.22 mg 

3 ~819.00 7 437 .84 9.25 mg 

T A B L A ~ 14 
Repetibilidad del eneayo ajustado 

con una muestra de tabletas 

Co~10 se puede ver en la tabla ~ 14 se mejoró la detec

ción de solutos así como la repetibilidad. 

g) Condiciones de trabajo para la metodología ajustada. 

- Temperatura de la columna = l30°c 

- Temperatura del inyector = 150°c 

- Temperatura del dete,tor = 2ooºc 
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- Flujo de gas portador = 20 ml/min. 

- Presión del H2 del detector = J.ó Kg/cm2 a 2oºc. 

- Presión de aire del detector = 4.0 Kg/cm2 a 2oºc. 

- Flujo de H2 del detector = 70 ml/min. a 2oºc. 

- Plujo de aire del detector = 415 ml/min. a 2oºc 
- Atenuación de la seaal = x5 

- Cambio de atenuación = automático a los 5.5 minutos -

de la inyección a un valor de 

x4. 

- Velocidad de la carta = 0.5 cm/min. 

- Margen = al 15~ 

- Volumen de aforo = 25 ml 

Ver cromatograma obtenido con las condiciones anterio -
o res en la figura F 33. 

4.1.6 Determinación cua.."l.ti tativa del DNI 

completa del ensazo ), 

REACTIVOS 

descripción 

Patrón de referencia de Dinitrato de Isosorbide USP. 

Patrón interno 3-Dinitrobenceno purificado. 

Cloroformo grado reactivo. 

PATRON HITERNO 

Pes~r exactamente 625 mg. de 3-Dinitrobenceno, aforar -

1 disolver a 500 ml con cloroformo evitando cualquier -

tipo de párdid~, teniendo una concentración final de 

i.25 mg/ml 
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PATRON DE REFERENCIA 

Pes~r e:cact:'.!nentc l~ cantidad ·)q_:.üYa.h:!te a 10 !llg :ie 

DNI :.:ia trón de r'Jferencia. 'rran:::;ferir a. ·in :n:::. ;ráz •rol1.1::i~ 

trico de 25 ml, adicionar u.na alícuota de 5 ml de la SE_ 

luci6n preparada de ~stánd~r int¡¡r~o y llevar al aforo 

con clorofo!'!llo grado reactivo. .i.~i t;ur .:i:>r ultras o:iido -

15 minutos y continuar 12. aei tc.ci6n con agi tadJr ::::a.,;né

tico por 15 minutos ~ás. Filtrar cuidadosamente, el co~ 

tenido del ma tráz con papel filtro mia t:nan ?¡2. 40 ( pre

viamente humedecido con clorofor:no recibiendo lo~ fil 

trados en un recipiente adecuado que cierre her:iética -

mente. La concentraci6n final del estándar es de 0.4 mg 

por ml ). 

l?REPARACIOrI ~JE LA ~IDZSTRA 

Obtener el peso promedio de 20 tabletas de DNI y pulve

rizar. Pesar exactamente una cantidad equivalente a 

10 mg de DNI ( 9 al equivalente al contenido de una ta

bleta ) r transferir cuantitativa.~ente a un matráz vol~ 

~6trico de 25 ml, adicionar ttn poco de clorofor:no para 

humedecer el polvo. Adicionar 5 ml de la solución de es 

tándar interno 1 llevar finalmente al aforo con cloro -

formo G.R. ¡ tapar el matráz perfectamente y so~eterlo 

a ultrasonido por 15 minutos, posteriorr.iente a.;itar ma~ 

néticamente otros 15 minutos. Pinz.l:nente filtrar el con 

tenido del matráz con papel 'lhatr:iun rt?- 40 :previ.runente -

humedecido con cloroformo, recibir los filtrsdos en un 

recipiente adecuado que cierre hennética::iente. 
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·'.!O~IDICIONES DEL S~UIPO 

Son las que aparecen en el punto 4~1.5 anterior. 

PROCgDil\lI3NTO 

Inrsctar al cromatógrafo, J veces, J microlitroa de la 

solución del patrón de DNI y obtener los registros res

pectivos, calcular el factor de respuesta promedio. 

