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!NTRCDUCCION Y OBJETIVOS 

El incesante desarrollo de las investigaciones destina -
.. ·. ·: '. 

das 11 la btlsqueda de nuevos mátodos analíticos ci Ú p~rfeccio 

namiento de los existentes para el controi·ci~(c~Üdad:'de; los-
;- .. ,· ... - '-··· '·''".,·. ·, _,. 

medicamentos' ha generado la eparición de' nÚ~y'a~':t~cnicas que 
: :_--,_'" ,-__;•::;;,,-: ;;¡;.;:.:-·,.,:_. ,.;º---. - ' - ----.. -,: .. ~ -.-. ' .. - :,-

permiten la separación, purificacióti, .1_ci,~rj:tI~f,c~éio6;-~·;{cu~ntf 
ficación de fármacos utilizados en la ter~pe~~yC:a'modhna, de 

~{/_:·:~~: ::--'.~ :-:.:::~ ':_,._ : ·.:;«,'--· 5:~~~.'.: ;·~ _-,_: 
ur.a manera mas agil y exacta.- "'; :,;c'~"'-'';U -- ~,~·;;_; 

Una precondicirín para ci9Un;a~Un~ºriJ,ev';-:i•~~6rit:;.~~~l!ti 
<'"~::-,-':' 

es qua el ProcedfmÍ!ln~6, permÚe anaÜzrr:en,tÚniintls cuan ca, 

ti'''~:' :,~ii ,~·~jl~~tf ;1:'0 . ., trab •Jo .. ••,al :,';{Jl.:~: ü.n. m; 

todo analrt{~ti ~Ll~:~'a'a ~á~ido, eficaz y confiable¡ ,parr.i cuan

tificar siroJJ. hn~,~~ente el ácido ace':il salicílico y el ácido 

salicílico ~libre en farmiicos por cromatogr~fÍa de Üq~ldos de 

al ta eficiencia.· 

En años anteriores, ya se habían desar~olledo métodos 

analíticos pera el mismo fín, esl en 1979 Roas n. Kirchhnefer 

y ~illiem E. Juhl, determinarón ~cido salicílico y 11spirins• 

en materia prima por cromatografía de líquidos de alta eficien 

cia utilizando un detectnr de fluoreacenci11, en ese mismo aílo 

Rosa D. Kirchhoefer, utilizando el Qfsmo m~todo determina si-

mult~n111mente aspirina y ~~ido selic!lico, en materia prima -

y tsblstss con cepa onterica. 
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Tom~ndo en cuenta lon estudios antes realizados, se opto por

desarrollar el m~todo anal~tico~en cromatografía de~líqüidos

de al ta eficiencia' e~ fas~' rElvers~,, dabi.~d·~<~~~ ~fr~ée 9!an-

des ventajas>~,op_.';res~~üri. a·-~·~-ª-~x~~é~qi~aSc_(JÜ~i~~~-~~~~lSg ',(XI •.. co 

~o son : -sep;~;¡~f~nl;~·i¿~~C'ÚrÍC;~_ci.ón-, -~'i_a~Ú.'.~i'cec(órj•:y.7 aspad 
o·;,:_: --<· : ·~ • ... : • , • -, >.° .,_ -:.~ ;·:-. __ ·'.-.~.-.·_._·.· 

ficidad. . 0 >< :Xi· _)· ' :~· < •·· .. ··· _ _ · ·.•·-·· ... • .·. 
Ahol'~~bÍ.~n p~~a"eompftibai: la• ~f~~tlvid?.·d-de'l rr,Ji;~~º; ~na 

-. ·.~-'-.-:-: :_~:~'/~:;;~º~·-~ ·~~'lé---0-d-

l!tico d~serr~Í,lad~ ~i;~úir"imos a la validaci'}n .e~t~cl.{_stice,-
le cue1 no~ ~8Ja:ci¡,~ l~ C:anfi~b11ida!l .de éiS~a·a·üc:·rii~a_.~s ª 
plicable·e·l~ g~~;~r~·1; :'i~~'Úti¿o d~ fármacos Q.:B.r~~fl·~r·gJo; ·fi;~ma 
ceúticQs,': · ··· --- ~\L . -__ -LL} 

ErÍ-c~iii~Dfe~Íl·ci.~ . estos: cas_os r.s rtico;r;~~;~bl~(6~n~~~ con 

parémetl'~s: ~~t~ciXstié~;zq~e -·nosi~diquen la, prec~s't6ri~ 'exác-
-0 :~-c-~~c;-;;~·~-~~~~~c':-_ '~;;~~:_-Ó~~~_do?o'-o-_fc:--=..-:- ~'o-º-:0-~-~"'- ~==-~--_:_-_'.:"_:_-_~---~._::_;-.,..'-. -~-~ -~~~___:: '-.:..co:.:.°',:.'--._' ;:_"__,_Z,~-'---

t i tud, linaaddad 1 especificidad ':/ limite de detecci6n ciei ~ 
,,_:._,,.,:_. 

método que s~, esté ~v:~iü~íldo. 
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191. mUNOGRAf"IA DEL ACIDO ACETIL SALICILICO 

AMtecedentes r 

Le corteza del Sauce (Seliz albe)cuya virtud antipirlti 

ca conocían en le antiguedad, contiene un glucdsido llamado

Salicine descubierto por Leróuz en 1627. Por hidrdlisie, le

~alicina libera glucosa y alcohol selic!lico. Piria en l836-

elabor6 ácido salic!lico de la Salicioa, seis años despu~s -

Cehours obtuvó !cido salicílico de aceite volatil de Gualte 

ria. En 1660 Kolb y Louteman realizaron le síntesis de este

~cido partiendo de fenal. 

n salicilato de sodio fue usado por primara 11ez como -

antipirático en la fiebr~ reum~tica por Rues en 1875 y en el -

a~o siguiente Stricker y maclagan, cada uno por su parte, des 

cubrier6n el valor de este sustancia· en la enfermedad mencio• 

nada, En 1876, See observd que los salicilatos aumentaban la

e~creci6n urinaria de ~cido urico y Campbell utilizd en 1889-

este propiedad en el tratamiento de la gota. ~n 1686 mencki

introdujo el salicilato de fenilo y nraser en 1809 hizo lo -

mismo con le ~spirina (Acido acetil salic!lico}. loe salicils 

tos sint4ticoe pronto desplazaron totalmente e los compueeto• 

ma• caros qua se obtanian de las fuentes naturale• 
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El ~cido salicílico (Acido ortohidroxibenzoico) es tan• 

irritante que solo puede usarse externamente y por ello se -

han sintetizado vnri~s derivados para uso general, En basa • 

al grupo donde se hace la sustitución, se las ha clasificado 

de la siguiente manera : 

1.- Esteres del 11.cido salic!lico (sustitucitSn en el grupo car 

ton!lo). ····.····•·•·.········ ···. 
2.- Esteres salicílicos de &cido organico (sustÜUc:16n.·en el-

grupo fen61ico). 

tas sustituciones en el grupo carbox!lico ·e hidroÚlica

s6lo modifican su potencia o toxicidad. El grupo nH an posi -

ci6n orto es muy importante para su acci6n, Sa han estudiado

los efectos de las sustitucinnes an al anillo bencdnico con• 

diversos grupos funcionales, pero no se· ha observado ningun

medicamentos activo. (l9l (3) 

~reperacidn s 

al S~ hace reaccionar al ácido salicílico con an

hidrido ac~tico o cloruro de acetilo. 

+ 

OH ex 150ºc 
3 111'11 

COO!I 

• 
COOI 

+ 10 
2 

OCOCH
3 
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b) El ácido salicílico se disuelve en un solvente inerte fd
ter etílico anhidro) y se pasa ceteno a trav6z de esta so 

- ·.,_. 

lucicSn hasta satu'rarla; al evaporar el solvente se obtie 

nen las agujas d~ ~cido acetil salicílico. 

--o:COOI ·· 
. .. . 0000~ 

' . . ' . 

e) Se hace reaccionar el ácido salic!lico . o~:~ritit~ti vainente 

con anhidrldo acático en ~resencia de ácido sulfdrico. (3) 

COOll 

~so o: 4. 
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Propiedades Fisicoqu!micas 

f6rmula estructural s 

f6°rmula conden.sada 

Nombre químico e •cido 2• acetil-oxibanzoico 

Sindnimos t Acido acetil selic!lico, Aspirina 'J Acetofen. · 

Peso molecular e 180.2 

flescripcidn 1 Cristales blancos o ligeramente· c.o;oó:jcii:; :o· pbl 
•,• .:<:";e•,"• \• \<"~: 

Solubilidad 

vo blanco cristalino. .: >>J .. '/•::• 

: A 20°r. es soluble en 300 partes de.~agu~, 7 .. par 

tes de alcohol, 20 partes de 6ter y 17 partes -

de clornformo; se solubiliza con descomposi.cidn 

de ácido selic!lico, en soluciones de &lcali~ -

(hidroxid~s y carbonatos}. 

Olor : Casi inodoro pero es irritable a la nariz. 

Pl<a a 3.5 

ror•• del cristal : rnonoclinico generalmente alargado. 

Constante dielectrice e 2.35 

Momento dipolo a 2.09 
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Coeficiente de partición K ): fn buffer octanol/agua 

pH K 
1 17~7 

7 l.81 

~nsayos de identidad 

tntervalo de fusión : 135 - l38°C 

Espectrofotometr!a de infrarrojo. (fig. No. 1) 

El espectro de absorción infrarrojo en bromuro de pota$io 

(1:400) exhibe los siguientes máximos. 

Longitud de onda 

2300-2500 

1760 

1690 

1490-1610 

Asignación 

Grupos carbonilos 

Es~er vinili.co · 

l\cido arom,<tico 
. - ,' ~,:"'.\~ 

Dobles ligaduras 

- ~~:a-rómlÍ~Í.cºé!~;~;L __ 

E'spectrofotometr!a de \Jl travioleta { 

Una solución de Aspirina fue diluida en &cido sulfdrico-

0.1 N, exhibe los siguientes picos de longitud de onda maxima 

e 1 229, 276 y 277 nm. 

Ensayos de pureza 

metales pesedos 1 No m~s de 10 ppm. 

Pdrdida al secado a Secado en sílice gel durante 5 horas pier 

de no más de o.s • de su poso. 
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Residuos de la ignici6n 1 Cuando más el o.os ~. 
Cloruros 

Sulfatos 

No m's· de 140 ppm. 

No más de 400 ppm. 

Sustancies relacionadas : ~cido salicílico libre 

no m&a de o.3 ~. 

