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CAPITULO 1 

I NTRODUCCI OH 

Siemore Que una nueva for~a ~armacéut1ca a ser 
introducida en el mercado: de~e estar resoaldada. entre otras 
cosas, por un estudio de estab1!1dad. D1chc ested1~ de 
estabilidad debe ase~urar cue la formulac1on es esta~le. es 
decir. Que el medicamento ccnten:d~ e~ Cetermina~o 

material de empa.oue mantiene. det'!t.rc de los 11rn1tes 
especificados durante el tiempo de al~acena~1e~to v uso, las 
caracter1sticasflsi:::as. qu!m1cas. r.acrc::i:alog::::a.s. terac\.'·..i.t1-
cas y t6~icas oue tenla en el momen:c ~e ser fabr:=ad=. 

Para poder efectuar adecuadame~te un estudie de e;ta~il1-

dad de una forma farmacéut1:::a es necesario cor:a- e~~ ~e:c~=s 

anal1t1cos cara los pr1nc1pics act1~os, que sean ca~aces de 
cuantifica~los sin Que intcrf1era~ los ex=1p1en~üs. los 
oroductos de degradación v las s~stanc1as orcd~=i~as cor la 
interacción de los componentes. 

Debido a ésto, es necesa~10 conta~ =o~ técr:cas de 
análisis q~e estén adecuadamente vai:cadas. La validac1on de 

método anallt1co es un orcceso pcr medio del cual se 
asecura la utilidad v confiabilidad de los dates obtc-n1dos. 
Por- lo oeneral ~sta incluve una evaluac1~n d~ l~ ~ln2al~daa. 
precis1&1. exactitud, escec1f1=1dad. estabil1dad d~ la 
muestra v tolerancia del sistema. 

El desarrollo de una nueva formulación de comer- l mi ::os 
conteniendo SulfametoY.a~ol 1r1:-.et.oor-im ".a.ce ne;:e~ar10 

1rr-.olement.ar- una técnica ce cuan ti' l cac1cn de lc;Oi or1r-c101os 
activos para estudios de estab1 l1dad. Con este trabaJo se 

cuantificar los pr1nc101os dctivos. cor 
liouidos de alta ~esolución. 

crorr.e..t:loraT1 o de 



GENERAL! DAJJES 

2. 1 HOHOGRAFl AS DE LOS F A101ACOS: 

Z.1.1 SULFAMETOXAZUL 'll. 20l 

NOMBRE GEMERlCO: Sulfa~et~ra:~l. 

HOHBRES QUIHICOS 'i SIHDtHHOS: 

l. - q•- {5-. .,.,etii--3 lS'::>>..l;.0::~1 

4 -~m1nn -N- e 5- "et1i -: 
benc:ens~l1'0na~1~~. 

S!..1 l ~ anl ¡;;. "il. d.;. 

•:.ox.a;.ol 1 ! ' 

~. ~-mel11-3-sulfan1lJ~~~a ~so~a:ol 

¡nodoro. 

4.- 3-<o-ami~c +e~11 

met t 1 i sa:-:ai:cl. 
5.- Sulf1somezol. 
6.- Sulrameti l iso,..a::.oi. 
7.- Sulfa~eto~izc!. 

S. - Gant.anol. 
9.- S1nom1r.. 

FORMULA COtlDENSADA: 

FORMULA DESARROLLADA: 

Pl::SO MOLECIJLAR: :;:53. :'i3 

s..i!icnam1dal-S-

OESCRIPCtON: Poi•.;o cr1'='':.dl •~...:::. bl.int o, cr.;.t~c:a.r:.~nte 

PJ-:OP 1 EDADES F1 SI CAS: 

al Espectro lnfrarrojo: 
lntr.->.r·rr;,¡;:; da ~n.; su.,.~tanc1a oatr-0r• di::!' r-t?Teren•.:1a Ll¡¿ 
Su! fa'Tl~to~:,.r:o! se mtii>str·u i.ol f1 ........ r .l -:. 1 . 



Eaflcas Ca-ac~e-1 st~.:as: '11> 

írc.:uen::i a 

:.-169 ... '3::-7.;; 
3300 
!ot6 

-. tc:m l 

! ~;?S 150ú. 
::-.13-1:0: 
l l '55- ! ~ll:°• 
828 

l\'"'2 i.est.recha1 
r~i-.t 1estre-:.t-a1 
Comb1naclOn de la defcr-

ma::10:- d< t-JYz el an1 l lu 
lso~a:ol iestrechai. 

C=C A-~m~t~ca te~trec:hd'. 

3Cz Asi.T,('>tr ico(estrechal. 
50.z S;m ... =>";r lCO 1estr-echul. 
:· H' s advace:it.:s al ani ¡ 1 o 

benc-='?n1co. 

b> Espec-tro ~tt:>" 
El e~ccctro ae R~:N cte H 
ref~renc1a d~ Sulfametoxa¿o! 

~Psonanc.i a Haqut:li Cd Hucl ear: 
d~ uno :.us~anc-1.a n¿¡trón dE 

6ü ~ucstrtl ld f•aura ,.4 
( 1 ll. 

e) Espeoctro de ullr.<lviolela: {:,'t:;l El esoectro 
UV ae una sustancia oatrón de r~ferenc1a dA Sulfam~to~a:ol 
muestra. e;-; la floqra 2.3. 

d) Intervalo de Fuslon: 170-!7::
0 c. <111 

0) Análisi::; Tcr-mogravimi:>trico CATG): !.Jo 
cre~entd oérdida de ceso cuando es calenladG d 105uC una 
veloc1dad de 1oºc.- mir. de culc:"1ta.~1ento, (4; 

f) SolubJ.lidad a 25°c: < 11 > 

ü1solvent.e 

Aawa 
Alcohol 
Bcnce'lo 

E'~.-1no! -:5:·. 
Etcr de OE·tr-u!eo 
Eter et1 l i co 
l sooroo~1nol 
Metdnol 
i'!aC:H O. ltl 

Solub1l1dad ma/ml 

0.5 
30.o 
o.:; 

37.8 
o.:' 
2.7 
B.8 

9• .• é 
lo.O 

g) Conslant-e \.h.a. Disuci acion: E:.l oka del Sul -
faneto~:azol dEte>rminado escectrofo":.u:r~tr1cd.me;1tt? eo;: eta" 5.55 v 

·.-alorac:or. c.::in un excc:oso Ct:: o;.,,oluc1:"Jn 0.1 '1.1 de a::ida 
clor-~1drico es 5.63 < 1 ! l, Nakoakl. 1;,;ao Terada (6) 
renortdn un v~!or rle oka a 23ºC de 5.6. 



F1 aur-a 2. l - E:.suectro !i-. dE.· 
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Fioura ~-2 - Espectro RMN de Sulfametoxazol. 

1 
·• 

·~: l 

u.:: F--t=:=c±:-:-f=TC'i':~l~ 
z 
<:· 

"' ¡¡: 

ª::-::c_..::¡:::::¡=:=:±:'-:lf:==t-7-t-~-

.;.!":¡+ 
' 200 '.24(1 ~6(1 ~8(1 300 ::20 

L O H G 1 T U D D E O N D A nm 

Fioura 2.3 - Esoectro UV de Sulfametoxaiol. 
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h) Pollh:trfis.Jn::>: Se hun ldE::"nt1ficado tres 
t;::irl?'.J'!. oo!i:nc.rf;.cdo:; di.> Sulicl!!!etc..:a;::c L:I" l!L Mezclas de 
ia forma ! v I! se abt1enen Ce r-ecr1stal1zac1on con 

La fcr-r.ia I ! 
ao~~~i~adame~te a 

c.-ocuce 
lc:i6°C; la 

e~Coterma ce trans:ción 
temperatura esta relacionada 

de fusión el caler de 
t~~ns1c10~ ne cue:e se~ ce~erm:na=o 1ndeoena1entemente oor 
=alcr-:retr16 j;~eren=¡a:. La cro=crc:On aorc~1mada entre el 
.:i.rea del ::l=c:: de trar.-z1c1on v et 01co de tus10.., es (l:6J 
es~:~a~c oe! ter~acrama. As1 o~es :a ener~1a total medida 
~nclu'1e e! calor de trd:is1c1on, acrc~.1~.ada~.r,.·:;te 1 1-·cal/mol. 
'' el cala:"" c:e fus1cn a.ore· tr.iaca~.er.te 5 kcal /rn::.l. 

~esou~s de cuela forma Il se cai1enta aoro>1~adamente a 
l64

1>c el esoectro IR se observa id~nticc al ~e la 'arma I. La 
difracc1cn de ravos Y de las dos icrmas sen s1m1lares. 
Aoarente~ente la form~ JI ouede transformarse en la forma I. 
cerc esta trans;crma=ln.., rea~1ere C& e,e~a!a. El cal~r d~ 

.fus1:::ir. est.1mado ca-a la forma l! es aoro:..!.1\adat'lente de 5 
cal /mol. <26l 

SINTESIS: E.1 Su.lfameto1<a;:ol se creoara cor una reacción 
ou1m1ca entre el 5-metil-3-amino!so1<azol con cloruro de N
acetll-c-dm!r1obencensultonilo. El oruDO acetilo se desorende 
::le la molocula :iara dar- Sulfameto,._azcd.(}ll F1our-.:;. 2.4. 

Clc.·1 ur<:< cieo N··a-:e-l t t

f·-omt r1e>"t.vncOnsu l ( C>nl lo 
::s-rrrtot t i-s - c:nni r,o - 3-1p-a.c~\~15u l fa-

~&oxo.:::-t ro\ l a.rntdnl-'j-m•At l

' !.Oxa:c.t 

SULf.AJ>fF:TOXAZOI~ 

?-Mol 1 l-3-5ulfonnmtdl:l-

fiaura 2.4 - Pr1~cioa! 5Jnt~$lS del Sulfameto~azol 
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DEGRADACION: Cua~do una solu~¡6n de Sulfametoxazol se 
co!oca a refluJo en sol~c1on 0.4 N je NnOH r.o se observa 
descomoos1c1on cor cromatocraf1a en olaca f111a tCP~>. Cuando 
el Sulfa~etoxazol se cene a refluJO en solución O.Q N de HCl 
la malecula se oarte cara formar ac1do sulfan1 lico v 5-rnetil-
3-a~l~C iso~azol v e~t1ende el calentamiento. se 
detectan 3 oraductos d1azaables cor cromatccrafia en oaoel. 
El 5; .. dfdmetoxazol es estc>ble a 110°c ::io,.- 5 dlas. Clll 

2. t. 2 TRIHETOPRIM: ~ 1 l. 20> 

NOMBRE GEHERICO: Tr1meto~,.-1m 

NOMBRES QUI MICOS Y SI NON! MOS: 

1.- 5-t<3'4"5'- tr1~.etoxi.fenilirr.etill-2.Q:

Pirim1d1nadiamina. 
2.- 2.4-diamino-5-C3'4'5'-trimetoxibenclll 

01rimidina. 
3.- Monotr-im. 
4.- Pr-olourim. 
5.- Tr1moe..:. 
6,- Svraorim. 
7.- Wellcocrtm. 

FORMULA CONDENSADA: C1-1H1eN•03 

FORMULA DESARROLLADA: 

PESO MOLECULAR: 290.32 

DESCJUPCION: Polvo cristalino. blanco o ar:lcH·illo 
oal ido. i nadar o. 

PkOPl El>ADES Fl SI CAS: 

a) Espectro InfrarrojL'l: <:fil El esciectro 
inff""drroJo de una disoer~1~·n ~e !r1metoori~ sustdnc1a oatr6n 
de r~f~renc1a en t-Er $~ mu~str3 en la ! IQJra 2.5. 



Ba"ndas Caracter-1 "=ot1cast '! 1 l 

3516 
34l4 
3010 
2966. 2940 V 2840 
1616 V 1593 

1506 
1452 
1236 V 1129 

N!--12 asi:nétr-1.:c (es':.re= .. ,ai. 
Nf-'..z sim&!:t'iC:::! rest,..e::.n.:.>. 
CH aror.-.dti:::o <e--::.trc-::nu:. 
CH cll Hát.1c:: <estre::r:al. 
defeor~a:ion ce! N~2 tras-

ldoaCa co, el an1:~c arama
tico. 

Antllo Aro~At1cc. 
Oeform~ción del C~. 

Heto~id~ aro~~t1co. 

b) Espectro de Resonancia Magnet1ca Nuclear: 
El escectro de RMN de :lH de una sustari.c ~a oatr&;; de 
referencia de Trimetocrim se observó en la fLoura :.b. tlll. 

e) Espectro de Ul traviolela: <24 l El escec::trc 
de una sustancia patrón de referenc1a de Tr1metocrim 
mue&tra en la f1oura 2.7. 

d) Intervalo de Fusicn: El Tr1metocr1m funde 
acro~imadamente de 199 a 203°C. <241 

e) Análisis Termogra~imetrico CATG) : El 
Trimetoorim oresenta una Pérdida de ceso d2 a.cuerdo la 
s1 Qúi ente ta.b la (l ll: 

145 225 285 325 

% Pérdí da o 69.0 

n Solubilidad a 2sºc, < l t. 24 i 

Di solvente 

Acetona 
Aoua 
Alcohol Benc1 l i ca 
BencenO 
Cloroformo 
01 r..E?t l ¡.aceta.mi da 

, Etanot 9S'l. 
Etcr de Petroleo 
E ter e U l i co 
l soorop;inol 
Metano1 
Proo1 lenql i cal 
Tetracloruro de cacbono 

Soiubtlidad a/100~1 

o.'~5 
o.u4 

7.::,c; 
o.uo::: 
l. 82 

13.86 
0.81 
·).o: 
0.003 
o. 12 
l. 21 
2.57 
ó. (<')2 

ªº·º 



Fiau~a 2.5 - Eso~ctro lH de Trimetoo~im 
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Fiqura 2.6 - Espectro RMN de Tr1metoorim. 
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F1Q~ra 2.7 - Esoectro UV de lrinetoo~tm 
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gJ ConstanlE• de L>isociacion: :Je:::. 
coco soluble e~ aqua el oka cel 1r1~e:ccr-;~ se h =e~er~:n3c= 

oreoarando ~na saluc1c~ con una ~e:cla ce e an2:-a~~a a 
varias con::entrac10•1es v oescu~s titula~~:; s~:~~1~~ ce 
r.1aOH. El 01<.a enco!"lt.ra:::!o ft. .. e de 6. t.. ( l U 

hJ PoJim.....,,rfisrno: Se ~d :.r.·,e-"S!.:cc::::: :'!1.,._:::.h:; 
a.ce,..::a de las ;:ar-mas ool 1rn6:--f1cus cel T•:.r.""e~o:::rir-., '=.-: -:·..Ja.l ha 
sido recr¡stal1zaco de var-10~ d1salven~es !3S fcr~as 

cristalina~ han sido invest:cadas ocr es:e:tr~'=~c-e:r1a !P. 
d1fracc1ón Ce r-a~os X. ~ 1 =~~sta! ;-~=~e-t~-e~~e 

disolventes orcan1::os s~ ~e~Otd es 
tr1clln1co. Se recorta la E'kistenc1a de ~n sequnao co!:rnarfo. 
la forma 11. que +ue recr1stal.::a:::10 ée tall .. eilO, el ::.r-1st.al es 
monocl~nico. Ld Jorma 11 pasa a la forma 1 ::o"°' :::ale:--.td-~tentc 

a 170 C v conse=uentemente tendr~ el mis~o cw~t~ ce fusión: 
200°c. Existen diferencias s1an1f1cat1~as en:re lc5 esoectros 
IR v d1fracc:ón de ravos. X de l.:. forma l ._,. !l. :5) 

SINTESIS; El Tr1--netnor1m se pr-eoara de acue.-do a la 
reacción de la f1qur-a 2.9 . Una me::cla de l'"letancl. sod:o. 
3.4.5-trimeto~iben:aldehtdo Y B-meto~ior:c1cn1tr1lo se colcca 
a refluJO dur"ante 7 horas. E1 orodwcto 3,4,5-·tr1metov.i-:
metoY.1metllc1namo~itr1 lo se ~:::ne u ,..efluJo durante toda la 
noche con metar1ol en presencia de sodio. El croducto ob:en1do 
se extrae con tolueno y se re-:::.r1stal1;:a cara formar- el 
dimetilacelal. El Tr1metoorim se produce a! ooner a refluJO 
el dimet1lacetal con auanid1na en una soluc1Cr. ce metanol. 
Los cristales secos son salub1lizados con metano!. ftlt~ados 

v recristalizados. <111 

3.4,'!#-Tr1mo1.ox1-

b<on2old&hf dei 

+ 

/1-ME>tox 1 pr op L c.-

3,4,'!i-TrLrne\ o.iu-2 -c;;10,r,o- ouor11d1r1a 

dth1droci.na.malde-hldo d1rrr&-

hl OC:&lol 

3,4.5-TTlr<•&lO)l\-2" -

rn&le>Y.lrn~11 lc1r•amor.1-

trLle> 

TAIMETOPRIM" 

2, <l-dL arn1no-'!i-13,4.~ 

l r 1 rnet ox t b&nct l >-p1-

r tm1 dL tHl. 

Fiou;a 2.8 - Princioal S!ntesis de Trimetoartm. 
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DEGRADACIOH: Se orcduce cor calentamiento de la 
materia cr1ma bajo reflujo can ac1dez media o exoon1enao una 
suspensión de Trimetoorim con varias solu=1ones reouladoras a 
la luz directa. 5 oroductcs de deorada=1on se han detectado 
por RMN y por esoectrometria de masas. 

R3a·0~4(}-RI 
R2. 

Rl R2 R3 R4 

NH;, NH2 CH3 -CH2-
¡¡ OH NH2 c~ -CH>-
111 NHz OH H -CH2-
IV NHz OH CH• -CHz-
V NHz NH2 CH> >C=O 
VI OH OH CH3 -CHz-

Comorimidos de Trimetoorim emoacados en frascos de vidrio 
á.mbar y frascos de oolietdeno ooacos de alta densidad con 
tacas metálicas fueron almacenados a temoeratura ambiente 
durante 58 meses. No se detectó ninoún cambio físico en su 
aparencia. no se detectaron oroductos de degradación cor 
cromatografia en ola.ca fina. <4> 

2.2. HETODOS AHALITICOS 

2.2.1 SULPAMETOXAZOL 

2.2.1.t Análisis Elemental: <11> 

Elemento 

c 
H 
N 
s 

%Teorice 

47. 43 
4.38 

16.60 
12.65 

2.2.1.2 Cromatografía en Placa Fina: Se uti
liza cara separar al Sulfametoxazol del 4cido sulfan1lico 
v de la sulfanilam1da. Se utilizan cromatoclacas de ~lltca 

Qel G v comp fase mQ·.r1 l alcohol: n-heptano: clc ... ofcrmo v 
Acido acético alacidl (25!25!25!7>: la ~ue~tra de 
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s~1;a~etcxa:ol se d1s~el~e er. metan=l a~or.1acai. se aolica v 
se c:eJa ascencer cor ia c. ... o..,a';.c:;laca hasta aue la fase móvil 
alcan:a las 3/4 oartes de e~ta. SE r-et1ra. se seca v se roela 
co., el reactivo de Er-l 1ch. '24> 

Rf's aoroximad:;s: Ac1~:; sulian1licc C.1 
Sulfan1lam1C:a 0.5 
Su!fameto~=:ol 0.7 

2.2.2.3 Analisis Espectrofc:>tometr!co: Se lleva 
él. cat:;o usanC:l ~oluc1on O. l~~ de 1-.!aOH cerno disolvente. En estas 
ccné1c:cnes l¿ Lev de Beer ~e cu~~le entre 0.26 m:otml a 26 
mc9 /ml. t 11 l 

2. 2. 1. 4 Análisis Colorimelri ca: Se 11 eva. acabo 
med:ante la d1azoaci6.., con clorure de N-(l-naft1let1len
d1am1na> El color rojo resultante absorbe a 540 nm. llll 

2.2.1.s Analisis Volumatrico: La valora.cien 
cotencior.i.étr1ca con NaNOz es el tretado de selecc1on La 
rn:.Jestra seco se c:Hs·.Jel.·e en áclc:H::. acétlco alac1ol d1lUldc 
(1:2J. Se adiciona HCl. la solución se enfr1a a l5°C e 
inmediatamente se valora con solu~1on 0.1M de NaNDz. El ou~to 

final se de:rcta ootenc1omé:r1camnte usando un electrodo de 
=.alarnel/P~. Ca.Ce. ml de scluc!ó:-'. O.~lM de Naf·~Oz euu1vale a 
25.33 me de Sul4ametoxazo1. C24l 

Se oue::!e· valer-ar taMbién con o::.clucicr. o.tN de LiOCH:J en 
dimetilforrnam1da usando azul de ';.imol ccmo indtcador. El 
crotOn de la Sulfan1lamida es r-eemolazado oor el ion L1·. 
Cada ml de soluc16n O. IN Ce Li0CH3 eouivale a 25. 33 mq de 
Sulfar.eto-.:azol. <11> 

2.2.1.6 Analisis por CLAR: Un método indicador 
de estabilidad cara Suifametoxazol ut1l1za una c~lumna de 
s1lica d~ 10 micrds de tcma~o de oarticula. una fase móvil de 
isooc.tano: cioruro de metl lena: 2 or-ooanol: acetanitri lo: 
?leida acético qlacial <70:25:5:5:0.51 v un cetector UV de 254 
nm. El m~todo cuede in=lusc usarse cara detectar la oresenc1a 
de 5LL1fanila~:da tncre~entand= la or-aoor-c1on de acetonitr-1!0 
e i o::.oor::,¡::ia.nol en la f a:;e t:".6·11 l. C 171 

'Jt.ro meteco wt1l1za una ::alumna :_1Chr-osorb-NH2. una fase 
rn.)v 1 l de h i cr-o,: 1 do ée aman 1 o c on-::.e., ':.r .ld o: aoua ~ met.:ino l : et er 
etllico (0.1:4: 12.5:83.4) ·.:un detector a :54 nm. Can esta 
técnica 5e cue~e C~dnt1ft~ar Su!'onam1das en LO,•U1nac1on con 
Tr:mctoor-1m en comor1midos. succens1one~ v suoosit~r1os. <31 

Otro mét~do o~ra ~uant1Y1car Sul~ameto~az:l es El oue 
i..:tiliza una columna C10 ~Bonda~JY.. CE:tector UV a 254 nm. una 
tdse móvil de dceton1tr1lo: a~1ds. ac~t1co: auua 
"22.5:1:76.5l usdndc como oatrvn 1ntPr-no sulfabenzamida. Con 
c•5t~ metoda sp OUPden Uetectar otras ~ulfonam1da$ v es 
~nd1'..:ao:J-:.r de P<;t...ub1l10.:.:J. (_:: .. 



columna µBondaoak C1e con una •ase mó .. ·i 1 oue c:cr~s1ste 
acetonitrilo v una solución 0.005M de fos~ato de ootas10 
dibá.sico con un det€?ctor- a 214 6 '.254 nlT .• C2l 

2.2.2 TRIMETOPRIH 

2. 2. 2.1 Análisis Element..al: 

Elemento 

e 
H 
N 

"1.Te6r-i co 

57.qz 
6.25 

¡q.30 

2.2.2.2 Cromatografía en Capa Fina: El 
Trimetcorim v su orecursor inmediato 3.4.5-trimeto~1-2·

ciano-dihidrocinamaldeh1do dimet1l acetal se seca~an baio 
las ~iguientes condiciones (4l: 

FASE ESTACIONARIA: S!lica Gel 
FASE MOVIL: Benceno: éter et!lico: metanol: 

NH.:QH e on e , ( 50: 5(1: l ,~: 1 l . 
MUESTRA: Tr1metoorim en metano!. Aol icar 

0.05 ml. 

