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CAPITULO 1 

ISTRODCCCIOS 

Antes de que un laboratorio farmacéutico lance al mercado 

un producto, éste se somete a diferentes pruebas para asegurarse 

que tanto el principio activo y la formulación en s[ sean esta- -

bles tanto física como qu[micamcntc durante el tiempo de almacen! 

miento y u~o del medicamento. 

Estos estudios tienen que llevarse a cabo con m~toJos ana­

líticos indicadores d~ estabilidad que ayuden a establecer el co~ 

portamlento del producto. Es importante que los datos obtenidos 

por los métodos utili~ados sean confiables, por lo que es necesa­

rio validarlos. 

La validaci6n de m~todos analíticos es el proceso por el -

c~al se determina la conveniencia de U11a mctodolog[a dada para -· 

proporcionar un dato anal[tico útil. En este proceso se toma una 

decisión sobre la utilidad de un método después de que sus carac­

terísticas han sido evaluadts con respecto a los requerimientos -

analíticos. Las caracteristicas a evaluar incluyen: Linealidad, 

Exactitud, Precisión, Especificidad, Sensibilidad y Tolerancia 

del Sistema¡ sin olvidar que el mJtodo debe ser práctico o tan -­

práctico como sea posible, 

Para los estudios de estabilidad de Hidrocortisona en pre­

sentación de ungüento aL 2.5%¡ y Acet6nldo de Triamclnolona en -­

presentaciones de crema al 0.5~, ungüento al 0.5~ y loci6n al - -

O.t%; se cuentan c~n mét~dos analiticos ya validados. En estos -

m~todos las muestras se someten a una serie de extracciones para 
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poder separar los principios activos d~ la base y asI ser cuanti­

f1cados en Cromatografía liquiJa de Alta Rcsoluci6n {CLAR), El -

inconveniente de esta metodología es que es laboriosa y los sol-­

ventes utlli:ados ttnto para las extracciones como para el siste­

mi• cromatogr&fico son relativamente caros. 

El objetivo de esta tesis es el desarrollo, validaci6n y -

c~mparación de m~toJos anal[ticos para las formulaciones arriba -

mencionadas y desarrollo del m~toJo analitico indicador de c~tab! 

lldad para Hldrocortisona e,, presentaciones de crema aJ 2.SS y -­

loción al 1%, utili:ando fases móviles mlcclares en CLAR de fase 

reversa, una t~cnlca relativamente nueva que ofrece ser mJs bara­

ta ad~mJs de permitir una prepdraclón mds sencilla de la muestra 

a anali:ar, 



CArltULO 2 

OESER.\LIDAOES 

2.1 ESl'EROitlES ASTllSFL.\~IATORJOS. (i, 11, IS, :?ó) 

La cortc:a suprarrenal es ccnsidcrada como un órgano de 1;1 

homeo~tasis, ya que ah! sr sintrti:an a partir del colesterol y -

con el cstlm11lo de la hormona SuvradrcnocorticotrJplca (.\CTH) dos 

tipos de cstcroides: los a~drógenos suprarrenales de 19 itomos de 

carbono r los corticosteroidcs de :?1 átomos de carbono como la 

llidrocortisona y la .\ldostcrona (flg. :?.1). Estos ~ltimos son 

los r'sponsables en gran parte de la facilidad que tienen los or­

ganismos superiores de mantenersr en un amblentr que experimenta 

cambios constantes, 

Los cortlcosteroides tienen influencia en el metabolismo -

de carbohldratos¡ prote[nas; grasas y purinas¡ en el equilibrio -

electrolítico y agua y en la capacidad funcional de Jo~ sitemas -

cardiovascular, renal, muscular csquelltico, nervioso y de otros 

órganos y tejidos. 

Tradicionalmente, los corticosteroides se clasifican como 

mineralocorticoldcs (.\ldostcrona) y glucocorticoidcs (Hidrocorti­

sona), de acuerdo a la potencia en la retención del sodio y depo­

sición del glicógcno respectivamente. 

El Cortlsol y numerosos cong,ncres, incluyendo anilogos -

sint~ticos son eficaces administrados por vía oral, los ésteres 

de la ttldrocortlsona se administran por v!a intraYtnosa para co2 
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seguir concentraciones altas en fluidos corporales rdpidamentc. 

Por admlnistracidn intramuscular do suspensiones de Hldrocortlso­

na se obtienen cfcccos prolongados. 

Los glucocorticoidcs se absorben en los sitios de apllca-­

cldn como e) saco conjuntiva! y la plel, la absorcidn puede ser -

suficiente cuando se aJ~lnistran cr~nicamcntc a grandes dosis y 

pueden llegar a tener efectos sistJmlcos. 

El h!gaJo es el principal drgano que participa en la blo-­

transforrirncidn ú~ 1os cl.lrticoides suprarrcnaJcs. En el plit.:u:ia C!, 

si todos ~stos están unidos a alb~minas o globulinas. 

Todos los estcrolJcs adrcnocortlcoldcs biológicamente actl 

vos y sus derivados slntJtlcos ti~nen un doble enlace en la posi­

ción 4,5 y un grupo ceto.l etl el carbotlo J. La rcducci6n del doble 

cuente rcduccl4n del ~rupo J-c~ton• a un J-hldroxilo sJlo se lle­

va a cabo en h[gado, cn:imdticam~ntc se conjugan con Acldo Cluco­

rónido o con Sulfato y se excretan por riíl&n. Can~idades mínimas 

son excretadas por heces y sudor. 

en.., - ou 
1 -
e. o 
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flg. ~.J. Núcleo Específico de lo~ Corticoides. 1 
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2.t.~. M~canlsmo de AcciJn 

Se propone que los corticoides actúan controlanJo el ritQO 

Je la s!ntesis de proteínas, uni~nJose a sitios citoplamdtlcos y 

nucleares específicos del érgano receptor blanco. Se sabe que -­

existen receptores en plasca, fracciones.nucleares Je heratocitos 1 

tlrno, rlíl6n y sistema nervioso central. Algunas cllulas turnara-­

les contl~nen una proteína que se une al cortlsol. 

2.1.3. Acciones farmacolóJicas 

a) Metabolismo Je CarbohiJratos y Protclnas: Los efectos Je los 

csteroidcs corticosuprarrenalcs sobre el metabolismo de carbohl-­

dratos y proteínas son la cstimulaclJn Je formaci6n de glucosa, -

dlsrnuniclón Je su utili:aclón periflrlca y promoción de su almac! 

namicnto COQO glucógeno¡ todo esto para proteger las funciones e! 

rcbralcs glucosa-dependientes. El corticosteroldc que tiene ma-­

yor este efecto es la Hldrocortisona. 

b) Metabolismo Lipídico: facilitan el efecto de agentes adipo­

cinéticos en la lipólisis de triglicéridos y la redistribución de 

la grasa corporal que ocurre en estados hipercorticoides. 

c) Electrolitos y Balance de Agua: Los mineralocorticoides 

actúan sobre los túbulos distales para aumentar la reabsorción de 

Sodio y la excreción de iones Potasio e Hidrógeno. Los erectos -

que tienen los cortlcosteroiJes sobre el sistema cardiovascular, 

músculo esquelltlco y sistema nervioso central son debidos a los 

efectos anteriores. 

d) Propiedades Antiinílamatorias: Los corticosteroides impiden 

o reprimen la producción de calor local, enrojecimiento, tuaefac­

cidn e hipersensibilidad. A nivel mlcrosc6plco inhiben no sola-­

mente el proceso r4pido de inflamación (dilatación capilar, migr~ 

ción de lcucoeltos y actividad fa~oc!tica), sino tambi~n las man! 

fcstaclones tardías (proliferación capilar y de íibroblastos, de-
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poslción del colágeno y mas tarde la clcatrl:ación). El mecanis­

mo de acción para estos efectos, no está totalmente explicado, p~ 

ro son altamente eficaces en la clínica sin importar el agente 

causal de la inflamaciJn. 

Los estcroldes antiinflamatorios contienen una cadena de ~ -

carbonos en la posiciJn 17 y son compuestos de 21 átomos de carb! 

no. Estos esteroides con un grupo -OH en la posición 17 son lla­

mados li-hldroxlcorticoiJes (ffg. ~.2). 

El glucocorticoide natural, orlgin.1lmentc activo tJpicamentc 

fud la Hidrocortisona, la cual con pcqueílas modificaciones en su 

moldcula dió origen a la Prednisona y a la Prednlsolona, con el -

mismo grado acciJn tópica que la Hldrocortisona. Los derivados -

9-fluoro son activos tópicamcntc pero sus propiedades para rete-­

ncr el sodio los hicieron indeseables para su uso. La metil-Prc! 

nisolona, Dcxamctason~ y ]a Uetametasona se introdujeron poste-­

riormentc, pero no hubo mucha ventaja sobre la llidrocortisona·. 

fig. 2.2. Grupos Esenciales para la actividad Antilnflamatoria 

Los derivados AcetJnido de los esteroidcs fluorinados co~o -

la Triamcinolona y fluoccinolona tienen una rnol~cula distinta y -

presentan una actividad antilnflarnatoria aumentada. Con la slrnple 
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unión de un Valerato a la posiclJn 17-hlJroxllo de la Bctamctaso­

na (compuesto no muy activo), se logró un compuesto JOO veces m&s 

potente que la Hidrocortlsona p.:ir vía tópica (tabla 2.1.). 

Compuesto Potencia Relativa 

Hidrocortisona 

Tctrahldrocortis<Jl 

Prednlsona 

Prcdnisolona 

6 o( -He ti lpr~·dnls<Jl.:>na 

Cortisona 

Dctamctasona 

Valcrato de UetaQctasona 

Triamcinolona 

Dexametasona 

Par.1m..-ta5on;1 

Cortlcosterona 

11-Dcsoxicortisol 

9 o(,-fluorocortisol 

o 

• • 
; 
o. 9 

25 

.300 

; 

10 

0.35 

o 
10 

Tabla 2.1. Potencia Antilnflamatoria Relativa de algunos 

Corticostcroides 

En la actualidad, es reconocido que las bases de las form~ 

laciones tópicas influyen en la penetración de los agentes tcra-­

péuticos y por lo tanto en la actividad biológica. Las presenta­

ciones más comunes para los estcroides antiinflamatorios de uso -

tJpico son cremas, uttgUcntos, polvos, lociones aerosoles. 

Consideraciones importantes para estas bases son: 

- Solubilidad del principio activo en la base. 

- Velocidad de liberación del agente tcraplutico Je la base. 

- Habilidad Je la base para humectar el estrato cJrneo. 

- Estabilidad del principio activo en la base 
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- Interacciones f{sicas y químicas entre el estrato córneo, 

el principio activo y la base. 

En cuanto a la bloJisponibllldad y aceptación por el pacien­

te de los esteroidcs de uso tópico tenemos que: 

- Los unsUrntos tienden a propo1·cionar una mayor actividad -

del cstcroidc que las cremas 1 lociones. 

- Las lociones son cosm~ticamr11tc m&s aceptables por los pa­

cientes que las otras bases; las cremas son mc~ianamcnte acepta-­

das. 

- Las :onas cubiertas por pelo s~n mejor tratadas por locio­

nes y aerosoles. 

- Otras bases como los seles, generalmente no proporcionan -

al fármaco su óptima acción. 

2. 2. HONOCRAfl,\S. { l.S • 35 ) 

2.2.\. l\1Dlt0COR11SO!",\. 

fórmula Desarrollada: 

s 

en,, - 011 
1 -
e • o 
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l".5rmuta CondensaJa: C21 llJO 0.5 

Peso Molecular: 36?.~7 

~ombre Qu{mlco: 11 beta, l7 alfa, Zl-trlhldroxipregnln-4-

diona 3,?0. 

Contiene no m~nos del 97 por cient~ y no mJ! Jcl JO? por ciento -

d~ c 21 H 3 ~ o
5

, calculado ccn rcf~rcncia a la sustancia s~ca. 

Sustancia de Referencia HlJrocortJsona (Srcf,), Secar a -

IOi ºC Jurante J horas antes de su uso. 

nescrlpclJn. rolwo crlst•llno blanco o casi blanco; lnoJ2 

ro; funde cerca d~ 215 °c con descomposlcl~n. 

Solubilidad. Poco soluble en acetona y alcohol; ligeramen­

te soluble en cloroformo; aur 1 igcramente s»lubl.~ en agua y en -­

ét~r; muy soluble en dloxano. 

Ensayos de Identidad. 

A) El espectro de nbsorcihn en la regiJn infrarroja de una dis-­

pcrsian en parafina llqulda, con la muestra secada previamente a 

les JOS ºC durante J horas, exhibe rnJxlmas únicamente a las mis-­

mas longitudes de onda, que las de una preparacidn similar con la 

Sílef de Hldrocortlsona. 

B) El espectro de absorcidn en la rcgl&n ultravioleta de una so­

lución 1 en 100,000 de la mucstr.:i ~·n 111'-"t&nol, cxhlb"' máximas )" -­

mlnimas a las mismas longitudes de onJa, que las de una prepara-­

ci6n sirnllar de la SRcf de Hidrocortlsona, concoeinanternentc med! 

das y las respectivas absortlbidadcs ealculad.:is sobre las bases -

secas, a la longitud de onda de mlxlma abs~rbancla de cerca de -­

ZJ2 nrn, no difiere en mJs dPl 2.5 por ciento • 
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C) En 2 ml d~ ácido sulf~rico disolv~r aproximadament~ Z mg de -

la muestra de Hidrocortlsona y dejar en reposo durant~ 5 minutos. 

Se produce coloracl6n que va del amarillo pardu:co al rojo, con -

fluorescencia verde. Uilulr la solucl&n con 10 ~l de agua. La -

coloracl6n cambla a amarillo o amarlllo-anar~njado, con una 

fluorescencia v~rdosa y se forma una pequcíla cantidad de precipi­

tado floculento, 

Ensayos de Purc:~: 

a) Rotacl611 6ptlca. Es entre +15~0 y •156°, determinada en una 

solucl6n en dloxano que contenga 100 rn~ do la muestra en cada 10 

ml y calculada sobra la sustancia soca. 

b) P~rJlJ~ dr secado. So mJs dol 1.0 por ciento de su peso. 

Secar a 165 ºC durante tres horas. 

e) Residu~ de lgnlcl6n. En una porción de 100 m& de ta muestra 

rs inaprrciable. 

Va1oraci6n. 

Plsolvrnte mJvll. Preparar una soluci6n que contenga cloruro de 

butllo, agua saturada de cloruro de butllo, tetrahldrofurano, mc­

tanol y ácido acético glacial (95:95:1~:7:6). 

Solución Je referencia interna. Preparar una solución de prcdnl­

sona en cloroformo saturado con a&ua 1 conteniendo 0.06 mg/ml. 

Preparación de Referencia. 

Disolver una cantidad exacta~ent~ pcsaJa de SRef de lllJrocortiso­

na en solución de Referencia Interna para obtener una solución 

que contenga una conc~ntraci&n conocida de aproximadamente 0.t ~g 

por m). 

PrcparaciSn de la ~uestra. A un matra: volurnltrico dr 100 ml, 

transferir aproximaJamcntc l~ mg de la muestra de Uldrocortisona, 

lievar al volumen con soluci6n de referencia interna y ma=clar. 

10 



ProcedilDi••nto: InyectJr voldmrncs i~uales de la preparaciJn de -

referencia y de la preparaciJn de la mucstrJ, en un cromatJgrafa 

equipado con un detectar UV pJra 25~ n~, una bomba capa: de pro-­

porcionar unJ prcsiJn en la columna de cerca de 1000 p~l y un re­

gistrador adecuado. La calumnJ de acero ina~lJable de ~ mm x 30 

cm contcndrJ emp~que de partícula~ de ~[li~a poro5J de 5 a 10 um 

ci6n R es Je no meno5 Je J.O, rntre los picos de la JliJrocartisa­

na y Je la referencia interna. Cuatro de las inyecciones repeti­

das d,• la p-rep;1racl.6n d,• r,•f••r,•ncii1, d,•ben mostr.1r una desviaci~~n 

e~tdnJar relativa de no mJs de 2.0 por ciento. Calcular la cant! 

dad en m~ de c 21 11 30 o 5 en la rorciSn de la muestra de HiJrocor­

tisona utili:aJa, por medio Je la f6rmula: 100 C (Rm/Rrcf); en Ja 

cual C es la conccntraciJn de SRcf de Hidrocortisona en la prcpa­

raciJn de referencia y Rm y Rfcf son los cocientes de las rcspue~ 

tas de los picos Je la Hidrocortisona y de Ja sustancia interna, 

obtenidos con Ja preparacidn d~ la mu~stra y con la preparaci6n -

de rcfer~ncla respectivamente. 

Conservación. 

En recipientes bien cerrados. 

:! • 2. 2. TRL\!'tCJ~OLO:\A .\CtTOSlDO 

Fórmula Desarr~llaJa: 

" 

11 
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Peso Mo1ccular: .tJ.l.5 

Nombre Quimico: 9 Alfa-fluoro-11 beta, 16 alfa, 17,21-

trahldroxlprcgnadi~n-1,.l-dlona J,20 acetal cíclico 16,17. 

Contiene no menos del 97 por clento y no más del 103 por ciento 

de c
24 

11
31 

F 0 6 calculado sobre In sustancia seca. 

Sustancia de Referencia AcetJnldo de Triamcinolona (Srcf.) 

No secar. 

DescripclJn. Polvo cristalino blanco o casi blanco; inod2 

ro. 

Solubilidad: Soluble en acetona y dioxano; poco soluble -

en cloroformo; ligcramc11tc soluble en alcol1ol; muy ligeramente s2 

luble en agua. 

Ensayos de [dcntldad. 

A} El espectro de absorcLJn en la reglón infrarroja, de una dis­

persión de la muestra, recristall:ada en mctanol; en bromuro de -

potasio exhibe m;Íximas a las mismas longitudes de onda que una -­

prcµaraclón similar de Sref de AcctJnldo de Trlamcinolona. 

ll) El espectro de abscrcidn en la reglón ultravioleta, de una s2 

lucidn l en 50000 de la muestra en metanol exhibe m&ximas y míni­

mas a las mismas longitudes de onda que una solucidn similar de -

Srcf de Acctdnldo de Trlamclnolona. 

Ensayos de l'ure:a. 

Emplear una solución al 1 

por ciento m/v de la muestrn en 1,.l dloxauo. 



Hctalcs Pesado~. L1mite 0.0025 por ciento. 

Estcroides Rclacionad~s. Pasa la prueba. 

P~rdida de Secado. So más de 1.5 por ciento. Secar .i horas con 

vac1o a 60 °c. 

Residuo de lgnicidn. So más del 0.1 por ciento. 

Valoración. 

En un matra: volum~trico de 100 ml, depositar 25 mg de la muestra, 

disolver y llevar al volumen con utnnol. Pasar 5 ml de la solu­

ción a un segundo matra: volum~trico de 100 ml, diluir y llevar -

al volumen con etanol; m ... dir la absorbancin de la soluci.Sn resu! 

tante a la longitud de onda de mdxima absorbancia a ~JO nm aprox! 

madamcntc. Calcular el contenido c 2 .i H31 F 06 de E (tS, lem) • 

35.i. 

Conservación. 

En rccipl ... ntcs cerrados protegidos de la lu~. 

2.J. \',\LlDACIOS DE HETODOS ,\SALlTlCOS. 13, 23, Ji ) 

La validación de m~todos annl1ticos es el proceso por el 

cual se determina la conveniencia de una metodologla para propor­

cionar un dato analltico dtll. Generalmente la validación consis­

te en asegurar la lincalidaJ; precisión; exactitud; sensibilidad; 

cspeciflclJad; tolerancia del sl~tcma de medición y estabilidad -

J., la muei;tra. 

z.3.1, Exactitud. 

