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CAPITULO UNO 

INTRODUCCION 



l. INTRODUCCION 

Los cambio• an formulaciones requieren en el aspecto 

ana.litico, asa9urar que las técnicas de an.ilisis ori9inal,.eQ. 

te empl•adas sean vAlidas para el nuevo producto-

En éste trabaJo, se presanta la optimización y valida-

ci6n da diferentes técnicas analiticas ya •xistentes, para 

cuantificar los principios activos contenido• en unas table-

tas ant19ripales, en las cuales, por reducción de costo&, se 

sustituyo un fArmaco, (clorhidrato d• fenilefrina> por otro 

de acción farmacoló9ica •imilar 1 (clorhidrato de fenilpropa-

nolam1na> a 

El maleato de clorofeniramina y el clorhidrato de fenil-

propanolamina se cuantificaron por cromatografia de gase9, 

haciendo transformaciones ácido-ba5e para obtener •mbos prin 

c1pios activos como bases libres. Se utilizó cloroformo como 

medio de extracciOn. 

La determinación del .1.cido acetilsalicil1co, (AAS>, se 

hizo por cromatografia de liquidas d• alt• resolución, 

(CLAR>, en "··-=e normal, utilizando un disolvente y una fase . 
móvil de na•., ,·3leza orgánica, para evit•r en lo posible la 

hidrOlisis dt AAS. 
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La cafeina se cuantificó por cromatografia de liquides 

d• alta resolución en fa•• reversa. Se hizo una extracción 

directa, utilizando como disolvente y fasa móvil una mezcla 

orgAnico/acuosa. 

Para validar los métodos anallticos s• efectuaron las 

siguientes determinaciones: 

1. Tolerancia, c•peci1icidad y linearidad del sistema. 

2. Exactitud y reproducib1lidad del m6todo. 

::S. L1near1dad y estabilidad de la muestra 

Los datos recabados se trataron eatadist1camente para 

demostr&r la conf1ab1lidad y reproducibi lidad de los 

métodos, hac1éndo9e anAlisis de r99resiOn para demostrar la 

linealidad del sistema y la exactitud del méto~o. 

Se efectuaron pruebas de "T" con el fin de e•ta.blecer 

los limites de confianza de los porcentajes recup•rados y el 

limite de confianza para l& pendi•nte y la ordenada al 

origen. 

En todas las pruebas se determinó el promedio de las m•­

d ic iones y el coeficiente de variac10n entre laa mismas, fi­

Jandose como limite un coeficiente de variación no mayor del 

27 •• 
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Por Ultimo, se hicieron anAli&is de varianza para 

demostr•r que 109 ~•todo• validados son reproducibl•s, al 

comprobarse qu• no eMisten dif•rencias significAtivas entre 

dif•rentes analistas y/o •ntre los distinto• dias en que &• 

•fectuaron los análisis de la• muestras. 



CAP lTULO DOS 

GENERALIDADES 
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2.1. 110NOGRAFIAS 

2.1.1. ACIDO ACET!LSALICILICO 

Formula condensada: C•H.D~. 

Estructura: 

Cristales blancos, por lo común t•bulares, o aguJ•• crista-

1 ina~, o polvo blanco, inodoro y estable en el aire seco. 

Punto de fusión 1J.5tl. C.; •l fundido •Dlidifica a 118• c. 

Ka a 25 orados centiorados: 3.27 x io-~ 

Pka = 3.55 e~> 

Absorción en Ul traviol1ata: 

En ácido sul'fllrico O. lN 229 nm Es.•-"" 484 .. 
En cloroformo 277 nm Ea.,._.• bB 

En Acido tricloroac•tico 276 ntn E ..... . b5.5 

lncompatibilidad•s: 

-Incompatible con la humedad. Se hidroliza descomponiéndose 

en ácido acético y ácido salicilico. 

-Incompatible con ~edio9 ácidos. 

-Forma una pasta húmeda cuando s• tritura con acetanilida, 

fenacetina, antipirina, aminopirina o f•nilsalicilato. 

-Se h1droli::?a al mezclarlo con sales que conti•nen aoua de 

cristalización. 
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-Se solubiliza r~idamente en soluciones d• citratos o d• 

acetatos alcalinos, pero la solución re•ultant• •• htdroli-

za con mucha r.apidez, fortnando sal•• de •cido •c•tico y Aci 

do s.alicllico. 

-Se deacc:.pon• con •1 agua hirvi.nt• o cuando se disu•lva en 

hidrOxido• alcalino•, o en carbonatos, for~ando como en •1 

ca&a anterior, sales de Acido acético y Acido salicilica. 

Solubilidades: c3~ 

-En aoua a 2:5 orados centioradoss le;¡ "'" 300ml. 

-En agua a 37 orados centigrados: 19 "'" lOOml. 

-En .alcohol :i: le;¡ •n 5'111. 

-En e larofor.aa li;i •n 17ml. 

-En tetracloruro d• carbono: 1Q "" 1000ml. 

-En benc.no: li;i en 30°"11. 

19 en 10-15 .. 1. 

-En éter anhidro: poco soluble. 

-En •ter de petr61.a: insolubl•. 

Coeficientes de ParticiOns 

-En ••ortiQuadores de pH 1 y 71 

K-..17 .. 7 en pH 1 

-En tolu9110/aoua 

-En clorofo...-o/AQU• 

Usos: 

1(:::10.25 en pH•7. 

Ks0.32 
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Ktttodoa de anAlisi•• 

-Titulación por r•troc••o con hidróxido d• •odio 0.5 N y 

&cido sulfúrico.'~, 

-Absorción al UV. ,~, 

-An&li•i• colorim•trico por formación de compleja• colori-

dos. •4• 
-Crotnataorafia •n capa fina. ' 3 , 

-Cromatoorafla d• Q••••·'~, 

-Cromatografta d• liquidas de alta r••oluciOn.' 3 ••• 

-Cro•atoQrafla •n columna.••• 
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2.1.2. CAFEINA 

Formula conden•ada1 C.t-f&oN .... oa. 
Estructura: 

Polvo blanco o &Qujas brillantes blancas, inodora• y de ••-

bar a.aroo. 

P•ao StOlacular: 194.2 

Punto de fusiOna 239.0B C, deter~inado despu•s de 

aecado a SOR- e por 4 horas. 

Sublima a 17S- C. 

Pka- 1. 

Kb a 19ee1 0.7 x 10-1 •; Ka a 2~-C: .. nor de 1.0 K 10-1 • 

Absorción al Ultravioleta• 

-En etanol: 273 nm 

En acido clorhldrico o.1N1 277 nm Es.••ª 479.••> 

Inc011patibilidades: 1 1.2> 

-Con los yoduros, sales de plata, taninos y con soluciones 

fuertes de ~cides caustico•. 

No forma sales estables, sus sales de Acidos f~ertes se 

hidrolizan con facilidad •n •l aoU&.'ª· 21 

Solubilidades: 

-En agua: 

-En aoua a BOBC: 

-En a9ua hirviente: 

19 en 46.0 ml. 

lg en 5.5 ml. 

to en 1.:s 1n1. 
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-En cloroformo: lg en 5.~ ml. 

-En ac•tona: lg •n ~o mi. 

-En 6tera le;¡ en óOO ml. 

-En ac•tato de etilos .aluble. 

-En •ter de petroleo: liQ•rAmenta soluble. 

-En •e idos di luido•: t1olubl•. 

-En p1rrol y tatrahidrofurano con 47. da aguac libremente 

solubl•. 

-La solubilidad de la cafaina en a9ua se raduce al adicionar 

sacaroaa. 

Ca-solventes: benzoato& alcalinos, cinnamatos o salicilatos. 

Datos para extracciOn1 La cafetna aa una basa d•bil. •• 

M•todos de anAlisis: 

-Titulac.i"On con Acido perclórico. • 4
·•• 

-AbsorciOn al uv •. c 2 > 

-An•lisis calorimétrico por formación de complejoB colori-

dos. ca• 

-Cromataorafla en papel.ca> 

-Cromat09rafia en capa fina. ca> 

-Cromatooraf ia de oasas. ca> 

-Cromatoorafla de liquides de alta resolución.'•> 



2.J.3. MALEATO DE CLOROFENlRAMINA 

Fbrmula condensada: 

Eatructuras 

Polvo cristal i.no, blanco e inodoro¡ sus soluciones son áci­

das al tornasol.•'· 

Peaa .alecul.ar: 390.87 

Punto de fusión: entre 130 y 135R c. 

Pka= B.9. 

- Una solución al lX en agua ti.ne un pH de 4 a ~.e,, 

Absorción al Ultravioletaa c-r• 

•K 
-En agua: 2b1 nm ~ 571.0 E,.., ... = 147. 

-En etanol: 21.1 nm E-=5380 

-En hidróxido de sodio en alcohol, O.IN 21.5 nm IEF5630 

-En Acido clorhidrico en alcohol, O.IN 265 ii_=B4BO 

-En hidróKido de sodio en aoua, 1N 262 nm li.=5770 

-En Acido clorhidrico 1N 265 nm e,.9390 

-Ei'I e loroformo 263 nm l;.=5970 
•K 

-En ~cido sulfúrico O.IN 265 nm Ea .... •240 

Incompatibilidades:c 2 • 

-Incompatible con cloruro de calcio, adrenalina, Acido tar-

tArico, fenobarbital sódico, sulfato de kanamicina. 

-Se ve afectado por la luz. 



Solubilidade.1 

-En AQUAI 1 .. Q en 4.0 ml. 

-En •lcohol1 1 mi;¡ •n 10.0 ml. 

-En clorofor"mo 1 mi;¡ en 10.0 ml. 

-En aceton.a.; mi;¡ en 2.0 ml. 

-En bencenos 1 m11 en bO.O ml. 

-En tetracloruro de carbono: mg en 400.0 ml. 

-En glicerina: 1 mi;i en 21.0 ml. 

-En metanol: 1 mi;i en ~-º ml. 

-En éter de petrOteo1 1 mi;¡ en 1000.0 ml. 

-En hidróxido de sodio O.IN 1 mg en ~ ml. 

Coeficiente da partición en aoua/cloroformo, pH d• 12.51 

K== qq.b t 7 • 

10 

Usos: ant1histamlnico principalmanta. Ea uno da lo• anti-

histaml.nico• m~s potente&, las dosis orale• producen-

efecto durante 3 a 6 horas. Por lo o•neral, causa sedacibn 

li9era. 

Métodos de analisis: 

-Titulac10n con Acido percl6rico. ••• 

-Espectrofotometria al UV. c2.•> 

-Cromatografia papel. c .. , 

-Cromatoorafia en capa fina.,.,., 

-Cromatoorafla de 9ases. '"'' 

-Cromatografia de ltquidoa de .a.Ita resolución.••• 



2.1.4. CLORHIDRATO DE FENILPROl'ANOl.AMINA 

Eatructurai 

@ ""• cr-c~-HH1 • HCI 

OH 

Polvo cristalino blañco. con leve olor aromático.e•> 

Peao inolecular: 187.67 

Punto de fusiOn: 190 -194e c. Punto de fusiOn de la base 

·librea 101-105• c. 

Pka=9.05; las soluciones acuosas son practicamente neutras 

al litmus .. •1.,.:u 

AbsorciOn al Ul travioleta1 

-En Acido clorhidrico diluido: 2B:i nm. 

-En etanol: 570 nm. 

Incompatibilidades: 

-Se altera con la luz. 

-Se ve afectada por loa metales pesados. 

Pt'oducto& de degradación:••' 

Clorhidrato de alfa-aminopropiofanona. 

Solubilidades: 

-En aoua mo •n 1.1 ml. 

-En etanol: l mo en 7.4 ml. 

ll 



-En cloroformo1 

-En •t•r1 

-En b•nc•no: 

1 mo en 4100.0 ml. 

1n5oluble. 

in&oluble. 

12 

U9oa: Se utiliza como broncodilatador y de•cono••tionant• 

na5al. Es una amina simpaticomtm•tica, con acciOn 5imilar a 

la efedrina, pero as mas activa como vasoconstrictor y algo 

Meno$ activa como estimulante central y broncodilatador. c2 , 

..S.todos de an411stsi •• , 

-Titulación con Acido pRrcl6rico. 

-Titulación por retroceso con 4cida sulfúrico e hidróxido de 

sodio. 

-Espectrofotometria UV. 

-Analisis calorimétrico por formación de complejos colori-

dos, por ejemplo: reacción con ninhidrina, formación da 

un complejo con azul de bromotimol, etc. 

-An6lisis fluorométrico. 

-Cromatoorafla en columna. 

-Cromataorafla en papel. 

-Cro~atoQrafia capa fina. 

-Cromato9rafla de qases. 

-Cromatografla de llquido9 de alta resolución. 
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2.2. TABLETAS 

La• tabl•t•s son forma• farmacéuticas solida& que conti~ 

nan do¡üs individuale9 d• uno o vario& 'fármaco&, que se adml. 

ni•tran junto con exc1pientea. Se pueden incluir en la form~ 

laciOn, aditivos tales como con•ervadores, d••inteQrantes y 

sustancias para meJorar el aspecto flsico, (olor, color , s~ 

bor, etc.) ••• , 

Las tabletas tienen algunas ventajas sobre otras formas 

farmacéuticas orales. Al fabricante le ofracen las siguien-

tes: sencillez y economia en la preparación, estabilidad y 

conveniencia para envasar, transportar y expedir. La& venta­

jas para el paciente son: exactitud en la do•is, facilidad 

para llevar en el bolsillo, sabor suave y administraciOn 

sencilla. c:z, 

La calidad de las tabletas se controla mediante diferRn­

tes pruebas entre la5 que se incluyena 

-Variación de peso 

-Uniformidad de contenido. 

-Dureza. 

-Fr1abilidad. 