DeJar ascender la fase móvil 15 cm a traves de la 
cromatoplaca. La detección se cuece hacer de 3 formas: 

t.- Luz UV de baja lonqitud 
2.- Rociar la cromatoolaca co11 una mezcla de 5 ml de 

una solucion de 0.8 a de nitrato de bismuto en 10 ml d~ ~cido 

acético qlac1al v 5 ml de una solución de mercurio en vcduro 
de ootasio en 10 ml de aoua. Colocarlos un ma.traz 
volumétrico de 50 ml llevándolo a volumen can ác1do sulfur1ca 
al 10% 

3.-Rociar la cromatoolaca con soluc~on al to:-: de HzSO.J. 
v oosteriormente con una mezcla 1: 1 de soluci-,,n al 10% de 
cloruro férrico 10% v solución al 5% o/v de ferricianuro de 
cotas• o. 

G.G.2.3 Análisis por CLAR Un m>:?todo de 
análisis cor CLAR cara Trimetcorim se lle·1a a c~bo ba10 l~s 

siquienles condiciones <11>: 

COLUMNA: Acero 0.5 m. 3 mm de d!~metro inte~no. 
EMPAQUE: Merckcsorb 51 60: tamafio ce oarticula 5 

mtcras. 
FASE MOVJL: ."let,;,nal: el ::;rof armo: ct Jn::il: NH.J.OH 

cc•lcentrado <h.1:89.9:0.6-1:0.11. 
VCLOCIDAO UE FLUJO: 0.6 ml."mt~. 
DETECTOR: UV 2~0 nm. 
SUS1ANCH\ P(\TttON OC REFFREMCH"1 If\JfERf'JA (5PR1 l: 



2-am1no-oirim1d1na. 
VOLL!~EN CE lNYECClON: 2 mcl de una soluc:iOn 

metan61 i ca oue c:cntenaa 1 a 2 mc:g de 
Trimetocrim v de la SPRl. 

Primero eluve la SPRl sequido del Tr1metoorim a un tiemoo 
de retención acroximado de unos lC min. 

Otro metodo oara anal1zar Tr1rnetoo~1m reou1ere de lo 
siouiente: 

COLUMNA: Acero Inoxidable 25 cm * 4.b de 
d1~metro interno. 

EMPAQUE: Zorbax TMS: tamaf"ío de oart1 cul a 
m1cr""as. 

FASE MOVIL: Acetoni tri lo: 1-oropano~: metanol 
tetrahldrofurano: ácido acético: 
ac;iua. l5: 20: 15: 25: 1: 34 l. 

VELOCIDAD DE FLUJO: = ml/min. 
DETECTOR: UV 291 nrr .. 
VOLUMEt'" DE INYECClO!>..;; 20 mcl de una soluc:ion 

etanolica cue contenqa 10 m~Q/ml 
de TrimetOOr""im. 

La bibl1oqraf1a comenta oue este métoco es acecuado cara 
cuantif1c:ar Trimetocrim en oresencia de oroductos de 
degradación en su forma farmacéutica v bajo sus condiciones 
de analisis .. 

Un método de cuantificación de Tr1metoorim 
orina suguiere el siguiente sistema: 

suero v 

COLUMNA: C J& 25 cm * 4.6 mm de diámetro interno 
FASE MOVIL: Metanol: ~c1do fosf6r-ico 0.05 l'l: 

Laur-il Sulfato de Sodio. <LSNa> 
<70:30:0. l'l.l 

VELOCIDAD DE FLUJO: 2 ml/min. 
DETECTOR: UV 230 6 290 nm. 
VOLUMEN DE l NYECC ION: 20 mo 1 • 

2. 2. 2. 4 Análisis Espect,rofoloroétrico: Un mé
todo esoectr-ofotométrico directo cara el análisis de 
Trimetoor1m reouiere de la formación de un oar-iónico con 
verde de bromocresol midiéndose la absorbanc:1a de la amina 
orimaria a 415 nm. Este mótodo se ha utilizado cara 
comcrimidos de Trimetoprim v cara comorim1dos en combinación 
con Sulfametoxazol. (lll 

2.2.2.5 Análisis Volumétrico: Puede ser-
anal i~ado ootenciométricamente cesando de O.B-0.9 g de 
Trimetoorim disolviendo en 100 ml de anhídrido acético: ác do 
acético (90:10) v valorando con soluc10n O.lN de ac do 
oerclórico en ~cido acet1co alacial. Cada ml de la soluc ón 
O.lN de ácido oerc:lOr1co en ácido acético eouivale a 29.03 mg 
de Trimetcorim. <11. 24> 
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2. 3 F ARHACOLOGI A: <'>. l 2 l 

La introducción de lr""1metoor1m carr.b1nado con 
Sulfametoxazol const1tuvo un proareso importante ~l 

desarrollo de agentes antimicrob1anos cl1ni=amente efectivcs 
v representa la aplicación oráct1ca de una co~s1de~acion 

teórica. es decir. que si dos fár-ma::.os actuan s:::bre casos 
secuenciales de la v1a de una reacción enz1~at1ca oc;icada en 
las bacterias. el resultado de su comb1nac1ón es sir.¿ro1co. 
Amplios estudios biooulmtcos del ~ecanismo de acc1on de -esta 
combinac16n de comouestcs indican claramente cue asi 
en realidad. Los detalles de los mecanismos ae acc1on de esta 
combinación estuvieron definidos mucho antes de estatlecer su 
gama de efectividad clin1ca. 

2.3.1 Espectro Anlibacleriano: El esoectro anti~acte
eriano del Trimetoorim es similar al del Sulfa~etoxazol. 

aunoue el orimero. es generalmente de 20 a 100 'J'eces mas 
ootente oue el seaundo. Los dato:Js oresentados am.a se 
refieren a la activi~ad antim1crobiana de la comc:nacion de 
ambos agentes. 

Son inhibidas todas las cecas de ~ Q:J.e_u,rr.onla.Jt..,,_ ~ 

difteher1ae v ~ mE?ni~Qj...§ son sensl:Jles .al 
Trimetoorim-Sulfameto~azol Del 50 al 95 l. de las cecas de S.....,!_ 
~· ~ ep1dermidis. ~ Q.Y.Q.Q~Qg~ • el gruoo Viridans de 
estreptococos S. faecalis E.coli P. mira.bilis. ~. '!!QL.fl_~:rnil. 

~ rettgeri Ent;°r~ ~~l~n;ll':. so.. ~ ~. 
E:_ pseudomallei, Serrat1a ~ v especies de Alcaligenes. 
También son sensibles esoecies de Klebsi~.!J..ª- Brucela Abortus. 
Pasteurel la haemol vti ca, ~ pseudotuber_cul 9..§.12.. v 
enterocolilica v ~ ast~~· Muy pocas cecas de ~ 
aeruoinosa son sensibles. Las cecas metic1lina-resistentes 
de ~ ~~· auncue también resistentes a Trimetoor1m 
Sulfametoxazol por si solos. son generalmente susceotibles a 
la combinación. Es evidente una interaccon sinergica entre 
los comoonentes de la preoaraci6n. incluso cuando los 
microorganismos son resistentes a la Sulfonamida. o 
resistentes al Trimetoor1m. Sin embar90. el erado maxima de 
sinergismo se oroduce cuando los microorqan1smos son 
sensibles a ambos comoonentes. 

2.3.2. Hocanismo de Acciónt La activ1da~ ant1micro~iana 
de la combiriaci6n del Trimetsor1m.,.. el Sulfamet.DY.dZDl resulta 
de sus acciones ~obre dos casos de la v1a enzi~átlca oara lu 
sintes1s del ac1do tetrahidrofólico. La sul~onam1da inhibe la 
incoroorac16n de ac1do o-amino benzoico <PABAJ al ácido 
fólico. el Trimetour1m orev1ene la reducc1on d~ 

dihidrofolato a tetrahidrofolato cor lu enzima dthiCrofolato 
reductasa. El tetrahidrofolato es la forma del folalo 
esencial cara las reacciones de transfprencia de un carbono. 
cor eiemolo. ld sintesis de t1~1d1latc a ou~ti~ de 
desoxiur1l1dato. La to~1c1dad selectiva cara lo~ 

microargan1smos $e lo9ra de dos formus: las células de los 
mamlferos ut1li~an folatos orefor~ados de la d1Ptd no 
sintc.•t.io:~;n el comcuesto. Además e! rr1rne~oor1m un 
inhib1dur mu~ selectiva de la d1hidrofoldtO reductas~ O& los 
orqan1smos ir,fpr101·e':>. Fsto e.is de v1til.l '.mt:tnrta1\c.ic1. ooraue 
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esta +ul"'l:.16n e,,z1rr.át:ca es furidarl'er.t.al en tedas las esoec.ies. 

E~1ste una relactori oc~1~a e:"'\tre las concer.trac1ones de 
!:;s 2 ao:;ei'tes oara el s:.nP .... :;:tsr-:::. v !a ~is:¡-a es u;ual a la 
re~a~10~ entre las concentrac:cres ir.n1~1tor;as ~ln1ma de los 
fa.---.:.ccs actuar en •=..-~a !r-!'.:!eoe~c:hef"lte. Aunaue esta 
rela:!On v.iria e~. las c1•e ... e:'"ites t:ia::.te--1as. la r..ás efec:ti .... a 
oara el ~a~or nu~ero d~ ~1crocrgan1s~:;s es igual a 5 partes 
de s~!fd~eto~azol t:lcr car te de Tr¡me:ocrim. En esta 
croocrcto~ dec:c= la ootenciacio~ orcductda. la 
as:;:.¡a.::10..-- c:1~ada lleaa a ser tiac~er::::1::::::a er. CG:"'lcentra:::1ones 
tera~éut::as en e! hc~~ ... e. Deoe seRa!arse oue !a citada 
ootenc1ac1~~ se oroduce ccn todas la su!fo1am1das oerc se ha 
eleq1do el Sulfameto~a~o! cor aes c1rcu~stanc1as: a' el 
Sulfametoxazc! es una sulfonam1~a octente: bl la vida media 
ce a~cos f~rrnac:os es muv se~e;a~te. oe manera oue 
ao~tr.istrac!on ouede reali:arse conJyntd~en~e intervalos 
c:onvenit?ntes. 

2.3.3 Resistencia 9acteriana: La frecue~c:?a de 
desarrollo de res1stenc:1a bacteriana a Trimetoorim-
Sulfametoxazol es menor oue cara c:ualau1era de elles ocr si 
solo. esto es loqic:o :;,:::rcue un rr.1:::rccrgan1smo oue ha 
adou1r1do res1stenc:1a uno de los c:omoonentes ouede ser 
de~truido ocr el otro. M1crcorqan1smos resistentes a 
Tri~eto~r1~ ouede~ sur~:r oor m~tació~. Ld res1ste~=ia de las 
bac:ter¡as Ge-> a~==ia a ~e~udo con la oresenc:ta de 
factores R aue oueaen tr~nsfer1rse a m1~rcorqanismos 

susce=ti~:es ~=r :::=~1~;a=16-. 

2.3.4 Absorción. distribución y excreción: Desoués de 
sola écsis oral del oreoarado comb1naco. el Tr1metoor1m 

se absorbe más rápidarr.ente que el Sulfametoxazol. La 
ad~inistrac:ón simultánea Ce los farmacos carece hacer mas 
lenta la a:iscr-c1ó:-i del Suliameto,..azol. Las concentraciones 
sangu1neas m~x1mas del Trimetocrim se alcanzan generalmente a 
las 2 hrs en casi todos los onc:1entes. La vida media 
del Trimeto~r!m v Sulfametoxazol ~E unas 10 v 9 hrs res
cectiv.amente. 

Cuando se administran 800 mq ae Sulfametoxa:ol ccn 160 mg 
de Tri;;ieto:Jrin dos veces ocr dla. las concentra:::ionas 
~lasm~ticas maximas ce los dos +armacos san aoroximadamente 
ao •.¡ 2 m~-::::tml. la relación ootima oue se busca. 

El Tr1metoorim se dtstribuve rao1damente en los te1idos. v 
aoroY-1madame~te el 70 'l. se une a las proteínas del olasma en 
oresencia de Sulfa~etoxazol. El volumen de distribuctOn del 
Tr1m~Loor1m es unas 6 veces mavcr al dei Sulfametoxazol. El 
farmaco er.tra faci~mente en el 11auido cefalorraaul~eo v el 
esouto. Altus concer.trac1anes de cada cornoo~ente d~ la mezcla 
se encuentran tamb1ón en la bilis. A:JrOKimadarnerite el 65 'l. 
del SulfametaYa~ol se une a la oratetna del olasma. 

De un 25 a 50 % de Sulfametoxa:~l v hasta el ~O 'l. del 
Tr1metoorim se CKCrPtan oor la orina Pn 2a hrs. 

2.3.5 Cfe ... :lus Ind ..... s.cables; f\lc tiav ind1c:1os de auc la 
comt.i ~ nac 1 ón Trtmetaor1m-Sulfa~etu>.a:ol en 
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oersonas normales en las dosis reccmen~a as in~~:ca~ 

defic1enc1as de f~lato: cero st ouede se~ :e~~ o ~ua~d= l¿s 
células del oaciente son def1c1e~tes e~ fola e: e~ est~s 

casos el Trimetocrim-Sulfametokazo! oueje c=as¡orar -e=alo
blastosi~. leuccoen1a a tromboc1to=enia. Aoro~lr.~=ame~te e! 
75 % de les efectos desfavorables áfe=tan a la 01e!. Sor. 
raros la dermatitis exfoliat1va. el s1ncrome de 5tevens-
Johnson v la necrol1s1s ec1dérmica toxica acarece~ 

orincioalmente en ind1v1ducs mavores. N~useas vomites 
constituven las ~r1nc1oales reaccic~es 9astro1ntest1nales: la 
diarrea es rara. Glositis v estomat1t1E son reldtlvame~te 

comunes. Cefalea. cecres1ó~ v al~c1nac1cnes sen las 
reacciones ael SNC. Se llega~ a oresentar ta~b~~n reacctones 
hematológicas coffio anemia. v trastornos de la coagulact6M. 

La administración orevia o simultánea de d1urét1cas ouede 
ocasionar mavor r1esgo de trombocitocenia. esoecialrr.en~e en 
oacientes anc1anos con insuficiencia cardiaca: cueje orcvo=ar 
la muerte. En cac1entes con enfermedad renal ouede ocas1ona
deter1oro oermane,te ~e la función renal. 

2.3.6 Usos Tarapéuticos: 

- Infecciones del tracto urinar!a : infecciones 
crónicas recurrentes del tracto ur1nar10. Util oara 
eliminar reducir marcadamente las enterobacterias que 
rodean el oriftcia uretral. El Tr1metcorim es a menudo 
efectivo cara el tratamiento de crostatit1s bacteriana. Util 
cara reducir infecciones del tracto urinario de la ~ujer asl 
como el número de enterobacter1as cue habitan el introito 
vaginal. 

-Infecciones bacterianas de las vlas 
Efectivo cara las exacerbaciones acudas de 
crónica. No ::ebe utili;;:arse en caso 

rescirator1as: 
la bronouitii:. 

de faringitis 
estreptacóccica oues no elimina al m1croorqan1smo. Es eficaz 
cara la otitis ~odia aouda ~n nt~os v cara la sinusitis 
maxilar aguda en adultos: causada cor cecas susceottbles de 
lj_~ i nf l uenz_pg y §~ pneumon~. 

-Infecciones qastrointestinales: Util en el tra~amiento 

de sr.t-;ello"'is. Liebre tifolat::"a aunc::..Je el cloranfee1icol es el 
farma~o d~ eleccl6n oara esta enfermedad. 

-Infecciones genitales: Eíectiva Cdra el tratamiento 
de uretritis gonococc1ca aguda en hombres v mujeres. Lil 
combinacion na es cacaz de orevenir la 1ncubacion du s1t1lis 
ni d~ curar la enfermedad va es~ablecida. 

-Otras lnfecc1ones: Se hei. su9er1do que Tr1metocrlm
Sulfametoxazal ouede ser efectivo en la teracéutica de Ja 
brucelasis. inclu~o en oresenc1a de lesiones localizadas como 
artritis. vndo~ard1tis u orouieo1der1n1tis. 
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2.4 CROMATOGRAl'IA DE LIQUlOOS DE ALTA RESOLUCIOH: 

2.4.1 PRINCIPIOS BASICOS Y TERMJNOLCXHA1 115. 2•> 

El tér~ina '~romatooraf1a" se ha adootac!o urnversalment.e 
oara cwbrlr a la ··c1enc¡a =e las seoarac¡cnes''. El término 
abo~ca las te~n1cas caoaces de nace~ aue mezclas de 
co~cuestos o~~dan ser separados tomando en cuenta sus 
di~erentes orooieoades fi~icas v ow.m1cas. Estas d1ferencias 
estan c;::ooe..-nadas cor el grado de m1qra.c:.16r. de los 
co~~onentes de una mezcla que casan través de una fase 
estacionaria cor influenc~a de un flu..ido en mav1miento. 

La columna cromatogrAiica es 1moortant1s~ma en la 
seoal'",ación de los componentes C::e una tt-.ezcla. al iqual oue el 
establecer las conéic1ones bajo las cuales los componentes 
individuoles fluven a través de la columna a velocidades 
di~erentes debido a la 1nfluenc1a de movimiento de la fase 
móvtl o acarreador. 

Los Oiferente~ g~ados de eluctón son debidos a la 
interacc~6n entre los salutes de la muestra v los componentes 
de la fase e~tacionar1a.. Hav 4 principales mec:a.ni.o;mos en 
croma~oQra+ia de liouidos DO~ lo~ cuales los componentes de 
una mezcla son retenidos select1vamente: 

l) CromatoQrafi a L.1 auido-Ll oui do: Donde el factor 
determ1nante son los diferentes coeficientes de part1cion. 

2J Cr-omatoQrafia Liou1:1a-So!ida: En el cual el 
efecto oredominante .es la adsorción en suoeriicles como la 
silica gel. 

3> Cromatografia de lntercambio Ión1co: En ~onde 

existe una disociación de electrolitos fuertes v débíles. 

4) C~omatoqraf1a de EY.clusión Molecular: En conde 
et factor más 1mocrtante es el tama~o v forma molecular de 
loe:. solutos. 

2. 4. l. l TI EKPO DE RE1 EllCJ OH C l) 

Es el ~iempo oue la muestra oermanece dentro de la 
columna v se mide desde el momento en Que la muestra se 
íntrodwce en el siste~a hasta oue se obtiene el ounto maximo 
de la sef"íal a oi.co. El tie:noo de reter-ición es caracterlstico 
de la muestra. la. columna. la fase móvil v la temoerat.ura. 

Cuancto la muestra no experimenta. ninguna 1nter-accíón con la 
fase estac1=~ar1a~ ésta o~sa sin ninguna retención v entonces 
se dtce cue eluve en el volumen ~ac10 o t1emuo muPrto de la 
columna. F.1 si cpmente este volumen reor-ese11ta el esoai:io 
inte~sticial entre tas oartJculas del e~oaou~ de la columna v 
cualoui~r poro del empaaue m!smo oue Pueda ~er ocupado oor la 
f asi:: rra::>l..'i 1. 
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2. 4. 1. 2 llUMERO OE PLATOS TEORI COS C N) • 

Un elato te6rlcO es el eau1!ior10 ce distribu~ión de la 
muestra entre la fase móvil v la fai:.e (:::;ta::1onal"'ia. Se 

determina de acuerdo con la fórmula~ 

donde: 
N 
t 

número de olatos teorices. 
tiemoo de retención de: soluto. 
ancho del pico eKtraoolando los lados del p1co a 
la 1 í nea base. 

La habilidad de una columna oara mintmi~a~ la extensión de 
un píc;.o se refiere a la Ediciencia deo la columna: legrar alta 
eficiencia en una columna e$ uno de los obJetivos 
primord:.alas en el desarrollo de la moderna cro:nato9raf1a de 
liQuidos. 