Es el grado de concordancia de mcdidns individuales con un 
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nivel nceptado de referencia. Se determina por el estudio de pl~ 

cebos cargados al 100~ de la cantidad a anali=ar. 

a) Criterios: 

1 ·- tcal < .. t 

2.- LIIC ( 100 <" LStC 

b) CJlculos Preliminares: 

1.- Ri"' rorci~·nto r'-•cuperado para cada recobro 

Rl ... (y/x) i' 100 

2.- Media del porclento recuperado 

X .. S'Ri/n 

J.- S • De&viaci6n estándar d~l porcicnto recuperado 

s j --~~f ~~-=-~l~-
4 - - CV e Coeficiente de Variaci6n 

C\' ., 
s 

( -
X 

i~ 100 

c) Cálculos finales: 

1.- tcal •Valor de la t de Studcnt calculada para el estu­

dio de recobro. 
X - 100 

tcal • ---------
5 lrñ' 

2.- LIIC .. L[mitc inferior del intervalo de confian=a para 

X 
LIIC ., X - (t ~ -~- ) 

¡n. 

J.- LSIC ª L[mitc superior del intervalo de confian=a para 

i 

LSIC • X + (t ~ -~-) 
¡n. 



DonJe: 

n • S~mcro de recobros inJepcndientes que se reali:aron. 

X CantiJad adicionada. 

Y Cantidad recuperada en caJa recobro, 

s• Sumatoria. 

Valor de t de Student con una pr¿b~bilid•J acumulada de -

0.950 y n - 1 grados dr libertad. 

2.J.2. Lln<•al!d.1J, 

Es la vart •• ci~n dr la cantidad dr fjrmacc recuparaJo por -

el m~todo co~o una f11nci6n Jr la cantidad de fJrmaco e,, la murs-­

tra a diferentes niveles de concr11traci6n. Se caracteri:a por el 

estudio dr recobros de placebo cargado a diferentes niveles de 

concentrac15n arriba y abajo drl 100~, incluyendo a lstei a 1~s -

cuales se les hace un n~mcro de replicaciones. 

ccnsldera lo siguiente: 

En este pLnto se 

1) Exactitud. Se rnali:a de manera semejante a la cxactLtud al 

100% pero ahora consiJcrando toJo el intervalo estudiado. 

11) Linealidad· Sr establece comprobanJo que la grdfica obtenida 

de cantidad ad~cionada contra cantidad recuperada tenga un compo~ 

tamlento de y • mx • b, donde la pendiente (m) y el intercepto -­

(b) no sean estadlsticam~ntc diferentes de "I" y "º" respectiva--

a) Criterios: 

1.- r 2 .,.,,o.98 

2.- m .. Pendit•ntc. 

t111 cal 

LI IC < .. 
<"' t. 

<• LSJC 

Il 
IJ 1 

J.- b .. Intercl"pto 

1) tb cal 

11) LIIC <.-



b) C4lculos Prellmlnarcs: 

m P Pendiente de la recta de regreslón 

(nt u Sxvl - (Ss ~ Sv) 
m a ---------~-----------......._-

(nt a sx 2 ) - (Sy)
2 

b ~ Intercepto de la recta de regrcsl6n. 

"' 
r 2 Cocficlcntc de detcrmlnacl&n 

r 2 --~l~!---~!tl-=-i~!_:_~rll: ___________ _ 
(nt ~ Sx 2 - (Sx) 2 ) - (nt nsy 2 - (Sy) 2 ) 

Sy/x • DesviJci6n estándar de la recta de regresión 

sy/x • J --~l=-=-1~-:-~rl-=-i~-~-~~tl_ 
nt - 2 

DEm ~ Desvlacldn est&ndar para la pendiente 

DEm • Sy/x 

DEb • DcsvLacL&n estándar para el Lntcrccpto 

DEb • Sy/s R 

e) Cllculos Flnales: 

l.- Pendiente. 

j 1 -
_____ i~~L~11: ______ _ 

sx 2 - ((Sx) 2 /nt) 

I) t cal • t de Student calculada 

t cal ~ -~-=-l-
DEm 

IJ) LllC. Limltc Lnfcrlor del intervalo de confian:a 

LllC • m - (t"ª DEm) 

111) LSIC • Limite supcrlor del intervalo de conflan:a 

LSlC ~ m • (t"ª DEm) 

2,- Intercepto. 

1) t cal • t de Student calculada 
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; 

t ca 1 "' -~-=-2-
DEb 

II) LIIC ~ L[mlt~ Inferior del lnccrvalo de conflan:a 

Ll?C • b - (t"~ DEb) 
Ifl) LSICb. Limite sup~ri~r del itnervalo de conflan:a 

LSlC ª b + (t"» DEb) 

Donde: 

Só~ero de nlvel•s de concentraci6n cstudlaJos 

n • Sómero de replicaciones hechas a caJa nlvel 

X ~ Cantidad anadiJa 

y Cantidad recuperada 

Sx • Sumatoria d~ la cantlJaJ adicionada 

Sx 2 ~ Sumatoria de los cuadrados de la cantidad adicionada 

Sy Sumatoria de la cantidad recuperada 

Sy2 ~Sumatoria d~ los cuadrados de la cantidad recuperada 

s~y • Sumatoria del producto cru:ado de la cantidad adtclonaJa y 
la cantidad recuparada 

t" • t de Studcnt a una probabilidad acu~ulada de 0.930 y 

(nt - Z) grados de libert4J 

z.3.3. Prcclsidn 

Es el ~rado de concordancia de ~cdidas 1ndlvidual~s de un 

proceso. Se divide de ln manera siguiente: 

l) Rcpctibilidad. PrcclslJn del mltodo analítica expresado como 

la concordancia obtenida entre dct~rminaclones independientes re! 

ll:adns por un solo analista, usando los mismos aparatos. 

Con fines prJcttcos e1 estudio está evaluado por el coefi­

ciente de variación {CV) de los estudios de exactitud tanto para 

el 100% cumo para Ja linealidad del =~toJo; el criterio establee! 

d~ es que CV • 2%. 

17 
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[l) Reproduclbllidad. Prcclsl6n de un métQdo analltlcQ expresado 

como la concordancia entre determinaciones indcpcndlontcs rcali:! 

das por dlforcntcs analistas en dlfcr~ntcs dlas. El modelo utlli 

::.ado es: 

Yijk ., M + Al .. llj(i) .. Ek(lj) 

DonJc: 

y l. jk Porcentaje CUdntlflcaJo asociado a la késlma rcpctici6n en 

el jésimo d{a para el ié~lmo analista. 

H • Cantidad de principio activo en la m11cstra 

Ai ~ Efecto del analista en el porcentaje cuantificado 

Dj(i)a Efecto del j~slmo día en el i~slmo analista sobre el por-­

ccntajc cuantificado 

Ek(lj) .. Error Experimental 

a) Criterios. 

l.- CV <· 2~ 
2.- Fa <· l'n cal 

.J.- Fd <• Fd cal 

b} Cálculos 

X • Promedio del porclcnto cuantificado 

X .. Sl"/adr 

S ~ Dcsviacl6n estándar del porclento cuantificado 

s • J -~.:_.!.L=_!l:__ \ adr - 1 

CV • Coeflcientc de Varlncl6n 

C\' a (__§.-) "' tOO 
X 

IS 



Tabla de ,\n;Hisi5 do la Yarlan:a (Tabla do ,\nade\· a) 

Fuente de erados do Su:na ,, !il!'di.1 de .. cal \'arlación Lib .. rtad Cu.1JraJos Cuadrados 

,\nal ist.1 gla .. • - 1 sea .. S\'i :! /dr MCa .. SCd/gla fa= 
Al 

(SY):? 'adr - MCa/~ICd 

Día gld,, SCJr SS1'ij 2/r MCd .. SCJ/gld fd .. 
Dj(i) (d - J )i:a 

- sr1= " :-tc.:t/nc.-

Error glc" se.-,, sr:! ~c .... sce/gl .. 
tlc(lj) (e - 1) 'ad 

- SS\'l ;::'r 

Donde: 

a • Número de analistas 

d Número de días 

r a Número de replicacionl!'s por d!a y por analista 

Y Porcentaje de principio activo cuantificado en una 

determinación. 

SY • Suma total de los porcentaje5 cuantificados por los 

analistas 

sr2 Suma total de los cuadrados de los porcentajes cuantlf! 

cados por los analistas 

SYl a Suma total de los porc.-ntajes cuantificados por un ana-

11 s ta 

sri: 
Sfij 

Suma total d.- los cuadrados d.- SYi 

Suma total de los porc .. ntajcs cuantificados por un ana­

lista en un día 

SSYij;: • Suma total d.- los cuadrados d.- srlj 

Fa ralor de F de Fish.-r a un nivel acumulado de 0.950 con 

gla grados de libertad en el numerador gld grados d.- l! 

b~rtad .-r el num .. rador y gld grados dc libcrtad en el -

denominaJor 

Fd • Valor de F de Fish<'r a un niYel acumulado de 0.950 con 

!Id graJos d.- libert1~ .. n el numerador y gle grados de 

libertad en el denominador. 
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Es la habilidad dr un m~todo analítico de determinar sola­

mente el (los) componente (sl que se va (n) a anali:ar, Se demue~ 

tra estableciendo rxperimcntalmcnte que el excipiente y sustan-­

cias relacionadas al principio activo (como productos de degrada­

cién), no interfieran con la medicidn, o sea que el m~todo sea -­

capa: de separar y cuantificar sélo lo que se desea. 

:?,3,5, Sensibilidad. 

E~ el cambio de respuesta a prqueílas variaciones en la co~ 

ccntrdcl6n de la muestra. 

:?,J.6. Estabilidad de L1 Muestra. 

Es el tiempo mediante el cual una muestra lista para su -­

anJlisis permanece viable bajo condiciones dadas. Se determina -

cuantificando una sola muestra preparada para su andlisis dcspu~s 

de un lapso ra:onablc, almacenada a diferentes condiciones. Se 

establece en cuJnto tiempo y bajo qu~ condiciones los resultados 

analíticos no difieren de los originales. 

:?.3.7. Tolerancia del Sistema de Medicién. 

Es la dctcrminacidn de los factores que afectan al sistema 

de medici6n. Se establrcc cuantificando una misma muestra modif! 

c~ndo ciertas condiciones del sistema y viendo en que manera se -

alteran los resultados, esto e~ para detrminar los puntos críti-­

cos del sistema de andlisis. 

:? • .J. conr,\R,\CJO~ DE ~IETODOS AS,\LJTICOS 

Es el establecimiento de la igualdad de dos métodos dados 

~ara asegurar que los dato$ analíticos obtenidos por uno sean vá­

lidos cuando se cambie a el segundo. 
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2,4,1. Repetibilldad. 

a) Criterios, 

Ll IC < ,. <"' LSJC 

b) Cálculos. 

1.- Exactitud de la linealidad dvl n~todo y al 100% 

LSIC • Límite superior del intervalo de confian:a para la 

desviaciSn estándar. 

LSIC • (S1 2 j 52 2 ) ~ f 

LlIC • L(mite lnfcri~r del intcrVdlO Je confian:a para la 

dcsviaciJn estándar 

LIIC • (51 2 / 52 2 ) l/f 

Donde: 

SI 

S2 

ni 

n2 

. . 

Desvillción estándar 

D.•svlilclón e:>t.indar 

Númertt •• recobrtts 

NúmerD do r"cobro:s 

dot porciento recuperado d<l método t. 

J,• l porciento recuparado del método 2. 

experimentales del m~tDdo t. 

experimentales del método . 
F a Valor de la f de la distribución Fisher con (ni - 1) grados 

de libertad en el numerador y (n2 - 1} grados de libertad en 

el denominador y una probabilidad acumulada de 0.950. 

2.- Estudio de Precisión. (Para los métodos en los cuales 

se utili:aron 2 analistas, 2 d[as, 3 replicación por analista por 

dial. 

LSIC a Límite superior del intervalo de confian:a para la des 

vinclón estándar 

LSIC • (s1 2 / 522 ) * ~.~J 
LllC d L{mite inferior del intervalo de conflan:a para la de! 

viación estándar 

LllC 



Donde: 

SI • DcsviaciJn estJndar del porcicnto recuperado en el estudio 

de reproducibilidad en el método l. 

52 • PesviaciJn estándar del porciento recuperado en el estudio 

de rcproducibilidad en ~l m6todo 2. 

2.J.2. Exactitud (tanto para el 100~ y linealidad del mf-

todo). 

a) Criterios. 

LllC <• O <" LSIC 

b) Coilculos pr~·liminares. 

l.- Métodos que tienen la misma repetibilidad en su exacti­

tud. 

Sp Desviación estándar promedio 

j . . 1 
-l~l-=-!l-~-~!:_~_i~=-=-!l-~-~::_ 

NI + N2 - 2 
Sp • 

Z.- Métodos que no tienen la misma repetibilidad en su 

exactitud. 

gl • grados de libertad promedio. 

!.~!=l~!l • i~::L~:l 
Nl + 1 N2 + 2 

e) Cálculos finales. 

1.- ~étodos que tienen la misma rcpetibilidad en su exacti­

tud. 

LSlC • Límite superior del intervalo de confian:a para 

la diferencia de las medias aritm6ticas del porcicnto -

recuperado. 

LSIC ., (!{1 - !{:?.) + /(t n Sp"" 1/Sl + 1/~2) 



LIIC ~ L[mite inferior del intervalo de confian:a para la d! 

ferencia de las medias arit~Eticas del porciento recuparado 

LIIC ., (XI - X2) - J{t "' Sp "' 1/Nt + l/N2) \ 

2.- Mdtodos que no tienen la misma r~producibilidad en su -

exactitud. 

LSIC ~ L[mite superior del intervalo de confian:a para la di­

ferencia de las medias nritmEtieas del porciento recuperado 

LSIC <X1 - X2J 
5 .. 2 \ 
~-- ) 
N2 

LllC ~ Límite inferior del intervalo de confian:a para la di­

ferl!ncia do ,., medias arltmétiCa!i d~' 1 porciento recup~rado 

LllC J-'i!'.. s2:__ 1 
CXt - X:2J (" • • ) 

Sl N2 

Donde: 

XI • 
X:? ,. 

n 1 • 

n2 • 

SI • 

t • 

Media aritmética del porciento recuperado del método t. 

Media aritmética del pcrciento recuperado de} método 2. 

N~mcro de recobros experimentales del método 1. 

N~mero de recobros experimentales del método 2. 

DosviaciQn estdndar del porciento recuperado en el método 1 

Dosviación estándar del porciento recuperado en el método 2 

Valor de la t de Student con (ni + n:? - 2) grados de libe! 

tad y una probabilidad acumulada de 0.950. 
Valor de la t de Student con gl grados de libertad y una -

probabilidad acumulada do 0.95u. 

2.~.3. Linealidad. 

a) Critorios. 

t.- Pendiente. 

. -_, 



LtlC <• O <"' LS1C 

2.- OrdenaJa al origen 

LIIC <"' O<" LSlC 

b) Cálculos prelir'lllnaro.'s 

t.- Rl.'gresión 

SE:? ~ Í~!!::Í~!-~-~~!!l-=-i~l-~-~!!ll_!_~'?)'J~-~-~-~}!~l_-_J~~!-~~~}j 
tlnl + t2n2 - .t 

2.- PenJi..,nte 

Sr'll2 .. SE2 tt ( _______ ! ________ _ 

SXt 2 - (SX1) 2 /nltl 

J.- Ordl'nada al or ig~·n 

________ ! ________ ) 

SX:?2 - (SX2}2 /n2t2 

? 
(SXt l 2 (SXl):? (SX2l 2 

So 2 SE2~ 1 _,_ - !fil.!: . -- + - - + 

nttl n:?t:? nt'Z.ct 2SX1 2 nttl n22t22SX:?2 n:?t:? 

e) C4lculos finales 

1.- Pendiente 

LSIC 2 Limito.' superior para el intervalo di' conflan:a de 

la difer..,ncla de p ... ndientes 

LIIC s Limite inferior del intl.'rvalo de confian:a de la 

diferencia d., pendientes 

2.- Ordenada al origen 

··- ---· ·-~--·- - ······--~-~·-·-· 



LSIC • Limite superior del intervalo d..- confian:a de la dife­

rencia de ordenadas al origen 

LSIC s (bl - bZ) + (t" * So 2
) 

LllC • Limite inferior del intervalo de confian:a de la dife­

rencia de ordenadas al origen 

LllC" (bl - b:) - (t" "So2 t 

Donde: 

(El núm~ro de la derecha solo indica a qua mdtoJo se rufiere). 

SX Sumatoria de la cantidad adicionada 

SX 2 Sumdtoria de los cuadrados de la cantidad adicionada 

SY Sumatoria de la cantidad recuperada 

SY 2 Sumatoria de los cuadrados de la cantidad recuperada 

SXY Sumatoria de los productos cru:ados de cantidad adiconada 

-cantidad recuperada. 

m Valor de la pendiente 

b • Valor de la ordenada al origen 

t ª Súmero de niveles trabajados 

n ~ Nómero de replicacion ... s hechas por nivel 

t" • Valor t de la distribución de Student con (tln1 + t:!n2 - ~) 

grados de libertad y una probabilidad acumulada de 0.950 

2.5. CROM,\TOGRAFI,\. ( l, 22, 32 ) 

2.5.1. Fundamentos. 

La cromatografia es un matodo de separación que se basa en 

la distribución de la muestra entre dos fases: una estacionaria y 

otra móvil que fluye a través de la primera; rct..-nilndose o dcs-­

pla:ándose la muestra de acuerdo a la afinidad que tenga en cada 

una d~ las fases. 



La fase mdvil pu~de ser un l[quido (cromatografia de Ltqu! 

dos) o un gas (Crornatograf[a de Gases) y la separaci6n se puede -

llevar a cabo en una columna tubular rellena du un s6lid~ poroso 

finamente divldido que puede srrvir como fase estacionaria o como 

soporte de la fase estac1onaria, o bien, Utili:anJo como fase es­

tacionaria un sólido finamen~e dividido colocado en forma de capa 

fin,1 sobre una placa de vidri~ o metal, o utili:ando papel filtro 

Est~s tipos de Cromatografia se llaman -

Cromatografía en Columna, de Capa fina y en Papel respectivamente. 

De acuerdo nl mecanismo de separaci6n la Cromatografla se 

divide en: 

al Cromatografía de Partici6n. En esta tJcnica la separaci6n de 

las me:clas es por medio de una verdadera partici6n entre la fase 

m6vil y la fase estacionaria. En este caso se tiene a la cromat2 

grafía de ~as-s61ido; líquido-líquido y a la cromatografía de fa­

se enla:ada. 

b) Crornatograf[a de Adsorci6n. Esta es debida a pcquc~as difc-­

rcncias en el comportamiento de adsorci6n y dcsorci6n entre los -

sistemas de un solvente m6vil y la fase estacionaria. Como cjem-­

plo de esto tenemos a la cromatografia l[quido-s6lido, Gas-s61ido, 

cromatoGrnfía en capa fina y en papel. 

c) Cromatograffa de Intercambio I6nico. Se basa en que la fase 

cstaclonarla est•Í cargada i6nicamente, la muestra debe ser ioni~~ 

da y s~ retendrá de acuerdo al tipo y fucr~a de su carga. 

d) Cromatografía de E~clusi6n. La scparaci6n se lleva a cabe 

cuando la muestra se hace pasar a través de una columna rellena -

con un maturial poroso, en donde las moléculas que contengan un -

tamaílo menor qu~ el di,metro de los poros qu~dan retenidas; por -

lo tanto, las mol~culas con mayor diámetro pasan a travJs de la -

columna m's rápido, mientras que las menores s~ retardan, pues -­

tienen que difundirse al interLor y exterior de los poros adem4s-



de recorrer el espacio vaclo de la c~lumna. 

2.5.2. Cromatografía Liquida de Alta Resolución. (CLAR) 

Este es un tipo de cromatograf[a líquida en columna que se 

caracteri:a por utili:ar equipo altamente desarrollado y en la 

cual es posible aplicar toJos los mecanismos de separación. 

En esta cromatograf(a se utili:an columnas de di&metro muy 

pequcílo rellenas de materiales pulvurentos cuyas particulas tie-­

ncn un tamaílo entre 5 a 40 ~leras con una distribuci6n de tarnaílos 

ne mayor a +-~ micras. Este tipo de columnas tienen una alta ef! 

ciencia pero una resistencia al flujo elevada, por lo que es nec! 

sario emplear sistemas de bombeo de alta presión (hasta 5000 psi) 

que hagan fluir Id fase móvil a una velocidad constante a través 

de la columna. La cantidad de fase estacionaria dentro de la co­

lumna es pequeíla por lo que se requiere que la cantidad de mues-­

tra tambidn sea pequeíla (entre 1 y 100 microlitros), la cual se -

introduce a la columna a travls de v~lvulas de inyección que pro­

porcionan precisión y repetibllidad en la introducción de la mue~ 

tra. 