-Desintegración. 
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-Disolución-

-ldenti ficaci6n del o lo• t•r~acas que cantien•n. 

-Cuantificación da lo• principio• activas. 

La fortn• de hacer las pruebas, y los llmit•• d• ac•pta­

ci6n o rechazo, deben consultarse en l•a monogra~ta~ respec­

tivas del laboratorio fabricante y/o en las Farmacopa•s que 

las autoridades re9ulatorias acepten como valida•· 



2.3. CROHATDGRAFIA 

FUNDAMENTOS 

1:5 

La cromatoorafla abarca una oran variedad de técnicas de 

separación suma..nta efectivas. El principio comdn a todas 

las técnicas cra.at09raficas el siguiente: un fluido 

<fase móvil> c
0

ircula a travea de una fase estacionaria, 

sólida liquida; cuando una mezcla de substancias 5e 

introduce en el sistema, ocurren una serie de equi l 1brios de 

distribución entre las dos fa'Sóes, oeneralmente de distinta 

G&Qnitud para cada co~ponente de la mezcla, por lo que cada 

uno de ellos se desplazará con diferente velocidad a lo 

largo del sistecra. Los componentes de la mezcla deben ser 

5olubles en la fase .Ovil. 

No hay restricciones sobre la naturaleza de las do& fase&. 

La fase estacionaria puede set.. sOlid• o liquida y la fase 

mbvil, liquida o gaseosa. Por consiguiente hay varias combi­

naciones po~ibles. 4•> 

La primera descripciOn de una cromatoQrafia se le atribu­

ye a Michael Tswett, bioquimico ruso, quien aisló la cloro­

~i la de una mezcla de pigmentos VRQetal•• en 1906. Colocó 

una pequena muestra en la parte superior da una columna em­

pacada con polvo de carbonato d• calcio y sn s90u1da eluy6 

la muestra con éter de petróleo.. A medida que la cnuestra. 
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descendi• por la columna, se iba separando 

bandas que se d•splazaban velocidades diferentes. Las 

bandas tenlan color•s diversos, debido a la naturaleza da 

los pic;1mantOs de la mu•atra, de ahi que del ori•oo 

ChrO•iltos (color) y 9raphos (e•critura)se la d1•ra el 

nombre de cromatografia al proceso, aun cuando los colore5 

eran accidQntal••· Tswett tambi•n acuno el término cromato­

grama para describir la •eparaci6n obtenida. En la actuali­

dad, se le da el nombre da cromatograma a la gr&fica que •• 

obt1ene al separar una mezcla. •2• 

METODOS CROMATOGRAFICOS 

Los método5 cromatogrAfico• pueden ser cla•ificados de 

acuerdo • la naturaleza de las fases estacionaria y móvil. 

Si la fase estacionaria es un &Olido, al proceso sa llama 

cromatoQrafia de adGorción, mientras que si la fas• estacio­

nar"i.B. as un liquido recibe el nombre de cromatografia de 

partic16n. 

En la cromatoQrafia de adsorción, la fase móvil que con­

tiene el soluto disuelto pasa sobre la Buperflcie de la fase 

estacionaria. La retención de los componentes y wu consi-

9uiente separación, dependen de la capacidad de loe átomos 

qu• hay en la superficie para extraer los solutos de la fase 

móvil y adsorberlos temporalmente por medio de fuerzas elec­

trostAticas. Si la fa5e móvil es un llqu1do, el proceso se 
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llama cromatografla liquido-sólida , p•ro cuando la fas• 

tnOvil es un oas, se l• danatRina cr01nataorafia oaa-sOlido. 

En la cra.atoorafia de partición, un tnaterial sólido 

inerte, tal COIDO Qel de Silice O la tierra de diatom•••t 

&irve para apoyar una capa deloada de liquido que es •n 

realidad la fase estacionaria. A medida que la fase mOvil 

que contiene el sotuto pasa muy c•rca d• •sta fas• liquida, 

hay retenciOn y separación debido a la solubilidad relativa 

de los componentes analizados los dos liquides sm9ón lo 

determinan sus coeficientes d• partición. Si la fase móvil 

es un liquido, este tipo de cromatografia de partición d~ 

nomina cromatoorafia liquido-liquido, y si la fase f'D6vil es 

un gas, el proceso se 11.-a crotnatografia oas-liquido. 

La cromatografla de int•rcambio iOnico y la cromatoQra­

fla par exclusión molecular, son otros dos tipos de cromato­

grafla que no se describen en el presente trabajo. y que pu~ 

dMl conaultarse en los manuales y/o textos especializados en 

cro•atografla. 

TEORIA DE LA CROMATOGRAFIA 

Se han desarrollado dos enfoques teóricos para deacri­

bir los procesos implicados en el P•••je de salutes a trav•s 

de un sistema cromatográfico. 

El primero de éstos, la "teorla de los platos" basada en 
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el trabajo de J'.P.Martin y R.L.M .. Synge, "Cromatografi.a de 

Particiónw, public.ado en 1941, considera al sistema cromato-

QrAfico co..a una serie discreta de pl.atoa teorices. En cada 

uno de éetos hay un equilibrio dal salute •ntre la fa9e m6-

vil y la fase estacionaria. El movimiento del salute se con-

•idera como un.a serie de trans~erencias paso a paso antra 

plato y plato. 

La segund• teoria, a "teoria d• la velocidad", analizada 

por Giddotns en su libro "Dinámica de la CromatoQ¡rafia", pu-

blicado en 1965, considera la din~mica de la parttcula da s~ 

luto a medida que ésta paaa ,a través de lo• espacios ubica-

dos en la fase estacionaria del sistema, al iQual que la ci-

nética de estas particulas, a medida que tson trAnafaridaa h,A 

cia la fase estacionaria y desde ella. c 2 , 

CONCEPTO DEL PLATO TEORICD. 

Conceptualmente, puede considerarse la cromato9ra11a 

como similar a los procesos que ocurran en la destilación 

"fraccionada o la &~tracción secu•ncial por disolventes. 

En la destilación, laa mezclas de liquides son separadas por 

una serie de pasos que tienen que ver con la vaporiz•ci6n y 

la condensación posterior. Cada P•SO implica equilibrio 

entre un vapor enriquecido en el componente mAs volátil y un 

condensado liquido de la misma composiciOn. A cada equili-

brio entre las fases se le llama plato teórico, y •1 tramo 

de la columna necesario para que se verifique el equilibrio, 
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&e le denomina altura equiv•lent• de un plato t•óri"co. 

TIEMPO DE RETENCION 

Al tiempo que transcurre desde que se deposita la mues-

tra en el sistema cromatoor~fico hasta el tiempo max1mo da 

eluciOn del soluto se le llama tiempo de retención tR, y es 

una funci6n qu~ depende del laroo de la column• o fase esta­

cionaria, de la velocidad de la fase móvil, de la afinidad 

del soluto por la fase e&tacionaria, y de la. temperatura de 

la columna. 

VOLUl1EN bE RETENCION 

Otro parAmetro que se usa para describir el retardo de 

un soluto es el volumen de retención VR, que e• el volumen 

de fase móvil requerido para eluir un compuesto en el s1ste-

ma, y se expresa mediante: 

Donde: V"= volumen de la fase móvil •n el sistema. 
K= coeficiente de partición = c.1c". 

v.~ volumen efectivo de la fase e~tacionaria. 
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El volumen de retención de un soluto depende de los vo-

lu.....,•s relativo• de las dos fases y de los coeficiente~ de 

partición. Un ~ran coeficiente de partición da por resultado 

un• r•tenciOn larga, d•bido a qu• el •oluto ••t• durante ma-

yor tiempo en la i se estacionaria. c2. 'º' 

CARACTERlSTlCAS DEL PICO CROMATOGRAFICO 

El patrón de eluc16n de los componante& de una mezcla, 

a• una 9ráfica en forma de picea. A cada componente •luido, 

le corresponde un pico. Un pico cromatogrAfico ideal es una 

curva cuya forma Qaussiana y puede ser descrita por pará-

metros der1v.ados de la d'i5tribuci0n eoatadlstica normal, ta-

les como l• desviación est•ndar, s; y la varianza, s 2
• 

En la figura 1, se indican las caracteristicas de un P~ 

ce cromatoorafico, y en ella se muestra cómo, el ancho de un 

pico, cualquier punto, puade expresarse como un mOltiplo 

de la desviac16n estandar.c 2 ~ 

Fig. ( 1 ) 

. 
i 

a.ooof--- -

l 
-lluu 1 .... 111•1n,..•lf1 
•• i.11 .. 1• 

______ .... ,,.,., 
1 

1 1 1 
I 1 \ -10-

--J---t-"-\--.. 
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Wi, el ancho del pico medido en los puntos de in-

fleMión, que están ubicados al 60.7X de la altura totAl del 

pico; el ancho en éste punto, por lo tanto es de 2s. 

Si se trazan tangentes en los puntos de inflexión axten 

diéndalas hasta l• linea base, y se mide la distancia que 

existe entre ellas, se obtiene el ancho del pico, Wb, que e~ 

igua 1 a 4s. 

El ancho.del pico medido al 50'l. de su altura total es 

Wh y corresponde a 2.354s. 

Otras dos caracterlwticas importantes de un pico croma­

togrAfico son el área y la altura. El área del pico ea el 

Area bajo la curva, desde el punto en que ésta deJa la linea 

base, hasta el punto en donde vuelve a ella, y es proporcig, 

nal a la concentracibn del •oluto. 

La altura se mide en el mAximo del pico, por lo tanto, 

corresponde a la mayor concentración en la zona. En este pun 

to da ~ltura mAximo &e miden los tiempo~ y volummnes de re­

tención. 

CALCULO DEL NUMERO DE PLATOS TEORICOS 

Un parAmetro que se utiliz~ comunmente para evaluar la 

eficiencia de un sistema cromatoorAfico es N, el número de 

platos teóricos. Una manera sencilla de calcular N, es la 

siguiente: 
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Donde: t~· ti•mpo de ratenci6n. 
Wb= ancho del pico medido en su basa. 
Wh= ancho del pico medido al 50'l. de su altura total 

Este parAmatro puede •er evaluado fácilmente •n cual-

quier cromatograma. Estas do& expresiones son equivalentes 

de9de el punto de vista matemAtico~ la primera se utiliza 

con mayor frecuencia; 5in embarQo, la seounda es particu­

larmente útil para picos no.ideales de forma asim•tirca. 

Un sistema con un número mayor de platos teOricos produ­

cirA un pico mAs estrecho, y por lo tanto sera capaz de sep~ 

rar mue~tras mAs complejas. 

SEPARACION V RESOLUCION 

En cromatografia •e analizan por lo general mezclas con 

~ulticomponentes, por lo que la separaciOn individual de las 

su5tancia9 es de oran importancia. En la figura 2, se mues-

tra un cromatograma con tres picos, el primero corre•ponde a 

un componente no retenido por la columna y los otros dos a 

picos adyacentes perfectamente separados, cuya separación 

puede ser e><presada de dos maneras diferentes,como factor de 

separación, ~. o como resolución, Rs. 
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El factor d• separ•ción o f•ctor de •alectividad descri­

be la posición ~•lativa· da dos picos Adyacentes y pueda ex-

presar•• como: 

Donde: tr::a= 

tra= 

'°"'C-= <tra - ta> 
ttr., - t-> 

tiempo d• retención 
segundo término. 

tiempo de retención 
primer término. 

del 

del 

(Vrp - Vn) 

(Vr1. - V") 

componente 

component• 

que e luye en 

e luido en 

ta= tiempo transcurrido desde el momento de la inye~ 
ciOn, hast• el máximo del pico d•l componente o 
componentes no retenidos. 

Vr::a= Volumen de retención del componente 2. 

Vra= Volumen de retención del componente 1. 

,.J.,.= Volumen de la fase móvil. 
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El factor de resolución, Rs, que como su nombre lo indi-

ca, da el orado da resolución entre dos picos, •e •xpr••• 

por: 

Rs• 2<tr2 - tr,) 
<Wba - Wb:a> 

En la figura 3, se muestra una tabla con diferentes val~ 

res de Rs. En ella se observa cómo, el nómero de platos teó-

ricos influye en la eficiencia de la columna y en la resolu-

ción de los picos. El primer cromatograma muestra dos picos 

adyacentes del mismo tamaho. Su factor de resolución de 

1, y la columna donde se llevó a cabo la separación, 

valor de Ns 712 • Las picos no estAn bien !Separados, e:<iste 

una contaminación del 4% en cada componente, debida a la 

superposición de uno en el otro. 

En el segundo cromatograma se tiene un valor de Rs~ 1.5 

N=1600, la separación se ha llevado a cabo un 907.. 

En el siguiente cromatograma, se observa que los picos 

están perfectamente separados, su factor de resolución es de 

2, debido a que el n~mero de platos teóricos de la columna 

donde se separaron es de 2844. Se considera que hay una 

separación adecuada cuando se obtienen valore• de Rs de 2 ó 

mayores. Por último, tenemos un crom•toor••a con un valor da 

Rs= 4.0 y N=11344, la separación es buena, pero algun•s 
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vec•s, un número tan elev•do de platos teóricos, hace qu• 

los tiempos de retenci6n se alarouen mas de lo conveniente· 

Fi9ura ( 3 > 

•·11••• 
+----..:•••4.fO 

VELOCIDAD DE LA FASE MOVIL V SU INFLUENCIA EN LA SEPARACION. 

La velocidad de la fase móvil tiene oran influencia en 

al proceso de separación, por ejemplos si la velocidad de 

flujo es baJa~ las moléculas de la muestra a separar astarAn 

mucho tiempo en la fase móvil, y los co~ponentes s• difunden 

a lo laroo de la fase estacionaria, dando como resultado 

picos muy anchos y "coleados", con un factor de resolución 

baJo. Si la velocidad de flujo es muy rápida, las moléculas 

del soluto no tienen tiempo suficiente para interactuar 

todos los sitios activos de la fase •stac1onaria, el 

coeficiente de partición disminuye~ y por lo tanto no ocurre 
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la separac1Dn, o esta as muy pobre. 