TIEMPO---

0.05h 

Fiqura 2.9 - Rearesentac:1on de un Cror.atOQ.t""d!Tu"i. 



¿,4,1.3 ALTURA EQUIVALENTE A UN PLATO TEORICO CAEPT) 

Es la lonq1tud de la columna recuerida cara obtener un 
ecuiliorio de la muestra entre la fase movil la fase 
es~ac1onar1a. Se calcula ccmo: 

donde: 
AEFT 

L 
N 

L 
AEPT = 

N 

Altura Eautvalente a un Plato Teorice 
Lon9itud de la columna 
Número de elatos teorices. 

2.4,1.4 COEFICIEIITE DE DISTRlBUCION O REPARTO CK) 

Es la rela~ión de la cantidad de masa del soluto la 
fase móvil v la fase estacionaria. Se reoresenta oor: 

Cantidad de muestra/mililitro de fase estacionaria 
K 

Cantidad de rnuestra/milil1tro de fase móvil 

Es una orooiedad fisica caracter~sti4a de cada muestra v 
del sistema cromatografico. 

2.4.1.5 FACTOR DE SIHETRlA CD 

Se refiere a la simetria del oico. cara un oico simétrico. 
el factor de stmetrla tiene un valor ioual a l. por lo cue a 
medida aue aumenta e5te valor. la as1metria c:omierza a ser 
más pronunciada. 

Wo.o:i 

2 f 

donde: 
Wo.o!i ancho de oico al S'l. de la altura del cica en 

c:ent1 metros. 
f ~ trazando una linea oero~nd1cular a la linea 

bdse desde el vert1ce del oic:u. f es el ancho 
deo;.de esa linea hasta el lado 1zou1erdo del 
oteo. al 5% de la altura de este. en centime
tros.. 
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2. 4. 1 • 6 R.ESoLUCI 011 C Rl 

La resolución es una medida cuantitativa del Qra~o de 
seoaraci6n obten1d.s entre dos compuestos. es de::1r. la 
sepal'"ación máxima de los picos el•.ados. Se evor-esa come el 
cociente entre la distancia de los md~1mos de los Ces c1cos y 
el valor medio de la anchura del cica en la base: 

2 ( t2 - tt 1 

R 
W2 + Wt 

donde: 
R = Resolución. 

t1 V tz tiemoo de retención del salute v 2 en 
minutos. 

W1 V W2 ancho de los cicos en minutos. 

Una comoleta separación de picos se considera a oartir de 
una R = l.'5. 

2.4.1.7 SELECTIVIDAD Cal 

En términos cromatoQráficos la selectividad es una ~edida 

de la solubilidad d1ferenc1al de dos compuestos en la fase 
estacionaria. Su valor debe encontrarse entre un intervalo de 
1.1 a 2.0. Se expresa como: 

donde: 

t2 - tm 

tt - tm 

ti v t2 = tiemoa de retención del sol uta 1 v 4• 

tm = t1emoo muerta. 

Para oue una separación sea cosible no es necGsario owe la 
~elect1vidad sea iaual a 1 pero si oue la elución de les 
oicos sea tal que no se traslaoen. Esto deoende de lo ancho 
de los picos y de aue tan larga es la columna para oue se 
lleve acabo la separación. 

2. 4. 1. 8 FACTOR DE CAPACIDAD ( k • J 

El factor de capacidad es el t1emno oue se retiene cada 
comoonente en la columna. La fase estac1ondria retnrda al 
soluto en un t1emoo t. mientr·as tm rc:;orGsenta el tiemoo aue 
permanece en la .fdSE móvil: cor la tanto el cociente entre 
ambos nos d:3.rá el valor de k'. Este f.Jctar deLiende de la 
naturaJpza au1~1cd v t~moeraturcl de la~ fas~s lJcutddS cue 



conforman el sistema. El valor de k' aeneralmente esta entre 
e v 10: k" ma~ores ima!1can t1emoos eKcesivos cara comoletar 
la separacion. Se calcula: 

donde: 

"-'= --- l 
t~ 

k' factor de caoac1dad, 
tiemoo de retención del comouesto. 

tm tierr.oo muerto, 

La cromatoorafla de liauidos de alta resolucion CCLARl es 
un tioo de crcmatcgrafia l!ou1da aue se lleva a cabo en 
columnas de diámetro muv oeoue~o. rellenas de materiales 
oulverulentos cuvas oart1culas tienen un tamaño entre 5 a 40 
micras con una d1str1bucion de tanaftos no mavor a ~ 2 micras. 
Este t100 de colu~nas tienen una alta eficiencia cero también 
una resistencia al fluJo elevada. cor lo oue es ne::esario 
emclear sistemas de bombeo de alta oresion lhasta 5000 osiJ 
a~e haoan fluir la fase m6v1l a una velocidad constante a 
travas de la columna. La cantidad de fase estacionaria dentro 
de la columna es oeauef'ia oor lo oue se reau1 ere oue la 
::antidad de muestra también sea oeaueha lentre 1 v 100 
m1crol1tros1. la cual se introduce a la columna a través d~ 
,.alvulas de invecc1on esoectales aue orooorcionan orecis1on v 
reoetibil1dad en la introducción de la muestra. 

Otra de las caracteristicas de la CLAR es oue las columnas 
son reutilizables cor bastante tiemoo v además se cuenta con 
eouioo de detecc16n altamente esoecial1zado oue proporciona 
un re91stro continuo de la comoosic1ón del liouida ~ue sale 
de la columna. 

Estos detectores pueden ser del tioo de detectores 
ultravioleta. va sea de longitud de onda fija o variable: de 
indice de refracción: electroauim1cos: de arreolo de 
fotodiodos o de fluorescencia. Esto aunado a un aorooiado 
sistema de reqistro permite obtener un cromatcgrama aue se 
utill=a cara tdent1f1::ar v ::w.antificar las comoanentes de 
una muestra. u~a de las venta1as es oue se puede trabaiar con 
qradiertes v contrciar la temperatura del sistema. 

2.4.2 EQUIPO <7l 

Se cuenta hov en dia con una amoild qama de ecutDO en 
cuanto costo. comoleJidad y t100 de l~strumental. pero 
deben cumolir can una serie de características con fines 
de adauisició~ de acuerdo a las necesidades v a la utilidad 
oue oueden orostdr. Dichas caracteristicas sen: 

a.> Ver~atilidad: El intrumento de~e ser adecuado cara 
trabd)ar con muestras ~2 d1'erent~ tttJO. debe adaptarse 
~ las diferer.tes tócn1cas ~romütoor~flc~s v debe realizar el 
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maximc de coerac1ones. Para ello el ins~ru~e~~= =e~e estar 
eouipado con los s1guie~tés dd1ta~entos: 

- Sistema de bombeo de alta ores1on. 
- Diversos detectores. 
- Columna. 
- lnvec:tor. 
- lntecrador. 

Ooc: i anal es: 
- Sistema para recolectar ~racciones a la salida 

de la columna. 
- Pro9ramadores de fase móvil disolvente 

<generadores de gradientel. 
- Controles de temperatura oara la columna v el 

detector. 

b) Reproducibilidad y Estabilidad: Son cara~te~1sticas 

esenciales s1 se cu1ere obtene~ del 1ns:rumen~o 

funcionamiento efectivo a larqo ola:o. El instrwmento det.;e 
oroveer un control adecuada sobre los carámetros de 
ooeracion. tales como el flu10 de la Tase mó~il. la 
temoeratura. presión. camcos1c1on de la fase mév1l, etc, v 
oara el lo debe estar or-ovistc de controles de telT'.oer-at~ra 

flujo. sistema de bo~beo de alta cr-esión. croqr-amaCores de 
fase móvil. detectores, etc.: cara asi oo:::!er- Coiran:1:a.r lo;, 
resultados obtenidos. 

e) Sensibilidad: Ur. buen instr-umento. ademas de trabajar 
con ceaueNas cantidades de muestra • debe generar- se~ales de 
intensidad aorec1ables. La senstbilidad de todo cromatoqrafc 
de liouidos depende del sistema de detecc1on uue utiliza. Con 
los detectores más recientes es cosible detectar comoonentes 
de la muestra en e~ intervalo de los nanoorar.'l'::is. 

2.4.2.1 FASE HOVIL: No es cr-aoiamen~e dicho oar-te del 
eau1po cero el control d8 la presion. el flujo la 
comcosici6n de la misma, son muv importartes. Las 
caracteristicas oue debe reunir toda fase rn·_,,vi l oa .. a ~oder 

ser emoleada en cromatografia liou1~a sen: 

-Compatibilidad con la ~.uest,..a. 

-No deoradar n1 disolver la +ase es~ac1cnar1a. 
-Tener baja v1sccsidad. 
-Ser comoatible ccn el tioo de detector- u~1li~~do. 

-Tener- la polar1dod ad~cuddU oara ce .. ~1~ir 
retención conveniente de ~a ml,;.estra <;;>r. la co!unna. 

Es esencial aue la muestra sea comoat1ble con la iase 
móvil car-a oue oue~a ser transoortadD tr-aves de la 
columna evitando oue se orec101te dentr-o de la camara de 
inv~cclon o dentro ~e la ~olumria. va oue pued~ tapJI"" el 

•sistema. da~ar la culumna v en alc0nos casos se ouede 
prcoiciar la oerd1da úe la r-esLlluc•Cn en la seoara~1on. 

Se ouede da·- el caso o.Je la fase rr.o-;il disuelva ld fa::.e 
estaclonar-1d,·oar-u Pslo se rt::::Or.'ll.l?nda Sd'..~;r-ar a la faSE' mi.:,vil 
con la f..,,..,,~ estac1u11ar-1d. su 



•~:.rc.duc..:!on al 1nstrurr.er.~::: r:-.ed1ante el uso de una 
crecclu~na. oue oor lo ~e~era! :cns1ste en sección 
corta de tubc. relleno de a!gún sooorte solido ooroso. A 
trav&s de esta auardaco!um~a se ~ace casar la Tase móvil 
antes de aue entre a la colum~a v asi se evita la oérdida de 
fase estac1c~ar1d. 

La ~aJa v1sccs:dao Ce la fdse mOv1l es muv i~oartante en 
La ei1c1enc1a de !a seoara:1on. 'ª oue la v1scos1dad influve 
en el e'ect~ de transferencia ce masa ent~e la fase móvil v 
la fase estacio'1ar;.a, Los d1solvetltes más comúnmente 
em=leados sen : heKano. cloruro de metileno. cloroformo. 
tetran1drofuranc. acetonitr1lo. iscpropanol. ~etanol v a~ua. 

Dichos disolventes deben ser de alta pureza. asualmente 9rado 
es0Ectroscóo1co o b1en grado cromatoaraf1co lo cual es muv 
i~oortante cuand~ se desea reali:ar anál:s1~ de alta 
ser.sit:il1dad ccn detectores como el de luz ultravioleta. el 
de fluoresce~c1a o electroou1mico. 

2.4.2.2 RESERVORIO; Se pueden utilizar recipientes de 
vidrie. a::ero inoYtdable o olást1cos inertes, de una 
caoa=1dad entre 1 v 3 litros suficiente para todo un dia de 
aceración. La toma de la muestra se hace a través de un 
filtro, con e! objeto de remover oecueNas oarticulas cue 
puedan =~stru1r v da~ar el s1ste~a de bombeo v la columna. Es 
re::orr:endat:le filtrar las fases mov11es antes de emc:ea...-las er. 
el cromatógrafo casándolas oor un filtro de oor lo Menos 2 
mcm de di~.-ietro. Tarr,bién es necesario deqasificarlas va que 
algunos gases coma el axioeno ~1en~er1 a disolverse en el 
liou1do produciendo burbujas cue pueden afectar el 
funcionamiento del equipo, Esto se puede lo9rar con agitación 
ma9nét1ca con vacio o con vibración ultrasónica. 

2.4.2.3 SISTEMA DE BOHBEO: Las columnas utili:adas en 
ld moderna cromatograf1a liauida estAn rellenas de materiales 
e=oeciales de tama~o de part1cula muy peaueKa. lo cual hace 
aue la resistencia al flujo de la fase móvil sea muv elevada. 
Por esta razon. se requiere ur. sistema de bombeo aue haga 
flui~ la fase móvil a un flujo razonable, pues de lo 
contrario los an~lisis serian exces1va~ente lentos. 

Los asoectos más imoortantes de t~do sistema de bombeo 
son: 

-Pres1ón m~~1ma de ooerac16n lusualmente hus~a 5000 osi l. 
-tntervalo de flujo entre 0,5 v 10 ml/m1~. 
-Reorcduciotlidad v constanci~ ae iluJo (dpro, .• 1~~>. 

-Caracteristica del flujo continuo v 11~rE de oulsac1ones. 
-Resistente a l1ouidos corrosivos. 
-Facilidad cara el camU10 de id$eS mov~les. 
-Facilidad de lirno1ezo del sistema. 

Bombas de flujo conslanle.- Marit1enen la velocidad 
c~''S*-ante dP. la tai:.e móvi!. De este tioo se tienen las de 
:Ji<::.to!1!.'<:i oue imouls,::i.n <>l disolvente cue entra a C.:Jmaras con 
una rü.oa.c i doé de -.1olumon ouaueí"ia c;.ener.andc oeouef"ías 



oulsac:iones de :a fase moviL 

Bombas de presión const.ant.e. - Deoe:i. nar.t&'"'er 1 a 
viscosidad del disolvente. la temcera~ura ~e la c~Lu~na v la 
presión constantes. la venta.Ja es aue si es~~s oarámetrcs se 
controlan. las oulsaciones tamb1en. Emolea un gas inerte cara 
presurizar el disolvente. 

Para sistemas 1socr~t1cos. es decir. donoe se mant1ene 
constante la comoos1c1on de la fase movil. se ut~li:d solc 
una bomba. En aauellas donde es necesario utili=ar orac:.er.tes 
se utilizan dos o más bombas cue se orccra~an cara ~o~if~=ar 
la orooorción 1nic1al de los d¡solventes. Tam~ien t1av bombas 
cue tienen entradas para l. 2 y 3 dtsolventes v aue hacen 
las veces de l, 2 y 3 bombas. 

REColtENTE 

Figura 2.10 - Escuema de un cromatógrafo de 
liauidos de alta resolución. 

2. 4. z. 4 INYECTOR: La obtenc1on de- 01cos adecuadami?nte 
resueltos es refleJo. entre otrds cosas. de una introducción 
adecuada de la mueo.:.tra en l?l sistema. Ld r..e;or manera de 
Lntroducirla es en forma de paaue"te oeaucf"io ·1a aue avuda a 
obten1?r 01co~ anaostos v simétrl~O$. 
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Inyectores Jfl.anuales. - L::i más sene: l lo es intr-oduc:i.r la 
muestra c:c~ una Jeringa~ c::i~oe ocr ~eo1~ de un acrir v cerrar 
de valvulas manualmente se desvla el 'luJO mientras se aolica 
la :r.ues.tra en la ca~ara de car9a Clcoc] v lueqo SI? r-eanuda 
a trav~s de él comole~ancase la 1n\ección. 

Inyector automa.tico. - !nve=ta oor si s.::il o las mue=>tras 
d¡s~inuvend~ el error en la ~ec1c1cn del volu~en a inyectar y 
aumentanCo la reorodu~1bil1dad de ~as ~nvecc1one~. 

2.4.2.5 DETECTORES: (21) Ur. detectcr ideal ser-1a el 
cue cumole con los si~uientes reouisitost 

-Alta~ente sensible. 
-Estable. 
-De lectura continua v de resouesta universal. 

H~v dia no existe un detec~or ideal v les oue hay 
disoo~1bles sólo son aplicables o~ra casos part1cularPs. Al 
ccnsiderar un detector en térmir.os de su aol1cación a un 
ciertc o~oblema. o al evaluar las cualidades de un cierto 
d1seNo. deben tenerse en cuenta oroo1edades generales corno; 

Respuesta.- Puede ser universal o selectiva. según la 
c:aoaciCad cue tenga el dete~tor de traba;ar con todo tipo de 
mu~stras o so!o con uno esoec:Ifico. 

Sensibilidad.- Se refiere a la relación entre la sef'íal 
oenerada v la cantidad Ce muestrü aue oroduce dicha se~al. 

Ruido.- Es la variación en la sef'ial del instrumento que 
no es atribuida a la muestra y cue puede ser producida pe~ 
fallas electrónicas, variaciones de fluJo o temperatura. 
fluctuaciones en el voltaje , burbujas de aire atrapadas en 
el detector. etc:. 

Se llama cantidad m1nima detectable a la cantidad de 
muestra que oroduc:e una sef'íal ioual al doble del nivel del 
ruido del in~trumento. 

Lin~alidad.- Para utilizar la se~al generada oor el 
detector como una medida cuant1tat1va. debe guardar una 
relación lineal con la concentrac10n de la muestra; esta 
orooorció~ se conoce como linealidad. El intervalo lineal de 
u~ detector se ouede def1n1r como la relación entre las 
co~centraciones má~imas v m1n1rnds resoecto a las cuales la 
r-esouesta del dctGc:tor es l1neal. 

Estabilidad.- Un buen aetector-
resouestd a los cambios de temoeratura la 
fluJO v al mismo tiempo se~ comoatible 
cumpos1c1ones de la fase mov1l. 

debe qenerar 
var- i ación del 

di .fer entes 

-Dt.-.te-ctor de Indice de Refraccjon: t1i.de la diferencia de 
les 1r·.f..!1cf' de refracc.1é:i dE::'l d;solverte ouro v de la 
soluct~n de :a muestra oue Sille d~ la cLJlu~na: de ~sta manera 



se detecta cualquier cambio en la co~oostcio~ Ce la fase 
móvil. La respuesta es universal i su sens1b1l1jad ~cde~a~a. 

por lo general del orden de microq,ramos o oartes oc ... ~al lon. 

-Detector de Ultravioleta; Su fun=ionam1ento s~ basa 
en la absorción de la luz por parte de la r.-c..:estra ar casar- a 
travós de elia un t~a~ de !u;:: mo~ocrom~t1ca ultrav1ole~a. Los 
hay de longitud de onda f1Ja v de onOb ~ar1a~le. c:1Ii=ar 
generalmente como fuente de luz una lamoara de ~e~cur:c ce 
baja Pres16n. El ha¡: de lu:. oroven1en~e Ce la la..,cara, 
primeramente colimado y desoues se hace casar a trd~~s de dos 
celdas, una de ellas de referencia o ccm~ensdcl~~: los ravos 
de luz emergentes se hacen pasar por- f1~tros ¿~oe=if1cos ce~ 

el objeto de obtener la longitud de onda recuer-tda. La 
intensidad es med1da por una fotocelda doble oue Qener-a 
sei"íal, que después de arr.olif1carse. es ret::re:ser.tada 
gráficamente en el registrador. 

-Delcct.or de Fluorescencia: Es el ma: sens1t:le ::el aue 
se dispone. posee alta selectividad de resouesta. Aorove~ha 

las propiedades fluorescentes de los ~omoues~os o de sus 
derivados para generar una respuesta. 

-Det.eclor de Arreglo de Fotodiodos: ( 18. 2::?:. 25> 
Es el principio de detección más moderno que e~1ste cara 
cromatoorafia de liquides. Cubre un intervalo de longitud 
de onda desde UV hasta cerca del IR. Obtiene absorciones 
UV/VIS simultáneamente cor lo que se pueden cor.struir 
cromatogramas en tres dimen~io~es (absorbanc1a vs.tiemoc 
vs.lcngitud de onda>. finura 2.11. 

Utiliza una lámpara de deuterio. la cual ernite una lu= Que 
pasa a través de un lente v de una abertura. na cual liir.ita 
la cantiddd de luz que penetra al sistema proveG1ente de la 
lámpara> y luego entra en la celda. Toda la luz proveniente 
de la lámpara pasa a través de la celda, y viaja hasta el 
monocromador de óptica inversa donde es dispet-'=>a.da en todas 
sus lonqitudes de onda v es asl como l leqa hasta el arr-eclo 
de fotodiodos. Cuando la luz incide so~re los fotodiodos, la 
energía luminosa para cada lonqitud de onda no llega 
fotodiodc en particular. s1no Que estos estar dlsoue~tos ~~ 

tal forma que sólo reciben la ener-91a lum:r1osa 
corresoond1ente a un 1nter-va!o peoueKo de lon~1tud de onda 
del total del esoectro. Los fotod1ooos. al rec;1bi ... la sef"ial 
luminosa se desea.roan en una cierta medida. la Cescar9a de 
los fotodiodos es directamente proporcional a la cantidad de 
muestra y por consiguiente a la absorbar~cia. 

Este tipo de detectores aunados a una cornpu~adora. son 
capdces de almacenar todas los ~atas oue genera el estudio. 
de acuerdo a las esoecif1caciones que se establezcan para el 
anál.i s1 s. 

Cud¿ fotodiodo produce una se~al anáiooa. la cual 
directamente orcporc1onal a la cant1d~d Jy l~z c~e recibe. 