Inyectar al cromatógrafo, J veces, 3 microlitroa de la 

solución de la preparación de la .:nuestra, obtener loe -

registros respectivos y calcular la cantidad en mg/tbta. 

de DNI, por medio de la siguiente fórmula: 

en donde: 

p2 = F = c 

A2 = 

ª1 = 

Al = 

F 2 X A2 J: Cl 
mg DNI/tbta.~ ·~ X 25 - - { 9 ) 

Factor de corrección promedio obtenido de la 

solución del patrón de referencia del DNI. 

Area obtenida en el cromatógrafo, del DNI en 

la preparación de 'la muestra. 

Concentración del estándar interno en la solu 

ción de la preparación de la 111Uestra. 

Area obtenida en el cromatograma, del están -

dar interno sn la solución de la preparación 

de la muestra. 

?l X Aí X C2 
p 2 = - - - - - - ( 10 ) 

Cl X A2 
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en donde: 

F1 = 1.0 ( factor de correcci6n ) 

A]. = Area obtenida en el cromatograma, del estándar in

terno en la eoluci6n del patr6n de referencia de -

DNI. 

ªÍ = Concentración del estándar interno en la solución 

del patrón de referencia de DNI. 

A2 = Area obtenida en el cromatograma, del DNI en la -

preparación de la eoluci6n del patr6n de refaren -

cia de DNI. 

ª2 = Concentraci6n del DNI en la soluoi6n del patr6n de 

rererencia de Dril. 



mv 
.... ,... 
<!:> 

"' Q 

~ 

Uloroformo 

. 
"" 

J-DNB 

\ti 
"1 

~ 

.,. 
.... 

"' ,. 
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4 .2 V A L I D A C I O N D E '"i. M E T O D O 

a) Especificidad. 

Los resultados de éstas determinaciones se presentan en 
1 f' o as iguras !'F 34, 35, 36, 37 • 

. Los tiempos de retenci6n de los picos no identificados 
o que aparecen en los cromatogremas de las figuras rF- 34 y 35, 

son diferentes al tiempo de retenci6n del DNI, y por lo tan

to no interfieren en su eluci6n¡ en los cromatogramas de las 

figuras r,2. 36 J 37 no hay evidencia de interferencias o de -

gradaciones. 

b) Linearidad de la muestra. 

Laa cantidades recuperadas se presentan en la tabla ~ 

15 y el gráfico obtenido con éstos datos ajustados por regr! 

si6n, se presentan en la. figura ~ 38• 

Co~o se puede ver en el gráfico correspondiente, los p~ 

rámetros calculados caen dentro de lo establecido. 

c) Linearidad del estándar. 

o Las cantidades registradas se presentan en la tabla ~ 

16 y el gráfico obtenido con los datos ajustados por regre -

si6n se presentan en la figura ~ 39. 
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l~ 2! 
preparación preparación 

mg Prom.de recup.pro- reoup.pro-
f. adicionados mg ree~ % rec~ medio de 2 medio de 2 

parados nerado inveccionea invecciones 

60 6.00 5.97 99.50 6.12 mg 5.83 mg 

80 8.00 1.89 98.63 7,79 mg 7.99 me 
100 10.00 10.05 100.50 10.04 mg 10.05 mg 

120 12.00 11.96 99.67 11.97 mg 11.95 mg 

140 14.00 13.98 99.86 13.99 mg 13-96 mg 

T A B L A ~ 15 
Resultados de la linearidad de la muestra• 
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Nivel Cantidad adici.2. Cantidad re l ~ 
nada cuperada - ; recupe~do 

80% 8.00 mg 7 .96 mg 
l 

99.50 
1 

90% 9.00 mg 8.99 mg 1 99.88 
1 

100% 10.00 mg 10.05 mg 1 100.50 
\ 

105% 10.50 mg 10.55 mg 1 100.47 

110% 11.00 mg 11.04 mg 1 100.36 
1 

115% 11.50 mg 11.54 mg 1 100.34 
1 

120% 12.00 mg 12.08 mg i 100.66 

125% 12.50 mg 12.50 mg 100.00 

130~ 13.00 me 1).04 mg 100.30 

T A B L A r#- 16 
Resultados de la linearidad del estándar 
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d) Precisión. 

l. Precision del método ( reproducibilidad ). 

