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CRPITULO 1 

INTRODUCCION 



Las formas farmacéuticas de uso oral de liberación con

trolada, aparecen como una nueva forma de dosificación 

a princ1pios de los anos SO's. Los productos as1 designa

dos. t1enen la intención de mod1f1car y mejorar la acción 

del pr1ncipio activo, mediante el incremento de la dura

ci6~ de la acción, as1 como de la d1sminuc16n de la fre

cuencia de adm1n1straci6n. 

Dentro de la invest1gaci6n de nuevas formulaciones, el de

sarrollo analitico t1ene un papel 1mportante. para que co

nociendo las propiedades f is1coquim1cas de los pr1nc1pios 

activos que forman parte del producto y mediante la apli

cación de técnicas de separación, detección y cuantifica

ción, se obtenga toda la 1nformac16n acerca del comporta

miento del producto durante todas las fases de su desarro-

1 lo, con el fin de obtener la mas alta calidad de diseno. 

En el ané11s1s de una forma farmacéutica que contenga dos 

o más pr1nc1pios activos, uno de los mayores problemas en 

el desarrollo de la metodologia analitica, es lograr la 

separación de la sustanciade interés del resto de los com

ponentes de la muestra: la cromatografia es la técnica que 

permite llevar a cabo este proceso, aún en mezclas muy 

complejas. Actualmente presenta mayor aceptación y aplica

ción, debido a que se cuenta con equipos autimatizados que 

permiten realizarla de una manera ráoida y ef1c1ente. 



Para considerar que se ha desarrollado una metodolo91a a

nalftica. es necesario comprobar aue d1cha metodolog1a 

cumple con los propósitos para los cuales fue d1seMada. 

eRto se logra med1ante la ca11f 1c~c16n de cada uno de los 

elementos que. A consideración del analista. deban efec

tuarse al llevar a cabo la validación de la metodologfa 

anal1't1ca. 

El presente trabajo tuvo "por objeto. el desarrollo y la 

v?l1daci6n de la metodologia analftica por cromatograffa 

de liquidas de alta resolución. que permft1ó separar y 

cuantificar a la Benzocaina. Cafefna, Maleato de Fenirami

na y Clorhidrato de Pir1doxina en una forma farmacéutir.a 

de 11berac16n controlada. 
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CRPITULO 2 

GENERALIDADES 



2.1 MONOGRAFIAS. 

2.1.1 BENZOCAINA 

- Nombres qu1m1cos y sinónimos: e l. 2, 3 ) 

tt11 p-am1nobenzoato. et11 4-am1nobenzoato. 

Anestam1na. Anestes1na. 

- Fórmula desarro 1 lada: C l > 

- Fórmula molecular: < l ) 

C H NO 
9 11 2 

- Peso molecular~ r l > 

165 .19 

- Oescr1pc1ón: C 2 l 

Cristales incoloros o polvo cr1stal1no blanco. 

- pKa: C 4 l 

2.49 

- Solub111dad: 2 ) 

Muy ligeramente soluble en agua. soluble en B partes de 

etanol al 96 por ciento. en 2 partes de cloroformo, en 4 

partes de éter. 



- Temperatura de Fus10n: C 1 ) 

Entre 88º y 92 ºC. 

- Ensayos de 1dent1dad: 

a) Disolver 1.0 g en 100 ml de alcohol neutro. se produce 

una soluc16n clarat d1luir esta soluc10n con 10 ml de 

agua y aMadir 2 gotas de soluc1ón indicadora de fenolf

talefna y una gota de soluc10n 0.1 N de h1dr0xido de so-

dio: se produce una coloración roja. 1 ) 

b) Espectro en el ultravioleta. Una saluciOn l : 200,000 en 

cloroformo, exhibe máximos y min1mos a las mismas longitu

des de onda que una preparación similar de USP benzocafna 

TS, y las respect1vas absort1vidades, calculadas en base 

seca, a la máxima longitud de onda aproximadamente 278 nm 

no difieren por más de 3.0 por ciento. e 1 > 

c) Espectro en el infrarrojo. Una dispersión en bromuro de 

potasio, previamente secada sobre pentóxido de fósforo du

rante 3 horas, exh1be máximos solamente a las mismas lon

gitudes de onda que una preparación similar de USP benzo-

cafna TS. C l 

4 



- Ensayos de pureza. Secado sobre pentóx1do de fósforo. du-

rante 3 horas: contiene no menos del 98.0 por ciento y no 

más del 101.0 por ciento de C H NO • C l 
9 11 2 

a) Acidez o alcalinidad. Diluir 5 ml de una solución al 10 

por c1ento ( m/v > en etanol al 96 por ciento con 10 ml de 

agua y aMadir 0.05 ml de solución indicadora de fenolfta-

lcina: no se produce coloración rosa. Anadir 0.5 ml de 

una solución 0.01 M de hidróxido de sodio: la solución de-

sarrollara una coloración rosa. ( 2 } 

b) Claridad de la solución: 10 ml de una solución al 10 por 

ciento { m/v ) en alcohol al 96 por ciento es clara. ( 2 ) 