La longitud de onda de la lu= cu~ rec1b~ un fotodiodo en 
pürticular· es·determtnddd uor la pc-;;!C1cr~ reiul: .a dc:l dtodo 
respecto a la oosici~n del monccromador de dlfr-dCC!On. 
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2. 4.2. 6 COLUMNA'.: Es 1 a car te más importante del 
cromatóqrafo, pues es en ella donde se va a llevar acabo la 
separación. Las caracter1st1-.:as de la columna, como el 
m~ter1al de e~oaoue. las d:~ens~cnes, etc •• dependerán del 
tic~ de secaracion que se quiera hacer. Las más comunes son 
las de acero inoxidable, dunque ta~blén las hay de vidrio, 
las m.a~ comunes tienen una lc~~1~ud de 25 - 50 cm v estan 
rellenas de part1culas de diámetro muy oeoueRo (5 - 15 µm}. 
El d1ámetrc interno de las columnas estA comprendido 
qeneralmente entre 2 v 5 mm. El material de empaque consiste 
en oar~lcu!as de tamai"io muv reducido v de d~ámetro constant~. 
En CLAR se d1soone de gel de s1lice en forma de oarticulas 
co~oletarnente cerosas a de bclas de v1dr10 esféricas cue 
estan recubiertas por una delgada caoa de gel de sil1ce 
distribuida irregularmente. La s:.ioer.f1cie del gel de sl lice 
de cualouier tipo está recubierta de grupos Si-OH y Si-O-Si 
oue pueden interacc1onar can las moléculas de la muestra. 
Los gruoo~ hidroxilo son los mas 1mportdntes. de los cuales 
existen de dos tipos: los l!b~es y los reactivos: estos 
últimas constituyen agentes enlazantes muy .fuertes que pueden 
adsorber permanentemete los compuestos polares de la muestra 
y que adsorben el agua en la gel. Esta act1~idad suele ser 
resocnsable del ensanchamiento de los oiccs. as! como de la 
falta ce repruducib1l1dad de las resultados. Los hidroxilos 
reactivos oueden desactivarse cor adición de ugua de un 
alcohol o por medio de reacciones auimic:as. 

Fiourn 2.12 - Grupos hidroxilo libres y reactivos sobre 
la superficie del gel de sílice. 

El rellene, idealm~nte. debe oroduc:1r l~ má~ima resolución 
en el m~nor tiempo, debe tener la máxima caoac1dad de 
muestra. ser fácilmente emoacable. oroducir oequeKas caídas 
de presión y ser barato. Las oart1culsa son de materiales 
oorosos que sirven prcolamente como fases est3c1onarias. o 
bien de sooortes para las mismas. variedad de fases 
e..-:.tacioriarias es amol1a siendo su naturaleza. función de la 
Geparac1ón a la que:> se pretE'ncla aplicar. 

En general las columnas cara t·...-omatoCJraila de liquidas 
l i enen una qran durac i On ·1 cabe esoeri;'lr un~ 1 arga vi da de 
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servicio útil, a menos oue ut1l1cen en condiciones 
intrinsecarnente destructivas, como po~ eJ~mplo, con eluyentes 
extremadamente ácidos bastees. bien con invecciones 
continuas de muestras crudas o biolo~1cas ''sucias··. 

Cuando no se utilice una columna v estando desconectada. 
es prudente colocar ta~cne$ en los extremos para ev1tar que 
se seque. Las columnas deben guardarse alejadas de las 
fuentes de caler v de v1brac1on. Si la columna se utiliza a 
temoeraturas elevadas. es aconseJable enfriarla hasta 
temperatura ambiente antes de desconectarla. 

Después de usar una columna durante periodos largas, puede 
apare=er una deriva de la llnea base, cuva causa ouede ser la 
gradual elución de compuestos retenidos fuerte~ente que 
proceden de inyecciones anteriores. Pueden eliminarse de la 
columna pasando una fase móvil suficientemente fuerte como 
para eliminar cualquier compuesto. 

(AJ (Bl (Cl 

Figura 2.13 - Diversos tipos de empaque de columna 
usadas en CLAR. (A) Cuerpo poroso, (8) Pelicular. 
<C>Micropart1cula de cueroo poroso. Los cromatoqra
mas muestran las respectivas anchuras de las picos. 

2. ~. 3 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION EN 
FASE REVERSA 115! 

Frecuente~ente las sustancias inorgánicas v los comouestos 
orgá.nicos polarec>s presentan problemas especiales durünte su 
análisis cromatcgr~ftco concernientes a tiempos de retencior1 
inadEcuadcs~ secaraciones inefic~entes y 01cas asimetri=os. 
Hace algur. tiempo los c.omouestos ionizables eran corn(;nmemte 
s~paradcs par cramütcgraf1a dQ intercambia iónico, utili~andc 

gel8S de celulosa quimicamente modificados o coool1meros de 
paliestirenodivinllbenceno los cuales no eran qeneralmente 
adecuados pard una rdoidd seoarac1on de solutos can 
velocidades dG flujo altas. 

Desde la decada pasada la cromato9raf1a de l!ouidos de alta 
resolución está basada en el uso de micropar-ticulas no 
~alarus y polar·es. En oarticular la CLAR en fase reversa con 
empac:;1...;12s ou1mic:.os dC? S.11 icas alaui licas e"::> un m1~todo 
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o operacicnalmente simple v fle~ible. con tiEmccs ~e a~alis1s 

rápidos, con una habilidad .de sEparaciór. si~ult~r.ea da una 
gran variedad de compuestos relac1cnadcs en estructura. 
as1 como compuesto~ poco similares y la.~ás im~ortante 

•· · una gran resolución. 

En CLAR es muy importante tener en cu~n~a el eqw1librio 
que debe de existir entre la fase móvil y la fase 
estacionaria a la interfase, ccma consecuencia ~e este, la 
naturaleza de la fase móvil induce cambios s:gnificativos en 
el comportamiento de un grupo de anal1tos que respc~d~n a 
cambios en el estado de ionización, solvatac1on, a~regación v 
otros. Por lo tanto en este tipo de cromatcgra+1a es ese~cial 
la selección del par iónico, la fase mO•.f>i l. la comccsicion de 
la misma, la fuerza i6nica, etc., para que el sistema tenga 
buena eficiencia y se obtengan p1cos optim~~. La 
cromatografia de liquidas de alta resoluc1on en fase reversa 
involucra una separacion de partición. te~1enda como 
caracteristicas principales el ut1li:ar una fase estacionaria 
no polar y una fase mov1l de na~uraleza polar. a diferencia 
de la cromatografía en fase normal que emplea una fase 
estacionaria polar y una fase móvil de r.aturale:a no poldr. 
Tanto la cromatografia liquido-liquido cc~o la cromatografla 
de fase químicamente ehlazada se puedan trabaJdr e~ +ase 
reversa. Esta última surgió corno resultada de los oroblemas 
técnicos de la cromatografía liqu1do-l!qu1do v es actualmente 
el tipo de cromatografía más ampliamente ut1l1~add. En si ~a 
fase estacionaria está químicamente unida a la suoerficie del 
soporte, es por esto que la fase móvil dificilmente puede 
Ocasionar deterioro en la columna. 51 se varia la naturale:a 
de los grucos funcionales de la fase estacionaria es cosible 
obtener diferentes ti pos de sel.ecti vi dad. Di ch:;)s grupos 
pueden ser de naturaleza polar, como el.grupo amino C-NH2l y 
el grupo ciano (-CN> en el caso de crama~ografia en fase 
normal. o bien no polar como el grupo octilo <-CeH.17>, 
octadeci lo (-C10Ha7), -f eni lo C-CóH:>l, etc. en el caso de 1 a 
cromatografía en fase reversa. 

Por de~gracia la cantidad de fase es(aclonar1a que es 
pó5ible unir a la superficie de soporte (generalmente 
partículas de sllice> es limitada y como consecuencia el 
tamarío de la muestra separada en estas colu:nnas es reducido. 
por 1 o comün 1T.enor de 1 rrg. 

2. 4. 4 CROHATOGRAFIA DE PAR IONICO <10. 15> 

La cromatografía de car iónico es considerada como un 
derivado de la cromatograf1d de intercambio ionice v oart1-
ción liau1do-llouido. Los compuestos tónicos normalmente son 

f~ses solubles en fases acuosas v san paco reten1dcs 
estaci.onarias hidrofób1cas. La formación de un .. oar-iór1cu" 
hidrafOb1co en una solltcion que contenoa el "contraton" 
adecuado. aumenta la soluuilidad de éste disolv8t1tes 
orgánicos y por co11siqu.1ente at1nidud por la ta~<? 

estacionaria.· aumentando t1emoa de r·~tenc1on. El par 



Lónico es entonces una forma d~ oart1c1on en una soluc.16n 
moleculas O!"""QAnica acuosa de comouesto::. er. for"m.:. de 

neutr"as. 

La natur"ale::a del co.,tra1ori es m'..l.v importante oara 
alcanzar una selectivlddd cro~ato9r3f1ca ootima: de esta 
forma se puede selecctonar un contra ion con fuerte 
absorbancia al UV con el Tin de hacer cue co~puestcs i6nicos 
lnv1s1b~es a este t100 de dete=clón. puedan ser 
cuantif1cados. 

La for~acion de los cares ior:=cs en la actua!Ldad se 
efectúa oreferentemer.te sobre colu~nas de Tase lnve~sa. con 
fases enlazadas permanentemente. En general, estas columnas 
son las de mavor eficacia para la seoara~ión de compuestos no 
i6n1cos, pues~o Que el mecanisno orimar:o de la separación 
depende de las diferencias de solubilidad, v por tanta de la 
partición entre la fase móvil r.1drofila v la fase 
estacionaria lioOfila. ~a presencia en estos s1ste~as de 
qrupos i6nico:. normal;..ente i;iterfiere cor\ es• .... a '::>olut.lilidad. 
En ~l caso de· ac1dos v bas¿s débiles cor valores de oka 
comprsndidos entre 2 y 8 Puede sucrire1rse la actividad iOnica 
tamoondndo la fase movil para su~rim1r esta ionizac!on. En 
los ácidos y bases fuertes, con valores de pka fuera del 
intervalo anterior. no puede cuorim1rse facilmente. La 
finalidad de la formación de cares iOn~ccs es a~adir un 
segundo ion al eluyente ~u.e se combine con los iones de la 
muestr"'a. enlazandose fuertemente dellos cor fcr:naciOn de un 
par-i6n1co neutro que sufrirá los oro=esos norw.ales de 
distribución cor reparto adsorci6r.. etc .• entre las fases 
estacionarias v la fase móvil. 

La formación de pares iOnicos puede ernolear-se tarr.biér. oa-a 
modificar los iones de la muestra de modo que los cares 
iónicos asi formados participen en el proresa de intercambio 
tónico. Por última, la tercera variante de la técnica 
consiste en utilizar la cromatografia de cares ió~icos cara 
modificar la f~se estacionaria. ~n este caso. el contraión se 
adsoroe en el relleno de la columna. v continuacion los 
iones de la muestra de signo contrar10 se unirán a! nuevo 
contra1ón suoerficial. Se necesi~a un exceso de contraicnes 
en la fase moví l para mantener ur.a concent.ra.ci 6r. ::or.s'tantP de 
contr"a1ones en la super-fic1e de la fase estacionaria v cara 
Que contribuyan al proceso de distriCucion. 

En todas estas variantes. les oar~metros ~~e se pueden 
ajustar para conseguir un amplio margen de sel~ctivic!:id son: 
el tipo v la con~entrac1on del contraion, el pH, la 
temperatura de la cc!umna v el tioo v la composicior1 de la 
.fase mo1:i l. 

Modelos de RelcnciOn: 

E~iste un debate 
describe el fenómeno 
modelos de lo~ cuaies 

conce..-nient.e al modelo exac:tc que 
Uc par lor: c..o. se pr"o:::>oner. Jar!os 

tr(-?S s1Jn los comunrnen~~ rnd.-:. acF'ptados 
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para exol1car la retenci.on cromatográf1ca: 

1.- Modelo del Par I6nlco.- Establece oue la fcrmacion del 
par iónico se.lleva a cabo en la fase móvil y eser. forma Ce 
agregaco o especie neutra co:r.o viaJa "t.raves de la 
columna para experimentar un equilibrio Ce ca·~¡c;cn. La 
retención es controlada por el 9rad~ de atracc¡ó~ l:co::lica 
del par i6nico neutro hacia las cadenas a:i~á~¡cas Ce la lase 
estacionar~a.. 

o donde: H 
E 

Hm + Em HEr.i 
HEm ~ HEs 

Contra1on. 
Soluto. 

s = Fase estacionaria. 
l':'I =-Fase movil. 

2.- Modelo de InteracciOn Ionica.- El modelo describe al 
sistema como una bicapa alrededor de la fase estacionaria. La 
primera posee carga como resultado de la adsorcicn del 
reactivo sobre la fase estacionar1a. Adyacentemente se 
encuentra la otra fase, de carga opuesta cons1st~nte en iones 
inorgánicos. Más lejana a las anteriores se encuentra el 
grueso de los eluentes. conteniendo una mezcla numero 
igual de iones positivos y negativos. L~ retención se puede 
explicar por medio de etapas. En la primera. el soluto de la 
muestra trata de tener acceso la fase secu~dar1a 

compitiendo para ello con los iones inoraániccs de la misma 
capa. Una vez que ha ingresado hasta esta posición. el ~oluto 

experimenta atracción electrostitica hacia la crlrnar1a. Una 
atracción lipofilica entre la cadena de carbonos del scluto y 
la superficie no polar de la fase estacionari~ ccnst1tuve una 
fue~za adic1oal que sujeta al salute dentro de esta fase. En 
este mo~ento una carga extra se encuentra presente y para 
mantener la neutralidad eléctrica. ad1c¡cnal d~l 

reactive debe entrar en la capa orimar1a. Esta misma 
secuenc1a pero en sentido inverso sucede cara dar la 
resorción de un par de ior.es, que no necesar1am~nte so~ los 
~lsmc~ ~ue se adsorben. 

Hm 
Hm + Em 

HEm + Hs 
HEHs 

Hs 
HEm 
HEHs 
Em + Hs 

3. - Hodolo Dinanrico de lntei·cam.bio Ionicu. - Ind¡ ca cuEo" los 
reactivos de par ionice se adso~be scbre la fas~ 

Estacionaria. El reactivo 11pcfll1co forma una suc&rf1cie 
cargada ~obre la que ant1guame~tE correspc~di~ a la fase 
e~taciona!'"La. De esta manera la reten:::1c.n co'1t.-;:¡l¿¡da 
si~plem~~~E p~r inter~arnb1c tónica ~e .ns e~oec¡~s present~s 

et1 f='l eluer'--t;' ·1 el c.on~r<lion resoe>ct1vCJ LH-·tCu d! re:"lct:~·c. de 
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oar 1on1co. 

donde: A~ es la esoecie ca.tio~ica. originada de la. muestra. 
8 es el contraión, 
y juntos forman el par ión1c::o h1drofób11:0. 

Como en otros procesos reversibles. la viabilidad de esta 
reacción se exoresa cuantitativamente usando el coeficiente 
de distribución. K: 

[ AS erg] 
K 

Se sugiere que el mecanismo de seoaración involucra 
normal mente: 

a> Empaque para fase reversa. 
b> Tensoactivo iónico creado in situ. 

Cualquier fase reversa puede utilizarse cara par-i6nico. 
Comunmente se utiliza más la fase estacionaria altamente 
alauil sustituida. La estabilidad de la columna es una 
consideración muy importante en cromatograf!a de par-ionice, 
dado que la comoosicion de las fases móviles utilizadas son 
particularmente agresivas para el empaque de la columna, por 
esto en la mavorla de los casos es conveniente utilizar 
columnas con empaques a.tquil sustituldos Co 6 C:te que son las 
más estables. 

La mayor1a de los disolventes miscibles con agua pueden 
utilizarse en este tipo de crornatograf!a. La naturale~a del 
disolvente orgánico influencia la selectividad del sistema. 
a.si como la concentración es determinante en el grado de 
retención del soluto. 

Hay que tener algunas otras consideraciones como por 
ejemplo, que el acetonitrilo precipita las sales de una 
sol uc i en reguladora pudi ende bloque ar 1 a columna. El metanol 
y el n-propanol son los disolventes más utilizados. 

Es claro aue el contrai6n tensoactivo posee siempre carga 
opuesta al soluto en estudio. El contraión más utilizado es 
el de tetrabutilamonio y los alquilsulionatos o percloratos 
para retener ácidos y bases respectivamente. Las 
concentraciones de los tensoactivos van de acuerdo a la fase 
estacionaria. la fase móvil y el tamaf'io de la cadena 
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a!cu:l~.:.a del tensoac~lvo. Pe.- !a qene ... al la concentl""ac10n es 
~enor al 1~~ \O/vl. 

El tiempo de retenc1en del soluto se debe a la capacidad 
del te~soact1vo para ser atl""a1co ocr el emcaaue de la 
columna. En el desar-rol lo de un. 1T:étodo. es ccnven1er.te que un 
voh.!men adecuado de fase mov11 fresca case t.ravés de la 
colu~na hasta eou1l1brarla. este mecanismo es d1nAmico en un 
pr1nc10~0. revers1ble si la columna se encuentra en buenas 
condiciones. Es recomendable a~e las col~mnas que se ut1l1:an 
cara este t1po de cromatografia sean reemola:adas después de 
un tlemoo razonable de usa. 

La select1v1dad del contra.ion el resultado de la 
habil1dad aue ~:ene este oara discriminar iones de carga 
similar. Los factores que influenc1an \a selectividad 
incluven la magnitud de la carga ion1ca, el grado de 
solvatacion del ion v las interacciones con el ~aporte. 

Fr-ecuentemente. cuando se r-eauiere separ-ar por fase 
r-ever-sa iones básicos en presencia o ausencia de iones ácidos 
se obt1enen tiemoos de retención qrandes. o picos coleados: 
es por es~o que la retención del soluto no siempre responde 
a los cambios de la compos1c1on de la fase móvil en la 
forma anticipada. Esta conducta se observa especialmente 
con sustancias que son escasamente solubles en agua debido a 
la interaccion que presentan los salutes con los qrupos 
silanoles residuales en la fase estacionaria. Dicho$ grupos 
silanoles son ácidos y se pr€sentan en todos los empaques 
de s11ica. El llamado ''end-cappinq·• ltratamiento de recubri
miento final Que se ha~e a la fase estacionaria de una 
columna con trimetilclorasilano al final de su fabricacion 
con el fin de reducir el mayor número posible de silanoles 
residuales en los empaques de silical reduce esta concentra
ciór1 pero no las elimina totalmente. Este problema de 
seoaraciOn se reduce con la adición de modificador 
iónico bAsico que compita por los grupos silanoles libres 
permitiendo as1 que el salute que se prueba eluva tnás rapido. 
Esta técnica se denomina también oar-i6nico 9 que es una forma 
de competencia por la superficie del empaque para disminuir 
el tiempo de retención del salute. 

Haciendo una elección juiciosa de los modificadores 
tensoact1vos v contr-aiones es posible aumentar el qrado de 
selectividad entre componentes ácidos y basicos dentro de un 
mismo sistema cromatográfico. 
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2.5. CRITERIOS DE VALIDACION 110, 19l 

La validacion de un método anal1t1c.o es el proceso por el 
cual Queda establecida la confiabil1daC de una metodoloq1a 
mediante los estudios de laboratorio. Generalmente la 
validación incluye una evaluación de la linealidad. 
orec1s16n. exactitud, esoec1fic1dad, estabilidad de la 
muestra y tolerar1c1a del sistema. 

La validacion incluye dos oartes: 

1 l 51 sterr.a 
-Precisión. 
-Linealidad. 

2> Método 
-Especificidad. 
-E1<actitud. 
-Linealidad. 
-Precisión. 
-Estabilidad de la Muestra. 
-Tolerancia del Sistema. 

2.5.1. EVALUACION DEL SISTEMA 

2. 5.1.1 PRECISION 

Es el qradc de concordancia de medidas individuales de un 
proceso. Se determina evaluando 6 reolicaciones de la 
solución del pr1ncioio activo a la concentración del 100 % de 
lo que indica el método, preparadas a partir de una misma 
solucion concentrada y analizándolas bajo las condiciones 
cromatográficas preestablecidas. 

a) Criterios; 

1.- Coefic1ente Ce Variación~ ~.O% 

b) Cálculos; 
s 

cv = ( ) 100 

2.5.1.2 LINEALIDAD 

La linealidad de un sistema es la habilidad para 
asegurar quQ los resultados obtenido~ directam~nte o por 
medio de una transformación matem~t1ca bien definida. son 
orooorcionales a la concentrac1 .. ;.r, de la sustancia dentr·o de 
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un intervalo. Se establece ccmprobando c:ue la araf1ca 
obtenida de la concentración. (diferentes ni..-eles de 
concentración del principio activo preperadas a partir de una 
misma solución concentrada), contra la respuesta del equipo 
(área. absorbancia, etc.> tenca un comportamiento de y = mx+b 
donde la pendiente relativa <PR> y el intercepto (b) no sean 
estadisticamente diferente de 1 y de O respectivamente. 

a) Criterios: 

1.- Intercepto. 

b = Intercecto, 

tb eo.t S tP!5"' n-2 gt 

Ho: Interceoto O 

Ha: Intercepto ~ O 

LI IC S O S LSIC 

2.- Pendiente. 

m = Pendiente. 

3.- Pendiente Relativa lPR). 

O. 98 S PR S 1 • 02 

LIIC; Limite Inferior del 
Intervalo de Confianza. 

LSIC: Límite Superior del 
Intervalo de Confianza. 

4.- Coeficiente de Determinación Cr~J 

r 2 ~ 0.98 

5.- Desviación Est~ndar de Regresión Relativo (OERR> 

DERR S 0.03 

b) Cálculos: 

1.- Pendiente <B> 

8 
n D<2 - < })t ) 2 

2.- Intercepto (A) 

A = 'I - 9 x 
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3.- Pend1er.te Relativa <PR1 

PR = B _ 
V 

tn I)<v - D Ev>' 
(n ( D 2 

1 - ( D 1 
2 

] (n ( I:v 2 
l - ( E:1 i2 ] 

5.- Des.vi aci6n Estándar de la Recta de Reg,.esion tSylx 1 

~ r:v' - A ( I:v ) - B ( Dv • s yn = 
n - 2 

b.- Desviación Estándar de la Recta de Regresión 
Relativa lDERR>. 

s Y-'• 
DERR = -

y 

7. - Llmi tes de Coni i anza 9S'l. para el Intercepto 

9.- t cal para el Interceoto 
Ao O 

A - Ao 
t c:ol 

donde: n ~número de replicaciones hechas a cada nivel. 

x ~ cantidad adicionado. <concentración 6 mg ag~egados) 

; oromedio de la cantidad adic?onada en 

v ~ propiedad medida .. <respuesta ó mg l""ec:uperadosl 

v ~ oromedio de la propiedad m&dida. 
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s. desviación estándar de las ''x" n -
libertad. 

qr.;dos de 

I)< =Sumatoria de la canti~ad adicionada. 

