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IHIROPUCCIQt! 

La cianocobalami na (vitamina 812) e 

hldroxocobalamina (vitamina B12a) pertenecen al grupo de 

las cobalaminas, y eu estructura qufmica se diferencia 

en el grupo ciano (-CN) y el gru'po hidroxo (-OH) que 

tiene cada una de ellas respectivamente. 

Dado que las caracterfsticas fisicoqufmicas de estas 

moléculas son muy semeJantes, se desarrolló un método 

por Cromatograffa de Lfquidos de Alta Presión para 

separar y cuantificar ambos compuestos contenidos en una 

solución inyectable. Una vez establecidas las 

condiciones del método, se realizó la validación de 

éste, evaluando los par4metros de linealidad y precisión 

del sistema: linealidad, exactitud, precisión y 

estabilidad de la muestra analftica para el método. 

Los resultados obtenidos en la validación demuestran 

que el mdtodo es lineal, exacto, preciso y especifico, y 

la muestra es estable por 24 horas. Por otra parte, el 

sistema también es lineal y preciso bajo las condiciones 

establecidas. 

El método desarrollado puede ser empleado en control 

de calidad para determinar cianocobalamina e 

hidroxocobalamina en solución inyectable, con la 



seguridad de obtener result.ados confiables. 

Si se desea emplear el método como indicativo de 

estabilidad, debe realizarse primero un amplio estudio 

de la especificidad del método con productos de 

degradación para comprobar si existe o no interferencia. 
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I. EUNQAHENTACION 12E1.. IJ21a. 

Para que una forma farmacdutica en reformulación 

salga al mercado con mejor calidad de diseño 

(propiedades f!sicas, qu!micas y biológicas), es 

conveniente desarrollar métodos anaUticos alternativos 

a los ya existentes que permitan cuantificar los 

principios activos del producto terminado y que sean 

especfficos para el f~rmaco. 

Considerando que la validación de métodos anal!ticos 

es fundamental para la t~cnica de análisis de una forma 

farmac~utica. es necesario desarrollar un método 

analftieo que cuantifique cianocobalamina e 

hidro•ocobalamina en una solución inyectable y validar 

dicho método. 

La eianocobalamina, en conjunto, es una molécula 

natural, el grupo ciano atacado por el ~tomo de cobalto 

puede ~er reemplazado por otros iones o grupos con 

fuerte tendencia de coordinación para dar otras 

cobalaminas como son hidroxocobalamina, clorocobalamlna, 

nitrocobalamina y tiocianocobalamina (1). 

Dado que la cianocobalamina e hidroxocobalamina 

tienen estructuras básicas muy similares resulta dif!cil 

separarlas y cuantificarlas cuando se encuentran Juntas 
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en solución. Para esto, la Cromatografla de Lfquidos de 

Alta Presión es el método de elección, ya que permite 

separar, identificar y cuntificar los componentes de una 

mezcla en una forma farmacéutica, ademds de ser muy 

r~pida y sensible. 

En la cromatograffa llqudo-lfquido o de partición 

intervienen la fase móvil y la fase estacionaria, la 

cual consta de un lfquido disperso o qufmicamente unido 

a un soporte sdlido inerte, la muestra a ser analizada 

se reparte entre la fase móvil y la fase estacionaria de 

acuerdo a su coeficiente de particidn, esto interviene 

en las diferentes velocidades de-migración y ocurre la 

separación (2). 

Puesto que la cianocobalamina e hidroxocobalamina 

son mol6culas polares es conveniente emplear el método 

de Cromatograffa de Lfquidos por Partición en fase 

reversa, pues aquf la fase estacionaria es no polar y la 

fase mdvil es polar, .lo cual permltirA que eluyan con 

facilidad a diferentes velocidades y al separarse podrdn 

ser cuantificadas por un medio de deteccidn ultravioleta 

(U.V.~ 
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ANTECEOENTES 

A •. CIANOC08ALAHIHA ~ HIORQXOCOfJALAHIHA 

1. prnpiecfaden flnlcogu!micas 

a. Clanocobala•ina. 5,6-dimetilbencimidazolcia

nocobamida: Cobinamida ciano fosfato 3'éster 

dimetil-1-0C-D-ribofuranosil bencimidazol (3). 

5,6-

La cianocobalami na ( c0 Ha• o,. N,, PCo), es tambi6n 

llamada vitamina 812. Se presenta en forma de cristales 

rojo intenso. ligeramente higroscópicos, al aire 

absorben hasta un 12~ de humedad. Los cristales 

hidratados son estables al aire. Se oscurece a 210-22o•c 

Es inodoro e insaboro. Su pH de m~xima estabilidad en 

solucidn ee de 4.5-5. Su peso molecular es de 1355.4. 

Es soluble 6n agua, alcohol o fenol, insoluble en 

acetona, cloroformo y dter. Soluciones acuosas se 

deterioran en presencia de vitamina e, aldehfdos, 

sulfato, y gluconato ferroso, se estabiliza con sulfato 

de amonio. 

El espectro de absorción de la vitamina 812 

cristalina en solucidn acuosa se caracteriza por tres 

mdximos, a 279, 361 y 550 nm .• con coeficientes de 

extincidn (A',:;.,) de 11S, 207 y 64 respectivamente (fig.1) 
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El espectro de absorción ultravioleta de la solución 

no es alterado significativamente por cambios en el pH 

entre 2.0 y 13.0. 

La vitamina 812 descompone lentamente por luz 

ultravioleta o visible fuerte. Por irradiación 

controlada con luz visible el grupo clano puede ser 

selectivamente liberado de cianocobalamina, sin destruir 

la estructura de la cobalamina, pero una larga 

exposición a la luz resulta en la completa inactivación 

de la vitamina. La vitamina 812 es tambi6n inac~ivada 

por el tratamiento con 4cidos y Alcalis fuertes (1, 3, 

4). 

b. HldroxocobalaMina. Cobamids dihidroKo 

dihidrógeno fosfato (Aster) mono (sal); 3-~ster - 5,6-

dimetil-1- c::>(-D-ribofuranósil-1-H-bencimidazol; (5,6-

dimetilbencimidazol) hidroxocobamida; vitamina 812a; 

hidroxocabami.na ( 3). La hidroxocobalami na, tambi~n 

llamada vitamina 812a (C,t H .. Co N,. o,. P), con peso 

molecular 

donde el 

de 1346.41, es un an4logo de la vitamina 

grupo -CN es reemplazado por el grupo 

812 

-OH. 

Aparentemente la hidroxocobalamina existe en soluciones 

acuosas como un equilibrio del isómero hidróxi Y el 

isómero iónico acuoso (acuocobalamina). 
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Se presentan como agujas ortorrdmbicas rojo obscuro, 

oscurecen a 2oo•c . Es moderadamente soluble en agua y 

alcoholes alif4ticos de cadena corta, practicamente 

insoluble en acetona, éter , éter de petróleo, 

hidrocarburos halogenados y benceno. 

La absorción mdxima de acetato de hidroxocobalamina 

( C ,., Hq 1 Co N,. 01• P) en soluci"n acuosa es a 274, 351 y 

522 nm., con coeficientes de extinci"n (A';.,) 145, 188 y 

60 respectivamente (fig. 1). 

Los correspondientes coeficientes de extinción para 

hidroxocobalamina (PH 1346.41) son menores que para 

acetato de hidroxocobalamina (PH 1406.44) por el poso 

molecular de dcido acético¡ pero los puntos de absorción 

1114xima son a la misma longitud de onda. 

Al igual que la cianocobalamina, la 

hidroxocobalamina descompone por una exposición 

prolongada a la luz ultravioleta y visible, asl como en 

soluciones fuertemente dcidas y/o b4sicas (1, 3, 4). 
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•- - -HIDROXOCOBALAMINA 

--CIANOCOBALAM 1 NA 

%T 

nm 

Figura 1. Espectros de absorción de cobalaminas (5). 

2. Estryeturo ~-

La fórmula estructural de la vitamina 812 se muestra 

en la fisura 2. 
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2. 

ANALOGOS DE LA VITAMINA B,,. 

NOMBRE 
Cianocobalamlna 

( Vllamlna B,._) 

GRUPO R 
-CN 

Hidroxocobalamlna -OH 
MetJlcobalamlna -e H3 
S"-Oesoxladenosilcobalamina -!t"- OesoxJadenosll 

Figura 2. Representaci6n esquem4tica de la est.ructura 

qulmica de la vitamina 612 (6). 
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Las tres partes principales de la molécula son: 

1) un grupo planar o n~cleo de corrina, 

estructura tipo anillo de porfirina con cuatro anillos 

reducidos de pirrol (A-D) unidos a un Atomo central de 

cobalto y sustituido ampliamente por residuos de metilo, 

acetamlda y propionamida. 

2) Un nucleótido de 5,6-dimetilbencimidazolio 

que se une casi en ~ngulo recto al n~cleo de corrina con 

uniones al Atomo de cobalto y a la cadena lateral de 

propionato del anillo D. 

3) Un grupo R variable. el mds importante de 

los cuales se ·encuentra en los compuestos estables 

cianocobalamina e hldroxocobalamina, en las coenzimas 

activas metilcobalamina y 5-desoximetilcobalamina. 

Los términos vitamina 812 y cianocobalamina se usan 

indistintamente como nombres genéricos de todas las 

cobamidas activas en el hombre. Los preparados de 

vitamina 912 

cianocobalamina 

para uso terapéutico 

e hidroxocobalamina, pues 

derivados son estables al almacenarse. 
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3. Funciones mptobdl feos. La vitamina 812 

intracelular se mantiene en forma de dos coenzimas 

activas, metilcobnlamina y desoxiadenosilcobalamina. 

éstas son esenciales para el crecimiento y replicación 

celular, asl como para el mantenimiento de la mielina 

normal en todo el sistema nervioso. 

Una deficiencia de vitamina 612 en el ser humano, 

r~percute en la presencia de trastornos neurológicos y 

anomalias hematológicas. 

La tlnica fuente original de vitamina 612 se 

encuentra en algunos microorganismos que crecen en el 

suelo, el agua de ltlmen intestinal y que sintetizan la 

vitamina. En el hombre, la vitamina 812 sintetizada en 

el intestino no estA disponible para la absorción, y el 

requerimiento nutricional diario (3 a 5 mcg) debe 

obtenerse de subproductos animales en la dieta. 

4. Ab!!orc!On. distribución ;t. ellmlnaclOn sk>. lJL 

yitamiJIA lllZ:. La vitamina 612 dietética en presencia de 

Jugo géstrico, se libera de las proteínas a las que está 

ligado y vuelve a unirse rápidamente al factor 

intrfnseco. una glucoproteina. El complejo vitamina 812 

factor intrlnseco llega entonces al ile6n donde 

interactua con un receptor especffieo sobre las células 
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de la mucosa ileal y es transportado a la 

vez absorbida, la vitamina 812 se 

circulación. 

Una une a la 

transcobalamina II, una betaglobulina plasmAtica para su 

transporte, hasta los tejidos. 

La vitamina 812 unida a la transcobalamina II es 

rdpidamente depurada del plasma y se distribuye 

preferencialmente en el paránqulma hep~tico. 

La desoxiadenosilcobalamina (coenzima intracelular) 

es la coenzima para la isomerización de la L

metilmalonil coenzima A (COA) a succinil CoA, una' 

reacción importante en el metabolismo de los hidratos de 

carbono 

dador 

y los lfpidos. La metil cobalamina act~a como 

del grupo metilo para la conversión de 

hornocisteina en metionina. 

Por otra parte, la vitamina 812 tiene una estrecha 

relación con el Acido fólico. El metiltetrahidrofolato 

es el principal an4logo del folato suministrado a 

ct!lulas y la fuente Pl"imaria de grupos metilo 

formación de metilcobalamina, el producto 

para 

de 

reaccidn, tetrahidrofolato, es sustrato en muchas 

metabólicas importantes. La acción simult4nea 

vitamina 812 y folato, producen los sustratos para 

slntesis del DNA. Una deficiencia en la sfntesis de 
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Y la consiguiente megaloblastosis son frecuentes en 

pacientes deficientes de vitamina 812 o dcido fólico. 

En lo que respecta a las lesiones neurológicas por 

deficiencia de vitamina 812, los daños en la vaina de 

mielina son las lesiones más evidentes. Probablemente la 

anomalia tenga relación con el papel de la 

desoxiadenosilcobalamina con la isomerización del L

metilmalonil CoA a succinil CoA. 

En los adultos, hasta el 90% de las reservas de 

vitn~ina 812 (1 a 10 mg) se almacenan como la coenzima 

activa. El re~uerimiento mlnimo por dfa se estima en 

sólo 1 mcg. 

Aproximadamente de 3 a e mcg de vitamina 812 se 

excr6tan al dfa por la bilis, y se reabsorben 

normalmente en el ileón (5, 6, 7). 

5. clonoeob§lamlna ~ bldroxocobalaMlno o.n soluclon 

inyoctoble. 

La cianocobalamina e hidroxocobalamina se encuentran 

comercialmente como solucidn inyectable bajo 

siguientes nombres: 8YLADOCE D.P 

8YLAOOCE 25000 Y 8YLADOCE 50000 (6) 

8YLADOCE 

los 

5000, 

A continuación se describen las caracter!sticas de 
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la presentación farmacéutica BYLADOCE 50000, _para la 

cual se desarrolló el método anal!tico, 

BYLADQCE ~ 

a. Fórmula: Cada ml. contiene: 

Hidroxocobalamina acetato (Vitamina B12a) ...... 0.522 mg. 

Cianocobalamina (vitamina 812) .........•..••..• 0.500 mg. 

Excipiente c.b,p .......•........•...•...•..•..•••.• 1 ml. 

b. Acci6n terapdutica: Neuromielizante, 

antineurótico y hematopoyético. Se administra en el 

tratamiento de neurltis y polineuritis, as! como en 

anemias macrocfticas. 

c. Precauciones: No se administre por v!a 

intravenosa. 

d. Reacciones secundarlas: En personas 

hipersensibles a los compuestos de la familia, puede 

provocar na~seas, vdmito. erupción cutAnea. policitemia 

vera. Esta solucidn puede provocar choquo anafiláctico. 

e. Dosis: De 1 a 2 ml. diariamente por v!a 

intramuscular precisamente. 
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B.CRQ11ATOGRAFIA 

1. Historia. La palabra cromatografla 

palabras griegas khromatos (color) y graphos 

fue empleada originalmente con sustancias 

(9 ). 

de las 

(escrito); 

coloreadas 

En 1850, Runge descubrió la formación de zonas 

coloreadas cuando se soteaban sustancias colorantes 

sobre papel secante. pero el desarrollo m4s importante 

fue realizado en 1906 con los experimentos de Michel 

Iswett. Este investigador utilizó una columna larga de 

vidrio rellena de sulfato c~lcico finamente dividido y 

observd que cuando una mezcla de pigmentos verdes de 

plantas se ponen on lo alto de una columna y a 

continuación se agrega eter de petrdleo, aparece una 

serie de bandas horizontales de distintos colores, que 

corresponden a cada uno de los pigmentos de la mezcla y 

que indican que ha habido una separación a lo largo de 

una columna ( 10). 

Sin embargo, a pesar de que Tswett publicó su 

trabajo completo, en el cual explicó claramente la 

naturaleza de los procesos y la apreciación de su 

potencial, no se adoptd esta técnica hasta muchos años 

despu~s de ser publicada. 
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En 1930 la cromatograffa de adsorción fue utilizada 

como un mdtodo preparativo. 