c) Sulfatos: No más del 0.1 por ciento. ( 2 ) 

dl Residuo de la ignición: No más del 0.1 por ciento. ( 1 ) 

eJ Pérdida por secado. Sobt~e pentóxido de fósforo. durante 3 

horas. pierde no más del 1.0 por ciento de su peso. ( 1 l 

fl Metales pesados: No más de 0.001 por ciento ( l ) 

5 



gl Cloruros. A una solución de 200 mg en 5 m1 de alcohol.pre

v1amente acidulado con solución de ácido n1tr1co caneen-

trado, af\ad1rle unas gotas de n1trato de plata; no det>e 

producirse turbidez 1nmed1atamente. { 1 

- Va1orac10n. 2 ) 

Oisolver 400 mg de benzoca1na en una me~cla de 25 ml de so

lución 1 N de ácido clorh1dr1co y 50 ml de agua, anad1r 3 g 

'de bromuro de potasio. enfriar con h1elo si es necesario, y 

titular amperométricamente con soluc16n 0.1 M de n1trato de 

sodio. 

Cada ml de la so)ución 0.1 M de nitrato de sodio equivale a 

Q.01652 g de e H NO • 
9 11 2 

- Farmacod1nam1a. e s. s l 

ActUa sobre la transm1s16n óe todas las f1bras nerviosas, 

ya sean sens1t1vas, motoras o autonómas, bloqueando la con-

ducc1ón de impulsos nerviosos, 1nterf1r1endo con el mov1-

miento de los iones de sodio a través de la membrana y en 

meno~,proporc16n. con la de los iones de potas1o, estos mo

vimientos son esenciales en la transm1a16n del impulso ner-

vi oso. 



Farmacoc1nét1ca. ( 7 

La absorción es ráp1da en las mucosas y membranas de la 

tráquea, laringe, pulmones, conjuntiva y uretra. Se excreta 

rápida y completamente por la or1na, no se acumula y sus 

dos probables metabolitos ur1nar1os son el ác1do hipúrico y 

el ácido para-aminobenzoilglucor6n1co. La excresión ur1na-

ria normal para el ác1do hipúrico, en el hombre, es de 1.0 

a 2.5 gramos diarios. equivalentes a 0.7 a 1.7 gramos de 

ácido benzoico C 17 mg/m1n ) . 

- Usos. ( 3 ) 

La benzocaina es un anestésico local de tipo éster, no es 

1rr1tante y tiene una baja toxicidad sistémica, por v1a 

oral se usa para aliviar el dolor en la úlcera y el carc1-

coma de estómago. Pastillas compuestas de benzocaina d1w 

sueltas en la boca, sit~ven\ para prevenir la náusea .v el vó

mito en la toma de 1mpres1ones dentales y en la introduc~ 

clón de aparatos de endoscopia oral. En soluciones al 2 

por ciento se emplea para aliviar el dolor causado por la-

cerac1ones en la lengua o mej111a, la far1ng1t1s aguda, la 

tons11ectomia y el carcicoma de lengua. 

7 



- Tox1c1dad. ! 7, B ) 

A las concentraciones de las soluc1ones que normalmente se 

emplean < de 2 a 10 por ciento l la benzocaina no es irri -

tante ni tóxica. Se han reportado algunos casos de metahe

moglobinemia en niMos. subsecuente a la absorción de benzo

ea1na. No se recomienda su uso en pacientes que estén sien

do tratados con sulfonamidas. 

- OOsis. ( 3. 7 ) 

Se han administrado hasta 4 gramos diarios: pero la dosis 

diaria aceptable, estimada para el hombre por cualquier via 

es de 5 mg/Kg de peso. 

5 



2, 1.2 CAFEINA 

- Nombres quim1cos y s1nón1mos; ( g, 10 ) 

1,3,7- tr1met1lxant1na, 7- met11teof111na. 