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla ~ 17 

7 el gráfico correspondiente se presenta. en la figura ~ 4Ci 

12. A.ne.lis ta 
Recupera-

i2. díe 
:iecupera-

~día ción - ción -
Muestra nromedio 1'.uestra nrocedio 

l 10.04 mg 1 10.05 mg 

2 10.05 mg 2 10.26 mg 

3 9.87 mg 3 10.22 mg 

4 J.96 me 4 10.00 mg 

5 10 .05 !!lg 5 10.01 mg 

6 9 .92 :ng 6 9.90 mg 

i 9 .98 ID!;' ¡;: 10.07 mg 

SD 0.0764 JD 0.140 

cv 0.765% cv l. 383?'~ 
í LÍ:ni te =1.5%) ( Lín:i te =l. 5%) 

22. Ane lis te 

1 10.16 mg l 10.18 mg 

2 10.05 mg 2 10.02 mg 

3 9.89 mg 3 10.14 mg 

4 9.93 mg 4 9.91 mg 

5 10.06 me 5 9.95 mg 

6 10.03 mg 6 9.93 mg 

x 10.02 mg ¡: 10.02 mg 

SD 0.0965 SD 0.1135 

cv 0.963% cv 1.133% 

T A B L A z#. 17 
Precisión del método. Reproducibilidad 
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La reproducibilidad del método se evalu6 por medio del 

coeficiente de 7ariaci6n ( OV ), obtenido de la tablar~ 17 

12 Analista 

2~ Ana.lista 

12. d!a 25:. día 

o. 76527" 

0.9627~ 

:iín:i te = 2 • 0% 

1.3837~ 

1.1326% 

2. Precisión del Sistema ( Repetibilidad ) 

~:~ de 
. , 

Cantidad adi Cantidad inyeccion re cupe-
cionada. rada. 

1 lQ .-::g 10.070 me 
2 lO mg 10.0.35 mg 

3 10 mg 10.006 !!l[; 

4 10 :ng lQ.020 mg 

5 10 mg 10.0Jl mg 

6 10 n:g lC' .1013 mg 

x = 10.053 mg 

SD = 0.0403 

C'l = 0.4008% 

Límite de CV= 1.5% 

T A B L A # 18 

! 
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e) 3::-cacti tud 

Los resultados se present~n en ln tabla ;;119 

3narryo so;; 100¡~ 120;~ 

l~ o 1- ensayo 7.S13 10 .043 12.008 
o 2- ensayo 7.769 10.045 11.932 

Promedi-:> 7.791 l'.).044 11. J70 

2.2. o 1- ensayo 7 .991 10.043 11. 936 
o . 2- ensayo 3.002 10.050 11.ne 

Promedio 7. 39ó 10.049 11.952 

3.2. o 1- ensayo 7.933 J.76'3 11.947 
o 2- ensayo 7.926 9 .977 12.097 

Promedio 7.926 9.372 12.022 

4~ 
o 1- ensayo 8.134 9 .361 12.029 
o 2- ensayo 3.118 9.9ó6 11.9;.3 

?rom;iJ.io 3.126 9-964 l2.023 

5E. o 1- ensayo 7 .978 9,957 12.002 
o 2- ensayo 7.998 10.125 12.1:.4 

Promedio 7.333 10.046 12.0:;3 

6.2. o 1- enea.yo 7 .969 3.895 11.971 
o 2- en;;a,vo 8.104 9.937 12.109 

Promedio 7.973 9. )16 12.011 

"' 7 .978 9.932 12.011 ,, 
3D o .1125 0.0766 0.04:2 

rro:nedio je rec!!_ 
poraci6n 99.723% 99 .S231o 100 .092·', 

L!mi te = 937" - 10~ ( Ver gráfico de la ' fig.l:!'a 1::-::- 41 } 

T A B L A !~ 19 
Resultados de la Exactitud de 1 método 
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f) Consideraciones. 