~nsa~o i _Contien11Lentre el 99;5 .I< y el 100.s % de C9H0o4 cal 

éul.adó sobr~;l~ p'ase~anll"idr~: 
.. ~ ':,,·::;},,,- /.":;. ··-\...o·-.<:L '··'-'···•• 

• e_ .. ~: ·t·,~T-~-i:/-~·:- <~-~::?' --'--,-_·_··~·-'·" -
_ '··-'~~ '• > ~~i . .'u:" ~_.:¿ .;~.;~~~/-.::~:':~~7j-::;~o- ~o" ó•,¡ -;-•' 

Es t ab Ú id ád.~;i;·z¿¿tl)~i~;f;}_'.~;~?fat;~~: ·.. -:_ ··~ 
; - -' - -

. . . 

la humedad; en ~~l~ct~~>~~~~s~~~~lJ; p~ .de· m&~ima ~statiÜidad es 

de 2 a 3. En suspenciones acuosas se· descompon a apraciablemg_n 

te despues da 5 días. 

Además de lo anterior hay otras sustancias con las que -

el 1kido acetil salicílico es incompatible como son f"enildim.e. 

tilpirazolona, Etoxi-p-acetanilida, Dimetilaminofenildimetil

pirazolona, Hexametilentetramina, Sales de quinina, Magnesio~ 

Perborato sódico, Goma arabiga y Sulfamidas. (e),(l~),(4),(1) 

y (U). 
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Usos 

Por sü acci~n queratol!tica, el ~cido salicílico libre-
, " ··, 

se emplea para\t~~tamientos locales de verruqas, callos, in• 

fecciones mib6Ú~~s algunas dermatitis excematasas. los -

salicila~.ar,~i~~~Jr,:uyen .la temperatura r:arparal J su acción an 

tipirétic~ e'~/r"d~ida y eficaz en pacientes febriles. 
~ ·, '',:.".'. ,. -·'"- -

las salic'ilatas alivien ciertos dolares por su acción -
·-· -:=-·'::____:_.;;;::~..:_·--;-; ;_,:::.~~~·:. -

sabre el si~tón;·~''N.ervioso Central, cuya mecanismo de acción -

no se ha elüc'r~~a~'./·i·~~ salicilatos producen un efecto_ analg~ 
, _. _, º-0-""0''"--~--,~:-o=--=-·-,,º-.-",---¡~-;7~~-;- '_oc .c .. -O o -' --- -

sico y antiin.f.la~atorioi los dolores que pueden aliviarse con 

los salicilai~a ~~·~ ~~ poca intensidad (como dolor de cabeza, 
' - '1--~-

m i alg i as, artfÍ.~Í~i~s,~.{~~(2G) 
Efe e~~~ cc~l~t~c~f;]'.~~>: En algunas acasiones puede causar 

• ~ • •• ', e i', ~:.:~:.:~ .' •, 

úlceras gástri~~~ y;~t.J'r; hemorragias en los animales de expe -
. >.·,.·, 

rimentación, en el hombre esto generalmente sucede a dosis al 

tas, manifest6ndose por perdida de sangre en las heces. 

Cuando se administra una dosis de 3 a 4 gramos diarios -

durante varies semanas, puede disminuir la vida del eritroci

to e interfiera en el metabolismo del hierro. 

Se ha observado que el &cido acetil salicílico aumenta• 

el tiempo de coagulacidn de la sangre. (19). 
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rarmacocin6tica ' Los s~licilatos administr~dos oralmente se

absorben rápidamente en la parte superior del intestino delga 

do. Las concentraciones máximas en el plasma se encuentran e

les 30 minutos despu6s de la administracidn oral. 

La áspirina se absorbe en gran parte inalterada y se hi

droliza rápidamente a ácido salicílico en hígado, plasma y e

ritrocitos. 

A concentraciones terapeúticas el 50 ~ a BO % se encuen

tra unido a proteinas pla11111áticas, especialmente la alb~mina

(12). 

La vía de eliminaci6n es por el riR6n, la vida media se

incrementa hasta 15 a 30 horns. (19). 

Intoxicaci6n Los niMoa con fiebre y deshidratación es-

tán p~edispupstos a la intoxicación aunque la dosis de salici 

latos sea relativamente pequeña. 

La dosis letal estimada en el hombre as considerada en -

el intervalo de 5 a 15 gramos por algunos autora• (~) y en el 

de 10 a 30 gramos por otros (21) 

La mayor frecuencia da intoxicaci6nes corresponde a los

paciantes de fiebre reúmatica qua reciben dosis elevada• del• 

fármaco y ello ha caus~do fallecimientos • El síndrome comple 

to consista en cefalea, mareo•, sumbido de ofdos, somnolencia, 

n~uceas, v6Mito y diarreas. (1) 
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1.2 VALIDACION or-mETODOS ANALITICOS 

El empleo de una técnica analítica implica un riesgo si 

no se ha demostrado que dicha técnica es confiebl~. En mu -

chas ocasiones· se presenta el problema de seleccionar el mé

todo analítico más apropiado para la determinación de un com 

puesto. 

Consecuentemente, el desarrollo de procedimientos ana

líticos tiene que ser validado pera seleccionar el más ade -

cuado, esta evaluación se representa p~r medio de parámetros 

indicadores como; precisión, exactitud, linearidad, limita -

de detección y especificidad. 

A continuación se presentan las definiciones correapon -

dientes a los parámetros antes mencionados. 

Exactitud : Una técnica analítica as más exacta a mayor con· 

cordancia exista entre un valor determinado expe 

rimentalmente y un valor de referencia. 

Precisión s rs la medida del grado da concordancia de medicio 

nas repetida• da una •i•~a propiedadJ derivado de 

la desviacldn astfndar astlmada da una serie de·· 

••dlclon•• y axpre•ada an t•rmlno• de· repeticldn

y/o reproducibilldad. 
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Repetlci6n : Precisión de un método expresada como la concor 

dancia obtenida entre determinaciones indepen -

dientes desarrolladas por un mismo analistª usan 

do el mismo aparato y le misma t6cnlca. 

Reproducibilided : Precisión de un m~todo expresado como la -

concordancia obtenida entre mediciones re

petidas con variaciones en la operaci6n ca 

mo por ejemplo deterininaaknes hechas por

dis tintos analistas, diferentes aparatos o 

en distintos laboratorios. 

linearidad .: medici6n del grado de concordancia cuando la cur 

va de calibración s~ aproxime a una .linea recte 

. o del grado en que la susceptibilidad ese cona -

tanta. 

Susceptibilidad"'s-Relacidn entre le pendiente de una~curiie de

calibraci6n .y la variabilidad de los puntos 

experiment!!lles. 

13 

rapecificidad 1 Grado en qua la Medición se debe 6nicsmente-' 

a la sustancia por determinar y no a otras sus 

tancias que puedan ester presentes en el mate 

riel por analizar. 

Sensibilidad r (Lr~~.e de de~eccidn) Menor cantidad detecta -

ble del co•pueato por analizar. 
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como·u:ia impar 

tante d!scfplina. ··· · · 

L!l c~o~~toqr~.fÍ{~o.sja·y~~~··a ·.sep~rar,. ic~~tificar y ,cuan 
' , .;'· :·· ', ' : . ·. ' : :' ~· . -.,- ' -... ~~:-; '.-'.". - .' 

ti ric"\r c6~puestos. ..>· ;/,:}<~.- \~/Jt.:;••· ·· 
La 6r~'rnat~g;~Úa tuvg\us ÍnÍdids chiel.'•añÜ.de 1903 '::u9n. 

do el bio~u!mico 'Ruso ·r~~ei~~~~~~ªJ~.::~;~}q~xJf~:~~f~·~ &; s;pa-

raci6n cué ~'Jofigabi! a ia muestra·a· atravesar:una columna do -
·.· ,' ' :~ .. :(: -· ---_ :>-'·.', -<~"' . ~- .. ·:<:·._· -. -:·_ .... 

adS';'rbant9 reducido a p~lvo fino·,/ P~rfé/"é:e la maz~la 'se _clepo 

si~ :11.ia en b :i~rte superior dé la. ca1Sr.ma 'ciaspués se iavalla-
. - - :- ~: - ;_ ·: _:· -. - ' ': ,_ 

la ~".l:•..:mna COr.l Un sclvente"'.'orgánico) a medida que SO éeSal'r('l. 
. ·. 

lla~a el oro ceso de lavodo, los :diversos componentes de la -

mezc!9 er;in seperadM an la col~mna;fi.nalmente cuando se se 

peraben por éompleto se pod!a{reC:o.b;·ar por lav?.dlJ, ;~~yendo 
los fuera de la· columna y r~~cg;iériJolos en fracciones separa 

das, 0 haciendo~sali~~de :1a::~olumna del tu!:io 1m donde e:stá -

contenica y córtandola aparte entre las zonas de los componen 

tes ss;J'!!raCos. 

la maycri~ de los compuestos de Tswett aran pigmentos d~ 

plantas, ~or lo~Que las bandas coloreadas que formaban los 

compuestos en la columna eran fecilmente visibles y de necho-

estas ~andas coloreadas justificarán el nombre dado de croma-

to1raf!a a esta m~todo de separación. (22~ y (15) 



Tswett constat6 la seperaci6n y propuso que las moldculas de 

soluto eran adsorbidas en la superficie del materiel reduci

do a polvo de la columna. Estas sustancias, que el sdlido ad 

sorb!a muy fuertemente, no las liberaba facilmente el disol

vente y estos compuestos descendían muy lentamente por la co 

lumna. Los soluto3 menos fuertemente adsorbidas eran transpor 

tados en la columna a mayores velocidades; as! se lograba una 

separacidn a cause de las diferentes afinidades de los solu

tos por el disolvente y el s6lido adsorbente. 