I)o;.
2
; Sumatoria de los 

adicionada. 
cuadrad os de la cantidad 

I);' = Sumatoria de la propiedad medica. 

tyz= Sumatoria de los 
medida. 

cuadl"ados de la propiedad 

l)<v = Sumatoria del producto de la cantidad adicionada 
y la propiedad medida. 

t~!C.n-Zg\.= t de Student a una Pf"'Obabi lid ad acum~ .. d ada de 
0.95 y n -2 grados de libertad. 

2.5.2 EVALUACIOH DEL HETODO 

2.s.2.1 ESPEC!rICIDAD 

Es la habilidad de un método anallticc cara 
solamente el tics) componente <s> Que se va (n) a 

deter-minar
anal 1: .ar. 

aue el Se demuestra estableciendo experimental~ente 

excipient~ y sustancias relacionadas al pr1ncip10 
como precursores de slntesis, productos d~ de9radacion 
formación, no interfieran cor. la medición. es decir. 
método sea capaz de separar y cuantificar sólo le 
desea. 

active. 
de 

que 
que 

P.! 
se 

La especificidad es una medida de la interferencia o 
carencia de la misma al analizar una muestra compleja. La 
especificidad de un método analitico se demuestra al comparar 
los r-esultados del análisis de muestras auc contienen 
impurezas. placebo, o pr-oductos de dearadac1c.in o torrr,ación. 
con muestras que carecen de lo anter-ior. Cuan::!o ias 1rr.::iure:-:as 
o productos de deqradacion o de formación no snn cono~1das. 

la especificidad se demuestra obtenit>ridc los or1n-:eros mas 
importantP.s productos de degradación a travé~ de reac~iones 

simuladas y controlaóas de de9r-adac1on. Para esto se so~eten 

a dearadaci6n. por- las vias rn..""s cor..unes {h1dr-Olisic:; ácida v 
basica. oxidación v fotótisisl a: 

a.- Pr-inciOLOS Act1~~~
b.- Placebo. 
c.- Fer-mutación o Flacabc Car·cado. 

aJ Criterios: 

1. - Se selec:c:ionan las. condiciones adec:u.a.das de 
dPqr-adación hasta obtener- una descorr.oostc16r, d~ la molocula 
del 10 al 30 'l .• can lo cual se asegur-a cue lus productos de 
dear-adacion obtenidos se encuetr-an e1~ una cance~tr-acicn tal 
que pueda ser.detect~da ucr PI rnolodo ~nalltlCO. 



2.- Reoroducibilidad Ce les porcentajes de degradacion: Al 
repetir la degradación. la d1ferenc1a entre los porcentajes 
degrada.dos • no debe ser ~s de 2?., cara as ecurar que el 
corcentaie de descomcosición de ¡a molécula obt~nido, no es 
obra de la casualidad si Que se debe a la ruta de 
degradación eleo1da. 

3.- An~lisis Esoectral de las mues~ras deqradadas, 
utili~ando un sistema comoutarizado adaptado a un detector de 
arreglo d~ fotodiodos. Dado Que los esoectros de absorción 
son particulares para ca~a compuesto. la sobreposicion y 
comoaraci6n automática a todas las longitudes de onda. 
permite detectar las diferencias entre estos oor el 
enmascaramiento de impurezas decido la absorbancia del 
como~esto d2 intererés. 

4.- Comparación del esoectro de absorción del comouesto de 
interés. con el es~ect~o de absorc1on de la sustancia patrón 
de referencia or1maria <USP> correspond1ente. Para determinar 
si los esoectros corresponden un mismo compuesto~ se 
confla a un valor de semejan:a interespectral no menor de 
950. <Las especificaciones del crograma utilizado indican que 
puede asum1rse total identidad a valores mayores de 940). 

2.5.2.2 EXACTITUD 

Es el grado de concordancia de medidas individuales con un 
nivel aceotado de referencia. Se determina por el estudio de 
placebos car-qados al 100% de la cantidad analizar. 

a) Criterios: 

1. - cv :5 2 I'. 

2. - tea.t $ tP'5S n-Z gl 

He : µ lOO'l. 

Ha µ ~ lOOi'. 

3.- LI!C ~ 100 ~ LS!C 

4.- 102 'l. ) ~ ) 98 'l. 

b) Cálculos: 

1.- Porciento Recuperado para cada recobro ex> 
y 

X ~ { --- ) lQQ 

-·- Mgdia del porciento recuperado C;l 
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3.- Desviacion Estándar del porc1ento recuDeradc CSJ 

~ I:C)(-x1z 
5= -

- n - 1 

4.- Coeficiente de Variación CCV> 

5 
cv = <-_-) 100 

5.- t de Student 

X - µ µ = 100 % 
tcal 

6.- Intervalo de Confianza para la Media 

IC = ; ± t P'5" r.-2 gl 
5 

donde: n = número de recobros independientes 

x = cuntidad adicionada 

y = cantidad recuperad~ 

t~x ri-z gl= t Student a una probabi 1 i dad ac:umul ada de O. 95 y 
n-1 grados de libertad 

2.5.2.3 LINEALIDAD 

Se establece comprobando que la oráf1c:a cotenida 
c~ntidad adicionaoa, (Cdnt1dad conocida de princ1010 
que se cldiciona la matriz de la t- orrr.ul .:ación). 
cantidad recup e rada. (cantidad de pr1nc:io10 
cuunt1+icado con el rnétodo de análisis Qu~ se proooneJ. 
un comportamiento de v = mx + b, donde la pendiente (m~ 

interceuto CbJ no son estadlstica~ente dif~rentQs de 1 
rPsoectivamente. 

dF? 1 il 
activo 
cc:.tra 
activo 

tenca 
y ?I 

y o 



a) Criterios: 

l. - Coef :.e tente de Determ1nac:1Cn tr 2
l 

2.- O~ Intercepto 

t'b col ~ t~N ri-z gt 

Ho tr.terc:epto o 

Ha lntercepto ~ O 

Ll IC " o " LS!C 

3 - m Pendiente 

tm co\ " t.,., .. ~-· 
Ho Pendiente 

Ha Pendiente 

Ll IC " ¡,,; LS!C 

4.- DERR " 0.03 

b) Cálculos: 

1.- Pendiente <Bl. 

2.- Intercepto <Al. 

gl 

,,_ 

3.- Coeficiente de Determínacion. 

4.- Oesviacion Estándar de la Recta de Regresión. 

5. - Des vi ac: i6n E~ta.ndar de •1 a Rec:ta 

Relativa. 

de Regr esi6n 

6.- Limites de Confianza 95% para la Pendiente. 

Sy/)( 

{5>'.) trn: 
7.- Limites de Contianza 95% para el lnterc:eoto. 

e.- t cal cara lo Pendiente 

Bo 

tB - Bol <Sx> < Pn1 

tccit 

s )'/:< 



9. - t cal para el Intercecto. 

• Calcuar de acuerdo a las fórmulas indicada"=. la 
evaluación de la linealidad del sistema. 

2.5.2.4 PRECISION 

Es el grado de concordancia entre re5ultaCos anal1t1cos 
individuales cuando el procedimiento se aolica reoe~ica~ente 

a diferentes muestreos de ur.a ~uestra homoqenea ce: ~roductc. 

Usualmente se expresa en términos de desvtacion estándar e 
coeficiente de var1acion. Se puede medir de la siguiente 
manera: 

!) Repetibilidad.- Es la precisión de un rr.etodo analit1c:c 
expresado como la concordancia entre dete~minaclcnes 

independientes r~alizadas por un solo analista. usa.no~ los 
mismos aparatos v técnicas. 

El estudio está evaluado por el coet1c1ente de variac1on 
de los estud1os de exactitud tanto cara el 100% como cara la 
linealidad del método: el criterio establecido es aue el 
coeficiente de var1aci6n S 2 'l. 

Se analizan al menos 6 muestras de un misma muestra 
homogénea utilizando el método propuesto se calcula el 
porciento recuperado. 

a) Criterios: 

c.v. ;$ 21. 

b) Cálculos: 

1.- Calcular la Media del Porciento Recuperado. ** 
2.- Calcular la Desviación Estándar del 

Porciento Recuperado. *~ 

3.- Calcular el Coeficiente de var1acion. ** 
** Ver calculas de E~act1tud 

ll) Reproducibilidad.- Es la orec1sicn de un método 
analítico expresada como la concordon~1a entre 
determinaciones independientes realizadas oor dife~~ntes 

analist~s. en diferentes dlas, en el mismo v/o en d1ferer1tcs 
laboratorios. utilizando el mismo y/o dlfe~entes aparatos. 

Se anal.t;:a. una muestra homo..-t:"'nea por tricl:cddo oor cada 
uno de dos analistas en dos d1as d1fere~tes. utilizando un 
modelo anidado. de efectos aleatorio·~ de das factores 
<A:arialista. O:d1al. el cual ~e reores.::nta con la s1guu?nte 
ecuación: 



donde: 

PorcentaJe Luantif1cado asociado la !..és1ma 

reoetic1ón en el jes1mo dia oara el lesimc andlista. 

µ Contidad de or1nc1oio activo en la muestra. 

A\ Efecto del analista en el porcenta¡e cuantificado. 

Efecto del Jésimo dia en el lés1mo analista sobre el 

porcentaje cuantificado. 

EJ.:< t j) = Error EY.per i mental. 

Se tabulan los resultados de la s1gu1ente manera: 

ANALISTA 

1 2 

V 111 V 21 l 
D V 112 V 21:: 

V 113 V 213 

V 121 V 221 
A V 122 V 222 

V 123 V 223 

TABLA DE AHALISIS DE VARIANZA (TABLA DE ANADEVAl 

FUENTE DE Gl<ADOS DE SUMA DE MEDIA DE F F 
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS cal tea 

SY
2 

t •• 5Y 2 
... , sea MCa 

ANALISTA ala = a-1 SCa=-- - MCa= -- Fa=-- 18.51 
dr adr qla MCd 

SY
2

• J, SY 
2

• • • SCd MCd 
DIA gld = 

a <d-11 SCd."'o= -- - -- MCd= -- Fd= -- 4.Ll6 
dr gld MCe 

SY
2 

\ J SCe 
MCe=-

qle 
ERROR 

a) Criterios: CV ~ 2 % 

Fa c.ol S Fa leo 

Fd ca\ :S Fd leo 
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b> Cál cu.los: 

SY2 
••• =<ylll + vll2 + yll3 + y121 + vl22 • vl23 + ••• • v223lz 

SY
2
ijk y

2
111 + v

2
112 + y

2
113 + y

2 121 + v
2 122 + ••• • •¡

2
223 

SY
2
.j. 

SY2 ij. 

SY
2 

i .• 

donde: 

<vlll + vl12 + v113 + v121 + vl22 + v!23l 2
• (v211 ..,. 

v212 + y213 + v221 + v222 + v223> 2 

<ylll + y112 + yl13l 2
+ <v121 vt22 

Cy211 + y212 + y213J 2 
+ <v221 • y222 • v223> 2 

<ylll + yl12 + yll3 + v2ll + v212.,. v213J 2
+ <vl21 

vl22 + yl23 + y221 + v222 • v2231 2 

Número de anal1stas. 

Número de dl as. 

Número de replicaciones por día y cor analista. 

Y Porcentaje del princioio activo cuantificado. 

SY
2 

••• 

SY
2

.J. 

Suma total de los oorcentajes cuant1f1cados por 

los analistas al cuadrado. 

Suma total de los oorcentaJes cuantificados en un 

d1 a. 

SY 2 i .. = Suma total de los cuad~ados de los coreen tajes 

Fa 

Fd 

cuantificados por un analista. 

Suma total de los cuadrados de los pcrcentajes 

cuantificados cor lo~ anali~tas. 

Suma total de los cuadrados de los porcentajes 

cuantificados por un anul¡std en un dla. 

Valor de F de Fisher a ni~el acumulado de 

0.95 con gld grados de libertad en el rumerador y 

gld grados de libertad en el denominador. 

Valor de F de Fi~her a un nivel acumulado de 

0.95 con gld grados de libertad en el numerador 

qla grados d~ libert~d en el denomin~dor. 
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2.5.2.5 ESTABILIDAD DE LA SOLllCION DE LA MUESTRA 

Es el t1emoo meo1ante el cudl una muestra lista cara su 
a~ál1sis oermanece sin cambio baio cond1c1cnes dadas. Se 
determina cuantificando una sola m~estra oreoarada para su 
anAl1sis desou~s d~ un t1emco razonable, almacenada a 
difPrentes cc~dtciones. Se establece en cuanto tie~oo y bajo 
~ue cond1c1onps los resu!tados anal1t1cos no d1f1eren de los 
or1g1nales. 

a) Criterios: 

No má~ del 2 % de diferencia en la cuant1f1cación de cada 
una de las muestras. a las cond1c1ones orobadas. con resµecto 
al analis1s 1n1c1al. 

2.5.2.6. TOLERANCIA DEL SISTEMA 

Es la determinac16n de los factores oue afect~n al sistema 
de med1c1cn. Se estdble~e cuanti+icando una misma muestra 
modificando ciertas condiciones del sistema v viendo en que 
mñnera se alter~n los re~ultadcs. ésto oara determinar los 
cuntos cr!t1cos del sistema de anál1s1s. 

a) Cri t.erios: 

No existe un cr1ter10 def1n1do cara ~sto. cor lo que el 
cr1terio tonado fue una varlac1ón menor de ± 1% de los 
corcentajes cuantificados oromedio de las 3 muestras en cada 
una de las condt=iones crobadas con resoecto al promedio de 
las m!smas cuant1f1cadas bajo cond1ciones normales. v cue no 
comoro:neta la resoluc1ón del orincioio act:vo de los demás 
=orr.oonentes. 
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CAPITULO 3 

PARTE EXPERIHENTAL 

3.1. EQUIPO, MATERIAL, Y REACTIVOS 

3.1.1 EQUIPO 

- Bomba Waters mod. 6000A~ 510 v 610 oara ~romatografo de 
11 Qui dos. 

- Bomba Beckman mod.1108 cara cromatografo de ~i~uicos. 

- lnvector manual Beckman con loop de 20 mcl. 
- lnvector manual Waters mod. Uh~ oar~ cromatografo de 

11 oui dos. 
- Inyector automático WISP mod. 712. 
- Inyector automático WISP mod. 700. 
- Detecto:"" Beckman mod. 160 de lonqit.ud de onda f1Ja par<! 

cromatógrafo de liquidas. 
- Detector Beckman mod. 163 de lonaitud de onda variable par-a 

cromat6qrafo de liauidos. 
- Detector Waters mod. 440 de longitud de onda fija para 

cromatografo de 11 qui dos. 
- Oetec tor-D Water s 990 de arreglo de fotoClodos oara 

cromatógrafo de 11au1dos. 
- Integrador Beckman mcd. 427. 

Integrador Waters mod. 740. 
- Integrador Waters mod.745. 
- Integrador HP mod. 3390A v 339bA. 
- Pr1nter Plotter Waters mad. 5200. 
- Balanza analiica Mettler AE 100. 
- Ba~o de Ultrasonido Cole-Palmer mod.8951. 
- Aqitador maqnét1co Tt-1errnolyner Cl"Od. SP 18425, 
- Columna Ultrasphere octyl de 15 cm de largo, 4.6 de 

diametro interno v 5 micras tama~o de oart1~ula. 
- Columna Lichrosohere C10 15 cm de largo. 5 micras de 
t~ma~o de oarticula. 

- Columna µBcndaoaV. de a.cero inoo:icable C10 de 3.'1' mm y.: :.e 
cm para ~romatografla Ce liau1oos. 

O - Columna Ultr3sp~erP 005. a~ 4.4 mm ~ 25 v 5 ~cm. 

- Pre::.olumnd. C10 de 1 cr. 

3.1. 2 HATERI AL 

- Micru1er1nqa d~ 25. 50 v 100 m:l Hamilton. 
- Equipo de fi ltrac.ion Mil l ipore. 
- Membrd.nas de filtrac1on 111llipore tipo GVWP de 0.2:2 ncm. 

3.1.3 REACTIVOS 

- Anua HPLC. 
- Metanol ¡...,PLt,:. 
- Metnnol R.A. 
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- Ac:et~~itr1lo HPLC. 
- Triet&la~ina HP~C. 

- !sooropanol HFLC. 
- Laur1l Sulfato de Sodio R.A. 
- Ac1dc Ac&ti.ca al 15·~. 

- Acido Fosforico 0.05M. 
- Swstancias Patrón de Referencia USP: Sulfametoxazol Lote 

G-1 y Tr1~et~pr1m Lote G. 
- Materias ºrimas: S~lfa~etoKaZol. Tr1metoorim 0 Diazepam, 

Fenacet l na. 

3.2 DESARROLLO DE LOS METODOS 

En prtmer lugar es necesar1c certificar los or1nc101os 
activos de la ,'.ormulac1ón, ;:¡ara contar con uat,..ones de 
referencia secundarios ulenamente ldenttficados y de pureza 
conac1da, mismos que va~ a servir cara el desarrollo de los 
metodos su val1dacion. Lo anter:cr se llevó a cabo 
real!:an=o to~a~ los oruebas d~ analisis concernientes 
Sulfametoxazol y Tr1metocr1m como ~aterias orimas de acuerdo 
a l a USP X X ¡ I • 

En segundo lugar, se procedió a retar la escacifi~idad el 
método USP XY.II cara la cuant1fic~~16n de Sulfametcxa:o! y 

Tr1metcpr1m en co~orim1dcs. con la. idea de oart1r de una base 
y no partir orec1samente de cero. EI sistema cromatogra~1co 

que recomienda la USP XXII es el SlQJiente: 

FASE 110VIL: Aqua: ac~tonitr1lo: trietilamina C"19.9:20:U.l> 
oH:::: 5.9. 

COLUMNA: C!e de 30 cm de longitud, 3. 9 mm de Diámetro 
Interno y 5-10 micras de Tama~o de Partlcula. Se 
uti 11 zó µBondaca.ck C1e. 

DETECTOR : UV. 
LONGITUD DE ONDA: 254 nm. 
FLUJO : 2 ml/min. 
VOLUMEN DE 1 NYECC l ON : 20 ne l • 

Sin embargc en 
especificidad, se vio 
un oroducto de la. 

los estudios preliminares de la 
que el metodo no era capaz de separar 

deqradación del Sulfameto~azol del 
Trimetoprim. siendo oue o~ra este Olt1mo fue 
escec1f1co. En base lo anterior em~ezó 

oosibtl1dad de la fase mov1l y 
caracter1st1c~s del sistema cromato9raf1co. 
separar la interferencia del Tr1metoorim. 

pe,.-fectamente 
a verse la 
en s1 1 as 
tratando de 

Se ut1l1zaron 1nuestras metanol1cas de Sulfameto~azol y 
T~imetoprim a una concentrac1on aoro~imaua de 160 mcg/ml y 32 
mcgtml que es la QUP recomienda Ja U5P XXII para la 
preoarac1on de las muestras. as1 cOMO muestras d~gradadas dF 
fcrmulación. Se probaran las s1ou1~ntes co~dicion~s 

cromatoqrdfl~ds USP ~Y.l utkl1zando las columnas ccn que se 
contaba ~n ase momento v cuvas caracterlsticas 
~iml lar~s a !~~ recam~naaCds p[ir la ~SP X~I. 

fueran 



COLUMNA: a-Ultrasonere oc~vl de 15 e~ de larqo. 4.~ ~m ~E 

diámetro interr.o tO!l y 5 mi~ras :le :..oi""1af'>=: :!e 
pal"'tlcula (TP). 

b-L1chrosohel"'e Cte de 15 cm de la.reo v '5 mu:ras 
de TP. 

c-µBonda:;Jak Cte 30 
micras de TP. 

LONGITUD DE ONDA: 254 nm. 
FLUJO: 1 ml /m1 n. 
VOLUMEN DE 1 NYECC lON: 20 me: l. 
SENSIBILIDAD: 0.02 AUFS. 

Columna a: 

de larqo, 3.9 r.-:"':. :ie :ll v :e 

Como se muestra en la figura 3.1 no hav resoluc:1on de los 
productos de degradación. El SulfametoY.azol presenta un pico 
muy grueso y coleado Que no ;e Se?ara del frente del 
disolvente. 

Columna b y e: 
No se resuelven los picos ni los productos de deoradac1on 

como se puede ocservar en la figura 3.2. 

Fiqura 3. l Figur"a 3. 2 

N1~quna de las columnas utilizadas dio lo. 5electividad 
necesclria para separar los activos entre s1 v de s~s 

productos de degradacion, bajo esas condicione~ 

Cr"omatograticas, hecho pcr el cual se adicionaron otros 
modificadores oroánico=. como MetanQl, lsoorooilam1na, etc.. 01 
la. fase mov1 l anteriormente proba.da. t!'" atando asl de 
encontrar la resoluciOn adecuada erltre actl·.1os y prod<..1::to::: de 
degradación. 

FASE MOVIL: Ac1do Acét1co al 1%: Ac..elonitri lo: Metano\. 
(80: 13~ 7l. 

COLUt"lNA : Ultrasphere octyl, 15 cm de lonqitud. 4.6 mm de 
01 5 m1cra-:. de tamal'ío de oclrticula <TPl. 