En 1941 Martin y synge introducen la cromatograf!a 

de reparto que se basa en el reparto entre dos lfquidos 

mi!s que la adsorción 

de un l!quido en un sólido. El trabajo de estos 

investigadores fue reconocido por la concesión del 

premio nobel en 1952. 

En 1944 condsen, Gordon y Martín describieron un 

nuevo mdtodo para aplicar la técnica do reparto, con 

hojas de papel filtro. Este método fue llemado 

cromatograf!a de reparto sobre papel. Al poco tiempo en 

1947 en Estados Unidos de Norte América la comisión de 

energ!a atómica dio A conocer información sobre el uso 

de la cromatosraffa de intercambio iónico para la 

separación de productos de fisión nuclear. 

En 1952 James y Martin publicaron un trabajo sobre 

cromatograf.fa de repa~to en fase gaseosa, q.ue implica un 

reparto entre un gas inerte portador y un lfquido sobre 

un soporte no adsorbente, dentro de una columna. 

Simulti!neamente se desarrolló la cromatograf!a de 

adsorción en fase gaseosa. 

EN 1956 Sthal presentó una técnica pr~ctica mediante 

la cual una capa delgada de sllica gel, celulosa o 
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al~mina era diseminada sobre una placa de vidrio. Esta 

t~cnica fue llamada cromatografla en capa fina. Este fue 

un avance creciente principalmente para la eromatograffa 

de adsorción. 

En 1959 Porath y 

cromatograf fa de filtración 

Flodin introdujeron 

en gel, la cual es 

la 

una 

poderosa herramienta para la separacidn de sustancias de 

alto peso molecular (11). 

A principios de 1969, se apreciaron por primera vez 

las ventajas potenciales de Cromatograffa de Liquides de 

Alta Presión ( CLAP), cuando se organizó una sesión 

especial sobre cromatografla de llquidos como parte del 

V Simposium Internacional sobre Avances en 

Cromatografla. Sin embargo, la CLAP tuvo sus comienzos a 

finales de los años 50's, con la introducción del 

andlisis automatizado de aminoácidos por Spackman, Stein 

y Moore, esto fue seguido por el trabajo pionero de 

Hamilton y Giddings, sobre la teoría fundamental de 

CLAP. En la d~cada de los 60's e.o Scott con Oak Ridge 

presentaron un trabajo sobre cromatograf!a de 

intercambio iónico de alta presión. En estl) misma década 

J.C Moore y Watters Associates introdujeron la 

cromatografla en gel (12). 
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2. Generolldades. La cromatograffa comprende un 

grupo de m~todos para separar mezclas moléculares que 

dependen de las diferentes afinidades de los solutos 

entre dos fases inmiscibles. Una de las fases es un 

lecho fijo de gran drea superficial (fase estacionaria) 

mientras que otra puede ser liquida o gaseosa (fase 

móvil) y se mueve a través de la superficie de la fase 

fija o sobre ella. La afinidad relativa de los solutos 

para cada una de las fases. debe ser reversible para 

asegurar que haya transferencia de masa durante la 

separaciOn cromatogrdfica (12). 

La fase estacionaria puede ser un sólido poroso o 

finamente dividid,, o un lfquido que puede ser puesto en 

capa delgada sobre un soporte inerte. La fase 

estacionaria debe estar formada por par.tfculas fl namente 

divididas para que exista una superficie tan grande que 

permita que el fenómeno de adsorciOn-desorción de los 

solutos sea frecuen~e. La fase mdvil puede ser un 

llquido puro o una mezcla de ~llos, o en su defecto. una 

mezcla de soluciones (amortiguadoras) o puede ser un gas 

(puro o una mezcla homogénea) (2,12). 

Los m~todos cromatográf icos se clasifican de acuerdo 

a la naturaleza de la fase estacionaria y la fase mdvil. 

Cuando la fase estacionaria es un lfquido el ~receso se 
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llama eromatograf!a de partición, mientras que cuando la 

fase estacionaria es un sdlido el proceso se llama 

cromatograffa de adsorción. En la cromatograf!a de 

partición la fase estacionaria es un liquid~. 

frecuentemente agua, mantenida en un soporte inerte tal 

como gel de sílice o tierra de diatomeas, la fase móvil 

puede ser un gas (cromatogref!a gas-l!quido: CGL) o bien 

un lfquido (cromatografie lfquido-l!quido: CLL). En le 

cromatograf!e de adsorción la fase móvil que contiene al 

soluto pasa sobre la superficie de la fase estacionaria, 

la separación tiene lugar cuando algunos de los 

componentes de la mezcla son m~s fuertemente adsorbidos 

por el sólido que otros. Dado que la adsorción es 

esencialmente un fenómeno de superficie. el grado de 

separación alcanzado depende de la superficie adsorbente 

de que se disponga. 

3. ~ !f.!2. 1J1. CIOft!!!toqrafio. Se han desarrolla.do 

dos enfoques teóricos para describir el paso de los 

solutos a trav4s de un sistema cromatogr4fico, éstos se 

basan en un proceso de reparto m~ltiple o en uno 

conttnuo de adsorción-desorcidn. 

El primero de estos. la teorla de los platos, 

basada en el trabajo de A. P. Martin y R. L. M. Singe 

19 



considera el sistema cromatogrAf ico como una serie 

discreta de platos teóricos, siendo cada uno de ellos 

una unidad dentro del sistema en la que hay un 

equilibrio del soluto entre la fase móvil y la fase 

estacionaria. El movimiento del soluto se considera como 

una serie de transferencias paso a paso entre plato y 

plato. La segunda teorfa o de la velocidad, considera la 

dinámica de la partlcula del soluto a medida que pasa a 

trav~s de los espacios ubicados en la fase estacionaria 

del sistema, al igual que la cin~tica de estas 

partfculas a medida que son transferidas hacia la fase 

estacionaria y desde ella (9). 

4. Tdenicos cromotoqrAflcos. Es posible aplic8r las 

cuatro formas b~sicas de cromatograf fa (adsorción, 

partición, intercambio iónico y exclusión de tamaño) al 

andlisis de sistemas farmacéuticos, utilizando una serie 

de t~cnicas que difieren una de otra de acuerdo a la 

naturaleza de la fase móvil y estaclonaria que utilicen, 

as! como del aparato para realizar dich8 cromatografla. 

La elección de la técnica depende de varios factores, 

entre estos figuran la complejidad de la muestra que se 

va a analizar, las propiedades fisicoqufmicas de cada 

uno de sus componentes, la resolución requerida, el 
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tiempo de análisis, as! como la facilidad de la técnica. 

Si se desea separar compuestos ionizados en solucidn 

tal como aminodcidos. el método de elección es la 

cromatograffa de intercambio iónico. Para separar 

sustancias de alto peso molecular como son protefnas, 

glicdridos o pol!meros es necesario emplear el método de 

cromatograffa l!~uida por exclusión de tamaño. Los 

compuestos hidrofflicos de peso molecular intermedio 

pueden separarse por cromatograf fa de partición ya sea 

de papel o en columna. Las sustancias que no son 

separarse mediante ionizables, 

mdtodos de 

hldrofllicas pueden 

adsorción lfquida. Si las sustancias son 

volAtiles y estables en fase gaseosa, la cromatograffa 

de gases es el método de elección por su facilidad y 

alta resolución. Si se desea aislar compuestos en 

cantidad la elección es la técnica de cromatografla 

lfquida en columna o cromatografla en capa fina. 

:·a. Cro11atograffa en papel (CP). En este tipo.de 

cromatograf fa la separacidn se lleva a cabo sobre tiras 

u hojas de Papel filtro. Puesto que el papel estA 

formado por celulosa, la cual est4 integrada por 2000 o 

m~s unidades de hidro-glucosa unidas en cadena 

dtomos de ox!geno. los componentes 
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(principalmente el agua) tienen gran afinidad por los 

grupos hidroxilo de cada unidad de glucosa. Por lo 

tanto, el agua fuertemente unida a la red cristalina de 

la celulosa es la fase estacionaria y a medida que la 

fase mdvil se desplaza sobre ésta, los solutos se 

reparten entre la fase unida de agua y la fase movil. 

Por lo tanto el mecanismo principal que interviene en la 

separaciOn es el de partición (9, 11). 

b. Cr0111Btograffa en capa fina (CCF). En la CCF la 

separacidn ocurre sobre una capa delgada de adsorbente 

que estA adherida a un soporte inerte, generalmente 

vidrio; aqu! la fase mOvil liquida migra por capilaridad 

a trav~s de la superficie de la fase estacionaria y se 

efect~a la separación de los solutos por su diferente 

afinidad a cada una de las fases. 

Las ventajas principales sobre la cromatografla en 

papel son que la separación ocurre mAs r~pido, las 

manchas son m~s discretas y compactas, ademés de que se 

pueden usar detectores corrosivos sin dañar el substrato 

o el adsorbente. 

c. Cromat()gl"afla de gases {CG). La cromatografla de 

gases es particularmente apropiada para la separaoidn de 
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gases Y llquidos volatiles o sólidos en estado gaseoso. 

El proceso de la CG se divide en dos clases de acuerdo a 

la naturaleza de la fase estacionaria. Estas clases son: 

cromatografla gas-sólido (CGS), en la que la fase 

estacionarla es un sdlido adsorbente y las part!culas de 

soluto son extraídas de la fase móvil mediante fuerzas 

electrostdticas, y la cromatograf!a de gas-liquido 

(CGL), en la cual la fase estacionaria es una capa 

delgada de liquido, que generalmente se encuentra 

recubriendo la superficie de un material inerte. La 

separación en este método depende de la retención de 

las mol~culas de soluto en la fase liquida basadas en su 

coeficiente de partición entre ella y la fase móvil. 

d. CroaatOQTafla de filtración sobre gel. La 

cromatograffa de filtración sobre gel es un tipo 

particular de cromatograf!a l!quido-llquido, que se 

utiliza en la separacidn de sustancias que poseen 

vol~menes moleculares diferentes. 

La propiedad caracter!stica que diferencia este 

mdtodo de otros tipos de cromatograf!a de partición, es 

que los granos que forman la fase estacionaria en el 

medio cromatogrAfico consisten en un gel sin cargas. 

dste se hincha con el disolvente que estA pasando a 
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trav<ls del 

maeromol«!culas 

medio. Los geles están formados 

con gran afinidad al disolvente que 

de 

se 

estd usando. Estas moléculas se someten a un proceso de 

entrecruzamiento Para dar una mayor o menor uniformidad 

tridimensional, que las hace insolubles. En lugar de 

disolverse en el llquido, se hinchan tomando gran 

cantidad de disolvente (2, 10). 

La cromatograf !a de filtración sobre gel separa las 

sustancias de acuerdo con su tamaño molecular; las 

sustancias cuyo tamaño molecular es superior al de los 

mayores poros de gel hinchado, no pueden p9netrar en el 

interior del gel, por lo que pasan en el l!quido a 

trav~s del lecho. siendo los primeros en emerger. 

Sin embargo las mol~culas m~s pequeñas 

penetrar. En el llquido e•terior e interior 

partlculas de gel hay un reparto de mol<lculas, 

mayor el porcentaje de las mismas en el exterior. 

pueden 

de las 

siendo 

Las mol~culas que emergen de la columna siguen un 

orden decreciente respecto a los tamaños moleculares. 
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C. CRQMAJOGRAFIA ~ 1..IOOIQQS 

l..a cromatografía de líquidos es una de las técnicas 

cromatogrAficas més versAtiles con las que cuenta el 

analista, ya que por medio de ésta es posible realizar 

separaciones de mezclas basandose en diversas 

caracter1sticas, tales como polaridad de los solutos, 

coeficiente de partición, peso molecular, naturaleza 

id ni ca, o su capacidad para formar complejos de 

afinidad. 

En la cromatograf !a de líquidos la separación tiene 

lugar en una columna empacada. La fase estacionaria 

puede ser un sólido con capacidad adsortiva o un soporte 

inerte revestido de una capa líquida, mientras que la 

fase mdvil es un liquido (2, 12). 

El proceso de la cromatografta de lfquidos puede ser 

realizado usando uno de los dos métodos siguientes. 

1. Croipotofr'lfh dlt LlC!Yidos ~ ~- La 

cromatografía de l!quldos cUsica ( CLC) empleada durante 

mucho tiempo consiste b~sicamente en una columna de 

vidrio de didmetro entre 2 y 10 cm, rellena de algdn 

material como gel de sflice, al~mina, aztlcar, etc., 

cuyas partleulas·· son por lo general de un tamaño cercano 
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a 200 micras. La muestra se disuelve en fase móvil y se 

coloca en la parte superior de la columna con ayuda de 

un cuentagotas o una pipeta. posteriormente se agrega 

disolvente con el cual se eluye la muestra a travds de 

la columna. El flujo del solvente se alcanza por 

gravedad en la columna y las fracciones de una muestra 

individual se colectan manualmente. La aplicación de la 

muestra requiere algunas habilidades y tiempo por parte 

del operador para que se lleve a cabo correctamente. 

En la CLC regularmente se usa la columna una sola 

vez y después se descarta. por lo tanto el relleno de la 

columna tiene que ser repetido para cada separacidn y 

esto representa un signif lcativo gasto de material Y 

esfuerzo. 

Debido a que las separaciones requieren de varias 

horas en CLC es una operación tediosa que consume mucho 

tiempo. La detección y cuantificación se lleva a cabo 

por an~lisis manual .de las fracciones individuales: 

generalmente se usa una t~cnica auxiliar. por ejemplo, 

espectrofotometrfa, anAlisis qufmico, o un registro 

gravimétrico, para evaluar el contenido de cada uno de 

los componentes de la mezcla en 

colectadas. 
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En este mdtodo se utilizan columnas de 

reducido rellenas de materiales especiales 

con tamaño de partfeula de 30-40 mieras 

micras. 

dllimetro muy 

pulverizados 

y de 3-10 

Este tipo de columna es muy eficaz pero ofrece una 

gran resistencia al flujo de la fase mdvil, es decir, 

una gran calda de presidn, por lo que es necesario 

emplear sistemas de bombeo de alta presión. La cantidad 

de la fase estacionaria es pequeña pero se requiere que 

la muestra tambidn sea pequeña (O.l-10 meg). 

Las columnas empleadas en CLAP son reutilizables por 

lo que se pueden llevar a cabo muchas separaciones 

individuales en una columna dada. 

La inyección precisa de la muestra se lleva a cabo 

fdeil y rdpidamente en CLAP usando una jeringa de 

inyeccidn o una válvula de muestra. Puesto que se 

emplean bombas de alta presión, se obtiene un flujo 

controlado y rApido del solvento a través de la columna 

relativamente impermeable. El flujo controlado da por 

resultado una operaeiOn mds reproducible lo cual 

significa gran precisión y exactitud en anAlisis por 

elueidn. 

La deteccidn y cuantificación por CLAP se lleva a 

27 



cabo con detectores contfnuos de varios tipos. esto 

rinde un cromatograma final sin la intervencidn del 

operador. 

La CLAP ofrece grandes ventajas al analista pero 

tambien tiene sus limitaciones como se muostra en la 

tabl.a I. 

