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NIRODllCC QN 

Grac:ias a los avances tecnológicos en 

los equipos y en los métodos analí.t:icos , hoy en dia 

pos'ible controlar la calidad de los medicamentos parA 

asegurar que estos reunen lt•S características adecuadas 

al ejercer su actividad t:et-apeútica. Por tal motivo, 

1 a industria farmaceútica surge la necesidad de 

validar todos los métodos analiticos Lttili::ados en la 

determinación de sustanc:1as o princ:ipios activos con el 

propósito de asegurar dicha calidad. 

La val id ación del método ~nalitico 

perr1ite evaluar implic.itamente su variación o error o 

través de paramétros estadísticos como son: 

linealidad, precisión, exactitud, reproducibilidad y 

especificidad entre otros, de aqui se obtiene la 

información de la confiabilidad del método utilizado 

para el análisi5 del o los principios activos, ya sea 

en una forma farmacéutica o como mat~ria prima. 

Hablando en términos gpnerales, se conocen 

b~sicamente cuatro métodos para la cu~ntificación Je 

Acido Ar.etilsalicillco. Sin embargo, estos métodos 

son es pee i f leos ya que de algún modo ·.1 otro se basan 



•?n l.:i cu<lr.-l: i f: cae i6n tr.;ivés del producto de 

degradaci6n, o bien a través de prop;.edados -ácido-no.se. 

Por otro ladc, '1 en fechas recientes, se 

presento un método oEicial por CLAR 116), de acuerdo al 

cual puede CJantif1;::.:\r <1.1 m":::;mo tiempo tanto flc\du 

Acet:lsalicílico, como el Acido Salicíl:co. Sin 

.;mb.:iTg·::i, '3.l tratar de l'eprcduc.: i.r dicho método los 

recursos y el equ1po con que 

labor.'.ltorio, ver i f ic6 que c-x; tt-1r. probl~mas i.:omo 

son~ falta de i•esolu:=ión, la. .::antidctd de "U+~·,t·.~a na es 

la indicad.?. pard dar ~'"" ' buena rP-:-,;1ue•,t.:i de) ~.)t~c. !:or 1 

se utili~a un reactivo quB :{de.nás e.Je se1· -:a1·c •.'':!> e'>? 

que se efectúan para éste producto, aumentan ·'?l r.:osto y 

Por lo antes e1<puesto, a 1:."'ste últirño método ;;e le 

h1ci~ron algunas modificacione•; para ada;:>tarlo a ~d.S 

co~diciones y necesid¿d¿s del laboratorio. 



I. ACIDO ACETILSALICILICD. 

A. NOMBRES OUIMICOS. 

1. Aspirina 
2. Ac:ido Acetilsalicílico 
3. Acetato del Acido Acetilsalic!lico 
4. Ac:ida 2-(acetiloxi)-benzoic:o 
5. Acido 2-acP.toxiben~oico 

B. FORMULAS: CONDENSADA Y DESARROLLADA. 

PM= 180. 16 

C. PROPIEDADES FISICDOU1111CAS. 

Cristales blancos o polvo cristalino, inodoro o 

ligero olor ácido acétic:o, p.f. 135° e, p. de 

solidificación. 118ºC, es estable en el ait'I::? ser:o, pero 

se hidroliza grad1.talmente en contacto con la humedad 

dando ácido acético'y ácido salic:ilico. Un gramu se 

disuelve en: 300 ml de agLta; en 5 ml de alcohol; en 

17 ml de cloroformo y en 10 ml de éter. Se descompone 

cnn agua caliente o cuando disuelve soluciones 

álc:alinas.(17) 

D. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS. 

El Hc:i.do Acetilsalicil ico (AAS) es un fármaco· 

sintético. derivado del Acido salicill.co (AS)a Se 



considera como el prototipo de los analgésicos no 

.narcóticos )' constituye Pl fármac:.o de l'"e>ferencia para 

la evaluación de otros agentes que comp~rten sus 

efectos,posee actividad analgésica antiinflamntoria y 

antipirética. Es un efica: inhibidor de la síntesis de 

prostaglandinas (PG) ,varios de sus efectos se atribuyen 

a esta propiedad; inhibe la agregación plaqueta.ria 

incrementi.'\ el tiempo de sangrado; est~biliza los 

lisosomas Y reduce la permeación cap1ldr. Desacopla la 

fosfor i 1 ación o:{ ida ti vn y reduce las a 1 te rae iones en el 

equilibrio ácido-base. A dosis ~ltas posee efecto 

uricosL\rico e hipog l ucémico. Es irrit~nte para la 

mucosa Los analgésico 

antipirético implic.otn mecnnismos periféricos centrales, 

posiblemente a nivel de hipotálamo. Como analgésico 

alivia el dolor leve o moderado y st1 crónico no 

produce tolera11cia ni depend~nc1a ( a diferencia de los 

analgéslcos narcóticos). (17) 

t. ABSORCION~ DISTRIBUCION, BIOTRANSFORMACION Y 

EXCRESION. El Acido Ac~t1ls~licilico s~ absorbe bien 

por VÍC\ or-°"l, parcialmente en 21 estómago y 

principaJmente a niv~l 111testinal; la~ concentraciones 

plasmáticas son detectables a los 30 min~ y son m~:<imas 

las 12 hrs po5ter~ores la administración oral. 



Se distribuye ampl.:.. .. ~monte el organismo. incluso 

liquido s1novial, espinal y peritoneal; en la 

sali.v~ y en la leche materna:: penetra lentament~ la 

barrera hematoencef¿.}ica pero : r:.vie2n rápid~mente la 

placenta. SE? metabolJ.:::;\ 

plasmática de 15 1nin.) 

r-ápidamente 

pl.::\sma 

(metabólito activo) el cuol se 

proteínas plasmáticas; este metabólito 

(vida medi.:i 

hígado a AS 

un 90'l. a las 

conJuga con 

glicina(~cido salicilúrico) y una pequeña fracción se 

oxida a ácido gentísico. Se excreta principi'llmerite prir 

la orina como ácido salicilúrico· (75/.) y en menor- grado 

como ácido salic.í.lico (10%} y ácido gent.í.sico (1%). El 

ácido salicílico presenta una cinéti-.:a dependiente de 

la cantidad del Acido Acetilsalicílico, así ~l tiempo 

de vida media del AS de 3 hrs. con dosis de 300 mg 

de AASJ se incrementa a 6 hrs con dosis de .l gr v " 20 

hrs con dosis de 20 gr de AAS. La excr·esión del AS y 

de sus metabólitos es dependiente del pH; s;on la orina 

Alcalina se elimina ha~ta un 85Z como salicilato libre, 

en tanto que en la orina ~cida 

2. TOXlCIDAD. A dosis bajas la to::icidad P.s poco 

frecuente; sin embargo. l i\S ~l te rae .J.OnF>s mAs comunes son 

las gastro ·.testinales (11~usaa. ulcerdc~ón g~str·ica o 

intestinal). Otra~- reacc. ior1es que d·· penden ch: 

inhibir: tón de ld ~-;intP.~;1.s dí? PG snn; inhibic••:'.., 



1."I 

gestación 

prolo11gac1ón 

del parto 

(salicilismo) 

plac..iLtetaria de la 

del trabajo de parto, así la 

del tiempo de ··~anQr-adn antes y después 

intervenciones quirúrgicas. La 

dosis altas y repetidAs de ~~licJlatos 

manifiesta como céfalea, mareos, 

visión borrosa, cansc:\ncio. somnolencia, temblor. 

inqui~tLtd, SLldoración, sed, zumbido de o idos y 

vértigo (esto a niveles plasmáticos de '.200 Ltg/rnl); 

hiperventilación (a 350 ug/ml). alcalosis r-espiratoria, 

&cidoz metabólica (a 500ug/ml), a11emia, hep~totn::icidad 

reversible (de 200-400 ug/ml), hipoprotrombinemia, 

fiebre, coma, colan~o c<=1rdiov.::1~cular e insufir:iencia 

renal (d" 400-900 ug/ml). Las reacciones de 

híparsensibilidad incluyen:ronchas urticaria, 

rinitis, sinusitLs, pollpos na.Yates y asma.(17) 

3. DOSIS Y VTAS DE ADMINISTRACION. Como ari.oilgésico 

y antipirético, las dosis para adLtl to de 650 mg 

administrado cada 4 hrs, hasta un m~:~imo de 3.9 gr al 

d.ia. Lc1 

años 

años es 

si. 

dosic:; p.;i,ra niños según l·· edad: de 2-4 

r.le 

de 

160 llilJ:: cte 4-6 ~'-<ños de °2'':r) mg; dP 6-9 

320 mg; de 9-11 años de 400 mg y de 11 

de 480 mg. Ei:;ta dosis se re pi te• cada 4 hrs 

Como anti~~tlamatcrio, para la 



adultos es de 5-8 Qr al día dividida de 4-6 tomas. 

niños la dosis es de 100-125 mg/kg al día dividida de 

4-6 tomas durante semana~ lueqo la dosis se reduce 

semanalmente hasta 60 mQ/l<:q/dia dividida de 4-¡.. tomas 

al dia, hasta la desapat·1ción dE• todos los signos 

antiinflamatorios. Si reaparecen , el trat.:>.miE:mto 

deberá reanudarse.(17) 

4. PRESENTACIONES. Debido a la rápida hidrolisis 

que sufre con la humedad. el Acido Acetilsalicílico se 

ec-ncuentra solo en tabletas, tabletas efervescentes, 

caps1.Has y c¡raqeas. con dosis que vari::n desde 65-650 

mg, y supositorios que contienen de 65-1300 mg.(13,17) 



II. CRDMATDGRAFIA. 

A. CONSIDERACIONES GEN~R~L~S. 

La cromatografía es un t..:.écn1ca desarrollada 

principios de siglo, que permite la separación de 

sust~'l·ncias que se encuentran en una me=:cla. En genera!. 

es un proceso de migración diferencial en el cual, los 

componentes de dicha mezcla ~e transportan por una fa$e 

móvil y~ la ve~, retenen selectivamente por una 

fase estacionaria. La aiinidad relativa de los sol~'.:os 

por cada und de l.:i.s fa~es debe ser rev~rs1.ile p~1ra 

asegur~r la '.:rct!i.,:;ferencia de ma5a durante la separación. 

cromatográfica.(16) 

B. ANTECEDENTES HISTDRICDS. 

r::'.l anteced~n ::~ más remotr. et-=- la cromatogra.f i ,., es el 

~náljsfs ~apilar. 

vegetales d~posi~~ndo ld muestra sobre papel filtro, 

observando que estos separaban cmillos 

concéntricos d~ varios colores.(18) 

Cn 1861 SchnO•"""nbe1m cambio este ,-nétodo circuli'!r 

por el un.idim.->nsio'lal sumerg:ii:"'11do un e~tremo de tira de 



papel en la disolución. A esta técnica se le conoce en 

la actualidad como cromatográfia en papel y se le ha 

utilizado también para separar proteínas e incluso 

bacterias. ( 18) 

La cromatografía corno técnica de separación fué 

descubierta por el bótanico y químico ruso Mijail S. 