- Fórmula desarrollada: ( 9 

- Fórmula molecular: ( 9 ) 

C H N O 
a lO 4 2 

- Peso molecular: ( 9 l 

194.2 

- Descr1pc16n: ( 9 l 

Polvo blanco cristalino o agujas brillantes, generalment.e 

aglomeradas. inodoro, la forma hidratada es eflorescente al 

aire. 

- So1ub111dad: ( 9 ) 

Fácilmente soluble en cloroformo, poco soluble en agua y en 

alcohol, ligeramente soluble en éter. 

9 



- Temperatura de fus1ón: { 11 ) 

fntre 235° y 230 ºC. 

- Ensayos de identidad: 

a) En una cápsula de porcelana. disolver aproximadamente 

5 mg de la muestra en 1 ml de ácido clorhidrico, agregar 

50 mg de clorato de potasio y evaporar en bano de vapor 

hasta sequedad, invertir la cápsula sobre un rec1pfente 

que contenga algunas gotas de solución de reactivo de 

amoniaco, el residuo toma coloracfón pürpura que desapa· 

rece al agregar álcalfs ffjos. C 9 

b) Espectro en el infrarrojo C de una dispersión de bromuro 

de potasio): 

Presenta los siguientes máximos: 747, 1454, 1548. 1658 y 
-1 

1698 cm C 10 l 

c) A 0.25 ml de una solución saturada adicionar 1 ml de una 

solución al 5 por ciento de ácido tánico: se produce un 

precipitado blanco, el cual desaparece por la ad1c16n d~ 

un exceso de la solución de ácido tánico. ( 2 ) 

10 



- Ensayos de pureza. 

La cafeina es anhidra o puede contener una molécula de agua 

de hidratación, Contiene no menos de 98.5 por ciento y no 

más de 101.0 por ciento de C H NO calculada en la sus
B 10 4 2 

tancia seca. 9 l 

al Acidez o alcalinidad. Calentar a ebullición 0.5 g en 50 ml 

de agua y enfriar sol. A). A 10 ml de ésta solución 

adicionar 0.05 ml de solución de azul de bromot1mol: la SQ 

lución se torna amarilla verdosa y se requiere no más de 

0.2 ml de una solución 0.1 M de hidróxido de sodio para 

cambiar la coloración a azul. 2 ) 

b) Claridad de la solución. La solución A es clara. ( 2 ) 

e) Sulfatos. La solución A. no debe dar más de 500 ppm. C 2 ) 

d) Cloruros, La solución A, no debe dar más de 150 ppm. C 2 ) 

e) Residuo de la ignición, No más de 0.1 por ciento. ( 11 ) 

f) Metales pesados. No más de 0.002 por ciento. e l > 

11 



g) Otros alcaloidea. A 5 ml de una solución ( 1 en 50 J ad1-

clonar unas gotas de soluc16n de prueba de yoduro de pota-

slo mercór1co: no debe formarse prec1p1tado. ( 2 ) 

h) Pérdida al secado. Secado a BOºC durante cuatro horas con 

vac1o~ la forma anh1dra p1erde no más de 0.5 pOr c1ento. 

la forma hidratada pierde no mas de 8.5 por ciento. ( 9 ) 

- Valoración~ ( 11 ) 

Pesar aproximadamente 0.4 g de cafeina previamente secada. 

disolver en 40 ml de anh1dr1do acético con calentamiento. 

enfr1ar. adicionar 80 ml de benceno y titular con solución 

O.l N de écido perclórico hasta que el color de la solución 

camb1e de púrpura a amarillo, emplear 3 gotas de clo~uro de 

metilan111na como indicador. 

Desarrollar un blanco de determinación en la misma forma y 

hacer la corrección correspondiente. 

Cada ml de so1uc1on valo~ada 0.1 N de ácido perc1ór1co 

equ1vale a 0.01942 g de e H N o . 
a to 4 2 

- Farmacod1nam1a. ( 12. 13 l 
2+ 

La cafefna t1ene una acción de traslocac1ón del Ca 1ntr3-

celular: puede 1nh1b1r a la fosfod1esterasa del nucleótfdo 

cfclfco e la enzima que catal1za la h1dr611sfs del AMP cf-

c11co ); bloquea a los receptores para la adenos1na. 