La crom~tograf!a abarca una gran variedad de t6cnicas de 

separacidn altamente efectivas. La característfc~ común de· 1:o 

des ellas, es que los componentes de la muestra se distribu

yen en dos fases, una de las cuales permanece estacionaria,

mientras que la f?se m6vil se despl3za a trav~s de los inters 

ticios, sobre la superficie de la fcse estacionaria. El des

plaz.amiento de la fas• m6vil es uno de los factores de migra 

ci6n diferencial de los componentes de la muestra, la tempera 

tura de la columna y la cantidad de la f:sa estacionaria. No 

hay restricci6n sobre la naturaleza de las dos tasas, la fase 

estacionaria pueda ser s6lida o líquida, la faaa mdvil l!qui 

da o gaseosa. S! la fase estacionaria as un adlido, el proce 

so ae llama croMatograf!a da adsorcidn r al la fase aatacio• 

naria es un líquido, el proceso •e 11••• como cro•etograf!a• 

da partici6n. Da acuerdo al proceso 1·nvolucrado en la separe 

cidn·, la cro!!letograffa •• puad• claaificar da le •iguhnte • 

•anara Hg. Na. :Z • (11). 
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Cromato~raf!a ce l!quidos de alta eficiencia (CLAE) 

11, pesar de que./el .primer; experimento sobre ::roaiatografh fue 
,., .--:";,::~;;,;, ·' .. :~. 

una forma de crii.~'~t6~f'i1'r; l!é;uida, no fue sino hasta 1968 -
• ' -··''·· ' - -·• ·~ ,._ ; • • '• • r 

se produjo,~~'.?~;G~nJ~;considerat:le en esta tttcnica que- -
. '·:/''.:~:. ">' :;-~.-.'.'"' ., . ,>, •• ' 

que 

por tantos ar.os hatJ:[~ p'ermanecido olvidada, este av3nce fue-

gradual y se rleb!o .a 121 introducci6n de altas presiones de o

paraci6n y ~e sistemas de detecci6n continua. 

Durante muchos años se practic6 la cromatografía líquida 

en una forme que llamaremos cl~sica y que consiste b!sicamen

te en lo siguiente: en una columna de vidrio, cuyo di&metro -

varía entre 2 y 10 cm, rellen3 de alg~n material como sílica, 

alúmina, azúcar, etc, cuyas partículas son por lo general de 

un tamafio cernano a 200 micras, se introduce la muestra di -

suelte en la fese m6vil o disolvente, y luego ~e agrega el -

disolvente, con el que se eluye la muestra e trav~s de la co 

lumna. Los tamaños de muestra varían entre O.l y l.O g o m~e, 

el disolvente o fase móvil fluye a lo largo de la columna 

por efecto de la gravedad, produci~ndoca apenes una d~bil 

ptesi6n ejercida por el volumen de la fase •6vil que •• egre 

ge e la columna. 

El disolvente sa recolecta en la base da la colu•ne en -

fracciones de determinado volu•en. Uno ~o los Inconveniente•-

de esta t&cnica es el prolong~do tia•po da an611•i•, que mu

chas veces puede ser de horas e incluso de df~e; otra desven 

taja es que el material de relleno se utiliza por lo general 

una sola vez debido a que parte,•• adeorba an forma lrre -

versible, esto as de 11 muestra. 
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La cromatografía líquida de alta eficiencia utiliza instrumen 

tal muy distinto con ventaj~s significativ~s. En este método• 

se usan columnas de di&metro muy reducido, por ejemplo 2 mm -

rellenes de materiales cuyas partículas tienen un tamaño de • 

10 micras o menos. Este tipo de columna es muy eficiente pero 

presenta una gran resistencia al flujo de la fase m6vil por -

lo que es necesario emplear sistemas de bombeo de alta presi6n 

(hasta 400 atm) que hagan fluir le fase •6vil a una velocidad 

razonable a travéz de la columna. 

l a cantidad de fase estacionaria dentro de la columna 

es pequeña, por lo que se requiere que la muestra tambien sea 

pequeña del orden de microgramos. !In detector, colocado a la

salida de la columna, proporciona un registro continuo de la 

composici6n del líquido que eluye, lo qua permite obtener un 

cromatograma que se utiliza pera identificar y cuantificar • 

los componentes de la muestra. 

A pesar de que la CLAE es una t~cnice relativamente nue• 

va se cuenta ye con numerosas publicaciones en la literatura 

que describen muy diversas aplicaciones en los ccmpoa de b{o 

quimica, farmacia y alimentos. 

~arios nombres han sido usados para describir los prin

cipales atributos da asta nueva cro•atogrnf{e da l{quldoss -

cromatografía de líquidos de alta velocidad (ClAV), crom.to

gref!a da liquidas de alta eficiencia (CLAE), cromatografía-· 

de líquidos de alta presi6n {CLAP) y cro•ato9ref!a de líqui

dos de alta rasolucl6n (CLAR). 
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Las ventajas de le CLAE sobre otras formes de cromatografía -

de líquidos son 

- las columnas se deterioran poco a pesar de su uso repetido 

- Le resoluci6n lograda sobre tales columnas as buena. 

- Es reproducible. 

los tiempos de an,lisis son cortos. 

- Es muy sensible. 

El costo del equipo, da las columnas v de le fase mdvil

es alto, sin embargo la inversi6n e• justificable cuando el

n6mero de análisis por realizar es elevado o cuando no se 

cuenta con técnicas especfficas para un determinado compuas -

to. 

Equipo 

El instrumental propio de la croma~ograf!e de líquidos 

de alta eficiencia adn sigue porfaccionandoce, sin embargo -

hay en el mercado una amplia gama de ellos en cuento a costo

versatilidad y complejid~d. La fig. No. (3). muestre los com

ponentes básicos de un cromatografo de líquidos de alta efi -

ciencia. 

Recipientes de almacenamiento de la fase •dvil. 

Se pueden utilizar recipientes de vidrio, de acero inoxi 

dable o de plástico inerte, de una cnpacidad entre 1 y 3 li-' 

tres, que en la mayoría de los caeos es suficiente volu•en

para todo un día de operacidn. 

muchas veces, en especiAl con fases •dv!les polare1, hav 

una mercada tendnncis del oKigeno y otros gasea a disolverse

ª" el líq~ido. 
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t: •• Fase mdvil 
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III.- Programador da fase •6vil 

IV .- CAmara da inyecci&n 

V •• Columna 

VI •• Detector 

VII.- Registrador 
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Si estos gases se liberan dentro del cromat6grafo pueden afee 

tar seriamente el funcionamiento del detector y la eficiencia 

de la columna. Por este motivo es necesario remover los ~ases 

disueltos en la fase m6vil. Une forma es aplicar vac!o sobre-

el recipiente que contiene le fase m6vil mientras se agita 

el l!quido moderadamente. 

fase móvil. 

En cromatografía de líquidos le composición de la fase -

móvil es una varhble que tiene gran influencia en la .separa-
'·-·-.--- --

ci6n .Hay una gran variedPd de solventes usados e~~LAE~ los-

cuales deben cumplir con ciertas característiC:as' tal~scoino : 

- Ser pu~d~ ... e 
.-:--.¡_;:, 

- .. s·~F.~rion{~a~f,bMs;con .el 

- Disri1Jri
1

f1'a m~~stra 
- Tener haja viscosidad 

Sistemas de bombeo 

Las column~s utilizad~s en cromatografía de líquidos mo

derna están rellenas de materinles con tamaño de part!culas-

muy pequeño, lo cual h3ce que la resistencia al flujo de la

fase móvil sea muy elevada. Por este razón, se requiere un sis 

tema de bombeo que haga fluir la f cse m6vil a un flujo razona 

ble. De ~~uordo con las características de funcionamiento y -

de diseílo, se pueden consider,r básicamente dos tipos de bom-

bes 

1) Bombas mec~nicas 

2l Rombas noum~ticns 
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Con respecto a las pr!mera3 las hPy de j~s ~ioos: 

i) 2ombas r~:iprocas. 

Que desplázan flujos ce volJmen;p;Ulsanta , ·la ::iáxi~'.l pre 

sión que se pue:le :ibten~i ;varíar~~·9g_11:.Ú 2r~~~ó;, ;Je!=º eri gene 

ral es aproxima~~m~nte•:d~ •20~ ~~ni·J·~·feres·}• >'•::{..<~.·· 
ii) Bombas de desplazemi¡~·~b .t:·~~·:tKq~·:.;··> ·;~~.'.~J·:·\ . 

Llamadas -tambia~··•IJÓT9.~~ 'd~~~cl.€~~t~s~_t~~~J~~;~i;!e'.fJ~rfnge · 
el flujo despla2:~:1i; ;¡fofk~l.í~;s~··'~ilj'-CÓsgrrii~"g~ ~!/,~C'ti,~:f8~¿r/perb -

~·-, ~-~::;.:; :_<~; ·.--.-·-::. ,, .. :- ;. -»:., "" 

la capacir.ad .de le bomba •es'li.múaci~\.y·f:la~a:volverf~)lellaF-
- ~ ;.,.:· "~'.-, ~- - ;_·, .. ~.:-:·,--~~__;;-~..:; ;~-~ 

l"! cámara es necesárf~ suspender momerítáhakr:i9nfe;;;5¡J operac.ién 

2) Bombas n~um&ti~~~. 
. '(:/ : . :<._;~/. ·. ~~~-.< -~:·<~ ,~,--, . 

. -"'.""'_.::.·.~ > . :·, ':-·· ' 
.· ';··;·:;,: ;;:~·::2:~-:' .'.~"~<. ;-_,. -- .. :_- '-·.' 

::ri aste sistema al líquido es desplaz~:¡'~'.B~di'ant~ ,le--prC?• 

ejercida por un gas inerte a alta ~r~si6'~'~4'J1¿'°~~}fj,Jj~s ¿~ 
. _:, ---_:_~-.-~:_:,· .. ·,;~-~ ... :~J::ii~~~~·~?;{:f~:~~;:.~J:' :1;(:· <·:.~" 

sitÍn 

tenidos est&n libr~s de pulsaciones y son de'pr~si~ri~conJtan~ 
.• --:. ¡_\.~:::.· ·~"'':::.){;>_;-::_ 

te. Las de~ventajas d~ estas bombas san la caí:>acfdacl limita -

da en el volur.ien total que puada bombear 'J ola~_
1

di"i~~'¡ón que 

presente el gas en el líquido. 

Camara ce inyecci6n. 

Este parte del crornatograf6 exija cuidadoso diseño pues-

to que debe resistir altas presiones, tener un volumen peque

~º y sus cavidades deben ser bien eluidas por un volumen de -

fase móvil. En gsta cáraara es!onde se introduce la •uestra 

que luego es arrastrada a le columna, hay tres modalidades de 

introducir la muestra• 
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• Por medio de jeringas de alta presión. 

- Por medio de válvulas inyectoras. 

- Suspendiendo el flujo momentaneamente. 

Columna 

En todo sistema cromatográfico, ya sea en fase líquida o 

gaseosa, le columna es el "corazón" del sistema puesto que en 

ella se lleva a cabo ls seperaci6n de los componentes de la -

mezcla. 