La velocidad d• flujo d• la fase móvil se determina ,ma 

Donde• A.t= v•locidad lineal de la fase M6vtl, dada en cm/~eo. 
La longitud d• la columna. 

t"• tiempo tr•nscurrtdo d••d• el mom•nto de la inyec­
ción hasta la altura ~•xtma d•l pico d•l disolv•n 
t •• 
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2.3.l. CROMATOGRAFIA DE BASES 

La cromatoorafla d• oanes e& una tecnica analltica que 

se utiliza para separar. id911tificar y cuantificar ca.pon•n-

tes d• aezcla• de sustancia• qu• vaporicen a temperaturas 

comprendidas en un rango que va desd• temperaturas menor•s a 

los cero 9rados, hasta los 450 orados c•ntiQr&doa, y mezclas 

de compuestos que al cal1n1tarse produzcan una presión de va-

por de apraxi~ad.-ente 30 mm d• mercurio, sin alt•r•r•• o 

d••contponer5e. La ••paración •n croaatoorafia de ga•a•, •• 

basa en la diferencia de velocidades de mioraci6n de los 

componente• d• la IM!Zcla, al .. r arrastrados por un o•• 
inerte a través de un tubo •mpacado con un material sólido, 

con caracteristicas particularea.cLL> 

Existen dos modalidades en la cromatograf l• de oases, la 

cr"'08Atooraf1a gas-sólido y la cromatografia gae~ltquido. En 

la primera, la fase e&tacionaria •t1 un material adsorbante 

de tipo sólido, y las particulaa del salute son extraldas e~ 

diante fuerzas electraatAticas. En la cromatoorafia gaa-11-

quido, por- lo general, la fa•e estacio.naria es una capa del-

0gada de liquido que recubre la 6uperficie de particula• por 

lo general inertet1. En •Sta tipo de cromatografia la ••para­

ci6n se lleva a cabo debida a los co•ficiant•s de partición 

de los solutos entre la fase estacionaria y el oa• d• la fa-

se móvil .. ':u 
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USOS DE LA CROMATOGRAFIA DE GASES. 

L• cromá~oorafia de oaaaa tian• infinidad de aplicacio­

nea en la industria en o•neral, su campo no se limita al ra­

mo f•rmacéutico. Se mencionan sólo •lounas de sus aplicacio­

nes: separaciOn y cuantificaciOn de d•rivadoa del patrOlao, 

aceit•s es1tncialaa, perfu1nes, sabores, sustancias da orioen 

biolóoico, in§.cticida•, Acido• 9rasos, ate., ate. 

Las separaciones cromatcorAficas por madio da oasas sa 

llevan a cabo en el aparato llamado cromatOorafo de oasea, 

mismo que a continuación •• ilustra y •• explica en sus par­

tes mAa importantes. Sa harAn comantariom aabre alounas de 

ellas.,., 

Fig. ( S > E&qu•ma ale~ental de un cromatógrafo da gasea: 

t> Fuente del gas portador; 2) regulador de pre5i0n o 

flujo; 3> sistema de inyecc10n de la muestra; 4) colum­

na separadora; 5) horno; 6> sistema de detecciOn; 7> rg 

gistrao~· ; B> integrador~ 
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FASE ESTACIONARIA 

Para la cromato9rafta gas-sólido. la• columnas •• •mp•­
can con un m.at•rial sólido sin recubrir. Para la cromatOQr&­

fia gas-liquido, se llena al interior de la columna con un 

material sólido revestido de una cAJ)a delgada de fase liqui­

da. El ta..rio de particula en ambos casos e• d• 80 a 120 

~allaa, con el ~in de reducir el volumen de exclusión y pro­

veer una gran superficie de contacto para interaccionar con 

los salute•. El valumen d• exclusión •s al volum1tn total de 

espacio intersticial entre las particulas. También exist•n 

colu~•• calpilares que no llevan •mpaque.c 3 • 

En la cra.atOQraf1a oas-sólido los adsorb•nt•s qua •• 

utiliZAn aAs frecuentemente son: carbón activado, gel de st­

lice, alóaina y p•rlas de vidrio. Para la cromatogra11a 

oas-liquido el mat•rial de soporte mas usual •• 1.a tierra de 

diata.eas puri~icada y calcinada. La fase liquida recubr• de 

modo unifor,,_ a las particulas del soporte sólido. La canti­

dad de fase liquida generalmente es de 1 a 5'l. del pe•o d•l 

saporte a61 ido 

Una buena fase liquida d•b• cumplir con lo• si9uienteg 

requisitos: l> no debe ser volAtil1 su pr•sión de vapor debe 

ser menor de 0.1 torra la te.p•ratura a la qu• se va a uaar 

2) ·debe ser tenmoestable; ::S> debe dar v·ator•• de K ad•cu•dos 

a los componentes que se van a .. parar; 4> preferiblement• 

debe ser un solo compuesto puro de paso molecular conocido 
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Y con caracteristicas •emttjante• a las su•tancias que •• 

van a separar; y 3) debe ser inerte respecto a los salutes, 

Y si reacciona con ellos debe hacerlo r~pidam•nte y en forma 

reversibll!'. c:u 

DETECTOR. 

Es un dispositivo que permite medir cualquier cambio de 

composic1ón del gas acarreador, Q•n•rando una sehal eléctri­

ica cada vez que se modifica la contposiciOn del gas acarrea­

dor por la presencia de concentraciones muy pequenas de la 

sustancia a analizar. c 2 • ss> 

Existen diferentes tipos de detectores, los mAs comunes 

son; conductividad térmica, ionización de flama, captura de 

electrones, fotDilletria da flama <emisión de llama) y termoiQ 

nico o de llama alcalina. No existe detector universal, 

ya que tendrta qua llanar·todos los requisitos siguiente91 

bajo limite de detección, respuesta lineal li•ites 

extremos de concentración, repuastA uniforme a toda• las 9ua 

tancias posibles, calibraci6n sencilla, tiempo de respuesta 

corto, volumen interno pequeho, escaso ruido y estabilidad 

prolongada; ade~ás, debe ser sencillo, bArato, re~istente 

y seguro al operar. 

La elección del detector debe hacerse teni•ndo en cuenta 
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las caracteristicas de la m•zcla que s• d•••a analizar. En 

los manuales d• crom&toQr•fl& •• pued•n con5ultar tablas qua 

ayudan a seleccionar el detector mas conveniente. 

REBISTRADOR-INTEGRADOR 

Consi5te ~ un sistema electrónico de amplificaciOn y ·~ 

dida de la s-nal eléctrica enviada por el d•t•ctor. E•ta se­

nal se reQi•tra en una gráfica. En la actualidad, la mayoria 

de los registradores están conectados a un computador que mi 

de directa.ente el Ar•a de loa picos y •uestra •u valor en 

fonna numérica en la misma qr~fica del regi5trador. E•to 

simplifica mucho los cAlculos en el análisis cuantitati-

vo.••• 
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ANALISIS CUANTITATIVO. 

Existen muchos métodos para determinar la concentración 

de una sustancia por cromataorafia da gases. En gen•ral, to­

dos los métodos coinciden en medir de ~orma cuantitativa la 

respuesta del detector a una cantidad de masa por unidad de 

tiempo. Los métodos para estimar la concentración se bAsan 

en la medición de la altura del pico o de su área. El area 

de cada pico puede ser estimada por métodos manuales a elec­

tr6nico•. Dependiendo de la disponibilidad de instrum•ntos 

manuales o electr6n1cos, será el grado de precisión que se 

obtenoa en el anAli•is. Los métodos m&& important•m para ca~ 

cular la concentraci6n en forma cuantitativa son los si9uien 

tes: normal1zac16n de área, estandarización externa y estan­

darizac16n interna. El Ultimo, es el que se •mpleó en el pr~ 

sente trabaJo, por lo .que a continuacibn nos referiremos bra 

vemente a él .. l••~ •2• 

ANALISIS CUANTITATIVO POR ESTANDARIZACION INTERNA. 

Es •l método m&s preciso para análisis cuantitativo. Pe~ 

mite calcular concentraciones absolutas, compensar en forma 

cuant1 ta ti va las diferencias en la respuesta del ·detector 

cuando se trabaJa en rango lineal. Las variaciones en la 

cantidad de muestra inyectada no afectan el resultado, y la 

calibración se lleva a cabo con los compuestos de interés. 
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Para llevar a cabo E>st• •étodo. es indiapen5able agregar 

a la muestra una concentraciOn conocida de un compuesto al 

qua se le da el nombre d• est&ldar ir.t•rno, que deberá 

seleccionarse tomando cuenta los siouientes requisitos: 

estructura y concentración similar al COftlPU•sto que se dea•a 

cuantificar, buena resoluci6n y •lución cercana a loa picos 

de interés, en una zona que no presente interferencias por 

ning(an compue~to de la mezcla. e~~. ~~, 

Para cuantificar la sustancia o sustancias de interés, 

necesario preparar una mezcla de estándares anal f t1cos a 

la que le anade una cantidad de estándar interno igual a 

la que se le adicionó al problema. Con las áreas obtenidas 

en los cromartogramas de estos •stAndaras, &e calcula 

factor de respuesta, contra el que se compAran las areas de 

la sustancia problema.••2> 



2.3.2. CROMATOBRAFIA DE LIQUIDDS ' 

La cromatografia de liquido& as una d• las t~cnicas más 

vers.1tiles de .lae qua disponen los analistas debido a ·su s•n 

cillez y capacidad para obtener separaciones de alta resolu­

ción. Se pueden desarrolla~ separacionea con base an caract• 

risticas tan diversas como la polaridad de los aolutos, su 

naturaleza iOn1ca, su peso molecular, coeficientes de 

partición o su capacidad para formar complejos de af ini-

dad. c;;u 

El término cromatoorafia liquida, o cromatoorafia de 11-

quidos se usa en la actu'alidad para referirse a aquéllos pro 

cesas en los que la separación tien• lugar dentro de una 

lumna ampacada. El material de •mpaque es la fase estaciona­

ria, y puede ser un solido, o un sólido inerte revestido d• 

una delgada capa liquida. Como eluyente s• utiliza una 1ase 

mOvil·que siempre es un liquido. 

El proceso de cromatoorafla liquida puede realizarse 

por medio de dos métodos. El primero, llamado cromatogra11a 

de columna abierta, es el procedimiento clásico ideado por 

Tswett. La fase móvil se deja 1luir trave5 de la columna 

empacada, por la acción de la gravedad, o por una presión 

relativamente baja, por ejemplo de 50 100 psi. En el 

segundo método, las columnas se empacan con materiales que 

tienen un tamano de particula de 10 micrometros o menos, por 



lo que las columnas quedan empacadas mas CCHft?actamente, de•a 

rrollando asi retropresiones altas quo e• necesario venc•r, 

bombeando la fa5e mOv1l a travéB de la columna por medio de 

una presión elevada, <de 1000 a 3000 psi). Est• matado reci 

be el no1nbre de "Cromataorafi• Liquida de Alt• Resolución", 

o 11Crocnatoorafia Liquida de Alto Rendimiento", cuyas inicia­

les CLAR, usaremos en los sucesivo al referirnos a éste tipo 

de cromatografia. 

Ya sea que 9e empleen métodos de CLAR o de columna abier 

ta, el proceso de separación depende principalmente de la na 

turale:a de las fases móvil y estacionaria y de las caracte­

risticas del compuesto a separar. Debido a ello, se han desa 

rrollado cuatro modalidades de cromatografia de liquides, 

que son: cromatografia de adsorción, de partición, de 

intercambio i6nico y cromatografia por exclusión de tamano. 

En la tabla No. t, se explica de manera breve, el meca­

nismo de las diferentes modalidades de cromatografia, y el 

tipo de molécula& que separa cada una. 



1 TABLA No. l TIPOS DE CROMATOGRAFIA EN HPI.C 1 
TIPO DE SEPARACION MECANISMO 

Cranatografía Separa molEculas 
de exclusión por tamaños. Las 

más grandes elu­
yen primero. 

Cromatografía r lfquido-sólido 

FASE 1 

Adsorci6n.- Separa 
en haRe a polaridad. 
La menos polar eluye 
primero. 

NORMAL - L Cromatografla 
l!quido-l!quido 
(Bonded-Phase) 

L 

Cromatoqrafía 
l!quido-l!quido 
(fase reversa) 

Cromatografía por 
intercambio 
i6nico. 

Partición del soluto 
entre 2 solvente in 
miscibles. -
"Fase estacionaria 
más polar". 

Partición del so­
luto entre 2 sol­
ventes inmiscib!es. 
"Fase móvil más p~ 

lar", 

Iones de la niuestr.1 
se intercambian con 
un contra-ién. 

HOLECULAS QUE SE SEPARAN SOLVENI'ES UTILIZADOS 
(algunos ejemplos) (alqunoa ejemplos) 

Desde prot'1na1 y Carbohi Tolueno 
dratos haRta metacrilatoi Dioxano 
y neopreno. Acetona, n2o 

Hi~ro1·;irburos y llromltlcoa 
J !<ómeros y compue!ltos no 
polares. 

Honosatáridos, Catecolaminas 
y aromáticos. 

Herbicirlas, 
Acidos qrasos. 

Aminoár.idos 
Nuch•ti• 1r'Jos 

org.lnieos no 
ionizables 
(hexano) 

Polar no polar 
(Ague-acetoni­
trilo). 

Aqua con IDOdi­
ficadorH orgá 
nicos. -
(!1etanoll 

Diversoa 

~!!::·] 
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INSTRUMENTACION. 

CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION. 