LONGITUD DE ONDA: 25·' 
FU..JJO: 1.5 m11m1n. 



VOLUMEN DE INYECCION: ~O mcl. 
SENSIB!LIDAD: 0.02 AUFS. 

El Trimetoor1m presen~a un 
pico bien definido, delaado 
simétrico a tiempo de 
retencic-n Ctrl aproximada de 3.q 
m1n., el Sul-fameto)o,,azol presenta 
un pico m~v :rregular y con 
fuerte cabeceo oue se cresenta con 
un tiemoo de retencion 
acroJi;lmado de 8.2 min. No se 
separan los productos de 
dearadac16n como se puede observdr 
en.la figura 3.3. 

Fiqura 3.3 

FASE MOVIL: Ac1do Acético t:~: Acetonitrilo: Jsoproc1lamina 
(80: 16: 4¡. 

COLUMNA : a-Ultrasphere octvl, 15 cm de largo, 4.6 mm de DI 
y S micras de TP. 

b-µBondacak C1a, de 30 cm de largo x 3.9 mm de 
Dl y 10 mlcras de TP. 

LONGITUD DE ONDA: 254 nm. 
FLUJO: 1.5 ml/min. 
VOLUMEN DE INYECCION: 20 mcl. 
SENSIBILIDAD! 0.02 AUFS 

No hay resoluc1on de productos de degradación con 
respecto al Sulfametoxazol y al Trimetoprim. 

La siguiete fase movil está basada en la referencia (4>, 
cuvas características sen muy similares a las de las fases 
móviles hasta ahora empleadas, se menciona en la referencia 
oue el sistema es especifico para Trimetoor1m. 

FASE MOVIL: Acetonitrilo: 1-Propanol: Meotanol: THF: Acido 
acético : Agua <5:20: 15:25:1:34) 

CDLUttNA: µBondaoak C1a de 30 cm de ~origitud , 3.9 mm de DI y 
10 micras de DI. 

LONGITUD DE ONDA: 271 nrn. ;:}: 
FLUJO~ 1 ml/min. 
'IOLUMEf\l DE I NYECC ION: 20 me l • 
SENSIBILIDAD: 0.02 AUFS. 

El Trimeotoorim presenta 
un oíco bi~n definido, cerca 
del ti emoo muerto. Sin 
embargo el Sulfameto~azcl no 
se retiene en la ~alumna 

~al~ con .el frente del 
di sol vente, como se pu~de 

nnr~ciar en la f1qura 3.4. 
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Hasta aQ'.J.1 no se hab!an en=ont.ra-jo las :.::;:-:~! ic-es 
cromatoqráficas c~e n1c1eran se!ect:vo el meteco ~ac a la 
cuantificación de los activos. Dado que en la 01b~1c rafla 
revisada no se encontró un :nétodo esoec1f1co cara .;.r:bos 
compuestos. se decidió emplear el método USP Xkl! cara 
cuantificar Sulfametoxazol come método esoec1f1co ~uscar 

uno diferente pa!""a c:uant1f1car Trimetoor-orr:. 

Dada la afinidad de los activos por el metanol se 
procedió a ut1lL::ar una fase móvil cu.va col'T'.oosu::1on es en 
mayor parte de metanol. esto con el fin de fac1l1tar la 
salida del Sulfametoxa~ol v de sus productos de =eg~ac:!a=1or. 

con el frente del disolvente Que son éstos a f'na: ce cuentas 
los que interfieren con el Trimetoor1m. Este ult:m':l se 
trató de retardar en su salida util1zando ur. par ion1co. Se 
sugirió la siguiente fase mov11. basac:!a er la b1blic9ra•1a 
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~ASE MOVIL: Metanol: Acido f~stor1co 0.05 M: Lauril sulfate 
de SCldlO <LSNal (70:30:0.lql 

COLUMNA: Ul~rasphere 005 de 25 cm de longitud ~ 4.b mm de DI 
v 5 micras de TP. 

DETECTOR : UV. 
LONGITUD DE ONDA: 230 nm. 
FLUJO: 1 ml /mi n. 
VOLUMEN DE INYECCION: 20 mcl. 
SENSIBILIDAD: 0.02 AUFS. 

El Tr1metoprim sale con un tiempo de reten~ion aorox1~ado 

de 40 min, mientras que el SulTametoxazol sale can el 'rente 
del disolvete. Dado Que 40 min es un tiempo de retención muv 
grande, lo cual provoca un análisis extremadamente lento. se 
tral6 de modificar la fase ~6v1l de tal que 
disminuyera el tiempo de retención, ya sea disminuve~do la 
concentración del par ion1co. el tamaño de este o en ultima 
instancia la composición de la fase móvil. Se ~robe la 
siguiente fase móvil: 

FASE MOVIL: Metanol: Acido fasforico O.OS ~1: Laur1l sulfato 
de sodio lLSNal C70~3CJ:ü.Ola) 

El t1empo de retencion del Tr1metoor1~ dism¡nu~o a 20 
aorox1madarr.ente. por lo que fue d1smt:-iwvendo la 
concentrac1ón del formador e~ par 16n1co hasta alcanzur 
t1empo de retencion 6ot1mo. 

Fi.nalmente la fase mó.1il con la cual SS' c:-tu•11er.::i11 me¡c!'es 
resultado~ fue la s1guient~: 

FASE MOVIL: t"1etanol: Ac1do fosfór1co O.O~!''.: Lau:""it sulfat:: 
de sud1~ <LSl~al (71):30:0.007cl 

Ter11endu un tiempo de retenc¡on de dpra~1mada~ente 10 m1n 
y QUP ademá~ pasa lds oruebds pr~l1m1r.~res de e~pec1+1c1dad. 

Ha~td este punto se cuent~ lo~ do~ metodos 
neces;1rios par;n r::uunti."icar Sulfa•r:~to.·.l::o~ ·1 Tri.meto~ir~ni r>r~ 

orescr1~1a dP prrJd~ctcs rJe dea~addClO~. ;in P~barco hdbJ~ Gue 



ult:mar detalles con la fase ~~w1l del Sulfa~etoxazol <USP> 
va c~e con mucha fac1l1dad se cierde re$oluc16n entre los 
or1ncip1os ~ct~vos. hecho Ce vital imoorta~c1a. s1 se toma en 
cuenta cue en medio de ambos se presenta producto de 
degr-a.dac1ón que podrla llegar a interferir- con el 
Sulfametoxazol. Se trató de mo~1f1car el ~étodo de tal 
forma q~e no se sacrif1cue la esp~cif1c1dad y que mantenqa 
una buena rescluc1ón re$pecto al Tr1metoorim y con 
resoec:to al or-cducto de degradacior.. Fra. corregir lo 
anterior- se aumentó la concentrac~~n del formador de par 
ióntco v se a.Justo el pH a. 5.8 con la idea de aumentar la 
rc~olucion. v de hecho se lo~ró un coco m~s de reso!ucion 
nero lo nus importante es Que lg resolución se mantiene 
constante aun durante prolongadas ttempos de análisis Que es 
lo que finalmente se pretendla. La especificidad del método 
se mantuvo intacta. 

3.3 VALIDACION DE LOS HETOOOS 

3.3.1 LINEALIDAD DEL SISTEMA: 

A. SULFAHETOXAZOL 

Se llevo a cabo preparando una soluc1on de Sulfametoxazol 
en metanol v realizando las d1luc1ones adecuadas para 
obtener soluciones de 40, 80, 120. 160, 200 v 240 mcq/ml, que 
equivalen a 25'l.. 50'1.. 75'l., 100%., 125'%. v 150 'l. de la 
concentración elegida ca.Tic 100'1. ll60 mcq/ml l. A cada 
soluc1on se le adicionó Trimetoprim a la conccntracion 
elRgida al 100% <32 mcg/mll. Se analizo cada solución por 
triolicado excepto la de 100% que se anal1~~ por 
seKtuc~icado: se ccns1der6 la solución que conten1a 
Trimetoprim pero no Sulfametoxa:ol como el O'l.. 

B. -TRI METOPRI H 

Se llevo a cabo preoarando una solución de Tr1me~ocrim en 
metanol y realizando las diluciones adecuadas oaru obtener 
soluciones de 8. 16. 24. 32. 40 y 48 mcq/ml, que equivalen a 
25%. 50%, 75'1., 100%, 125'l. y 150 'l. de la concentración elegida 
como 100%. C32 mcg/ml>. A cada solución se le adic1on6 
Sulfametoxa<?.ol a la concentración elegida al lOOi: <160 
mc:g/mll. Se analizó caaa solución por triolicado exceolo la 
de 100% Que se analizo por sextuplicado: se consideraron la 
solucion oue contenian Sulfametoxazol pero no Tr1metoprim 
como el Oi~. 

3. :?. 2 PRECISIOll DEL SISTEMA: 

A. -SllLF AHETOXAZOL 

Se evaluó de la resouesta de 5 replicaciones de la 
solucion de Sul fametoxazol a la concentracion del 100 Y. de lo 
que indica el me-todo oreoclradas a oa--tir de Uf"'la solución 
concentrada. 



B. -TIUME'TOPRIH 

Se evaluó de la respuesta de 6 r~clicac::1ones de tu 
solución de Trimetoprim a la ~oncentra:16n del 1CC % de le 
que indica el método creoaradas a partir de soluc10~ 

concentrada. 

3.3.3 ESPECIFICIDAD DE LOS HETOOOS 

A.-SELECCION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE DEGRADACION 

Dado Que se cuenta con un sistema cromatoaraf1co adecuado 
se procedió a degradar a los principios activos, el placebo v 
la formulación, en condiciones: 

a) Ac::idas 
bl 8as1cas 
e> Oxidativas 
d) Calor 
el Luz Ultravioleta <UVI. 

En la TABLA se muestran las condiciones v los tiem~os 
los cuales se sometieron degradación las diferentes 
muestras. 

MUESTRA TIPO DE DEGRADACION TIEMPO 

Acida a reflujo 17 hrs. 
Básica <60°> 52 hrs. 

SULFAMETOXAZOL OY. i daciór. a reflu;a 7 hrs.. 
Luz uv 7 d1 as 
Calor 16o

0
c 24 hrs. 

Acida a r-eflujo 7 hr-s. 
Básica (60°) 52 hrs. 

TR!METOPRIM 01".idac:ión a reflujo 17 hrs. 
Lu~ uv 13 d1 as 
Calor- !B5°c 24 hrs. 

Acida a reflujo 7 hrs. 
Bás1ca (60º1 52 hrs. 

FORMULACION Oxidación a ref luJo 17 hrs. 
Luz uv 7 dl as 

j Calor t6o0 c 24 hr-s. 

t:ic1da a refluJo 17 hr s. 
8.'tsic:a (60°J 52 hrs. 

PLACEBO Ox i dac:i 6n a refluJo 17 hrs. 
Calor 1ssºc 24 hr-s. 

-

Tabla l. Condiciones de Deor~dación. 

Una vez Que son fi;adas las cond1cianes de dearadac1ón, se 
oracede a reoetlrlas. pdra poder decir t~ue el norcentate 
de4rad~da de !a molecul3 corresponde e~clus1vamente a Ja ruta 
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de degrñdac10n v no es ob~a de la =asualidad o al azar. 
Habi~ndose establecid= las condi=~cnes ~e degradación. se 

~rocecio a inyectar las muestras deqradadas de SuliametoKazol 
v de Tr1metopr1m materia pr1~a. as1 como la formulación v el 
place~o en los sistemas cromato~raficos orev1amente elegidos. 
para determinar al mismo tiemoo. ut1l1zando estandares de 
materia prima formulac10n placebc, s1 alqur.o de los 
e~cioientes interfiere con alguno de los picos de los 
':O!r:l'uestos de interés, s1 alguno de los orodui::tos de 
degradación de los mismos de los exc1p1entes presenta 
interferencia en la resowesta de los pr1nc1pios actiYos. 

Las muestras anal1zaron utilizando un detector de 
arreolo de fotodiodos, haciéndose un anál1s1s esoectral de 
los compuestos de 200 a 350 nm, de tal •o~ma Que se pudiera 
analizar el pico de cada comouesto en tres dimensiones; 
Absorbancid. tiempo. y longitud de onda, con esto se podr-á.. 
asequrar qu~ detrás del c1co de interés no encuentra 
cculto dlcun producto de decrada=ión, lo cual serla 
oosible e, ccnd¡c1ones normales de detección a una solü 
lo~gitud de onda, ya que su absorbancia a la lcng1tud de 
onda de trabaJo seria ad1t1va al compuesto que se cuant1f1ca, 
grave problema metodc anal1tico para estudios de 
establ l ~dad. 

El análisis espectral consiste en tomar partes del p1co 
que interesa en el intervalo de tiempo en el cual el oico 
comienza y ter~1na de salir, hacia el eje de las lon91tudes 
de onda. de tal formp que se toman secciones del pico donde 
cada una presenta un espectro UV en el intervalo de 
longitudes de onda al cual se hizo el barrido: si el pico es 
de un ccmou~sto puro la suoeroos1ci6n de cada uno de los 
espectros es comoleta. si éste está.. acompa"ado de otro 
comouesto. su escectro UV es aditivo al del c~mpuesto de 
interés y la superpos1cion de cada uno de los espectros no es 
completa. oues los espectros no son iguales. Posteriormente 
se corneara el espectro del oico de interés contra el espectro 
de patrones de referencia para definir la identidad del pico. 

B.-SELECCION DE LA SUSTAJ./CIA PATRON DE REFERENCIA 
INTERNA C SPRD. 

Una vez que los sistemas :::romatográf i c:.os han sido 
seleccionados. v oue se hd demostradc su asoecif1cidad. se 
trato de adecuar la preoarac1on de las muestras de tal forma 
que Jn3 sol~ muestra uudie~e inyectarse en ambos siEtemas 
c:.romata:iráf1co; de lo cual se desorend1eron las siguiente's 
alternat1 vd::: 

1.-La orirr.era opción es utilizar la r:-.is!T'a SPRl para 
1os dos pr1ncip1os activos. es decir. 11;i comouesto Que 
invectado en ambos sistemas cromatcoraficos s1rva de oatrón 
de refer·enctd interno para ambos compu~stos. aue oresente un 
l1emoo de retención diferente de los o-oductcs de degrgdacion 
·~ aue ~e se~are adecuadamente. 

:.-La ~ecunda opc1a1 es oonerle a rada com~uesto su 

55 



respectiva SPRl. oara lo cual. s1 se va. a !nvecta1"'" la. rn:s1ra 
muestra a los dos sistemas. se debe cu~~ltr cue: 

al La SPRl del Sulfameto¡(azol. no debe !nt;.c-rfer-1..
con su cuantificación. ni oresentarse en t1e~oos de retencton 
de oroductcs de degradación. a! m1sm~ tte~oo ne debe 
interferir con el Tr1metoor1m en su s1stema de cuant~f1cación 
aunoue se presente en tiempos de reten~1ón de oroductos de 
degradación. 

b) La SPRI del Trimetoprim. no debe 1~<;.er-fer1r ~on 

su cuantificación. nt presentarse en t1emoos de 1"'"ete~c1ón ce 
productos de deqradación. al mismo tiernpo no debe i~terfer1r 
con la cuantificacion del SulfametoY.azol en su sistema de 
cuant1ficac1ón aunque se presente en tiemoos de retención de 
oroductos de degradación. 

3.- La tercera opcion es oonerle una SPRI caca 
compuesto y hacer inyección de muestras d1ferentes ca.da 
sistema. 

Dado que existe una gran variedad de compuestos qwe se 
pueden probar para ver si cumplen con las caracter1st1cas 
anteriores. se seguirá el siguiente criterio cara escoger 
cuales son aquellos compuestos que puedan servir de SPRl de 
los compuestos· Que interesan: 11 Sustancias similares en 
estructura a los compuestos de interés. 2J Sustanc1as cue se 
tenga la referencia de que analizan bajo con~icionems 

de fase móvil similares. 

A1 Sulfametoxazol: Las sustancias Que se probaron 
fueron la Norfloxacina. Vainillina. Minox1dil. Metronidazol. 
Acet6nido de Fluoxinolona v Fenacetina. La SPRI oue se debia 
de seleccionar tenia que cumplir con los siguientes 
requisitos~ 

-Absorber significativamente a 254 nm. 
-Presentar un tiempo de retención mayor de 10 minutos. 

y que se separara del oroducto de degrada.cion Que presenta el 
Sulfametoxazol en condiciones oxidat1vas. 

-Ser estable cuando menos por 24 hrs en las 
condiciones de invección. 

Se decidió poner la SPRI con u~ tiemoo de retención 
después del Sulfametoxazol, debido a que se oresentan un un 
gran número de productos de degradación a tiemoos de 
r-etención menores lo cual hace más d1flc1l encontrar una 
adecuada QUe no interfier-a con ninqún oroducto de degradacion 
tanto del Sulfametoxazol como del Trimetoori~. 

8) Trimetoprim: Para este comouesto se probaron los 
siguientes compuestos~ Va1nillina, Fenacetina. M1noxidil. 
Griseofulvina, Metronidazol, Metildooa. Nicotinam1da, Aceto
nido de FluoY.inolona, Difenilhidanto1na sódica. Fenilbuta~o
na. Trimebutina base. Ampicilina trihidrato. Pir-idoxina HCl, 
Metampicilina sódica. Glibenclamida. 01cloxacilina sódica, 
Cloxacllina sódica. Acido Pipem1dico. Valerato de 
Seta.metazona, Címet1dina, Ibuprofen v Dld.zeoam .. La SPRI a 
seleccionar debJa de cumplir con los siquientes requisitos: 
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-Absorber sianif1cat1va~ente a ~JO nm. 
-Presentar un tiempo de ~eten=i6n mavor de 7.5 min tlos 

orotu=tos de deqradaciOf"I saler. hasta los b minutos> va sea 
antes o desouas de la sal¡da ael Tr1metc;r1m. y aue oresente 
buena resolucion. 

-Que sea estable 
cuando menos 24 noras. 

C.-SELECCIOH DEL HETODO AHALITICO 

El método ana!ltico proouesto para la precaración de la 
muestra. es el USP XXII cero dado aue son dos s1stemas 
c::romatográfi=os diferente; cara cuantificar los a=tivos cada 
uno oor separado, se hicieron las siguientes modific::ac1ones 
de tal form~ oue el método ana~litico ouedO de la s1guientP. 
mal"'tera: 

-Pulveri~ar fina~ente 20 comori~idcs. 

-Pesar una cantidad de la muestra pulverizada equ1valente 
a 160 mg de Sulfametoxazol y 32 mo de Tr\metoorim. 

-Tr-ansferir a un matra.;: volumetr-icc de 100 ml v ad1c1onar 
50 ml de metanol. 

-Colocar ba~o de ultrasonido 5 minutos, agitando 
ocasionalmente. 

-Enfriar y llevar- a vclumen con metanol. 
-Filtrar a través de fil tr-o de ooro oequef'io: SOLUClON A 

ll Sulfametoxazol: Tomar una allcuata de ia SOLUC!ON A. 
adicionar una cantidad aaecuada de Fenacetina 
metan6l1ca v llevara la concentración final 
m6vil. Inyectar al sistema cromatogr~fico: 

solución 
la fas.e 

FASE MOVIL: Agua: acetonitrilo: trietilam1na <79.8:20:0.2l 
oH = 5.8 

COLUMNA: C10 de 30 cm de lonoitud. 3,9 mm de Oi.'.l.metro 
Interno v 5-10 micras de Toma~o de Partlcula. Se 
uti l i.:6 µBondaoack C19. 

DETECTOR : UV. 
LONGITUD DE ONDA: 254 nm. 
FLUJO : 2 ml/min. 
VOLUMEN DE INYECCICN : 20 mcl. 
SENSIBILIDAD : 0.2 AUFS 

una allcuota de la SOLUCION A. 2> T:"i.mtonrim: Tomar 
ad1c1cnar una cantiCad 
metanotica v llevar a la 

adecuada de D1azeoa~ solución 
concentración final con metanol. 

FASE MDVIL: l'lelor.ol: A::ido fc<;forico 0.05 M: L.1ur-1l sulfato 
de sodio CLSN.1..l C70:30:20 mg/lOOOi"l\). 

COLUMNA: UltrasoherH 005 de Z~ cm de longitud ~ 4.6 mra de 01 
y 5 :nicras de TP. 

DETECTOR : UV. 
LONGITUD DE ONDA: 230 nm. 
íLUJQ: 1 nl/,-..¡in. 
'.JCJLLfr1€.f'ó DE lNYECClON: 21..1 ir.el, 
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5ENS!BILIDAD: 0.02 AUF5. 

3,3,4 LINEALIDAD DEL HETODO 

A.-SULFAHETOXAZOL 
Se evaluó analizando plac@bos cargado~ a 105 ~iveles de 

60'l., BO'l., 901.. 100~:. 1101 •• .,. 120"1 •• de !a cantidad 
seleccionada, adicionando el Trirnetaor1~ v la Fen~=e~1na al 
100%: 6 réplicas por cada nivel y cons1dera~do plac~bos s1~ 

Sulfametoxa~ol como O'l.. Se determino la oer1d1ente. el 
intercepto, el coeficiente de determ1nac1ón. la desviación 
estándar d~ la recta de regresion. la desviación estandar 
relativa de la qráfica de mil1qramos ad1c1onado~ contra 
miligramos recuperado. 

B. -TRIHETOPRlH 

Se evaluó anali~ando placebos cargados a los niveles de 
60%, 80%, 90%, 1001.. 110%. v 1~0%. de la cantidad 
seleccionada, adicionando el Sulfametoxazcl v el Diazepam 
al 100%: b réclicas por cada ntvel y considerando olacebos 
sin Tr1metopr1m como 0%. Se determino la pendiente. el 
intercepto, el coeficiente de determinación. la desviación 
estándar de la recta de regresión. la desviación estandar 
relativa de la gráfica de miligramos adicionados contra 
mil 1gramos recuperado. 