12 



- Farmacoc1nét1ca. ( 12. 13 ) 

Se absorbe ráp1ctamente después de su adm1n1strac16n oral. 

rectal o parenteral. se d1str1buye en todo el organ1smo. 

s1n embargo. no se acumula. aproximadamente el 1 por c1ento 

de la cafe1na adm1n1strada se recupera en la or1na s1n mo

d1f1cac16n. En 46 horas el 45 por c1ento de una dosis es 

excretada en la or1na como 1-metilxantina y écido 1-met1lú

rico. 

- Usos. ( 12. 13 ) 

Con frecuencia se asocia la cafeina. con analgésicos contra 

la cefalg1a pues. aunque por si sola no es analgésica, pa

rece reforzar el efecto de estos probablemente por mejorar 

la circulación del cerebro, y por su efecto sobre el estado 

de énimo. también es empleado para contrarestar la sedación 

ocasionada por el empleo de antihistam1nicos. Se emplea pa

ra relajar el músculo 11so bronquial en el tratamiento del 

asma y de la enfermedad pulmonar obstructiva crónica.Su uso 

como est1mu1ante del sistema nervioso central en el trata

miento de la sobredosis de barbitúricos u opiáceos ha dis

minuido marcadamente. el uso de la acción d1úretica de la 

cafeina 1 se limita a la inclusión de la cafe1na en can

tidades subterapéuticas en las preparaciones de venta 

libre. 

13 



- Tox1cidad. ( 12 

~I envenenamiento mortal humano por ingestión de cafeina. 

e~ extremadamente raro. No obstante. pueden observarse 

reacciones indeseables después de la ingestión de 1 g 

( 15 mg/Kg l o més de cafeina, las cuales se relacionan 

pr1nc1palmente con el sistema nervioso central y c1rculato

r1o: 1nsomn1o. 1nqu1etud y ex1tac1ón son los primeros s1n

tomas. que puede avanzar hasta un ligero de11r1o. 

- Oos1s. ( 14 ) 

La dosis usual en adulto es de 200 mg d1ar1os. con un rango 

de 100 a 500 mg. 

14 



2.1.3 MALEATO DE FENIRAMINA. 

- Nombres qutm1cos y s1nOn1mos. C 2, B l 

NN-d1met11-3-fen11-3-C2-p1r1d11) prop11am1na h1drogeno male-

ato. 

Metron. H1nh1stron. Tr1meton. 

- Fórmula desarrollada. e 2 > 

- Fórmula molecular. e 2 > 

CHN,CHO 
16 20 2 4 4 4 

- Peso molecular. ( 2 ) 

356.4 

- Descr1pc16n. e 2, 3 > 

Polvo cr1sta11no blanco o casi blanco, lfgeramente oloroso. 

- Solub111dad. e 2 > 

Soluble en 0.3 partes de agua. en 2.5 partes de etanol al 

96 por ciento. en 1.5 partes de cloroformo y en 6000 partes 

de éter. 

15 



- Temperatura de fus16n. ! 2 ) 

Entre 104° y 108 ºC. 

- Ensayos de 1dent1dad. 

a> Disolver 0.5 g en 5 ml de agua, ad1c1onar 2 ml de solu

ción 13.5 M de h1dróx1do de amonio y extraer tres veces, 

cada una con 5 ml de cloroformo. Evaporar la fase acuosa 

a sequedad, ad1c1onar 0.2 ml de ácido sulfúr1co R. A. y 

5 ml de agua. y extraer cuatro veces con 25 ml de éter. 

Combinar los extractos etéreos y evaporar con precau· 

c16n. El punto de fusión del residuo es de 137 ºC. ( 2 l 

b) El espectro de absorción, en el rango de 230 a 350 nm de 

una soluc10n al 0.002 por ciento en solución 0.1 M de 

éc1do clorhidr1co presenta un máximo a 265 nm y una 1n

flex10n a 262 nm. la absorbancia a 265 nm es aprox1mada-

men~e 0.83 ( 2 

e) Espectro en el infrarrojo C de una d1spers16n de bromuro 

de potasio): 

Exhibe máximos a las mismas longitudes de onda que una 

preparación s1m1lar de Maleato de Fen1ram1na ( sustancia 

de referencia ). C 2 

16 



Valoración. ( 2 ) 

Disolver aproximadamente 500 mg de Maleato de Feniramina 

exactamente pesados. en 100 ml de ácido acético glacial. 

calentar ligeramente hasta completa d1soluc16n de la 

muestra, enfriar a temperatura ambiente y titular con 

solución valorada 0.1 N de écido perclórico. utilizando 

1-naftolbenceno como indicador. 