Las condiciones de operaci6n que se consiuera.~ críticas 

para la metodología desarrollada son las siguientes: 

l. Cantidad de fase líquida y longitud de la columna. 

2. Estabilización de la columna. 

3. Flujo de fase m6vil. 

4. Plujo de aire e hidrógeno en el detector. 

5. Temperaturas de operación del inyector, columna y date~ 

tor. 

6. Características ó ajuste de los controles de impresión, 

registro e integración de la señal del detector. 

l. Cantidad de fase líquida y longitud de la columna. 

En un momento dado ( no se comprobó experimentalmente 

una disminución de la cantidad de fase estacionaria, puede -

causar una retención muy corta y deficiente de los solutos 6 

bien una elución no separativa; en caso contrario, el aumen

to de fase puede causar una retención muy alta de los solu -

tos, la eluci6n sería separativa pero puede ocacionar colees 

pronunciados y encimamientos con la concecuente deficiencia 

en la integración de áreas. 

Por otro lado, el empleo de columnas cortas genera enci 

me.miento y poca eficiencia separativa y sería necesario modi 

ficar todas las otras condiciones de operación; si 4sta lon

gitud se aumenta, la eficiencia aumenta pero también el tiem 

po de análisis, habría qua modificar el flujo y otros contr~ 

les requiriéndose otra validación. 
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2. ~stabilización de la columna. 

Antes de 1:1iciar el análisis con U columna, es necesa

rio estabilizarla perfectamente con el fin de evitar ilei'iales 

de ruido, coleas y fluctuaciones drásticas en las se:iales a::! 

plificadas por el registrador que ocacionan registros defi -

cientes y una línea base inestable. zsta estabilizaci6n eli

mina las impurezas volátiles que pudiera contener la fase lí 

quida, así mismo las trazas de disolvente de impregnación 
24 que quedaran remanentes. 

3. ?lujo de fase móvil. 

Si se disminuye el flujo 

muy lentas, cole os y análisis 

de N
2 

se producirán 

muy deficientes. Si 

nución es muy leve ( 2 a 4 ml/min. ) ' respecto al 

e luciones 

ésta dism! 

flujo mar-

cado, no habrá variación significativa en las eluciones, so

lo los ti"empos de retención se modificarán u.n poco. 

3i el flujo se aumenta considerablemente los picos se 

encimarán ó no habrá separación de los solutos; si se aumen

ta sólo un poco ( 2 a 4 ml/min. ) no habrá mucha variación -

en las elucionos, sólo los tiempos de retención se ~edifica

rán un poco. 

4. ?lujo de aire e hidrógeno en el detector. 

Es :nuy importante que los flujos de ~stos gases se man

tengan constantes, la relación de éstos debe ser la indicada 

dependiendo del flujo de gas portador segÚn el manual de -

operación ); ya que si no se mantiene ésta relación la inten 

sidad de la flama variará y ésto provocará alteraciones en 

las áreas resultantes p,r combustión deficiente, es decir, -

traerá como concecuencia falta de precisión en el ensayo. 
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Si se aumenta 6 disminuye ligera.menta la relaci6n de 

flujos no existirá mucha variación en la combustión de la 

muestra eluída, pero si ést~ E'.tunento ó disminución es apre -

ciable, sí afectará la combustión debido a alteraciones en -

la flama 1 por tanto alteraciones de los resultados. 

5. Temperaturas de operaci6n. 

a) Inyector. La temperatura de operación fijada para el in 

yector no debe disminuírse ya que la muestra inyectada no se 

evaporará lo suficiente y/6 se condensará en la cámara. 