Ventajas Desventajas 

-Velocidad de an4lisis -Equipo costoso 

-Alta resolucidn -No existe detector 

-Buena sensibilidad y universal 

automatización 

-Resultados cuantitativos y -experiencia 

reproducibles indispensable 

-Amplio espectro de aplicaciones -Elevado costo de 

operación 

TABLA l. Ventajas y desventajas que presenta la 
Cromatosrafla de Liquidas de Alta Presión. 

Con CLAP general~ente se obtiene un informe exacto 

de la separación en corto tiempo y con un m!nimo 

esfuerzo. 
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3. Definiciones: En Cromatografla de llquidos se 

emplea un lenguaje com~n que utiliza términos y sfmbolos 

caracterfsticos, a continuación se indican los mAs 

usuales as! como su importancia y la forma en que son 

evaluados (2, 12). 

a. Tiempo de roteneiOn (tr). Es el tiempo en 

que la muestra permanece dentro de la columna. Se mide 

desde que la muestra se introduce en el sistema hasta el 

momento que se obtiene el m~ximo de la señal o pico. Por 

lo general se emplea como medida cualitativa y se 

expresa en unidades de tiempo. Este parAmetro es 

caracterfstico de la muestra, columna, fase móvil y 

temperatura. 

b. Tiempo muerto (to o tm). Es el tiempo 

requerido para eluir una muestra no retenida en la 

columna y se determina midiendo el tiempo de retención 

de la fase móvil o de una muestra similar. 

c. Tietll>O de retencidn ajustado (ta). Es la 

medida del tiempo que la muestra permanece retenida en 

el material de relleno de la columna y se determina por 

la diferencia entre tr y to. 
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t.a • tr - to 

d. Anchura de la base del pico (lb). Es la 

porcidn de la !{nea basal interceptada por tangentes 

trazadas a ambos lados de un pico, asumiendo que la 

forma del pico es gaussiana. 

e. Nllmero de platos teóricos (N). Un plato 

teórico es el equilibrio de la distribución de la 

muestra entre la fase móvil y la fase estacionaria. 

2 
N • 16(tr / Wb) 

El n~mero de platos teóricos es una medida de la 

eficiencia de la columna y sistemas asociados. Cuanto 

mayor sea N. más eficiente será la columna. 

f •. Altura equivalente a un plato t~rieo 

(AEPT). AEPT es la longitud de la columna requerida para 

obtener un equilibrio de la muestra entre la fase mdvil 

y la fase estacionaria. 

Este parámetro se determina con la siguiente fórmula: 

AEPT•L/N 
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Donde. L es la longitud de la columna expresada 

generalmente en mil!metros. 

Si el valor de AEPT es pequeño, es mayor el ndmero 

da platos teóricos por unidad de longitud. 

g. Velocidad lineal promedio de la fase móvil 

(U). 

U • L / to 

Este pardmetro de operación se usa para representar 

esquemdticamente AEPT en función de U (grdficas de Van 

Deemeter ). 

h. Coeficiente de reparto (K). Es una propiedad 

f!sica fundamental de cada sustancia, es caracterlstica 

de cada muestra y del sistema de fase mdvil y fase 

estacionaria. en consideracidn, as! como de la 

·temperatura de operacidn. Este parámetro se determina 

como: 

cantidad de muestra/ml de fase eat.lcionaria 
K •----------------------------------------------

cantidad de •ueatra/•l de fase lldvil 

i. Relación da fases Cfa ) . Se representa por: 
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.J3 = ml de fa- oodvil / 111 de fase estacionaria 

Expresado de otra forma, se puede decir que, cada 

sección de columna equivale a la porción del volumen de 

dicha sección ocupado por la fase móvil y la fase 

estacionaria .. 

J. Factor de capacidad (K"). Este factor es 

definido por la ecuación: 

K• • ta / to 

Este factor es importante en CLAP porque severos 

estudios han demostrado que la eficiencia de la columna 

es grande para compuestos con valores de K' entre 2 Y 6, 

pero en la pr4ctica son usados valores de l a 15. 

k. Resolución (R). Es una medida cuantitativa 

del grado de separación entre dos picos y se expresa 

como: 

R • tr - tr / [1/2 (Wa + Wb)] 
2 1 
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R • 2 (tr 
2 

tr ) / wa + Wb 
1 

Todos los miembros de esta ecuación deben ser 

expresados en las mismas unidades. Un valor de R = 1.5 

significa una separación completa. por lo tanto. valores 

por debajo significan una mala separacidn. 

l. Selectividad ( O<). Valores el6vados de CO'I: 

significan mejores separaciones. 

O( •ta /ta 
2 1 

Se puede decir que alfa es una medida de la 

solubilidad diferencial de dos compuestos en la fase 

estacionaria. 

4. HecaQi!!pOS a U!!~· Exist .. n cinco métodos 

para separar mezclas por CLAP, cada uno de estos se basa 

en diferentes mecanismos de separación. Dependiendo de 

la naturaleza de la muestra a separar, es posible 

emplear cualquiera de estos métodos cambiando la columna 

del equipo. El mecanismo de separación va a depender 

principalmente del tipo de fase estacionaria que se 

emplee. Estos métodos son los siguientes: 
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a. Particidn. La cromatografla de partición 

involucra una fase estacionaria lfquida la cual estA 

dispersa sobre un soporte inerte finamente dividido o 

qulmicamente unido al material de soporte, y una fase 

mdvil l!quida. La muestra a ser analizada se dispersa en 

la fase móvil y es dividida entre la fase móvil y la 

fase estacionaria de acuerdo a su coeficiente de 

partición. Esta división conduce una velocidad 

diferencial de migracidn y ocurre la separación (2). 

Hasta hace algunos años se empleaba la fase 

estacionaria dispersa sobre el soporte inerte, pero 

debido a la gran dificultad para obtener fases 

estacionarias que fueran reproducibles y estables, 

además de no ser lentamente removidas de la columna, 

cambiando de esta manera las caracterfsticas de la 

separación, fue necesario desarrollar la cromato9rafla 

de fase unida (CFU) en la cual la fase liquida se halla 

unida químicamente a la superficie del sdlido (2). 

El gel de sllice por su gran cantidad de grupos 

hidrdxilo en la superficie es un medio excelente sobre 

el cual se pueden unir varias sustancias usando agentes 

similares sustituidos adecuadamente. Por ejemplo el 

cloruro de octadecildimetilsililo reacciona con el gel 

de s1lice para dar una fase estacionaria estable no 
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polar, llamada octadecilsililo u octadecilsilano (ODS). 

Debldo a los efectos est~ricos no todos los grupos 

hidrdxilo del gel de sllice se eliminan por el reactivo 

OOS, por lo que se hacen reaccionar con el cloruro de 

trimetilsilano en un proceso llamado de cobertura, para 

reducir los efectos de adsorcidn. Una de las ventajas de 

las columnas fase unida es que son reproducibles y la 

f~se no cambia durante la cromatografla, poseen la 

desventaja de ser caras y eficaces en un intervalo de pH 

en el cual la sllica gel es estable, usualmente de 2 a 

7. No obstante estas desventajas 

restrictiva~. 

La cromatograffa de partición puede 

no son 

~ 

efectuarse 

muy 

de 

dos maneras, en fase normal o en fase reversa. En la 

fase normal la fase estacionaria es un l!quido polár, 

por ejemplo, agua, glicol, o ).3-,8'-oxidipropionitrilo, 

mientras que la fase móvil es relativamente no polar, 

por ejemplo, hexano, benceno o cloroformo. Este modo de 

operación es usado para separar compuestos polares los 

cuales se distribuirdn preferencialmente en la fase 

estacionaria polar (2, 12). 

Si la fase estacionaria es no polar, por ejemplo 005 

y la fase mdvil polar, usualmente una mezcla de agua-

metano! y/o acetonitrilo la técnica es llamada 
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cromatograf!a l!quido-l!quido (CLL) en fase reversa. Los 

compuestos no polares se retienen mds frecuentemente por 

este sistema, mientras que los solutos polares eluyen 

primero. Las separaciones en fase reversa son los 

m~todos más frecuentemente usados en CLAP. 

Normalmente los compuestos idnicos no son retenidos 

en un empaquetamiento de fase reversa, dado que son 

demasiado polares para separarse apreciablemente sobre 

la fase estacionaria. A contlnuaeidn se describe un 

procedimiento para separar compuestos idnicos empleando 

estas fases estacionarias. 

1) cromatograf!a de partición par iónlco (CPI). 

Es una forma especial de CLL usada para la separación de 

compuestos ldnicos o ionizablesw por ejemplo, sales 

cuaternarias de amonio, sulfonatos, amino~cidos y 

arni nofenoles.. Las moldculas de muestra iónlca o 

ionizable forman un par de iones por asociación con un 

idn contrario orgdnico conveniente en medio acuoso. El 

par de iones es entonces dividido en una fase acuosa 

ión-org4nica con buena capacidad de solvatar (por 

ejemplo agua-metano!) para dar un alto grado de 

selectividad. CPI es una alternativa para la 

cromatografla de intercambio de iones, puesto que 
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permite la determinacidn simultánea de compuestos Acidos 

bdsicos y neutros. 

Los compuestos débilmente iónicos (~cidos y bases) 

pueden separarse usando CLL fase reversa unid~ 

permanentemente, si le disociación se suprime por 

amortigucidn en el pH de 2 a e, por lo tanto el 

equilibrio no idnico-.;::::::::?iónico se desplaza hacia la 

izquierda. 

Acidos y bases fuertes estAn ionizados en este rango 

de pH y la forma m~s polar es pobremente retenida. La 

adici6n de un idn contrario apropiado o la fase móvil 

incrementa la retención de estos compuestos iónicos. 

Este incremento depende de la naturaleza y concentracidn 

del idn contrario utilizado. El pH de la fase móvil se 

ajusta para dar un mAximo de ionización en la muestra y 

el idn contrario; para muestras Acidas, aminas 

cuaternarias son regularmente usadas como idn contrario 

y el PH de la fase mdvil deberé ser relativamente alto 

(pH de 7-8) y para muestras bdsicas usando 

alquilsulfonato como idn contrario, el pH de la fase 

mdvil deberé ser bajo (pH de 3-4) (2). 

b. Adsorción. En este método la separación es 

llevada a cabo con una fase móvil l!quida y una fase 
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estacionaria sólida la cual adsorbe reversiblemente las 

mol~culas del soluto. Si se emplea una fase estacionaria 

sdlida Polar (por ejemplo, s!lica gel, cuentas de vidrio 

Poroso o al~mina) cuando la fase móvil es relativamente 

no polar (por ejemplo, hexano o cloroformo); o fase 

estacionaria no polar (por ejemplo, cuentas de 

pol!meros) cuando se utiliza una fase móvil polar (por 

ejemplo agua o metano!). Los solutos son retenidos 

como resultado de la capacidad de la fase estacionaria 

para unirse a ellas temporalmemnte, a nivel de 

superficie activa. Las fuerzas implicadas suelen ser 

relativamente ddbiles y son eficaces sólo sobre 

distancias cortas. Estas incluyen fuerzas de London y de 

Van der Waals, interacciones dipolo y dipolo inducido 

con grupos polares ubicados sobre la superficie activa, 

fuerzas de transferencia de carga y puentes de 

hidrdgeno. El proceso puede estar basado en la 

competencia existente entre la disolucidn del soluto en 

la fase móvil y la fijación a la superficie de la fase 

estacionaria. 

Cuando se forman uniones qulmicas m~s fuertes entre 

l~s solutos y el adsorbente (quimioadsorcidn), no se 

llega al e~uilibrio entre ambas fases y los solutos son 

irreversiblemente adsorbidos dando picos de elución no 
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satisfactorios o con colas. 

En ocasiones debido 

compuestos de la muestra 

a una fuerte adsorción 

en el sólido activo, 

de 

es 

necesario aumentar la polaridad de la fase móvil P.n 

forma constante (gradiente). 

Algunas sustancias que se usan más frecuentemente 

como adsorbentes son: goi de s!lice, almidón. talco, 

sacarosa. insulina, magnesio. carbonato de calcio, 

silicato de magnesio, alómina y carbdn. AdemAs de la 

adsortividad poseen una función muy importante, la 

superficie, el tamaño de partícula y la actividad 

superficial para determinar la actividad de un 

adsorbente potencial (2,12). 

c. Intercalllbio idnico. Este método posee mayor 

selectividad ~ue la cromatograffa de par iónieo, debido 

al mayor n~mero de combinaciones de fases móviles y 

estacionarias que pueden usarse. Es un m~todo ótil para 

cationes inorg~nicos, amino~cidos y grupos similares de 

compuestos relacionados. 

Es una forma de cromatograf!a de adsorción. El 

intercambio idnico involucra la sustitución de una 

especie idnica por otra. La fase estacionaria consiste 

en una matrlz rfgida, la superficie de la cual tiene 
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una carga neta positiva pera dar un sitio de intercambio 

de iones (R.,. ) . 

Si se utiliza una fase móvil que contiene aniones, 

el sitio de intercambio atraer~ y retendré un idn 

contrario negativo (Y"). Muestras de aniones pueden 

entonces intercambiarse con los iones contrarios e~- ), 
el proceso puede ser representado en términos del 

equilibrio: 

Debido a que el proceso involucra un intercambio de 

aniones se le conoce como intercambio de aniones. El 

proceso complementario, intercambio de cationes ocurre 

cuando la superficie tiene una carga neta negativa, para 

dar un sitio de intercambio (R-). Los iones contrarios 

(y• ) y los iones muestra ex•) son ambos cationes y su 

intercambio puede representarse por: 

As! la separación est~ basada en la fuerza de las 

interacciones entre los iones de la muestra y el sitio 

de intercambio. Los lo nes que interactuan sólo 

débilmente con el sitio de intercambio seran pobremente 
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retenidos, mientras que los iones que tengan 

interacclones fuertes ser~n fuertemente retenidos. 

La presencia de iones complejantes puede tener un 

marcado efecto sobre el Proceso. El intercambio de 

llgandos involucra la separación del ligando por virtud 

de su fuerza de compleJaci6n por un ión metdlico 

adsorbido sobre la resina de intercambio, desplazando 

otra vez el l6n contrario. Los intercambiadores iónicos 

pueden ser divididos en lntercambiadores débiles o 

fuertes, aniónicos o catiónicos de acuerdo con la 

naturaleza de los grupos funcionales en la resina. 

Los intercambiadores catiónicos fuertes contienen 

grupos dcidos sulfónlcos (-S03 H) para un intercamblador 

hipodcldo, o grupos tetralquilamonio (-NMe •. CH,Cl) para 

un intercambiador tipo bdsico fuerte. Grupos funcionales 

dcido carboxllico (-COOH) y grupos aminas terciarias (

.CH~ NHMeiOH) son usados para intercambiadores ~cides y 

bdsicos débiles respectivamente (12). 

Los materiales de la fase estacionarla se llaman 

intercambiadores iónicos y comprenden un grupo de 

pol!meros naturales o sintéticos orgAnicos o 

incrgAnicos que son capaces de extraer iones de modo 

reversible de una solucidn mientras que al mismo tiempo 

los reemplaza con iones de carga equivalente. 
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Durante el proceso de intercambi.o debe obedecer el 

principio de elctroneutralidad, tanto en el 

intereambiador como en la solución. 