Ts.wett quien en el año de 1903 publica un trabajo en el 

cual incluye la primera descripción del método, 

posteriormente, en 1906 publica otro que proporciona. un 

informe detallado del método y sL1s aplicacione=• El 

propio Ts1<1ett eligió el nombre de "cromatografía'' que 

significa "escritura de color", refiriendose a las 

bandas de las diferentes sustancias coloreadas que 

logro separar sobre una columna de vidrio rellena de 

carbon~to de calcio, la cual, introdujo el extracto 

veg~tal disuelto en eter de petróleo; a continuación 

agrego más éter de petróleo y observó que a medida que 

el solvente pasaba a través de la columna se separaban 

bc:indas de diferentes colores que correspondi~n a los 

carotenos, las clorofilas y las xantofilas. Después 

de Tswett, transcurrió un período relativamente largo 

durante el cual 

técnica. (19) 

tuvo lugar ningún avance esta 

En 19.38 el bioqu.imic:o polaco T adeus Reichstein 

obtuv6 el croma togr-am::i de flujo a partir de los 



""l11menes por unidad de tiempo que se requerian para 

que eluyeran las diferentes sustancias. Por sus 

trabajos sobre las hormonas de la corteza suprarrenal y 

la cortisona, obtuvó el premio Nobel de Medicina en 

1950 (junto con E. Kendall y P. Hench).(18) 

En 1941 Martin y Synge introducen la 

cromatogra:fía de reparto y suqirierón la posibilidad de 

utili~ar un gas en la fase móvil del cromatogáfo.(18) 

En 1952 Martin y James obtienen un logro 

particularmente importante el desarrollo de la 

cromatografía de reparto gas-líquido utilizando una 

burata automática para detectar y determinar los ácidos 

y bases; asj, el primer cromatográfo de gases cubrio las 

necesidades de cuando menos dos grupos funcionales. ( 18) 

En este mismo arto, Alm efect~ta la elusión por 

gradiente de polaridad .del solvente. (18) 

En 1953, Wheaton y Bcwman observan el principio 

de exclusión.(18) 

En 1954, Ray obtiene un cromatograma empleando un 

detector de conductividad térmica en cromatogra1ía de 

gases.(18) 

En 1959, 

e: roma tog rafia. 

polidextranos, 

Porath y Flodin desarrollan la 

de exclusión 

técnica que 

geles 

recibe el 

suaves de 

nombre de 

cromatografía de filtración en gel.(19) 

En 1962, el químico norteamericano Moore efectúa 



separaciones en geles rígidos de poJJest1r-emo. técriica 

que recibe el nombre de permeaciOn en gel.(19) 

Hasta fines de los b(l's !;::. cromatografía de gases 

era mds popular que la de líquidos debido a que esta 

lil tima reqt1eria de mas t.iemµo por que se efectt1aba en 

columna~ ~h1ertas a presión atmosférica, pero gracias 

al avance en ;, a instrumentación y en los tipos de 

empaque de las columnas se logro la cromatografía de 

líquidos Je alta resolución. (19) 

C. CLASIFI~ACION. 

Como ya menciono, la c,...omatografi~ es un 

término qeneral aplicado a una amplia gama de técnicas 

P.scenr: i. al mente basan la 

distr1.buc!On de loo::; componentes a separar entre las dos 

fases; una de ellas e~ l~ fa~e móvil, la cual puede 

un liquldo o un g'°'s y la otra es una fase estacionaria, 

l ~ cuo'\l ., r·lt ve::, puede '!=er Lm 1 iquido a un sólido. El 

proce~o cromatogr~fico ttene lugar coma resultado de 

repetidas ad!'.>orciones o repi.<!rtci-:. durante el movimiento 

de lo5 co~ponentes de la mue9tra a lo largo del lecho 

estacionario. a1cc.n;::andose la separación gracias a las 

d1ferenci•s entre los coeficientes de distribtJCión 



de los distintos componentes de la mu<?stra \ 18\ 

Tomando en cuenta varias consideracionL' 1 d 

cromatografía se puede clasificar de cuatro diferentes 

formas; 

1. Basándonos en la naturaleza de la fase móvil se 

divide en: 

Cromatograf :i.a 

{ 

Gas-Sólido 
Gases 

Gas:...liquido 

Líquidos 

{

Papel 
Plana 

Capa fina 

Liquido-líquido 

{

Liquido-sólido 

Columna De fase químicamente 
unida 
De intercambio iOnico 
De e><clusiOn 

2. Considerando los procesos de separación se divide 

en: 

a. CROMATOGRAFIA DE ADSORCION. La fase 

estacionaria es Ln solido quP- funge como adsorbente y 

la fase móvil puede ser líquido o un gas; la 

~eparación se basa en repetidas etapas de adsorción y 

10 



rlesorciór': '-'ni:\ p~1!..tiu113 St:.' fi~.:i i\ c':.ra super.fu:.1.:1lmente 

sin ,.Jenet1·ar 1.:m e.!. 1-a. a tr~-:·. i?s de flUenteo:. de .,id!'ógeno 

y ii..:¿:-zas di:? ".'an der Wall~,. 

El gr"•.:lo de ser.iarac: i ón dependP- por lo tanto 

f1':Jt.:\blemem_e dt:c' L.t :..'L.perrici.e acllv.3 del ~ólido y e" 

consecLienc1a, el tama~~ de pa~ticula sólida que 

emplea d~b~ se_· la más pequeña. posible ~ar<-' tener mayor 

superficie 

empaque. < q J 

active"\ en 

CROMATOGRAF:,".\ 

relación al volumen del 

DE ºARTICIDN. L.:. fase 

estacionaria es un líquido que se mantiene fi.Jo por 

adsorc.1.ón -... obre un só:.ido poroso e inerte, tanto que 

la fa!Oie móvil un gas e un líqui·.-'rJ. En este ti;:m .je 

c1•om~tograf :i.a la fa5e estacionaria esta saturada por la 

faSE' movil, de tal manera que la ~epi.ffaci. ~n -z.e t!?fec:tua 

er.i:.;:~ dos !ases debido a las diferenci~s de :\finidad de 

los componnntes por c~Ja una de las dos fasesf~sto es, 

a sus dilorencias en su~ coeficientes de reparto.(9l 

c. CRQMqTQG~ArIA CE INTE~CAMBIO ION!CO. F-1 l~chc 

estacionAr10 '~1ene une superficie "":Brgeda ión:r:amentE!, 

1:0.·. c<>rga cr.intrar1d ci 1 ... d<:> ld m,.c,·,' r-.1. e:~-,L J tC:· •.. r.i.ca 

usa C«si ~l".clu:.1vamerite con ,111.n'c'stru .óni.=,-...-;; 
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más fuertemente será atraida h~c:ia la superficie ionica 

y, por tanto. más tiempo tardará en ser eluida. La 

fase móvil generalmente es una solución amortiguadora, 

la que el pH y la polaridad se tJtili::an para 

controlar el tiempo de elL1si6n. El relleno de la 

columna es material que po~ee poro de dimen~iones 

comprendidas entre ciertos límites. 

muestra retenida filtrada 

molecular. (9) 

según 

lo que la 

tamaño 

Si el material estacionario es Qel reticulado 

se le denomina "filtración en Qel. y si es un poliméro 

rígido se le der1om1na permeación Pn qel:; pero en ambos, 

el proceso de separación 

de pesos moleculares.(9) 

efectúa por la diferencia 

3. Según la polaridad relativa de las dos fases y la 

preponderanc.ia de los fenómenos de adsorc:ión o reparto, 

la cromatografía se puede clasificar en: 

a. CROf'',.,TiJGRAFIA EN FASE NORMAL. El lecho 

estacionario es de naturale=a fuertemente polar 

(p.e. Qel de silice) y la fase móvil es polar 

12 



(p.e.n-hexano o THF). Las muestras polares quedan 

retenidas en la columna durante mayores tiempos que los 

materiales menos polares. (:?C1) 

b. CROMATCGRAFlA EN FASE REVERSA. Es el proceso 

inverso, en el cual. el lecho estacionario de 

naturaleza no polar (p.e. hidrocarburos ), mientras 

que la fase móvil un l .iquido polar. cL1anto más 

polar es la muestra, 1nayor será su retención. En la 

fig.1 se muestra el mecanismo de separación de acuerdo 

a la polaridad de las fases.(20) 

FJ\SE REVERSA 

Fig.l. Ilustración gráfica de la r::-r-omatografia 
liquida en fase normal y fase reversa. Los circules 
representa11 los tipos de compuestos presentes en la 
muestra y su posición relativa en la dirección del 
flujo de la fase móvil indica su ord~n de elus16n. 
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D. CROMATOGRAFIA LIOUIDA. 

Durante muchos año• se practicó la cromatografía 

liquida en una 'forma que se puede llamar 11 c14t1ic•"" y 

que con5~stia bAsicament• •n lo siguiente (fig.2)1 una 

columna de vidrio, habitualmente de 1~ o 20 cm de 

longitud, cuyo diámetro varia entre 2 y 10 cm, rellena 

de materiales tales como sílice, alómina,etc., con un 

tamaño de partícula de aproximadamente 200 u, se 

introduce la muestra disuelta en la fase movil y luego 

se agrega el disolvente con el cual se eluye la nauestra 

a través de la columna. (10) 

- lllFBDIA .···>: 

Fig.2 Cromatografía liquida "clásica". 



Los tamaños de la muestra varian entre 0.1 y ! gr 

o más. El disolvente o fas~ ~6vil fluye a t~avés dE l~ 

columna por efecto de la gravedad 1 prodLa: -·'iWo<Je apenas 

una débil pr~sión ejercid~ µe: el vol· de L• fa.se 

móvil que ,;i;grega a la columna, el d isol...,ente se 

recolec~~ en la üa~e d~ la columna en frQ~ciones de 

determinado vclumer. Un..J l~e lo-; inconv-~nientes de est,:i. 

técnica el largo tiempo qu~ se requiere paru el 

análisis, el c:t;al 1 ,nuchas veces ¡:.·uede ser de l·.o:'as e 

incluso <:le dias, otra dec:Nenti\j.:: es que el material de 

relleno utiliza p~·~ lo s~neral una sola ve~ µor GUO 

parte de la muestra usl.almente se ad-::;orbe en forma 

irre·,¡ersibJ.8, Sin e1rbargo 1 01 proble~' princ~~al de 

identificación de los compon~ntes que eluyen de 1~ 

columna. <ti)> 
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E. CROMATDGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESDLUCION. 