3.3.5 EXACTITUD DEL HETODO: 

A. -SULFAHETOXAZOL 

Se determino del corcentaJe recuperado de cada muestra del 
estudio de linealidad para obtener la exactitud en todo el 
intervalo de concentraciones incluvendo la exactitud al 100~. 

B. -TRIHETOPRlH 

Se determinó del oorcentaJe recuperado de cada muestra del 
estudio de linealidad cara obtener la exactitud en todo el 
intervalo de concentraciones incluvendo la exactitud al 100::. 

3.3.6 PRECISION 

SULF AHETOXAZOL Y TRI HETOPRI H 

REPETIBILIDAD: Se determino por el coEficiente de 
variación de los resultados obten1d~s en la exactitud al 
100%. 

REPRODUCl BI LI DAD: Se evaluo el estudio de 
d~term1nucion8S indeoendientes de una misma muestra en dos 
dlas pe~ dos anal1~tas con 3 r~plicas our d1a ut1l1zJndo 
un ~n~l1s1~ d~ var1unza <ANAOEV~~ dp m~delo ar11dado. 
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3.3.7 ESTABILIDAD DE LA SOLUCIOH DE LA HUESTRAt 

SIJLF AHETOXAZOL Y TRI HETOPRI H 

Se determino anal1:a~do ~ nuestras a la misma concentra
cion inmediatamente descues de su creoara=ion v volviéndolas 

anal1:ar a la~ 24 v 46 horas habier.dolds al~acenadc baJo 
!as si qui entes cond1c1cnes: 

alTem~eratura amb1e~te exo~estas a la luz. 
b)Temoeratura a~biente en obscuridad. 
clRe~r19erac1on a 4°C. 

3. 3. B TOLERANCIA DCL SISTEMA: 

Se h1:0 comcarando le~ resultados de tres an~l1s1s 

1ndeoend1 entes de una ~t sma rr,u.estr- a de los resultados 
orLgLnales al ~~d1f1car la fase mov1l de la manera siguiente: 

A.-SIJLFAMETOXAZOL 

l.-Aqua:Aceton1trilo:Tr1et larn1na 
2.-Acua:Acetc~itrilo:Triet la~1na 

3.-A~ua:Acetonitrilo:Triet la~ina 

4.-Acua:Acetonitrilo:Triet lamin~ 

5.-A9ua:A=etcnitrilo:Triet lamina 
6.-A~ua:Aceton1trilo:Triet lamina 
7.-Agua:Acetonitrilo:Triet lamina 

B. -TRIHETOPRIH 

Fase móvil.- Corr.oosici6n* 

(79.8 
<79.8 
~ 79. B 
<78.8 

<79.82 
(79. 78 

<B0.8 

20 0.2) 
20 0.2> 
20 0.21 
21 0.2l 
20 0.18> 
20 0.22> 
19 0.2) 

1.-Netanol:A:::.ido fosfór1co 0.(.'5M:LSNa t70:30:o .... 10::;,:il 

pH=S.8 
pH=5. 75 
pH=S.85 
oH=S. 9 
pH=5.8 
pH=5.B 
oH=5.B 

:. -Metanol: Ao::~ do fosfór 1 e.o O. OSM: L'3Na <69. 4: :!'.O. 6: 0.0029 l 
3.-Metanol :Ac1do fosfér1c.o 0.05M:LStJa <70:30:0.Cúl:;-qJ 
4.-Metanol:Acido fosforico O.OSM:LSNa <71:29:0.002c 
J.-Metanol:Acido fosfórico 0.045M:LSNa C70:30.o.oo'.2gl 
6.-Me~anol:Acido fosfórico 0.055~:LSNa r?c:30:o.no::;qJ 
7.-Metanol:A::idc fosfó:-ic.o O.úSM:LSNa l70::!.0:0.002lgl 

Se hicieron pequeñas mc~1iicac1one~ las fases 
~~viles. oard determinar oue tanto oodr1an afectar. oeoue~as 

variaciones en su oreoaracion. deb1ddS al error nor~al del 
<inal1sta. le~ resultados de la cuantificdciOn de las 
mue~tras. 



CAPITULO 4 

RESULTADOS 

4.1 VALIDACION DE LOS HETOPOS 

4.1.l LINEALIDAD DEL SISTEHA 

4.1. 2 PRECISION 

A.-SULFAHETOXAZOL 

tll 'JEL 

" 
o 
o 
o 

2.5 
25 
25 

50 
so 
so 

75 
75 
75 
75 

100 
100 
100 

CONCEITTRACION 
mcg/ml 

a.o 
o.o 
o.o 

40.0 
40.0 
40.0 

ea.e 
80.C 
ea.o 

120.0 
120.0 
120.0 
120.0 

160.0 
1f·O. O 

RESPUESTA 
AREA 

o 
o 
Q 

0.0:0594 
0.02063:? 
0.01'Je7C 

Q.C.'.>1S28 
O.C.!i1E73 
0.041€65 ) 

o.cs::.:1~ 
C.063~:~ ! 
0.060955 
0.063446 

O.Ot'.2975 
0.083710 

100 
100 

160.0 
lEO. O 
160.0 

~·~~~~~~ ! 
+-~:ó93~~j' 

125 200.0 1 0,1(2674 
125 200.0 0.10~?~7 

125 200.0 0.1~36~7 i 

150 
1 

240.C 1 Q.1242¡;-¡ 
1~0 240.n O. 1220SO 1 

-=-l-~=~---1-~=-=-_J 

co 



"· 1.1 LINEALIDAD DEL SISTEHA 

4.1. 2 PRECISION 

B. -TRI l'.ETOPRIH 

NIVEL CONCEHTRACION RESPUESTA 

" mc9/11ü AREA 

o o. o o 
o o.o o 
Q o.o o 

25 e.o 3696192 
25 e.e 3f.:!9920 
25 e.o 35120!?13 

50 16.0 69839~7 

50 16.0 6907485 
50 16.0 69CIJC''J:3 

75 24.0 10376776 
75 24.C 1c:::oe5:0 
75 24.0 10777:?130 

100 32.0 14Qf.34'.:4 
100 32.0 l::\8~1264 

100 32.C 13768352 
100 32.0 13626848 
100 32.0 14009608 
100 32.0 13781424 

125 40.0 17786768 
125 40.0 17511~12 

125 40.0 17243440 

150 4e.o :'.'!.056249G 
150 48.0 21003936 
150 48.0 2.0989424 
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R 
E 
s 
p 
u 
E 
s 
T 
A 

LINEALIDAD DEL SISTEMA 
SULFAMETOXAZOL 

0.1¿~------------~ 

0.12 ······ .......................................................... . 

0.1 

o.os 

0.06 ..... 

0.04 

o.oz 

o 
o 40 BO 120 160 200 240 

CONCENTP.ACION mg/ml 
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LINEALIDAD DEL SISTEMA 
TRIMETOPRIM 

w ................................................................. . 

15 

10 . 

s 1tl u 32 4.0 

CONCENTRACION mg/ml 

¡,3 

.iS 



L 

Cálculos de Linealidad Cálculos de Linealidad 
del sistema para del sistema para 
Sulf"ametoxazol Trinetoprim 

A l. 6Bx10-• A 21892.8084 

LSIC 0.0008 LSIC 167026.8 

UIC -0.0004 LIIC -123242.8 

t.ca.1. 0.570 lca.l 0.313 

"~" zz gl 2.074 L "~" zz ~l 2.047 

8 5.17xlo-• 8 434242.0242 

PR = o. 9974 PR 0.9980 

r 
z 0.9998 r 

z 0.9993 

Sy/x 0.0007 Sy....-)f 178097. 78 

DER 0.012 DER 0.016 

Siendo que lccil < lP5H 22 gl para el J.nt.erceplo y que el 
intervalo de confianza para el mismo incluye a cero. es 
suf'icient.e para afirmar que el intercepto no es 
signif'icat.ivament.e diferente de cero, para al':'lbcs métodos. 

Siendo que la 0.98 < PR < 1.02 para Sulf'ametoxazol y para 
Trimetoprim. se dice que existe una relación proporcional de 
pendiente aprox.i madamente i gua! a 1. 

Siendo que r
2 > O. 98 para Sulfamet.oxazol y para 

Trimetoprim. se dice que el modelo representa correct.ament.e 
la relación que hay entre la concentración y el tirea en el 
i nt.erval o est..ud1 ado. 

Siendo OER < 0.03 para Sulf'amet.oxazol y para Trimet.opr-im 
es suf'icient.e para acept.ar la variabilidad en el intervalo 
est.udiado. 

Cálculos de Pr&cision 
del sist.ema para 
Sulfametoxazol 

n = 5 

X = 5.1895x10-• 

cv 1. 3 Y. 

Cálculos de Precision 
del sistema para 
Trimetoprim 

n = 6 

X 436266.0089 

cv l. 92 ~ 

Siendo el coeficiente de variación 1.3 Y.< 2.0 % para 
SUlfamet.oxa.zol y 1. 92 < 2. O Y. para Trimet.oprim se dice que 
el sist.ema de medición es preciso para las condiciones 
experimental es. 

64 



4.1.2 ESPECIFICIDAD 

4.1.2.1 RESULTADOS DE ESTUDIO DE DEGRADACION 

Los resultados obteniCcs ce los es~uc1as de dearaoa=ion de 
acuerdo a la Tabla ! fueren los s1gutentes: 

SUl.FAMETUXAZUL 

MATERIA 

PRIMA 

TRI METOPRI M 

MATERIA 

PRIMA 

FORMULACION 

SULFAMETOXAZOL 

1 FORMULACION 

LTRI METOPRI M 

CONDICION 
!
'PORCENTAJE DEGRADADOIDIFERENCIA 
~·-~---,-~-----<·EN LOS ~ 

1 a. 1 2a. 1 DEGRADADOS 

8as1ca ---- : ---- 1 
t-¡ -O-x_i_d_a_c_i_o_o_.__2_:_.-4-,,---,---2-1 ...... -'i-3 ----=~ 

~~-+--!-5-.-9-3-+-~-l-4-.-.-7 l ~ 

Calor 1 j ¡ 
Ac1da 12.83 13.45 -0.62 

Basic::a 

O:ii: i dac: ion 10.60 11. 21 0.61 

Luz uv 

Calor 

Acida 9.98 10. 45 -0.47 

Básica 

Q)( i dac:i ón 14.50 13.25 l. 25 

Lu:: uv 15.76 15.21 i 0.55 

Calor 

Acl.da 17.08 tS.93 t. 15 

8.J.sica 

Oxidación 21.23 22.03 -o.so 

Luz uv 

Calor 1 
1 -

Tabla de Porc:entaies de Ue~rddac1~r v ReprodJL1b1lldad 
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4.1.2.2 AHALISJS ESPECTRAL 

En todos los casos se hicieron barridos de 200 a 360 nrn. 
oue son la zona en cue ambos compuestos abscrbe'l v donde se 
cresentan los máximos v mínimos de sus esoectros. 

Los resultadas iueron los siouientes: 

A.-SJSTEHA PARA SULFAHETOXAZOL 

Figura 4.1. el placebo. sin degradar <BJ as1 como el 
olacebo degradado en condtciones o~idati•:as 16), á~1das C2l. 
bAsicas y con calor, según la Tabla 1 no oresen~a ntnQün 
oroducto de deqradac16n que interfiera con la respuesta del 
Sul fametoxa:;::ol y el Tr-imetoor1m. 

En condiciones de ox l da.el ón degradación d<?! 
5ulfametoxazo1 como materia prima oresenta tres oicos de 
de9radac16n con un tiemoos de retenc1on aoroximado de 
4.45. 5.85 y 9.11 m1n el primero es una Posible interferencia 
para el Trimetopr1m. Fi.gura 4.1 C5l. El unal1s1s escectral 
demostró que en estas condiciones el Sulfametoxazol no sufre 
la interferencia de sus oroductos de deoradac1ón. 

En condiciones ácidas la degradación del Sulfametoxazal 
como materia pr1ma presenta un p1co de degraddciór. con un 
tiempo de retención de 3.92 min, Figura 4.1 l4l el cual puede 
interferir con Trimetoprim. cor lo demás el análisis 
espectral demuestra esoec1ficidad para Sulfametoxa~ol. 

La degradación del Sulfametoxazol materia prima con lu~ UV 
produjo una seftal con tiempo de retenc1on aoroximado de 9.3 
min. El análisis espectral demuestra la e~oec:ifici.dad hacia 
Sulfametoxazol. 

Tanto en medio básico como con calor la materia prima de 
el Sulfametoxazol no fue posible degradar aún en cond1=1une~ 
drasticas, por lo que no presenta ni~oun oroducto de 
degradac~ón que in1.er-f1rier-a. 

El Tr1metoprim como mater-ia orima doqradado en con~tciones 
oxidativas no oresenta r1Lncún oroducto d~ degrad~ción o~a 

interfiera con su cuantificación. ni =on la del 
Sulfametoi-:azol el analisis ~saectral demuestra esoec1fic1dad 
oara los productos de degradación estas condiciones. 
F 1 gura 4. l ~ 1 ) 

El 1rimetoprim en condiciones ácida presenta cica 
traslapado. F1aura 4.1 (3) no se observa ning11n producto de 
degradación uue oudieru 111terfer1r- con el Sulfameto>:at:ol. El 
anál1s1s ~~pe~tral revel~ Ja pre~,er1cid d~ cornou~sta 



identiflcado, por lo tanto el sistema no es espec1ttco para 
Trimetoprim en estas condiciones. 

Figura 4.2, en medio bAsico (4l. con calor y con luz UV el 
Trimetoprim no fue degradable aún en condiciones 
drAsticas, no habiéndo interferencia de ningün tipo. 

Figura 4.2 el Trimetoprim en la foroulación degradado 
condiciones oxidativas <1> se encuentra traslapado con un 
posible producto de la degradación oxidativa del 
Sulfametoxazol y en condiciones ácidas <2> también sa 
encuentra traslapado con un posible compuesto de su 
degradación. Se demuestra que el método no es especifico para 
Trimetoprim al hacer el análisis espectral de los cocpuestos 
en la formulación degradada en condiciones ácidas <Figura 4.3 
y 4.4> y en condiciones oxidativas <Figura 4.S y 4.6>. El 
análisis espectral para Sulfameto~azol demu~stra la 
especificidad del sistei:rn hacia éste. Figura L.. 7. 

La formulación degradada con lu~ UV presenta una se~al ccn 
tiempo de retención de 9.4 min, pero se comprueba la 
especificidad hacia ambos compuestos con el análisis 
espectral. 

En condiciones básicas, fisura 4.2 C3> y can 
formulaci6n no fue degradable, la inyección 
muestras no presenta ningún tipo de interferencia 
compuestos de interés. 

ca 1 or 1 a 
de estas 

con 1 ::is 

El sistema cromatográfico resultó sir especifico para el 
Sulfameloxazol. no asi para el Trimetoprim. 

SISTEMA PARA SULFAMETOXAZOL 

TR SKX • 8.5 TIEMPO DE 
TR TMP K 4.5 

DEGRADACION ACIDA 

SULFAHETOXAZOL 3.9 

TRIHETOPRIH 4.3 

FORHULACION 3.6 

Tiempos de retención de 
obtenidos según Ja Tabla 1. 

RETENCION APROXIMADO DE PRODUCTO 
DE DEGRADACION 

LUZ VV OXIDACION 

9.3 4.4, 5.8, 9. 1 

--- 2.0 

9.3 5.3, 9. 1 

lo~ productos de degradóc16n 
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Cromatoqramas de la esoec1f1c1cac del m~todo analit1co 
oara Sulfa~etoxa:ol: 

;:l 
1 

o ~ 
o 
o 

! > -e 

"'-l .. ~L 

re 2 
~;::, 

f 
" 

o 
o 
o 

o 

ºj. ~ 

~ 

~ 

~ , 
4 

1 

l 
l 
1 
< 

I· f. 
1 
1 

~ !~ 

'' 

.. 

~ 
6 

Figura 4.1.- <ll Trimetoprim degradado en condiciones 
oxidativas. (2) Placebo degradado con ácido. (3) Trimetoprim 
materia prima degradado en condiciones ácidas(4J 
Sulfametoxazol materia prima degradado en condiciones 
ácidas. CS> Sulfametoxazol materia prima degradado en 
condiciones de oxidación C6> Formulación dearadada con luz 
U.V. <7) Placebo degradado en condiciones de. Oxidación (8) 
Placebo sin degradar. 
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".f, 
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1 ~¡ ''f: ~ ' ..... .v. -~ · .. 
Figura 4.2.- tll Formulac:iOn deor-adada en c:cncac:iones 

de oxidac:iOn t2l Formulac!.On degradadá en cond1c1ones ac:icas. 
<3l Fo mulación degradada en cond1c1ones alcalinas, {4) 
TrilT'.etoprim materia pr1ma degradado en corid1c1one~ alcalina». 

''-'---- -t .... 
:,¡:, 1 ~ 

o 

Fi::Jura 4.3.- Anál1s1s esoectr.;.1 de ll"'imetopr-1'": y Sulfa
ml?to~a=cl ~n formulac:i6n deoradada en condic:ioi es 0i.;::1oas. 

~ 



; . ~ .. :. 
L . - .. :,i•+ l TRI~E'l'O?RlM L ;;;h.;.::~·:,¡:~· 
r ----·-·-· __ _:_: 

,. 1 ., 
; 
i 

j 
~ 

,~ 
1 

2.:t' ~.I(: :<!. 1 

6liD1!IIJ f!lext D: P'"I";,·; :ii' .Di~~~~:l--
=~p 

.:-1~ ... t«'>• _¡,.ir.11¡. 

r 
~ 

~ 
r 
r 
r 

F1qul'""a ~.4.- Superoosit:lon de esoet.tros. Ce Trimetoor"l:'f'l 
en form~lacion. deg~aúada en conC11'::'..ior.es. áCldas. 

Ftou.r.i .:i..5.- Ao.al1;.i,,,, E'<:50t-ctrul l'..!r.> 1r1r-etoor1r.'!. ,,. S· •. di.l-
mcloMa:-ol for!T\uldt.1.'-,r dl.Ql""ddi:lc'la cor.d1c1c·1r·;,. dt• 
tJ,.:idar:ión. 



F1gura 4.6.- Suoerposición de etSpectros de Trimetoor-im 
formulac:ion degradada en condic:tor.es oxidativas. 

j 

·-- .?~~:1111 ... 

...:'!(' 

~ Ne-.t1. ]Jj p\:tii'Di•~~~al 
FinurA 4.7.- Supl:O'roos1c10n de esoec:tros de Sul•ametoY.a

:-ol e'l formul"'-c10n de9,...adada en cunctic.1ones :"=1tJas. 

Ct 

_;. ;~111;r.' 



B. -SISTEHA PARA TRIHETOPRIH 

Fi.gura 4.8 el placebo Str"\ degradar (6) no pr-esent.a ningún 
pico Que interfiera con la respuesta del Trimetoprim. 

Fiqura 4.8, el placebo degradado en condiciones oxidativas 
(7>. ácidas lS>. bAsicas y con calor ~o presenta ninguna 
se~al oue inter~iera con la respuesta del Trimetoprim. 

El Trirr.etoprim degradado en for"mulacion en condiciones 
oxidativas. figura 4.8 (5) y co~o materia prima, figura 4.9 
<3> presenta oroductos de deorddaci~n oue no interfieren con 
su respuesta, el análisis esPectral demuestra esoecific1dad 
para el Trimetopr1rn en estas cond1c1ones. 

En cond1c1ones ácidas de degradación tanto para 
Trimetoprtm como ma~eria prlma ,Figura 4.8 C4l, como cara 
m1srno per-o en for"mulac1on. Fig·..1ra 4_8 C3). los productos 
degradación no presenta~ in:..erfer~ncia con el Trimeloprim 
cual se confirmacon el anál1sis esoectral. Figura 4.10 

el 
el 
de 
lo 

En ::ondic.1ones básicas, fiqura 4.9 (1), calor y luz UV 
Figura 4,9 <2> el compuesto no ps degradable, y no se 
presenta lnterferencia alguna. lo cual se demostro con el 
análisis esoectral. 

Figura 4.8 el Sufametoxa:ol degradado en condiciones 
oxidativas Cll. acidas C2J .b~sicas v lu~ UV no presenta 
ning1)n producto de degradación que pudiera interferir con el 
Trimetoorim. 

Con lo anterior se demostró aue el sistema cromatcgráfico 
es especifico para cuantificar Trimetoprim en presencia de 
sus productos de degradación, los productos de degradación 
del Sulfametoxazol. los excioientes y sus productos de 
degradación. 

SISTEHA PARA TRIHETOPRIH 

TR TMP • 10.5 TIEHPO DE 
TR SMX • 2.5 

DEGl<ADACION ACIDA 

SULFAHETOXAZOL 2. 3. 5. 1 

TRIHETOPRIH 4.0 

FORMULACION 4.0. 5.1 

Tiempos de retencion de 
obtenidos segün la Tabla 1. 

RETENCION APROXIHADO DE PRODUCTO 
DE DE<>RADACION 

LUZ UV OX<DATIVA 

2.3 3. 2. 5 .. 1 

--- 5.0 

2.3 3.3, 4.8 

los oroduclos de degradación 
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Cromatogramas de le Especificidad del métojo a~allt1~c 
cara Triffietoprim: 

.... ,_ ... , ... _. 