Otra de las caracterlsticas de la CLAR es que las columnas 

son reutili:ablcs por bastante tiempo y adcmds cuentan con equipo 

de detección altamente especialt:ado que proporciona un registro 

continuo de la composición del líquido que sale de la columna. 

Estos detectores pueden ser del tipo de detectores ultra-­

violeta, ya sea de longitud de onda fija o variable; de índice de 

refracción; electroquímicos o de fluorescencia. Esto aunado a un 

apropiadu ~istema de registro permite obtener un crcmatograma que 

se utili:a para identificar 1 cuantificar los componentes de una 

muestra. Una de las ventajas es que se puede trabajar con gra--­

dientes y controlar la temperatura del sistema (fig. 2.J.). 
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flg. 2.3. Rcprcscntactan csqucm4tica de un cromat6grafo de ltqu! 

dos de alta rcsoluci6n 

Definiciones. El lenguaje comunmentc empicado en CLAR 

utili:a t~rminos y símbolos caractcrtsticos de esta t~cnlca lns-­

trumcntal: 

1.- Tiempo de Rctcnci6n (Tr). Es el tiempo que la muestra pcrm! 

nccc dentro de la colu~na y se mide desde el momento en que la 

muestra se introduce en el sl~tcma hasta el momento en que se ob­

tiene el punto máximo del pico. Por lo general se emplea ccmo m~ 

dida del tipo cualitatl~~ y se expresa en minutos. 

2.- Tiempo muerto (To). E$ el tiempo requerido para cluir una -

m11cst:r11 no retenida en la columna y se determina 111idicndo el tic!!! 

po de rcconción de la fase móvil. 

::s 
-----.~---.1 

1 

1 

1 
1 

! 
[ 
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fig, 2,4, Cromatograma t!plco 

J,- Tiempo de retención corrcgiJo (Tr'). Es el tiempo que la 

mue~trn permanece retenida en la fase estacionaria, se obtiene de 

la diferencia de el tiempo de retención y el tiempo muerto. 

Tr' • Tr - To 

4,- Anchura de la base del pico (W), Es la porción de linea ba­

se interceptada por las tangentes tra:adas en los puntos de -

inflexión a ambos lados de la scftal cromatográfica. 

s.- Número de platos teóricos (S). Un plato teórico es el equi­

librio de distribución de la muestra entre la fa.se 1116\•ll y la fa­

se estacionarla y se mide de acuerdo a la fórmula: 

N 16 ll- (Tr/W) 2 

donde Tr y W se expresan en las mismas unidades. 

El número de pintos tc~ricos es una medida de la cficien-­

cla de la columna y slstemas asociados y as! en cuanto mayor sea 

el valor de~, más eflcicntc es la columna. 

6.- Altura equivalente a un plato te6rico (AEPT), Se representa 

por: 

,\EPT ª L/N 



donde L es la longitud de la columna. Este valor indica la longi 

tud de columna requ~rida para obtener un equilibrio de la muestra 

entre la fase m6vil y la fase estacionaria. 

1.- Coeficiente de di~tribuci6n o reparto {K). Se representa -­

por: 

K • (Cantidad de ~ucstra/ml de fase cstacionarla)/(Cantl-­

dad de muestra/mi de fase m6vll). 

Es una propiedad f[slca caract~r!stlca de cada muestra J del sis­

tema cromatogr&flco. 

8.- Relaci6n d~ fases (~). Indica la relacl6n del volumen del -

espacio ocupado por la fase estacionaria dentro de la columna. 

P • mililitros de fase móvil/mililitros de fase cstaciona­

cla 

9.- factor de capacidad(~"). Es una medida de la afinidad de -

un soluto por cualquiera de las fases: 

K" ~ Tr'/To 

10.- Resolución (R). Se obtiene de la siguiente manera: 

R • t/(0,5) ~ (Wa + ~b) • (Z ~ (Tr!-Trl))/(W1 + W2) 

y es una forma de ver el grado de separación obtenidos entre dos 

compuestos; donde t, Wa y Wb deben ser expresados en las mismas 

unidades. Un valor de R mayor o igual de 1.5 significa separa--­

ción completd. 

11.- Selectividad (o(.), Es una medida de la solubilidad difcren 

cial de dos componentes en la fase estacionaria. 

eo( • Tr"l/Tr'! 

;o 

. - __ ; '··· 



2.5.3. Cromatografía L[quida de Alta Rcsolncl6n en Fnsc -

Reversa (CLAR-FR}. 

Este tipo de cromatograf[a usa un mecanismo de separaci6n 

de particl6n, y tiene como caracteristica el utili:ar como fase -

m6vil a un solvente polar y una fase estacionaria no polar; n di­

ferc11cia de la llamaJa cromatografía de fa~c normal que utili:a -

a una fase estacionaria polar y una fase estacionaria no polar. 

Tanto la cromatografía líquiJc-líquido como la cromatogra­

fía de fnsc químicamente cnla:ada se pueden trabajar en fase re-­

versa. Esta tlltima surgiS como resultado de los problemas t6cni­

cos de la cromatografía llquiJo-líquido y actualmente es el tipo 

de cromatografía mJs ampliamente utlli:ada. 

OJsieamente las fases químicamente enla:adas consisten en 

una uni&n covalunte de especies orglnicas a una partícula de sll! 

ca colocada sobre una superficie cualquiera o una superficie de -

porosidnd controlada. L.1 partícula generalmente consiste ya sea 

en un lecho de vidrio {diámetro de partícula de 25-30 micras) un! 

da a una capa de sliica, o a micropartlculas porosas de sllica 

(diámetro de partícula de S a 10 micras). Las partículas porosas 

pueden ser de forma esférica o irregular. La fase químicamente -

cnla:ada puede consi~tir en una capa de un polímero o de una sus­

tancia 111onomolecular. 

Las fases enla:adas se pueden dividir en los siguientes --

grupos: 

a) Silano derivados (fases no polares). Es la fase más comunme~ 

te usada y se prepara al hacer reaccionar el octadccil o renil s! 

lano con las particulas d~ silica. Este tipo de fases es la uti­

ll:ada en la CLAR-FR. 

b) },.ases polares. En este tipo, grupos polares como el éter o -

nitrlio son unidos a la síllca por medio de una uni6n -Si-C-. 
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e) Esteres de la sílica, En Jon.i..- cualquier proJucto con un Hi­

dr6geno activo, por ejemplo, alcoholes, nitritos o poliolcs se e! 

teriflca con la s{lica actlvada. La desventaja de estos es que -

son fácilmente hl.iroli:a.ios por el agua o sufren transesteriflca­

ci6n con alcoholes. 

Con respecto a la fase mJvii, la mayor dificultad que se -

presenta, es La marcada inrnisclbiliJaJ entre ~Sta y la fase esta­

cionaria, que resulta en 11n elevada coeficiente de partici6n de -

la muestra, por lo que algunos compuestos serán muy reteniJos y -

otros muy rápidamente eluidos, haclJndose necesario el uso de 

otro solvente en la fase m6vil, que act4e corno moJificador de la 

polaridad para obtener una mejor dlstribuci6n del soluto entre -­

las des fases. 

Se pueden tener sistemas binarios, ternarios, etc. dentro 

de estas fase mJvlles y la cantidad de cada solvente utlll:ado, -

varta de acuerdo a las caracter[stlcas de las muestras, Los sol­

ventes más utill:ados son: Agua, Acetonltrllo, Metanol, Tctra---­

hldrofurano, Dlo~ano, Etanol e lsopropanol. Vara elegir el sist~ 

ma de solventes de la fase m6vil se tiene que considerar los si-­

guientes puntos: 

Solubilidad de la m11estra en la fase m6vll, 

Compatibilidad con el tipo de detector utlli~ado. 

Tener baja vlscocldaJ. 

No atacar a la fase estacionaria. 

2.5.4, Fases H6viles Hicelarcs 

2,5,4.1, Consideraciones G~neralcs. 15 ) 

Los tcnsoactivos son mol~culas anfifílicas compuestas rlo -

una p~rci6n hidrof6bica y una porcl&n polar o carg~da. En los p~ 

sados 15 aílos sus propieJaJes ~nicas han sido reconocidas y utll! 

:adas para mejorar mJtodos de andllsls y para desarrollar entera-



mente nuevo~ conceptos en ·química analítica. 

Estos agentes de superficie nctiva existen en una multituJ 

de formas diferentes, en las cuales, las c~las hoJrofóbicas - - -

varían en longitud de S a 20 carbonos y la porciJn hldrofllica -­

puede ser parcialmente disociaJa, compleiamente disociada o csrc­

clcs polares no cargadas. Estas mol~culas varían no solamente en 

su tipo de carga (:wlteriónico, po~ltivo, negativo o neutro), si­

no tambi~n en la naturale:a de su porción hidrofJbica (cadena hi­

Jrocarbonada sola o doble, enlaces múltiples, etc.). 

A concentraciones bajas en soluciones acuosas, el tenseac­

tivo está disperso como mon6meros, aunque pueden existir dímeros, 

trímeros, etc, A concentraciones elevadas y a partir de la llam! 

da "Conccntraci6n ~icelar Cr{tica'' (eme) los monJmeros se ensam-­

blan en un agregado conveniente para formar micclas aproximadamc~ 

te en forma esférica y consistiendo típicamente de 60-100 monJme­

ros (número de agregación). Cuando la concentraciJn de tensoact! 

vo se incrementa arriba de la eme, se forman más ensambles micel~ 

re~ quedando una cantidad de m~nómeros libres con~tante y casi -­

igual a la que había en la eme. 

Se cree que la formación de micelas es el resultado de 

tres fuer:as primarias, la llamada repulsión hidrofóbica {entre -

las cadenas de hidrocarburo 1 la envoltura acuosa), la repulsión 

de cargas (entre grupos de la cabe:as iónica) y las atracciones -

de Van Der ~alis (entre las cadenas alqu{licas). Estas fuer:as -

determinan la eme, tamaao de la miccla, n~mcro de agregaciJn y la 

estructura. Las micelas son generalmente pequeaas {3-6nm) hacic~ 

do que la solución resultante no cause error de diseminación en -

espcctromctr{a convencional. 

En soluciones acuosas las cadenas alqu[llcas están dirigi­

das haci~ adentro, formando una región hidrofóbica, y los grupos 

poldres e~tán orientados hacia afuera, en contacto con el solven­

te polar. La solución resultante es mlcroscópica~entc heteroge--
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nea, con cada agregado micclar semejando a una gota de aceite con 

cargas en un mar de agua, Más tarde se propusi~ron modelos de -­

alineamiento de las colas d~ hidrocarburos con alguna penetración 

de agua, o alternativamente, ne alineamiento de las colas con cu~ 

vatura de las cadenas, permlticnJo la hidratación de secciones 

que normalmente se conslderab~n co~plctamcnte hldrofSbLcas, 

TcnsoactiVQ 

ACUOSOS (S"ormalcs) 

a) Ani6nicos; 
- Dodccil Sulfo'ltO SQdico (SOS) 
CH3{CH2l 110503-sa .. 

- P1.1rfluoroh"ptan.1to de Pot,1 slo 
c7F

15
coo-K+ 

b) Catiónicos; 
- Bromuro de Cctiltrim.,tilamonio 
CH

3
(cH

2
l

15
s+(CllJ}JUr- (CTAD) 

- Cloruto de C~tilpiridineo 
c16n33

s c
5

1t
5

CL 

e) No Jónicos; 
- Polioxictllcn (6) Dodecanol 
CH

3
(Cll2 ) l l (OCt1

2
c112 ) 601t 

- Polloxlctllcn (2J) Dodecanol 
CU 3(Cll2) l l {OCll2) 23ou {Brlj-35) 

d) Zwlterlónlcos; 
- Acido N-dodccll-S, S-dim.,tila­
monio-J-propano-1-sulfónico 

- Sal de S,S-dimctil-S-(carbo-­
xlmctil )octilamonio 

SO ,\CUOSOS (Reversos) 

- Bls(:?-etllhcxil)sulfosucclna­
to de Sodio (AOT) 
Na OJ5Ctl(CH:?COOC5Hl7)2 

,., (~) So. Je AgrcgaclSn 

O.OUSlO 6z 

0.03000 ' 

0.00130 78 

0.0001:? 95 

0.00009 400 

0.00010 40 

0.00300 55 

0.25000 Z4 

0.0006 ' 

1t Súmero no dctcnnlnado 

T;1bla 2.2. Tensoactl\·o~ típic-'s ccn SUJO\ \·alorcs de eme y ndr.iero de agrcgacién. 



Se ha demostrado que las mlcelas son ensambles moleculares en --­

equilibrio Jin,mico con el centro del solvente, Ocurren camblos 

con ~stc, con otras micelJs y co11 mon&mcros, dímeros, cte. en una 

escala de tiempo de micros~gunJo a mlliscgunJo, hasta el rccmpla­

:o total de la miccla en un tiempo de millse;unJo a segunJo. Esta 

naturale:a dindmica tiene u11 profundo impacto sobre una sustancia 

que reside en o sobre la rniccla y sobre las medidas analíticas en 

las sust¡1ncias a anali:ar; el tiempo que una sustancia estJ den-­

tro de la dinarnlca temporal Je la asociacldn sustancia-micela, y 

las propiedades de csta.uniJn, determina en gran parte la calidad 

Je resultados an•llticos. El intercambio y orgnni:aci&n son rel~ 

tivamcnte rdpidos a la mayoría Je las propicJades reales de intc­

rJs prictico, y los equilibrios de ~ran tiempo predominan. 

El efecto de la dinJmica micelar sobre los procesos analí­

ticos pueden ser ilustrados considerando un aspecto de los ensam­

bles micelarcs, que es la habilidad de las micelas para organi:ar 

los rcactantes a u~ nivel molecular para incrementar la proxlmi-­

dad del reactivo y la sustancia a anali:ar. 

Para obtener provecho de la habilidad de organi:aci6n de -

las mlcclas, las cspocies involucradas deben preferentemente aso­

ciarse a la micela en ve: de al centro del solvente, en otras pa­

labras los rcactantes deben tener significativamente pequcílas - -

constantes de salida de las micclas, comparadas a las constantes 

de entrada. 

Un gran número de factores influencian la magnitud de las 

constantes de velocidad de entrada-salida (o constantes de uni6n, 

constantes de equilibrio o coeficientes de partlci6n) de las sus­

tancias con las micelas. Si la especie de interés es altamente -

polar, tal ve: pcrmane:ca en el centro del solvente y se vcrdn -­

efectos micclares mínimos. Si la sustancia a anali:ar es ani6ni­

ca, ~sta podría ser repelida por una mi~ela ani6nica o estabili:~ 

da por una miccla cati6nica 7 viceversa para una sustancia catl&­

nica. Entonces las primeras consideraciones para la incorpora---



ci&n de micclas en una metodología analltlca son las sustancias a 

anali:ar en s[, o sea su tiro de carga y su polaridad, y el sist~ 

ma de tensoactivo que permita una asoclaclan significante de la -

sustancia y los reactivos c~n las micclas. Factore~ adicionales 

que pueden influenciar favorablemente esta asociaci6n son el pH y 

la fuer:a 16nlcd. 

Algunas características de la~ micelas que las hacen atraE 

tivas para aplicaciones analíticas son lJ existencia de una capa 

firme cargada (en el case de micclas cargadas), el grado de ordc­

naml1..•nto d~·l cora.::6n mict!'lar, el or1h•naml .. ntl• de la superficie d~ 

bldi1 a la carga e lnteracclcnes del solvente y el grado 4nlco de 

polaridad desde el centro del solvente hasta el cora:6n micelar. 

Debido a la relativa alta concentraci6n de superficie cargada las 

interacciones clectrostdticas pueden ser usadas para repeler - -­

interferentes CJrgados en el andlisls. El ordenamiento orienta-­

cionnl del cora.::dn mlcelar puede reducir la libertad de movimien­

to aumentando las caracterí~ticas fotofiscales de las mol~culas. 

La naturalc:a hidrocarburaJa de la cola de la micela sirve para -

incrementar grandcmPntc la solubilidad en la soluci6n acuosa de -

especies extremadamente ne polares, permitiendo el uso de soluci2 

nes acuosas no tjxicas. 

Las aplicaciones de las micclas en química analítica son: 

titulaciones dcldo-base, espectroscop[a de absorcidn y lumlnisccn 

cla y cromatografía líquida de alta rcsolucl6n. 

2.5.4.2. Uso de Soluciones ~icclarcs en CL~R. 2,J,4,5,6,8, 

9, 10, 11, 1:?, 15, 16, li, 19, 20, 21, 24, 25, 2i, 25, 29, JO, 31, 

33, 34, 36 

Desde los afios 70's se han utili:ado soluciones d" tensoa~ 

tivos en CLAR-FR de par i6nico, estas soluciones tenlan conccntr! 

clones de tensoactivo por abajo de su eme. Los modelos propues-­

tos para este tipo de cromatografía son: 
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a) Una form.i.ci6n de un rar iónico en la fase m6\"il acu.:isa, 

antes de su aJsorclón dentro Je la fase estacionaria. 

b) Un mecanismo de intercambio iónico en el cual lo i.:ines 

alqu!licos lipJfilos se adsorben dentro de ls surcrficie de la f! 

se estacionarla y provoca un comportamiento de &stc tipo. 

En estuJios reali:aJ.:is a meJiados de la d~cada pasaJa se 

comprobJ que se incrementaba el factor de capaciJad de un s.:iluto­

cspccifico al aumentar la concentraci6n de tensoactiYo para la -­

CL,\R-Fll de par i.'inlco, scguiJ.:i J,. un d,•crl'cimient,, del factor, al 

lll'gar a una concentración JaJa, este comportamiento se atribuy.'i a 

la formación Je micclas. 

En 1950 Armstrong y colaboradores usaron tensoactivos arr! 

ba de su eme en solucio11es a~uosas como fasl' móvil para CLAR-FR, 

observando ciertas caracter[sticas como alta especificidad que no 

podlan ser dupllcaJas por ning~n sistema tradicional hiJroorg4ni­

co. Se acuílJ el t~rmino de "Cromatografía de rscudofase Liquida" 

para describir las separaciones donJe ocurre una partición de un 

soluto hacia los agregados discretos disueltos en la fase m.'ivil -

antes que al Cl'ntro del solvente. 

La cromatografía micclar puede explicar el comportamiento 

de eluciJn de un soluto de acuerdo a tres equilibrios principa-~ 

les; el primero un equilibrio reversible del soluto en el centro 

del solvente de la fase m.'ivil (Em) con los sitios en la fase est! 

cionaria (Ls) para formar el complejo ELs. El segundo un equili­

brio reversible del soluto en el centro del solvente de la fase -

móvil (Em) con el tensoactivo en la micela dentro de la fase m6-­

vil (Mm) para formar el complejo EMm. Y el tercer equilibrio que 

involucra la transferencia directa del soluto en la micela a la -

fase estacionaria. 

37 



CEXTUO 

DEL 
Slll.Vl7w\'T!-; 

P,\SS ESTACIO:.'.\UL\ 

Fig. 2.5. Representación esquemática del modelo de tres fases 

para cromatografía micclar 

El efecto cuantitativo de las magnitudes de esas constan-­

tes de equilibrio sobre los factores de capacidad, (K') puede ser 

derivado de la siguiente manera: 

Las expresiones de equilibrio son presentadas por el si--­

guiente conjunto de ecuaciones en el cual concentraciones de las 

especies en la fase estacionarla y en la fase móvil son denotadas 

por susritos ''s" y "m'' respectivamente, Las concentraciones de 

todas las especies son definidas en moles/litro. C"lm]_ se define -

como la concentración de t:cnsoacti~o en la micela en la fase 1116--

vil y º' obtenida de MI' [icnsoactivq) - eme. .. 
Em + Ls Els 

K2 
Eo + "º ' 

KJ 
E Mm + L• f.ls ... Mm ( 3 

JS 

--··--·----.......... ~ ....... < 



Lds constantes de ~qullibrio correspondientes a las ecua-­

clones 1, 2 y 3 s~n denotadas Kl, K~, y KJ respectivamente. 