A diferencia de la cromatografía de liquides 

"clAsica", la crcmatograf.í.a liQuida de alta resolución 

utiliza instrumental muy distinto, con ventajas muy 

signi~icativas (fig.3). En este método se utilizan 

columnas da diAmetro muy reducido, p.e. 2-4 mm, 

rellenas de materi•les especiales, cuyas partículas 

tienen un tamaño no mayor de 30-40 µ, y con frecuencia 

hasta de 5-1(1 µ, lo cual reduce su longitud (30, 10, 7 

cm). Este tipo de columna es muy e1icaz, pero ofrece 

gran re5istencia al flujo de la fase móvil, por lo que 

es necesario obligarla a pasar a través de la columna 

&1r1pacada aplicando alta pres!On (1000-6000 psi). 

Debido a esto •l m•todo se llama Cromatcgrafia 

Líquidos de Alta Presión (CLAP),o bien, Cromatografía 

Liquid• d• Alt~ Resolución (CLAR), debido a las altas 

eficiencian obtenidas (unos 50 000 platos teóricos por 

metro). (10) 

Al igual que todas las demás técnicas 

crcmatogrAficas, CLAR método de 

identificación, en general básicamente una técnica 

de separación de alta resolLtción, pero que 

identifica al compuesto que da la s~Ral obtenida en el 
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DISPOSIT:M:> DE 
FASE M:J\/lL 

Fig. 3. Carp:>nentes prl,ncipales de un Cranatógrafo 
de Líquidos de Alta Resolución. 
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cromatograma. La comparación de los tiempos de 

retención no es un método seyuro UG identificación, ya 

que aunque estos son caracteristicos de ciertos 

compuestos, ro son exclusivos, y por lo tanto, es 

necesario utili=ar otr~s técnicas p~ra 0ste fin. 

En la actualidad no se ha encontrado aún un 

detector universal y sensible para la CLAR, la gran 

mayoria solo han tenido éxito limit~do, lo cual ha 

impedido su adopción definitiva. E~ isten dos 

detectores de uso muy generali~ado: el de indic~ de 

refracción, que aunque es de respuesta universal, su 

sensibilidad es muy limitada; y el de luz ultravioleta, 

que es muy sensible, pero su respue~ta =s selectiva y 

·•e-:;pondt: -::.ole a compuestos quP absorben la luz UV. C 10) 

F. TERMINOS MAS USUALMENTE UTILIZADOS EN CLAR. 

El lenguaje común empleado en cromatograf ia 

utili:=:~ algunos términos característicos de esta 

técnica iristrument_,;,:; ci c:1Jnl.inua.ción '="t4 mencionan loo:; 

más comunes, indil.ando c:.u importancia opt?racioni.(1 y la 

form~~ en que ~on P.Val•Jado~.: 

18 



19 

•· TIEMPO DE RETENCION. Es el tiempo que 

tranacurre desde la inyección hasta el 4pice del pico 

Cfio.4), 9& considera como el tiempo de retención 

absoluto y su valor siempre •&rá igual en la misma 

columna Y. bajo las mismas condiciones de trabajo.(11) 

b. TIEMPO MUERTO. Es el tiempo requerido para 

que la fase movil ~e traslade de un lado a otro de la 

column•. ( 11) 

c. TIEMPO DE RETENCION CORREGIDO o RELATIVO. Es 

el tiempo de retención absoluto menos el tiempo 

muerto. (11) 

"' TR• o ... TR !;! . .. .. . " .J 
. . ... . 

" . 
a 

1 . . 
:•-Ttr-; 

1 

" ' 1 .. 
lNYECClON 1 

13 '' "' . ! . ~ -: 
TIEMPO 

Fig.4 Cromatograma típico, en donde TR es el tiempo 
de retención, TM es el tiempo muerto y TR" es el tiempo 
de retención corregido D relativo. 



d. FACTOR DE CAPACIDAD (k). También conoc:ido 

como coeficiente de distribución reparto, es una 

propiedad fisic:a "fundamental de cada -:;usb:mci~ qua mide 

la solubilidad de la muestra en la fase estacionaria. 

Este valor indica el tiempo dnrante el cual puede 

retenerse cada componente de una. muestr-a la 

columna. (11} En este caso k esta controlnda por lü 

fuer:::a iór,1c::a del solvente, debiéndose e11c::ontrar el más 

adecuado para la separación; d~pendi.endo de que tan 

rApido sale el primer componente de la muestra, los 

valores óptimos de 2 a b y en mu~stras con mas de 

dos componentes el rango de 1 a 10. El factor ~e 

capacidad se calcula con la siguiente formula; 

k= TR•/ H1 (TR-TM) I TM 

e. FACTOR DE SELECTIVIDAD (O(). Es la medida de 

la solubilidad diferencial de dos compuestos en la fase 

l:?'o.tE\cionaria. De acuerdo a l~ inter-acc:ión que haya con 

un compuesto y otro se realizara Ltna selección de que 

pica 5Ale primero y cusl a] final(ll). Si el valor 

dP O( =1, los dos picos tienen $OlLtbi l l.d~des igL1ales 

respecto a la fase estaci8nari~ y no se reali=ará 
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1~ seoaraci6n. así. entre mAs elevados sean los valores 

de habrá mayor selectividad da la fase 

estacionaria v l.tna meJor separacion. El factor de 

selectividad se calcula de acuerdo a la siguiente 

fórmula Y. a la fig.5: 

o<. = TR' (B) I TR' (A)= TRlB)-TM/TR(A)-TM 

~, -----'IR1a1-----_, rTRIAl 
i 
1 1 

~-:--Tft(A) 
' 1 
i 1 

INYE~ClON 1 

TlEMPO 

fig.5. Cromatograma que muestrci las variables 
para el cálculo de la selectividad. 

En estos casos puede mejorarse la selectividad por: 

1. Cambio de fase móvil. Aumentando la 

polar:i.d3d, el pH y/o la fuer;::a ionica. 



2. Cambio de fase estacionaria. Cambiando de 

columna o variando el tamaño de ésta. 

Varit1ción de la tPmperatura. Se nL1ede 

aumentar o disminuir la temper.atura Lttilizando un horno 

para coll,.IJT'lnas o 

correctamente la 

circLtlación de aglla. Al controlar 

temperatura se mejora la 

reproducibilidad de la separación. (10) 

f. NUMERO DE PLATOS TEORICOS (rJ). La eficiencia. 

de l.'\ columna se mide por los ~latos teóricos, estos 

miden el ensanchamiP-nto de la banda del soluto de la 

muestra a medida qLte pasa a través de la columna. Los 

pl.:ttos teóricos Calcul"'1.n directam~nte del 

Existen varios métodos para cuantificarlo 

dependiendo de la altura a la que? se tome la ancrura 

del Dl.CO. S1n embargo, el más utili~ado es el método 

de las tangentes, en el cual se tra=an dos tcngentes 

por- los puntos de inflec:c:ión y se mide la longitmj de 

1 a 1 in?.a base donde cor-tan 1 as tangen tes l 18) ~ de 

acuerdo cpn la fig.6. 
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~ lNYE~CION 
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•W(D): 

TIEMPO 

Fig.6. Método de las tangentes para calcular el 
número de platos teóricos. 

g. ALTURA EQUil.'HLENTE A UN PLATO TEORICO (HEPl). 

Recordando la def1n1ci6n de plato teórico referente al 

proceso de destilación, se deduce qLte HEPT es la 

longitud de la columna requerida para obtener un 

equilibrio ::te la muestra entre le\ fase móv1 l y la fase 

estacionaria (18). Si el valor de HEPT es pequeño, 

s1gnifl.ca qLte hay mnyor nt.'1mero de pJatos tf:'óricos 

por unidad de longitud.• y por lo tanto, la columna será 

más eficiente. La HEPT se puede calcular con la 

siguiente fOrmul.3.: 

HEPT LongitLld de la co_lumna/No. de platos teóricos 
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h. EFICIENCIA DE LA COLUMNA. Cuand~ se introduce 

una muestra a la columna, ésta presenta como un 

estrecho perfil de concentra~ión a medida que dicha 

muestra se reparte entre la fase estacionaria y la 

móvil, y es arrastrada por la última a través de la 

columna tiende a adoptar un perfil de distribución 

normal. Mientras má!5 tiempo permanezca el pico en la 

columna más se ensancha, volviéndose mAs corto pero sin 

perder forma gaussiana. A la capacidad de una 

columna de proporcionar picos altos y delgados se le 

llama eficiencia y se calcula con el número de platos 

teóricos. (18) 

i. ECUACION DE RESOLUCION.. La resolución es una 

medida de la capacidad que tiene una columna para 

separar dos picos, y define como la distancia que 

hay entre el centro de dos picos dividida entre el 

promedio de la anchura de los mismos (19). Para el 

cálculo de la resolución utilizan los picos más 

difíciles (los más juntos),fig.7, y si er;;tos; se pueden 

saparar con éxito, todos los demás que estan contenidos 

en la muestra lo harán. 
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fig.8. Cromatoorama que muestra las variables para' el 
c&lculo da la resolución de una columna. 

Una resolución igual a uno se considera como una 

sep.aración co~pleta, aunque en realidad as del 98X. 

picos solo es del 0.3h (18) 

Tanto la selectividad (o() como la eficiencia (N) 

y el factor de capacidad estan estrechamente ligadas a 

la resolución al utilizar la siguiente fórmula: 

R= 1/4 (0(-1/<X l 1.f'N"' ) (k/1+k). 

Selectividad Eficiencia Capacidad 
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G. COMPONENTES DE UN CRDMATDGRAFD DE LlQUIDOS 

Como ya se ha mencionado anteriormente, en todo 

tipo de intrumental hay ciertas caracter~sticas de 

índole general Que deben evaluarse, estas son: 

VERSATILIDAD. El instrumento deberá tener la 

capacidad para trabajar con muestras de diferente tipo, 

adaptarse a las diferentes técnicas cromatográficas y 

realizar el má~imo de operaciones, tales como 

programación de fase móvil. recolección de fracciones a 

la salida de la columna. Para ello deberá estar 

equipado con los siguientes aditamentos. sistema de 

operación de alta presión; diversos detector~s; sistema 

para recolección de fracciones: proaramador de fase 

móvil (llamado también generador de gradiente); 

controlador de temperatura. tanto para la columna como 

para el detector y controles de flujo.(10) 

RAPIDEZ. Para obtener rápide~ en el análisis 

necesario contar con materiales de relleno para la 

columna de alta eficient.ia y c;¡ue el instru•nento po~ea 

sistemas de bombeo de altct presión pdra la fase 

m6vil.(10) 
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1. 