Las fases mdviles que se usan en la cromatograf !a de 

intercambio idnico son generalmente soluciones salinas 

acuosas que pueden mantenerse a un pH deseado con una 

solución amortiguadora. La elección de la fase m6vil 

depende de la selectividad de la fase estacionaria por 

los solutos y de la influencia de los equilibrios de la 

solución debidos al pH o a compleJaciones. Los solventes 

mixtos acuosos-orgdnicos o los solventes 

pueden emplearse si la fase estacionarla no se 

Para separaciones diffciles debe emplearse una 

por gr ad lente. 

org.!lnlcos 

altera. 

e lución 

d. Filtración sobre gel. La cromatografla de 

Filtración sobre Gel (CFG) también es conocida como 

cromatograffa de excl~sión. cromatograf.!a de gel o como 

de penetración. Se utiliza para separar grupos de 

solutos basados en su tamaño efectivo en solución. Las 

fases estacionarias usadas son polfmeros que han sido 

estructurados para dar una red abierta con numerosos 

poros de tamaño uniforme~ Las moléculas m~s grandes 

eluyen Primero, y las mds pequeñas son retenidas por m~s 
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tiempo. 

Las fases móviles utilizadas para esta forma de 

cromatograffa son de dos tipos. El primero de ellos, los 

geles blandos, se hacen generalmente de hidratos de 

caTbono entrecruzado tales como el dextrano (shepadex), 

agarosa (sepharosa), o poliacrilamida (biogel). Estos 

geles son muy hidrófilos y antes de que se empaque la 

columna deben de ser mezclados con la fase móvil hasta 

que se haya embebido suficiente lfquido para que se 

hinche por completo. Una vez empacada la columna, no 

debe alterarse la composición de la fase móvil. puesto 

que esto ocasionarla un cambio en la cantidad de 

solvente embebido y por consiguiente el encogimiento del 

lecho cromatogrdfico. Debido a la baja fuerza 

estructural de los geles blandos no deben usarse 

condiciones de alta presión. Se han desarrollado medios 

hechos por gel de sflice 

con tamaño de poro controlados para CLAP. que no se 

deforman bajo presiones y pueden ser usados con fases 

móviles acuosas y no acuosas. 

El segundo tipo de fase estacionaria son los geles 

rfgidos o semir!gidos, los cuales constan de materiales 

tales como poliestlreno entrecruzado, perlas de vidrio 

de porosidad controlada y dextrano alquilado. Estos 
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pueden usarse para la separacidn de compuestos orgAnlco

solubles usando fases móviles no acuosas, tales como 

cloroformo, piridina, tetrahidrofurano. 

La CFG separa sustancias de acuerdo a su tamaño 

molecular y forma. Las pequeñas moléculas que pueden 

entrar libremente· a los poros de la fase estacionaria 

tienen un coeficiente de distribución K=l y las grandes 

moldculas que son completamente excluidas de todos los 

poros tienen un coeficiente de distribución 

mientras que las moléculas de tamaño intermedio 

K=O, 

tendrén 

coeficientes de distribución entre cero y uno. As! las 

moldculas grandes se moverén mds r~pido que las 

mol~culas pequeñas a travds de la columna y serAn 

eluldas primero. Las moldculas son entonces eluldas en 

orden de su tamaño molecular decreciente. Debido a que 

las moldculas del solvente son usualmente de tamaño 

mucho menor a las moldculas que se quieren separar por 

este método, son generalmente cluidas al final (a tm). 

Contrario a otras formas de cromatografta la muestra es 

eluida antes que tm. 

El principal mecanismo de separación en CFG puede 

ser la exclusión estérica, la difusión puede tomar 

tambidn alguna parte asf como la adsorción sobre gel, 

pero en sistemas diseñados propiamente el efecto de ésto 

44 



serle mlnimo. 

La CFG posee grandes ventajas en su aplicación. 

Debido a que toda la muestra es eluida en un tiempo 

relativamente corto (antes que tm) no se requieren 

gradientes de elucidn. Los tiempos cortos de elución dan 

bandas de soluto delgadas las cuales son f~ciles de 

detectar y no elevan los problemas del llmite de 

deteccidn frecuentemente encontrados en otras formas de 

cromatograf fa de lfquidos donde las bandas de soluto 

pueden llegar a ser m~s difusas. 

Debido a que las fuerzas intermoleculares est~n 

ausentes en el proceso de separación la muestra pierde 

la interacción qulmica o es m!nima y la columna no 

acumula moldculas retenidas fuertemente. esto resulta en 

una vida 

principal 

de la columna m~s larga 

desventaja en CFG es 

que 

la 

lo usual. 

dificultad 

La 

que 

presenta para separar compuestos con distribuciones de 

tamaño molecular similares. 

La CFG se usa m4s a menudo para compuestos de alto 

peso molecular (mayor de 2000) incluyendo polfmeros 

on;¡l!nicos (por ejemplo. poliolef i nas, pol_iest.ireno, 

poliviniles y poliaminas) silicones y biopolfmeros (por 

ejemplo, protefnas, Beidos nucl~icos, oligosacAridos, 

pdptidos, a2dcares y glicoles). La CFG también encuentra 
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gran aplicacidn en la caracterización de pol!meros altos 

por la determinacidn de su distribucidn de pesos 

moleculares. 

e. Afinidad. Esta técnica se emplea para 

obtener separaciones muy especificas, es una forma 

altamente especializada de crom'atograf!a de adsorción. 

Esta técnica usa un ligando especifico, el cual ha sido 

inmovilizado mediante la unidn qu!mica a una matr!z 

insoluble para poder adsorber reversiblemente una sola 

especie molecular contenida en una mezcla de solutos. 

Mds que intentar separar esta mezcla de solutos para 

realizar an~lisis cualitativo o cuantitativo, s6lo tiene 

que ver con la extraccidn de una especie Onlca en la 

mezcla. Logra su mayor utilidad como una t~cnica 

altamente especffica de purificación para moléculas 

bioldgicas (2, 12). 

5.Xnstrumentol. Puesto que la cromatografla de 

llquidos es una técnica anal!tica de gran precisión se 

requiere de un equipo de operacidn m4s elaborado que 

para cromatograf!a de llquidos cldsica. 

En la figura 3 se muestra un diagrama en el que se 

indica el instrumental bAsico con el que debe contar un 
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sistema. de CLAP. 

COLECTOR 

RESERVORIO 
(Fase mélvll) 

BOMBA 

Programador de 
1-~~~~~Gradlentes 

(Opcional) 

ANALISIS DE DATOS 

Figura 3. Representaciéln esquem4tica del cromat69rafo de 
lfquidos para CLAP. 

a. Re9ervorlos. Los reservorios de la fase 

mdvll pueden ser de acero inoxidable o vidrio con 

capacidad hasta de 11. La fase a emplear puede ser 
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orgdnica o inorgénlca (soluciones acuosas de sales o 

buffers). Los constituyentes de esta mezcla deben tener 

una alta pureza (grado HPLC o CLAP) ya que pequeñas 

trazas de contaminantes interfieren en el estudio. Es 

importante que la fase móvil sea degasificada por 

ultrasonido o por vacfo y agitación, adem~s de ser 

filtrada por partfculas extrañas que puedan obturar el 

sistema. 

1) Caracterlsticas de la fase 9ldvll. Puesto que 

la fase móvil es un factor fundamental para la 

separacidn de una muestra, es importante mencionar las 

caracter!sticas que debe cumplir para obtener resultados 

confiables. 

- Debe tener un alto grado de pureza (HPLC o 

CLAP). 

- Disolver la muestra. 

- No reaccionar con la muestra. 

- Debe tener una absorción mfnima. 

No debe degradar la fase estacionaria ni 

disolverla. 

- Oe baja viscosidad. 

- Ser compatible con el tipo de 

utilizado. 
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Polaridad 

separación. 

adecuada para 

- Con un valo1· de K' de l a 10. 

permitir la 

b. Bomba. Dado que las culumnas que se emplean 

en CLAP tiene un tamaño de part!cula muy pequeño, es 

necesario emplear un sistema de bombeo de solventes, 

para que el flujo de la fase móvil no se haga muy lento. 

Las caracterlsticas más importantes con las cuales 

debe cumplir un sistema de bombeo son: 

- Reproducibilidad. 

- Velocidad de fluJo. 

Caracterlsticas del flujo (continuo o 

pausado). 

- Componentes resistentes a solventes. 

En general los sistemas de bombeo se pueden dividir 

en dos grupos: de presión constante y de flujo constante 

(o desplazamiento continuo). 

1. Botlbas de presión constante. La forma mAs 

sencilla de una bomba de presidn constante consiste en 

un tubo de acero inoxidable forma de espiral con fase 

móvil en su interior, el cual en un extremo se conecta a 

una columna y en el otro a una fuente de gas. Cuando el 
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suministro de gas se acciona, el gas desplaza a la fase 

mdvil, forzdndola por el sistema. 

Existen otras bombas de presión constante en donde 

el pistón se encuentra entre el gas y la fase mOvil. En 

general, _las bombas de volumen constante tienen una 

c4mara de fase mOvil de volumen limitado. Por otra parte 

para una presión constante de la bomba, se pueden 

presentar variaciones en la velocidad de flujo debidas a 

cambios en la composición de la fase móvil, en la 

temperatura, viscosidad, resistencia generada por la 

columna (filtros obstruidos), entre otros factores. 

2. Bombas de flujo constante. De acuerdo al 

tipo de cdmara éstas se pueden subdividir en dos: de 

c~mara reducida (tipo jeringa) y con c~mara de volumen 

infinito (tipo recfproco). 

Estas bombas actuan mediante el movimiento de un 

pistón o dmbolo que es desplazado en forma cont!nua por 

un motor de precisión, comprimiendo el l!quido contenido 

en una cdmara de cierto volumen, el l!quido fluye a 

trav~s de una abertura en la misma c~mara obteniendose 

un flujo de vol~men constante, que puede variar con la 

velocidad de desplazamiento del dmbolo. 

Los tipos de bomba mencionados hasta el momento dan 
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flujos sin pulsaciones debido a su acción tipo jeringa. 

Por otra parte. las c.:.1.maras de volllmen infinito o 

reefproco estén diseñadas para trabajar con uno o más 

pistones ( 13). 

c. ProgramadoTes de· gradientes. Los 

programadores de gradiente pueden o no ser utilizados, 

dependiendo de las caracter!sticas de la muestra a 

separar. Cuando la muestra en estudio es muy compleja, 

la elución con gradiente o programación con gradientes 

puede ser ventajosa y en ocasiones esencial. Algunas de 

las ventajas de la elución con gradiente son los tiempos 

menores de anAlisis, mejor formación del pico, mejor 

limpieza de la columna y mejor reconocimiento de las 

condiciones isocráticas. Los aparatos programadores de 

gradientes se dividen en dos grandes grupos: baja 

presión y alta presión. 

Los aparatos de baja presión constan normalmente de 

una bomba y el mezclado se realiza en la entrada de la 

misma. En general, válvulas de intercambio se usan para 

medir los diferentes porcentajes de las fases móviles 

~ue entran a la bomba con cada golpe. 

Los sistemas de gradiente de alta presión son 

sistemas de bombas binarios o ternarios. donde cada 
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bomba impulsa una fase mdvil diferente. A su vez 

bomba aporta una fraccidn de la velocidad lineal 

flujo, dependiendo de la composición deseada. 

Los sistemas de alta presión son más flexibles, 

reproducibles y permiten un mayor rango en 

cada 

del 

mAs 

la 

composición y selección de la forma del gradiente. Con 

cualquier forma de gradiente que se use es necesario 

siempre asegurar una mezcla adecuada de los solventes. 

Esto lleva a usar algtln tipo de cámara de mezclado (14). 

d. InyectoTes de la muestTa. Los mil todos 

principales por los que se introduce la muestra en una 

cámara de CLAP son dos: éstos pueden ser por medio de 

una v~lvula de inyección o por mdtodos de detención del 

flujo. Los métodos de detención del flujo requieren que 

se interrumpa el flujo de la fase mdvil hacia la columna 

mientras se introduce la muestra a la columna. Luego se 

reinicia el flujo y el proceso de separación comienza. 

Generalmente el m~todo más usado para la introducción de 

la muestra en la columna es por medio de una v4lvula de 

inyección. 

El "loop" de la muestra se saca del flujo cambiando 

la v~lvula a la posición de carga. En esta posición el 
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flujo de la fase mdvil pasa a través de la válvula 

directamente a la columna. Ahora es cuando se introduce 

la muestra al "loop" de la válvula con ayuda de una 

Jeringa. Cuando se cambia la vdlvula con la muestra a Ja 

posicidn de inyección, la fase móvil viaja por el "loop" 

y lleva la muestra hacia la entrada de la columna (13). 

Actualmente la inyección de la muestra puede hacerse 

forma autom~tica. Los inyectores automAticos 

consisten principalmente, de una v~lvula de inyección 

automdtica, un sistema de llenado de la vélvula y un 

control electrdnieo que sirve para controlar funciones 

tales como tiempos de inyeccidn, tiempos de elución, 

velocidades de llenado, n~mero de inyecciones por 

muestra, volumen de inyeccidn, identificación de la 

muestra, lavado de v~lvula y jeringa, inicio de 

inyeccidn para el registro as! como la operación de 

programadores de gradientes o controladores de sistema. 

Existen principalmente tres métodos por medio de los 

cuales los inyectores autom~ticos llenan la vAlvula de 

inyeccidn, estos métodos son: desplazamiento positivo, 

por succidn y con Jeringa. 

Los inyectores autom~tlcos permiten una inyección 

sin atencldn, adem~s de que eliminan algunos errores que 

se presentan en el anAlisis cuantitativo, ocasionado por 
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técnicas de inyección manual. 

e. ColW11na. La columna es la parte esencial del 

sistema de CLAP, puesto que en ella se lleva a cabo la 

separación de los componentes de la mezcla de intert.s. 

B~sicamente las columnas están hechas de un tubo largo 

de material inerte de di~metro pequeño capaz de resistir 

altas presiones. El acero inoxidable es el material m~s 

usado en su fabricacidn, y en algunos casos se ha 

usado vidrio de paredes gruesas, pero presenta el 

inconveniente de no permitir conecciones metal-vidrio a 

altas presiones. 

Por otra parte se prefieren las columnas rectas a 

las de cualquier otra forma. sobre todo porque hay 

cierta pérdida de eficiencia cuando se doblan las 

columnas. Las columnas en forma de ·e· son por lo 

general empleadas cuando se requiere control de 

temperatura. 

Las dimensiones tradicionales de las columnas son: 

10 a 30 cm de longitud y de 2· a 5 mm de dil!metro 

interno, generalmente de acero inoxidable·. o vidr lo. 

Recientemente se han introducido al mercado columnas de 

10 cm de longitud de 5 a 10 mm de di~metro interno, con 

las cuales se obtiene menor calda de presión y tiempos 
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de an~llsis más cortos. Una caracterfstica importante de 

estas columnas es que est~n fabricadas de un material 

fle•lble (polletileno de alta densidad), lo que elimina 

o reduce el efecto de pared, y por estar empacadas p~r 

compresidn radial se obtienen empaques mAs homog~neos. 

Ademds tienen en sus extremos un sistema de distribución 

de la muestra de acero inoxidable, lo que le permite el 

r~parto homogéneo de la misma a todo lo ancho de la 

columna y por lo tanto se obtiene alta reproducibilidad 

en los resultados analfticos. A estas columnas se les ha 

dado el nombre de cartuchos de compresión radial (15). 

f. Detectores. El fin de un detector de CLAP es 

el de monitoraar la composición del l!quido que eluye de 

una columna de cromato9raffa y por lo tanto hacer 

posible un registro de cdmo la composición varfa con el 

tiempo. El detector ideal serla aquel que satisfaciera 

los siguientes requisitos: altamente sensible, estable, 

de lectura contlnua y de respuesta universal. En la 

actualidad no e•iste un detector ideal para CLAP y los 

que hay disponibles sólo son adecuados para ciertas 

apllca~iones en particular. 