La constante de equilibrio J no es considerada¡ y~ que m~! 

tlplicanJo K~ veces Kl se obtiene Kl, nJcm•s de qu~ el me~anismo­

dc rctcncl&n cstJ controlado por el equilibrio l y ~. El factor 

de capacidad de el soluto, K", se define Je la manera usual com~ 

sigue: 

K. " ¡J 
( " 

donde Pes la rcla~l&n del voluaen Je fase estacionariJ, ~a elv! 

lumcn d.:o fase m&vll, \'1:1, en ln colur.1113. L,"l combin<lci.Sn de l.\s -­

l~CUi\clones 1-.t lleva a la exprcsl.Sn siguiente pilra el fact'3r de -

capac lJad: 

, •• ( p fi:,;J Kl)/(1 • .:E10J l ( 5 ) 

Esta expresión predice una dependencia parabólica d.:o K" 

con resp ... 'cto a [9Pj] en la cual la curva tendrá un lnterct•pto de 

{i:fil K 1, 

Si K2 se conoce (calculado de valores de Keq medidos inde­

pendientemente), entonces <"l valor de (tfil'. Kl puede s<"r estimado 

de solamente una medida de K" a cualquier concentraci6n partlcu-­

lar de tcnsoactlvo en la miccla. El valor del intercepto puede -

ser usado para estimar el valor de K" a cualquier concentración -

particular de tcnsoactlvo en ln miccla y debe concordar con el d~ 

to experimental. 

La ecuación 5 puede convertirse en una lin~a recta tomando 

el r~ciproco de ambos lados de la expr<"siJn: 

•!•·. cGól KO)/( p ( {i;;J Kl )) • l/( p [J:;J KI) 6 l 

Cr."ltiflcando 1/1\ • \"S• Ql1'j]' en moles p.3r litro, se obtiene 
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una linea recta. El valor de KZ reprcsrnta rl quilibrio entre el 

soluto por monómero de tensoactlvo y está dado por el valor del -

cociente rntrc la pendiente y el intercepto. 

rara obtener la constantr dr equilibrio por miccla, Kcq, -

se debe dr multiplicar KZ por el n6mero de a~rrgncidn drl tcn~ºªE 

tivo. 

El comportamiento dr muchos compuestos eluiJos con fases -

móviles micelares acuosas purde ser descrito por estos tratamicn­

to5. Es obvlo qur cuando se trata dr las mismas fasrs m6vlles u­

sando dos Jifcrrntes fasr estacionarias serán diferentes las con! 

tantes de equilibrio entro la fase estacionaria y el crntro drl -

solvente {Kll, y entre la fasr estacionaria y la micela {KJ), pe~ 

maneclrndo igual la constante entre el centro drl solvente y la -

mierla (KZ), pero si se toma la misma fase estacionaria pero dif~ 

rentes fases móviles micelarcs resultard en que K1 permanece con~ 

tantc y KZ y KJ, diferentes. 

g .... -

1 ;.Dl!f 

;? 
D.gu 

...... 
fig. z.ó. 

Dependencia ~e 1/k' con respecto a la 
concentraci~n de tcnsoacth•o <'n la fa 
se m.S\·il para 5 sustanci,,_s arom.íticaS 
(O ) 1-m,•tilnaftah•no; (e )1-bram.J­
naftalena; (.1,) antracl.'.'no; (81 piren.J 
y (O) perileno. Columna u!J~ndarak -
c15; flu.\o z.o rnl/111in. 'Tt>nso;ictivo 
SDS. 0.1 •n~,1,,_r. 

fig. 2.;. 
Dep .. ndl.'.'ncia de K' con respecto a 
la concentración de tensoactivo 
para 5 sustancias arol!liticas: 
l O) benceno:<•:-Colueno; (f) 
p-xileno; (Cl) pircno y <•> peri 
leno. Mismas condlciones que ~n­
la figura ~.6. 



Otr;1 1:ar.w1.-1·(,.ti.-.1 im1•.-1·1,111t•• ••n ,•,.e,• ti¡>" J•• .:r,;om.1t,•&l"i1.fla 1 C::I que 
lll lnc.r.•111,•nf,1r );1 ""1h'•·ntt-.i.·h~n .¡,. t••1i:-.. •·l'·th'" , • ., un 11lst<"1>1;1 d;1Jo (1•n conccn-­
tracioncs arriba. d'-'! su eme) dl.sr.1inuye el l'olu::icn de rctcm::i.Sn y por consiguic!! 
te t<;•. 

Cuand» 5~ gr.1flca el logaritl'IO del factor de CapacldaJ contra el lgg.1 
rit1:10 de };1 com:cntrachln d,• t••nsoactivo, a¡urcce una imp..::irtante caractcrlsticii' 
de la cro~atosrafía micclar. ~ara Jifercntcs ccmp~estos las lin1:as rectas no -
son paralelas y se interceptan una a otr4, lo que significa que no única~cntc -
el factor de capacidaJ c;11:1bla, sin.:i t;11:1btén el f.:ictor de scpar;:1,cl6n, llegando -
a c;i111biar >?l orJcn de cluci.in. f-.:stc efecto de la C>Jncentracl6n del t:o.?nsoacti\'O 
prop.Jrciona el ~riml."1·0 de '! m,,.canisl:'l.:i~ Je S•·raraci.15n en un slste?:ia 1:1.l.celar. 

A b.1j11s c.:inccnt:r;1cl~•n .. •s mi.c,,.1.•res el :sistem4 es seccj<1nte a la CJ"Ollln­
tograf!a noM!l.1.l en fase rcvcrs,\, en dende la retención aumenta al nu:i.:nt:nr K10s. 
Sin embargo, cuando la ccncl."ntraci6n de surfactantc se incrementa, K...-r.i. tiene -­
un efecto de lncrc1:1cnt<> dcbiJ.:1 al m•1ye<r nÚ!ll<'l'O de- mlcclas presentes en la fase 
rn&vil. 

' 

... 
log [SDS) ,M 

r1,. z.s. 
Efecto de la conccntracidn de 
SDS ~obre In retención dc: (•) 
fcnol; {O)p-nitroaniltn:i; 10) 
beneeno; (•)nit.robeneeno;(il) 
tolueno; e• )~-naftol. 

Jl 

Efecto de la concentrnci6n de CT~B so­
br~ la retención: {I) fenol¡ {O)p-ni­
tr<l.1nllina; (0) bl!nceno; c+lnitrobe!!_ 
ceno; <A> tolueno; c•1 2-nafto1. 



El scgun.:lo t11c".1nlsm.::i para au~wnt;•r la sclcct:ivldad utlli:.111d" este tiro 
de crom~tografín es debido al tipo Je tcnso~ctlvo uttli:a~o, aniénlco, cati~nl­
co o :wltf:'riJnico; ya que los so1utos polJrcs pu,•Jcn intt-•ractuar tanto electro,;:, 
tática. como hldrofCibicarncntc con 1'.'l tcnsoactivoJ. 

E11 1..,s compu.:stos que se asocian a las mic<'lils se observa un comporto\ -
miento de: unión en el ci.1.11 dccrec~· l.1 rctl.'nci.Sn nl .lU:n\'ntar la concentracl6n -
miccl.u·. Lo-. comput-•stos que 11>J s~· aso.:.ia11 a las mlcclus pucJ.-n prcscntar des -
tipos de comi'ort.1mlcnto: un c.:import.1r.1f,•nto de n\l u11l611 c-n el cu¡¡] la rctcn.:-lón 
n.::i es altcraJ,1 por la conc••ntr.1ción micclar; o blcn pucd<>n cxr.:-rir.ientil.r un r,. -
cha::o qu.:- s.- pu ... Jc r~·flcjar en d<ls ttp"s de intcrac:cldn; en l"l prim,•r<J s;:o ohser. 
w1 un comport,1r.iicnt.:J tlp., unl..Sn ya q\lc Jccrcce l<l r;.>t;.>ncl6n al aumentar la c;.>n­
ccntrao.:b~n mir.:-lar, .:-f.·cto Qlh' s.:- \'(' cu.-indo 1'1- fas..- ,•s.tac:lorwrla cst;\ satur.1Ja 
con c-1 t»nsc,¡¡cth·o y los cor..pu~·s.tos. g.•ncralm.:-nte tlenl."n 1.-i mls1:1a carg.-i qui." :lstl.', 
y el scgund<: Sto }..,, llama dci- antlunión '-"11 donJ\· crece la rct('ncián Dl auml."nt.n· 
la com:entr.icl..:in ,i\• ml~i.·las ya qt.11.> .11 ser rc-=:ha:::;1do por ésta.s, el soluto pu .. de 
intL•r,1ctu¡¡.r tn•Ís f;icihncnt.- con la f;ls.:i o:ost.1clonaria¡ cf~·cto que s;.o ve CU<Jndo n" 
hilY aJsorcidn Jcl t•'l\S'1•11:ti\'O por la f.i!'fl' cst;icl.;in.1ri.a. 

Ve - Vo 

,\ 

{Elieolnil 

fig. z.10. Cráflcas típicas de 1Ds parámetro~ de retl."nclón cont~d la concen-­
tración de miccl11.s en 1.1 (.ase 1116,·il. Curva 8~ compue1>tos con c"r.i­
portamlcnto de uni.Sn. Curva A: compuestos con ecmportamlentc Je 
antiunl.Sn. Cur\'<l ,;: cc111pUc5tDs con ccmport.1111iento di! no uni.Sn. 
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Se ha cstablccld..:i uxpurlmuntalmuntc que realmente existe -

aJsorclón del tensoactivo J••ntr..:i J,• ln fase l'Stacionaria no polar, 

y esta cnntidaJ aJsorblJa pl!rmdnucl' constante a cualquier concen­

tracidn del tuns..:iactiv..:i arriba Ju su eme con lo cual se ha podido 

comprobar ul comportamiento de antiunlón. 
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fii;. '.!.11. lsot>!'l'ma du a.ts.n·ción de SOS sobre una columna .\ltcx 

ODS a 30oC, La fas•• mó\•ll <.ls 1-propanol:ngu.'l (3:9¡} 

En muchos casos es dificil prcJ<.lclr el comportamlllnto de 

lonc5 orgdnlc..:is. A los modelos propuestos SI' les debe Je consid~ 

rar el equilibrio prototrópico que afecta asociacl6n s..:iluto mice­

la y ln particiJn cromatogr5fic~. L.1 intcraccldn de un ácido - -

(HA} no disociado y su formJ disociadd (l-), con la fase cstacio­

narl1\, Ls, y ~·l tcns,1actl\·..:i en 1.1 micela (~lm), f'1rmand.o complejos 

HALs, HAMm, .\Ls y A~m se representan por las ecuaciones 7-13 -

donde las concentracion~s molar~s J~ las ~spccics en l.1s dos fa-­

s~~ ~on de11ocaJas por los subscrLtos s y m (fase ~stacionarLa y -



fase micelar respcctlvamentc). Las constantes du equilibrio co-­

rrcspondlcntcs a Las ccuacio~us 7-IJ son K7 a KIJ y Kam represen­

ta la co11stuntc de disoci,lcL611 del ~cido 11,\ en la sotuciJn micc-­

l;1r {flg. 2.13.). 

,\ w • 

-\~ . 1 
' • • . 

··~ .. ~ 
1 ,w • 

~u • 

,: ' L. ; 

• . " ··~ .. ~ 
fi&· 2.\2. Scparncioncs en cromatosrnfla l{quida micclar de dos 

solutos con comportamiento de antiuni..Sn: (e} naftalensulfonato -

s6dico y (O ) dcido ~-naftol-6-sulf6nico; y dos solutos con corn-­

portamlcnto de unión: ( .i) naftaleno y (o) p-nitrofcnol,. El 

tcnsoactivo utlli:4do fu~ SOS a concentraci6n de 0.025 0.15, 0.25, 

y O.~~ para los cromatogramas A, B, C y O respectivamente. 

HA + L• l\,\ls 7 
llA + Mm 11.\Mrn 8 
-A L• .\L - s 9 

A "º '" 
-• (to 

11.\Mr.i L• H,\Ls •• ( 11 

,\}lm L• ,\ 1-s Mm { 12 

11.\ 11• A ( 13 

'I 



Las ecuaciones 11 y t~ representan la transferencia directa 

del soluto a la fase estacionaria y no se deben considerar ya que 

Kll ~ K;. K7 y KI~ D KIO~ K9. Este modelo calcula las constan-­

te~ de cquili~rlo, no los coeficientes de partlciJn y tiene la -­

ventaja de que el volumen de fase estacionaria y el volumen par-­

cial de tensoactivo, no necesitan conocerse. Signiflcativamcntc 

las constantes de equilibrio de las micelas soJubill:aJ,1s son ob­

tenidas de fuentes independientes, el modelo puede predecir el -­

comportamiento de csp~cics neutras a cualquier concentraci6n rnlc! 

lar y a cualquier pH, La ma!nituJ de la retencl6n del soluto es 

expresado como el factor de capacidad (K'), y se define convenci! 

nalmentc como sig11c: 

2. 13, Repr••scntaci6n csquc1113.tica del equilibrio de ácidos orgán!, 

cos d~bllcs llA y su base conjugada A- con la mlcela M111 Y la fase 

estacionaria en cromatografía 111icelar. 

K • • ( p !liALtl 
{ '"' ) 

Donde ~ es la rclact6n de fase m6vll (V111) a fase estacio­

narla (Vs) en la columna. Las concentraciones de las formas pro-



tonadas y neutras de los ácidos dependen del pH, y a un pH bajo,­

solo las formas rrotonad~s nl.'utras existen, Combinando las ecua­

ciones 7, S y t~ se obtiene: 

Ko' " ( ~ [,~ ¡.;; )/(1 + l\S 15 ) 

Donde l\o' es el factor de capacidad limite para las formas 

neutras. Similarmente a un pll elevado donde s~la~ente la forma 

ionl:ada est' presente, la combinación de las ecuaciones 9, 10 y 
l~ result•l en: 

KI • • ( ~ [i:;J K9 1 e , • "'º ma { 16 ) 

Donde Kl' es el factcr de capacidad l[mite para la forma -

disociada, Las ecuaciones 15 y 16 predicen una dependencia de -

la curva de I\' sobre (!t@ par.1 pH intermedios, la combinación de 

las ecuaciones 13 y 16 lleva a una ecuación que relaciona el fa~ 

tor de capacidad con el pH: 

K' • Ko' ( 1 + 1\5 

( l • KS 

~) + Kt' (1 + KIO litJ ) Kam/ G1:J) 
[..,,] • (¡ • KIO E1mJ ) Kam/ fo:J) ( t 7 } 

Una ecuación similar se puede derivar de la interacción de 

las bases ddbilcs reempla:ando HA y A por la base protonada 

Btt• y la base libre n en el modelo y dentro de las ecuaciones 

7-16, La ecuacl&n que relaciona el factor de capacidad con el -

pH para bases orginlcas es la siguiente: 

( 18 ) 

Donde Ko'cs el factor de capacidad limite para la base ----

neutra U; 

nadn BH+ ... 
1\1' es el factor de capacidad limite de la base proto­

y Ka~ es Ja constante aparent~ de disociación de la ba-

Sl G~ es constante, las ecuaciones 17 y tS predicen un4 -



dependencia de tipo sigmoldal de K" en relacidn al pH, y si el pH 

es constante, predicen una curva parab&lica de K" en relacidn a -

Las ecuaciones anteriores no contienen un término de rcpul­

sidn electrostática, sin embargo, para especies iJnicas de las 

mismas cargas que el ai:rci:allo micelar, podría ser csp~·raJa una 

dcsviaci6n de los valores predichos de K". Los efectos elrctros­

tdtico~ son otro factor en el mecanismo de scparaclJn miccla-sol! 

to-fase estacionaria. lun~uc pucJcn ocurrir cambios en la eme -­

causados por electrolitos y solutos se ha visto que el comporta-­

miento es i11JcpPndicntc del valor absoluto de la eme. 

Las columnas CN y ODS lntcract~an muy diferentemente con --

los mon6mcros Je tcnsoactlv~. Una columna ODS adsorbe los monóm! 

ros quedando el ~rupo polar en contacto con la fase móvil. Como 

la superficie cstd car(ada ~on la carga del tenscactlvo entonces 

rcpclerd a especies ió11lcas Je la misma carga. El empaque ciano­

no adsorbr mon6meros del tensoactivo y generalmente tienen la ca­

pacidad de retrner varias especies i6nlcas. 

Cuando se trabaj¡1 con una columna CS, una fase móvil que -­

contenga un tcnsoactivo aniJnico y un Jcldo orgdnico no disociado 

tenllrd un c~mportamicnt~ en el cual al aumentar Ju concentración 

de tensoactivo disminuir& el factor de capJcidad (dis~inuyendo el 

tiempo de ret.•nción), pero al est.1r en forma loni:aJ.1 é.ste cxper! 

mentard repulslJn electrosrJtica de las micela.s y se retcndrdn -­

más al aumentar la concentración mlcelar. Lo~ grupos hldrof6bi-­

cos pueden alterar el comp~rtamiento del soluto, ya que la fucr:a 

de la as~ciación mlccla-s~luto se i11crementa con la hidrofoblci-­

d.1d d,•l solubili:ado, lo que pQdrí.1 producir un contrabalance de 

la repulsión electrostdtica y aSQciarse Qds fuertemente a Ja mic! 

la. 

Hay que hacer notar que si la rcpulsidn electrostática del 

solublli:ado con la miccla es mucho mds grande que la atracciJn -



hldrof6bica, la concentrnción mirolar estará mJa directamente re­

lacionada a K" que a su rectproco, en cambio en un slstcna inter­

medio cuando la atracci6n bidrof6blca es poco mayor que ln repul­

si6n electrostJtica, la conccncracl6n micelar es m4s directamente 

relacionada a 1/k". 

El pH de la soluci6n es de gran importancia ya que existen 

comportamientos completamente opuestos dependiendo del pi! a dife­

rentes concentraciones del tensoactlvo, A pH bajo, los valores -

de K" de los 4cldos neutros decrecen con el incremento mlcelar y 

a pH elevado los vnlores Je K" Je las bases conju~aJas se incre--

~ste comportamiento es consistente con la discusión acerca 

de que el proceso de separación en sistemas micelarcs es control! 

do por el balance de ruer:as elcctrostáti~as y electrof6bicas, 

En todo este planteamiento no se cstJ considerando un cambio sig­

nificante en 1~ estructura mlcelar, soto se está considerando ca~ 

blos en la estructura Je el soluto • 

... .. • 
u 

~ 1,. 
kQ.I 

k''·' 

.. . .. _, 

O.DI D.Dt D.01 D.\D 

tsosl.M 
D.01 D.01 O.DI o.IO 

(SOS},M 

flg. 2,tJ. Valores de retcncl6u cromatogrdflca para el ácido Z­

naftal~ns11lf.5nico. Cr<i.fica ,\: K' vs. Go"Sl ; ~r¡iflca D: l/ti" vs. 

(So~ a pi! dl• (O) J,0, (A,) J.5, (e) 5.5 y(.) 6.5. Column,1 CS 

d~ 10 um. flujo de Z ml/mln. y pH controlado con soluci~n regula­

dora d~ fosfatos 0.01~ 



Con base en esos Jatos el valor del pH del punto de isoelu­

ci6n marca el camblo de lncrem~nto o dccrcocnto de K" con la con­

ccntraci6n mlcelar y podría ser Igual al valor aparente Kao. 

Cuando se trata de colu~nas ODS lo~ •ctJos d~biles revelan 

un valor mayor de K" en soluciones ácldas donJ~ las for~as ncu--­

tras están presentes y K" ~s menor en soluciones básica~ dond~ -­

las formas anianicas estdn presentes y csc•n repelidas por las f~ 

ses estacionarias con monJ~eros de tcnsoactlvo~ aJsorbiJos y por­

las mlcclü.s, 

'·' -· 
~ 

' 

~ .. ;;· 
k' ~· 

•.. 
~· 

~ 11.0t Q.G•GJ ' CLll1 o.<lt CL.:i• O.ti> 
'5DSlM ~-~" 

fig. 2.15, Valores de rctenclJn cromatográfica para el ácido 1-

pirén:sulfónlco. Gráfica.\: K' .,.s. 5Pfil y 1,ráfica B: 1/K' vs ffi.nfil 
a pH (O) 3, <A>. S, {e) 6 y<•> 7. Las condiciones cromato­

grJflcas son las mls~as que en la figura ~.14. 