REPRODUCIBILIOAO Y ESTABILIDAD. Son caracterí5ticas 

escenciales si se quiere obtener un funcionamiento 

eEectivo a largo plazo. El instrumento debe provea~ un 

control adecuado sobre los parámetros de operación, 

tales como'flujo y composición constante de la fase 

móvil, la temperatura, la presión, etc. <10) 

SENSIBILIDAD. Un buen instrumento, además de 

trabajar con pequeñas cantidades de muestra, debe 

generar señales de intensidad aprP-ciables. La 

sensibilidad de todo cromatográfo de líquidos depende 

sobre todo del sistema de detección que utíliza.(10) 

FASE MOVIL. Aunque no es una parte del instrumento 

propiamente dicho, el control de la presión, el flujo y 

la composiciOn de la misma son muy importantes. En lo 

que atañe a las características que debe presentar toda 

fase mOvil para utilizarse en cromatografía de líquidos 

ten~mos: 

Disolver la muestra. 
b. No degradar o disolver la fa~e estacionaria. 

Tener baja viscosidad. 
d. Ser compatible con el tipo de detector 

utilizado. 
Tener polaridad adecuada para permitir una 

retención conveniente de la muestra en la 
columna. 

f. Tener alta pureza. 



l_a fase móvil debe almacenarse en recipientes de 

vidrio, la toma generalmente se hace a través de un 

filtro, con el fin de remover pequeñas particulas que 

pudieran obstruir y dañar al sistema de bombeo y a la 

columna. Es también recomendable filtrar ~as fases 

móviles ante5 de emplearlas en el cromatt1grafo 

pasandolas a través de un filtro resistente a solventes 

de por lo menos t).22 µ de tamaño de poro, y 

de=gasificarlas, ya que muchas veces, especial las 

fases moviles polares tienen una ma1-cada tendencia al 

oxigeno .y a otros gases que se disuelven en líquidos, 

si estos gases se desgasi.fican dentro del instrumento y 

iorman burbujas pueden afectar seriamente el 

funcionamiento del detector y la eficiencia d~ la 

colUmna.(10} 

2. SlSTEMA DE BOMBEO. Dado qua el material con qL1e estan 

rellenas las columnas son de tamaño de particula muy 

pequeño, presentan una elevada resistencia al flujo de 

la tase ~Ovil. Por esta ra:.:ón requiere de 1_1n 

sistema de bombeo que la haga pasar -rlu_io 

ra;:onable, pues de lo con tr-ar-io el ~nál is:"'"· ser~ 

e}:cesivamente lento {!ü). 

importantes de todo sistem;:1. d-".' bo1nof-~r: ;;r:iri: 
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a .. Trabajar a altas oresiones (6001) psí). 
b .. Producir velocidad do flujo variable(0.5-10ml) 
c .. Repr-oduc1billda.J de flujo (menor al 1'l.) 
d. Bombeo amortiquado para no p~oducir 

inest~bilidad de la línea base. 

Tambi.én son importantes la resistencia a los 

líquidos corrosivos~ la facilidad para camb.iar la 

composición de la f~se m6vil conforme transcurre el 

-análisis y la limpiez~ Mel sistema. 

De acuerdo con las características de funcionamiento 

y de dísaPíc, se pueden considerar dos tipos de bombas: 

a. Bombas m~canicas: 

1) Reciprocas (dE• pistón o diafr<':lgma}. 
2) De desplazamiento continuo. 

b. Bombas neumátícas. 

BOMBAS RECIPROCAS. Son bombas que· despla~an flujo 

de volumen const~nte en 'forma continua. sino más 

bien pulsante. La mAxima presión q1..1e '!>e pue'1e obtener 

es en gener-al de l:l;:>ro:-<imad~mante 60<:• atm. Estas bombas 

operan medi~nte el movimi~nto de un pistón a diafragma~ 

y a través de si_stemai de válvulas qus alterna.d~mente 

se abl'"'en y c.Lerran. se l len~ y se V~"<.cia! de modo 
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al te.•rna1 .lVO una pequeña r:t<t:1··r.;~ ( 10). L.:. principnl 

desventaJa es que el flujo que se obtiene os en forma 

de pulsos y no en forma continua y uni formi= lo cual 

puede causar pérdida de efic.tencia en la columna e 

inestabilidad en el detoctor, debido a lo anterior, es 

necesario eliminar 

sistema amortiguador. 

dichas pulsaciones mediante un 

Una formc:1 sencilli'I de lograrlo 

es colocando una sección larga de tubo capilar entre la 

bomba y la c:imara de inyección, este tubo capilar 

deja flotar libremente y as! absorbe laG pulsaciones 

producidas por la bomba. Por otra parte Ja ventaja 

principal de este tipo de bombas es el flujo de volumen 

const.;inte. 

Un avance más reciente en el diseño de este tipo de 

bombas lo constituye la bomba de doble pistón, 

accionado de tal forma que mientras un pistón s1.1c:ciona 

el disolvente, el otro lo expulsa de la columna; el 

flujo de ambos pistones, ya libre de pulsaciones~ es 

encausado por una vía coml'.1n. (!O) 

BOMBAS DE DESPLAZAMIENTO CONTINUO. Llamada~ también 

de émbolo o tip~ jeringa, son aquellas en las que un 

émbolo pistón despla=o:i forma continL1a y 

uniforme, comprimiendo el líquido contenido 
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c.c\mara de cierto volumen; el liquidn fluye luego a 

través de una abertura en la misma cámard obteniendose 

asi un flujo de volumen constante que puede variar 

seg Un 

(J(i). 

desplace el émbolo a mayor o menor velocidad 

El flujo dP5Pla7~do r~r estas bombas 

uniforme y continuo, o sea ll.bre de pulsaciones, pero 

la capacidad de la bomba es límJ.tada y para rellenar 

la cámara es necesario suspender momentáneamente su 

operación. Hoy día muy pocos .instrumentos emplean este 

tipo de borneas debido a su alto costo y a las ventaja!! 

y adelantos obtenidos en las Lombas de tipo reciproco. 

BOMBAS NEUMATICAS. En este sistema de bombeo el 

liquido es desplazado mediante la presión ejercida por 

un gas inerte a alta presión, ya sea en forma directa 

sobre el liquido o bien sobre el recipiepte comprimible 

que lo contiene.(10) 

La presión máxima obtenida esta limitada por la 

presión del gas mismo y por el material de fabricación 

del sistema. Los flujos obtenidos estan libres de 

pulsaciones v son de presión constante~ lo cual implica 

que si la presión de la columna cambia, el flujo 

también lo haré. 
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Las desventajas de estas bombas son la capacidad 

limitada el volumen total que pueden bombear y la 

difusión que presenta el gas en el liquido, esto óltimo 

se Pllede evitar L1tili.zando algún tipo de interfase 

entre el liquido y el gas, o bien, desechando las 

últimas porciones del liquido que han sido saturadas 

por el gas. 

Sea cual se~ el tipo de bomba empleado, conviene 

colocar 'f i 1 tro entre la bomba y la cámara de 

inyección para evitar que particulas extrañas bloqueen 

el Sl.Stema. 

3. DISPOSITIVOS DE INYECCION. Esta parte del instrumento 

exige un cuidadoso diseño puesto que son los que 

permiten la introduc:ciOn de la muestra a la columna, 

además de que debe resistir altas pres1ones, debe tener 

un volumen constBnle y pequeño y sus ci'lvidades deben 

ser bien bar'ridas por la fase ,návil. (10) 

Hasta hace relativamente poco tiempo, la 

introducción de la muestra se real i;:aba mediante una 

Jeringa, 1nyectandola dentro de una pequeria c:~mara 

donde posterl.ormente eri'. disuelta y arrastrad~ por la 

"fase móvi.l. 
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Actualmente se emplean válvula~ inyectoras, en las 

cuales,la muestra, introducida m~diante una J"=ringa, 

desplaza el liquido y llr:>va el Pspac:io interno dentro 

de una pequeña porción del tubo capilar (usualmente ~l 

volumen contenido en el tubo capilar es de 10 a 50 jtj.l. 

La muestra inyecta en la columna accionando la 

válvula de forma tal que la disposición de entrada y 

salida se invierte. De esta forma se logra inyectar a 

cualquier presión un intervalo <:\mplio de tamaños de 

muestra con un alto grado de reproducibilidad.(10) 

4. PREt:OLUl'!Nt-IS. Consisten por lo gene1-al en una sección 

corta de tubo, rellena de algún sc,porte s61 ido poroso, 

de preferencia igual que el de la columna pero con un 

tamaño de µarticula mayor, a través de la cual se hace 

pasar la fase móvil y la muestra antes de que se 

introduzcan a la c:olumna. Sirven para proteger y 

alargar la vida de la columna.(18) 

5. COLUMNAS. En todo proceso cromatográfico, ya en 

fase liquida o gasf:'osa, la colL1mna es C?l "corazón" de 

e 1 sis tema pues to que ella lleva cabo la 

separación de los componentes rlP. 

anal 1zar. Básic~::1mente consiste en un fragmento de tubo 

de alg(in material .•r1er!:e. df.1 diámetro uniforme, Cñpaz 
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de 1~esistir altas presione•. el más ampliamente 

utiliz~do es el acero inóxidable. La longitud de la 

columna varia entre 7 >' 30 cm y su diámentro interno 

de alrededor de 3-4 mm~ aunqL1e en las columnas de tipo 

preparativo puede ser hasta de más de l. cm. (20) 

La capacidad de la columna depende por lo tanto de 

su longitud, diámetro y material de rellena. En 

general las columnas más eficaces son las de diámetro 

pequeño (3 mm) que efectuán analisis más rápidos,; su 

capacidad en cambJo muy 1.im;i. tada y l.;:i nn ... testra de~Jt? 

ser entonces de tamaño m1....1y reductdo~ lo que e':igt? L.:1 

detector muy sensible. 