Debido a las pr••iDnes relativamente altas que son nece­

sarias para realizar •~te tipo da crometografia, se requiere 

de equipo mas complejo. En la figura 12, sa muastra el dia-

grama de bloques de un aparato completo de CLAR.ca. &o> 

Figura < 12 > 

llDUVDJllO 
DI 1-- •Oll• A 1- UIYl.CTOll l.- COLl.lllllA 

rA11t llOVIL. 

1 

lllllTU,0011 
t9'TlllllAOOll 

COLl.OTOll .... .. 
01a1.C1tOI 

Como se pu•de observar, los co~ponentes básicos de és-

te sistema son: 

1. Resarvorios de fase móvil. Estos son recipientes de vi-

drio o de acero inoxidable que contienen la ~ase móvil. 

2. Bomba para impeler la fase móvil. 

3. Inyector, para introducir la muestra al sistema. 

4. Columna que contiene la fase estacionaria. 

5. Detector para determinar los componentes de una mezcla. 
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b. ReQistrador inteQrado a un equipo d• cO.puto. Dibuja lo• 

cromatooraanas y calcula el Area o l• altura de loa picea. 

7. Colector de d•sechos, qua consiste en un recipiente donde 

pueden depositarse loa coMponentes ya separ&dow, o loa da 

sachos. 

A continuación se har~n comentarios aobr• algunas d• és­

tas partea. 

LA C:OLUt1NA 

En la columna analttica tiene lugar la separación. Es un 

tubo de acero inoxidable, por lo Qeneral de 7.5 a 30 cm de 

largo, con un diametro interior de 2 a 4.6 mm. Contiene a la 

fase estacionaria. 

LA FASE ESTACIONARIA 

La separación en la cromatografta de liquidas se lleva a 

cabo a trav~ de interacciones entre la muestra, la fase 

móvil y la fase estacionaria. 

La fase estacionaria puede ser un material •Olido poroso 

como el que se utiliza en las cromatcgraflas por adsorción, 

intercambio iOnicc y exclumiOn de tamal'1o, con alguna• dif•­

rencias en composicibn, estructura y tamanc de partlcula. 

Otra posibilidad es el uso de una fase eatacionaria llqu1da 
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que recubre la superficie de las particulas de un soporte 

sOlido tal como ae h•c• •n cromatoQrafta de gaQes. 

La mayoria de las colwnn•• empacadas para la cromato9ra­

f la de partic16n tienen una fase •stacionaria unida quimica­

mente a las particulas del soporta. En todos los manuale~ 

y/o teKtos de cromatografia pueden consultarse tablas para 

seleccionar el tipo de columna y la fase móvil mAs adecuadas 

de acuerdo con las caract•risticas de los compuesto• a sapa-

LA FASE MOVIL. 

Con excepción da la cromatoorafia por exclusión de tama­

ho, la fase •Ovil es par.te activa en un sistema de cromato­

orafia liquida, a diferencia da la fáse móvil de la cromato­

orafla de oases, donde é•ta no participa en el proceso de se 

paraci6n. Debido a ésto, la selección de una 1a6e mOvil •pro 

piada es una de las partes mis import•ntes en una separaciOn 

por CLAR.' 2 • 

La selección de los liquides a usar en una fase mOvil 

depende de varios factores. En las cromatograflas de adsor­

ción y de ~artición, la polaridad tiene un papel importante, 

la viscoE.1dad y al9unas otras caracterlsticas que pueden 

influir e• la funcJ.ón del detector, como por ejemplo la ab­

sorcion qL~E presentan al UV., indice de refracción, etc., 
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t•mbi4tn son importantes. En la cromatografia de intecambio 

i6nico, la fuerza iónica <pH>, es important•, en tanto que 

en la cromatoQrafia por eKclusión de tamaho lo qua m~s impar 

ta es la solubilidad de la muestra en la fase mOvil. 

En la cromatografia liquida pu•d• U9•r•e una sola sustan 

cia como fase ~Ovil, o una mezcla de doa o ••s. Tambien 

puede mantene1: la proporción de los components5 durante todo 

el proceso de separación, o modificarlo& gradualmente. A la 

primera modalidad se le da el nombre de operación isocrAtica 

y a la segunda, eluci6n por gradiente. <2. • 01 

CONTROL DEL FLUJO DE LA FASE MOVIL. 

En CLAR, frecuentemente es necesario variar la velocidad 

de flujo: un flujo rApido aumenta la velocidad del paso de 

la muestra a través del sistema, al mismo tiempo que aumenta 

la presión, sin &mbaroo, ~&to no favorece la di~usión de la 

muestra dentro de la columna, ni facilita la separación, 

pues la presión es un par•metro pasivo. A presiones alta& 

se dificulta la inyección de la muestra y la eficiencia es 

baja debido • que el liquido vuelve más denso y la veloci 

dad de transferencia de masa se reduce. Por estas causas ... 

seleccionan velocidades de flujo relativamente bajas, ya que 

la eficiencia de la separación se incram•nta conforme el 

flujo decrece. Las velocidades de flujo cl~sicas van de 1 & 
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2 Ml/min, en columnas de 2 •~mm de diAmetro interno.•'º' 

DETECTORES. 

El instru~ento más frecuentemente utilizado Rn CLAR como 

detector, es un espectrofot6matro ultravioleta-visible con 

una celda de flujo de pequeno volumen (8 microlitros>. Exis­

ten detectores con longitud de onda fija y con longitud de 

onda variable, los más sencillos se fijan a 254 nm, dado que 

la mayoria de los compuestos orgánicos arom6ticos absorben a 

e5ta longitud de onda o por lo menos cerca de ella. También 

existen modelos de lonqitud da onda fija a 280 nm, que 

donde absorben los péptidos, o a 214 nm donde lo hacen las 

dobles ligaduras aisl·adas como el grupo carbonilo. Los de­

tectores de onda fija tienen las ventajas de ser de bajo 

costo y alta sensibilidad, siendo capacea de detectar algu­

nos compuestos en el orden de nanooramos. La sensibilidad 

puede aumentarse usando un detector de longitud de onda va-

riable, dado que puede colocarse el punto exacto de la 

mAxima absortividad del soluto. También hay modelos mAe ala 

horados que son c•paces de recorrer todo el e9pectro UV du­

rante la elución de un pico, para determinar si hay más de 

una sustancia que coeluye. 

Un detector mucho más sensible pero de menor aplicación, 

es al espectrómetro fluorescente. Se pueden lograr sensibil~ 

dadas del ord~n de los picogramos con los compuestos que po-
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seen fluorescencia natural o que pueden convertirse en flUQ 

rescente& mediante la derivación. '3' 

ANALISIS CUALITATIVO V CUANTITATIVO. 

Como en cualquier método cromatogrAfico, el análisis cu~ 

litativo (identif1cac1ón de picos), se hace principalmente 

con el auxilio de los tiempos de retención, comparando los 

tiempos obtenidos en el anal isia de un compuesto, cont1 .. a los 

de estandares conocidos y analizados en condiciones idénti­

cas a la muestra. Esto no siempre es suficiente y se debe 

tratar de identificar a los componentes de un problema por 

medio de otros métodos de ~nálisis. 

Debido a la posibilidad de interferencias, es recomenda­

ble hacer anAlisis en blanco de los disolventes y de todas 

las sustancias que se utilizan al preparar una muestra, con 

el fin de determinar si tales reactivos introducen o no con­

taminantes indeseados en el analisis cromatogrAfico.c'o• 

El análisis cuantitativo, como ya se explico en cromato­

grafia de gases, se basa en los valores de las Areas de los 

picos. Los método& de calibración y los c~lculo• son exacta­

mente iguales a los e>:pl lcados en ésa sección. 
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2.4. EVALUAClON ESTADlSTlCA DE RESULTADOS 

Cualqu1•r método de anAlisi• quimico cuantitativo invol~ 

era tomar una mue5tra, analizarla y hacer infarenciaa acerca 

de ella con base en los datos contenidos an el análisis. El 

anal is ta por lo oeneral hace ésta tr•bajo mAs de una vez y 

considera •l promedio da sus daterminaCiones como el resultª 

do final.' 13> 

Existen dos criterios importantes para •valuar cualquier 

an~lisis, •1 primero es la exactitud y el se9undo e• la pre­

cisiOn. 

La exactitud se defina como el Qrado de dispersión de 

los datos alrededor del valor verdad•ro, en tanto que la 

precisión es una medida de la reproducibilidad. La exactitud 

de las mediciones depende del analista, del método seleccio­

nado y de la calibración del material y equipo. La precisión 

refleja la calidad de la instrumentación y el trabajo del 

analista. 

Tanto la exactitud como la precisión se evalUan por 

métodos estadi~tico&. En estadlstica, se expresa el grado de 

precisión y exactitud mediante la desviación estándar relati. 

va o coeficiente de variación y se calcula del modo 

siguiente: 



,..1.,_( =Z,_,x,..,_,:-~K _,_ 
~ < n -u 

Donde: •• desviación ••t•ndar. 
n• nWnero de laedicion••· 

Ka= valortes individuales. 
K = promedio de valores individu•l•s• 

C.V. •__a__X 100 
1!" 
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El an&lisis de regresión lineal, y el análisis de 

varianza, son otros dos -.étodos e•tad15ticoa que sa utilizan 

en la validaciOn de métodos analitico•. 

ANALISIS DE REGRESlON LINEAL 

Para saber si los valores obtenidos en un determinado 

experimento siguen un comportamiento lineal, se efectUa una 

serie de pruebas a cuyo conjunto se le denomina "Analisis de 

ReQresiOn". 'ª""· s.5l 

En primer lugar se traza una qrAfica can valores 

muestrales sobre un plano x y, (dato& par•ados>. Sl lo• 

puntos se hallan cerca de una linea recta, se supone qua las 

variables tienen una relación lineal. La recta e• pued• 
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ajustar v1•ualmente, pero éste método •• aubjetivo y puede 

acarrear m~~ •rror. Para obtener una recta que •• aproxime 

en realidad al comportamiento de loB datos •e usa un método 

deno~inado "método de mini~o• cuadrada•"• d•sarrollado por 

Gauss. Este metodo constate en encontrar mediante tranaform& 

cienes matem~ticas, una recta qua se ajuste a los puntos 

dados de manera que la suma de lo; cuadrados de las 

di9tancias de éstos puntos hasta la recta ••• minima. La 

distancia se mide an dirección vertical.'~ª• 

La ecuación general de la linea recta es la siguientes 

y e a + bM 

Donde; a • ordenada al ori9en. 
b a pendiente de la recta. 

~a ordenada al orioen en una recta hipotética perfecta 

debe ser igual a O y la pendiente ioual a uno. 

La ecuación de la r•cta de regresión es: 

y- y ~ a + (X - X> 

donde: K y y son la• media• de lo& valores x y y de la mue~ 

tra, y la pendiente de la recta está dada por la fórmula• 



n 
2._>e1.y .. 

b ----~·--· n 
~Xa2 

4!1 

Otro par,...tro importante •1 an&lisis d• reore5i6n •• 

•1 coeficiente da corr•lactón r. el cual no• da l.a medid• de 

la relación entr• l•• variables x y y, El valor d• r •n una 

recta hipotétiCa perfecta con pendi•nte po~itiva, debe ser 

igual a 1. 

El coeficiente de correlación r se puede definir como: 

Co~o es c••i i.-posible qu• el comportamianto de los da-

tos en un experi-.ento determinado ••• el de una linea recta 

parftteta, se hac.n pruebas de t, para calcular los interv•-

los de confianza para la ordenada al ori9•n a, para la 

pendil!flte b, y para el coeficiente de corr•lación r, y 

comprobar de ésta manera que sus valore• son sionificativa-

mente iQuales a o, 1 y 1 respectivamente.'ª 7 > 

La fórmula general para calcular un intervalo de ccnf ia~ 

za es la siguiente: 
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e5tim•dor ~(factor de conf1abilidad)(error e&t&ndar> 

Donde: .. tiMador• cant1dad o cifra sabre la cual •e establ•­
cer4 •1 lt•it• d• con1ianz•. 

factor de con~iabilidad= t•ctor tomado de tablas est•dlsti­
c•s, que dependa del tipa de prueba 
que se desee hacer. 

error ~stAndar~ error eat~ndar c&lculado con lo& datos del 
exp•rim•nto. 

Les an•ltsis de re9resión y correlación son m•dias 

•stadtattcos ~uy poderosos cuando son bi•n e•pleados, •in 

embargo su u~o inapropiado puede conducir a result•dos sin 

santido. Lo ecu•ciOn de reargsi6o no d«b• usara& para 

predecir e estimar tuwra del interyalp d• vtlor•• anaayadgs, 

el comportamientp de la vAriable indeDgndicnte. Hacer 

cualquier extrapolación tiene ri•fiQOs, pues fuera d•l inter-

valo prob•do suele suceder que el comportamiento no sea li-

ANALISlS DE VARIANZA 

El •nAlisis de varianza es un• técnica de anAlisis esta-

distico Mediante la cual~ la variación total presente en un 

conjunto da datos se distribuye en varios componentes. Con 

cada componente sa asocia una fuente especifica de variación 

de modo que en el análisis es posible averiguar la magnitud 
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de la& contribuciones d• cada una de ••t•• fu•ntes a la va-

riaciOn total. El •n•ltsis de varianza ti9he •u aplicación 

••tiaacion .. ind.-pendlent•• d• la varianza, una con b••• en 

la variabilidad entre orupos, <varianza entre orupos) y otra 

en la variabilidad d.ntro de grupa•, <varianza dentro dwl 

grupa>. La •lonificación de la difer90cia 8ntre ••tas do• 

esti•aciones de varianza estA proporcionada por las distrib~ 

clan .. de Ft•h•r• Si la varianza entre grupos •• Qrand• en 

r.lacion con la varianza de grupos, •l cociente F •• grande, 

por lo tanto, si la varianza entre orupos •• pequeha con r•a 

p.cto a la varianza dlHltra de orupos, •l cociente F s•r• pe-

quena. 