La columna consiste en un segmento de tubo de elg6n mate 

riel inerte, de di~metro uniforme y capaz de resistir altas -

23 

presiones de entre todos los materiales , el acero inoxidable 

es el más usado en algunos casos tam~ién se ha empleado vidrio 

de paredes gruesas pero tiene el inconveniente de no permitir 

conexiones metal-vidrio herm6ticas a altas presiones. Raspee-
' ' ' 

to a la f crma de la columna, por lo qeneral se prefieren rec-

tas. 

Para obtener columnas eficientes son gran importancia 
'· , . ; 

el tipo de empaque y l~ manare de empac~r la J~lum~a. El ta -

maño de p~rticula del material de relleno debe ser oequeño 

de 5 e 10 micras y debe empacerse por un procedimiento que • 

de una c~pa compacta y hnmogenPa. 

Empaques porosos. 

Es~os pueden ser de sílice, alóreina,meteriales de inter 

cambio iónico o fases qo!micamente unidas, recientere3nte se -

han manufacturado partículas ~oros~s con diá~etros de 5,10 y-

20 micras que tienen una Jr~n áree =e superficie, entre 200 -
2 

y 300 m/g, por lo que pu~'.len ~captar muestras de tam~ño consi 

darnblr sin Quo la columna pierda ofici~ncia. 



El tamaño de partícula es importante porque controla el proce 

so de difusi6n de las moléculas de la muestra hacia adentro -

y hacia afuera de los poros de la partícula. A Medida que el

tamaño de partícula aumenta, el proceso de difusi6n se hace

más lento; conforme disminuye el tama~o de partícula, le pro

fundidad de los poros tambien disminuye y el proceso de trena 

ferencia de masa se hace ~és rápido permitiendo obtener aná -

lisis répid~s sin pérdida en la resolución. 

Lo anterior explica porqué sólo se utilizan materiales -

porosos cuyas partículas sean de tamaño menor de 50 micr~s. 

netectores. 

Durante mucho tiempo el desarrollo de la cromatografía -

líquida se vió obstaculiz~do por falta de detectores adecua -

dos. F.~te problema de detección surgía por falta de un dispo

sitivo que midiera en forma continua alguna propiedad fisico

qu!~ica de los componentes de 13 muestra o de la solución qu~ 

los contenía y que generara una seRal proporcional a la mues

tra, a medida que est~ salía de la columna. Un detector ideal 

para cromatoqrafía de líquidos sería uno que cumpliera con -

las siguientes características: 

- Tener "lta sensibilidad 

- Reso"nder a tod~s los solutns 

- Tener una re3puesta que aumente linealmente con la cantidad 

de soluto. 

- Ser esta:le, o sea, insensiole a los ~~mbirs de temperaturn 

y a la vari~ción de flujo de la fase m6vil. 
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- Exhibir uajo ruido 

- No destruir al s~luto 

- Tener respugsta rápida 

Desafortunadamente ninguno de los detectores posee todas 

estas propiedades • . 
~lgunos tipos de detectores que se utilizan en CLAE. 

1) Detectores generales. Son aquellos qu9 miden un~cam~io e~ 

alguna propiedad física de la fase móvil con el salute, por-

ejemplo el indice de refrecci6n, la conductividad, la cons -

tanta dielectrica etc. 

2) Los que miden una propiedad del salute o detectores selec 

tivos son sensibles o alguna propiedad del soluto, eje~plo -

la absorci6n ultravioleta, la fluorescencia, propiºedades pala 

rográficas , etc. 

El detector de luz ultrevioleta es el de uso más genera

lizado en CLAE por~ue muchos compuestos de inter~s absorben

intensa~ente en la región ultravioleta. Su funcionamiento se 

basa en la absorción de la luz por parte de la muestra al -

pasar a trav's de ella un haz de luz •onocrom~tica. Es uno

da los detectores m~s sensibles, pues en condiciones ópti -

mas puede dar sensibilidad•• de hasta O.DOS unidades de eb

sorcidn. 

Regiatredores 

Su función es representar en un registro gréfico le se -

"ª1 dada por el detector, general~ente se utilizan re~istra -

dnre• potenclometricos de l o 10 ~v. 
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Los re;¡istrt>.dores deben t_ener una respu9sta rápida da la plu 

ma y la veloci~~d 'V~riál:lie del papel. 

Las ~~~~i~~·~§~~~fd~sen el detector aparecen en el re"' 

gistrad~~ J(J;~~'/pi~i~;sj·d~F.fo-~ma aproximedamente gaussiana, cu

ya al túra o'i&''f·~~;·~~;·Jf{üz~ como una medida de tipo cuan ti ta 
-··~·-_,__e:_ ;«~;,:~!.j'--: :-"~·,,,·,;,.;-;__·,e-: 

tivo. 

Concepto~ fü~ó~i~&-s 7- -------- -"'-~-~,.:;_ " __ , 

Laé~-~r~~-~:~f-sti~~~· gG~;:~ desean dé un ~i~'t'.~~¡.g;ómato 
gráfico-pueden'f!!?f;~~~i:~¡_se• ?~~-~:;i¿~~!.á11~~J-~~lfl)~€~~~;,os.in 
die a que c~~lc¡uier 112·r.·1 ~cf6n•]an :;~iiiud~~~ds:~,'eliels· rsper~ute 

·.' .~: .. ~ ··;:<., 

en otras. 

Resolucidn cromator,ráfica 

El fin de la cromatc2rafía es la separación adecuada de 

los componentes de una mezcla. Para saber que tan buena fue-

la separación se cuenta con un per~metro denoMin~do Resolu -

cidn ( Rs ). 
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La altura equivalente a uri)lato teórico se define cor.to el 

largo necesario de l.a. c~l~~l'lª pára, lograr un equilibrio de 

repartó entre la fas~· ~~·~~bf~n;.ria y la fase m6vil. 
- - ---.-· ... _-,._, 

. - ' 

La eficiencia de la c~lumna es vna función de los pa -

r6¡¡¡etros de la columna tales como velocidad de flujo es la-

fase móvil-, tamaño de partícula del empaque y viscosidad 

del solvent;e. 

Selectividad 

La selectividad .de la cdumna (o<.) es medida por la se 

par:oción relativa de los picos ds los compuestos y esté en

función del~;coeficientes de <:istribución. 

o( = 

ílonde; K2 y K1 = Coeficientes ce distribución de los compo 

nantes l y 2, respectivamente. 

La selectividad de le colu~na puede modificarse V?ri~ 

do el pH de la fRse móvil, ~edificando le superficie de la-

fase estaci~naria, por cambios en la temperatura de separa 

ci6n y/o cambiRndo ¡~ naturaleza qu{~ice del soluto. 

r~ctnr de :apacid?d. 

El factor de c~pacidad est~ dado por la relaci&n entre 

el coeficiente da dlstribucidn de le eustenclo y algunos pa 

r'~etros de les fases estacionarias y m6vil. 

K' = k Va 
VIII 
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non de K' = rector de cap~cidad 

Vs .· = \/olur:ien de la fase estacin~ariá 
e • •- .-• ; o ; 

1Jm = 1101G~E!n ;de ·la. Jasé móJi1 e~ los i.ntersticios 
K. _ fri.~Hci'~ri~~··ci!i',~i~ti!'ib~6iók · 

PeqÜeñi~~}~'~f~ie~;d~~;f:~~·iq~'i9:~Fi~U~·'i,1~ ··~~~~o-nantes .son 

po e o ret~_r1iY~sc~n;•.•1~ /~,se_~sfJi-l6'3~JI~Út.~~~rc:~~~;.~~.~~;f _~~~ie 
nen s ep;r\!s!~ne~,_d~ f i._cie~ ~ªªi.;-~ª1Qf_i,sJci:i:~~~~:f>L~~:&i~1111~) QE!ln. 

la sep~i?~{idn pe;b llevan a an~l:Ísi~ ~roió°ng~d~~~ (ÍÓ),{i?) 
-.• - -~;-.~. -_-,,_-~: . ._ -::..--.-~: < .;.:__:.:__: 

(21) y:-r .. 1. 6.)~:~ -· - · ... _ •. <•·· .-.-·.- ·.·.·.·-~- .. , L~ . .---.· --··-~-· 
·.-:·_·;.;\ - -:::-·· -- -"'"·''"·::; ·:--.:.',_--: ·-~:-;" 

-rJa r~aimenta,~ci~·- ~.8ri~ciÍ6n ·-·0n·· ·J1 :;;,·t~~:nt:é--~;~-~·sí~i~ -~1.: 
resulte do ;qe.:i</;~ .p_a;á, c:n~i~~i#_~~n·~·~aloi:.~.·',~~.--_:. K', :s~ ~ v~r !a-

, .. ::.., .. ,,·,,,_,. , 

el soi~eht~h~st~;:q¡j~'.;l.'a~ic~'~t-ii¡,~~iXn<Iéfe~í.:C'.,é~1D·~·ncÜ~~tr~·.··· En 

caso ·de ddilÚ, ~~).e~6{o~ar h~:~ª:~'~vgr.~éd:e .rb·~iz¿',~~~j_~ · us.an. 

do fase nor~~1J: Si ~6 ~e 0 obti~ne U"1B sep~T~~-f~.í ;buen~;'. en -
toncas usar fase reversa. Fig. ~o. (4). 

- - - -- - - -- ---- -----'---
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n SOLVENTE 

O fl\SE lr.0',IIL 

!)EBE SER POLAR 

ODE 

~L'T~I\ PDLARID'ln 
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Figura No. 4.- La fase reversa tiene condicionas que· requie

ran una fase estacionaria (a~paque) no-polar v una fase md -

vil (solvente) qua ea polar 



PA~TF: EXPF,"Rii::i:-~JT:\L 

El trabajo experi;;ient3l consiste en cuantificar simultanea -

monte el ácido acetil salicílico y el ácido salicílico libre 

~n materia prima. 
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f:l m~todo propuesto p~ra cuantificar amoos fármacos, es

desarrollado en cromatografía de líquidos de alta eficiencia

en f3se reuer•a• utilizando una columna microbondapack c18 • -

una fase mdvil de metanol-~cido acetico-agua 40:3r57, para la 

cuantificRción se hizo por relacidn Je las alturas obtenidas 

de los picos de écido acetil salicílico, ácido salicílico li

bre y del ostandar interno de caf~ina anhidra tant~ para la -

materia prima como p~ra la soluci6n de referencia estandar -

USP. 

2.1 Aparatos y m~terial 

qparatos 

-, Cromatogréfo de líqui~os de alta eficiencia (Waters Asso

ciates). 

-. Una columna da acoro inoxidable de 3,9 m• x 30 cm y un ta

maño d~ partícula de 10 Micras. m1crobondepeck C1a (Water• 

Associstes). 