Antes de mencionar el funcionamiento de los 

detectores es necesario explicar algunos t~rminos que se 
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usan para describir y comparar a los mismos. Estos 

t~rminos son: el ruido, la deriva y la linealidad. El 

ruido se refiere a la inestabilidad de la llnea basal y 

normalmente se mide en desviaciones porcentuales de una 

escala establecida, también se puede medir en unidades 

absolutas considerando las oscilaciones del registro de 

un pico a otro. Causas mdltiples como impurezas en la 

fase mdvil, tierras mal establecidas, solventes 

inmiscibles o fallas electrónicas entre otras, pueden 

ocasionar el ruido. 

Por otro lado. la deriva se puede describir como el 

movimiento lento hacia arriba o hacia abajo de la l!nea 

basal en un periodo de tiempo considerable. Estos 

generalmente se miden en unidades de cambio por hora v 

seneralmenmte se asocian con cambios de temperatura de 

la fase móvil. Finalmente. se dice que un detector es 

lineal, si la respuesta al~ctrica producida por el mismo 

es directamente proporcional a la masa o concentracidn 

de los componentes que pasan por el detector. 

La linealidad se expresa como una desviación 

porcentual y se define como un rango establecido de 

detección. El rango dinámico de linealidad es otro 

n~mero sin unidades que proporciona informaci6n acerca 

del rango de masa en el cual el detector es lineal. 

56 



Los detectores pueden ser clasificados en dos 

grupos: Los detectores de propiedades generales. los 

cuales miden alguna propiedad f !sica general del eluente 

de la columna, por ejemplo la constante dieldctrica o 

el lndice de refracción. Estos pueden utilizarse para 

una amplia gama de sustancias casi con la misma 

sensibilidad Por lo que se les llama detectores 

universales o no espec!ficos. 

El segundo grupo de detectores son aquellos quo son 

selectivos en su respuesta. Estos son 

propiedades del soluto y funcionan 

detectores de 

midiendo una 

propledad flsica o qufmica del mismo soluto, como la 

absorción ultravioleta. 

A continuación se dan las caracterlsticas m~s 

importantes de los dectores com~nmente utilizados en 

CLAP ( 14). 

1 )Detectores. de absorción (W/Vis}. Estos 

detectores son los de m~s uso en CLAP y responden a 

aquellas sustancias que absorben luz visible o 

ultravioleta. La muestra no resulta alterada por el 

proceso de deteccidn y el intervalo lineal es muy 

amplio. 

A la salida de la columna el haz de luz es enfocado 
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a trav~s de la celda de flujo hacia el sistema de foto

deteccidn. Cuando los solutos que absorben luz se 

encuentran en la fase mdvil. la intensidad de luz que 

llega a la fotocelda se reduce al ser absorbida por 

éstoe, ocasionando un cambio en la señal eldctrica. la 

cual puede ser amplificada e introducida a un 

o sistema de datos. 

registro 

de 

fija 

Hay dos tipos de detectores de luz ultravioleta: 

longitud de onda variable y el de longitud de 

o fotómetro que utiliza filtros para fijar 

longitud de onda a 250 nm. 

el 

onda 

la 

El fotómetro de luz ultravioleta es relativamente 

insensible a cambios de flujo y temperatura, y siempre Y 

cuando el disolvente no absorba en grado apreciable en 

l., long! t\Jd de onda que opera el fotómetro, es muy fl!cil 

efectuar programaciones de fase móvil. 

Los detectores de longitud de onda variable permiten 

una gran flexibilidad para optimizar la longitud de 

onda. Utilizan un monocromador para seleccionar la 

longitud de onda como en un espectrofotómetro. Algunos 

detectores de lonqitud de onda variable permiten obtener 

los espectros de absorción para seleccionar la longitud 

de onda dptima . 
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2) Detectores de !ndlce de refraccl6n. Este 

detector tambidn es conocido como refractómetro 

diferencial. Hide la diferencia entre los !ndices de 

refracción del disolvente puro y de la solución de la 

muestra que sale de la columna. El detector de !ndice de 

refraccidn puede considerarse como universal, pero es 

poco utilizado en CLAP por las siguientes razonss: 

Es menos sensible que los detectores de 

fluorescencia o ultravioleta. 

Es sensible e variaciones de temperatura. 

debido a que el tndice de refracción cambia 

con la temperatura. 

- Tendencia a romperse y sensible a la presión. 

Tambldn la celda de flujo del detector es muy 

fr~gil. 

-No puede usarse normalmente para gradientes. 

Si la composición de la fase móvil cambia, el 

!ndice de refracción tambi~n cambia. 

3) Detector ea de fluorescencia. Estos 

detectores se basan en que cuando una mol~cula absorbe 

energfa, los electrones ocupa un estado de enctgla 

excitado. Esta energfa debe disiparse cuando la molécula 
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regresa a su estado normal o basal. Si le molécula cae 

instantáneamente e su nivel basal con la emisión de 

energfa en forma de luz se dice que fluoresce. Le luz 

emitida es generalmente de baja energfa (mayor longitud 

de onde) que la radiación de excitación. 

La cantidad de fluorescencia o eficiencia (F) se 

puede definir como le relación entre el n~mero de 

fotones emitidos con el n~mero de fotones absorbidos. oe 

tal manera que la eficiencia F tiene un valor máximo de 

1. 

Las ventajas més grandes de la fluorescencia son la 

sensibilidad y la selectividad. se trata de una tdcnica 

muy poderosa cuando se realizan an4lisis de sustancias 

que existen en muy pequeña' cantidad (trazas). 

En la actualidad, el detector más sensible de que se 

dispone es el de fluorescencia. Existen dos diseños 

básicos de éstos, los llamados fluorómetros de filtros, 

que emplean filtros para seleccionar la radiació·n de 

exitación y le de emisión, y los espectrofluor6metros 

que emplean monocromadores. Ambos equipos rinden buenos 

,. esul ta dos. 

g. 

Uquidos 

Andlisis cualitativo. La cromatogref la 

es una t~cnica de separación Y no 
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identificación, generalmente para la identificación de 

alg~n compuesto se requiere el uso de otras técnicas más 

certeras. ya que esta tdcnica puede efectuar una 

identificación comparando los tiempos de retención de la 

sustancias por identificar, con los tiempos de retencidn 

de suotanclae patrones. pero esto no es suficiente para 

identificar sustancias desconocidas. para ello se 

requiere el uso de tdcnicas mas acertadas como lo es la 

espeetrometrfa de absorción de masas, infrarrojo, 

resonancia magndtica nuclear, etc. 

h. An.tlisis cuantitativo. CLAP es una técnica 

muy eficaz para realizar un an~lisis cuantitativo 

confiable y reproducible de la sustancia de interds. 

Existen diversos mdtodos manuales para determinar el 

Area, la altura y anchura de los picos obtenidos en los 

cromatogramas, pero los integradores electrdnicos 

proporcionan resultados con una mayor precisión, además 

de que ahorran tiempo al analista. 

También se emplean sistemas de computación, muchos 

de estos instrumentos son capaces de presentar 

directamente resultados y datos completos del anAtisis 

tales como, tiempos de retencidn, altura y ancho del 

pico, ~reas, concentración, porcentaje de composición, 

61 



etc. 

i. Hdtodos cuantitativos de la composición. Una 

vez que se ha comprobado que existe una respuesta lineal 

del pico para el analito deseado se puede usar un 

est~ndar interno o un est4ndar externo 

cuantificación (16). 

para su 

1) Est4ndar eMterno. En el método de est6ndar 

externo se inyectan por separado el est~ndar y la 

muestra, haciendo una comparación de Ja respuesta del 

pico entre la muestra y el estdndar. Cuando se usa este 

mdtodo se requiere un control preciso en el volumen de 

inyeccidn las principales ventajas de este método ·son: 

a) Simplicidad en la preparación de las 

muestras. 

b) Evita l~ bdsqueda de un estándar interno 

estable. 

c) Elimina los problemas ocasionados por el uso 

de un·estdndar interno y productos de 

degradación desconocidos. 

El estdndar externo debe tener una concentración 

similar o ligeramente mayor que la solución problema. 

esto puede asegurar que la respuesta del pico sea 

comparable, adem4s de que elimina errores en la 



\ 

medición. 

Una vez que se obtiene la respuesta de la solución 

estdndar y la muestra. la cantidad de analito contenido 

en la muestra se puede calcular como: 

Rx mues O mues 
Wx mues • ----------- X Wx est. X --------

Donde: 

Rx est. D est. 

Wx = Peso molecular del analito x 

Rx = Respuesta del pico del analito 

Dmues= Dilución de la muestra (ml) 

Dest.= Dilución del esténdar (ml) 

2) EstAndar interno. El analito interno es una 

sustancia adicionada (en cantidad conocida) a la muestra 

que se desea analizar. Consiste en comprobar la rela,ción 

obtenida entre las ~reas del compuesto problema y del 

est~ndar interno. Se efectóa asl la lectura de la 

composición de la muestra en la gráfica de calibración 

que se obtiene en las diversas concentraciones. El uso 

del estándar interno puede tener desventajas en el 

estudio de estabilidad, por ejemplo, el desarrollo de 

productos de degradación que co-eluyan con el estándar 
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interno. 

El estándar interno debe ser similar al compuesto 

analizado, estar presente en concentraciones similares, 

tener un tiempo de retención cercano al compuesto 

problema, pero no interferir con ~l. 

Este mdtodo tiene la ventaja de eliminar errores 

debidos al volumen de inyeccldn y variaciones del 

equipo, 

problema 

puesto que el est~ndar interno 

se anallzan bajo las mlsmas 

operaci6n. 
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D. VAl..IDACION ~ ~ ANA!.ITICQS 

1 .Qeflnlcloneg 

La valldacidn do un método analftico se defino como 

el proceso por el cual queda establecido, por estudios 

de laboratorio que la capacidad de un método satisface 

los requisitos para las aplicaciones analfticas deseadas 

(17, 18, 19, 20) 

En la aplicación de los criterios de evaluación de 

un m•todo analtico prevalecer! ante todo la experiencia 

y el criterio de la persona que lleva a cabo la 

validación. 

a. Linealidad: La linealidad de un sistema o 

método anal!tico es su habilidad para asegurar que los 

resultados anal!ticos los cuales pueden ser obtenidos 

directamente o por medio de una transformacidn 

matamdtica bien definida, son 

coneentracidn de la sustancia 

determinado. 

proporcionales 

dentro de un 

a la 

rango 

b. Rango: El rango de un método analftico es el 

inervalo entre los niveles inferior y superior de la 
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sustancia (incluyendo estos niveles), el cual se ha 

demostrado que es preciso, exacto y lineal utilizando el 

método descrito. 

c. Exactitud: La exactitud de un 

analltico es la concordancia entre el valor obtenido 

experimentalmente y el valor de referencia. 

Se expresa como el porciento de recobro obtenido del 

andlisis de muestras a las que se les ha adicionado 

cantidades conocidas de la sustancia. 

d. Precisión: La precisión de un ·método 

analltico es el grado de concordancia entre los 

resultados anallticos individuales cuando el 

procedimiento se aplica repetidamente a diferentes 

muestras de una mezcla homog~nea del producto. 

Usualmente se expresa en tdrminos de desviaciOn est•ndar 
o de coeficiente de variacidn. 

La precisidn es una medida del grado 

reproducibilidad y/o repetibilidad del m~todo anal!tico 

bajo las condiciones normales de operacidne 

1) Repetlbilldad: Es la precisión de un m~todo 

analf tico expresada como la concordancia obtenida entre 

determinaciones independientes realizadas por un solo 
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analista usando los mismos aparatos y tdcnicas. 

2) Roproducibilidad: Es la precisión de un 

mdtodo anal!tico expresada como la concordancia obtenida 

entre determinaciones independientes. realizadas por 

diferentes analistas. en diferentes d!as, en el mismo 

y/o en diferentes laboratorios utilizando el mismo y/o 

diferente equipo. 

e. Lf1tite de detección: Es la 

concentraeidn de una sustancia en una muestra la 

mlnima 

cual 

puede ser 

cuantificada, 

establecidas. 

f. 

detectada, 

bajo las 

pero no 

condiciones 

necesariamente 

de operación 

L1mlte de cuantificación: Es la menor 

eoneentraeldn de una sustancia en una muestra que puede 

ser determinada con preclsidn y exactitud aceptables 

bajo las condiciones de operación establecidas. 

g. Especificidad: Es la medida del grado de 

interferencia (o ausencia de), en el an~lisis de mezclas 

complejas. 

Es la habilidad de un método analftico para obtener 
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una respuesta debida ~nicamente a la sustancia de 

interds y no a otros componentes de la muestra. 

h. 

analftico 

resultados 

Tolerancia: La tolerancia de un 

es el grado de reproducibilidad 

anal!ticos obtenidos por el análisis 

método 

de los 

de la 

misma muestra bajo modificaciones de las condiciones 

normales de operación? tales como diferentes 

temperaturas, lotes de reactivos, columnas, sistemas de 

elución, tipos de empaque, condiciones ambientales, etc. 

i. e.,tabilidad da la muestra anaUtica: Es la 

propiedad de una muestra preparada para su 

cuantificación, de conservar su integridad fisicoqulmica 

y la concentración de la sustancia de interés, despuds 

de almacenarse durante un tiempo determinado bajo 

condicionos espoclficas. 
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: 
i PARAMETRO 
l 
1 

I 
A 

HETOOO 

II I\/ 
III 

B e o .,..,,...,,,..,.,...,,,,,..,.,,....,..,. ___ , ___ , ___ , ___ , ___ , ___ , 
lLINEALIOAO Yl 
lPRECISION l 
lDEL SISTEMA l * * * * * * 
•. • 1 1 ' 1 1 1 

1 ·---·---·---•---•---•---· : LIMITE DE : : : : : : 1 
: OETECCION : : * : : * : : : 
1 ' 1 1 ' 1 1 1 

1 ·---•----•---•---•---·---· :LIMITE DE : 1 : : : : : 
: CUANTIFICAC • : : * 1 : * 1 : : 
1 1 1 1 1 1 1 1 

1 ·---•---·---·---•---•---· :EXACTITUD Y : : : : 1 : : 
:REPETIBILIDAD * t * 1 * 1 * 1 * : * : 
IAL 100'° : l : : : : : 
' 1 1 1 1 1 1 • 

1 ·---·---•---•---•---•---· :LINEALIDAD 1 : 1 : 1 1 1 
: DEL HETODO 1 * : * : * 1 * 1 * 1 * 1 
1 t 1 1 1 1 1 t 

1 • ---' ---• ---• ---·---•---· IPRECISION 1 1 1 1 I : : 
IDEL HETODO 1 * : * 1 * 1 * I I * : 
1 1 - 1 1 1 1 1 1 

1 ·---·---•---•---•---•---· :esPECIFICIOAD : : : : : : 
:ce.CALIDAD) : * : * : * : * : * : * : 
• 1 1 1 1 1 1 t 

1 •---•---•---•---•---•---· : ESPECIFICIDAD 1 : : : 1 1 
IESTABILIOAO 1 1 * : * : 1 1 : 
1 1 1 1 1 1 f 1 

1 ·---•---•---•---•---•---· ITOLERANCIA : 1 1 : 1 I 1 
1 DEL SISTEMA 1 1 * 1 * 1 * 1 1 * : 
t ' 1 1 • 1 ' 1 

1 •---·---•---•---•---•---· :ESTABILIDAD 1 1 1 1 1 1 f 
!DE LA HUESTR~ * ! * ! * : * : : ! 
1 ·---•---•---•---•---•---· 

TABLA II. Par~metros m!nimos para validar 
anallticos (17,19). 
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Donde: 

I: Control de calidad 

II: Indicadores de estabilidad 

III:Biodisponibilidad 

IV: Revalidación del método 

A: Bajas concentraciones 

B: Altas concentraciones 

c: Sin cambio en condiciones de operación 

D: Con cambio en condiciones de operación 

3.!Uuii2 §Xp!!rl!!!!Dtnl l!llJ'.A l:4s1a. llJl2 !flt l2!l Pl!TdntTO!F 11. 

llAllaL 

a. Linealidad del sistatN1. La linealidad del 

sistema se determina construyendo una curva da 

calibración (concentración Vs. respuesta medida) de una 

misma solucidn est4ndar utilizando cuando menos cinco 

nivelas de concentración y haciendo anAlisis por 

triplicado para cada uno de los niveles establecidos: al 

nivel central debe corresponder al 100% da la 

concentracidn esperada. 