Un concepto bAsico ltrl el anAlisia de varianza e• la su~a 

de cuadrados; la cual se calcula con la stoutttnte ~órmula1 

se - :z:.1'_,_ ... - (.<!:,,___)~ 
11. 

Con éGta f0'"9K.Jla •• calcula la suma de cuadrado• total• 

la suma de ~uadrados dentro de orupoe, la au•• d• cuadrado• 

entre 9rupos y la suma de cuadrados d•l •rror es~imado. Can 

los resultados obtenidos se construye una tabla comparativa 



48 

11 .. ada 11 Ta.bl.a ANDEVA", qu• •• d••cribira en al C•pitulo 3. 

En •l pres.nte trabajo, el anAli•is d• varianza se 

utllizO para ••t•blecar laa fuant•• de vari•ciOn eKistente• 

•n la prueba d• Reproducibilidad d•l Método, y al modalc 

hipot•tico que •• •iQUió •• el qua •• d••cribe a continua-

v ....... u+ ..c.·+ d ..... , + e .. , .... , 

Danda: v .. ,,,. • 911sayo da la au•tanci~ da int•r•s d• la k•aima 
muestra analizada par •l l .. i•o anali•ta en el 
j .. illlD dia-

u • .. dia poblacional d•l •neayo da la augtancia 
de inter6e en la .ueatra. 

o< a. • afecto dal analista en al ensayo 
(donde i s:1 1 •••• a>. 

• •ftteto d•l dta anidado en •l analista 
(donde j • 1 •••• d>. 

• error al método analitica 
(donde k = 1 •••• r). 

a • nútMtro de analistas • 2. 

d • ntlmero de dias • 2. 

r ~ n~~•ro d• replicaciones • 3. 

La for•a de hacer loa calculas se puede consult•r en la 

"Guia Oficial de Validación de 1'1étodos Analiticos", publica-

dA por l~ Secretari~ d• Salud y el Cole9io Nacional de QuimL 

cos Farmacéuticos BiOlooos, en julio de 1991 .. ct.q> 



49 

2.~. YALIDACION V REYALIDACION DE HETODOS ANALITICOS 

La validación de un ~étodo analitico •• defina cott10 el 

proce&o por Rl cual queda establecido, por estudio& de labo­

ratorio, que la capacidad del m*todo satisfac• los raquiai­

tos para la• aplicaciones analttica& da•eada5. •••· 20. ma, 

La forma de validar un método analltico depende de la 

aplicaciOn que se le vaya a dar, ya sea para control de 

calidad, .. tudios de estabilidad, o anAlisis da procesos; 

d• los rarqueri•ientos gubernainentales, y desde lueQo, del 

criterio del analista.•••· 20• aa> 

Para validar un -*todo es necesario efectuar una seria 

d• pruebas con al fin de determinar su •fectividad. Estas 

prueba• incluyen evaluaciones estadtsticas de la prec1siOn 1 

linearidad, exactitud y •apecificidad y proporciona una 

•edida del comportamiento d•l método.c•q• 

Los par4metro• a validar aon loa eiguientesa 

LINEARIOAD DEL SISTEJ'IA 

La linearidAd del sistema consiste •n demoetrar que "los 

resultados Analtticos obtenido& en •sta prueba, (que pued•n 

ser obtenidos directamente o por medio de una tran•for1n&eión 
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... ttliD•tic• bien definida>, son proporcionales a la concentrA 

ción da la •ustancia d• interés, dentro de un int•rvalo 

determinado~ 

El intervalo de un método analitico es la diferencia 

•Mistente eltre el nivel superior e inferior d• cuando menos 

cinco diluciones preparadas a partir de una aolución patrón, 

La dilución del punto central deb•r• ser i~ual al 100~ de la 

cantidad teOrica a cuanti~icar por el m•todo. 

Esta prueba se deter1n1na construyendo una curva de 

calibración Qr•ficando concentración ve respua•ta medida, de 

cada uno de los intervalos. Cada punto d• la gr•fica repre­

•enta •l re5ultado promedio de dos an&li•i• cuando m•nos. 

PRECISION DEL SISTEMA. 

La precisión del sistema es la concordancia entre los 

resultados analiticos obtenidos en una s•rie de ensayos. La 

prueba se lleva a cabo preparando una solución estAndar del 

activo, que contenga el 100% da la cantidad que se u•• en el 

an~liai• normal, y se analiza seis veces por lo menas. UsuaL 

mente se expresa en términos de Desviación E5tAndar o del 

Coeficiente de Variación. csq> 
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ESPECIFICIDAD 

Es l• capacidad que tiene un aistema para detectar •l 

principio, o principio& activos d• interés, aün en presencia 

de productos de deoradaci6n o excipientes. S• determina ana­

lizando muestras de placebos y de producto terminado someti­

das a condiciones extrema& de almacenaJe con el fin de degre 

darlas. Se analizan con el método propuesto y se verifica 

que lo• productos de degradación y/o sustancias relacionadas 

no interfieran con la cuanti~icaci6n de la sustancia de 

TOl..ERANCIA DEL SISTEMA 

Esta prueba trata d• deeostrar hasta qu6 punto el siste­

ma elegido RS capaz d• generar reaultados confiables cuando 

.. analiza una muestra modificando las condiciones normales 

de operación, por ejemplo: variación de la temperatura y da 

la velocidad de flujo del oas acarreador en un. an•lisis por 

cromatografia de g••••· En un an•liai• por cromatografia de 

liquidas: empleo de columnas con diferente nómero da platos 

te6ricos, variación del pH de la fase móvil, y/o su propor­

ción, velocidad de flujo de la mi.,.., etc. 
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LINEARIDAD DE LA MUESTRA 

El objetivo de •sta prueba, es demostrar que el método 

analttico no a1ecta a la confiabilidad de lo• resultados 

cuando varia •1 tamaNo de la muestra en un rango que puede 

ir del 60 al 140% de la cantidad de muestra propuesta para 

el anAlisiG, u~ualmsnte en intervalos de 20X d• diferencia­

En el punto intermedio d• tal r•noo, debe situar&e el 100% 

de la cantidad teórica. Para efectuar ••t• de•o&tración, se 

preparan una serie de muestras d• producto t•rminado, a las 

que •e les da el tratamiento propuesto •n el _.todo 

validar. Se calcula el 7. de recuperación en cada uno de los 

niveles, y el coeficiente d• variación. 

EXACTITUD DEL METODO 

Esta prueba r•cib& tambi•n lo• nollbr•• de •Ltnearidad 

del l1étodo 11 o "Efecto Plac•bo", tiene como objetivo demos­

trar la concordancia entra un valor obtenido axperimentalmen 

te y un valor de referencia. 

Para hacer esta prueba, se prepara una serie de muestras 

con un placebo del medicamento, al que se le agregan 60, Bú, 

120 y 140Y- del principio activo de interés, simulando una 

falta o exceso del mismo en el fármaco. 
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La exactitud del método se evalOa ~ediante un anAlisis 

de regresión, 9raficando miligramos adicionados contra mili­

Qramos recuperados. DeberA obtenerse una respuesta lineal. 

Se hacen ademAs pruebas de t, para establ&ear los limites de 

confianza del por-centaje recuperado. Se calcula también el 

coeficiente de variación existente entre las diferentes racy_ 

per-ac1ones. e••> 

PRECISION DEL METODO 

Esta prueba recibe también el nombre de Reproduc1bilidad 

del Método. Su objetivo es demostrar que la variación entre 

diferentes determinaciones es mlnima, y que el método validª 

do puede set" utilizado por cualquier qulm1co, siempre que 

sigan l•s condiciones en él establecidaa. En ~sta prueba 

califican la reproducibilidad y la repetibilidad. 

La repetibilidad es la precisión de un método analitico 

expresada como la concordancia obtenida entre determinacio­

nes independientes realizadas bajo las mis~a• condiciones, 

(analista, tiempo, aparato, laboratorio, etc> .. et.•• 

La reproducibilidad es la precisión de un método anallt!. 

co expresada la concordanci.a. entre determinaciones 

independientes reali~adas bajo condicionas diferent•s, <di~R 

rentes analistas, distintos dlas, •1 mismo y/o 
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diferente& laboratorios, utilizando el mismo y/o diferentes 

equipos,etc>.•a•• 

La prueba se lleva a cabo haci•ndo seis analisis 

procedentes de seis pesadas diferentes, de un mismo lote de 

producto terminado. Estos an.t.lisis se hacen por dos qulmicos 

dist1ntos dos dias diferentes, siendo en total 12 

muestras. Los resultados se evalóan estadisticam•nte por 

medio del análisis de varianza cuyos limites se establecen 

de antemano. 

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA 

Como no siempre es posible efectuar el anAlisis de una 

muestra el mismo dla que se prepara, es necesario establecer 

el lapso durante el cual se conservan sus propiedades fisiCQ 

quimicas y la concentración del principio activo. Para detec 

m1narlo, prepara una s•rie de muestras utilizando el 

método validado, se analizan el dia de la preparación, 

almac4klAndose después durante un tiempo determinado bajo 

condic1ones especificas, y se analizan de nuevo .-1 terminar 

el periodo de almacenam1ento que se _establezca.' 1.q, 



CAPITl.ll..O TRES 

PARTE EXPER111ENTAL 



3.1. OPTIMIZACION DE METODOS ANALITICOS 

La optimización de un método analitico consiste •n 

mejorar un _.~.odo ya exi•t•nte con el fin de obten•r un 

mayor rendi~iento del equipo analitico, mejorar el porcanta­

Je d• recuperación, disminuir el oaato d• reactivos y acor­

tar el tiecnpo de real1zaci6n del an•liais. 

Los métodos analtticos para cuantificar los principies 

activos contenidos en las tabletas antiQripales r•formuladas 

que dieron origen al presente trabajo, ya astaban •stableci­

dos y validado5 por lo que solo fue neceaario hacer pequehas 

modificaciones tales como ajuste •n los peso• de las mues­

tras, disminución de los tiempos de &Qitación entr• cada 

extracción, y ajuste en la concentración de los est.indares 

internos. 
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3.2. 11ETODO DE TRABAJO 

Para validar los método• analiticoa se siQuieron los 

lineamientos descritos en •l capitulo 2, inciao ~1 

•v•lidación de Métodos Analiticos 11 
.. 

Los métodos para cuantificación de Acido ac•tilsalicl-

co, maleato de clorofeniramina y clorhidrato de fenilpropa-

nolamina se revalidaron, ya que no hubo cambio en al sist••• 

cromato9rAfico. Los par.imet.ros incluido• fuarana ••pacifici­

dad del sistema, exactitud y precisiOn d•l método, linaari-

dad y estabi 11dad de la· muestra .. ' aq• 

El método analitico para cuantificación de cafeina aa 

validO totalmente. 

En todos los casos la cuantificación de los principios 

activos se efectuó por el método de estandarización interna. 

A continuación sa da un ejemplo oeneral de c•culo1 

Factor de respuesta, K: 

K"" Area Std.An x peso Std. Int. >: ml.Std.tnt. x Vol.Dil.S.An 
Area St .. Int Vol.dil.ST.I. Vol.final Peso Std.An. 

x Vol final 
ml .. Std.An 

Area Std.An. x peso Std.Int. x factor d1l. 
Area St.lnt. peso Std.An. 
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CuanttficaciOn de activos1 

mQ/tableta•__1__ K Area 4Ctivo ~ DWSD Std.lot, M ml.Std,Jot, 
K Area. S't.Int val.dil.St.I. vol. final 

K Vplul!!Wn final x peso pr01Dedio de t•bletas, 
peso de mu.stra 

Los li•ites de acept•ción o rechazo da todos los par4me-

tras, son los establ.cidos por la Guia Oficial de Validación 

d• t'tétodas Anallticos editado por la 5@Cretaria de Salud y 



3.3. METODO ANALITlCO PARA CUANTlFlCAClON DEL 

AClDO ACETlL SALlCILICO, <AASl. 

SISTEMA CROMATOGRAFICO: 

58 

Instrumento: cromatOgrafo de liqu1dos Waters, com 

.puesto por las s19uientes partes: 

Bomba No. 510 (operación isocratica) 

Inyector automat1co WISP 71(1, Detec­

tor UV/VIS 440/441, lntegrado1 .. No. 

74b. 

Columna: t1icroporas11, (acero 1no;ddable, de 

30 cm x 3.9 mm de diAmetro interno, 

empacada con silica de 10 micras de 

diá.metro>. 

Fase mOvil: acido acético Qlacial al 4% en heptA 

no. 

Velocidad de flujo: 2.5 ml/min. 

Detector: Ultravioleta, a 254 nm. 

Velocidad de carta: 0.25 cm/min. 

Estándar Interno: Fenal, en concentración de 5 mg/ml. 

Medio de disolución de la muestra: ácido acético glacial/clQ 

reformo, en proporción de 1:10. 

Volumen de inyección: 10 m1crol1t1""os. 



Tiempo& de retención •prox1mados1 

Acido salicll1co 

Fanol 

AAS 

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA 

S minutos. 

11 minutos. 

13 minutos. 
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Una cantid•d de polvo de tabletas equivalente • 163 mQ 

de AAS, se disuelve e~ 10 ml de la mezcla de 

cloroformo/Acido acético. Se agregan 0.6ml de ácido fórmico, 

agita manualmente y se le adicionan 10 ml de la soluciOn 

de estándar interno, se •gita en vértex, se c•ntrifuga y ~e 

inyectan al cromatOgra1o alicuotas del sobrenadante. 



3 .. 3.1 .. RESULTADOS DE LA REVALIDAClON DEL 11ETODO PARA 

CUANTIFICACION DE ASPIRINA. 