En la actL~al id ad las c:oJ umnas empleadas para 

cromatografía de liquides de alta presión ha alc~n:::ado 

un desarrollo sorprendente. si&ndo coml.'in obtener 

eficiencias del orden de 50 000 platos teóricos por 

metro de columna, lo cual es en general superior a las 

obtenidas en cromatografía de gases.(10) 

FASES ESTACIONAR1AS. Los materiales r¡ue se 

utili::an en cromatografía liquida "clásica", tales como 

gel de s.i.lice, álumina. zeolitas, celulosa, etc, se 

utilizan poco en CLAP por que sus particulas suelen ser 

muy gr<~ndes~ rJe formn irregular y """ muchas ocasiones 

sus prnp1.~dades son difici!es de reprod• ... :cir. 
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En CLAR el tamaño di:.• partí.cu 1 a es importante por que 

controla el proceso de difusión de las moléculas de la 

muestra hacia denl•·o y hacia afuera ·de los poros de 

dicha partícula. A medidad que el tamaño de ésta 

aumentñ. e) proceso de difusión se hace más lento .• 

decir. la tranferencia de masa entre la fase movil y la 

estacionaria lenta. Al mismo tiempo hay que 

considerar que si aumenta el flujo de la fase movil 

para obtener análisis más rápidos, el proceso de 

difusión, que es lento, hace que la columna pierd.:. 

eficiencia y por lo tanto, resolución. ConformE!' 

disminuye el tamaño de la µarticula, la profundidad de 

les poros también disminuyen el procesp de 

transferencia de masa hace más rápido, permi~1endo 

obtener análisis más rápidos sin pérdidas de 

resolución. Estas ra3ones explican el porqué solo se 

utilizan materiales porosos cuyo tamaño de partic:ula es 

menor a 50 u.(10) 

Otros tipos de materiales u~ilizados son los 

llamados adsorventes peliculares, " adsorventes de capa 

porosa". "de porosidad superf je ial" de "centro 

sólirla". consisten pó.rticulas esféricas, 

generalmente vitr~as. no pdrosas, recubiertas de una 

capa fina de adsorvente poroso, como gel de silice o 

alümiria. Los dos tipos de adsorventes a1..1nql1e difieren 

·en muchas de sus propiedades, tienen mucho en común.: 
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PLteden in l:r(_lducirsEc> la 

altas 

columnn con c:iurta 

facilid:¡d dando lugar a ef iciE::>ncias; pL1edE:>n 

uti li::arse cr-omatografia liquido-sóJ.i.dn, depencJiandu de 

la actividad de su supertic.H:o, o bien pueden t·ecubr-irse de 

algun.,_, fase llquida y utJ.11=:-arse en c.r·omatogr<'<fia J.<qui.do-

l.iquido. Hsi mismo pueden quirnicC1mente su 

superficie a alguna fase liquida y crear un nu~vo tipo de 

cromatografía, ya que 

rellenos de columna 

lí.quido--·..;ól ido. (20) 

el proc:e!'iO efectuado con estos 

son excictamente l.iquido-liquido o 

Por- otra parte Jos materiales poro~os tienen una 

gr ... "n 5L1perficJ.e específica (50-501) m2/gr) y pueden c.\cepta.r 

muestras de tamaño considerable. de1 o,...den ele mg/gr 

de relleno, sin perder ef icac:ia. En contr ... H•te los 

materiales peliculares son de superficies específicas 

menores (entre 1 y 12 m /gr}, aceptan menos muestra, de 

10 a 20 veces menos que los materiales porosos, y su 

costo es consider~blemente más elevado.(11) 

6. DElECíüh'ES. IJL1rante mucho tiempo el r1¡1sarrollo de la 

cn.:imatografia en fase l.iqt.1ida se vic'i obstacul..:.;::ddO por la 

t~lta de dt?teclores vdecuados. 

aquel q•.1t::i reur...ter¿¡ 105 ..c;igt.1ientes r-equisil:.r.,s: 
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Altamente sensible. 
Estable. 
De lectura continua. 
De respuesta universal. 

Atln hoy en dia no existe estP. detector, y los que hay 

disponibles solo adecuados para ciertas aplicaciones en 

particular.(10) 

Para una buena detección hace falta un disposJ.tivo que 

mida en forma continua alguna propiedad fisicoquimica de 

los componentes de la muestra o de la solución que los 

contiene, y que genere una sefial proporcional a la 

concentración tJe dicha muestra a medida que ésta sale de la 

columna. Por desgracia la mayoría de las propiedades de la 

muestr-a que pudieran medirse son muy similares en magnitud 

y características a la de la fase rnovil y esto dificulta el 

proceso de detección. Para resolver este problema 

sugieren dos caminos: el primero consiste el imi.n.ar el 

disolvente con anterioridad al proceso de detección; y el 

segundo, en medir algt1na propiedad de la solución que 

contiene la muestra y de alguna forma compensar o sustraer 

aquella porción que corresponde al disolvente. Por 

supuesto, que esto no es fáci 1 por que para lograr· además 

una alta sensibilidad deben controlar tcimbién los 

paramétros de operación suc..:eptibles de influenciar di.c:has 

propiedades como ~s el flujo y la temperaturC\.(2(1} 
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Se han prob.:ido divE>rsos detectores cuyo fut"Jc1onamiento 

se basa en diferentes propiedades rJe la mLtestr-a, pero la 

gran mayoria de ellos solo, han tf;'nido é;:ito limitado y eeto 

ha impedido su adopción dei1n1tiv.a.. 

Actualmente e>:isten tre~ tipos de detectores de uso 

muy general i.:::ado que se describc:·11 a continuación: 

DETECTOR DE INDICE DE REFRACCION. Mide la 

diferencia entre los indices de refraccion del disol\'ente 

puro y la solución de la muestra que sale de la columna; de 

esta manera se detecta cualquier cambia en la composición 

de la fase movil. La ,-espuestr- de este delectar 

universal y su sensibilidad e$ moderada. Desgraciadamente, 

debido dicha respuesta muy d1ticil efectuar 

proryramacil.,nes de la f.:t.!::>e movil ya. que ademés es sensible a 

las Vñriaciones de fJujo y tempi:;oratL1ra. Estos detector-es 

no son instrumentos muy estables ni de fácil manejo. por Jo 

que se ha limitado su uso.(10} 

DETECTOk DE LUZ UL TRAV 1 OLET A. Su 

funcionamiento basa en la absorción de lLtz por parte de 

la muestrci E--l pasc"lr a través de elli". ha;- de lu:;: 

monccromdtica ultravioleta. La respuesta de este detector 
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selectiva, ya qL1e solo se detectarán les 
/ 

compuestos que absorven a la longitud de onda a la que 

opera el detector.(10) 

Hay dos tipos de detectores de luz u~travioletaJ el 

de longitud de ond.::i variable, que no solo de 

aplicación más variada y mas sensible, sino también más 

costoso; y el de una sola longitud de onda. tumbién 

llamado totométro de luz UV; este Ultimo sencillo, 

económico y más que suficiente para obtener buenos 

resultados. 

Este fotométro de lu~ UV es relativamente sensible a 

los cambios de flujo y temperatura, y siempre y cuando la 

·rase movil no cibsorba en ~rado apreciable en la longitud de 

,onda qu;? opera, será más fácil efectu~r programaciones de 

gradiente.(10) 

La mayor parte de los diseños comerciales operan a una 

longitud de onda de 254 O 280 nm utilizando como fuente de 

luz UV un lámpara de mercurio de baja presión. 

Los detectare~~ de longitud de onda variable presentan 

algunas ventajas sobre los fotométros~ y entre las más 

sobresalientes to?nemos: 



En 

Posibilidad de seleccionar la longitud de 
onda óptima para la muestra. 

Se evitñn algunos problemas 
e~cesiva de la fase móvil. 

de absorción 

Algunos diseños premiten obtener el espectro 
de absorción de cada compLtesto por separado. 

ambos tipos de detectores, la pureza 

espectroscópica de la fase movil es muy importante, 

especialmente cuando efectua la detección 

longitudes de onda muy cortas { menores de 2:20 nm ) ; 

recomienda el empleo de disolventes grado cromatográfico en 

vez de los de grado espectroscópico, por que ei:.;tos suelen 

contener preservativos que afectan las separaciones.(20) 

c. DETECTOR DE FLUORESCENCIA. En la actualidad 

es el detector más sensible de que se dispone. En 

condic1ones óptimus es posible detectar cantidades del 

orden de picogramos.(iO) 

Hay dos diseños básicos de estos detectores; los 

llamados "fluorómetros de filtr'-'S, que emplean filtros para 

selec:c::ionar la radl.ación de excj tac:ión y la de emisión~ y 

los espectrof luorómetros que emplean monoc:rómadores. 

Arrrbos diseños rinden buenos resultados y parece h~ber 

muchas desventajas de costo entre uno y otro. 
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Las tases móviles deben selecc:ion~rse c:uidados~mentn. 

debido que la intensidad de 6Us emisicnes depende 

notablemente del medio en que efec:tú~ri; esto dificulta 

grandemente algunas de sus aplicaciones es l.:'!. 

programación de la fase móvil y el análisis cu~r1t1tativo. 

Otra desventñja más es que aunque puede de diseño 

simple, su manejo requiere cuidado~ pero su mayor ventaJa 

es Ja alta selectividad de respuesta y su sensibilidad. (18) 
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111 • VI-~'... I DAC l ON DE MET OUQS ANAL 1 ·¡ 1 CDS 

UL1rante todo el proceso de su fc.bricación, los 

productos ·farmaceúticos deben contar con un al to grndo de 

calidad, de tal QUf.? al final posee.::.1 las 

caracteristicasd físicas, químicas y ana líticas 

especificadas. Ante tales requerimientos aumi:mta cad.::.1 d.i.a 

la necesidad de desarrollar mejor~s métodos de An~lisis que 

permitan verificar dicha calidad. 

Una parte integral del desarrollo .de método 

anal.i.tico es la validación del mismo, prinr.1palmente por 

que es Lln requisito ante la Sec-cretaria de Galud y por otra 

parte por que debe .prcibar que funciona para las 

aplicaciones analíticas deseadas.(21) 

A. DEFINICIONES. 

1. IJALIDACION. Es el proceso mediante el c-u.;i l 

queda establecido, mediante estudios experimentales, que su 

capacidad salisface los requisitos para lMs ~plicaciones 

analíticas desear1-1s. Esta capacirlad se c:•pr-ee:, en términos 

dt~ paramétros analíticos. {S.) 
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Cunsiderando la variectacJ de método-=. existen 

diferentes esquetflas de validación (6). Las c21tegorias más 

comunes que requJr.ren validar-se son; 

Categoria I. Métodos analíticos para 

cuantificar los componentes principales de susto:1ncias .ri 

gr .. 'tnel o ingredientes activos en producto~ farmacéúticas 

terminados (incluyendo conservarlo1-es). 

b. Categuri~ II. Métodos analíticos para 

determinar impL•re;:::°'s en sustancias a granel o compuestos de 

degradación en prodLlctos farmaceúticos tclrminados. 

Cñtegoria III. Métodos ~naliticos para 

determinar caracter.í.sticas fis1c.:.s (p. ej.: di~r,!.ución, 

liberación del principio activo, etc.) 