Con los resultados obtenidos se deberd elaborar una 

curva y calcular los siguientes par~metros: 

Media (X) desviación estándard (DE), coeficiente de 
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variaci6n (CV), coeficiente de correlación lineal (r) y 
2 

error estdndar de correlación (r ). 

1) Criterio 

CV ,< 1.5'1> 

r 9 0.99'1> 

2 
r )¡ 0.98% 

NOTA• Para mdtodos microbiológicos r q 0.96'1> 

b. Precisidn del sistema. Se determina por el 

an4lis1s sextuplicado de una misma solución estdndar 

correspondiente al 100% establecido en la linealidad del 

sistema. 

Con los datos obtenidos calcular media, desviación 

estdndar y coeficiente de variación. 

1) Criterio: 

Nota• Para mdtodos microbiológicos cv ~ 3'1> 

c. Linealidad del adtodo. Se determina con 

placebos adicionados al principio activo (placebos 
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cargados). cada uno de manera independiente. se realiza 

con cinco niveles de concentración haciendo anAlisis por 

triplicado para cada uno de los niveles establecidos. 

Las concentraciones de los placebos cargados deben 

ser las adecuadas para que utilizando el m~todo 

propuesto. las concentraciones de las soluciones finales 

a analizar estén dentro del intervalo de la linealidad 

del sistema, incluyendo siempre el nivel central 

correspondiente al 100%. 

La amplitud del estudio depender~ del uso y 

aplicaciones del m~todo (control de calidad y'o 

indicativo de estabilidad, etc.) y deber~ llevarse a 

cabo por un mismo analista en las mismas condiciones de 

operaci6n. 

Con los datos obtenidos calcular: 

Media. desvlació.n estándar. coeficiente de 

variación, pendiente (m), ordenada al origen (b), 

coeficiente de correlacidn lineal. error experimental de 

regresidn y sensitividad. También construir la curva 

(cantidad adicionada Vs cantidad recuperada) y calcular 

la ecuación de la recta que indique un modelo lineal. 
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m • 1.0 

r >, 0.99% 

2 
r >, 0.96% 

El eoef ic lente de variación y el porciento 

recuperado depende del tipo de mdtodo, forma 

farmac~utica y concentración del activo en la muestra, 

corno se observa en la tabla III. 

HE TODO PROMEDIO DE cv 
RECOBRO 

Cromatogrllficos 96 - 102% ,< 2% 

Tritrimdtricos 96 - 102% ,< 2% 

Qufmicos y Espec- 97 - 103% ,< 3% 
trofotomdtricos 
Hicrobioldgicos 95 - 105% ,< 5% 

TABLA III. Valores de CV y por ciento de 
recobro a considerar para la linealidad del 
método e 17,16 ). 

Notas: En métodos de cuantificación de fllrmacos en 

fluidos bioldsicos, la amplitud del estudio dependerA de 

las cantidades mfnima y mA•ima esperadas. 

Para suspensiones y semisdlidos se acepta 

una ampliacidn del 1%. 
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d. Exactitud del •dtodo.Se debe cuando menos 

analizar seis placebos adicionados con el 100% del 

principio activo, de manera independiente, por el mismo 

analista y en las mismas condiciones de operación. 

Otro diseño experimental es por medio de la 

determinación de placebos cargados, evaluando cinco 

niveles, esto se puede evaluar directamente de los 

resultados de la linealidad del mdtodo cuando se hace un 

an~lisis por quintuplicado para cada nivel. 

Con los resultados obtenidos calcular: 

Media, desviación .estdndar, coeflciente de 

variación e intervalo de confianza (IC). 

1)Criterio 

El IC para la media debe incluir el 100%. 

El porciento recuperado y el CV deberán cumplir con 

los criterios establecidos en la linealidad del mdtodo 

( tab. III). 

e. Precisión del mdtodo e reproducibiliclad). 

Este estudio se debe llevar a cabo cuando menos por dos 

analistas los cuales deben realizar en un d!a el 

an~lisis por triplicado al 100% de la concentración y en 

otro dla repetir el an~lisis de la muestra .Por 
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triplicado. Se deberd trabajar de manera independiente 

partiendo de una mezcla homogdnea del producto cercano 

al 100- da la concentración teórica. 

La evaluación de la reproducibilidad se hace con 

respecto a una tabla de andlisis de varianza (ANADEVA), 

la cual nos indica la fuente de variacidn que influye en 

la obtención de los resultados. 

1) Criterio 

El coeficiente de variación total debe cumplir con 

los fines para los cuales el mdtodo serd utilizado. Los 

valores para CV se muestran en la tabla IV. 

HETODO C V 

Cromatogrdficos ~ 2 % 

Qufmicos y ,,;. 3 % 
Espectrofotomdtricos 
Tritrimdtricos $ 3 % 

Microbiológicos ,,;. 5 % 

TABLA IV. Valores de CV para evaluar 
la precisión del método (12, 18). 

Criterio para F calculada (Fcal) 
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El modelo para el an~lisis de varianza es: 

YklJ • H + Ak + Bl + (AB)kl + EJ(kl) 

El criterio de aceptación se muestra en la tabla V. 

F.V g.l se M.C Fcal Fteórica 

Ak a-1 SCA SCA/glA CMA/CME F de tablas 
para.::X..0.05 

Bkl b-1 sea SC8/gl8 CMB/CME g.l·=l,8 

ABkl ab-a-b+l SCAB SCAB/glAB CMAB/CME 

EJ( kl) abr-ab SCE SCE/glE 

TABLA V. Tabla de an~lisis de varianza 

Este es el modelo para un an~lisis de varianza con 

dos variables (analista y d!a), empleando un sistema 

completamente al azar con· factores independientes o 

cruzados. 

f. Especificidad. El par~metro de especificidad 

se realiza dependiendo del tipo de m~todo (control de 

calidad o indicativo de estabilidad). 

1) Hétodos de control de calidad. Con el 

mdtodo propuesto: 

- Analizar placebos del producto. 
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Identificar la respuesta del(los) activo( s ), 

excipientes en caso de tenerla, y de otras sustancias 

auxiliares 

- Confirmar que el mdtodo desarrollado sea capaz de 

separar la sustancia de interds de cualquier interferen

cia presente. 

2) H6todos indicativos de estabilidad. Se 

sugieren los siguientes mdtodos para degradar la 

sustancia. El analista que realice el estudio deberA 

escoger aquel que de acuerdo a las propiedades 

fisicoqulmicas del compuesto sea el Más adecuado u otro 

si asl lo considera pertinente. 

Colocar la sustancia de interds, el placebo y 

muestras del lote del producto en un horno a 70° e, 12o" C 

o a 20ºC menos que el punto de fusión de la sustancia de 

interds durante un apropiado n~mero de dlas (2 a 4 

semanas). 

Exponer la sustancia de interés, el placebo y 

muestras del lote del producto a la luz UV o a la luz 

fluorescente y\o humedad. 

Si es necesario hacer soluciones de la sustancia 

de inter~s ajustando el pH a 1-2 y\o a 10-12 y 

colocarlas a 60ºC-800C durante 2-4 semanas. 
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Si se trata de formas farmacduticas liquidas o 

semisdlidas pueden degradarse por o•idación (con 

perd•ido de hidrógeno) y permanecer de 2-4 semanas a 

temperatura ambiente Y'º por hidrólisis (pH 1-2 y 10-

12), colocando las muestras a 60°c-eo0 e durante 2-4 

semanas (18, 21). 

Checar 

e productos de 

la aparicidn de sustancias 

degradación) utilizando 

relacionadas 

cuando menos 

cualquiera de las tdcnicas cromatogrAficas siguientes: 

Cromatografia de lfquidos de alta presión, cromatograf1a 

de gases y/o cromatograffa en capa fina. 

Notas:* Se sugiere que la degradación sea tal que la 

concentración de la sustancia en estudio sea disminuida 

de 10 a 25% con respecto a la original. 

* cuando el pH de las muestras es cambiado. éste 

debe ser ajustado siempre al pH normal de la muestra 

antes del análisis o al menos ~ue se demuestre que el 

an~lisis no es dependiente del pH. 

3)Criterio 

-verificar que los productos de degradacidn puedan 

ser separados de la sustancia de interds utilizando el 

mdtodo desarrollado (interferencia no mayor del 2%). 
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-Ajustar las condiciones de operafSfi PªJª obtener t .,..r 

la m<lxima resolución. [SIS HO LE§~ 
SAi IR ru: 1 .a 1m11 u:r ·• 

-De no ser as! optimizar el méto~ o ~esMol~fWA 
otro. 

g. Estabilidad de la muestra anal!tica. se 

determina mediante ia comparaci6n de los resultados de 

los an~lisis iniciales de tres muestras con los 

obtenidos de las mismas muestras despu~s de permanecer 

en un tiempo determinado en diferentes condiciones. 

Almacenar las muestras analizadas bajo diferentes 

condiciones (temperatura ambiente, refrigeracidn, luz, 

etc.) durante un tiempo preestablecido por el analista, 

dependiendo de las propiedades fisicoqu!micas de la 

sustancia. Reanalizarlas bajo las mismas condiciones de 

operaci6n utilizando una solución de referencia 

recientemente preparada, para cada tiempo, de acuerdo a 

lo establecido para cada método anaUtico. La 

determinacidn debe ser efectuada por un mismo analista. 

1) Criterio 

La muestra es estable si el intervalo de confianza 

para ia diferencia de ia media con respecto a la media 

del an4lisis inicial incluye el valor de coro y\o la 
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magnitud del efecto no excede los 

establecidos en la tabla VI. 

ME TODO PORCENTAJE 

Cromatográficos .:t 2 % 

Tritrimétricos .:. 2 % 
Qufmicos y 
Espectrofotométricos ..:t 3 % 

Microbioldgicos .:t 5 % 

TABLA VI. Valores del coeficiente de 
variacidn para evaluar la estabilidad 
de la muestra analftlca (17). 
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II. ~~PROO!..EHA 

Tanto la cianocobalamina (vitamina 812) como la 

hidroxocobalamina (vitamina B12a) pertenecen a las 

cobalaminas, un grupo de principios activos ampliamente 

eneontTados en la naturaleza. Las diferentes cobalaminas 

muestran relativamente una estructura b~sica uniforme y 

difieren sdlo por ligeras modificaciones en la molécula. 

Los espectros de absorcidn de todas las cobalaminas 

son muy similares con respecto a la poslcl~n de los 

m~ximos. En apariencia todas son rojo obscuro, el méxlmo 

de la hidroxocobalamina es de 351 nm. éste difiere del 

méximo de cianocobalamina (361 nm.) por. 10 nm. (S). 

Debido a estas caracterfsticas y a sus propiedades 

de solubilidad entre otras, resulta diffcil separar y 

cuantificar ambas vitaminas por mdtodos sencillos. 

A veces la necesidad de reformular formas 

farmac~uticas para mejorar su calidad, es necesario 

desarrollar m~todos analfticos alternativos, que sean 

mds confiables y ahorren tiempo a la industria. 

Actualmente la cianocobalamina e hidroxocobalamina 

contenidas en una solución inyectable en reformulación 

se cuantifican por Cromatograffa de L!quidos en Columna, 

lo cual requiere de un tiempo largo de andlisis, por lo 
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que la Cromatograffa de L!quidos de Alta Presión es una 

alternativa para separar ambas vitaminas en el menor 

tiempo posible y con gran confiabilidad en los 

resultados; la validación de este método nos permitirA 

comprobar si cumple con los requisitos para las 

aplicaciones anallticas deseadas. 
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I II. 08.JEIIVQS 

A. 08.JEIIVO ~ 

Desarrollar y validar un mdtodo analftico para la 

euantlflcacldn de ciar1ocobalamina e hidroxocobalamina en 

solucldn inyectable. 

B. QB3EJiyos EspECIFICQS 

1. Diseñar un m~todo analftico para control de 

calidad por Cromatograffa de Lfquidos do Alta Presión 

para cuantificar cianocobalamina e hidroxocobalamina en 

una solución inyectable. 

2. Validar el mdtodo desarrollado mediante los 

siguientes par~metros: 

a) Especificidad. 

b) Linealidad. 

e) Exactitud •. 

d) Repetibllidad. 

e) Reproducibilidad. 

f) Estabilidad de la muestra analltica. 
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Y. KETODQLOGIA 

1.Hatorlal 

-Hatraz volumétrico 50 ml Blau Brand y Pyrex 

-:Hatraz volumétrico 25 ml Blau Brand y Pyre>e 

-Hatraz Erlenmeyer 50 ml PyYeM 

-Hatraz EYlenmeyer 500 ml Pyrex 

-Pipeta voluml!tYica ml Pyrex 

-Pipeta gyaduada 10 ml py,-e• 

-ve.sos de precipitados 100 ml Pyrex 

-vasos de precipitados 1000 ml Pyrex 

-PYobeta graduada 100 ml P')"Te>C 

-Probeta graduada 250 ml Pyrex 

-Hicr ojer inga 25 mcl Hamilton 

-JeYinga hipodérmica 10 ml Kloehn 

-Navecilla s paya pesar 

-Filtros Hile• 

-EspAtulas 
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2. Esll.1l?2 

-Balanza anal!tica Mettler AM180 

-Parrilla de agitación y calentamiento Lindberg 

-Equipo de clarificación de solventes Millipore 

-cromatógrafo de lfquidos Millipore (waters) 

-Bomba 

-Inyector 

-Columna Novapak C18 3.9x150 mm 

-Detector 

-Módulo de interface 

-Fuente de poder 

-computadora (P.C) 

-Impresora 

3. Reactivas X. GJ,yentes 

Millipore (Waters 510) 

Millipore (Waters) 

Millipore (Waters) 

Millipore Lamda Max481 

Mil lipore 

Topaz micro UPS 

Nec 

Nec 

-Vitamina B12 (cianocobalamina) Esténdar de referencia. 

-Vitamina 812 (cianocobalamina) Materia prima. 