ESPECIFICIDAD DEL METODO 

óO 

Para determinar la espec1f1cidad del método, se preparó 

e inyectó en el cromat69rafo l• siguiente serie de muestras: 

-Estándar interno (fenal l, en concentr·ac1ón de 5 mg/ml. 

-Estándar de aspirina, en concentrac10n de 8 mg/ml. 

-Estandar de acido salicilico, en concentraciOn de 24mcg/ml. 

-Mezcla de estándar de AAS y estandar interno. 

-Producto terminado a temperatura ambiente, tTA>, con y sin 

estándar interno. 

-Producto terminado a 70c--C• sin est.1.ndar interno. 

-Placebo total a T.A. y 70C>-C.* 

-Placebo de aspirina a T.A. V 70~ C.• 

El estandar de ácido sal1cilico se inyecto con el fin de 

identificar la presencia de éste producto de degradación del 

AAS en el producto terminado. 

* Todos los placebos y un lote de producto terminado, se 

sometieron a 70°C durante 15 dias, con el fin de obtener sus 

productos de degradac~6n. 

En las pág1nas s1gu1entes se muestran los cromatogramas 

cort~espond i entes. 
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CONCLUSIONES 

El •étodo es especifico, no se encontraron picos qu• 

int•rfieran con alguno de lo& eatAndares o con el principio 

activo .. 
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EXACTITUD DEL METODO 

Criterios de aceptación1 promltdio de recobros de 90 a 

102% y coef1c1ente de variación no mayor de 2.0%. La recta 

obtenida al oraficar cantidades adicionadas vs cantidades 

recuperadas debe tener una pendiente siQnificantivamente 

igual a l, ordenada al oriQen significativamente igual a O y 

coeficiente dé correlación no menor de 0.9a.c~Q, 

RESULTADOS 

7. DE NIVEL ENSAVADO X DE RECUPERACION 

60 101.07 
80 101.96 

100 100.86 
120 100.52 
140 100.35 

x 100. 95 

Coeficiente de variación O.b2% 

Intervalo de confianza para el % recuperado: 

IC =[i.oo.17, 101.73] 

Datos del an4lisis de regres10n: 

Ordenada al origen, b 0.11917 

Pendiente, m = 0.99379 

Coeficiente de correlaclón, r • 0.999:. 

Intervalo de confianza para la pendiente: 

lCm ={2.98388, 1.00370]1 el intervalo contiene al 1.0. 
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Intervalo de confianza para la ordenada al origen: 

ICb ... f:o.02336. o .. 21499], el interv.alo contiene al O .. Ol. 

CONCLUSIONES 

El métcdo es ftxacto, cumple con lo• criterios de 

aceptación. 
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LINEARIDAD DE LA MUESTRA 

Criterio de aceptación: promedio de recuperación de 90 a 

110% de la cantidad teórica contenida en las tabletas y cae-

fic1ente de var1aci6n no mayor de 2.ox.c~9 > 

RESULTADOS 

% DEL NIVEL 
DE PROCEDIMIENTO 

bO 
80 

100 
120 
140 

Coeficiente de variación 

Intervalo de confianza para el X recuperado: 

IC =001.78, 103.10] 

CONCLUSIONES 

% DE A.A.S. 
RECUPERADO 

102.81 
lú~.93 
102.2::; 
101.62 
102.bO 

102.44 

0.52% 

La variac1on del tama"o de la muestra no afecta a la coa. 

fiabil1dad de los resultados. Se cumple con los criterios de 

aceptac10n. 



PRECISION OEL METODO <REPRODUCIBlLlDADI 

El criterio de aceptación establecido para ésta prueba 

en métodos .cromatograf icos, 

var1aci6n no mayor del 2.07.. u. 131 • 

RESULTAODS 

NUMERO DE MUESTRA 

DIA 1 1 
2 
3 

DlA 2 4 
5 
6 

TOTALES 6 

MEDIA TOTAL 

Coeficiente de variación total 

CONCLUSIONES 

de un coeficiente da 

% DE RECUPERACION 
QUlMICO 1 QUIMICO 2 

101.94 
102.93 
103.79 

101.11 
101.85 
102.51 

614.13 

101.67 
102.24 
102.53 

101.80 
102.60 
102.54 

613.38 

102.30 

0.68% 

El método es reproducible, se cumple con el criterio de 

aceptación .. 



ANALISIS DE VARIANZA 

TABLA ANDEVA 

FUENTE DE 
VARIACION 

Analista 
Dia 
Error 

T tal 

GRADOS DE 
LIBERTAD 

(A-1) 

<d-t>a 
ad(r-1> 

a= analistas 
"-d= dlas 

SUMA DE 
CUADRADOS 

se a 
se d 
Sce 

r= nó~ero de replicaciones 
error calculado 

ol= grados de libertad 

MEDIA DE F 
CUADRADOS CALCULADA 

sea/ola 
SCd/gld 
Sce/9le 

Mea/Mea 
Mcd/Mce 

70 

F 
0.05• 

F 
gla/gld 
gld/gle 

•FO.OS.- Los valores de 0.05 se obtienen de la tabla de F de 

Fisher, local izando en el cruce del valor de los grados de 

libertad del numerador horizontalmente, y el valor de los 

grados de libertad del denominador verticalmente, para una 

-<.=0.05 .. , ........... . 

RESULTADOS 

TABLA ANDEVA 

FUENTE DE GRADOS DE SUHA DE MEDIA DE F F 
VAR!ACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS CALCULADA 0.(1'5 

Anal is ta (2-1> =1 0.0469 0.0469 0.1000 18.Sl 
Dia <2-1)2=2 l. 7376 0.8688 2.0000 4.46 
Error <2•2> (3-U=B 3.47Sl 2:4::":44 

Total l! S.2596 

INTERPRETACION DE RESULTADOS V CONCLUSIONES 

Ho: 51 la F calculada es menor que la F de tablas, el método 

es reproducible. 
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Como puede verse en la tabla ANDEVA, la F calculada es 

~•nor que la F de tablas, no e~1sten diferencias s1gnificati 

va5 entre analistas ni entre los result~dos obtenidos en los 

diferente, dias, por lo que se concluye que el método es 

reproducible. 

NOTA: Et análisis de varianza no es requisito mlnimo dentro 

de una ~alidacibn, so~amente se realiza si se desean 

establecer las fuentes de variación de un método.• ... , 



Valores de F para el 5% de probabilidad superior 

¡~-:~:.-" D1 l,..adol de libenad p.ua el 
numen.dar de la razón 
FJ=S. 

D, '"""" d< libcn•d pm '' dcnonúnadorJ = 14: 
O.OS EJ atremo uribt. de F = 

236 rqirarata O.OS o S'JI& 
o l l l.9' 4 s F del &rea blijo la curva. 

' ~ 1 2 l 4\ ' 6 7 • 10 12 
1 !liffi ""' 216 22S' 2JO ,,, 2J7 2J9 242 244 2 ..... 19.16 19.2S 19.JO 19.33 19.]6 19.37 19.]9 19.41 l 

·~· 
9.21 9.12 1 9.01 1.94 ... 1.14 1.71 8,74 • 7.7J .... 6.S9 6.39 1 6.26 6.16 6.09 .... S.96 S.91 

' 6.61 , .. ,, S.41 J.19 1 '·º' 4.9J 4.11 4.12 4.74 4.61 

' .... J.14 4.76 Ul 4.)9 4.21 421 4.U 4.06 .... 
7 

·~· 
4.74 us 4.12 , ,.., l.17 l.79 l.7] 3.63 l.J7 1 !~ •.<t. 4.07 '·" 1 "'' 

,~. J.SO l.44 ],]4 3.21 10 4.10 J.11 3.41 ],]] l.22 J.14 l.J)'I 2.97 2.91 12 4.7S l.11 l.O J.26 L '·" l.00 2.92 2.IS 2.76 2.69 .. 4.60 3.14 l.J< 3.11 2.96 2.U 2.77 2.70 2.60 2.Jl 16 4.49 l.6l 124 l.01 2.IS 2.7' 2.66 2.S9 .... 2.'2 20 4.]J '·" l.10 2.17 2.71 2.60 2.52 .... 2.]J 2.21 

" 4.26 '·'° 1.01 2.71 2.62 2.JI 2.0 2.l6 2.26 2.11 

'º 4.17 3.32 2.92 2.69 .. ,, 2.'2 2.H 2.27 2.16 2.09 •• .... l.2J .. .. 2.61 2.<S 2.34 2.2J 2.11 2.07 2.00 so 4.0) J.11 2.79 .... .... 2.29 2.20 2.ll 2.02 l.9S 100 '·" .... 2.70 2.'6 2.JO 2.19 2.10 2.0l 1.92 1.U 200 .... , ... 2.65 2.41 2.26 2.14 2.0J l.H 1.17 1.80 3.14 .... 2.60 2.S7 2.21 2.09 2.01 .... t.13 1.1' 

t;f 14 " 20 21 JO .. so IDO ,.. -1 ,, 246 "' 2'9 2'0 2'1 m m ... ... 2 19.41 19.41 19.'4 19.4S ...... 19.47 19.47 19.49 19.49 19.JO 

' • 1.71 L .. .... .... 1.62 . ... 
·~· ·~6 l.J4 l.J] • S.17 .... .... S.77 S.74 J.11 S.70 .... J.6S J.6] 

' .... .... 
·~· .•.SJ 

·~· 
4.46 <.44 .... 4JI 4.)6 

' J.96 >.n 3.17 '·" 3.11 ).77 ].7J J.71 J.69 l.67 7 JJ2 '·" , ... l.41 JJI lJ• J.32 ).11 J.lS J.ll • lD UD J.IS J.ll l.OI J.OJ J,0) 2.91 2.96 2.9l 10 2.16 2.12 2.77 2.7' 2.70 2.67 2.6' U9 2~6 2.54 
12 .... .... 2.J4 2.JO .. .. 2.42 2.40 2.JJ 2J2 2JO .. 2.41 .... 2.lt u• 2.11 2.21 2.2• 2.19 2.16 2.IJ 
16 2.l1 2.ll 2.21 2.2• 2.20 2.16 2.ll 2.01 .. .. 1.01 
20 2.ll 2.11 2.12 2.0I .... .... .... 1.911 1.17 1.14 

" 2.IJ .... 2.02 1.91 .... 1.19 1.16 1.10 1.76 1.7J 

'º 2.06 .... 1.9] 1.19 .... 1.lf 1.76 1.19 1.66 1.62 .. 1.9' .... .... 1.79 1.74 U9 .... 
·~· 

l.SJ l.SI 

'º "'º l.IS 1.71 1.1• 1.69 Ulíl 1.60 1.3i2 1.41 1.44 
100 1.79 l.7S 1.61 Ul ..,, 1.St 1.41 1.39 1.3• 1.21 , .. 1.74 l.6t ~·~: H~ H! ·-~~ ~-~~ !-?~ H; !-19 169 ... .. .DO 
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA 

Criterio de aceptación para é•ta prueba: diferencia no 

mayor del 2.07. entre la media de la muestra y l• media de la 

muestra del análisis inicial.e~•• 

Para determinar la estabilidad de la muestra, •e preparo 

una serie de seis muestras de producto terminado, las cuales 

se almacenaron a temperatura ambiente y a 5a e, analizándose 

el dia de su preparación y ~n· el sa9undo y cuarto di as po•t~ 

rieres. 

Debido a la ine~tablidad de la aspirina en medio ácido, 

hubo necesidad de preparar estandares cada uno de los dias 

en que se inyectaron las muestras, con el fin de cuantificar 

correctamete la deQradaciOn de la aspirina y/o la aparición 

de A~1do salicil1co. 

Solo se analizaron las muestras almacenadas a temperatura 

ambiente, ya que s1 son estables en é~tas condiciones, con 

mayor razón lo serAn si se mantienen en refrigeración. 



RESULTADOS 

MUESTRAS ALMACENADAS A TEMPERATURA AMBIENTE 

X DE A.A.S. 

NUl1ERO DE ANALISIS 2 4 
MUESTRA INICIAL DIAS DIAS 

1 101.85 101.27 100.0B 
2 102.51 101.62 100.54 
3 103.12 101. 76 100.BB 
4 101. 67 103.53 101.75 
5 101.97 102.77 101.04 
6 102.53 103.Bl 101.90 

l'IEDIA 102.28 102.46 101.03 

Coe-ticiente de variación o.53'l. 1.04% 0.69% 

Diferencias +0.18% -L22% 

CONCLUSIONES 
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Las muestras son estables hasta 4 dtas después de •u 

preparaciOn, cuando son almacenadas a temperatura ambiente. 



3.4. l'IETODO ANALITICO PARA CUANTIFICACION DE CAFEINA 

SISTEMA CRDMATOBRAFICO 

Instrumento: cromat09rafo de liquidas Hawlett 

Packard modelo 4851. 

Columna: Microbondapack ClB, acero inoxidable 

30 cm x 3.9mm de diAmetro interno. 

Detector: Ultravioleta, a 2~4 nm. 

Fase móvil: metanol/Acido acético al 1%, en pro­

porción de 28:72. 

Velocidad de flujos 1.~ml/min. 

Estandar interno: fanacetina, en concentración de 200 

micro9ramos por mililitro. 

Volumen de inyecciOn: S microlitros. 

Tiempos de retención aproximados: 

-Cafetna 

-A.A.S. 

-Acido salicilico 

-Fenacetina 

7 minutos. 

10 minutos. 

12 minutos. 

14 minutos. 
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TRATAl11ENTD DE LA MUESTRA 

Una c•ntidad de polvo de t•bletas equivalente a 30 mili­

gramos de cafelna se disuelve en 30 ml de la fase móvil y se 

agita en baNo ultrasónico durante 30 minutos; se lleva a un 

volumen de 50 ml y se filtra a través de papel filtro 

Whatman No. 4, desechándose los primeros 10 a 15 ml. Se 

toman 5 ml d~ filtrado, 5e colocan en un tubo de ensayo; se 

aQregan 5 ml de estándar interno, se agita poco para 

mezclar, y se 1nyec~an al cromat6grafo alicuotas de 5 

microlitros. 