~- ............. ' ..... .:;-

.. _ ••... !! •.• -~~-· 

e¡ 
~ -
" " !, 

.i"""=""L~i~,\;·::;:~"""':;=:=;::=~~;:3;: 

Figura 4.8.- tll SulfameloKa:cl materia orima deqradado 
en condiciones de o~idación, (2} Sulfametoxazol matria prima 
degradado con ácido, <3l Formulación degradada en conCiciones 
ácidas (4) Trimetoprim materia or1ma deqradado con ~ctdo. C5l 
Formulación degradada ~n condic1on~s o~idativas. C6} Placebo 
sin degradar,· t7) PlacP.bo degrada~o en ~ond1c1ones oxidat1vus 
{8) Placebo degradüdo con ~ctdo. 
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Figura 4.q,- tll Formutacion degradado en condiciones 
•lca.linas, ('.2} Formulación degradada luz UV, l3) 
Tl"'imetoprim materia prima degradado en condiciones O'll.idativas. 

Fiqur-a 4.10.- Superposición de esoectrcs de Tr1metoor1m 
deqradado en condic1onc<;. áctd<!-':i· 



4.3.2.~ SELECCION DE SUSTANCIA PATROH DE REFERENCIA 
I HTERHA { SPRI). 

No iue cosible encontrar un oatron de referencia interno 
adecu~do para los dos compuestos. debido a la diferencia Que 
existe entre la comcosic1ón de ambas fases moviles, cor to 
Que se descarto esta oos1billdad. 

En la segunda ooción se logró encontrar las SPRI que 
cumolen con los requisitos mencionados: Fenacetina para el 
Sulfametoxazol. y Amp2cllina trihldrato paro el Trimetoprim, 
sin embargo después de análisis posteriores se encontro que 
la amoiciltna trlhidrato era ooco estable en la muestra de 
1nvec:c1 on .. 

En ?a tert:eria. opción, para el Suliameto~a.:ol, la 
Fenacetina fue la que cur.~1:6 con todas estos reouisitos. 
Además sec orobó Q'Je la Fenacet1na se sep,,p··aba muy· bien del 
producto de degradación can el cual podria interferir tEi Que 
se oroduce debido a la degraoa=:ón oxidativa dei Sulfametor.a
zol). 

Para el Trimetoprim 
patrón de rcfere~ciP 

reou1s1tos para ser 
estabi l. idad. 

se seleccion6 al Oiazepam como 
interno qL1e curnol ió con todos 
usada en un método indicador 

su 
los 
de 

Figura 4.11.- 11 Sulfameto~azol co~ Fenacetina como SPRI. 

,/ "' .... "' ., 9 ,..: 

~ ~ 
~ ~ s 

Figura 4.12.- 2l Trim~topr1m con Diaicoum como SPRl. 
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4.1.3 LI>IEALIDAD Y EXACTITUD 
ESTABILIDAD. 

DEL >'.ETODO 1 HDI CADUR 

A.-SULFAMETOXAZOL 

NIVEL MlLIGRAMOS MILIGRAMOS " DE RECOBRO 

" ADICIONADOS RE<.:UPERADOS 

o o.o o i o 
o o.o o o 
o o.o o o 
o o.o o o 
o o.o o o 
o o.o o o 

60 60.0 60-2 100.4 
60 60.0 60.8 101.3 
60 60.0 60.4 100.7 
60 60.0 60.0 100. 1 
60 60.0 S9.8 qq.6 

60 60.(J 60.0 100.1 

80 so.o 79.6 

1 

99.4 
80 so.o 79.0 99.9 
80 so.o 79.B 99.8 
80 so.o so.o 100.0 
80 80.0 79.4 99.2 
80 so.o 79.9 99.9 

90 90.0 89.0 tra.q 
90 90.0 89.8 99.8 
90 90.0 90.2 100.2 
90 90.0 89.9 99.9 
90 90.0 89.6 99.5 
90 90.0 90.9 101.0 

100 100.0 99.3 99.3 
100 100.0 100.4 100.4 
100 IDO.O 99.8 99.8 
100 100.0 99.9 99.9 
100 100.0 99.7 99.7 
100 100.0 100.3 100.3 

110 110.0 110. 1 100.1 
110 110.0 109.7 99.7 

1 
110 !!O.O !OG.3 98.4 
110 !!O.O 1JO.2 100.:::; 
110 110.0 109.6 99.7 
110 !JO.O 108.4 98.6 

120 120.0 121 .5 101. 2 
IZO 120.0 119.8 99.9 
120 120.0 120. 5 100.4 
120 120.0 129.9 99.9 
120 120.0 119. 1 99.2 
120 120.0 121.0 100~ 
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4.1.3 LINEALIDAD Y EXACTITUD DEL METDDO INDlCA!Xlk DE 
ESTABILIDAD 

B. -TRIHETOPRIH 

NIVEL HILIGRM!OS HIUGRM!OS " DE RECOBRO 

" ADICIOHAOOS RECUPERA[)OS 

o 

1 

o.o o o 
o o.o o o 
o o.o o o 
o o.o o o 
o o.o o o 
o o.o o o 

60 12.0 11. q qq_5 
60 12.0 11. 7 q1.1 
60 12.0 11. 7 q1.2 
60 12.0 11.8 qs.3 
60 12.0 lZ.7 106.3 
60 l:Z.O 12.2 101.5 

80 16.0 15.B qq_o 
80 16.0 16.3 101.8 
80 16.0 15.B q9_q 
80 16.0 15.B qs.0 
80 16.0 15.6 q7.6 
80 16.0 16.1 100.8 

qo 18.0 11.q qq_3 
qo 18.0 18.3 101.5 
90 18.0 18.2 101. z 
qo 18.0 18.1 100.7 
qo 18.0 18.4 lOZ.1 
90 18.0 18.1 100.4 

100 za.o Z0.3 101.6 
100 za.o zo. 1 100.3 
100 20.0 20.0 qq.0 
100 20.0 19.8 qq.o 
100 20.0 1q.0 99.2 
100 zo.o 20.2 101. 2 

110 22.0 22.0 100.0 
110 22.0 21.q q9. 7 
110 22.0 22. 1 100.4 
110 22.0 22.3 101. 3 
110 Z2.0 21.6 98.3 
110 22.0 22.0 100.0 

120 24.0 23.8 9q_3 
120 24.0 23.2 q6.8 
lZO 24 .. 0 23.9 qq_5 
120 24.0 23.q q9.6 
120 2il.O 24. 1 100.4 
lZO 24.0 23.2 96.8 
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LINEALIDAD DEL METODO 
SULFAMETOXAZOL 

uo--------------~ 

M 
G 120 

R 100 . · ·············· ···································· 
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R 40 
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D 
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o 10 20 30 40 50 eo 70 so oo 100 uo 120 
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LINEALIDAD DEL METODO 
TRIMETOPRIM 
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Calcules de Li09alidad y 
Su.lfametoxazol 

Linealidad del n.10todo 

B = 0.9'19 

LSICs l.000 

Ll lCs 0.'194 

tc:o.\ = -o. 546 

A 0.010 

LSlCA 0.460 

L! JC.- -0.440 

tcal = O. 046 

DER = O. 008 

Exactitud del Método para 

Ex.acli lud del IDétodo 

36 

qq_q 

CV 0.67 .. 
LSlCx = 100.1 

LllCx = 99. 7 

tcol -0.'170 

;:'.030 

Exactitud al 100 X 

n = o 

)( = 99.9 

cv = 0.41 '· 

LSIC = 100.3 

LI JC = 99. 5 

tcol = -O. 601 

t95"' ~ gl = 2.571 

Siendo r 2 > 0.98 se dice aue hav una relac!On entre la 
cantidad ad1c1cnada v la cantidad recuperada y oue se 
reor~senta cor la linea recta orocuesta. 

Siendo tc::g.L < t 95"' 40 9\ caro el i nter:::eoto cue en el 
intervalo dE confianza se incluve al cero. se ~:=e oue éste 
no es significativamente diferente de cerc. 

Siendo lcci ( t =~ •o 9t o ara la pendiente que en el 
intervalo de confianza 1ncluve al l. se dice aue la 
oend1ente no es s1gnif icativamente diferente de l. 

Siendo DEíl < O.O:! se acepta la variabilidad en todo el 
inturvalo estudiado. 

Ya Que en la exactitud al 100% y en todo el intervalo 
estudi. a.do tea\ < t95" n-z 9 i v 1 a. med1 a :1e los recobl"'"OS se 
ecuentra dentro del inte!"'"valo de q9 a 102 % se dice oue el 
método es excto repetible al ser el coeficiente de 
variación menor al 2'l. en ambos CdSO$. 
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Calculos de Linealidad y 
Trimetoprim. 

Linealidad del método 

n = 42 

B 0.994 

LSICe l .006 

Ll !Cu 0.982 

tco.t = -0.951 

A= 0.055 

LSICA 0.263 

Ll ICA -0.147 

tc:o.l = o. '537 

Sy/x = O. 282 

OER = 0.018 

tPo:S.M "º 9t = 2.021 

Exacti lud del Hetodo para 

Exactitud del rnélodo 

X = 99.9 

cv = 1.79 r. 

LSICx 100.5 

LJ 1c; = 99. 3 

tco.l = -O. 391 

tP':li.M 3~ 9l = 2. 030 

Exacli tud al 100 " 

n = 6 

X = 100.2 

cv = l. 05 'l. 

LSIC = 101.3 

L!IC = 99.I 

tcal = O. 426 

tP'!'" ~ g\ = 2.571 

Siendo r 2 > 0.98 se dice que hav una relacion entre la 
cantidad adicionada y la cantidad recucerada y oue se 
representa por la linea recta procuesta. 

Siendo tea\ < t v.:i" "º g\ para el intercepto y que en el 
intervalo de confian~a se incluve al cero. se dice oue éste 
no es significativamente diferente de cero. 

Siendo tcat < t """ •O gl para la pendiente V Que en el 
intel"'valo de confianza incluve al l, se dice QUe la 
cendiente no es significativamente diferente de l. 

Siendo OER < 0.03 se acepta la variabilidad en todo el 
intervalo estudiado. 

Va que en la exactitud al lOO'l. v en todo el intervalo 
estudiado teal < tPo:J" n-2 gl y la rned1a de los recobros se 
ecuentra dentro del intervalo de 99 a 102 % se dice Que el 
método es exacto v repetible al ser el coeficiente de 
vari<:H.:.iOrt rnenor al 2% en ambos casos. 
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4.1. 4 PRECISIOH 

A.-SULFAMETOXAZOL 

A N A L I s T A 

1 2 

98.3 99.5 
D 1 98.~ 99.: 

99.2 99.5 

I 

1 

99.2 99. ! 
A 2 98.4 98.6 

99.6 98.7 

12 

99.02 

CV 0.44 'l. 

REPRODUCIBILIDAD 

TABLA DE AllADEVA 

Fuente de Grados de Swna de Media de 
F cal F teo variación libertad cuadrados cuadrados 

Analista 1 o. 1172 o. 1172 0.38 18.51 

L>la/Anal .. 2 0.6250 0.31;:5 1. 84 4.46 

Error 8 1. 3574 o. 1697 

Siendo la Fea\ < F ~" oara evaluar el ~fecto del analista. 
v el efecto del d1a. se ouede decir- aue el mt-todo es 
rcproducibl~ por cualau1er unal1sta. en cu~lqu1er dia. 
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4. 1. 5 PRECI SI OH 

B. - TRI HITOPRI H 

A N A L 1 "' T A 

1 2 

97.6 97. 
D 1 98.3 97. 

97.7 96. 

1 

97.7 97.9 
A 2 98.6 99.8 

98.5 97.5 

n = 12 

)( = 97.89 

s 0.8328 

cv 0.85 7. 

REPRODUCIBILIDAD 

TABLA DE ANADEVA 

Fuente de Gt-ados de Suma de Media de 
F cal F t..eo variacion libe1·tad cuadrados cuadrados 

Analista l 0.35ºª 0.359~ 0.2• \B.51 

Di a/Anal. 2 3.039! 1.5195 2.87 4.4b 

Error 8 4.2285 0.5286 

Siendo la F':~t < F 9'5"' cara evaluar el efecto del analista 
v el efecto del d1a. se cuede decir oue el método e~ 

reproducible oor cualauier analista. en cualauier dia. 
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T 

T 

4.1.6 ESTABILIDAD DE LA SOLUCION m: LA HUESIRA 
A.-SULFAMETOXAZOL 

a) Temperatura Ambiente 

I E H P o HU E s T R A 
( HR»-:> 

1 2 1 

o R 9S.7 98.6 1 

" 
E 

1 

e 
24 D o q0.s q0.B 

E B 

! 
R 

48 o qe.s 98.7 

b) Refrigeración 

I E H P o HU E s T R A 
lHRSJ 

1 2 

1 o R q0.7 1 98.6 
E 

" e 
24 D o 98.b 98.4 

E B 
R 

48 o q0.s 99.6 

e) Obscuridad a Temperatura Ambiente 

1 
1 

3 

9~. l 

'Tq.o 

98 . ..¡ 

1 

3 

99. ! 

98.9 
i 

98.9 

I E H P o H U E s T R A 

~ CHRSJ 
1 2 

9'1. l 1 o R 98. 7 98.6 

" 
E 

'º ' 1 
e 

24 D o 98. l c;ie.4 
E B 

R 
48 o q0.& 97 .8 lOO.O 

_________ J 



B. -TRI Ml:TOPRl M 

a) Temperatura Aiabiente 

1 

T l E H P o ! H U E s T R A 
( HRS'.) 

1 
1 

2 3 1 

1 

R 
1 

o " 
E 

Cf7' 3 ! q6.5 97.3 e 

! 
D o 

i 48 E B 97.9 96.0 97.5 
R 
o 

b) R~frigeracicn 

T l E H P o H U E s T R A 
1 CllRSJ 

1 
1 2 1 

3 
1 

R 1 
1 

1 
o "E 97.3 96.5 97.3 1 

e . 
D o 1 

48 97.3 96.3 97.6 

e) Obscuridad a Temperalura Ambienle 

T I E H P o H U E s T R A 
CHRS:> 

1 2 3 

R 

o " 
E 97.3 96.5 97.3 e 

l 
D o 

49 E B 96.5 97.2 96.9 
R 
o 

En ntn9uno de los casos el ·1. de recobro d1.fiere m.-'.is de :?% 
con resoecto dl 'l. de recobro ortginal. por la cue se dice oue 
las muestras de Sulfametoxa:ol como las de Tr1metoorim son 
estables baJo las cor.dicione:. probadas 



G> TOLERANCIA DEL SISTEMA 

A.-SULFANETOXAZOL 

SULFAMETOXAZOL 

FASE 
N T 1 L 1 

le CUAN- 1 
MOVIL 1 " TI PICADO 

1 4386.84 l. 01 1 1.00 1 4.04 9q,9 ! 
2 4150. 16 LOl 1 1.C() 

1 
3.97 -:;q, e 

3 4-3!9.86 1.06 1 LOO 1 :.93 99.6 l 1 

4 '"1075. 42 l. ('7 
1 

1. O·J ! 3 . .;b '?~ 
5 3877. 36 l .os 

1 
1.00 1 3.43 ! 100.0 

6 3967.'13 1.05 i t. 00 1 :.e1 99.7 

7 4018. 16 !. 08 1 !. 00 1 
5.43 1 100.0 

FENACETINA 

FASE 
N T " l<' HOVIL 

5063.81 l. 17 l .58 6.37 

z 5103.65 l. 15 l. 52 6.06 

3 4850. 77 l. 15 1.54 6.22 

4 4834. 29 l. 16 i. se '.S. ~7 

5 "4536. 67 t. ::2 l. 57 5.45 

6 4-940.06 l. 18 l.55 4.51 
--

7 4912 .. 87 l. l6 t. 52 e.:23 
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donde o 
TMP 
SHX 
me 

l'ASE 
HOVIL 

3 

4 

5 

Ttimetaprl~ 

Su! tametoll'~:?ol 
Fa-nacetln.a 

RESOLUCIOH 

R 
THP/SKX 

9.9u 

10.00 

9.73 

8.8:< 

9.53 

B. - TRIHETOPRIM 

DIAZEPA!t 

l'ASE 11 T HOVIL 

:333.43 1. 2l: 

2 2i.i28.31 !. 10 

3 2419.AS !. 13 

4 2636.Sü 1.17 
-

5 2.3$7. 10 t. 14 

6 Z236.73 l. 11 

7 2296.94 1. 12 

87 

R 
SHX/FNC 

6.46 

5.90 

6. 19 

S.30 

o. 58 

0.58 

0.56 

o. ~.7 

0. ~.3 

-
O.SI 

o.se 

k' 

1.99 

~.o~ 

!. BS 

\. 86 

!. S7 ---
1. 74 

1. 93 



nuMETOPIUH 

.-----.------..------~---..-----~----·~, 

~~L N ! T 1 " t C' ~l~~~~i 
f-----+------+---~-+--~-1----·~------; 

4383. 1 o ! l. 20 i l.~-) ¡ .. -- )2 .. :: 1 
f-~----+------+-------+----~-----+---..............; 

1.1: ¡ ,.O? 1 6361.56 3.- :;.-~':.. ¡ 

3 4333.14 1 1 1. 1;:1 ; 1. (!•) . ?.36 ;)7,( 1 

os6a.s2 i 1.,6 i~L_-__ 1 _~ 
,__ __ 5 __ _,___4, 56 1.., 1 :--::-! t "l'~ 1 ~ ~? • 'Je :::. l 
,__ ____ ,__-__ • __ ~ f • • .. . ! .. u ! .•• - l ..:. . ·' ~ 

f----f;---+----~_-_.:-_ .. _1_3_T_..--;~~;-T~·~;¡3~==~~ 
4179.03 1 !. !G 1.00 ! 3.3S i 99.1 1 

donde: 
DZP 
TMP 

7 

Diazepam 
Tr1rnetopr11l'. 

RESOLUCION 

FA::."E R 
KOVIL DZP/fKP 

5.6: 1 
2 5.63 

3 5.94 

4 5.93 

5 6.43 

fi e.SS 

7 5.~9 

Al no comprometer$e los res\lltados. ni la resoluc-16r, de 
los compuestos de inteté~. se dice que los m~tod~~ pa~a 

Sultametoxa~ol y p~~a Ttimetoprim son; tolarab!es ~n las 
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CAPITULO 5 

CONCLUSIONES 

l.- Se desarrollaren des ~etod~s ¡nd1cadores oe estabil1dad 
uno para Su1iametoxazcl y otro para Tr1metopr1m, oor 
cromatograf1a de l1qu1aos en fase reversQ par ionice. 

2. - Les r:-.etodos desarr-ol lados sen especl f l cos para 
Sulfametoxazol y para Tr1metopr1m dada que ~e demostró que 
lograron s~parar y cuantificar a los principios act1vos de 
los productos de degradac1cn y de lo~ excio~entes. 

3.- Las técnicas desarrollaCas son muy sencilla: de realizar, 
no presentan problema e~ cudnto a mdnejo excesivo de 
muestra~. utiliza paces react1,os 0 aJnque un pec~e~o problema 
Ps ld SPRl del Tr1metopr1m Que e~ una sustancia rEstr1ng1da y 
no se consigue fáctlment~. 

4.- Descués de analtzar los datos obtenidos de la validacion 
de los metodos se encontró c:iue 1 os m&todo-;. sor. lineal es en el 
intervalo de concentraciones est~d1ada, c:iue son eY.actos, 
p~ec1sos y reproducibles. 

5.- Los métocos desa~r~lla.~os sirven para cuant1fi~ar 

Sulfametoxazol v Trimetopr1m por s~parado como métodos para 
estudios de estabilidad de los activas en la misma forma 
farmacéutica. El m~tado para Sulfameto,.azol puede cuantificar 
los dos activos en el mismo anális1s y se puede utilizar come 
un métodu de control de calidad. 

6.- Las muestras son estables, en ambos mótodos, hasta por 48 
horas tanto pard. las muestras almacenadas en refrigerar:iOn 
como las almacenadas a temperatura ambiente y en obscuridad. 

7.- Ambos metodos son tolerantes para cada una de las 
variaciones de la fase movi l que se proba...-on. obter.iéndose 
recobros satisfacto...-ios con respecto a la fase móvil original. 
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VENTAJAS, DESVENTAJAS 'f PROPUESTAS 

DEtermlnar la especificidad de un ~atodo a traves d~ un 
análisis espectral con un detector de arre~:o de iotudi~oos 
nos proporciona una alto grado de confiabilidad, caca la 
facilidad y rap1de= con que éste nor da una gran cantidad de 
información de los picos cromatogr~ficos elul~cs en un amplio 
intervklO de longitudes de onda. 

Se propcnen dos métodos diterentes p~ra la c~sntiti=~ci•:.n 

por separada de S:Jlfametoxc.=c.ol y de T1 :rn.c:tr.prim da:!a lo 
complejidad que se presentó para hacer un só\c m~todo 

especifico para ambos, sin emb&.rgc. ca.da t;no de les ~&todos 

estan dise~ados de tal form3 que las muestr~s prepar~n 

simultáneamente disminuyendo tlenpo, dinero y est11er:o,algo 
sumamente importante. 

Es muy importante ~encionar que la cromatvbrafia de 
llquidos de alta resolución tiene ~ucha$ ventajas ~ntre ellas 
la versa ti 1 idad y sensibl 1 idc.d, además, si se cuenta con u~ 

detector de fotodiodos, la comedida y rapidez con que se 
puede determinar si un método es selectivo o no hacia el 
compuesto que interesa cuantificar, sin embargo, se considera 
una gran desventaja el elevado coste para la adquisici6n y 
mantenimiento de dichos equipos, los cuales estan al 
alcance de muchas empresas. 

Por último es necesario sugerir que las column&s em~leadas 
para cromarografla de par iónico, sólo deben ser utilizadas 
con este fin, dada lél gran ~finidad que tienen lo~ formadores 
de par ionico pcr la f3se estacionaria, llegand:::i inclusc 
ocasiones a ser. agresivos hacia ell35, por lo anterior se 
recomienda utilizar peque~as precolumnas, que protejen Y. 
aum~nt~n considerablemente la vida util de estas columnas. 
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