La adsorcl~n de mon.Smer"s 
0

dc tensoactivo sobre la supcrfi-­

clc de la fase estacionaria OPS, causa que las bases erginlcas -­

protonada~ se retengan más que las formas neutras de la base lL-­
bre debido a la atracciJn clcctrostdtica, por lo que el co~porta­
miento será parecido al que pr~scntan los dcidos. Por otro lado, 
cuando se elnyen bases d~bilcs usando colu~na CS, los valores m~s 

grandes de K' ocurren en la soluci6n mis bdslca donde la forma -­

neutra de la base libre está presente y son mis pequeílos en solu­

ciones Jcidas donde la forma protonada existe, la cual tiene una 

atracci6n favorable a las mleelas cargadas negativamente, por lo 

tanto el comportamiento de cluci6n debido al pH de las bases erg! 

nlcas p~otonadas en columnas C~ será opuesta a las observadas en 

C<Jlui:rn;1:1 OI\S. 
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fig, 2.16.· \'arlación en la rete~ 
ción del vcrde de bromocresol con 
variaciones del pll a varias con-­
centracioncs de SDS: ( O )0.021'1¡ 
( .&. )o.osn; < • )o,os~1 y e• >o. nt. 
Condlclono.!S dadas cu la flg, 
2.14. 

.. 
k' 

... 

.. 
·~~~~~~~~~~~~-· . ' pH 

fig. 2.1¡, Variación en la retención 
del verde de bromocrcsol con variacio 
ncs del pll a \·arias concl•ntraclones -
d ... SDS: (.) 0,0:!¡ (6,)0.051'1¡ ( I} 
0.05~1 y <•)O. Hl. Cundicioncs: Colum­
na ODS Sum. • flujo 1 ml/ml11 y pll con­
trolado con solución reguladora de 
fosfatos o.ont. 

Un comportamiento semejante pero inverso, es de esperarse s2 

brc todo en las columnas ODS, utlll:ando un tcnsoactivo catlónico. 

Las sales como el cloruro de sodio influyen directamente en 

la retención cromatogr4fica. Se aplican los términos "Salting in'' 

y ''salting out'' para el soluto cuando se hace m4s o menos soluble 

respectivamente en el centro 

comportamiento en la micela. 

vil puede provocar un efecto 

del solvente, y no se refiere a su -­

El hecho de a;rcgar sal a la fase mó 

"salting out", concomlnantcmcntc con -

sus efectos sobre K", lleganJo a tener un efecto de unión con la m! 
cela cuando se tenia uno de antiuni&n. Con solutos con muy poca h! 

drofobicidad, el hecho de agregar sales a la fase m&vil provoca· una 

alteración cu la estructura mlcelar provocando un efecto "saltlng -

in". 

;o 
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fig. 2.IS. Di!pl.'mh•11cl;1 d ... ¡.,:• de 
la anilina con r ... sr .. cto al rH uti­
li:.anJo SDS 0.05~1 en solución ami.'r 
tigu11Jora de fosfatos O,OH!. C..Jlut.; 
na uBonJapak Cl~ a un flujo d .. 2.Ü 
rnl/min. 

" " \ " .. 

' ' • 
'" 

fig. 2,19. Dcp .. nJencia d,,. K' di.'.' la 
anilina con respecte al pll utili:.an­
do SOS 0.05'1 en soluciOn amortigu.1do 
ra J .. fosfatos O.OtH. Columna CS J~ 
10 um. de tamaño de particula a un -
flujo de :.o ml/min. 

Cuando se utili:.a un tcnsoactivo :.wltcrlónico en cromatogr~ 

fla mlcclar, los efectos electrostáticos vistos con los dos tipos 

de tcnsoactlvo~ anteriores no son tan importantes como el asp .. cto 

de la hidrofoblcidad. 

Uno de los problemas más grandes en este tipo de cromatogr~ 

fla cs la baja eficiencia frecuentemente encontrada. Esto es - -

atribuído a la~ transferencias de masa restringidas. En las fa-­

ses m6viles micclares cuando la velocidad Je entrada a las micc-­

las de un soluto es más grande que la solubilidad de éste en el -

solvente, va a tender a quedarse en la micela, adem4s la distan-­

cia que el soluto tiene que viajar hasta la fase cst«cionaria ha­

ce que se ten;a muy pocas probabilidades de que hay interacciones 

soluto-fasc estacionaria, no obstante molaculas muy pequcílas o --



fdcllmente solubles en agua pueden volver al solvente donde ln--­

teractdan con la fase estacionaria. 

Un parlmetro importante de la cinética del sistema es como 

lograr una mayor transferencia de masa. Un punto a considerar es 

la temperatura; se ha visto que al incrementar la temperatura se 

aumenta la cinJtica mice]ar, efecto que también se debe a que ba­

ja lil viscosiJaJ de la fas~· mSvil. Este ef¡;>cto .:os pequeña, lo 

cual indica que la transferencia de masa, no los coeficientes de 

partlcidn son los primeramente afectados. 

Otro par~metro que pueJe modificar la eficiencia es la ve]! 

cidad de flujo, ya que con una velocidad alta, un soluto hidr&fo­

bo ser& movido una distancia relativamente larga a través de la -

columna antes de que pueda salir de la mlcela e interactuar con -

la fase estacionaria. 

La concentración de tensoactivo también es importante, como 

ya ha sido mencionado. Por dltimo, la adici6n de modificadores -

orgánicos como alcoholes, los cuales hacen Ja fase acuosa menos -

polar, podrían ayudar a que un soluto no polar salga de la micela 

más rápidamente y as! incrementar la eficiencia de la columna. 

,\lcoholes de peso rnolecular rnás grandes, cmpe:ando con el n - but:!_ 

nol tienden a ser incorporad~s dentro de la micela, formando mic~ 

las con un decrementa de la eme. Com~ se espera, solventes orgá­

nicos aumentan la eficiencia, pero a costo de reducir K". Tam--­

bién se ha visto que las fases estacionarias hidrofóbicas exhiben 

muy pobre transferencia d~ masa, característica de esas condici2 

nes. Esto es debido pr~·sumiblemente a la pobre humectación de la 

fase estacionarla que resulta en un bajo equilibrio de la superf! 

ele de las dos fases no similares. 

El n-propanol a una concentración del 3% cubre un 90% de la 

interfase, pero solamente el 50% se cubre con metanol a la misma 

concentración en fases móviles mlcelarcs. Este efecto no se ve -

con modificadores tales com~ acetonitrilo o etanol adn a elevadas 



conccntracloncs. Ahora bien, la aJlci!n de ~oJiflcadorcs orgJni­

cos puede alterar la e$tructura de la micela, as( como la mlcro-­

viscosiJaJ locaJ experimentada por el soluto, este efecto es pe-­

qucílo en comparaci&n a Jas ventajas daJas por la humectacidn de -

la fase estacionarla, ~s impertantc mantener la conccntracldn d~ 

modificador orginlco en la fase mJYi\ lo m&s bajo posible. Por -­

otro lado, una cantldaJ granJc aJicionaJa Jcl moJificaJor orgJni­

co es lncon~rucntc dcsJc el punto Je Ylsta ~conJmico, ya que una 

de las ventajas de la cromato~rafia micclar es que es mJs barata 

debido a la mlnima cantidad de solvente org&nlco adicionado, 

En las siguientes tablas se pres•nt~n una s~rie J~ ~xperl-­

mentos en 1os cuales se ilustra el comportamlent~ Je estas f~ses 

al involucrar los pardmetros arriba mcnci~nados para aumentar la 

eflci~ncla de la crQmatografta liquida mlcelar en fas~ reversa. 

Tabla 2.J.~ Vuriaci6n de la ~flciencla y a~lmetr{a de ln acetona 

con la eoncentra~lJn de Metano! 

% de Met¡¡nol D/A 

o JOO 6.67 

' 350 .t. s.; 
; 750 .J .oo 

10 l lZO 3.50 

1:t Columna ultraspherc ons. faso? móvil sos 0.02~1. 

5.i 



Tabla 2.4.•~ Variación de la eficiencia y de la aslm .. tr!J del 

her.ceno con difcrcnte modificador orgánico 

HcdlficaJor OgJnico 

metanol 

acetronitrilo 

.-tano 1 

n-propanol 

s 

10So 

1990 

2060 

2230 

B/.\ 

J. 51 
1. 95 

2.03 

1 ,61 

•° Columna Alltech ClS, 10/90 moJJflcaJor orgdnlco/agua • O,OSM. 

de sns. 

Tabla 2.s.~~· Variación de la eficiencia y slm~tria del benceno 

con la temperatura. 

Temperatura ºC N B/A 

JO 15000 1 .62 

3; 15500 1.09 

40 14800 1 .06 

45 15000 1.00 

so 1JjOO 1 .o; 

ooo Columna ultraspher~ ODS, 10/90 propanol/agua + 0,05M. SOS. 

54 



Tabla 2.6.~~~o Varl~ción d• la •ficiencia y asim•tr[a d•l bcncrn~ 

con la proporciJn dr n-propanol. 

,; n-rro panol ' 
o 90¡0 1.6~ 

Ll 100 1. 15 

' l.t :?.50 1.03 

' l 5J lo 1.ciz. 

6 1.1930 1.01 

s 1.1710 1.01 

10 153.¡0 1.01 

lHHHf Columna ultr.:n1ph•re ODS, fas~· móvil 0.0)~1 sns, JO oc. 

Comparando fases mJviles hiJroorg4nicas, fases móviles mi-­

celares y fases móviles híbridas (mlcclas mds modificadores), en 

serles homólogas, se encontrJ que la naturale:a no homoglnea de -

las micelas crea una situación única no aplicable a un sistema 

hldroorg4nlco homogJnco y que tirnr una influencia profunda sobre 

el comportamiento de retcnciJn y selectividad. En fases móviles 

híbridas a concentraciones bajas de modificador, (menos del 20%) 

estas siguen comportJndosc de manera semejante a las fases móvi-­

les mlcelarcs puras. 

Una de las grandes ventajas de la cromat~grafía mlcelar es 

el uso de gradiente de conccntraciJn micclar ya que sicmpi•c se e~ 

c~ntrar4 una cantidad cons~ante de tensoactlvo libre presente en 

soluciJn, y cualquier cambio en la c~nccntración t~tal Je tensoa~ 

tivo sirv~ s&lo para cambiar la c~nc~ntraciJn ~icelar, por lo ta! 

to, ~l aumento de ~sta pu~de hacer más ripida la elución d~ co~-­

puestos altamente retenidos sin alterar la composiciJn de la fase 

estacionaria. Esto permit~ un paso para qu~ el gradiente vuelva 
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a las condiciones originales y solamente necesite la cantidad de 

fase m6vil necesaria para alcan:ar la me:cla original, en compar~ 

c16n a las fases móviles hidroorg~nicas en las que requiere gran­

tlempo para rcaconJicionar la columna a las condiciorrcs origina-­

les. 

Otra ventaja es que ofrece una soluci6n para el tratamiento 

de fluidos biol6gicos, ya que solubill:a mds fJcilmcnte los comp2 

ncntes proteinicos debido a que se recubren de tcnsoactlvo, ha--­

ciendo posible la inyecci&n directa de muestras a las columnas -­

CLAR y esto facilita el m~nitorco Je fJrrnacos y proteínas en es­

tudios de biofarmacia y farrnacocinJtica. Se han cuantificado con 

buenos resultado~ Cefalosporinas, Cloranfenicol, Morfina, Codeína, 

etc. 

Esta t~cnlca ha sldo acoplada a detectores ultravioleta, de 

fluorescencia, electroquímicos ademds de haber sido utill:ada en 

cromatografía liquida capilar. 

Otra aplicación de la crornatografla en pscudofasc líquida, 

es el uso de micclas que semejen a los kilomlcrones con los que -

se pudo obtener coeficientes de partlci6n para medir la lipofobi­

cidad de substancias en CLAR en una forma dinámica, no estática¡ 

con lo que se abre una posibilidad para el ~studio de toxicidad -

de fármacos simulando flu!dos biológicos. 

Por otro lado, los compuestos polares se han visto que se -

separan dentro Je solventes no polares conteniendo micelas rever­

sas en CLAR de fase normal, formando las bases de métodos altcrn! 

tivos de extracción y separaci~n. Con esta técnica se h~n separ! 

do especies iónicas y compuestos altamente solubles en agua. 

En resumen las fases móviles micelares son una técnica en -

la cual se tiene una alta selectividad para diferentes tipos de -

compuestos, más barata y menos t6xica por el uso de concentracio­

nes bajas de m~dificadores orgánicos; además de que ayuda n sim--
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pliflcar el tratanlento de •ucstras y se pueden utlli:ar diferen­

tes tipos de dctcccl5n. 

La desventaja reportada en el uso de cromatografía pseuJ~l! 

qulda es que la vida de las columnas se puede ver afectada, ya -­

que el soporte de s[lica se solu~lli:a en la fase mJvLl, efecto -

que se ve aumentado al elevar la temperatura, por lo que se r~co­

mlendn colocar una precolumna qu~ ~irva como prcsaturador Je fase 

estacionaria a la fase mJvil y mantenerla n la temperatura de tr! 

bajo, con lo cual se puede •aximi:ar la vida de la columna. 
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C,\rtTULO J 

PARTE EXrERl~\E~T,\L 

J.l. M.\TERL\L, RE.\CTl\'OS Y EQUil•O 

J.t.t. EQUlPO: 

- Domba Ueckman para c1·omat6grafo de liquidos mod. 1100. 

- Domba Waters para cromat6grafo de liquldos mod. 510, 

- Detector Ueckman de absorbancla al U.V. de longitud de onda fl--

ja para cromat6grafo de liquldos mod. 153 con filtro de 254 nm. 

- Detector Waters de absorbancia al U.V. de longitud de onda fija 

para cromatógrafo de liquldos mod. 440 con filtro de 254 nm. 

- Inyector Deckman para cromatJgrafo d~ lJquidos equipado con loop 

de 20 ul. 

- WISr Waters mod. 712. 

- Gratificador Kipp & :oncn mod. 901. 

- Integrador Bcckman mod. 427. 
- Integrador Waters mod. 740. 
- Cont1·olador de temperatura de columnas Watcrs TCM 

Balan:a analítica ~cttlcr mod. AE 100, 

- Columna de acero ino~idable para cromatografía líquida uBondapack 

CIS de 3,9 mm x 30 cm. 

- Columna de acero inoxidable para cromatografia líquida Resolvc 

CIS de J.9 mm x 15 cm. 

- Bailo de ultrasonido Dranson mod. B-1:!. 

- Baao de vapor. 

- Agitador magn~tico Thcrmolyne mod. SP 15425. 

- Prccolumna ~atcrs de J.Q m~ de diámetro interno. 



J,1.2. Hatcrial. 

- Hlcrojcrlnga de 100 ul Harnilton. 

- Equipo de Filtraci&n Hillipore. 

- Filtro mrmbrana Millipcr~ tipo GV~P de 0.~2 um. 

J.1.J. Rcactiros. 

- ,\gua HPLC. 

- Hctanol HPLC. Merck. 

- Hctnnol R.A. Mcrck. 

- lsopropnnol HPLC Herck. 

- Lanril Sulfato de Sodio (SOS) R.A. Sigma. 

- Bromuro de Cctil Trimetil Amonio (CTAD) R.A. Aldrlch, 

- TetrahiJrofurano llPLC Mcrck. 

- Estándares de Referencia de: 

llidrocortlsonn 

.•h•til parabcno 

l'l uoxime ste ron a 

Sulfa111etoxa:ol 

l'rcJnl."lona 

trihcxifenidilo 

J.;!. PROCEDl.'\lE~TOS. 

Acetdnido de Trlamclnolona 

:->oretisterona 

Dr<Jxona 

Fcnllbuta:ona 

Prcdnlsolonn 

J.:!.I, Selección de la Condiciones Cromatográficas. 

Se probaron las si~uientcs condiciones cromntográficas tan­

to para llldrocortisona como para AcetónlJo de Trlamcinolona bajo -

las condiciones dadas, inyectándose soluciones 111ctanóiicas de con­

cuntraclón aproximada de 20 ug/~l de cada uno de los compuestos a 

probar. Todas las lecturas fueron hechas a Z5Jnm. y en las sl---­

gutcntcs columnas. 

J.- Columna uílo11Jnpak CtS: 



a) 

b) 

a) 

Fase m6vil 1.- SoluciJn 0.05 M de SDS en Hetanol:Agua (20:80) 

flujo: 2.0 ml/min. 

Atcnuacl6n: SOmV. 

Volumen de Lnycccl6n: 20 ul. 

Velocidad de ~a carta: 5mm/mln. 

Temperatura de la columna: T.A. 

Flujo: 2.0 ml/min. 

Atcnuacl6n: 50 mV. 

Volumen de lnyccciSn: 20 ul. 

Velocidad de la carta: 2 mm/min. 

Temperatura de la columna: 40 °c. 

Fase m6vil 2.- Solución 0.05M de SOS en Isopropanol:Agua 

( .3; 9 i). 

Flujo: 2.0 ml/mln. 

Atcnuac16n: 50 mV. 

Volumen de inyección: 20 ul. 

Velocidad de la carta 2 mm/min. 

Temperatura de la columna: 40°C. 

Fasu m6vll .3.- Solución 0.02~1 de SOS en Isopropanol:Agua 

(10:90). 

Flujo: 2,0 ml/mln. 

At1."nuacl6n: 32 

Volumen de inyección: 20 ul. 

Velocidad de la carta: 0.25 cm/min. 

Temperatura de la columna: 40ºC. 

fase móvil 4.- Solucl6n 0.05M de SDS en lsopropanol:Agua 

( 10:90). 

Flujo: 1.5 ml:mln, 

,\tenuacl6n: ,32, 

Volumen de Inyección 20 ul. 
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b) 

Velocidad de la carta: 0.25 cm/min, 

Temperatura de la column.l: T • .\. 

Flujo: 15. 111l/111in. 

Atenuación: 32. 

Volu111en de inyección: 20 ul. 

Velocidad de la carta: 0.25 co/min. 

Temperatura de la columna: 40 °C. 

~lsc móvil §,- Solución 0.05M de SDS en lsopropanol: 

Tctrahidrofur;1no:.\gua (10::?:55) 

flujo: l.S ml/rnin. 

Atenuación: 32. 

Volumen de inyeccl6n: 20 ul. 

Velocidad de la carta: 0.25 cm/min. 

Tempcrntura de la colu111na: 40 °C. 

fase móvil 6.- Solución O.OSM de CTAD en Isopropanol:Agua 

t 1 o :9\1) 

flujo 1.5 ml/min. 

Atenuación: 64, 

Volumen de inyección: 20 ul. 

Velocidad de la carta: 0.25 cm/mln. 

Temperatura de la columna: ~O ºC, 

2.- Columna Rcsolve C18. 

Fase móvil 7.- Solución 0,0SM de SDS en lsopropanol:Agua 

( 5 ,95) 

flujo: l.O ml/min. 

Atcnuaci.>n: 64, 

Sensibilidad del detector: 0.05 AUFS. 

~olumen de inyección: 20 ul. 

Vll'locidad de }a carta: l .o C!ll/min. 

Temperatura de la columna: 40 °C. 
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a) 

b) 

fase 111óvll S.- Suluclón 0.05H d,• SDS ... n Isopropanol:Agua (3:97) 

Flujo: l ,O ml/min. 
,\tenuaci.Sn: 6.t. 
Sensibilidad del detector: 0.05 AtfS, 
Volumen de inyección: 20 ul. 
\'elocidad d..- la cart.i.: 0.25 cr.1/min. 
Tt-•mperatura de la column.1: f.,\, 

flujo: 1.J ml/min. 
,\tt-•nuacl.Sn: 64. 
SensibilidaJ del J ... tector: O.Oj At:fs. 
\'olum"n de inye.:-ción: 20 ul. 
\'elocidad d..- la carta: 0.2; cm,'min. 
Tt-•mp ... ratura d<' J,i. columna: .io oc. 