3.4.1. RESULTADOS DE LA VALIDACION DEL METODD ANALITICD PARA 
CUANTIFICACIDN DE CAFEINA 

ESPECIFICIDAD DEL METDDD 

Se prepararon e inyectaron al crom•tógrafo las siguien-

tes muestras: 

-E&tándar de cafeina, en concentración de 600 mcg/ml. 

-EstAndar de A.A.S., en concentración de B mg/ml. 

-EstAndar interno CfenacRtina>, en concentracion de 200 mi-

crogramos por mililitro. 

-Estándar de •cido salictlico, en concentración de óO mcg/ml 

-Placebo de cafeina, a T.A. y 70R c. 

-Placebo de cafelna y A.A.S., • T.A. y 70• c. 

-Placebo total a T.A. y 70- c. 

-Producto terminado a T.A. con y sin eatándar interno. 

-Producto terminado • 70a C sin estandar interno. 

Los estándares de aspirina y ácido salicilico ~e inyectª 

ron con fines de identificac10n, debido a que el sistema los 

detecta. Este método no se recomienda p~ra la cuantificación 

de A.A.S., ya que el medio de disolución la hidroli~a, y Por 

lo tanto aumenta la presencia ~e ácido salicílico. 

En las paginas siguientes se muestran los cromatogramas 

correspondientes. 
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CONCLUSIONES 

El ntétodo •& especifica para la cafeina en las condicio­

nes del ensayo. El m6todo no detecta picos que interfieran 

con lo& de la cafeina y de l~ fenacetina. 
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TOLERANCIA DEL SISTEMA 

Criterio de aceptacibn: se conaidera acept•ble un factor 

de resolucibn mayor de 2.0.c•o, 

PARAMP:TROS 
PROPDRCION DE FASE MOVIL 

METANOL:ACIDO ACETICO 

25175 
28:72• 
30:70 

NUMERO DE PLATOS TEORICOS 

I910 
4564• 
4491 

VEL. DE FLUJO, <ML/MIN> 

1.0 
1 .. 5• 
2.0 

•= Condiciones Optimas. 
C= Cafeiniiiil .. 
A= Aspirina .. 
S= Acido salicilico. 
F= Fenacetina .. 

CONCLUSIONES 

RESULTADOS 

FACTOR DE RESOLUCION 

C/A S/F 

7.9 4.2 
B. I 3.1 
9.1 1.5 

:s.:s 2.3 
B. I 3.1 
9.7 3.(J 

9.B 3.6 
B. I 3.1 
B.I 2.5 

El método es tolerante a cambios en la velocidad de flu-

JO de!. 0.5 ml/min .. ; es posible utilizar columnas con un 
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mtnimo de 1910 platos teóricos y el mQtodo acepta una dismi­

nucibn de metanol en el r&ngo estudiado, mas no un aumento. 

Las condiciones 6pt1m&B del sistema son laa marcadas con 

&steri&co, ya que ademA& de obtenerse buana reaolución, los 

tiempos d• r•tenci6n aon ad•cuado•. 
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LINEARIDAD DEL SISTEMA 

Criterio de aceptación= coeficiente de correlación no 

menor de 0.99. e &•n 

Para determinar éste parámetro, se construyó una curv• 

de calibración, graficando concentr•c16n vs respuestA medi-

da, utilizandO S diluciones preparada& a partir de una solu-

ción patrón de cafeina. 

7. DE NIVEL ENSAYADO 

bO 
80 

100 
120 
140 

RESULTADOS 

CONCENTRACION 
(MG/MLl 

0.1811 
0.2414 
0.3018 
0.3622 
0.4225 

Datos del anAlis1s de regresión: 

y= mx + b 

Pendiente, m= 1.7228 

Ordenada al ori9en, b= -0.0004 

Coeficiente de correlación, r= 0.9997 

RESPUESTA MEDIDA 
<RELACION DE AREASl 

0.31075 
0.41831> 
0.51433 
0.1>2908 
0.72533 

En la página siguiente se muestra la grafica correspon-

diente. 
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CONCLUSIONES 

El sistema origina una respuesta lineal, se cumple con 

el criterio de aceptación establecido~ 
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PRECXSION DEL SISTEMA 

Criterio de •ceptaciOn: coef1ciente de variación menor o 

igual a 1. sx. •. c ••t 

RESULTADOS 

NUMERO DE INYECCION FACTOR DE RESPUESTA 

1 0.34928 
2 0.35513 
3 0.34964 
4 0.34708 
5 0.34965 
6 0.35123 

i< 0.35034 

Coeficiente d• variación 0.77"/. 

K= AREA CAFEINA 
AREA FENACETINA 

CONCLUSIONES 

X CONCENTRACION FENACET!NA 
CONCENTRACION CAFEINA 

IKl 

El coeficiente de vari•ciOn obtenido, es menor que el 

coeficiente de variación establecido. Se cumple el cri t@. 

rio de aceptación para la precisión del sistema. 
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EXACTITUD DEL METODD 

Criterio de aceptación: promedio de recobro de 98 a 102% 

y coeficiente de variación no mayor de 2.0%. La recta 

obtenida al graf1car cantidades adicionadas vs cantidades 

recuperadas, deberá tener una pendiente signif1cativamente 

igual a l, ordenada al orioen significativamente igual a O y 

coeficiente de correlación no menor de 0.98.••q, 

RESULTADOS 

Z DE NIVEL ENSAYADO % DE RECUPERACION 

60 
80 

100 
120 
140 

Coeficiente de variación 

Intervalo de confianza para el % recuperado: 

IC = [99.Bl, 102.19] 

Datos del análisis de regresión: 

Pendiente, m = 1.01467 

Ordenada al orioen, b = -0.00138 

Coeficiente de correlac10n, r = 0.9995 

Intervalo de confianza para la pendiente, m: 

100.78 
102.11 
100.01 
1<.>0.10 
101.69 

101.00 

0.95% 

!Cm =@.99000, 1.04160 ::J, el intervalo incluye al 1.0. 
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Intervalo de ~onfianza para la ordenada al origen, b: 

ICb =[:-0.01109, 0.00833], el intervalo incluye al O.O. 

CONCLUSIONES 

El método as exacto, cumplen 109 criterios de 

aceptación .. 
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LINEARIDAD DE LA MUESTRA 

Criterio de aceptación: promedio de recobro entre 90 y 

110Y. de la cantidad teórica contenida en las tabletas, y un 

coeficiente de variacion no mayor de 2.0X. 'ªqt 

RESULTADOS 

Y. DEL NIVEL Y. DE CAFEINA 
DE PROCEDIMIENTO RECUPERADA 

60 96.89 
BO 96.66 

100 97.73 
120 97.29 
140 97.77 

x 97.27 

Coeficiente de variación 0.51Y. 

Intervalo de confianza para el Y. recuperado: 

re =(27.os, 97.49] 

CONCLUSIONES 

El tamaNo de la muestra no afecta a la confiabilidad de 

los resultados, ya que se cum~le con los criterios de acept~ 

cien. 
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PRECISION OEL METODO <REPRODUCIBILIDAD> 

Criterio de'a.ceptación: co&1iciente de variación no mayor de 

2.0'X • ••• , 

NUMERO DE MUESTRA 

DIA 1 1 
2 
3 

DIA 2 4 
5 
6 

TOTALES 6 

MEDIA 

Coeficiente de variación 

CONCLUSIONES 

RESULTADOS 

X DE RECUPERACION 
QUIMICO 1 QUIMICO 2 

96.98 
97.01 
97.72 

97.69 
97.59 
97.10 

584.09 

98.89 
97.48 
96.95 

96.56 
96.15 
96.79 

582.82 

97.24 

0.727. 

El método es reproducible, cumple con el criterio de 

aceptación. 



91 

ANALISIS DE VARIANZA 

TABLA ANDEVA 

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE l'EDIA DE F F 
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS CALCULADA 0.05* 

Analista <2-1>-=1 
Dia <2-1>2=2 
Error <2*2> <3-1)=8 

Total 11 

0.1344 
2.5069 
2. 7713 

5.4126 

0.1344 
1.2535 
o,3464 

0.3B00 
3.6106 

10.51 
4.46 

•Fo.os.- Valorea obtenidos en la tabla de F de Fisher, 

localizando el cruce del valor de loa grados de libertdd del 

numerador horizontalmente, y el valor de los 9rados de liber:, 

tad del denominador verticalmente, para una ~= O.OS. (ver 

tabla No. 2>. 

INTERPRETACION DE RESULTADOS V CONCLUSIONES 

Ho~ Si la F calculada es menor que la F de tablas <FO.OS>, 

el método es reproducible. 

La F calculada es menor que la F de tablas, por lo que 

se concluye que el método es reproducible. No hay dif•ren-

cias significativas ni entre analistas ni entre dlaa. 
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA 

Criterio de aceptación para métodos cromatográficos: 

diferencia no mayor de 2.0X entre la media d• la muestra y 

la media de l~ muestra inicial. ca•> 

Se prepararon b muestras de un lote de producto termina-

do, las cuales conservaron durante cinco dias a temperat~ 

t"a ambiente y en refriQeración. Las muestra• se analizaron 

el dia de su preparación y al tercero y quinto dias posteriQ 

RESULTADOS 

MUESTRAS ALMACENADAS A TEMPERATURA AMBIENTE 

:r.. DE c A F E 1 NA 

NUMERO DE MUESTRA ANALISIS 5 DIAS 
INICIAL A T.A. 

1 9ó.9B 97.75 
2 97.01 97.ól 
3 97.72 97.59 
4 97.b9 98.33 
5 97.57 97.94 
ó 97.10 97.07 

x 97.35 97.72 

Coeficiente de variación 0.3ó:r.. 0.437. 

Di fe rene i as + 0.3B:r.. 
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CONCLUSIONES 

Las muestras san •stablms al menes durante 5 dias a tem­

peratura ambienta. 



3.5. METODOS PARA CUANTIFICACION DE MALEATO DE 

CLOROFENIRAMINA Y CLORHIDRATO DE FENILPROPANOLAMINA 

94 

Los métodos para cuantif1caci0ri del •al•ato da clorofe­

nir•mina y del clorhidrato de fenilpropanolamina son simila­

res, debido a que ambos fArmacos tienen propiedades aemeJan­

tes. Los métodos analiticos difieren tan sólo en el peso de 

la •uestrA y la temperatura de la columna, por 6&tas razo­

nes, describiremos solamente una vez el sistema cromatoorAf~ 

ca y el tratamientO de la muestra, d4ndose por ••parado los 

resultados corespondientes cada activo, ya que las 

revalidaciones se hicieron en forma independiente. 

SISTEMA CROMATOGRAFICO: 

Instrumento: cromatOgrafo de 9ases Hewlett 

Pack&rd, modelo 5880 A. 

Columna: de vidrio, de 6 pies da laroo x 2mm 

de di4~etro interno, empacada con 

Chromosorb WHP 100/120, recubierto 

con 1.27. de Carbowax 20M y 0.5% d• 

hidróxido de potasio. 

Gas acarreador: nitrógeno. 

Velocidad de flujo; 30 ml/min. 

Detector: ionización da fla.na 



Temperatura de la columna: 15Sa e para el clorhidr•to de fe­

nilpropanolamina y 200• e para el 

~aleato de clorofeniram1na. 

Temperatura del detector: 25Qe. C 

Temperatura del inyector: 2SOR C 

lo• dos casos. 

los dos casos. 

Estándares internos: Para maleato de clorofeniramina: 

maleato de bromofeniramtna en coa. 

centrac16n de 70 m1crogramos por 

mililitro; y para clorhidrato de 

fenilpropanolamina: sulfato de 

pseudoefedrina, en conc.ent1~ac1 6n 

de 200 microgramos por mililitro. 

Tiempos de 1~etenci6n aproximados: 

a> Columna a 155Q C: 

-Fenilpropanolamina 

-Pseudoefedrina 

b) Columna a 2ooa C: 

-Clorofeniramina 

-Bromofenir••ina 

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA 

6 minutos. 

S minutos. 

4 minutos. 

6 minutos. 

Una cantidad de polvo de tabletas equivalente a 1 mg de 

maleato de clorofeniramina, o a 25 mg de clorhidrato de fe-

nilpropanolamina <según el caso>, se disuelve 5 ml de 
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Acido clorhtdrico 0.1N, quedando la soluc10n con pH de 1. Se 

aQreoan ~.O ml del estandar interno correspondiente y se 

dispersa la muestr~ con ayuda de un vOrtax. S• agregan ~ 

mililitros de cloroformo, se aQita de nuevo en v6rtex y se 

centrifuga. La fase clorfOrmica se extr•a y se desecha. A la 

fase acuosa se le ah~de 1 ml de hidróxido de sodio •1 50'l. 

con el fin de cambiar el pH a 13, y se hacen 3 extracciones 

sucesivas con porciones de cloroformo d• 10, 10 y 4 ml 

respectivamente. Los extractos clorofórmicos se depositan 

un matraz aforado de 25 ml, llevándose 

cloroformo. 

volumen 

Se inyectan al cromatógrafo altcuotas d• 3 microlitros 

en los dos casos. 



3.5.1. RESULTADOS DE LA REVALIDACION DEL METODO PARA 

CUANTIFICACION DE MALEATO DE CLOROFENIRAMINA. 

ESPECIFICIDAD DEL METODO 

Se inyectaron al cromatógrafo la& siguientes muestras: 

97 

-EstAndar de maleato de clorofen1ram1na, en conc~ntracion de 

40 microQramos por mililitro. 

-Est4ndar de maleato de bromofeniramina, en concentración de 

70 microgramos por mililitro. 