-, Detector d• longitud de onda variable modelo 441 (Waters -

AsSflcietee). 

-, Inyector modelo U6K (~atara Associatas), 



-. Romba modelo 600A 

-. ~ra~icedor Omni (Hcuston Instruments) 

-. Equipo de filtración milliporR 

-. Ralanze an~litica 

mate riel 

-. fil tras de disco de r.iembrana millipore de 00 AS • mic::-es 

y de diametro 25mm y 27 mm. 

-. Embudo de 300 ml recubierto de te_flon~111Üiipoie~ 

-. Swinnex con un diametro de 25 mm ~ifrf~~~ª~-
-. matraz kitazeto de 1000 ml.. • .. 

-. matraces erlenl'1eyers fa so y ioo ~l.. 
,.•.--: 

-. Probeta gradu"!da de 100 !1'1, 

-. Pipetas volumetricas de s y 10 ml. 

-· matraces volumetricos de 25, so, 100 1J 200 ml. 

-. Vasos de precipitado da 100 ml. 

-· Jeringa de vidrio de 10 ml. 

-. microjeringa de 25 microlitros. 



Reactivos 

-. metanol uvesol (ffierck) 

-. Acido acetico (P.A) 

-. Agua tridestilada 

-. Acido fórmico (P.A) 

t.standares de referenciL 

-. Acido ácetil salicílico (USP) 

-. Acido s!llic!lico (USP) 

-. Caft§ina enhidre (USP) 

-. Acido écetil salicílico (materia prima estandarisadá) 

2.2 Procedimiento 

Preparaci6n de la soluci6n de ácido acetico al 3 ~. 

medir con una probeta 30 ml de ácido acetico (P.A) y lle 

varlos a un matraz volumetrico de 1000 ml y aforar con agua -

tridestilada. 

Preparaci6n de la fase mlvil. 

Medir con una probeta 400 ml de metsnol (Uvasol) y afo -

rar en un matraz volumetrico de 1000 ml con soluci6n de ~ci -

do acetico al J ~. filtrar y degasificar con el equipo de fil 

traei6n millipore. 
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Preparaci6n de la soluci6n de est~nd•r interno. 

do acetil s~licílico US? con estándnr interno. 

Se p9só exactam~nte 2CO ~~ de ~ci~o ~cetil salicílico -

USP e~ un mAtraz volumet~ico de lC~ ml, se a~re~~ 2 mL de me 

tanal (uv·sol) y ~u ~isclvió, eGse~uida se ati:i~"¿ l ml de-

~:idn f~rmico y se dijolui6, se 8gregnrón 5 ~l ~e solt.ición -
~ . -_•_----~---" -- " -._ - .. - . ,. __ 

de P.s tií~d'"r int·;rno T:•_\f úna · ~~~.tíi.jr~f GsP~y-se-::itiuyo~al-~6-

1u~=in. con solucicín :le ácido Aceti~o al) ;; Y s~ rnozc1á bien, 

sa fi 1 trn con1· el eqt.iipo d~ tt~;:c.i.6~. milli-
', :. ~; ;,~, ;_ ;~.':'~-: >·· 

poro. 
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Preparaci6n de la solución estándar de referencia de ácido -

salicílico con .estánd~r ~nterno. 

Se pesó exact~men~e'lO mg de ~cido salicílico y se lle-

vó a un matraz volumet~~co de 100 ml, se agreg6 2 ml de meta 

nol (Uve.sol) y se · disolVió, se aforó con soluci6n de ácido -

acetico el 3 ~. se tomó cucntit~tivemente 6 ml de la solu 

ción anterior y se llevó a un matraz volum~trico de 100 ml -

se agregó 5 ml de la soluci6n de estándar interno y se ~git6, 

se aforó al vólumen con soluci6n de ácido acetico al 3. 7~ y -

se mezcló bien, se filtr6 y se .degasificó con ~1· equipo mi -
·'.-:? 

llipore. 

10 mg X 6 mlxlOOO !11C9 =.6 mco/nJ 

100 ml iba mi El~ rn~f· { 

preparación de la muestra 

•• Se pesó ex~ctamente una porción de muestra equivalente a -

200 mg de ácido acetil salic!lieo y se trasfirió cuantita 

tivamente e ~n m~traz volumetrico de 100 ml. 

-· Se agregó 2 ml de metanol (uvasol) y se agitó al~ededor de 

3 minutos hesta disolver el ácido acetil salicílico. 

•• Se adicionó 1 ml de ácido f6sforico • 

•• Se agregó 5 ml de le solución de estándar interno y se di-

soloió. 

-· Se aforó al vólumen con solución de ácido acetico nl 3 ~ -

y se mezcló bien. 



-·Se filtr6 y degasific6,la srilurií6n mueitra con el equipo -

de fil traci6n mill¡Pore. 

•• Inyectar 20 microlÚros'~~ 'ia soÍuciÓn problema y de las -

soluciones de estánd~resDJ~'~ci~~ scetil salicílico y de -

ácido salicílico utiÚz~~:~~ ·una microjerings ·de 25 microli 

tras, en un cromatcigráfo dR líquidos da alta eficiencia ba 

jo las siguientes C:pndi_ciones : 

Temperatura 

F'ase móvil 

Velocidad 

Detector. U .v. 
PresicSn 

Sensibilid;id 

Val. cartir 

_: l\f!lbiente 

~etariol:Acido acetico: Agua 

40:3&57 

ml/minuto 

""' 
2400 psi 

O.OS llUF' 

0.25 cm/minuto 

37 
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Celculos 

Para calcular la centid~d da 'cido acetil salicílico en -

materie prima utilizamos el siguiente sistema de ecuaciones: 

Donde: 

Ap Ase 

Rm = Rst = 

Rm 
----- x Cst x Fd = mg de &cido acetil salicílico 

Rst 

Ap = Altura en cm del pico de &cido acatil salicílico. 

Ax1 = ~ltura en cm del pico del estandar interno l. 

Ase = Altura en cm del pico del estendar externo. 

Ax2 = Altura en cm del pico del estender interno 2. 

Rm = Relaci6n de alturas en cms de loa picos del ácido 

acetil salicílico y del estandar interno. 

Rst = Relaci6n de alturas en cms de los picos del estan. 

dar externo y del estander interno. 

tst = Concentraci6n en mg/ml de la solucidn estandar. 

Fd = Factor de dilucidn de la eolucidn problema. 



39 

Para calcular la c~ntidad de ácido salicílico en materia prima 

utilizamos el siguiente sistema de ecuaciones: 

lfp . H"se. 
Cmp =- Cse = 

C111p .Cst 
- lt x Fd x 100 :s 'f. de ácido salicílico 
ese lin 

Dondes 

Hp = Altura en cm del pico de ácido salicílico. 

"x1 = Altura en cm del pico del estandar interno~l. 

ffae = Altura en cm del pico del estandar externo. 

Hx2 = Altura en cm del pico del estandar interno.2. 

r.mp = Relaci6n de alturas en cms de los picos del ácido 

salicílico y del estandar interno. 

ese = Relación de alturas en c~s de los picos del esta~ 

dar externo y del estandar interno. 

r.st = Concentración del estandar en mg/ml. 

I• : ~eso de la muestra de ácido acatil salicílico en mg. 

rd • rectar de diluci6n. 
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FIGURA No. 5 

Cromatograma que muestra el pico obtenido -

pera la soluc16n de referencia USP de 'c!do 

ecetil salicílico 

Compuesto TR -
~cido ~cetil salicílico. 6.0 min 

Acidri selidlico libre e.o min 

Estand11r intern• (caftHna enhidra) 4.0 min 
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rrGURA No. 6 

Cromatogrems qua muestre el pico obtenido -

para el •cido scetll salicílico materia prima 

Compuesto TR 

Acido acetil salic!lico 6.0 min 

~cido salicílico libra a.o min 

Estandar interno (caflina anhidra) 4.0 min 
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r!::;UnA No. 7 

Cromatograma que muestra el pico obtenido para la soluci6n de 

referencia de 6cido salicílico 

Compueeto 

"cido aelic!Üco 
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f'IGURA No. e 
Cromatograma que muestra el pico obtenido paralá solución de 

estandar interno (caUina anhidr~{·> 
Compuesto 

Estandar interno 



CAPITULO IIl 

Evaluaci6n estadisticadelmétódo.para la 

;;, ... --;~-= 

sali.cl'.úé~··Y:.~c'ici6>s~úaifcÓ .ú!J~d, coma· 

La ··preÜ~i6n ~e.'e\.iÚüa·.·comoifepéi;ibil:Í.dad: y·camo reprodu 
o - - -_-- .'..._~~ , ... _. ___ ,_~·,...; ~ •• :'..=.:.::..,_ ~:=._'_,_-:-:;.,2~,-~;,_-~:~-=~~~=io~-"~'. ;· 

al efec~~~r·;ía})r'~·g~b~.d~fü~i~ciicí6'·~¿~~i;!,q~.~·nr{{iibll:~l)fuo ~~te 

r i ª P r i rn á '.. ~ ;t"ci°'~ .. s- 6;ric~~·t~~t'.1ci·~·;·9 • ~á_~~~·:~i~·;1~¡,·~x:Ji?í :;n~::ea !Í 6 da 

cramntn9 r~fía: d~ i!qG{cias•·.d~':Ji;;a -~;~ri::lerici~lllsi.·.•·~i.stn'ó· se. 

muestran ·lb';'_r~cis~li;~dos.~bt~n.id~~-.dei porcent~je'°en~on¿ado -

de ácido salic!lico libr~ en cada una de las concentraciones

correspondientes. 

~arametroe estadísticos obtenidos: 

,; = 99.812 ~ 

s = 1.0634 

sx = o.2so 

tCg~ = D.6477 

LSC = 100.460 

LIC = 99.165 

cv .. 1.065 ~ 
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TAl3LI\ No. l 

Exricti tud dol ·,::áto~o para la det.erminación de 
.,. - - . ·_ . . 

ácido ecotH ·,~~l.ic!lico en materia prima por• 

CLAt. 

mg adidonedos mg encontrados % encontrado . ~ de Ac. salic! lico 

180 

180 

180 

180 

180 

180 

200 

200 

200 

200. 

200 

200 

220 

220 

220 

220 

220 

220 

196•60. 