En base a lo anteric:w, los pcirámetros que deberán 

considerarse l~ validaciór1 de métodos ,:i.nAlitice>s, 5-e · 

enl~stan en 1~ tabla No.1. 
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Parámetro 
Anal .i. tic: o Ccitegoria I CAtegoria lI Categoria III 

Precisión 
E><ar:titud 
Lim. de detecc. 
Lim. de Cuantif. 
Especificidad 
Linealidad 
Tolerancia 
Estab. muestra 

Se efect~1a la prueba. 

+ 
+ 
+ 
+ 

No necesafiamente se efectL1a la prueba 

• 
* * 

Puede requerirse dependiendo de la naturale.::a 
de la prueba especifica. 

Tabla No.1. Parámetros analíticos que se cve<luan 
según la categoria del método 
validar. 

2. LINEALIDAD. Es la habi J .tdad ,.~ue tiene el 

sistema (equipo, reactivos. etc.) o el método para asegurar 

que los resultados analítjcos son proporcionales a la 

concentra<::ión de l.o\ sustaricia dentro de rango 

de\..t: ~-ffli:1z..do. t4.5.8) 

Se detPrmina constrLtyen~n una curv~ ,J~ calibración 

de una misma solución patrón ( esténdetr ¡Je referencia), 

lttili::~ndo cuando menos cinco nivele5 p.ej s: 80~ 90, 

100, 110 v 120 %) y haciendo el analisis por triplic~do 

para c~da niv~l. 
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PREClSION. Es el nr~d~ ~e concord~nc~a 

obtenida er.tre determinaciones independientes cuando el 

proceso se aplica repetid.:-~mente a ;n•.1est.-as mt.'.tl tiples de 

ne=-·a homogénea. La precisión es medida del grado de 

repetibilidad y/o reoroduc~b1lidad un met~do an6lít1co 

bajo las cond1ciones nor~ales de oper~~ión.(4.5,8) 

REF'ETIBILIDAD. Es la or-ecisión 

expresada como la concordanc:ia obtenida entre 

determinaciones indenendient~s reali~adas por un solo 

ainalista, •..is ando los mismos apar~toq. tecnicas y 

Se determina realizando el análisis ~or sextuplicado, 

de m1sm~ solución patrt"'i ( esté.no,;. - de referencia) 

cor-e3pondiente al 100 % del principio ~ctivo. 

b. REPRODUCIBILlDAD.Es la precisión expresada 

come la concordancia obtenida entre determinacJones 

independientes 

diferentes 

reali=adas 

d.ias, 

por 

el 

d.:.ferentes 

mismo y/o 

.:.na listas 

diferentes 

:abor~tor~as, utili=ando el mismo y/o diferente equipo, 

(4.~.B). Se> determina cuandc• r•enos por ele>~ analist.::1s. en 

dos di~s diferent:<?s por tr1oli~ad· c~d2 muestra 
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4. ESPECJ~ICIDAD. 

analítico para obtener 

Es 1 ¿, habi ! id ad de un :nétodo 

respuesta debida únicamente a lQ. 

sustancia de intéres y no otros com~onentes de la 

1T1uestra. Indica el grado de inte-..-ferenc:ia (o ausencia de 

é=taJ en el an~lisis de mezclas.(4.5,8) 

be determine.· confrontando al método, pe"" -zeparado, a¡ 

placebo. placebo cargado ( e;:cip1entes + estándar i y 31 

estándar. 

5. EXACTITUD. 

entre los datos obtenidos 

~s la concordancia qu~ =•:iste 

el método y el "alor real 

esoerado Cl.00 "l.). Se e~:presa como el 'l. de recobro obtenido 

dei análisi~ de muestras a las aue se les ha adicio~ado 

cantidades conoc1das del orincipjo 

(placebos cargados).!4,5,8) 

Se determina anali=ando de manera indepenjiente y como 

minimo seis placebos =argados con el 100 % ~ei principio 

activo. 

6. ESTAB1LIDAD DE LA MUE~TRA. Son l~s 

~~ndiciones a l~s cuales la muestra man~~e~~ constante su. 
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Se determina almac:enando como mínimo seis mu.:?stras 

análi;::adas "temperatura ambiente a la~ condiciones 

acostumb~ad.o.~, por el tiempo acostumbr-ado o por c:>. lgunas 

hor-as. Después de tr;:mscurrido este l.·. Qmpo se reanál i;::an 

bajo las mismas condiciones de OP'=rac:_i6n. 

7. TOLERANCIA DEL SISTEMA. Es el grado de 

reproducibilidad de los resultados obtenidos por el 

anélisis d~ la misma muestra b~Jr modif1caciones de las 

condiciones normales ¡je operaci.ón,tales como: diferentes 

temperaturas, lotes de reactivos, columnas~ sistemas de 

elusión, tipo: de empaque, condiciones ambientales, 

etc. (4, ti,8) 

B. LIMITE . DE DETECCION. Es la menor 

·concentración de la sustancia en una muestra, que puede 

detectada, pero necesariamente cuantificadfa bajo las 

condic.iones de operación establecidas. (4.5,B) 

9. LIMITE DE CUANTIFICACION. Es la menor 

concentración de la sustancia que puede ser detectada con 

presición y exactitu:1 aceptables bajo las condiciones de 

operac1011 establecid.;.s. (4,5~8) 
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10. PLACEBO. Es la me~cla de todos los 

componentes que contiene una formulación, e>:ceptuando el o 

los principios activos. 

11. F'LACEBO CARGADO. Son muestras de placebos a 

los que se les ha adicionado cantidades conocidas del 

principio activo. 
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I\1 • PLAMTEAM!ENTO DEL PROBLEMA. 

Ourant~ todo el proceso de ~·ic.._i.ción~ lo$ 

un Jlt8 y~ad~ ci0 

calid~d, de man~r~ tal que ~¡ oroducto final poseea las 

físicas~ r:¡uim1c.a~: '311~:_ t tit:é\S 

espec1iic~ans. nnte tales requerim1~nto~,~umenta dia ~ d!a 

la nc>c-:eo;:; i ·!~'le dP dc>sc1r ['Ollar me j1:ires método-:- e!~ .:\:'1/.• l ... , i. ·.1 qus:i 

nos <:>erm,~_.1<""1 verificar C1i::.11 calidad. 

dc>l dt!':1·")f'l'C1 11.. 1lt~ mCl::irlt: 

p::-obarf'.e pa:r-a establecer que .. apc•( iéeill 

s~tisf-lce lo!; "'.:'1·¡ui.·.;1to..; p.:tra !..J.'." a¡Jilc.:lciones .ana:itica'.-. 

desearlas. ( 21' 

El problema ~ .. : •.?sulv-::!r e'i ,¿1,7.-r:·:~ r:"lsc. :J.->rticul.:\r ~·<:::. que 

la f·::rinuL:ic1--:.r COl"li:.lt.!MC' cnmci r,rint·lpl•l activ:J ,:::,1_ Ac.ld'J 

AcetLl~alicii.ro que ::Jr 35enr..; i ,.., de la 

,•_kcta de 

descompos l.:- i ón ... 1 ác ~-,.._,l l •.: Í: lCO. 
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Este ácidn s=ilic.ilico exhibe propi.edade.., de 

solubilidad,de comportamiento ácido-base y de absorción al 

UV muy similares a las del Acido Acetilsalicilico,lo cual 

causa interferencia en lci CU¿\ntificación de éste último ya 

que los métodos can qL1e c1Jenta no son e$pec!ticos. 

Por lo anterior hace necesario implementar 

método por Cromatogrñf:i.a de Liquidas de Pilta Resolución que 

además de ser rápido~ e; también altamentQ e~pecitico, 

decir, que una ve;: separados, se tengn la certe;;:a di? que c:>l 

.:mico que se esta cuan ti f icanda es el Ac:ido 

Acetilsalicilico. 
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y PF!JEIIVOS 

A. Implementar método de análisis por 

Cromatogra.fia de líquidos de Alta Resolución que permit,:i. la 

separación del Acido Acetilsalicílico y de su producto de 

degradación para su posterior cuantificación. 

B. Validar el método analítico propUe!::ito. 

VI HipO!ESIS 

Dadas las propiedades fisicoquimiCas similares que 

presentan el Acido Acetilsalicílico y su pi.·oduc:to de 

degradación el ácido salicílico, consideramos que mediante 

la aplicación de un método por cromatografía de Liquido¡; de 

Alta Resolución que ~on altamente especificas, se puede 

hacer separación de ambo'.:> un.\ posterior 

cuantificación del primero. 
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Mnterial • 

Frascos de vidrio ámbar con t.apón de rosca de b(l ml 
Pipetas volumétricas de 5 y 20 ml, man:.::\ PYREX. 
Matraz volumétrico de 50 ml, m¿1rc.a PYREX. 
Tubos para centrifuga, marca PYREX. 
Membranas de Nylon 66~ Q.;!2 LI V 47 mm de diámetro. 
Kit de filtración par-a solvent:es, marca MILLIPORE.. 
Kit de filtración para muestras, marca MILLIPORE. 

6'eoct¡ vos· 

Estandar de referencla USP de Acido Acetilsalicilico. 
Ec;te1.ndar de referenc.ia USP de Acido Salicilico. 
Acido acético glacial G.í<., marca J.T. B.:\ker. 
Acetonitrilo grado HPLC. maro.:a Ba::ter. 
Cloroformo grado HPLC, marca Baxter. 
Acido fónnico G.R., marca Merck. 
Agua tridestilada en equipo Milli-Q. 

Ba~o de ultrasonido, marca Mettler~ modelo ME-11. 
Centrifugo~ ·marca Solbat, modelo V11S. 
Cromatógrc.fo de liquidas, marca Ber.kman, equipado con: 

Bomba, modelo 126. 
Detector de UV, modelo 166. 
Automuestreador. modeJ o 506A. 
PC, marca IBM, modelo 50Z. 
Pantalla policromática, marca IBM. 
Imprer,oi·a. marca EPSON, modelo LX-800. 
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M ti O p O 

1. Preparación de soluciones: 

Fase móvil. Mezclar 850 ml de aqua acidificadA 

(ajustar el pH a aprox. 3.4 con ácido acético glacial) con 

150 ml de .::i.t:etonitr1lo, filtrar ~" tri\véc; de urin membrana de 

nylon 66 de 0.22 u de tamaño de poro y r:lesgasift.car durante 

45 min en el ultrasonido. 

b. Solución diluvente. Mezclar 99 ml dP. ar:etm1itrilo 

con 99 ml de cloroformo y 2 ml de ácido fórmico. 