-Hidroxocobalamina Esténdar de referencia. 

-Hidroxocobalamina Materia prima. 

-Acido clorhfdrico G.R. 

-Hidróxido de sodio G.R. 

-Peróxido de hidrógeno G.R. 
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-Reactivo pie B6 

-Hetanol HPLC 

-Agua HPLC 

-Placebo 

-Placebo eaygado 
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4.~ 

NOTA• 

Proteger 

cianocobalamina 

VALORACION DE CIANOCOBALAHINA E 

HIDROXOCOBALAHINA ACETATO - CLAP 

de la 

e 

luz la solución 

hidroxocobalamina 

est<lndar 

acetato y 

solución problema. 

de 

la 

a. Fase m6v11: Preparar una mezcla de 

metanol:agua grado CLAP (25:75), edicionar reactivo Pie 

86, mezclar y degesificar. 

b. Condiciones cr011atogydficas: 

Columna: Novapack C18 de 3.9 mm de diámetro 

por 15 cm de longitud. 

Detector: 

Flujo: 

Volumen de inyeccidn: 

280 nm. 

1 ml,min. 

20 mcl. 

c. Solucldn estAndar de cianocobal .. ina e 

hidroxocobalaaina acetato: Transferir alrededor de 25 

mg. de cianocobalamina est<lndar de· referencia y 26.1 mg. 
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de hidroxocobalamlna acetato estAndar de referencia a un 

matraz aforado de 50 ml., agregar aproximadamente 25 ml. 

de agua y agitar hasta disolver, diluir y aforar con 

agua. Transferir 1 ml. a un matraz aforado de 25 ml, 

diluir y aforar con fase mdvil. Filtrar a través de 

filtro milex o equivalente. 

d. Solución proble•a= Transferir ml de 

solucidn inyectable de cianocobalamina e 

hidroxocobalamina acetato a un matraz aforado de 25 ml 

diluir y aforar con fase mdvil. Filtrar a través de 

filro milex o equivalente. 

e. Proeecli•iento: Inyectar en el cromatógrafo 

de lfquidos seis veces la solución estdndar y calcular 

el coeficiente da variacidn de la respuesta obtenida 

para uno de los picos. si el coeficiente de variacidn 

es menor de 1.5%, inyectar la solucidn problema Por 

duplicado, en caso contrario, dejar equilibrar el 

sistema 15 minutos m~s y repetir las seis inyecciones de 

la solucidn csténdar y el cdlculo del coeficiente de 

variación. Si se cumple el criterio para el coeficiente 

de variación inyectar la solución problema. 
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B. EYAL\IACION ~ ™™ 

1. Lineolidgd ~ sistega: Para evaluar este 

pardmetro se preparó por separado una solución patrdn de 

clanocobalamlna a una eoncentracidn de 6.250 mg,ml y una 

solución de hidroxocobalamina acetato a una 

concentración de 6.525 mg\ml. 

Oe estas soluciones se realizaron diluciones para 

obtener cinco niveles de concentración de cada una. los 

cuales van del 50 al 150%. 

a. Procedimiento: En metraces volumétricos de 

50 ml. se adicionaron las siguientes allcuotas: 2, 3, 4, 

y 5 ml y en un matraz volum~trico de 25 ml se adicionó 

tambi<!n una alícuota de 3ml de las soluciones 

preparadas, posteriormente se diluyeron hasta el aforo 

con agua destilada. De cada una de estas soluciones se 

tomd una al!cuota de 1 ml, se adicionó por separado en 

un matraz volum~trico de 25 ml. y se aforó al volumen 

con fase mdvil para obtener los niveles de concentración 

del 50, 75, 100, 125 y 150% respectivamente, se filtrd y 

se inyectaron 20 mcl al cromatÓgrafo de lfquidos con 

ayuda de la microJerlnga. 
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Nota: - Las alícuotas se toman con pipetas volumétricas. 

- Todas las solucione~ se efectdan al abrigo de la 

luz. 

2. Ptoeloldn ~ sistema: Para evaluar este 

pardmetro se prepararon seis muestras ·de cianocobalamina 

y seis muestras do hidroxocobalamina acetato de la misma 

forma que ·se hizo para el nivel del 100% de la 

linealidad del sistema. 

C. EVAL!JACIOH l1tl.. !1lill!QQ. ANALIIICO 

1. Linealidad sflU. ~: Para la determinación de 

este pardmetro se prepararon por triplicado cinco 

niveles do concentración (del 50 al 150%) de placebo 

cargado con el principio activo a determinar 

(cianocobalsmina o hidroxocobalamina acetato). 

a. Procedimiento: Para evaluar la linealidad 

del mdtodo en cada uno de los principios activos. se 

prepararon por separado las soluciones patrdn de 

cianocobalamina e hidroxocobalamina a la misma 

concentración que en la linealidad del sistema. 

Por otra parte se prepararon 50 ml. de placebo al 
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100% para cada principio activo (el placebo para 

cianocobalamina incluye hidroxocobalamina al 100' y 

viceversa). 

En matraces volum~tricos de 50 ml. se adicionaron 

las siguientes alfcuotas: 2, 3, 4 y 5 ml y en un matraz 

de 25 ml se adicionó una al!cuota de 3 ml de la solución 

patrdn. pos~eriormente se aforó al volumen con agua y se 

adicionó 1 ml de cada solución a matraces volumétricos 

de 25 ml, adicionando a cada uno l ml de placebo para 

después aforar con fase móvil obteniendo los niveles de 

concentración de 50, 75, 100, 125 Y 150% 

respectivamente. 

Por ~ltimo, estas soluciones fueron filtradas y 

se inyectaron 20 mcl al cromatógrafo de llquidos con 

ayuda de la microjeringa. 

Nota: -Todas las soluciones se efectuaron al abrigo de 

la luz. 

-Las allcuotas son tomadas con pipetas 

volum~tricas. 

2. exactitud sl2.l. ~: Para evaluar la exactitud 

al 100% de cada uno de los principios activos, se 

prepararon placebos cargados a un solo nivel de 
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concentracidn por sextuplicado. 

Las seis muestras se prepararon como se hizo en el 

100% de la linealidad del método. 

3. Pr99iai6n (reproclucibllis!odl: Para determinar la 

reproduclbllidad, el m~todo se desarrolló por dos 

analistas en dos dfas diferentes de la siguiente manera: 

a. En el primer d!a cada analista prepara tres 

muestras de la solución inyectable de cianocobalamina e 

hidroxocobalamina acetato como producto terminado y las 

analiza con el método propuesto. 

b. En el segundo d!a se preparan otras tres muestras 

de la solución inyectable y se analizan con el método 

propuesto. 

4. Est11bllidld d!t lA. llllWl!.J:A. onalltico: Para 

determinar lo estabilidad de la muestra se prepararon 

seis placebos cargados al 100%, estas muestras se 

prepararon de la misma manera que para exactitud. 

Una vez que fueron analizadas las muestras, se 

registraron los resultados y fueron almacenadas a 

temperatura 

reanalizadas 

ambiente y refrigeración para ser 

despu~s de 24 y 72 horas. (las muestras 

fueron preparadas y almacenadas al abrigo de la luz). 
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5. Espec;ifJcicSad: Para determinar la especificidad 

del método para cianocob~lamina e hidroxocobalamina 

acetato se compararon resultados de muestras al 100% de 

placebo, estándar y placebo cargado. 
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1. 

VI. RESULTADOS 

A. LINEALIPAP ~ ~ 

CiaDOQ2boJamina 

Cantidad adicionada Respuesta 
mcg/ial A8C 

10.00 1033$1.06 

10.00 105056.06 

lú.00 103770.76 

15.00 155467.66 

15.00 156022.66 

15.00 157436.67 

20.00 208967.63 

20.00 210678.01 

20.00 211900.92 

25.00 263309.00 

25.00 263106.76 

25.00 261092.69 

30.00 313933.36 

30.00 316892.59 

30.00 314645.15 

TABLA VII. Resultados de linealidad del 
sistema para clanocobalamina. 
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0.9998 

0.9996 

8.8914 X 

0.15 % 
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"" 
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o 
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Figuira 4. Gnlfice de linealidad del sist.ema 
para eianocobalamina. 

a. Criterio: 
2 

0 .. 99, r 0.98 y CV < 1.5%, por lo tanto se 

cumple con los requisitos pdra la linealidad del 

sistema, es decir. existe una relación lineal entre la 
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cantidad de fármaco adicionaoa y la respuesta obtenida. 

2. Hldroxocobalomina 

cantidad adicionada 
mcg/Ml 

10.44 

10.44 

10.44 

15.66 

15.66 

15.66 

20.86 

20.00 

20.00 

26.10 

26.10 

26.10 

31.32 

31.32 

31.32 

Respuesta 
ABC 

125034.51 

127446.46 

125268.36 

189674.60 

186452.98 

189504.22 

250938.72 

252165.60 

252830.66 

314981.67 

315991.87 

312061.47 

375248.70 

380551.96 

377253.93 

TABLA VIII. Resultados de linealidad del 
sistema para hidroxocobalamina. 
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Figura 5. Grdfica de linealidad del sistema 
para hidroxocobalamina. 

a. Criterio: 
2 

r > 0.99, r > 0.98 y CV 1.5~, por lo tanto se cumple 

con los requisitos para la linelaidad del sistema. 
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,. 

B. PBECISION ~ lUfil™-

l. clonoeobolamina 

Cantidad adicinada 
mcgl•l 

20.00 

20.00 

20.00 

20.00 

20.00 

20.00 

Respuesta 
ABC 

206467.63 

210676.01 

211900 .92 

206655.50 

213745.64 

212561.40 

TABLA IX. Resultados de precisión del 
sistema para la eianocobalamina. 

y = 211151.55 
11 

SY • 2.6759 X 10 

ev = o.9327 % 

a. Criterio 

Puesto que CV < 1.5~. el sistema se considera preciso. 
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2. Hidroxocol>olaaino 

cantidad adicionada Respu-to 
mcg/•l ABC· 

20.66 250936.72 

20.66 252165.60 

20.66 252630.66 

20.66 249649.26 

20.66 255664.51 

20.66 254260.02 

TABLA X. Resultados de precisión del 
sistema para hidroxocobalamina. 

-:¡ 252661 • 465 
11 

SY 36305 X 10 

cv = 0.66 "' 

a. criterio 

Puesto que CV 1.5%, el sistema se considera 

preciso. 

100 



C. LINEAl...IC!AO w;i,._ ~ 

1. Clonocob!ilomina 

cantidad adicionada 
lllC9/•l 

10.00 

10.00 

10.00 

15.00 

15.00 

15.00 

20.00 

20.00 

20.00 

25.00 

25.00 

25.00 

30.00 

30.00 

30.00 

Cantidad rocuperodo 
mcg/ml 

10 .45 

9.98 

10.01 

15.02 

15.15 

15.26 

20.13 

20.13 

20.11 

25.39 

25.17 

25.45 

30.21 

30.19 

30.46 

TABLA XI. Resultados de linealidad del método 
para cianocobalamina. 
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b = o .02 

m e 1.0093 

r = 0.9998 
2 

= 0.9996 

ECUACIOH DE LA RECTA 

Y 1.0093X + 0.02 

811 
Qmt. Recuperada (mcg/ml) 

10 '1& 20 25 ., 

Ollntldad Adleloneda (mcg/ml) 

Figura 6. Gr~fica de linealidad del método 
para cianocobalamina. 
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a. Evaluacidn de la ordonada. 

Hipdtesis planteada 

Ho b = O 

Ha b #' O 

Sy/x • O .1425 
2 

S(Xi-X) • 750 

t cale • 0.1611 

t tab = 2 .16 

re (-0.2344 < b < o.2774 > 

1) Criterio 

t cale t tab 

o .1e11 2 .16 

Por lo tanto se acepta la hipótesis nula y se considera 

que el mdtodo posee una ordenada al origen igual a cero. 
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b. Evaluacidn de la pendiente. 

$Y/X = 0.1510 

$ X = 7 .071 

t cale= 1.60 

t tab. 2 .16 

Hipdtesis planteada 

Ho: m 

Ha: m .;. 1 

1) Criterio: 

t cale 

1.60 

t tab. 

2.16 

Por lo tanto se acepta la hipótesis y se considera 

que el m~todo posee una pendiente igual a •uno·~ 
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2. Hldrpxocobalamina 

cantidad adicionada 
11eg/ml 

10.44 

10.44 

10.44 

15.66 

15.66 

15.66 

20.66 

20.66 

20.66 

26.10 

26.10 

26.10 

31.32 

31.32 

31.32 

Cantidad recuperada 
mcg/ml 

10.44 

10.53 

10.44 

15.71 

15.71 

15.65 

20.61 

20.65 

20.92 

25.93 

26.26 

26.07 

31.67 

31.13 

31.56 

TABLA XII. Resultados de linealidad del método 
para hidroxocobalamina. 
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b -o .033 

m = 1.0031 

r • 0.9999 
2 

r 0.9996 

ECUACION DE LA RECTA: 

Y= l.0031X - 0.033 

80 
Cllnt. Reo.Jper!lda (mq¡/ml) 

00 
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10.44 18.ee 20.ee 2a..10 

Cllntld!ld Adlcloned<l (mcg/mll 

Figura 7. Grdfica de linealidad del método 
para hldroxocobalamina. 
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a. Evaluación de la ordenada. 

Hipótesis planteada: 

Ho: m 

Ha: m t 1 

s x/y • o.1:fae 
2 

S(Xi-X) = 817.462 

t cale . 0.32 

t tab. = 2 .16 

1) Criterio: 

t cale t tab. 

0.32 2.16 

Por lo tanto se consideYa que el m~todo posee una 

ordenada al origen igual a •cero•. 

i· 

1 
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b. Evaluacldn de la pendiente. 

s y/x • 0.1430 

5 X 7.382 

t cale = O .5954 

t tab. 2.16 

Hipdtesia planteada: 

Ho: m = 1 

Ha: m #' 1 

1) Criterio: 

t cale 

o .5954 

t tab. 

2.16 

Por lo tanto se considera que el mdtodo posee une 

pendiente isual a •uno•. 
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D. EXACIIIl/D él.. 122. S. 

1. CioD9C0bolomino. 

X :t y " Adicionado Recuperado 

100.00 100 .12 

100.00 100.36 

100.00 100 .18 

100.00 99.40 

100.00 99.90 

100.00 100 .89 

TABLA XIII. Resusltados de exactitud dol 
método al 100~ para cianocobalamina. 

a. Con el coeficiente de variacidn CV 

C V O .4928% 

b. Con el estadf9rafo de contraste t de 

student. 

t cale e 0.7028 

t tab. 2 .571 
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1) CTlteTio: 

a. e v < 1.5 % 

b. t cale < t tab. 

0.7028 ( 2.571 

Por lo tanto el m~todo es exacto. 

X " Adicionado 

100.00 

100.00 

100.00 

100.00 

100.00 

100.00 

y " RecupeTado 

101 .07 

100.91 

100.52 

99.32 

99.88 

99.81 

TABLA XIV. Resultados de exactitud del 
método al 100% para hidroxocobalamina. 
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a. Con el coeficiente de variación CV: 

C V O .6875 % 

b. Con el estadfgrafo de contraste t de 

student: 

t cale = 0.9795 

t tab. 2 .571 

1) Criterio: 

a. e v < 1.5 % 

b. t cale < t tab. 