·.~:·~~e:ii'9~:6CJc 
··.· 19a~3º 
199~37 

223.02 

220.01 

217.0B 

218.53 

226.12 

220.01 

98.08 

99.94 

100.60 

99.33 

100.68 

98.30 

99.15 

99.60 

ll'll!.37 

lOo.oo 
98.67 

99.33 

102. 78 

100.00 

0.093 

0.093 

0.093 

0.121 

0.121 

0.121 

0.111 

0.111 

0.111 

0~164 

0.164 

0.164 

o.1s1 

o.1s1 

0.157 

0.112 

0.175 

D.176 



Reproducibilidad 

A cnntinuaci6n en la:tabla (No.2) se presentan los resultados 

obte~idos al e~eciuar 36 recobros del ácido acetil salicílico 
,. 

como m,;t;~ria p:r.iina. en dos diferentes días. con dos anal!stes 

y a tr~~~conc~~traciones diferentes. así mismo se presenta el 

p~l'ci~~to de ácido salidlico lib=e encon~·rado. 

'--'--~-'-•• 

s 0.9213 
'· 

Sx = 0.149 

il.r.95( = 0.302 

LSC = 100.173 

LlC = 99.568 

cu = 0.922 <;( 



mg 

TABLI\ No. 2 

Reproducibilidad del m6todo para la 

determinaci6n de &cido acetil sali

cílico y !cido salicílico libr~en-

materia prima por CLA~. • 

/¡" 

adicionados mg encontrados ·~. encontf~d~c¿~ Ac.•> salicílico 
"' ;, ,-; '~ ':--_,~. 

lBO 180.0l -.~100~00'~2;;c~j:.'~~~ó .12,o i=··· · 
o.:" =', :~· 

180 177.61 95~¿7··· 
... 

~ 

180 

180 182.47 

180 181.44 100.80 0.138 

180 177.61 9B.67 0.140 

200 198.33 99.86 0.135 

200 198.00 99.00 0.136 

200 200.11 100.35 0.130 

200 196.99 98.50 0.162 

200 199.35 99.67 0.164 

200 199.47 99.73 0.168 

220 222.oe 101.30 0.146 

220 220.01 100.03 0.149 

220 223.02 101.37 o.1s1 

220 220.01 100.00 0.163 

220 217.07 98.67 0.166 

220 220.01 100.00 o.1aa 

• Dh l 



( anexo ) Tn.BLn No. 2 

Reprod~cibilidad del m~todo para la cuan 

ti ficacidn de·á~ido acetil salicílico y-

·· .. X;l:< ·-•.;i~é~~/c1.lit~~> · --
mg adicionados ···~~ ~~·~~*t;i::~d~s-r% :;·g~~ntr~do ~ 

(::;,.· .,.· .. ,, ··~.-,-<i/2· ~-,·~:·:"·. · ·. ';:-; ~-:·.~·:.;e;.-·-

180 

180 _ .. 

180 

160 

180 

200 

200 

200 

200 

200 

200 

220 

220 

220 

220 

220 

220 

. -·~- ~{.J]fffft~"1:z~~s-:~; ·~.·2;;"i;!~-~ • 6 7. -• 

i·~·{1~;'Cz~1iao;oi,,;~;{·.~~·;~1~eiao;oo-
· - -~.f-.'c:.;"·]1.(-=-.·'yj!·;,, 

....... -~--:tUl.11:·61i;};L¿< 9e.61 
- • <- - ·-:-:~.- '> 

__ <j99.o() 

200.41 

198.33 

202.84 

201,43 

198.00 

220.01 

217,0B 

220.01 

223,02 

220.01 

217,08 

101.37 

100._00 

99.50 

100.20 

99.16 

101.42 

100. 71 

99,00 

100.00 

98.67 

100,00 

101.37 

100.00 

98.67 

* Oh 2 

Ac. 

4¡; 

salicílico 

o.ne 
o.ne 
o.ua 

0.121 

0.122 

0.122 

0.136 

0.140 

o.1ss 

0.162 

0.166 

0.169 

0.147 

0.149 

D.l&O 

0.166 

0.16B 

o.aee 
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Linearidad del mátodo p~ra la de~er 

minación simultanea de.ácido acetil 

salic!lico 11 -áci~o s~~Í.c!lli:o libre 
·. _-: ' ",/·.:·-~·; ·'>/·'/"((:"· -~< 

en materia prima pdi CLAE~ · 

Con el objeto de determinar ~i la/~~~~c{6~ ehfr.i? los.mg agre 

gados y los mg recuperados es lineal~<-~8'.anáÚza~on muestras 
' - -· ~ :::: ':_~:_--;' __ ,;.';::~_.!_ ':~ '_::2': ::. t.:.~_-:--·;".: .. ·-~-·,. , 

::le ácido acetil salicílico (materla\pr:Í.m~)ieriÚn 'int~r~alo -..: 
,_ .. _· _ __;_. -<.:..~,_:\:;~:~·;".:::.-o-"--~?~':~_;..:-co:o'o~~""---J-=;~:.;_,~~;~-';:_o'---"" • - -

d• concentraciones correspondiente}~'~ áo \( r·90' ~i·ioo % 'll!Jt 
-" .~__,'~-~c.~·-

y 120 ~ respectivamente. ~ •,'·e·-•. - ' -}>· '.:~~;--~:,• 
·•_,_-_,,:_~~:,.,~ --- - _--:-;-~~c:;-•. --j;:-.---:;L,-~ 

Las resu1 tados se muesúan; ~n'l.~~f:'e~F~ 0-"< ~16~:3) r~er gra-

fico (!io.l). 

160 

180 

200 

220 

240 

;ncontriÍdos ' . .· · .. ·· encórÍi;rado 

.· 1s9.~;< ···.• i:\~·t ····. 99.50 

- · -·100~03···~:· écc_....:'c.:c.~yd'o~ol ·--~-- -~--

197.76 

.219.71 

238.42 

r = o.999 

111 .. 0.990 

b .. 0.215 

sv/x = a.1011 

9B~B8 . 

99.87 

99.34 



TABLA '.;o. 3 

Linearidad dal r.i!Stoda para la deter 

minaci6n"dej~ciJo ic~til salicílico 
·-··-- ';',-,..:-,:· .. ~\:'·~:;:-<- :-·-~, .-·-_ ;.:-
}~!! wer:i,a prima Por. r.LAE:. 

mQ adicio;iado\;J ~~6~gGados. .c;c encontrado ..~. Ac.salib!lico 

150 ..... ·•· <>) 157•76 

150 

160 ··.·· 

160 

180 

180 

180 

180 

'.o__•_o_--o_ 

'.í52~2o 
. ' - ;.·.:-:· 

. - i< '.i60.01: 
.-;-e- --e~-~-.--='·_,-=-· - - - --, 

200 196.02 

200 . '-~190'.oo~·~ 

200 .• 200. 7l 
_-;-

··""·· 

200 196~32 

220 ;2J.:02 

220 220.01 

220 

220 

240 

240 

240 

240 

·• ... ··,, 
-~-.,~.-·,,,,'"¡' '' 

218.76 

217 .• 08 

240.01 

236.81 

240.0l 

236.88 

96.51 
- ·- --- ~--,--= 

101.37 

joo.oo 

98.02 

100.00 

100.02 

9f3.57 

101.32 

96.01 

99~00 

100.35 

98.32 

101.00 

100.00 

99.45 

98.07 

100.00 

98.67 

100.00 

98. 70 

·- --·-

0.,135 - . 

Ool3B 

0.140 ... -

o.144 

0.152 
·. 

oa5s 
•. -

0.155 

0.150 

0.148 

· 0~152~·--

0.154 

0.154 

o.152 

o.15s 

0.166 

0.169 

D.176 

0.178 

o.1eo 

D.192 
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Con al objeto. de· cu:1riÚficar ia :,r.j,~lma cantidec ~!:t:ectable 
de los colllouest~s~ por-~1· ~~'.~~.cl!J}~f~!P~;~~{o -~rt.cln~, se de

terminó haciendo anal!-s-is cJ~·(g_~~t!áici~~ "~: -~~~;trl! 1 aumsn-

. tan do la concen traé:~.§~-'.l~iri~~J_."vtj_i~i(p'ac::Geíl6s, h;-~ta llegar 

a· un porcent"je do~~13cT9f;-~ª-f~d~J:-á~-.·r¡~~~IF<L~s-~~nc~~trácio 
nes fuer6n .las ·siglll·~rit~~·;;aifi%";3,(!5%;l.fi.',~~~E,2~ffi; y)5% _d~ 

--_.;:;=--=.-.----=~_;:_;,,-_e;;:.-:~·,---- 2<.'~~-~=-2~.'=:.-;'.~~,-c-.-;,-;- ">"<-~ 

6cido acetil saHcílii::o ·y :áé:'fci~-~s~ü~!nco lillre rssoeC:Hva 
mente. 

0 

'): / e •·.••• .. ·· 

Los resultados sé ~u~sfrart ~n .1i t?.bÍ,/~Jo. (4) y los -

qraficos No. (2) y (3). 

Cantidad minime detectable r.antidlld mínima det!!ctable 

de écido 
.. 

acetil salicílico de ácido salic!lico libre-

por el ml§tndo propuesto por el ml§todo propuesto 

mcg ,: mcg ~ 

so 2.s 1.3 0.075 
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1000 

500 . 

4:0 

,100 

60 

20 

o 

* l\cido 

Tl\8LC, r.:o. 4 

l. imite ce detección 

r = 0~9:~9 ... t 

m = k.~i2 / 
.b . ... . ri'; Íl1 o 

Sy/x = 1~587 

salidlico 

Sy/x = 0.242 
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Especificid~d~Interferenci~s del. método 

para l~. det~rminác.l.ón de áddo. acet.il -

s a.lic!iic?\.~o~a·:~~~ert~·,~Xrna.···p~r CLA E. 