Solución de referencia. Pesar 50 mg de Acido 

Acetilsalicilico estandar de referencia USP y llevar a 50 

ml s>n LIO matr.21:- volumétrico con solución diluyente. 

d. Solución de L~ muestra. Pesar en un conbmedor de 

vidrio con tapón de rosca. cantidad de muPstra 

er¡uivalente a 21°'0 mg de Acidu Acet:tlc_;.?.l~.r:ilic:o. añadt.r '..?O 

ml de solución diluyente. pone• to>n ,•1 u1 1-r.~c,on1do dur"nte 

11) mi.n y poster·iornie11te centrifun~·t· 5 m1n •1501) rpm. 

Trar1~',feri.r 1:na :1licuuta de 5 ml dP. el l.i.quidu sol1renndante 

mAtr~= volumétrica rlo ~~0 ml. cumpl1,ta•· al volL1•11~n ~an 

solución dilllVPntEJ v rnezclar. 
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2. Condiciones Cromatográf icas: 

Fase móvil: la ind1cada. 
Detector1 de UV a 280 nm. 
Columna: de 005 de 300 mm >< L~ mm de O. I. y con 

tamaño de particula de 10 u. 
Velocidad de flujo: 3 ml/min. 
Volumen de inyección: SO ul. 

3. Procedimiento. 

Inyectar al cromatOgrafo, por separado y como minimo 

seis volúmenes iguales de SO ul de la solución de 

referencia, registrar el área de los picos y calcular el 

coeficiente de variación < CV < 1.S% ) y el factor da coleo 

As < 2% l. Una vez cumplidas estas especificaciones, 

inyectar al cromatOgrafo SO ul de la solución de la 

muestra. Obtener su correspondiente cromatograma y medir 

el área del pico. 
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VII Rf$! JI TAQQS 

1. EVALUACION DE LA LINEAL: .. ;D DEL SISTEMA. 

Se trabajaron cinco niveles (80, 90, 100, 110 y 120% ) 

por triplicado e/u obteniendose los resultados que 5e 

·muestran en la tabla No. 2. 

Cantidad Adicionada (%) Ar ea del pico 

80 73.1615 
80 73.3309 
80 73.4816 
90 84.6304 
90 84.4299 
90 84.6105 

100 92.9282 
100 92.7525 
100 92.9345 
110 102.8478 
110 102.7517 
110 1CJ2 • 7971 
120 112.6860 
120 112. 5827 
120 112. 5638 

Tabla No.2. Muestra las áreas de los picos 
obtenida$ en la evaluación dP la lincalidaC 
del sistema. 

I 
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Con los resultedos anteriores c:alc:uli\l"'"On los 

siguientes parametros: 

a= ·-3.5646 ~ x= 1500 
b= 0.9680 
r= 0.9992 >:: ~:z.= 153 00(1 

I:~:v= 142 76:::.:: 
s ylx-= 1.1613 Y= 93.2420 

DECvl= 14.1819 
J!< xi-x >

2 = 3000 É v= 1398.6300 
N= 100 

DE!X)= 14. 6:.85 i;: v'= 133 ':;!>6.8300 

Ev¿,luac:ión de A (a). Se hace a través del 

~sladigráfo "t". 

Prueoa de hioóte5is Ho: A= O 
Ha: A'f' O 

Utili:::ando la fórmula 1 del anexo tenemoS: 

t Cetlc. ( ·3.5646)/ ( 1.1613 J 153 (100/ 15 >: 300i:1') 

l cale. -1. !Al·~ 

t tab. t (1).975.14) '..2.16 

b. Evalu-:.c.16r• de B (h\. Sp hace ~ tr~vés del 

estadigráfa ''t''. 
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Prueba de hioótesis He: B= 1 
Ha: B'/- l 

Utilizando la fórmula 1 del ane::a tenemos: 

cale. ((l.968-t)(l4.63B)(./14)/ 1.1613 

cale. -1.5092 

tab t (0.975.14)= 2.16 

Como en ambos casos t (0.975) t cale. > t (0.025)~ 

podemos decir que el sistema tiene una ordenada al origen 

considerada como "i::ero" y una· pendiente considerada como 

11 Uf"'o". 
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Gré.flca No. 1. Muestra el comportamiento 
lineal que tiene el sistema. 
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2. Evaluación de lA precisión del sistema. 

Se trabajó can un solo nivel ( !OOY.) ~ con nueve 

repl .icaciones. obtE?'niendose los resLtl tadon que se mue5tr .:tn 

en la tabla No. 3 

Cantidad adicionada(X) 

100 
1(10 

100 
100 
100 
1..00 
J.ól) 
100 
100 

An~a del pico 

90.9053 
92.3~34 

92.4951 
9~.2829 

90.7154 
9:!.594'1 
91.'2593 
q!.877!1 
92.538J 

Tabla No.'3. MuE.>~tr.,, lrts érL"as de lri~ picos 
obtenidos en la evaluación de la precisión 
del sistem._1. 

Con Jos datos ~nteriores s~ calcular:-cn los siguientes 

p~rttmetros: 

n= 9 
91.89::)2 

DE= 0.7314 
DER= 0.796(1 % 

Vado que In DER u~ < 1.5 podemos decir que el sistema 

se cc:.nsidera como preciso. 
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._.. EvillUación de-- la especi f icid~t.I dr;>l rrét.odo ·'rente .:1. 

exc:ip.ienles. 

Se determinó a.nali=ando las siguientes muestras por 

separado ccin el mé':c·do r.p·opLtesto: 

a. Placebo 

b. Plac:eba cargado (e::cir::~ntes ..,... estnndar·) 

Como podemos observur en 

respectivamente, el método 

los cromatogramas 1. 2, ~ y 4 

es capaz de separar las 

sustancias de? int~rés de cualquier otra ií)terferenció.~. 
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C:ranatograma N:J-.2 : Estandar de l\cido Acetilsalicílico. 
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4. C\·~ 1 uac. lón de la l .lne.t 1 icJ •. ,rJ del mélodo. 

1.:>fectu'"',ndo cada 

d1fcr entes 11tvelos (lh1~ 9(1, 100. 111) y .l20 ji,,). Se 

Céln tid"'d .;\dl.c ionud'3 '1ng l Gr.i.nt~dad recuperad ... , tmgi 

1t)6.l 161.6778 
159.9 160.863:-! 
1.60.0 161 • f\426 
180.1 181"1. !":!" 1 s 
teo.:; 180.61 '.io 
.179.B 179.t.156 
200.0 2(10.36~8 

200.2 200.::.658 
2on,(1 199. 223•1 
:-··.::·o.J '"'20.ll1'14 
:::20.2 := .. :n. 7304 
::':-'O. 1 '..::""!"J,.'Jl-'0 
~40.2 ~40.1554 

:::-1-1.0 '241.•.1508 
240.3 ':_~·10, .~9-lC) 

Tahla No.4. MuP.stra las cantjrl.·~des rP.cupe1·adas 
cr1 l~ e~aluac1ón de la linoal~dad d"l método. 
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Con los resultados anter-iores calcL1}¿..,ron los 

siguientes parámetros: 

2.6463 ~"Y= 613 419.44 
b= (.l.9884 
r~ 0.9998 l::;í ;;i~:; )1 = 12 1)48 •. 186 

5 y/~= 1.0957 y= 200.4167 
:-:= 200.0866 DE(y)= 29.0011 

DE(N )= 29.:'358 >'.y= 3•)06.2508 
!!x= 3001.3 

:¡; ,,z" 6.1-4 277 .. 83 
~x-z.= 61'.2 568.-::.9 

EvaluacJ..ón de A (a). Se• 1?fec:tUc. con el estc01digráfo 

de contraste "t". 

Prueba de hipótesis Ho: A= 1 
Ha: M 1 

Calculando con la fórmula 2 del anexo, teneros: 

cale.= (2.6'2T:.-0)/(1.0957x .J 612 568.39/(15x12048.196~) 

cale.= 1.3123 

tab, = t (0.975,14) 2.J6 

b. Evaluación de B { b). Se eh~ctúa con el estadigráfo 
de contraste "t" .. 

f-'rlleba dE~ h:ipl'lt1~.,:;is Ho: 8= O 
BI O 
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Calculando con !,:¡¡ fór·mula 1 dcd ~nexo~ t"-'nemo<s: 

cale. = C0.9884-1)(29.3358)( 14 )/ 1.0957 

cale.= -1.1620 

tab. t. (0.975,14) = ::'.lh 

Como en ambos :isos t (0.975) > t cale • .: t ((i.025), 

podemos decir que el método tiene una ordenada al origen 

consider-ada como "cero" y un pendiente con~iderada como 

"uno". 
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CANTIDAD RECUPERADA (mg) 
250 ~-------------------~ 

200 

150 

100 

50 

O'-----'------'-------'------'-----' 
o 50 100 150 200 

CANTIDAD ADICIONADA (mg) 

Gré.flca No. 2. Muestra el comportamiento 
lineal que tiene el método para cuanti­

ficar AAS en tabletas solubles. 

250 
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5. Evaluación de i.,, exactitud del mctodo. 

Se manejaron nueve muestra.:-. (placebo~; cargados), con 

~l 100 l. del principio activo, '"Jbbmiendose los resultados 

que se muestran en la tabla No.5. 

Cantidad adicionada (mg) Cantidad recuperada('l.) 

'.20(l.3 99.93 
~~20. ~ líl1 .52 
:'!(H) • IJ 98.54 
20!.l.b 98.95 
:000.4 99.:35 
~00.3 99.58 
200.1 99. ~-~8 
21)0.2 99.:;7 
~oo.o 99.41) 

Tabla No. 5. MLtestra lns porciento5 recuperados 
en 1;1 evaluacLón de 1.,. exactih1d del método. 

Con 105 datos anteriores se calcularon los siguientes 

parámetros: 

DE(y) 
x(y) 

La ~::dctitud 

contraste "t". 

0.8291 
99. 57 /fl 

evalüa n través del esL'\digráfci de 

P1-!..1r>b"'1 de hipótesi-:o- He: l•)ü'l. 
Ha: u f. 100/. 
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Calculando cOn la -fórmula 4 del -ane~10 tenemos: 

t e.ale. (99.5778-100)/ (0.8291/ 9 ) 

t cale. a -1.5276 

t tab. t C0.975,B) = 2.3060 

Como t (0.975 > cale. > (0.025) , podemos 

considerar a1 método como e::ac.to. 



o. E:':Vdlltc:~c:ión de ln n~produc:ihilidad dr!l método. 

Se trabajaron placebos cargarlns al 100 'l. del principio 

o.ct.LVO~ por tr-iplic<-1dü, co11 do-; .. "'n,distas~ dos d.i.1€> 

diferentes. Se obtuvieron los resu 1 tados que se muestran 

t"?n la tabla No. 6. 