-Mezcla de estándares de maleato de clorofeniramina y malea-

to de bromofeniramina. 

-Estándar de cafeina, en concentración de 1.2 mg/ml. 

-Placebo de maleato de clorofen1ramina, a T.A. y 7úa c. 

-Placebo total a T.A. y 70Q C: 

-Producto terminado con y &in estAndar interno a T.A. 

-Producto terminado sin estándar interno a T.A. y 70R c. 

El estándar de cafeina se inyectó con fines de identifi­

cación, pues el sistema detecta una fracción de ésta sustan­

cia, que debido a su naturaleza de base débil, es extraida 

junto c:on el maleato de c:lorofeniramina. 

En las páginas siguientes se muestran los c:romatogramas 

correspondientes. 
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CONCLUSIONES 

El método es especifi~o para el maleato de clorofenirami 

na en las condiciones del ensayo. El sistema no detecta pi­

que interfieran con los del maleato da clorofeniramina o 

del estanda~ interno. 
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EXACTITUD DEL METODO 

Cr1ter10 de aceptaciónt promedio de recobro de 98 a 102X 

y coef1c1ente de variación no mayor del 2.oz. La recta 

obtenida al graficar cantidades adicionada5 vs cantidades 

recuperadas, deberá tener una pendiente &19nificativamente 

igual a 1, ordenada al origen si9nificativamente igual a O y 

un coeficiente de correlación no menor de 0.98.'ªQ' 

% DE NIVEL ENSAYADO 

"º BO 
100 
120 
140 

Coeficiente de var1ac16n 

RESULTADOS 

% DE RECUPERACION 

99.41 
100.79 
100.74 
99.63 
99.54 

100.02 

Intervalo de confian=.a para el % recuperado: 

IC =~9.17, 100.07] 

Datos del análisis de regresión: 

Pendiente, m = 0.99226 

Ordenada al origen, b = 0.00033 

Ccef1c1ente de correlación, 0.9998 

Intervalo de conf1an:a para la pendiente, 

1Cm=(2.977"2."2., 1.00730 ], el intervalo incluye al 1.0. 
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Intervalo de confianza para la ordenada al or19en, b: 

ICb = [-0.00047, 0.00113 ], el intervalo incluye al O.O. 

CONCLUSIONES 

El mé~odo es exacto. Se cumple con loa criterios de 

aceptación. 



104 

LlNEARIDAD DE LA MUE51RA 

Criterios de aceptación: promed10 de recobro de 90 a 

110% de la cantidad teórica contenida en las tabletas, y co~ 

fic1ente de variaciOn no mayor de 2.0%. t~•• 

X DEL NIVEL 
DE PROCEDIMIENTO 

60 
80 

100 
120 
140 

Coeficiente de variación 

RESULTADOS 

% DE CLOROFENIRAHINA 
RECUPERADA 

94.24 
94.:.8 
94.(•3 
95.23 
95.04 

94.58 

0.55'"1.. 

Intervalo de confianza para el '1. recuperado: 

IC =(23.93, 95.23] 

CONCLUSIONES 

El tamano de la muestra no afecta a la conf1ab1lidad de 

los resultados, ya que se cumple con el criterio de acepta-

ciOn. 
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PRECISION DEL HETODO lREPRODUClBlLlDADJ 

Cr1ter10 de aceptación: coeficiente de variación total 

no mayor de 2.0%.<~•• 

RESULTADOS 

NUMERO DE MUESTRA 

DIA 1 1 
2 
3 

DIA 2 4 
5 
6 

TOTALES 6 

Promedio 

Coeficiente de variación total 

CONCLUSIONES 

% DE RECUPERACION 
QUlHICO 1 QUIHICO 2 

94.0B 
92.33 
94.Bl 

92.90 
93.38 
97.52 

565.02 

95.12 

95.36 
95.78 
96.40 

95.79 
96.40 
96.70 

576.43 

1.721. 

El método es reproducible, cumple con el criterio de 

aceptac10n. 
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ANALISIS DE VABIANZA 

TABLA ANDEVA 

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEO 1 A DE F F 
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS CALCULADA 0.05* 

Analista 
D1a 
Error <2•2> <3-1 > =B 

Totales 11 

10.8490 
12.2622 
17. 1309 

o 4 

10.B490 
6.1311 
2.1414 

5.0663 
2.8631 

18.51 
4.46 

•F0.05.- Valores obtenidos de la tabla F de Fisher, locali-

zando el cruce del valor de los grados de libertad del nume-

rador hor1zontalmente, y el valor de los grados de libertad 

del denominador verticalmente, para una o<..==O. 05, <ver tabla 

"No. 2). e&•• 

lNTERPRETACION DE RESULTADOS V CONCLUSIONES 

Ho: Si la F calculada es menor que la FO.OS, el método es 

.reproducible. 

La F calculada es menor que la F de tablas, por lo que 

concluye que el método reproducible. No existen 

diferencias s1gnif1ca~ivas ni entre analistas ni entre dias. 
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA 

Cr1ter10 de aceptación para métodos cromatograficosi: la 

diferencia de la media de la mu•stra con respecto a la media 

del anAlisis inicial, no debe &er mayor del 2.ox. , •• , 

Las muestras se conservaron a temperatura ambiente y ~QC 

durante 7 dias. Se analizaron el dia de su preparación y el 

3Q y 5~ dla• posteriores. 

RESULTADOS 

NUMERO DE MUESTRA 7. DE MALEATO DE CLOROFENIRAMINA 

ANALISIS 3 DIAS 7 DIAS 7 DIAS 
INICIAL T.A. T.A. 5~c. 

1 95.75 95.71 91.15 95.75 
2 93.17 93.75 90.88 93.27 
3 94.88 92.95 92.07 95 .. 95 
4 94 .. 85 92 .. 49 92.25 95.24 
5 94.9b 92.99 Bb.90 95.17 
b 93.17 93.42 92.36 93.87 

Media 94.4b 93.55 90.9:. 94.88 

Coeficiente de Variación 1.127. 1.227. 2.277. 1. l:!'l. 

Diferencia entre medias -0.9b7. -3. 73~. +0.44i'. 

CONCLUSIONES 

De los resultados obtenidos. se concluye que las mues-

tras son estables almacenadas a temperatura ambiente solo dM 

rante tres dias .. Si se conservan en refrigeración, son esta-

bles al menos durante 7 dl•s. 



3.5.2. RESULTADOS DE LA REVALlDAClON DEL METODO PARA 

CUANTIFICACION DE CLORHIDRATO DE FENILPROPANOLAMINA 

ESPECIFICIDAD DEL METODO 

lúB 

Se prepararon e inyectaron al cromatóQrafo las siguien­

tes muestras: 

-Estándar de clorhidrato de fenilpropanolamina, an conc•ntra 

c16n de 250 microgramos por mililitro. 

-Estándar de sulfato de pseüdoefedrina, en concentración de 

200 microgramos por mililitro. 

-Mezcla de esténdares de clorhidrato de fenilpropanolamina y 

sulfato de pseudoefedrina. 

-Producto terminado sin estándar interno a T.A. y 70R C. 

-Producto terminado con estándar interno a T.A. 

-Placebo de clorhidrato de fenilpropanolamina a T.A. y 70S!C. 

-Placebo total a T.A. y 70R c. 

En las páginas siguientes, se muestran los cromatogrmas 

correspondientes. 
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CONCLUSIONES 

El método es especifico para el clorhidrato de fenilpro­

panolamina en las condicionas del ensayo. El si5tema no 

det•cta picos'que interfieran con el del principio activo de 

interés, ni con el del est~ndar interno. 



EXACTITUD DEL METODD 113 

Criterio de aceptación: promedio de recobros de 96 a 

102% y coeficiente de variación no mayor de 2.ox. La recta 

obtenida al 9raficar cantidades adicionadadas vs cantidades 

recuperadas, debera tener una pendiente s1gnificati~amente 

igual a 1, ordenada al origen siQntficativamente 19ual a O, 

y un coeficiente de correlación no menor de 0.9e.c1.•t 

RESULTADOS 

"l. DE NIVEL ENSAYADO "l. DE RECUPERACION 

bO 99.99 
80 99.02 

100 100. 10 
120 101.98 
140 100.50 

x 100.32 

Coeficiente de variación 1.07% 

Int•rvalo de confianza para el 'l.. recuperado: 

IC ~j!8.98, 101.657.] 

Datos del anAl1sis de rmoresión: 

Pendiente, m = 1.02297 

Ordenada al origen, b~ -0.00456 

Coeficiente de correlaciOn, r = 0.99964 

Intervalo de confianza para la pendientet m: 

ICm=lQ.99850, 1.04732 ]• el intervalo incluye al 1.0. 



Intervalo de confianza para la ordendada al origen, b1 

lCb =r=0.01179, 0.00269], el intervalo incluye al o.o. 

CONCLUSIONES 

El m~todo es exacto, Be cumple con lo& criterios de 

a.ceptac10n. 
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LINEARIDAD DE LA MUESTRA 

RESULTADOS 

% DEL NIVEL % DE FENILPROPANOLAMINA 
DE PROCEDIMIENTO 

60 
80 

100 
120 
140 

Coe1ic1ent~ de variaciOn 

Intervalo de confianza par• el X recuperada: 

!C = [?s.10, 99.64] 

CONCLUSIONES 

RECUPERADA 

95.26 
96.27 
99.61 
96.95 
99.0I> 

97.47 

1.96% 

La var1aciOn del tamatio d9 la mue9tra no afacta a la 

confiabilidad de los resultados, ya que se cumple con loa 

criterios de aceptación. 



PRECISION DEL METODO (REPRODUClBlLIDADl 

Criterio de aceptación: coeficiente de variación total 

no mayor de 2.0-,~. • ~·· 

RESULTADOS 

NUMERO DE MUESTRA 

DIA 1 1 
2 
3 

DIA 2 4 
5 
6 

TOTALES 

Media total 

Coeficiente de variación total 

CONCLUSIONES 

1. DE RECUPERACION 
QUIMICD 1 QUIMICO 2 

98.05 
97.36 
97.63 

95.22 
95.85 
95.71 

579.82 

97.25 
96.12 
96.67 

97.19 
97.50 
96.00 

580.73 

96.71 

0.941. 

El método es reproducible, cumple con el criterio de 

aceptación. 
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ANALISIS DE VARIANZA 

TABLA ANDEVA 

FUENTE DE GRADOS DE Sllt1A DE 11ED1A DE F F 
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS CALCULADA 0.•)5• 

Anal is ta 12-11-1 0.0690 O.Oó90 0.2345 lB.51 
Ola 12-1>2•2 6.6017 3.3009 11.2199 4.46 
Error (~•2} (3-1) -=~ 2 .. 353~ 0 .. 29~~ 

Total 1! 9.0240 

•F0.05.- Valores obtenidos de la tabla F de Fisher, locali­

zando en el crÚce del valor de los orados de libertad del n~ 

merador horizontalmente, y el valor de los grados de liber-

tad del denoainador verticalmente, para c:r<.=05. <ver ta-

bla No .. 2> .. •••, 

INTERPRETACION DE RESULTADOS V CONCLUSIONES 

Ho: Si la F calculada es menor que la F de tablas, el método 

es reproducible. 

Entre analistas, la F calculada es menor que la F de 

tablas, existen diferencias significativas entre anal1s-

tas. 

El método no es reproducible por un mismo analista en di. 

ferentes dias, sin embargo, no se rechaza la hipótesis nula, 

debido a que el coeficiente de variacibn entre los resulta-

dos obtenidos por cada analista es de 1 .. 22% y 0~65~~ respecti. 

vamente; ,ralores menores que el l tmi te establecido de 2. O'l.. 
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ESTABILlDAD DE LA MUESTRA 

Criterio de aceptaci6n1 difftr&nc1a de la media de la 

muestra. con resp&cto a la med1a del anAli&ia in1c1al, no 

mayor de 2. ú'X.. '~·· 

L•• muestras se conservaron a temperAtura ambienta y a 

S-C. Se analizaron el d1a de su preparación y al 3Q y Sq 

dias posteriores. 

NUMERO OE MUESTRA 

111rdias 

1 
2 
3 
4 
s 
b 

Coficientes de variación 

Diferencias 

CONCLUSIONES 

RESULTADOS 

% DE 

ANALISIS 
INICIAL 

98.0S 
97.:Sb 
97.63 
97 .. 25 
96.12 
9b.b7 

97.18 

0.71% 

FENILPROPANOLAMINA 

3g, DtA 5Q. DIA '59 OIA 
T.A. 1 .A .. 5gC 

98.56 93.Sb q7.88 
98.69 91.BO 98.Bú 
99.11 q4.06 99.67 
97.26 '15.22 97.92 
95.95 95.85 q4.44 
96.10 95.71 9b.23 

97.b1 94.37 97.49 

1.41% 1.65% 1.93Y. 

+0.447. -2.907. +0.327. 

De los resultados obtenidos, se concluye que las 

muestras son estables sólo durante tres dias si se almacenan 

A. temperatura ambiente. En refri9eración, las muestras son 

estables al menos durante cinco dlas 



CAPITULO CUATRO 

CONCLUSIONES 
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4. CONCLUSIONES 

Las cuatro ••todos validado• •Dn espectficos, en ninouno 

de ellos se detectan picos que interfieran con el activo d• 

interés o con el estándar interno. 

Todos so~ precisos, exactos y reproducibles, como ha 

qu9dado de•ostrado en los re•ultado• individual••· 

Estos métodos pueden usarse para e&tudios de estabilidad 

y para an•lisis rutinarios da control da calidad, de la 

nueva formulaci6n de las tabletas antigripales. 

Al cptimizar lo& métodos anal1tic09, a• loor6 reducir 

los costea, CUJDPliéndose de •ate modo, •l objetivo principal 

de étlta trabajo. 
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