55 

La descomp~~i~i6n·• cl~l ~6i'ci6';ah·0tiHs~Ü~íl:.·do. es el. résul tado 
' ., , -: ,:··· '/;~· .. ~~{~:-~ ~··\<'.·?'.~.~/::-.·.~~'.)\~>i:~;~:~: ~(~~;i ~'._:~-.~>,-;~,:<-.::~--:!'.:\:-:,:?.-\-? <~ ::.::;:; i} .': ~\f.:~;~;:{:J.\~:·!:: >" ;/,_:_ ~;'.{ · F·:_; < 

de la. hidrólisis••del·grupo· ésfar~'''siéndci' lcis;pro.ductos resul-
, '"' - -"'-< .. .-·.-.- .;·· .. ; ... '.,;. ··-~·f·:.----~ -'·'·- '--· ,- .. ~.--:_" __ ,-. -'~-' ·--- -

:::;::,::.1~z~;i~{tiij.{~~t ¡~;~¡f~~~:i@M~~:,t~:::::· .c. 
- ' -~:;- '"• - ~- ' ' -

ti! 5 ~if~-,! ii·_¿; -~--~:~:··_,"'_:-~ -~_;·· ... · 

---•• r0e.·~·.c•3 coon 
OH 

=:::itudios iinteriores so;.re ,.. ácido ecstil salicílico, nan 

:le"-'lStr,.do :;•Je es. esta'ble :;u,,.ndo se almacena en una ,.,,tm~s·:"er" 
---·-~- . -=-;.;~; ._;:~--·~-

enh i·d r a· --y----~---:;o-~9"ftfpe-r·áfU-r~ --~-i·ir~:ii9nte, pero se_-ª ._a::S9i-V~do que a -

una atmósfor'3 hur¡¡edcd y a temperetur11s e.lr9oeak~i·clf3 los loQP'.: 

sufre degradélcicnes de Üpo PÚ~Í!Üco ó. de hidi:tSiisÍ.s siendo 

•' 'ª' ,: :::::: 1::°":1r~~~:'.:~~" ¡;¡~h~~2~~~t;~G,i>,iii'1~" óa~ud i o 
,~ . . '· . ; ,.. . 

ec;irce de · .. la./hidr6Úsis.• de' e~'.:e ;fú~'iic~{:~~Jo'··.6·0~éiict~rles es 
'":.,.... ·:·:_;:-"· 

t"blecidas,;h~~.· relJ·~rtedo~c¡Úe 1a>kacci.ón~·~5_·~rr.:~Y''',¡;i)~pYej·~ • 
... _:_, ... ·:.';:'::.:·;:·:. .... 

Yamarr.l')t0 y .(13kahns_hi re1hrtatón que ·~ U:1l\=-tomJ:lera:.rna -

elBV,.da y !!~=n-,a ~~j-a~humeded, fA 01spir~fí,,. SUfria,hidrÓ:iGis-

( 2'i). 
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Para demostrar la especificidad del m~todo por cromatografía -

de líquidos de alta eficiencia, se expuso el ácido acetil salí 

c!lico bajo éondici~nes Que aceleraban la descomposición quími 

c3 y f!sica:de'.~~te~ El procedimiento consistió en exponer mues 

tras 

tura 

del ~i:in~fpio activo en frascos cerrados y a una tempera 

de. {{rió~ durante 15 días, para asi forzar la descomposi-

ción del ácido acetil salicílico. 

Las f.luéstr'.'ls ·degradadas se analízaron por el método pro-
. ' ·~ , ·' ,. '" 

puesto, ahar·a bien para comprobar que bajo al principio acti-
• º__:_;;.·-_- . ' -

vo no existisrA ningún producto de degradaci6n qua interfirie 

ra, se analíiaron> las muestras a tres lr¡ngi tudes de onda di -
-,.·, -

·.-- .. ->:':·.'·:''. 
ferentes, ya.que alguno de los productos de degr11d11ción, pue-

de absorver ¡\ 'c)tr~ longitud de onda, asi mismo se llevo a ca-

bo una lineaI"id0ci/ de tres puntos a las concentraciones de 80;1, 

ioo;¡ y 12ci¡~~}2~·c:I~ una de las longitudes de onda, calculando 

el coeficio:n~~~·~Cl~iiorrelación para cad? una de ellas, y se 

graficó lB .c?.Hh~.;d adicion~da contra la respuesta analítica• 

medida. 

LoR r.~súit~ci'd·~J.obtsnidos se muestran en las tablas Plo.s, 

6 !/ No;.··i}i~~;~;;·tlvamente. 
A si mi.smo 'fos\cromatogr ~mas obtenidos se muestran en las-

figuras No.9/:lio~~fo, ~Jo.11 y r!o.12. 



313nm 

(mg) 

TABLA No. 5 

E"soecificid?d.del mi§t~dopara la determi 
. . 

naci6n de ácido acetil salic!li.é:o por 
- , ' ' ' 

CLAE: a las longi tudas :de~ orida da 313 nm-

28Dnm 'J 254nm~ 

edicionados .· 

280nm 

160 

200 

240 

160 

200 

240 

254n111 

160 

200 

240 

-- - - • • - •--.-. ----,-,_~e -

e.10· 

11~4 

··. 1.2~00 . 

s.10 

6.20 

6.90 

s.20. 

6.20 

6.eo 

0,70 

l.00 

1.40 

s.ao 
7.50 

a.so 

4,20 

7,00 

9,30 
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TAELA No. 6 

celer~d~Jci~;~~;~~!Ji.1i.d~df -', ¿-:{_·< __ -
, . ':'::::_~ ,_ e "::-~-.~ -. --:-~~ ,, _-,-~1 

:_· ___ ._._:.~· .. " ·,' ; -:' =.:~_·. f'· ;.::__::_ '> 

:--.-·=:-~~~;_:_~~-~~:o_~ ~~==.:-~~~~~;:~~_z~-:~~;~~::~cc:;o:;_(;¿}fj;::~:-:~- ;::-,--;~;;::~~~-::~; ,-~ -- --
--., --,,- ,;-,.-,. ' . -;,-;,.-':ó·-'f -- _-_-- .- - ' 

·'- -·· -:o .. : - ~:-º,:~.:- -~- '' -.i•:;;,::::::,: " __ -.f __ ·~. :_ ---,'.'..'.-.. ~ -· : 

,'~~.,_-,:;<': •:.-~'._;:_~:j ~~ }l~~::,~>-. •• •_n'- ,.' 
313nm 

(m~) .e ~·:'._}(~~j __ ti~c ,::~~~-(%)*;;),; ~--···-- ~·{;i)** 
=:: .-=-.-, .'-~ ~':-,1~=-}~,.:,-· --~- :._j_--!;;; -~~~--"'-=--.;_.,-~~ 

adicionadós 'E:íncorfh';ci6s~-: encontrados. /~e~ s~licÍlico 

5~10; -_ :r~oi 

280nm 

254nm 

160 

200 

240 

150 

200 

240 

160 

200 

240 

41.00 

65.33-

106.36 

62.31 

83.13 

25.62 

32¡,66 

44.32 

26.49 

31.15 

34.62 

3.'12 

-2. 77 .. 

2.32 

2.os 
2.os 

1.45 

1.91 

2.1s 
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Lon1itud 

TABLll No. 7 

Coeficientes .de correlación ( r). obtenidos 

al gráficaI'JJ.()~i mg ~di•faon·a~os contra la'." 
•' ,- . . . .--· ', _- ..;_ ;_ ·.~--·· - . --· ' ' - .. -

. ;"-~ \ ... ,:.~-- -, : ,-~ ._;;_ 

tii sali~riib~-~¿~:m~.:~;t-~i:'ia ,prim~ po;~.~1•·.· 
'r _•:i'._,c:J :-~~_:_ .,_ ~.'-• _:~-' ~-~ ::~-; ~ ;:O.:;,::~-~'.;,·.:_~·~_:-'-~--'.'.. -·-::-e - -•· ;~-:-::~'.::·e·:; -~:_ ·-' 

m~tod~· pr~¡:llJ8'iltcFen crél~~~ci 9 I'ar.!~)cia···ií~.··.· 
~-- -;·;-··-,~;;; -:· ,-T·;c•: :=-:-é'==-.;:;-·t-,-c:"':""-'"·" '~-'"""·;~=-~-_o-•----=-- _._:::; __ ~,~ ·---•.:::¡: 

quidós da ~ita eficiench:I para ia ·~speci 

ficicla~ de{ .. : ;.. ~ ~·· 
- ·-' -~ -<:-- .·- "·- -

de onda . ácido ·acátil sal.icÍlico ~c.· . salicílico 
" ,. .. 

'. o..) (r) (r) 

313 nm i.oo. 0.996 

280 nm o.991 D.994 

254 nm . --0;909· .. -0¡999 
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Slenco 

111lnute1 

F'IGURA No. 9 

., ...... 
OI O ., ... 
:J u 
c. 11 . ... 
• 11 
... '1:1 

Cromatograma que muestra el pico producido por el 

splve111te. 
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s.o 
a.o 

z.o 

F'IGURA No. 10 

~ 
,/ 
r 

Cromatngrama obtenido cara la muestr~ de ácido ace~il sali 

cílico sometida a condiciones de estabilidad acelerada du

rante 15 días a llOºc, y analizada a una longitud de onda-

Corapuesto 

A •cido salic!lico 

B ~cido 8cetil salicílico 5.D 

C Compuesto (C) 2.0 

Respuesta medida (h) (cm} 

7.8 

D.9 
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e.o 

6.0 

10. 

FIG 1:?F No. ll 

Cromatograma obtenido par~ una m~estre de ácido acetil sali 

c!lico sometida a condiciones de astabilidad acelerada du -

rante 15 días a llOºc, y analizada a une longitud de onda -

de 260 n• 
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Co111puesto T1 (min) Respuesta medida (hl (c111) 

A Acido tali~~llco 

ff qcido ecetil salicílico 

e r:ompuesto (el 

e.o 
6.0 

10.0 

7.SD 

6.20 

s.so 



e.o 

2.0 

6.0 

Fir.l'\A Mo. 12 

r.romatograma obtenido para una muestra de ~cido ~cetil sali 

cílico sometida a condiciones de est~bilidad acelerada du -.. 
rante 15 d!as a ll0°c, y analizada a una longitud de onda -

de 313 nm. 

Compuesto TR (minl 

A Acido salicílico B.O 

8 Acido acetil salic!lico 6.0 

r. rompuesto (el 2.0 

Respuesta medida (h) (cm) 

U.40 

l.DO 

2.40 



:SS 

Cl\PITULC IV 

DlSCUSirN DE RE5ULT4)f5. 

S• ó•mrollo "" m~todo ó~~~l'f~~o ~o?oio~8tQ~ref!o de 1í 

quidos de a1te eficiencia en fas~·t~ 11 0,_.~~1·;;ª,~~,i~~étA~üfica 
ci6n s imul ti10ea de ácido 11ceti 1- s~Ífcirüg~-~~''·~'6'.id~:a~ncílico-
libre en materia prima. 