0.9795 ( 2.571 

Por lo tanto el mdtodo es exacto. 
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E. REP8QQUCIBILIDAQ. 

1. Cio!l0C9balamiM. 

Modelo estadfstico: 

YklJ = H + Ak + Bl + (AB)kl + Ej(kl) 

Hipdtesis planteada: 

Analista Oh 

o 
I 
A 

Ho: M M 

Ha: M ¡. M 

2 

99.48 

99.16 

100.44 

101.72 

101.27 

101 .12 

ANALISTA 

2 

100.25 

99.79 

97.62 

101.20 

97 .16 

100.96 

Ho: M 

Ha: M 

TABLA XV. Resultados de reproduc!billdad 
del m~todo para cianocobalamina. 

112 

M 

P H 



FV gl 

A 

B 

AB 

E 8 

TABLA DE AHALISIS DE VARIANZA 

se 

3.2760 

3.6631 

7.9195 

15.1613 

HC 

3.2760 

3.6631 

7.9195 

1.8951 

Fcal 

1.7286 

1.9328 

4 .1788 

Ftab 

5.32 

5.32 

5.32 

TABLA XYI. Análisis de varianza para la reprodueibilidad 
del mdtodo de eianoeobalamina. 

a. Criterio: 

1) Analista. 

Fa < Ftab 

1.7286 ( 5.32 

con g.l = 1, e y oe.= o.os 

Por lo tanto no existe una diferencia significativa 

entre los anaiistas. 
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2) Dla. 

Fd < Ftab 

1.9328 

con g .1 • 1, e 

S.32 

y o< • o.os 

Por lo tanto no existe una diferencia significativa 

entre los dias de an&lisls. 

3) Interaccldn anallsta-dla. 

Fad < Ftab 

4.1787 ( S.32 

con g.l = l, 8 y o< a o.os 

Por lo tanto no existe diferencia significativa por 

la interacción dla-analista. 

Por los resultados obtenidos se considera que el 

m~todo es reproducible. 
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2. Hidroxocokolomino. 

Modelo estad!stico: 

YklJ • H + Ak + Bl + ( AB )kl + E J( kl) 

Hipótesis planteada 

Analista D!a 

Ho: M M Ho: M 

Ha: M M Ha: M 

ANALISTA 

2 

101.61 102.31 

1 102.99 105.56 

100.96 102.0S 
D 
I 
A 100.94 101.47 

2 101.99 102.00 

102.34 102.08 

TABLA XVII. Resultados de reproducibilidad 
del m~todo para Hidroxocobalamina. 
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TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA 

FV gl se HC Fcal Ftab 

A 1 .6950 1.6950 0.6368 5.32 

B 12 .5103 12.5103 4.7005 S.32 

AB 4.9393 4.9393 1.8558 5.32 

E 8 21.2917 2.6614 

TABLA XVIII. Anlllisis de varianza para la 
reproducibilidad del mdtodo de hidroxocobalamina. 

a. Criterio: 

1) Analista. 

Fa < Ftab 

1.6950 5.32 

con g. l iz 1, e y ""= o.os 

Por lo tanto no existe diferencia significativa 

entre analistas. 
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2) Ola. 

Fd < Ftab 

4.7005 5.32 

con g .. l s 1, 8 y O(= o.os 

Por lo tanto no exixte diferencia 

entre los dias de anélisis. 

3) Interaccidn analista-d!a. 

Fad < F tab 

1.8558 

con g.l • 1,e 

5.32 

y O( •.05 

significativa 

Por lo tanto no existe diferencia significativa por 

la interaccidn die-analista·. 

Por los resultados obtenidos se considera que 

el mdtodo es reproducible. 

117 



F. ESIABILIQAQ ~ 1.A lMaIBAjltw_ITICA. 

1. Cianocqbolamino. 

Inicial 

100.81 

100.32 

100.38 

COHDICION - TIEltPO 

T.A/24hrs 

100.93 

100.55 

99.29 

I .A/72hrs 

98.40 

97.30 

97.22 

Ref/24hrs 

100.91 

100 .13 

100.00 

Raf/72hrs 

96.70 

98.60 

96.25 

TABLA XIX. Resultados de le estabilidad de la muestra 
andlitica para cianocobalamina a temperatura ambiente y 
refrigeración por 24 y 72 horas. 

a.Intervalo de confianza para cada condición 

Condic16n/Iieoopo I C 

T.A/24 hrs 

T.A/72 hrs 

Ref/24 hrs 

Ref/72 hrs 

de -1.46 a 0.96 

de -4.39 a -1/32 

de -1.30 a 0.98 

de -4.26 a -1.51 

TABLA XX. Intervalo de confianza para 
cianocobalamina por cada condición/ 
tiempo. 
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1) Criterio: 

- Las muestras son estables a temperatura ambiente y 

refrigeración por 24 horas, ya que el intervalo de 

confianza incluye el valor •cero•. 

La muestras no es estable a temperatura ambiente 

ni refrigeración por 72 horas y~ que el intervalo de 

confianza no incluye el valor de "cero·. 

b. Coeficiente de variación para el an4liais de 

las 11Ueatras Por Condicidn/TletOPO ( I ). 

Condicidnlti""'PO 

T.A/24 hrs 

T .A/72 hrs 

Ref/24 hrs 

Ref/24 hrs 

I(:t) 

99.74 

99.14 

99.84 

97.68 

TABLA XXI. Valores de coeficiente de 
variación de cianoeobalamina para el anA
lisis de las muestras por condición/tiempo. 
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1) Cr !ter lo: 

La muestra es estable a temperatura ambiente y 

refrigeración por 24 horas, ya que I se encuentra entre 

los valores de 96 y 102%. 

- La muestra no es estable a temperatura ambiente ni 

refriseracidn por 48 horas, ya que I es menor que 96%. 

2. Hidroxocoba lamina. 

CONOICIOH - TIEllPO 

Inicio 

100.35 

100.99 

99.33 

T.A/24hra 

100.42 

100 .74 

99.16 

T.IV72hra 

97.54 100.51 

96.46 I00.89 

96.94 99.16 

Ref'72hra 

97.86 

96.67 

97.54 

TABLA XXII. Resultados de la estabilidad de la muestra 
analftica para hidroxocobalamina a temperatura ambiente 
Y refrlgeracidn por 24 y 72 horas. 

a.Intervalo de confianza para cada condicidn 
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Condición/TielllPO I c 

T.A/24 hrs de -1.71 a 1.47 

T.A/72 hrs de -4.10 a -1.os 

Ref/24 hrs de -1. 70 a 1.62 

Ref/72 hrs de -3.59 a· -0.66 

TABLA XXIII. Intervalo de confianza 
para hidroxoeoialamina por cada 
condicidn/tiempo. 

1) Criterio: 

La muestra es estable a temperatura ambiente y 

refrigeracidn por 24 horas, ya que el IC incluye el 

valor •cero• .. 

- Ca muestra no es estable a temperatura ambiente ni 

refrigeración por 72 horas ya que el IC no incluye el 

valor •cero• .. 

b. Coeficiente de variación para cada anAlisis 

de la ..,_tra por condición/tiGlllP<> ( I ) • 
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Condición/Tieiopo 

T.A/24 hrs 

T.A/72 hrs 

Ref/24 hrs 

Ref/72 hrs 

I(") 

99.87 

97.42 

99.95 

97.86 

·TABLA XXIV. Valores del coeficiente de 
variación de hidroxocobalamina para el 
an~lisis de las muestras por condición 
tiempo. 

1) Criterio: 

La muestra es estable a temperatura ambiente y 

refrigeración por 24 horas ya que I se encuentra entre 

los valores de 98 y 102%. 

- La muestra no es estable a temperatura ambiente ni 

refrigeración ya que I es menor que 98%. 
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G. EseECIEICIPAO. 

Los resultados obtenidos por la especificidad 

demuestran que no hay interferencia para la 

daterminaeidn de eianocobalamina e hidroxocobalamina en 

solucidn inyectable (ver cromatogramas anexos: 2, 3, 4, 

s. 6 y 7). 
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VII • OISCIJSIQH ~ RESU!...Tl'!QOS 

Tomando en cuenta las caracterfsticas fisicoqulmicas 

de las moléculas de cianocobalamina e hldroxocobalamina, 

se desarrolld un método por CLAP de partición en fase 

reversa bajo las condiciones especfficas establecidas. 

Este mdtodo permite separar y cuantificar ambos 

compuestos en un tiempo corto de an~lisis y con gran 

confiabilidad en los resultados. 

Para comprobar que el método de control de calidad 

desarrollado para la cuantificacidn de cianocobalamina e 

hidroxocobalamina en solucidn inyectable, cumple con loa 

requisitos para las aplicaciones anallticas deseadas, se 

validd el método en base a los parémetros mfnimos 

establecidos por el laboratorio (17). 

Como se observa en los resultados de la evaluación 

del sistema, se encuentra una relacidn lineal entre la 

cantidad adicionada .y la resprJesta obtenida, con un 

coeficiente de correlación lineal mayor que 0.99, por lo 

que se considera que el sistema es lineal para alllbos 

compuestos. En la evaluación de la precisidn del sistema 

obtiene un coeficiente de variacidn menor que 1.5% por 

lo que se considera que el sistema es preciso para ambos 

compuestos. 

124 



En los resultados obtenidos en la linealidad del 

m~todo para cianocobalamina e hidroxocobalamina, se 

observa una relacidn lineal entre la cantidad adicionada 

Y la cantidad recuperada, obteniendo una ordenada ~l 

origen, pendiente y coeficiente de correlación 

satisfactorios (17) para decir que el mdtodo es lineal 

en el intervalo de concentracidn establecido. 

Por otra parte, tambidn se observó en la exactitud 

al 100% que el mdtodo es exacto para ambos compuestos. 

Como se puede observar en los resultados de la 

reproducibilidad del método, no existe una variación 

significativa entre analista, entre dla, ni entre la 

interaccidn dfa-analista para ambos compuestos, por lo 

que el método puede sor aplicado por diferentes 

analistas, en diferentes d(as. 

Los resultados de la estabilidad de la muestra 

analltica demuestran que la muestra es estable por 24 

horas bajo condiciones de refrigeracidn y temperatura 

ambiente, pero a las 72 horas no es estable para ambos 

compuestos. 

Por dltimo, en los cromatogramas se puede apreciar 

que no existe interferencia para cianocobalamina e 

hidroxocobalamina con los excipientes, por lo que el 

mdtodo es especifico para estos compuestos. 
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VIII •. COHq...!JSIQNES. 

l. Con el m~todo desarrollado por CLAP es posible 

cuantificar cianocobalamina e hidroxocobalamina en una 

sola inYeccion. 

2. La respuesta obtenida por el sistema es lineal y 

precisa. 

3. El m~todo desarrollado es lineal, exacto, 

reproducible y especffico para análisis de control de 

calidad bajo las condiciones especfficas establecidas. 

4. La muestra analltica permanece ~stable bajo 

condiciones de temperatura ambiente y refrigeracidn por 

24 horas. 
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IX. S\JGEBENCIA5. 

1~ Realizar un estudio completo de especificidad con 

productos 

determinar 

de degradación para ambos 

si es posible emplear 

indicativo de estabilidad. 

compuestos. 

el método 

pa1a 

como 

2. Realizar un estudio de estabilidad de la muestra 

analltiea a 36 y 48 horas para verificar la seguridad de 

los resultados después de 24 horas. 
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ANEXO 1. 

1. Fórmulas para linealidad 

a. Ordenada al origen 

b = Sy.Sx.,. - Sx.s .y/ nsx' - (sx>' 

b. Pendiente 

m = nsxy - sx.sy/nsx" - (sx)' 

c. Coeficiente de correlación 

r u nsxy - sxsy /~ [nsx1 - ( sx )L] (nsy~- ( Sy >'J 1 

d. Error t!pico de estimación 

Sy/x u syi. -bsy- msxy/n 

Sy/x m ~ n/n-2 ~y/x ' 

Donde: 

Sx y Sy son sumatorias de X Y de y 

respectivamente 

Sx y Sy son las sumatorias de cada uno de los 

valores al cuadrado para x y para y, respectivamente 
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- n es el ntlmero de datos 

- b es la ordenada al origen 

- m es la pendiente 

2. Evaluacidn de la ordenada al origen. 

Hipdtesis planeada: 

Ho: b a O 

Ha: b t O 

Estadlgrafo de constraste: t de Student 

fdrmula de cAlculo 

t 

cale 

b-e/sy/x ~sx 2 /ns(xi-i1)1 ' 

Donde: 

- B es el valor teórico de la pendiente •cero• 

- xi es el valor i de cada muestra 

- x es la media de la muestra 

Criterio de acoptacidn. 

t 

cale 
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3. Evaluación de la pendiente. 

Hipótesis planeada: 

Ho: m = 

Ha: m 'I 

Estadlgrfo de contraste: t .de Studant 

fórmula de cAlculo 

t n ( m-M) Sx ~ n-1/~y/x 
cale 

Criterio de aceptación. 

t t 

cale tablas 

4. Precisión. 

e .v. =( ,/x)x100 

Donde: 

s es la desviación estandard de la muestra 

x es la media de la muestra 
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5. Exactl tud. 

t (X% - H)/s ~ 

cale 

Criterio de aceptaci6n. 

t t 

cale tablas 

Intervalo de confianza. 

X :!" t 1 _.x12 (s Vi=!)) 

6. Tabla de ANADEVA para reproducibllldad. 

Suma de cuadrados del analista 

SCA = SY k. • / br - y - . - / ebr 

Suma de cuadrados del dla 

sea= sv .1. / ar 
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Suma de cuadrados de la interacción analista-dla 

SSY ki. SY k .. SY .l. y ••• 
SCAD = -------- -------- br + 

br ar abr 

Suma de cuadrados del error 

SCE = SSSY klJ SSY kl. / r 

Donde: j a = 2 

Media de cuadrados de analista 

MCA = SCA/glA 

Media de cuadrádos del dla 

MCB = SCB/918 

Media de cuadrados de la interacción analista-dla 

MCAB = SCAB/9lAB 
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Media de cuadrados del error 

HCe = SCE/9lE 

Donde: 

a ea el ndmero de anelistas 

d son los dlas 

r el ndmero de rbplicas 

Modelo estadlstico. 

YiJk • H + Ai + DJ(i) + Ek(ij) 

Hip6tesis planteada. 

Analista 

Ho: Hi = He 

Ha: Mi f He 

Ola 

Ho: Mi • Me 

Ha: Mi ., Me 

6. Estabilidad de la muestra analltica. 

Cdlculos 

confianza: 

preliminares para 

Media: Yo ... Yn, Varianza: So •• Sn 
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Varianzas ponderadas: 

2So + 2Sn 
Spn ------------

2 e e +1) 

donde C es el n~mero de condiciones. 

Cdlculos finales para el intervalo de confianza: 

2 
IC u ( Yi - Yo) + t* Spi 

3 

Donde: 

es el valor de la t de student con e 

comparaciones y 2 (C + 1) grados de libertad y una 

probabilidad acumulada de 0.975. 

Cdlculos preliminares para el coeficiente de 

variación: Para cada muestra/condición/tiempo calcular 

el factor I con la siguiente fórmula: 

(Andlisis muestra/condición tiempo)! 
I = -------------------------------------- X 100 

AmUisls i niclal 
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Cdlculos finales para el coeficiente de variación• 

Suma de I para cada an~lisis/condición tiempo 
I = ---------------------------------------------X 100 

3 
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