A 
N 
A 

'­
[ 

s 
r 2 
A 
s 

100.6489 
99.1918 
98.467C' 

100.3:::?23 
101. :;,334 
101.9673 

Y.1.= 602.1310 

D r~ S 

2 

li'9 5991) 

98.476/J 
99.'.2028 

99.20::!8 
101.1214 
.100.3'112 

y. 2.-= ~98.1153 

Yl. ,;:- 595.5864 

v2 •• = 604.6591 

y .... :.:1200. 2463 

Tabla No. 6. Muestrn los resultados obtenidos en 
1~ ev.:tluación de la reproducibilidi\d del método. 

Con los resultados anterioreo:; calcularon lo5 

parámetros que rnunstran Ja tabla No.6 las 

fórmul.1~ 5.é ,7 y 8 del ane.o, para construir una tabla de 

an,éJjs1s de varian:=c-• de ar:Lt<:?rdo a L~ tabla Nu.1 del ane:to. 
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TABLA DE AMALISIS DE VAFdANZ1-L 

FV gl se MC I' cale. F tab. 

Anall.~t"' 1- "3349 1.3~49 0.3723 38.51 
Dia 2 7.1711 ::;.5H'~ó 4.í17.99 ¡._ •• 06 

Error B 7.1200 1).8900 

Tabla No. 7. Muestra los resultados obtcnidns para 
el análisis de varianza en la evaluación de la 
reproducibilidad del método 

Como en ambos casos F c~lc, .:. F tabs, podemos decir 

que el método ei;; reproducitile y que existe e1er.to por el 

dia en qur. se realice el anális1.<S, ni por el analista-que 

lo lleve a cabo. 
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7. Evaluación de la estabilidad de lin mtte<:.tra. 

Se analizaron seis muestras sometidas a dos diferenf:~s 

condJ.ciones y a tre~ cl1 ferentes tiempos. 

obtenidos se muestran en la tabla No. 8. 

INICIAL 

9f""l.7;:. 
'79.8l3 
99.7'3 
'79.79 
99.:'.•6 
99.34 

99.43 
Y.1-= 596.58 

CONIJICION / TIEMPO 

TA/ 17 h;·c; 

<?9.7fl 

99.69 
99.34 
98.77 
99 .6~1 
99. •11 

::= 99.4? 
Y.:::= 596. '56 

TH/'?4 hr-s 

99.69 
99. ::•6 
9q.::'8 
•]8.64 
99.5:": 
99.56 

99.'12 
'f.:.-= 596.56 

Los resultitdos 

REFRIG. /:''1- hrs 

99.bB 
·Y9.<.?.t 

'7'-!.H6 
9'3.!36 
99. ~14 
99.40 

99.51 
Y4= f."197 .(16 

Tabla '"º·ª· Muestr,-1 le•'.~ n•'.;ttlt~dos nh!:enidos 
p.:\rLI le\ H'.taluacJ!'Jn cJi:- la 1:st: •. \bllidad rfe .l=' 
mu!;..'str·a. 

Con los rcbultadns ,1r1ler·Lor ~s y C\pl11.~ndo l~s tórmul~s 

9. l(l, ll .1~ 'l 1 ·:. 

parámetn.1:;;: 

~ l:'. Yij 

t'. r. y;. 
SC!·. 
MCE:. 

;-i-."7 361. 75 

1 <L2•l 1.~6.00 

2.11 t~'.? 

(J. !207 
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L~, estallil idad t..le lA. muestr.-1 !'f' E!Valt'.la ?. través del 

estadigr~~fo "t" dP Dunnett. 

Aplicando l.::-. fórmula 13 del c,neHo tenemos: 

to (TA/12 hrs) -0.0498 
to (TA/24 hrs) ~ -1).0498 

to CREFRtG. 124 hrs) 0.398f-J 

to tab. t (:?O, 3, 0.9~) ?.. 54 

ComtJ todos los valores de tD cülc. ~ tD tau., podemos 

considrc?r<'.\r que lil 11111estra es r;ostahlr en las condjcJones de 

almacenamionto a las que fue somE>t1da. 



ANA! 15 I 5 DE RES! !! TADQS 

1. LINEALIDAD DEL SISTEMA. Un siste1net de medición es 

l J.neal si su representación gráfica se apro:dma a una 

linea recta, su coeficiente de correlación ti~~nde a Ltno. su 

ordenaqa al origen es igual a cero y su pend1ente es igual 

Observando la gráfica para la linealidad del 

sistema y efectuando el análisis estadístico, se comprueba 

que éste tiene un coeficiente de correlación (r) de 0.9992, 

ur:a ordenada al origen (a) de -3.5646 y una pendier Le (b) 

de 0.9680 , por lo q1.1e consideramos que dicho sistema es 

lineal se9t.'.1n ios criterios establecidos por la ley GF?neral 

de Salud. (8) 

2. PRECISION DEL SISTEMA. Para métodus 

cromatográfico~. se con~idera que el sistema de medición es 

preci.so cuando su coeficjente de variaci.On es menor a 1~57. 

Al efectuar el análisis estadístico, El valor de dicho 

coefir::i.entr par lo que el sistema 

consider~ preciso. 
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3. ESPECIFJC~DAD FRENTE A EXCIPIENTES. Al observar 

las gráficas 1, 2, 3 y 4 podemos verificar que el método 

analitico es capaz de separar la sustancia de interés (AAS) 

del resta de los excipientes, y aún del producto de 

degradación (AS). por lo que éste ron5idera especíiico. 

4. LINEALIDAD DEL METODO. La gráfi~a de la 

1 ineal id ad del método muestr~ el comport.?\miento del 

principio ~ctivo~ el cual 

el análisis estadístico 

una linea recta. Al efectuar 

obtiene coeficiente de 

correlación de 0.9998, una ordenad-=i al origen de 2 •. ·473 y 

una pendiento de 0.9884. Bajo los criterios establecidos 

por la ley Genera! de Salud, el método se considera lineal. 

:>. EXACTITUD UEL METODO. De acuerdo a los 7.. de 

recobt"O y realizando el análisis estadist1co, determinó 

que estos caen dentro de los limites permitidas para esta 

forma farmacéutica 

considera e::~cto. 

98-1027.), por lo que el método se 
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6. F'RECI '.:.~101-1 DEL ME.TODO fR~PRODUCihlLIDAD>. 

Realizando el análisis estadistico~ corrEspondiente podemos 

determi.,ar que no existe efecto pr;r e1 clia que s~ 

r~alice el ~náll5J.s. ni nor el analista que lo lleve a 

cabe-. 

7. ESTF1B I L I DAD DE LA t•lUESTRA. Las desviacJ.ones 

obtenidas par·::' esta dete1-minacion son menores 

establecidas en la µ~L1ebc3 de t de Dur-1nett. por lo C'.1:-i.; 

con':': ideramos que 1 a muestra estable haeta 24 horas 

dE'5DUés de prep¿'l.rada, ya se.:1 que St? .-~1m.:1.::L>ne a temper.:1tu1·a 

ambiente o en refriger~ciór.. 
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• if\lil 1 ¡e.: J DNES, 

Una ve= final1zado este tr~~ejo podemos decir que el 

métndo propu·- '.'"> pc:ira. cuantificar Ar-ido Ace:>t;lsallc:ilico 

tabli::?tas snlLAbles co1no nroducto terminado es adecuado de 

acuerdo a todos los parámetros e·,1alL1ados. 

El método analiticc resulta lineal, exacto y 

preciso, además de especifJ.co por que '="·E"D:l1-a al pr-incipio 

activo de los demás e~:cipien1:.es y de su p( .i.1.c.i.pa: 1:1-oducto 

de degradc"ción lo cu.• l es Lma c;ir·an v1:.:n L:-.Jd y~ qlle nuede 

utili:arse como un indicativo de ustabilidad. 

Po~ r:odo J.c .?.nteric:,,·- t·,0de~ns ;__wncl•·ir quf:' Rl me-:.oe1o 

analítico impl~me~tado cu~rt~ ccn los requisitos ~naliticos 

de~1:?.:1dos ·1 por lo t°"'nto puede 2mplear-sE.• cor-:> método 

rut:...ri<?.rH1 en la cuantificación c.1el ?'1cido Ac:i=td~alii_í.li.co 

er tab1et.::>s solubles como producto ter.nin.:i.do. 
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ESTA 
SJIUR 

A N E X O 

1. Linealidad. 

a. Evaluación de A(a}. 

a - A 

tcalc = 5y;x (Jtx2 / n :i:<xi-i¡2'J 

TESIS 
DE LA 

NO DEBE 
BIBLIOTECA 

2 

* Criterio de Aceptación. Si t(·0.975,n-2)).tmlc) t(0.025,n-2) 

el método se acepta y podemos decir que tiene una ordenada -

al origen considerada como "cero". 

b. Evaluación de B ( b). 

(b - B) DE (X) Jn:'1 
sy/x 

* Criterio de Aceptación. Si t(0.975,n-2}~tcalc)t(0.025,n-2), 

el método se acepta y podemos decir que tiene un pendiente -

.considerada como "uno•. 

2. Exactitud. 

tcalc =(X - u)/ (DE/ .[ñ') 

Criterio de aceptación •. t(0.975,n-l)~tCBlc)t(0.025,n-1) 

Si se acepta consideramos al método como exacto. 

3. Reproducibilidad. 

5 
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-

6 

(Y ••• )2/alx: = ( yl •• + y2 •• l2 = ( y.1.+ y.2.)2 

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA 

FV gl se f>C 11:alc ftal:e 

Analista a-1 l'.Yi.¿/ lx: - Y ••• '/ax S'.ll/a-1 Kl>,I Kli> ?ll, 1/ 8 

Día b-1 ~Yij.2/c - 1. YJ. •• 2/lx: S'.l:Vb-1 M:ll/ Kli> Rl' 2 /8 

Error bbto-1) ~tYi:lk2-1Yij.2 /c S:J.tab(o-1) -- --
Tabla No. 1. Muestra los calcules para la evaluación -

de la reproducibilidad del método. 

• Criterio de aceptación. Si se cumple que para: 

Analista: 

Día 
F~lc (. Ftabs 

F cale < Ftabs 

podemos decir que el método es reproducible y que no existe 
efecto por el día en que se realice el análisis, ni por el -
analista que lo lleve a cabo. 

4. Estabilidad de la muestra. 

.:.~ Yil= (Ya1)2+ (Ya2) 2 + ••• + ('>ll5l2+ ('J!:f;)2 ······ 9 

:C:>:.Yi.2= )a)2+ ( ">bf+ ( Ycl2+ ( Yd)2 10 

SCE Yil Yi.2 /r 11 

MCE SCE / t tr-1 l 12 

to y - ( 
n Yna / 2 MCE /r 13 
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