Ls técnica analítica desarrollede .s~-.va1id~;.~~t.adi.~tica~ · 
11ente con le finelidad de conocer BU confi~~:tl.f8'~a;;frii~~}füsndo -

_-·· -:- - --· . -_- º' ---., -~,;-:.~ '"Y:7:'-~"'/::~-:-:~_,:--:.-¡· 

así los parametros est11disticos; exactitud; Pr~etsfcí~; linea-
. ' ;, . -- . /-.;~. ';-'·~· 

ridad 1 limite de detección y especificidad·~ <t(;.·;:·, · 
La precisión se evaluó como repradué:itifúci~·~;~;,~~8f'.do/a -

<·"· ·x;_<: ;<.;:"· 

que se trabajo el método con dos analistS:s'(y{~W~d'éJ~tl:fr~~~dife 
' •• '· •• W> '0,•,•,;?'·;;<~' • ,' -

rentes, los pai:ametros estsdisticos que ~~ :Jv~'iJ~rcS~ f~erón;-
la desviación estándar (S), el coef~~ien_t:~~~~~-y~_l{!l¿•ión (CV~) 
y el intervalo de confianza al 9S ~ de pr6b~b{lidad (Ic95~). 

Los valores de :os parametros estedisticos correspondían 

tes a las tablas {I) y {II), nos indican el método desarrolla 

do pare cuantificar simulteneamente el ácido ecetil salicíli

co y el ~cido salicílico libre en meteris prima, muestran r•

sul tsdos confiables s los conce~traci6nes trabajadas, por lo -

que ol m6todo es exacto y preciso. 



TABLll I 

Ccmparaci6n de l.,s parár..etros es t::i-::!sticcs 

s 0.92f. 

99.B?O tQ.302 -

Q0.922' ~ z( 



Tl\9U lI 

Com~~r~ci~n estad:s~ica de la linsarid~é-

:!el métndp dssarrol.lado en CLAE en le cuan 

tific!ICi6n >sÍmul ten ea de ácido acetil sa-: 
' ' . 

lidlicci y é:::ido selic:!lico. libre, con 

res¡jectf,/~a·· crfterios estable~icids~': 
- · .· [¡~~ar1J~cr·-

. ''. . .,"_'.·,;--. -.·-_>i.:_-;·-

Pñrámgtros -sst.;·~~sticos-== CL-'E _ 
~ ~·--~L~ 

.• ( rr.) ··· .. 
.-_., 

-
0~990 

o. 2i.s 
-: ~; :-· . ' - '' ' -

. (}'.99~ .·· . 

Criterios 

aprox = 1 

aprox = O 

-? 0.99 

67 



58 

Para determinnr la linearid:>d del método desarrolledo en cro

matngraf:Ca de líquidos' dé alta eficienbia. se evaluar6n lo~ si . ' . ' .· 

guien+es parametros esta~.~·sti~os; ~endiente ( m), intercepto -

al origen (b), arrorLe.J'i'.~~~ar de regresión (Sy/x) y elcoefi

ciente de correlaci6~ ( ~):. C~mo se puede observar. eiil la grafi 

ca tJo. l, y en la ta~i~·.~o.¡;, s-e obt.Íene una p~ndianfe_co~ -

un valor cercano a 1, e{-lntercepto al origen c:nun :,;lar 
·-.'-·.:::::·. 

cercílno a O y un coeficiente ele c~·~~~5Fi~~~ cér~~-:n~ci2~,J.,\10 -
cu al nos damuestra que la respuest~ entre' los -mg adicic~ados

y los mg encontrados es lineal en. el~'i~terv81~-,:·éJ'1cci~nceritra -
: f¡ ~~~:,~- -',~'. -.... ,.,·1··--¡ < · .. - .·.,-'.:·~,::~'/, :,_ - '~·-

ciones trabajadas. .". ,,,,,,''''-'.,e·:··~.'-': ...... :: 

Para determinar la mi~!~~\icti~i~c~;;~.(-~~~~~~-~§.i~ d~).. cqrnpues 

to por el método desarrollado;<. a~ d~~efin'inaf'6rfi.lls f¡~ites de 

confi!!lnza de la recta de régresidn (y=y 
- ._ .-- :· ~ : _: ~ ::. : ~; -::'. ,' :.' ." .. 

1~95 Sy/x) y se tra-
----

zo un~ recta paralela a la ract? de regresi6n a una distancia 

da -l.96 Sy/x con respecto al valor da y, asta recta os el li 

mi te inferior de confianza cuyo intercepto con la señal dada • 

por el ruido del apareto nos indica el limite inferior do de -

tecci6n, los reeultados obtenidos se muestren en le tabla 4 y 

la grafica No. 2. 



l. "S resul tad~s ~btenidos cara demcsfrar la especi fié::idad en -
' . . : . . . ~ 

interferencias para el método .. desarrolledo, se mUestra~en 

las tablas s, 6 y7í y en.las gfa";tbas.9,To, i{y,i1: .. Como -

se observa en la taSla No.6 i~ ·reia~ión de -~ortenf~je·~ obten! 
- ·-· .. -.. _,._,---~-> .,':1·:_~,·~·':-:,..;.:: -::-.'..:_=~:--.,-···' .. ;~ <•\,~~" 

dos y analizados a 313• nm el ·porce{ntaJe·éncdíltrado~d~ ;'á_gicio..; 

11cetil sanc:i1i~o.f~·~)~'.e~4·;s~ y.d_~i;á~fa~~~\~i~~fli_c?~~~bre~ -
fu e de 3. ~~j:~~_i~i~ figu_l:ca;J1~~fa;:·:s~,;:C,~5·~iJ~- Üni~tcidUáicL: é:! é - . 

degradación~Úe tÍenaS~>tiempo cÍire~~~ción de ~·w~~J~fos,' ~ 
lo cua1. indi~a aDel'a~as~i::inÍ!b~do cóndiciones ºcie e;ta.iJiúdad 
'!celerada esti'i;T~cidas;se ;deg~;cl~·casi P"r ·comp·l~t~·:/d¿~~lo· -
un a1 to porcen~aJe ~~ ~s¡ªº s~~i~fi1co a_bEa:y·G11 :et-6~~.cto •de 

degradación 11 i:•·~ cii c~u~l.-n,o .. int:~rg~r~ en f~~:i:hempc~'d;~· ·re -

tención de nu~s~ro ~&t6'd(J,,,des~~r'o)l~~6. ( ~: ~ rn': \_ ''.,' 
Para la lo~gi.t~cf'~~·· on:a de '2~~ ~~m:; C:~n r~~p~cto/~'~•le ·re 

lación de P":.>centajes obtenidos, o:J~ervemos que {~~t~')cingi-
__ --_,:._,:.___-_-~~-'------'- :....:_':._ _:_:_-_;_:_e;__·~ .'.:":O-

t u d hay rf1ay6r abso'rbancia del ácido. acetil saliC:íl.ico ·c.ori un-

PClrCen taje de 32.6% y un 2.os;:; de ácido salicílico libre, asi 

mismo en la figura No.ll observamos un producto ~e degradación 

con un tiempo de retenci6n de 10 minutos, pero no int•rfiere -

en los tiempos de retenci6n de nuestro m6todo propuesto. 
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Para la long~tud de onda de 254 nm, ~Qui tambien se observa 

que a esta longitud hey una mayor absorbencia.del ~cido acetil 

salic!lico encontrando un porcentaje de 31.15% y un 1.91~ de -

&cid~ salicílco, asi mismo en la grafica No.10 se observa un -

producto de degradaci6n "C" con wn tiempo de ~etenci6n de 2.0 

minutos el cual tampoco interfiere en los tiempos de retención 

de nuestro. 
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CAPITULO V 

~ O N C L U S I n N E S 

-. Al evaluar estadisticemente los r~sultados ~bteriidos pare -

el métndo desarrolladi:i, se demuestra que ~s; E!x~cto, pre-ci-
- - - ,, -·_:::: J_'.:: 

SO Y lineal en el .intervalo de Cl'.lncentraCiories trabaja dos• 

\·fo:•-··•''' 
-. Se demostr6 _qlle E!l,método desárroll~do es 'E!~p'ééifaco pera -

cuan ti fice~ el,'.áci.cfo acetÚ 5·~liCi~i6~ ·~/·~&· ~~o~ub~~ de de-

gradaci6n <, .• ~.-.c1:·~~-I~.K1_ •• _.i.r.:1:~~(.::.·.·t.~{ ... e .... '.?,'.::.: <.::.'' · · 7 _- ---:- __ -.-. - -- - ;;_~:-{~ ~'.'.i _-,._,.,~.·,;. :'-\)·{._ .;e:·'<,.;-, 

-··· -- ; '""_:·/,J--. :·.-::_:-·.~; .. ¡·'", - --- -o·,-·, ... - - . -- -.~: :. ---:~·.-: · 

-, Se considete qci~·itl~i¡·t~-J~-~0~~~~:~~:¡;¡J¡Ji~-~~ ;~I'~~i~-~g~f~rL de 

1 íquidos da··· a1t{ ~iiC:ie~~i~';r~~~--,J~rJi~iU~·-~ Ú~-i :2~nc~~f;~~ci ón 
~ - ;.·:;:·.~.:-~-;: ,,-,,-,·-~ ~-:;;:,_·.- -~-''.·Z .:,·:·.~·;.:-;_\_Z._·.'' ·"~·:¡;;~;,;;~:1_2( ::- , ... :·";·'. 

menor __ de ?..Sé% p:8,r~~,~~J.~8~~~9;~~:~~iii~s~ffé~,1Ó8 .. ~)·y~defci~·o75-~ 
p;lra el ácido saÜc!Hcci '.libre~': bajo •ies carÍdÍ.cio'~es de tra 

, ... _-.. y·~'.,.~~·~.·;:.-.·"-~:·~:~;;,·-~,:~ .. 

bajo es tableciri as pare este rri~ t~do .• j;· \/':.<· 
; ··:,\:::: -_'::.i·.~~:.:,:::'_::_':· 

-. Se demuestra tambiem que el tr'!bajo deserr~ll~dÓ nos proprir 

ciona un método analítico rápidii, efecüt[) ~ cC1nfi;bl~ P'lra 
' . ;_ .. "' __ . ·,·· 

cu9ntificar simultaneamente el ~cido acetil
0
salic!Íico y el 

~cido salic!lico libre, para ser utilizado en el control de 

preparados farmeca6ticos y fárm~cos. 



-. Por otra parte se considerá que el mftodo deaarTollado 

en cromatografía de líquidos de alta aficiencia, es un 

método cromatograf!co que nos ofrece grandes ventajaa

con respecto a las técnicas oficiales que marca ln 

llSP XX, ye que se logró cuantificar si11ultenea111ente el 

ácido acetil salicílico y el 'cido salic!lico libro en 

materia prime, as! mismo otras ventajas import?.ntas 

fuer6n las siguientes; El tiempo de anal!sis es muy 

corto (6 minutos para el ácido acetil salicílico) y 

(B minutos~para el ácido salicílico), el material de la 

boratcrio y reactivos utilizados fuer6n minimos. 
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