3.2.2. S.-lccción d..-1 Está11dar Jnt .. ·rno. 

Ya t"'niendo lti.s conJlciont-•s dt-•l sistt'ma tanto para Hidrocortisona co-
1110 para ,\cctónido de Triamcinolona, se buscaron los posibl.-s estándares inter 
nos para el mt1toJo anal[tico. S" llc\·..l a cabo una prueba de especificidad y­
dl' acuerdo a ~sta se seleccionó definitivamente tanto el estándar interno co­
mo la fase JDÓvil. Las pru .. ·bas se hicieron inyectando soluciones metanólicas 
de las sustancias a probar y St-' obsl•r\·.5 su tiempo de retención, separación -­
del pico de la 1Ducstra y la forma d .. ·l pico. 

3.2,3. Selccclúit del l'roccdimicnt.:i ,\11al[tico. 

De acuerdo al objetivo de la tes1:. se planh•Ó el siguiente proct>di--
111lento para la prepar.1ción de l,i.s mu .. stras: 

- Tomar una cantidad adecu.1J.1 J" la 111ut>stra a an;1li:ar y colocarla en un vaso 
de precipitado. 

- ,\gregar solución 0.05~1 de SOS 0.0;~1 en agua destilada y el Estándar interno 
en solución. 

- Fundir "11 baño de vap"r du1••1ntt-• 10 a 1; min. Llevar la muestra a un volumen 
conocido. 
filtrar a tr.n·.!s de filtros dl· poro p .. .¡ueiio 1 tomar una alícuota y llevarla a 
la conc ... ntracit.Sn final. 

- Inyectar al slst .. ma cromatogr<Ífico. 

3.2.,¡, \'alidaclón del !-1.;teoJo ,\n;il[tico 

Ya hablcndo afln¡i.lc .. 1 111ét.;id.-> ¡iropuesto se prosigui.5 ,,, la validación -
siguiendo Jos sigui.:"nt••s puntos: 

a) Espt-•cificid.:d: s,• hl:o d"gradando 1.i.s mut:"stras bajo las siguientes condi­
cion .. s: 
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l.- HlJrocortiscna Crl'.lma al 2.5t. 

Hu..::stru 

for111ulael6n 

!1at<1rla Prima 

Pla..:cbo 

Cal.or {80°C) 
.\cida (S0°C) 
ftásica (R0°C) 
.\,1!,<'nt¡;os RcJ._,.,~ (~OºC) 
Lu: Solar (T,A.) 
tu:. U.V. {T •. -\.) 

C.tl<lr ( ~OªC) 
,\clJa {::iOºC) 
ll.ísica (S0°C) 
,\t;.:H1tc~ fft.'d<ls (50"C) 
Lu: S.::ilar (T,.\.) 
t.u:; llLtr."lvleoleta (T.,\.) 

Calor (':0°CJ 
Aclda (EOªC) 
IM~ica (Souc) 
,\gcntl'!S Helio ... {5ouc) 
Lu::. Solar (T,,\.) 
tu:: Ul travi11lcta (T,.\,) 

;?.- llldrocortiS<lml Locii!in al 1.0,~ 

Tl..-mpo 

:?.t.O hrs 
2.5 hrs 
2.5 hrs 
:?,5 hrs 

15.0 J.[as 
15.0 d!as 

:?.t.1' hrs 
2. 5 hrs 
:!.5 hrs 
2.5 hr.-; 

15.i.) .fías 
15.0 dfas 

2-1.0 hrs 
2.i.o hrs 
2-1.0 hrs 
2.i.0 hr!i 
15.0 d[as 
ts.o dlas 

Debido a qu~ lo~ excipientes de Ja cr .. ·iml y úe la }Jclén s"n los mismos 
nada miís qtt<!' <'11 diferentes proporciones, se tt11f!Ó Cflm,,} \•álida la espcc.lflci-­
dad de la cr.-m.1 al:?.);!'.. ti.ira la lcx:lón ,-i,l 1.0~. 

J,- lllJrocort:is.,na UngUento al 2.5;t. 

Muc!ltra 

l'or11tulaci611 

nateria Prima 

Tip,,} de Ocgr.td,1ción 

,\cida (60°C.) 
O.íslc<1 (6ooc) 
,\gentes íll-'Jox (60°C) 

,\cid,l. {60°C,) 
Dotsica (6ooc.) 
Agentes Redox (60°C.) 

,\e ld,-i, ( f10ºC. ) 
Básica (booc.) 
A~cntcs ReJox (60°C.) 
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Ti~mpo 

7'! hrs 
7:? hrs 
72 hrs 

iZ hrs 
7Z hrs 
7:? hrs 

7:? hrs 
72 hr:s 
7:? hrs 



4·- A1a•tónido Je Tri,uncinolona Cr.•ma al 0.5~. 

Muestra 

t"or111ul,1ci6n 

Materia Prima 

Calor {90°C. l 
,\cida (61,)ºC.) 
llJ:'lica (61J°C.) 
Agentes R,·J~"''( (óo 0 c.) 
Lu:. solar (T .A.) 
Lu:. Ultra\·l,-,l,•t,i. (T.,\.) 

Calor (91J°C,) 
Acid•1 {6\l°C.) 
liásica (ÓOºC) 
,\gl."ntes l\,•Jox (óll"C.) 
Lu:. Sol.ir (T,A.) 
Lu:. Ultravloh•ta (T.,\,) 

C.ilor (90°C.) 
Acida (60°C.) 
U;isica (li0°C.) 
,\g1•ntes R.:-Jo:< (60°C.) 
Lu:. Solar (T.,\.) 
Lu:. Ultr.i.viol••t;1 (T • .\.) 

5·- AcetóniJo de Trlamclnolona LociJn al 0.1%. 

Til'mpo 

,. 
h" 

48 hrs 
45 h" 
48 h" 
15 días 
15 días 

,. 
h" 

48 hr> 
48 hrs ,, 

h" 
15 días 
15 dias 

,. hrs. 
4S h" 

" h" 
4::! hrs 
15 d{as 
15 11Ias 

Debido a que los excipientes dl' la crema y de la loción de Acetónido de 
Triamci11olona son los 111lsm"s naJa más quc en difl'r"l•nt••s proporciones, se va 
a tom.i.r como válido la esp.•cificidad d..- la cr..-r.ia al 0.5',t para la loción al -
0.1%. 

6.- Acetónido J,• Triamcinolona Un¡;U.•nta al 0.5·t. 

Muestra 

t'ono.ulación 

Materia Prima 

Placebo 

Tipo di." degrad.i.clón 

Calor (60°C.) 
Acida (60°C.) 
Básica (60°C.) 
Ac.:-ntes Redo~ (ó0°C.) 

c.i.lor (óO"C.) 
Acida (óo~c. l 
lJJ.sica (ÓO"C.) 
.\sl'nti!s R"dº" (ñ0°C. l 

Calor (60°C.) 
Ac ida ( 60°C, ) 
DJ.sica (60°C.) 
Accntes Redox {61,)ºC. l 

., 

Th•mpo 

72 hrs 
72 hrs 
72 hrs 
72 hrs 

72 hrs 
7Z hrs 
72 hrs 
72 hrs 

7'! hrs 
72 hrs 
72 hrs 
72 hrs 



Las mui..'stras ya dl'graJaJas S•" an;ili:ar"n de acu.•rdo .1 ];1s comliciont"s 
crom.itogr;lfic;¡s se]ccclon;¡Jas y se oblot'rv.S si ;1lgún pico P•'rtcn.:-ch•nt•• a un pr2 
dueto de dt'gradación s.1liu al mismo til'r.ipo qui..' la r:iuestra. 

b) Llnl'ttlidad: s ... lll'v.5 a cabe> .rnal1:ando placeb" caq~.1d.:i a los nin•li:os dt" --
40).'., 60~, 80.~, 100...: y l:!O,"': de la c.1ntiJ.1J etiquetaJa c"n cinco rl'plicaci2 
nl's por nivel a los cualt.'s S<' }t.'S l'\';du.i la pi..'ndil'ntc, la ord••nad.1 al origl'n y 
coeficil'ntt' dt' c1Jrrelaclón a la gr;ifica Je miligrarn.:is aJicionaJos C!lntra mili-­
gramo!! r.·cup.•r.id!ls. 

c) ExactituJ: 5,. ev.1luó dl'I por.-,•ntajl' n·.-up<'rado Je Cih!.l mu.•str.1 d,•] estudio 
de lln,•alida.J para obtcn••r };1 l"xactituJ en todo el intervalo Je conc••ntracloncs 
lncluy••ndo la exactitud al IOO';:. 

J) Pn•clslón: 

1.- R1•p1•tlbiliJaJ: Sl' dctcrmln..l por el cocfich•nt" Je variación Jl' los rt•sul­
t;1dos obt<"nldos "" la exactitud t;rnto del intervalo d,• c<Jnccntr.1cion<"s l'Studla­
das co1110 1;1 del 1oot. 

2.- ReproduclhiliJad: 
n;icioncs i11Jepc11Jientt.'S 
replicaciones por día y 

Se ewtlu..l en un estuJ.io en .. 1 cual se hlcleror1 J,•t'-'rml­
dc una mlsm<1 muestra en 2 días por 2 analist.1s con 3 
por an.1lb;ta aplic;inJosl' el modelo ya dt"scrito. 

l') St•nsibilldad: :fo hi:o por el estudl<J dt• 2 rt•cobros de placebo rari;ado Je -­
las formul;1ci.,t1l'S Je Ungül'nto di' llidrocorti::.ona al :?.5;&: y .\ct•t.5niJo de Trlamcl­
nol1Jna nolona al 0,5% a los niveles Je concentración del 96;,, 95;;, 102~ y 10.S;":. 
So se aplicó ningún análisis l'Stadístico, solo se obscrnS la concordancia de -­
los recobros con la cantidad adiclonad;i, 

f) Tolcrnncla del Sistema: Se hi:o coniparando los resultados de dos an•íllsls 
imlcpendicntcs de una misma mul'stra de Ungül'nto ,Je llldrocortisona al 2.5% y -­
Acetónldo de Triamcinolona al 0.5% Je los resultados originales al modificar la 
fase m1h·il d..- 1;1 manera siguiente: 

1.- llidrocortlsona UngU.:-nto al 2.5% 

Solución O.OJSM de SOS en lsopropanol:Agua (3:97) 
Solución 0.055M de SDS en lsopropanol:.\gud (J:97) 
Solución 0.05~1 de SOS en Isopropanol:Agua (2.7:97.J) 
Solución O.OSM de SOS en Isopropanol:Agua (3.J:96.7) 

2.- Acctónido de Triamclnolona UngU,,.nto al 0.5~: 

S<Jlución O.OSM de SDS en Isopropanol:Agua (3:97) a J5°C. 
Solución O.OS}! de SOS en Isoproranol:,\gua (3:97) a .S5°C, 
Solución O.OJ~~ Je SOS l'n lsoproranol:Agua (3:97) a JOºC, 
Solución 0.055!1 de SOS en Isopropanol:Agua (3:97) a J0°C. 
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g) Estabilidad d,• la ~ucstra: Si!' est;ibh•cl6 cuantlflcanJo las mismas mues­
tras utlll:adas en el estuJio Je Tolerancia del Sistema de las cuales se se­
paró una cantldaJ 111 lnici.:i qu,• se almac.:nS n condiciones ambiente durante -
.lS horas, 

3,3, RESULT1\DOS, 

3,3.1. Selección de la fase M·h·ll. 

fase móvil 1 

(ig,. 3.1. Cromiltogrnmas utlll:ando ln (ase m.lvll 1. 
l) Cromatograma con las conJiclo11 .. ·s cr..,m.tt..,groí(lcas a : Th•mpos de retl!'n-­
clón de ln IHdrocortisona y d,•l .\c ... tóntJ.._, di!' Trh1111cionolona aprox. 8 mln y 
11, 5 mln res¡1cctivamcnte. 
2) Cromatograma con las conJlciones cromatográflcas b : Tiempo de reten-­
clón de la Hldrocortlsona y d,•1 .\cctónid.:o d,• Trlamclnolona aprox. 7 mln y 
tO mln rcsp••cth·aml'ntl!'. 

fig. 

1) 
2) 

3,2. Cromatogramas di!' la fase mJvil 2 utili:ando las condicones mt'n-­
cionadas. 

HlJrocortlsona, tiempo de r••tcnci.5n apro...:. 7 mln. 
,\cetónido de Trlamclnolona, tlcmpc de ret.:onción aprox. 10 min. 



Fase móvil 3. 

flg. 3,3, Cromatogram.1 de llldrocortlsona y i\cetónii!o de Triamclnolona usan 
do la fase móvil J en las condiciones mencionadas con un ticmpo­
de retención d.· 6 •. u mln y 9.S9 mln respecti\·amente. 

Fast• móvil 4. 

fig. 

2 

: = ·~ 

1 " 
n 
~ 

"' " 
r:: 
1!' 

~ 
N 

~ 

3 • .i. Cromatogra~1s utili:.ando la fas .. • móvil J. 
1) Cromato,;ram,1 con las condiciones cromatográficas a : tiempos 
de retención dl' la Hidrocortlsona y d..-1 .\cetónido de Triamclnolo 
nn de 5.15 y l:!.75 min respectivamente. -
:?) Crom.1tograma con las condlcicncs crom¡ltográficas b : tio."ll!pos 
d..- retención de la Hidrocortisona y del ,\cetónido d..- Triamclnolo 
na de 5. 56 y i .60 mln respccth•am..-ntt•_, -

"' 



l'ase 111óvll s. 

., 

flg. J.S. Cro11111togr3111as utlli:ando la fase 1116vil S· El tiempo de retención 
para Aco:tónldo de Trlamcinolona es aproxi1ll<1damente de 7.18 111ln. 

l'a!lo: móvil 6. 

o ,, 
" ,¿ 

" "' 1 

'º ' 
M ' 

'º "' 'º •• ol •• 
« 

fig. 3 .6. Croml\tograin11s utill:ando la faSI.' móvil 6. Tic111po de retención 
para llldrocortisom1 y ,\c,•t6nido de Trlamcinolona d..- aproxi111adame!! 
te 1).37 y 16.¡o mln respl•cti\';iment .. •. 

6S 



Fas .. 111.S\·ll 7. 

M .• 

• 

flg,. J ,7. Crcm,1t>lgrarn;¡s ut.ili:ando la f;1s.:: 1116,·il 7. Tiempo J.• r.::t.::nclén 
d.: IUdrocortlsona y ,\cl"tónidc i.1~· trl;amcinolona d<' i1proxi111adam.:-n~ 
t..- 6 • .{6 y 9.~.¡ mln r.::sp..-ctlnr.ml•ntc. 

Fase 111.Jvil S. 

fig. J.S. 

2 

1 ::........_~ -..::: 

!~ :~==.:! 

- -~~~ --=-~--: :3 

Crom.;to~r:unas uti1l:;rndo la fas._. rnóvlt S. 
1) Crcmatograma con las condlci"nl"s cromatográflcas a : tl..-~po 
de r..-tenclón Je Hidrocort.isona dl" aproxirnadamcnt.:: 9.0~ min. 
:?,) Crcmatogra111,1 con lir.s con.Jlci"n'l!!s crom.1tcgráflcas b : tl..-mpo 
de ret..-nclén del ,\cct6nldo de lt"lamci1::1nalo11a d.:o apt".::ixlmadarn.-nc.~ 
10.9 mln. 



3,3. :!. Selección del EstJndar Interno. 

Inicialmente se eligid ¡,, f¡1sc m6,·it ; para desarrollar el 

mitodo analltico, utili:dndo la Hidrocortisona como estJnJar in-­

terno para el AcetdniJo Je Triamci11olond y viceversa. En un est! 

dio de especificidad inicial se vi& que el m~toJo no era espee[f! 

co para ninguno de los dos principios activos ya que productos de 

degradación de la Hidrocortisona coinciJian con el tiempo de rc-­

tcnct611 del Acet6nido d~ Triamcinolona y al;unos productos de de­

gradación del Acct6nido Je Triamclnolona coincidtan con el tiempo 

de retenci6•1 de ld Hidrocortlsond, por lo que teniendo esto como­

rcfercncla se hi:o el cambio de fase móvil. 

Ya conociendo la tendencia pdra los tiempos de retención -

de las sustancias de degradación Je los principios activos, se -­

probó la fase móvil S buscando un estánd.'lr interno para llidrocor­

tisona que saliera antes que ella, se prtlbaron Sort>tisterona, - -

Fluoxlmcstcrona, PrcJni6olona y Mctil parabcno quedándose éste --

4ltlmo como estdnJar interno. 

flg. 3.9. Cromatoi;rama d~· llLJrocortis.,na con s11 estándar interno. 
Fase móvil Solución o.05n Je SDS en Iscpropanol:Agua (3:97), flujo 
de l.O ml/min a temperatura ambiente. Columna Rcsolve CtS. Tie~pos 
de r-.·t~nchín de la IUdrcccrtis.,na y netil pilr.'lbeno de aproxh1ada-­
m~·11t.: 9.0 min )' 5.5 min rcsp.-cth•ament~·. 

'º 



Para acetónido de lriamcinolona se buscó un estándar in-­

cerno que saliera después de ~ste, por lo que se probaron las si­

guientes sustancias con la fase móvil 7t Fluoximesterona, - - -

Trihcxifenldilo, Droxona, Norettsccrona, Fenilbutazona, rredniso­
na y Prednisolona. Se escosi6 la Noretlscerona pero para poder -

resolver los picos se modificó la fase móvll, se utili~6 la fa~c 

móvil S pero a 40 °C y con un flujo de l.~ Ml/min 

fig. 3,10. CromatQgrama de Acetónido de Trlamcinolona con su - -

estándar interno. Fase móvil solución 0.05M de SDS -

en Isopropanol:Agua (3:97}, flujo de 1,4 c~/min, tem­
peratura de la columna de ~O oc, Columna Resolve CtB. 

Tiempos de retencl6n de Acetónldo de Triamcinolona y 

Noretisterona de 9.5 min y tJ~Z min rcsp~~civa•ente. 
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3.3.3. Selección del Procedimiento Analítico. 

Se determinó que el método analítico propuesto podía !un-­

clonar hasándose en los siguientes resultados: 

a) Al fundir las bases de las cremas, se incorporan perfectamen­

te a la solución de tensoactivo, al grado que pasan perfectamente 

por los filtros preparativos para CLAR de 0.45 um. 

b) Al fundir las bases de los ungUentos éstos se incorporan al -

tensoactivo a excepción de el petrolato que primeramente se funde 

pero no se incorpora, al enfriarse se solidifica y queda retenido 

cuando la muestra se filtra. 

c) Tanto los principios activos como los estándares internos se 

solubill:an en la soluci6n de SDS O.OS M. sin ningún problema ya 

sea por calentamiento o por ultrasonido, o sea son afines a las -

micelas. 

d) Cuando se inyectaron las bases de las formulaciones ya fundi­

das al sistema cromatográfico no se presentó ningún pico en el 

cromatograma y en la inyección de los principios activos al sist~ 

ma, se obscrVQ un comportamiento semejante que cuando se hacían -

las inyecciones de las soluciones metanólicas. 

Se hi:o necesario la utili:ación de un precolumna para pr~ 

teger la column~ cromatogrdfica debido a la naturale:a de la pre­

paracló11 de la muestra y adcmds para disminuir el efecto de la 

fase m6vll sobre la fase estacionarla. Esto modificó un poco el 

tiempo de retcncló11 de los compuestos. Se presentó el problema -

de cspum¡1 debido a la pr~~enclu del tensouctlvo, pero qu0 se pudo 



controlar con la adición de unas gotas de metano! al momento de 

llevar al volumen. 

3.3.4. Validación de Los Métodos Analíticos. 

a) Especificidad: 

1.- Hldroeortlsona Crema al 2. 5:= y Loción al 1.~. 

Muestra Tipo de Degradación 

formulación Calor 
Acida 
9.íslca 
Agentes R..-dox 
Lu:. Solar 
Lu:. Ultravioleta 

Materia Prima Calor 
Acida 
Básica 
Agentes Redox 
Lu:. Solar 
Lu:. Ultravioleta 

2.- llidroeortisona Ungüento al 2.5%. 