Si por el contrario se aumenta sólo un poco, no habrá -

problema significativo; si se aumenta mucho, la muestra vol.§!_ 

<ilizada puede escapar al sacar la jeringa de inyección. 

b) Columna u horno. El aumento ó disminución poco marcada 

de la temperatura, no modificará significativamente el a.nál~ 

sis; si el incremento es grande ( más de ioºc ), los picos -

tienden a encimarse ,y la eficiencia disminuye; si se disminu 

ye mucho, los picos se retienen demasiado y tienden a colear 

aunque la eficiencia no varía mucho. 

e) Detector. El decremento en la temperatura del detector 

es muy perjudicial para obtener buenos resultados; aparecen 

señales de ruido, la muestra no llega a quemarse totalmente, 

el tubo de escape se ensucia rápidamente y la eficiencia cae 

demasiado. 

Si se aumenta la temperatura, los problemas anteriores 

tiendena desaparecer y la señal mejora. El límite a éste au

mento sería la capacidad de trabajo que ofrece el instrumen

to, no tiene sentido práctico aumentar 50 6 l00°c más la te! 

peratura, ya que se pueden dañar los dispositivos eléctricos 
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6 electr6nicos por uso prolongado de ásta temperatura. 

6. Características 6 ajustes de los controles de impre

sión, registro e integración de la señal. Si éstos ajustes -

se cambian, la eficiencia en realidad no se modifica, pero -

simplemente los registros impresos no serían reproducibles -

de un análisis a otro, perdiéndose informaci6n cualitativa. 
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4.) Co!:!learación estadística. 

~:&, t·Jd.C JO!' ~:'.étodo oor 

·~r:ms toitr:ifíe. 1e gases ~snectrofoto~etría 

Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad 
adicionada recuperada dicionada recuperada 

20.0 mg 9.55 mg 10.0 me; 3.33 mg 

10.0 m.g 9.50 me 10.0 mg 9.12 m¡; 

10.0 mg 9.45 mg 10 .o mg 9.29 mg 

10.0 mg 9.31 mg 10.0 mg 9,55 mg 

10.0 mg 9.38 mg 10.0 mg 9.65 mg 

10.0 :n; 9.49 :ng 10.0 mg 9,59 mg 

10.0 :ng 9.22 :n.g 10.0 mg 9.30 mg 

l•J .o :n,;; ·3 .2s mg 10. O mg 9.26 :ng 

10.0 mg ~. 30 mg 10.0 mg 9.13 mg 

lJ,O mg '3. 26 mg 10.0 !!lg 9.ó8 :ng 

i = 9 .J72 :ng x = 9.445 mg 

s = 0.1172 s = 0.3891 
? ') 

s-= 0.0137 s""= O .1513 

cv = 1.25% cv = 4.12~ 

Hipóte:Jis: 

Ho =El :r.étodo croma tográfico presenta igual precisión que -

el método colori:né trico. 

ª1 = El método cromatográfico es más preciso q,ue el método -

colorimétrico. 
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- Cálculo de la raz6n P 

P = 3.18 ( de tablas2) crítica 

p - 0.1513 11.043 
experimental - 0.0137 = 

F ít· < F . t 1 y por lo te.nto se rechaza H , cr ica experimen a · o 
se acepta H1 , es decir, el método cromatográfioo es más pre-

ciso que el colorimétrico. 
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Solamente se discute la metodología desarrollada debido 

a que es el objetivo principal de éste trabajo. 

~a técnica se desarroll6 en forma práctica debido a que 

algunos investigadores así lo recomiendan ?,l),l4 Y 24 , ante 

el díficil acceso a procedimientos de cálculo apropiados, 

aunque sí se aplicó la teoría básica de C.G. para el cálculo 

de número de platos teóricos, resoluci6n y gráficos deriva -

dos de ellos. 

La selección de la fase estacionaria se basó en repor -

tes publicados10
, en la polaridad que presenta frente al JIU 

que ~s no polar, en la temperatura de trabajo, disponibili -

dad y en que no presenta retención drástica de moléculas del 

tipo del Jra. 
Adicionalmente, Davidson et. a1. 6 obtuvo, buenos resul

tados con una fase estacionaria. !IIUY semejante a la empleada 

aquí ( dimetilpolisiloxano ); igualmente, Chin4 
J ilialbica13-

reportan el uso de fases semejantes ( SE-JO ). 