Muestra Tipo de Degradación 

formulación Calor 
,\e ida 
B.í:lica 
Agentes Redox 

Materia Prima C.1lor 
Acida 
B.ísica 
Agentes Redox 

Porcentaje Degradado 

aprox. 39.75 ;r; 
aprox. 84.28 % 
aprox. 70.so % 
aprox. 3.89 % 
aprox. 25.0I % 
aprox. 0.74 % 

aprox. 3J.8ó % 
aprox. 91.57 % 
aprt•X· 60.10 % 
aprox. 19.90 % 
aprox. 61.10 % 
arrox. 21.94 % 

Porcentaje D..-gradado 

4prox. 0.68 % 
aprox. 67.56 % 
aprox. 45.18 % 
aprox. 35.8, % 

aprox. 3.57 % 
aprox. 92.11 % 
aprox. 51.57 % 
aprox. 1.59 :e 

Cuando se inyectaron las muestras degradadas no se mostró 

ningún tipo de int..-rferencia de los productos de degradación ni -

de los excipientes, formuláción o materia prima y tampoco del pl! 

cebo sin degradar. 
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fig. 3.11. Cromatogramas de la especificidad de las formulaciones de Hidro--
corti5ona. , 
1) Placebo de UngUento; 2) Placebo de Crema; 3) Materia Prima de 
gradada por lu~ solar; 4) Materia Pri!aa degradada por ácido; 
5) Formulación degradada por lu: ultravioleta (Crema); 6)Formula 
ción da?gradada por agentes redox (ungUcnto). -
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3.- Acctónido de Triamcinolona Crema al o.s;::: y Loción al 0.1%. 

Huestra 

t"or111ulaci6n 

Mo.t.,ria Prima 

Tipo de Oc~radación 

Calor 
,\cidil 
D;tslca 
,\gcnt1JS R.-i.lox 
Lu:. Solar 
Lu:. Ultravioleta 

C.1lor 
Acida 
11.isica 
,\~entes Red.:ix 
Lu:. Solar 
Lu:. Ultravioleta 

Porccnt;1jc Degradado 

aprox. 1. Sq ' ~ aprox. 76.¡9 " aprox. 6,'.\.Zl % 
aprox. 8.55 " 
aprox. 16.53 ~ 
aprox. 33.~7 ·' 
No dcterr.ii-nndo 
aprox. 31.50 % 
aprox. JZ.55% 
aprox. 3!L55 % 
ilpro,... zo.86 -;;, 
apro,... 16 • .io ;b 

4·- ,\cetónldo de Triarncinolona Ung,Ucnto al O.:;;.. 

}\lh'Stra Tipo do DcgraJación Porcentaje Dcgralfo.do 

Formulación Calor aprox, 1.55 % 
,\el.da aprox, 65,73 % 
l\ásica aprox. 65.90 'f, 
,\gl'ntcs Rl'dox aprox, .l.61 % 

Materia Prima Calor aprox. .¡,9¡ % 
Acida aprox. 70.51 % 
B.isica aprox. 5'1 • .ll % 
Agentes Redox aprox, 70.60 % 

Cuando se ln~-.~ctaron las mucstras dcgradadas no Sl' 111ostró ningún tipo -
dl· interferencia dc los proJuctos d" Jcg,raJaci.5n nl d"" los excipientes, for­
mulación o materia prima y tamp.:ico del placebo sin degradar. 
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fii;. J. J:!. Cr<lmi\tos,rarn.1s de la csr,·cificida.J de l01s formulaciones de Acetó 
niUo de Trlamcinol•ina. l) l'Jac<?bo di.' Un¡;l\cnto d~·gradado con a¡;entcs redo~.:;­
:!) Pl1u::cb.:i de Crema .i~·~raJ;iJa con .leidos; J) H•1tcria l'f"ilm1 dt'gradada. por'""­
lu~ solar; ,i) Hat.-ri.;1 l'rirn;i .t.•i;raJ;uia p0r b,1,,c; 5) FornulaciJn degradada 
por- ácido (crema); (1) r..,rmuli1ci~í11 dc¡;rad;1da por a.gentes rcdox. (lln¡;Ucnto) 
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b) Linealidad, E,c,'\Ctitud y Repctibllidad. 

l.- Hldrocortisona Cre111a al 2.5~. 

Nlvel Miligramos Miligramos Porcentaje 
( ~ ) Adicionados ~cupl:'rados Recuperado 

'º 2.50 :?.55:?. 102.09 
1.4744 IJS.98 
2.4891 99.56 
:?.4985 99.q4 
2.-1126 90.50 

60 3.75 3.¡S-12 100.9: 
3.73-16 99.59 
3.82-19 102.00 
3.8173 101. jQ 
J. 7750 100.6¡ 

so 5.00 -1.9795 99. 59 
-1.9232 98.-16 
5.0109 100.22 
-1.9693 99.39 
4.9059 98.12 

100 6.25 6.2808 100.-19 
6.2sos 100.-19 
6.1559 98.-19 
6.1835 98,9-1 
6.2520 100.03 

1:!0 7.50 7 .S-161 100.62 
7.5::?.JS 100.32 
7 .5090 100.12 
7 .-15-10 99.39 
7,4399 99.20 

¡¡ 



Exactltud al 100',t: 

cv 

LSIC 100.8317 

n • 5 t (95,.il .. 2.7¡6 

s 

t cal .. -O. 7Si3 

LilC "' 9S.5.i.iJ. 

l~xactltud ..-n Todo el Intervalo de Linl•alldad: 

cv 

LSIC ioo.35,i2 

- tlncalidad: 

Sy/x 0.0510 

m .. 0.9969 

LSIC 1.0059 

b) Ord<'naJa al Orig .. n: 

b 

LSIC 0.0700 

n " 25 

t cal -0.6521 

LIIC 99.3156 

n • 25 t (95,23) a 2,069 

r " 0,9996 

t cal -0.5265 

LllC 0.9SJ9 

t cal .. 0.2072 

LllC ., -0.0573 



2.- Hldrocortlsona Loción al 1.Q'%. 

:ilvel !>!iligramos 
( % l ,\dicionados 

'º z.oo 

60 3.00 

so 4.00 

100 5.00 

1:?0 6.oo 

MU igr;1111os 
Recuperados 

2.0116 
z.0237 
::.0009 
1.93.l:? 
2.015¡ 

3,0¡03 
2,99ó9 
3,oó67 
3.0166 
3.0378 

4.0900 
J. tJ65 
4.1:?5.l 
J.ozsz 
J.0390 

5.0556 
5.0121 
5.059;?. 
5.0105 
.1°9.15.l 

5-9:!03 
5,9969 
5. ió5t 
5.97,l 1 
5.90¡8 

TESIS ESTA 
SAUR 

79 
BE LA 

Porcentaje 
Recuper.i.do 

too.5s 
101.18 
100.05 

96,71 
100. 78 

tOZ,3,l 
99,90 

102.22 
100. 55 
102.93 

10:?.25 
103.66 
103.13 
100.70 
100 .98 

101 .11 
100.2.l 
101.15 
100.:!:! 
9S,91 

9S,67 
99.95 
96.14 
9CJ. 57 
9S,46 

na .'JfBE 
üi:ki§TEGA 



t:xnct. i t.uJ a 1 lOO,t: n . ; ' {95,.l) :!, 776 

;: 100,JJ:!O % s 0.91¡5 

cv 0.9l.l5 f. ' "' o.3091 

LSlC lo1 • .i710 Ll IC 99,1930 

- Exactitud i?n Todo i?l Inti?r\·alo du Llnealidad: 

n :!5 ' (95,:!J) :!.06J 

~ lOO • .t969 ,, s t.StbJ 

cv l .5073 % t: cal t. 36ó5 

LSlC 101 .:!J6:! LllC 99.7J66 

- Lint?al id ad: 

n . 25 ' (95,:?3) Z.069 

Sy/x o.07J'.! ' 0.9957 

' 
i 

0.997.~ 

a) rt!m1i..-nte: 

m 0.9801 ' cal --l .8973 

LSJC 1.001s LllC 0.9585 

b) Ord..-n;iJa al Or Ls,\•n: 

b 0,01)16 ' cal :!,06:!J 

L-'HC 0,1835 LilC -0.001.13 

"'' 



J.- Uidrocort.isona Vn¡;llento al 2. 5 %. 

Sl V("l Hi llgrarno:> Mil ii;r11111os Pi:irc:entajc 
( % ) Adicicn,"ldos R~c:upt•rados Recuperado 

'º '!,50 :?..5050 100.20 
'!,5Z5<:i J01.0J 
'!, 5J50 101.SO 
'!, )309 101.'!.l 
'!.5.&39 lOI. 76 

60 3,75 3, 7535 100.0l) 
3,75¡g 100.ZI 
3,7335 99.56 
J. 7826 t00.87 
.).6.t.\5 97 .1') 

so s.o~ 5.0023 100.05 
S.OOJ:? 100.06 
5,051 J 101.02 
5,017.\ 100.35 
4,91os 98.'!'! 

100 6.25 6.15::.t 98.J.t 
6.'!755 IOO.J6 
6.J07() 100.93 
6.1975 q9.16 
6.'!003 99.zo 

120 7,50 7 ,5905 101.21 
'.-1.521 99,36 
7.-1.561 q9.81 
7 .J9Z6 99,90 
7,.¡533 99,¡8 
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Exactitud al 100-t: 

l 99,6380 ~ 

cv 1 .0293 % 

LSlC 100.9100 

Exactitud en Todo ol 

X 

CV 

LS1C 

100.076.i % 

1.0957 ~ 

100.5:!91 

Llno!alldad: 

Sy/x 

m 

LSlC 

b 

LSlC 

0.0500 

0,99,iS 

1.006.i 

o.o::.i:: 

O.O::l5S 

n • S < (95,.1) 

5 1.02-16 

cal -O. 7900 

LIIC 9S.J660 

Intcrva lo do Linealidad: 

n • :!5 

5 

t cal 

LIIC 

n .. :!5 

r 

t cal 

LIIC 

t .::al 

LI IC 

< 

1. 0966 

0.3.is.i 

99.6237 

(95,:!.J) 

t (95,23) 

0.9996 

-0.9330 

0.9S31 

o.5109 

-'-'·"-'3i5 

:!,776 

:!.06.t 

2,069 



.i.- Acctónido de Triamclnolon11 Crl"ma al 0.5~. 

Nh·cl !-ti 1 i.i;r.1rnos }lillgramos Porcentaje 
( % ) ,\dicionados Recuperados Rl•cupcrado 

40 1.00 1.01;6 101.76 
0.9806 95.06 
1.0022 100,2:? 
1.0310 103.10 
0.95:?J 93.:?J 

60 1.50 t. 51 S9 101.26 
l.SOJ:? 100.:?S 
1.Ji5:? 93.35 
1.J737 9S,z5 
l. sos l 100.5J 

So 2.00 1.9770 9S,85 
l.95ió 97.83 
2.0123 100.61 
2.01:;0 100.65 
1,9¡1¡ 93.58 

100 2.50 2.JJJ'? 9i ,37 
2.5727 10:?.91 
2. 5159 100.76 
2, 5137 100.55 
2.52oc 100.so 

IZO 3,0Q 3.0393 101.31 
2.9013 96.71 
3.0705 102,55 
3,0066 100.21 
2.9701 99,00 

SJ 



Exactitud al 100~: n . 5 t (95 • .il 

;¡ 100 • .i7So ~ s ¡ ,9851 

CV 1.9756 % t cnl o. 535.i 

LS!C IOZ.9.1:!.1 LIIC 98.0136 

Ex;1ctitud e11 Todo el lntl!rvnlo de Linealidad: 

;¡ 

cv 

LSIC 

99,9520 % 

1. 7439 ;;; 

I00.6it6 

Linealidad: 

sy/x º·º-'ºº 

a) Pendh•ntl!: 

m 

LSIC 

1.0016 

l.0:?.16 

b) OrJ~·naJa al Orli;~·n: 

b 

L.'iIC 

-0,llllJO 

0,0..t.19 

n ,. 25 

s 

t cnl 

LIIC 

n .. 25 

r 

t cal 

LIIC 

cal 

LllC 

t {95,2.il 

1. 7.131 

-0.1377 

99.2325 

t (95,23) 

0.9956 

O, IJ13 

0,9¡55 

-O. lo!):! 

2.776 

2.06.1 

2.069 



S.- Acet6nido de Triamclnolona Loción nl 0.1 %. 

Nivel Mil li;ra111os Miligramos P.::ircentaje 
( ~ ) Adicionados Recuperados ltl.'cuperado 

JO 0.20 0,2012 ll.'0.60 
o, 1981 99,05 
o. 2033 101.65 
0.19¡9 95,95 
0,:!02.l 101.20 

60 0.30 O,JOOS 100.27 
0.2967 9S.90 
0.3010 100.33 
0,3062 102.0i 
0,2991:) 99,93 

60 o • .to 0,3996 99.90 
O • .lC!J.l 100.55 
0.3966 99.20 
0.3972 99,30 
0,3992 99.80 

'ºº 0.50 O • .lQJl 95,62 
O • .t9.,i1 9S.S2 
0.5007 100, 1.1 
o. 5003 100. 76 
0.49¡0 99.40 

120 0.60 o. 5927 9S.7S 
0,6(158 101 • .17 
0.6002 100.03 
o. 5981 99,68 
o. 5999 99,98 

8; 
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t;:io;,1ctitud al 1oo:t;: 

cv 

t..'itC 

99. 59F.o ;t 

0.<)028 f. 

100.663i ... 

n ,. 5 t {95,.l) .. z. ;¡6 

s .. o.598¡ 

t cal "' -1.l:?.l6 

Exllctitud ~n toJo eoi lntl"rvalo deo Lineoalidad: 

C\' 0.9599 -:. 

une 100.353.i ;: 

- Lin<.'nlidad: 

Sy/.v;. 0.0036 

n) rl!n..ii<.'nt,•: 

• . 0.99,iQ 

LSlC 1.005¡ 

b) Ord.-nn•ii\ al Ct•ii;~·1n 

b l'. 01116 

\..'ltC 0,!.'1(162 

n ,. ZS 

s 

t cal 

LllC 

n " :?5 

' 

t cal 

LllC 

t cal 

t (95,z.il 

0.9598 

-0.066¡ 

99.5910 '.1 

2.06,i 

t (95,".?.3) .. :?.069 

0.9997 

LllC ~ -0.!.'1030 

Sti 



6.- Acct6nido de Trlamcinolona UngUcnto al 0.5~. 

~Hvcl HL 1 Lgra111os 
( % ) ,\dlcionaUos 

'º 1.00 

60 1. 50 

80 2.00 

100 2.50 

120 3,00 

~i 1 igramos 
ltccupcrados 

1.0040 
1.0071 
1.0160 
0,9726 
0,9925 

1.5Z45 
1. 5039 
1.4955 
1. 5027 
1. 5032 

1,9So5 
t. 9526 
1,9¡21 
1,9833 
1.99:!0 

2.4635 
2.4919 
2.5067 
~L4SSo 
2.52S6 

3.07.!3 
3,0419 
3,0213 
2,9625 
3.0121 

,_ -' 

Porcentaje 
Recuperado 

100.40 
100.71 
101.60 
97.26 
99°:!5 

lOt.65 
100.26 
99,70 

100.18 
100.21 

99.02 
97,63 
95.60 
99.17 
99.60 

98,74 
99.65 

100.27 
99,52 

101.1.l 

10:? • .lS 
101 • .!0 
100. 71 
9S.75 

100 • .io 



t:x;1.:t.lt.t11J .-il IOO;t: 

~ 

C\' 

99.s700 % 

0.897¡ % 

n '" 5 t. (95,.l) 2.776 

s .. o.S9ú5 

t. .:'111 -0.3243 

LIIC 99.5696 % 

- Exa.:t.lt.ud ~n Todo el lnt.l!rvalo de Lineal ldad: 

X 99.9332 % 

CV ,. 1.2456:;:; 

LSIC .. I00.44i0 % 

- Lln ... alidad: 

s y/x - 0.0265 

' - 0.995¡ r 

n) Pcnl.11,..nt.c: 

m - 1.0077 

LS!C t .0:!32 

b) Ord~·nad.1 .11 Origen: 

b -0.0155 

LSIC ., O,Oli.J 

n "' 25 

s 

t. (95,2.0 - 2.064 

1.:ts4S 

t. cal 

LIIC 

-0.26SJ 

99°4194 % 

n .. 25 t. (95,23) • 2.069 

r .. 0,9993 

t. cal 1.032,i 

LIJC 0.9922 

t. cal "' -0.9i69 

Ll lC -0.04-S.l 



e) Ri!produclbllldad. 

1.- llldrocortlsona Crema al :?;,s;t. 

Tabla del proclento cuantificado. 

Analista 

1 

10..t.87 

o 105.13 
10-1. 7lj 

• 103.-13 
103.2:i 
10;.01 

t'uentc Je Grados de Sum.1 de 
V11riación Libertad Cuadrado:o; 

,\na lista 1 .t.9211l 

D[a/Anal. 2 1. 'il-17 

Error s 2.S.-1551 

!-ledla del procentaje recuperado: 103,7767 %, 
Dcs\·iac Ión Estándar: 1.6/ól). 
Cul!fici~·nt.i de V.1ri.1cl6n: 1.6159 ~. 

2.- 111.drocortison.'l Lución al 1.0:.. 

o 
l 

• 2 

1 

9~L73 
99 • .13 
99.6] 

101.6-1 
100.73 
97,23 

Analista 

ªº 

2 

100.52 
103,96 
10-1.86 

10).135 
102.-15 
101.13 

~edia do f col .. teor 
Cu.1drados 

-1.9219 6,3317 1S.51 

0.7773 0,25-13 -1.-16 

3.0569 

2 

99, 
96. 
96. 

100.70 
ioo .. )S 
ll6.;6 



t.1bla do An.1.<!cw1 

l'lll'J\te do Cr11dos do Suma de !-ll'dia do 
v .. rla~ión Llh1..•rt;1J Cuadrador; Cuadrados 

Anali!ita {.:!iJ..J t .273.t 

Dla/,\na1. ' 2.jOOO t.2j00 

Error ' 2).90!2 J.23~5 

M••dla dct porcentaje r.:cup~rado; 99.23i5 %. 
Dcsvlacil.ln 1-.:stándar: 1.6.J.J2. 
C.;,cflcicntl? de v;1riaciJn: 1.655'.S r>• 

J.- Hidrocortisom1 UngUi?nto al ';!.5;:. 

Tahl;t del porclcnto cu;:int1flc.'.ldo. 

Anal l.sta 

ftllºOtC de 
\'ariaciún 

,\u;:illsta 

D[a/.\na l, 

Err¡;:ir 

D 

1 

• 

Grados do 
Libertad 

1 

' 
; 

1 ' 
CJ9 • .i5 100.35 

100.99 10:!.59 
100.-15 100.¡6 

102.4'5 9S.¡~ 
100.69 1)1}. ¡5 
9S.72 100.53 

Su= do !>!t•dia do 
C11.1.dr.1Jcs Cuaúrad"s 

0.0003 O.OOOJ 

3.S51ú 1.0::.55 

12.7031 t ,55;9 

!-1\•Jia del {'\'t'Clºl\t"ajc r•·.:upcraJ.:i: 100 • .t633 :!.. 
v.•s\·l;i.:i.111 t:st.índar: 1.::.:::70. 
C,h•(ici .. ·uh• J •• \'.1rlach'in: l.:t?l.i"' 

F cal F tcor 

1.0135 15. 51 

0.3560 ..l • ..J6 

F cal f tcor 

0.0001 18.51 

1.2131 ~ • .$6 



4.- ,\cetónido de Triamclnolona Crema al 0.5 %,. 

Tabla del porclcnto cu;lntiflcado. 

Analista 

l ' 
107.:?7 106.06 

D 105.Ji 106.(19 
105. 56 107,99 

10.i..70 lOó.47 
104.:?t> 101).0t a 

' 105.1.l IOS.JO 

tabla de Anadcva 

i'ucnte de Orados de Suma de !-lcdla de 
\'ari.'lC i.in Llbcrtad Cuadrados Cuadrados 

Analista 1 l:!..5251 l:?. 5251 

Día/,\nal. ' .i..2031 :?. IOló 

Error 8 j,j.l,61 o.qóSJ 

M.:oJi,'l del porccntnjc rccucpcrado: 106.4350 %. 
D.:osviaclQn Estándar: 1.51112, 
Cocl"lclente d.:o Variaclón: 1,410.i ;i::. 

5.- ,\cetdnldo de Triamcinolona Loción al 0.1~. 

tabla d~l porclcnto cuantificaJo • 

.\nall5ta 

1 ' 
06,05 95.25 

D 95,01 99,20 
Q8.J9 98,57 

97 .O'.! 9S.S1 
96.09 9S.1J • 
96.41 t}0,50 

91 

F cal F tcor 

6 .1041 18.51 

2.1104 ,\ • .l.6 



fucnt ... de Grnd()s de Suma J\, ~t·dla. de 
VOJriac.lón Llht-•rt;ul Cu.1JrmJos Cuadr<1.dos 

,\11al is ta l 15.6575 1;.6&7; 

Dl:1/,\na \. , o.os59 O.O.t30 

Error s S.6914 1.0~&.t 

~h·dl;i dl.'l pon:...-ntaj.- r1~curi~·rado: 97 .u;;o :z. 
Des\·laclón F.:n.;\ndar: 1,4905-. 
Co< ficl\'ntl.' d ... \'11riaclón: l .6::6ú % 

f cal .. tcor 

36:5.091 \8.:)1 

0.0396 ,t.46 

El analista pr.-scnta cfC'cto sobre la w1lornc-ión; debido a que los -
resultado.'> por ;1nalist:a SQn muy s\'mcjantt'.'> y por t:ertC'r el CV gl.;ibal menor -
d\• 2% se üá por v;ílldo c~tc estudio pero con la recomendación de que sl hay 
dudas en el resultado, es mejor qu.:: lo repita el mismo analista. 

6.- ,\cet:óntdo dt-• Trlamcinoltina llngllcnttl al O.j~. 

Tabla dl.'l porcicnto cuantificado, 

)'u~·nt<-~ J ... 
Var1aci.S11 

Analist";1 

D(a/,\11.11. 

D 

l 

• 

Gr.1-dos d<! 
Lib~·rt11<I 

s 

1 

100.05 
100,61 
100.27 

l)'d."'5 
qq,51 
95..¡¡ 

Sun.a. d~· 
CuadraJos 

º· 5000 

i .6719 

, 
100.01 
99.61 

100.65 

97 .1-1 
q¡,q,i 
99.36 

nedi.1 J\" 
Cuadrados 

J.S.;50 

0.65~1 

F e.ul f teor 

o. \3\JJ 



Media del porcentilje recuperado: 99 • .io5S !t. 
DL·sviaci6n Estándar: 1. 1031. 
Coefich•nte d•• \'ariación: 1.1097 1'. 

lfoy ef••cto de los días p•1ra una analista en la valoración, el mCtodo 
s1:> d,í por vJ.l iJo debi.Jo a qu,• los resultados por día fueren muy parecidos y 
por tem:r el C\' global m .. nor Je 2'1., p .. ro con la recomendación de que si hay 
dudal'! ,.n el resultado, ,•s mejor qu•• se repita t•l mismo d{a. 

d) Sc11sibilid11d. 

t.- ltidrocortisona. 

:\iv ... 1 
{ 'f, ) 

•• 
95 

10: 

!1ili¡;r;1mo!' 
Adicionados 

6.ooo 

6.1:5 

6.3¡5 

6.500 

:!.- Acetónido de triamcinolona. 

?<livel Mili¡;r;1111os 
( % ) Adicionados 

9ó : • .io 

9S z . .is 

102 2.55 

'°" ::.60 

Miligramos 
R .. cuperados 

5.9¡¡3 
5.9350 

ó.lli.l 
6.0599 

6. 353¡ 
6.3012 

6 • .1595 
6 • .lii:! 

Hiligr:amos 
Recuperados 

:: • 39.ll 
:. 37S:! 

:: • .t.110 
: • .tJ5S 

::. 5¡::¡ 
:!-5.165 

::.0105 
:.ñ:!JS 

93 

Porcentaj.., 
Recuper.'lJ.o 

99.Si 
99 • .l:! 

100.13 
100.:5 

99.37 
99.6.l 

Porcentaje 
Ro?cuperado 

99.75 
99.09 

99.63 
99°.1'2 

100.55 
99.Si 

100 • .io 
100.91 



e) Tolllr.111cia dl!I Slst('ma y Establl ldad de la Muestra. 

1,- llidrocortl~ona 

Condiciones: 

11) Conccntr:1ción d,• T,•nsoactivo 
a) o.o.is M 
b) 0.055 M 

111) Conccntr;1ción dl! Isopn1p.1110J 
a) :?.7 %: 
bJ J.J % 

IV) Tl,•mpo C.l'l hrs. Cl.'.'ndiclonl'S 
ambl,•ntc) 

Condicion('s: 

1) S.:ormaJ,•s 

11) Conc,•ntr¡¡ción •.. T•'"soactlvo 
al o.o.is M" 
b) 0.055 >I 

111) Conc••ntr<1c hin "" Isoprop.11101 
a) 2.7 % 
b) J.J % 

I\') T••mp.-ra tura ,, ) ,, oc. 
b) 35 oc,'1 

V) Tl••mpo (48 hrs. coml h:loncs 
ambl,•ntc) 

" Lo• picos no '" rl•solvh•ron. 

Muestra: 
1 2 

102,.JI 101.0i 

102.66 100.60 
100 • .io 99,73 

10::.90 100.;5 
102.19 101.02 

102.3:? 100.89 

HU!.!Stra: 

1 2 

10.i.38 106.01 

109,47 119.30 
103,90 105.93 

105.20 107,00 
10-t.57 107 .:!:7 

103,71 105,95 
JOJ,83 I06.-t5 

IOJ.8:!: 105.57 

Por los resultados obt\•nidos s,• pu.-de d.-Jucir que ,11. slstcnM le afec­
t,1 J,1 conc••ntrachin J.- t.•riso;u:tivo; a };1 Hldrocortiso11.l se V•' ,1fcct.1da cuan 
Jo la co11c,•11traciún aum••nt<l y al_ ,\c,•túnld,~ d" Trlamcinolona cuanJo di~rninuy~. 
Es imp.1rtantc no b.1jar l.1 t"mp<'ratura d•• 1.a C."'llur.ma al Act•tJnldo J,• Triamci-
11\ll\lflll ya qut• :u-.1r1-.•a probl••m;1s d•• l"•':l••lUcl .. ~n. L.11'1 mu••str;1s son cstahh•s -­
por 1'3 m"ll'-'S dl'lltro ,¡,. las .t.'i hrs, .i.•spu .. ~s d,• h.1b,•r !liJ.:i pr.•paradas y almac.!:_ 
11;11!;11' a conJi..:orh's ,1mbl,•11t.o, 



3 • .$. Corn¡w.ración de lus Mét.odos ,\n¡l1It1cos. 

En todos los casos los datos r.:oportados para el método 1 corresponden 
a los 111ét.odos ya vo1lldados con las fas.:os 111.Svil"s tradlclonales y los datos -
para <ll rnütodo dos !iOO lo!i r.:osultados JC' la \'alidaclón Je los métodos usando 
fases 11uh•ll"s rnicelares. 

l.- Hidrocortisona UngU.:onto al 2.5 %. 

l.- R.!petibllidnd. 

a) E'.ltaCtitud al 100 % 

f (0.95,2/.t) 6. 59 

tslC "" 2 • .$521 
LlIC .. 0.0565 

~1ét.odo n 

3 
5 

b) txactlt.uJ en todo el int..,r\·alo est.uJiado. 

F (0.95,1.\/:?.t) .. ::.13 

\.SIC .. 1,9733 
LllC • O • .t350 

e} Estudio d~ R~produclbilldad. 

' 
factor para el L[mltc Sup.:orlor d,•} 
t'actor para .,¡ Ll111it.:o Inf.:-rior del 

LSIC ,. 7 .Ot.$7 
LllC .. 0.35¡:) 

n 

15 
o• _, 

Int."r.,.alo 
Intervalo 

95 

s 

0.6250 
1.0:!.t6 

s 

1.0555 
l .0966 

s 

1.5.$.$0 
1.2270 

de Confian:a • ... Confian:ll. • 
.t • .$3 
0.226 



n. - Cxac:titu.l (al 

t (0.95,6) ~--t.t69 
flEp " 0.9095 
LSlC 1 .f1032 
LtlC -1.6.t.72 

ltI. - Lin.:-alil!ad. Jl!l 

a) E~a..:tltud. 

t (0.95.~0) ~ 2.0~11 
Dtp., l,OiJ6 

LSIC "' O, 3So5 
LltC "' -1.oso5 

b) DatQS 

100 %). 

~!~todo 

M~toJa 

' 

~!Jtcdo 

2 

Pcndi~ntc 

Ordena.Ja al 
OrigC"11 

Süm<?ru dl• 
Sivcll!s 

n 

3 
5 

n 

1; 
25 

Sümcro .JI! 
Rl!plicacionL•S 

s 

0.6250 
l.02J6 

s 

1.0555 
1 ,0966 

O.C)9SO 

-O.OiJ078 

5 

3 

99.61 
9'1.63 

99.T! 
l00.07 

2 

0.99,tS 

0.02.s:? 

; 

5 



e) Pendiente 

Límh:I! Su¡:erior del lntcrva.lo do Confian:a 0,01331 
L!mi te Inferior dl•l Intervalo dc Confian:n -0.0799 

d) Ordenada al Orill,Cf\ 

Limite Superior del Intervalo de C.:infian:.a 0.1686 
Límite Inferior d-.l Inteorvulo dc Confian:a -0.21éO 

2.- Acct6nido de Triamcinolona Crc~a al o.S % 

t.- Rcpctibilidad. 

a) Exactitud al 100 ~ 

t" (0.95,.i/4) .. 6,39 

UilC • 2.0667 
LlIC "' 0.0)13 

n 

; 
5 

b) Exactitud en todo l!l intervalo estudiado • 

¡.· (0.95,24/:!.t) • t .95 

LSIC ,. 0.7929 

. '\Jtodo n 

>s 
>s 

s 

1.1371 
1.9851 

s 

1.1031 
t .7.l31 

LIIC • O.:!O:!J No tienen la miSlllil rl."pctibllidnd 

e) E~tudio de Rcproduclbilldad. 

s 

0.9400 
1.5012 

Factor para ••l L[mitc Su1•crior d\!l lnt...,rvalo de Confian:n • ,i.,i3 
t·act.:Jr para el Llmit:•• lnfcri.:ir Jcl lntcrval.:i de c.,nfian:a 0.226 

1..SlC l. i3b? 
t.tIC • o.oSS6 

o; 



{f.- F.:c;ictltuJ (al 100 %). 

~~tcoJo n 

5 

' 5 

t (0.95,81 :!.JOÚO 
Dt'.p ,. l .<1171i 
!..SIC " O.JJSl 
LllC"' -1.7751 

I {1.- Linea t ldad del Mútodo 

,, ) 1-:xactitud. (Considerando que no tiL'Jlt'n 

t (0.95,..\U} .. :?.O:?IJ 
gl .. .Jl .95 .. .tz 

~lC .. 1.Z738 
LJ IC ~ -o .. f.!JS 

b) Datos 

H.:Stodo 

Pendl.:-nte 

OrJ..:onaJ.a al 
Ori¡;t•fl 

XúmL•ro dL• 
Nlv~les 

Número dL• 
R.:-pllcaclon~s 

SE::: .. o.o:::zss 

Hl:todo n 

'5 
' '5 

0.9962 

O.l 11)13 

5 

s x 
1.1371 99.j6 
t.9851 100.,.t.8 

ln misma reproducibllidad). 

s X 

1. IOJl 100.Jú 
l. 7JJI 99.95 

1.0010 

-o.oo.io 

5 

5 



e) Pcndi..:nt.c 

Límite Superior dol Intervalo do Conflan:11 0.0870 
L[ml te Inferior del Intcrva l C1 do C.:infian:a -0.0926 

d) Ord .. nada al Origen 

Limh:,• Sup,•rlor dol Intcrval.:i do Confian:a z.o.i10 
L:mi te Inferior del Int.cr\•alo do Confian:a -1.79.S.S 

J.- Acet.Snh.lo de Trlamcinolona Loción al 0.1 %. 

I.- R..:pctibilidad. 

a) Exactitud al 100 % 

F (0.95.3/.l) 6.59 

LSIC" 10.7551 
LIIC " o.:?.¡SJ 

b) Exact1tuJ '" todo el 

LSIC "' :!..:?661 
LilC • Q.5750 

M~todo 

, 

intervalo 

Método 

e} Estudio de Rcproduclbilidad. 

Hétodo 

n 

• ; 

estudiado. 

n 

s 

1.1-19¡ 
o.S9S7 

s 

1.0265 
0.9598 

s 

0.9J35 
1.-1905 

fal!t~~r p11ra el Limlt.1.> Supcrlor J,•1 lntcrval.., de Confian:a .l • .S3 
t'al!tor para ... 1 Límite Inferior J ... 1 lntcrvalo d•• Confian:a ~ 0.:?:?6 

LSIC .. 1. 77.aJ 
LlfC .. 0.0905 
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11. - Exactitmi (al 100 ;t). 

t (0.95,6) 2.J6.t6 
DEp t.0139 
L'iIC 1.99':33 
LIIC -1.2163 

111. - Lincalidnd del ~li!t.odo 

n) Ex<1ctitud 

t (0.95,.fO) 
DEp 1.00-1-l 

LSIC 1.1201 
LIIC -0.0-liJl 

b) Datos 

o.oos::¡ 

::.0211 

Hi!t.odo 

Pendl .. •ntc 

Ordenada al 
Ori¡;cn 

Slim,•ro de 
Si.\'t.•lcs 

S1im,•ro dt.• 
R .. pJ icacl.on.•s 

n , 
5 

n 

s 

1.1496 
o.S9Si 

s 

1.0263 
0,9593 

0,00902 

6 

99.99 
99.60 

100.1-l 
99.60 

0.99-19 

0.0016 

5 

5 



e) Pendiente 

Límite Superior del lntervalo de Confian:a 0.2979 
Limlte Inferior del Intervalo de Conflan::.a • -0.3065 

d) Ordenada al Origen 

LimLte Sup ... •rlor del Intervalo do Confian:::a O.l9Q.I. 
L[mitc Inferior del Intervalo de Conflan::.a ., -o. tS:?9 

4·- .\cet6nido de Triamcinolona Ungüento al 0,5 ~ 

1,- Repctibllidad. 

a) Exactitud al 100 ~ 

•. (0.95,3/..l) 6,39 

LSIC .. 6.0566 
LllC • 0.1.153 

}létodo 

1 
2 

n 

• 5 

b) Exactitud en todo el intervalo estudiado. 

Método n 

' 
F (0.95,19/2.J) :?.O:! 

!..SIC .. 1.210.i 
LllC .. 0.2966 

e) Estudio de Reproducibilidad, 

n~t.oJ.o 

2 

s 

o.Si:?S 
o.S965 

s 

0.9636 
1.2.i..is 

s 

1.0S90 
1. 1031 

t'act.:ir p;1r."t el Llmltc Supcrhir del Intcrvalr.> de C.:mfian:n .. .! • .lJ 
t'actor para el Limite lnfcrh'r dl.'l Intervalo J., Confian:a .. O.Z:?6 

LSIC 4.31¡5 
LllC '" Cl.:!'.!03 
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lL - l::xactltu.i (<al 100 %) • 

t ((},IJ5,7) :!.36.t<i 
DF.p .. O.H~64 
LSIC 2.6060 
LIJC ~o.zO(¡O 

111. - Lint!all<Ja4 del Método 

n) Ex.actitud 

t (0.1)5,JO) .. '2.0'211 
v1-:p .. i.1292 
L.'HC "' l.'2047 
LllC .- ~0.16.Si 

b) natos 

.. s- 0,QOO.li' 

!-Mtodo 

Hétudo 

Pum.llcnt~· 

Ord..-n11d¡¡ al 
Orig.o:>n 

thim~·r¡;, dc­
Slv~l c!\ 

Núm.-ro de 
lh•pl lc1u::lcncs 

n , 
5 

n 

l.Olli' 

5 

o.s¡zs 
o.S965 

s 

0.9636 
1.244S 

101,07 
99.97 

100.45 
99.93 

1.0077 

-0.1.'1155 

5 

s 

s~ m 0.00150 



e) Pendiente 

Limite Superior del Intervalo de Co11finn:a • 0,08~3 

Limite Inferior del Intervalo de Conflan:a ~ -0.07JJ 

d) Ordenada nl Origen 

Llrnite Superior del Intervalo de Conflnn:a 

LlrnLte Inferior del intervalo Je Conflan:a 

Observaclonl'S, 

O.Oó:?O 

-o.ozss 

Durante el desarrollo de las tJcnlcas anallticas utlll:adas 

fases m6vilcs mlcclares se observaron los siguientes puntos: 

Al inicio las c~lurnnas presentaban problemas de acondiciona- -

miento, pero asto se fu~ reduciendo conforme numcntabn el tiempo 

de uso de ~stas con las fases m6vilcs micelares. 

Definitivamente el uso de fases mdviles mlcelares ataca a la -

fase c~taclonarla, lo que se ve disminuiJa por el uso de la prcc! 

lumna. 

Los equipos presentan problemas cuando se cambia de eromatogr~ 

f!a mlcclar a otro tipo de cromatografía, debLJo probablemente al 

tcnsoactlvo que no se elimina co11 el lavado normal, por lo que se 

recomienda lavar el equipo con los siguientes solventes después -

de su uso, 

,\gua HPLC 100 ml. 

1'h~tanol HPLC ¡; ml. 

Tllf UPLC 20 ml. 

~etanol HPLC ¡; ml. 

10.1 



CAPITULO .¡ 

CONCLUSIO~ES Y PROPUESTAS 

4.1 Conclusiones. 

1) Se desarrollaron métodos analitlcos utlli:ando cromat2 

grafía de fases móviles micelarcs para Hldrocortlsona y Acctónldo 

de TrlamcJnolona ~n crema, loción y ungüento. 

2) Las técnicas desarrolladas logran separar y cuantlfi-­

car a la llldrocortisona y al .\cetónldo de Triamcinolona de sus -­

productos de JcgraJacidn y de sus bases, es decir, son espec!fl-­

cos. 

3) El análisis estadistlco de los resultados obtenidos -­

dem11cstr.1n que los métodos son c~ilCt~s, precisos, reproducibles y 

tienen un comportamiento lineal en el intervalo de concentraclo-­

nc:> e:.tudlaJas • 

.J) La comparación de los métodos analitlcos desarrollados 

con los ya validados anteriormente muestran que son equivalentes. 

5) Las técnicas desarrolladas son prácticas y rápidas, r2 

qttlcrcn menos manejo de Ja muestra adcm~s de utill:ar muy poca 

cantidad Je Jlsolvcntcs orgdnlcos y por lo tanto resultan mds ba­

ratas, pero presentan el lnconvenie11tc propio de utili:ar solucL2 

ncs Je tcnsoactivos. 

6) Los métodos Jcsarr~llaJos en ~i pres~nt~ trab¡1Jo se p11~ 

J••n 11tll l:¡1r p.1ra ,d estudio J•• ,•stablliJ;1J d,• llidrocortlsona ''" 

pr.~se11t.aclt111.~s lit• cl'l!m<t al :!.5,-;, !,i.~l..ín al 1 % y 11111~1h•11t•' al :!.5;-; 



y Acetónldo de Triamcinolona en prcsentaclones de crema nl 0.5%, 

loción al O.l % y ungUcnto al o.si. 

7) Este tlpo de cromatografla se ve afectada por cambios 

pequeños en lns condiciones de trabajo, por lo que se requiere de 

mayor culdado en la preparación de las fases móviles para obtener 

resultados satisfactorios. 

4.2. Propuestas. 

1) El estudio de optimi:aclón del sistema para mejor pro­

tección de las columnas y así aumentar la vida de dstas. 

2) lnvcstigaclón mds profunda acerca del comportamiento -

de fármacos con este tipo de fases móviles para tener una opción 

para el desarrollo de tJcnlcas anallticas sobre todo cuando se -­

trate de formas farmacJutlcas que contengan excipientes que rc--­

qulcran de mucha manipulación para poder separarse. 

3) Llevar a cabo estudios adecuados para ver la posibili­

dad de Utili:ación de este tipo de cromatograf[a en estudios de 

blccquivalencln. 
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