31 tipo de columna y sus dimensiones se eligieron prin

cipalmente en base a lo inerte del material, ventajas práct! 

cas y disponibilidad comercial, aunado a reportes que confir 

man lo anterior24 , y al costo. 

Por otra parte, el ~etector de ionizaci6n de flama, se 

eligió debido a su alta sensibilidad a los compuestos orgán! 
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cos, por su uso en los trabajos de las referencias consulta

das4•5•11•13 1 19 J ?Or disponibilidad en el Labor~torio. 

" :i:l gas portador aeleccior.ado ( ~:.,}, es i!l !.'lás indic:?.d.o 

por la ~iblio~rafía, en el ~ar.uul de o;eraciSn y por lo ine~ 

te que es; el dü;ol,1ente se eliei6 también en 'oase a los :ni.~ 

mos reportes :¡ a la solubilidad del JITT: :¡ del estándar inter 

no en el :i:is:no. 

31 nitr6geno presenta una densidad adecuada para el fl~ 

jo dentro de la columna empacada; un gas ~ds ligero )Odría 

afectAr la cantidad de so1'.lto eluído por unidad de "';i:impo, -

y modificar en mucho la velocidad iel análisis y por lo ta.'l

to la eficiencin14 • 

No se escogió a la acetona como disolYente ya ".l_ue, aun

~ue el J(ll es más soluble en ésta, se presenta el ?roblema -

de que también es ::cuy volátil y presenta problemas :Jara con

servar un valor de concentración conocido estable. 

~n cuant0 a los pari~etros de operación selecciJnados, 

no hay duda de que la elección de éstos de ~anera expe~i~en

tal fué lo más acces:cle debido a que los reportes consulta

dos13,14 Y 24 presentan el mismo procedimiento de ~lsqueda; 

ésto es, se basa la determinaci6n en datos biblio€l'áficos de 

los compuestos de interés y de allí se parte con ciertos ~í

mi tes, hacia experimentos de ensayo-error, que la mismn bi -

bliografía recomienda· 

De lo anterior se obtuvo la temperatura del inyector y 

detector adecuadas a la temperatura de separaci6n en la co -

lu.mna, '1 un fl\ljo adecuado para buenos cromato¡ramas y acor

de a las temperaturas empleadas. 

La temperatura de trabajo del horno fuá obtenida tiel 
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gráfico respectivo ( Fig. ~ 17 ) al ~ayor número de platos 

teóricos que proporciona ta~bién buenos registros; como se 

puede ver en la gráfica mencionada, el punto dencro de l~ lf 

nea resultan te que corresponde a la menor AEPT, eatá a 120JC 

y aparentemente es el más indicado para el análisis, sin em

bargo se descart6 debido a que no generó un buen trazo gráfi 

co, el pico resultante no fué grande y la línea base tendió 

a ser inestable ( presentó ondulacfones ) , además de que, S! 

gÚn la tendencia de loa registros a las demás temperaturas, 

indicaron que se podía obtener mayor respuesta a una temper~ 

tura mayor. Así, se eligió entonces 130°0 como la mejor tem

peratura, ya que sí se obtenían todas las condiciones reque

ridas para un buen registro; no fué necesario, ni tenía caso 

trabajar a mayor temperatura ya que las temperaturas bajas -

( dentro de lo posible ) proporcionan mejores separaciones; 

de allí se derivó la temperatura del inyector, que por expe-
·J 

riencia debe de ser mayor, aproximadar.iente 20 e, para asegu-

rar que la muestra penetre en forma de vapor a la columna. 

Por su parte, el detector debe estar aún más caliente que la 

columna para facilitar la combustión completa de loe solutoa 

por ello se fijó en 200°c. 

Los demás parámetros de operación depenuen del cromató

grafo, se daterminaron segÚn el manual y de manera que se o.9_ 

tuvieran cálculos cuantitativos. Esto es, los mandos del 

cromat6grafo se manipularon de manera que el registro impre

so fuera óptimo para su interpretación analítica posterior. 

En la selección del flujo no se presentó ningún proble

ma de interpretaci6n de registros; el gráfico resultante pr2 

porcion6 fácilmente el flujo de N2 más adecuado. 
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En cuanto a la técnica en sí se empleó el 3-DNB como es

tándar interno debido a qu~ cumplió con todas las condicionos 

requeridas. Los otros computistos ensayados presenta:)n ~esveg 

tajas frente al 3-DNB y por lo expuesto c0n 9.nterioridad, el 

método de cálculo seleccionado fué por estándar interno debi

do a las siguientas Yen tajas: no es necesario medir exactru:le!l 

te las cantidades inyecte.das, ni conocer la respuesta del d~

tector ni que ésta permanezca constante ya que ningún cambio 

en la respuesta alterará la relaci6n de áreas JNI/3-:irm, :?st:J 

compensa el error debido a la volatilidad del solvente14 • 

Estadísticamente se comprobó la ma,'l'or efici•mcia y reprQ 

ducibilidad del método desarrolle.do respect·J :.ü reportad'.:> en 

la USP X:IX25 e incluso el de Prue et, al., para el análisis -

de tabletas por C.G., a la vez se comprobó la validéz de la -

metodología desarrollada. 

Respecto al método reuortado P·Or ?rue1? se puede decir 

que el desarrollado aquí es superior; co:nJ se reporta, la c0-

lumna empleada por estos investiBadores es corta y con ur. flu. 

jo de gas portador de 70 ml/min., que es alto, es lóeico pen

sar que se generan pocos platos teóricos respecto a otra co

lwnna de 6 pies de largo. 

Adicionalmente, el tributirato de glicerilo, de :µureza -

adecuada para utilizarse como estándar interno, no fué accesi 

ble; el tiempo de preparación de la :nuestra es presumiblemen

te mayor, por lo que definitivamente ésta metodología no fué 

adaptable al laboratorio; las condiciones de trabajo se deta

llaron en la In·troducción de éste trabajo y de allí se obser

va que al desarrollar ésta técniaa, se crea un sistema de dos 

fases líquidas en contacto: fase acuosa y fase orgánica. Se-
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gÚn las propiedades fisicoquímicas del iJNI ( tabla N.2. l ), 

éste presenta una pequeña solubilidad en agua, 0.5 mg/ml, su

ficiente para producir error en el análisis ya que una frac

ci6n del DNI presente, puede perderse en el agua fase infe

rior ) por solubilidad o bien al quedar atrapado ent!'e las 

partículas insolubles de loa excipientes en agua. Para poder 

evaluar los efectos anteriores, sería necesario contar con -

una constante de reparto adecuada para las fases en cuestión. 

El problema anterior no se presenta con la metodología -

desarrollada aquí, debido a la presencia de una sola fase or

gánica, en la cual el DNI es libremente soluble y los exci- -

piantes son completamente insolubles. 

Finalmente, en la metodología desarrollada, se obtiene -

un coeficiente de variación promedio de 1.25~, y en la repor

tada por Prue es de l. 32:~. Aunque definí ti vamen te, ambos mé t~ 

dos dependerán en su eficiencia, de la uniformidad de conteni 

do de las muestras, errores de pesada, de pipetear y otros a

sociados al analista y equipo. 
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5.2 O O N C L U S I O N E S 

La metodología desarrollada resultó ser mejor ~ue el -

método espectrofotométrico reportado, es decir, es más espe

cífico, más sensible 1 menos riesgoso además de que presenta 

menos variabilidad estadística. La •r:::.lidaci6n indica que el 

m~todo es confiable y reproducible ?Or ello es adecuado para 

el análisis de rutina de DNI en tabletas. 

La preparaci6n de las muestras para el análisis es bas

tante sencilla y el equipo, aunque costoso, es simple J no -

tan sofisticado como en las referencias cons~ltadas; adicio

nalmente, los reactivos involucrados son bastante accesibles. 

Con un poco de práctica y considerando las recomendaci~ 

nes que se hacen, puede obtenerse un r.asultado .:lmtlitico de -

gran p~sición. 
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