Desarrollar un blanco de determinación en la misma forma y 

hacer la corrección correspondiente. 

Cada ml de solución valorada 0.1 M de ácido perclór1co 

equivale a 0,01782 g de C H N ,C H O 
16 zo z 4 4 4 

- Farmacodinamia. ( 15 ) 

Es efectivo en la "enfermedad por movimiento" o c1netos1s, 

ya que actúa por antagonismo central de la acet11colina. 

Presenta una 1nh1bic1ón competitiva reversible de la H1sta-

mina en los receptores Hl, per1fér1camente inhibe muchas de 

las acciones de la Histamina en músculo liso y antagon1za 

la habilidad de la Histam1na de incrementar la permeabili-

dad capilar y formar edemas y pápulas. A nivel del SNC es 

capaz de bloquear los efectos de la liberación de la H1sta-

mina por las neuronas histaminérg1cas centrales. 
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- Farmacoc1nét1ca. ( 12 ) 

Se absorbe bien en el tracto gastrointestinal, se distribu

ye ampliamente por todo el organismo incluso. el Sistema 

Nervioso Central. el sitio orinc1pal de transformac10n me

tabólica es el hfgado. Los efectos aparecen de 15 a 30 miny 

to·s después de la adm1n1strac16n oral y son máximos en l o 

2 horas. 

- Usos. ( 12, 15, 16 ) 

Se. emplea en la profi lax1s y tratamiento de la "enfermedad 

por movimiento'' o c1netos1s. Se ha ut111zado en las per

turbaciones vestibulares como en la enfermedad de Meniere y 

otros tipos de vértigo. Asf como en el tratamiento sintomá

tico de diversas enfermedades alérgicas, donde su utilidad 

puede atribuirse al antagonismo con la Histam1na endógena

mente liberada. 

- Toxicidad. C 12 

Aunque presenta un margen relativamente alto de seguridad, 

el envenenamiento agudo es común, y con frecuencia es causa 

de envenenamiento accidental en ninos, o de intento de sui

cidio en adultos. 

- Dosis. ( 14 ) 

La dosis usual es de 40 mg en adultos, al dia pueden admi

nistrarse hasta 120 mg. 
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2.1.4 CLORHIDRATO DE PIR!DOX!NA. 

- Nombres qufm1cos y s1nón1mos. ( 9, 14 ) 

Clorhidrato de J-hfdroxt-4.5-d1-Chfdroxfmettll~2-metf l-p1rf-

dina. 

V1tam1na B , Aderm1ne clorhidrato, Hexab1on clorhidrato. 
6 

- Fórmula desarrollada. ( 9 ) 

• H Cl 

- Fórmula molecular. 

C H NO ,HCl 
B 11 2 

- Peso molecular. 

205.64 

- Oescr1pc16n. 

( 9 ) 

( 9 ) 

( 9, 14 

Polvo cr1sta11no blanco o casi blanco. delicuescente, fá-

c1lmente se afecta por la luz, inodoro. 

- pKa C 17 
5.0 y 9.0 
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- So l ub 111 dad. e 9 

Féc11mente soluble en agua, poco soluble en alcohol, casi 

insoluble en cloroformo y éter. 

- Temperatura de fusión. ( 9 ) 

Alrededor de 205 •e con descompos1c16n. 

- Ensayos de 1dent1dad. 

a) A 5 ml de una soluc10n ( 1:200 ) de la muestra, agregar 

5 gotas de solución 2 N de é.c1do n1tr1co y 2 ml de solu

ción react1vo de n1trato de plata, se forma un prec1p1-

tado blanco amar11lem:.o, ( 9 ) 

b) El espectro de absorción en la región infrarroja de una 

dispersión de la muestra en parafina 11qu1da presenta mg 

><.1mas solamente a las mismas longitudes de onda, que ur1a 

preparación s1m11ar SRef de clorhidrato de p1r1do~1-

na. 9 ) 

el Colocar ml de una so1uc16n que contenga 100 µg de la 

muestra por ml, en cada uno de dos tubos A y B respecti

vamente, agregar a cada tubo 2 ml de ~oluc16n 0.1 N de 

éc1do clorhidrico, exhibe máximas y m1n1mas a las mismas 

longitudes de onda que una solución s1m11ar SRef de clo~ 

hidrato de p1ridox.ina, la máx.1ma absorbanc1a es alrede

dor de 278 nm y las respectivas absort1v1dades calcula

das en la sustancia anhidra a 1a longitud de onda de má

xima absorbanc1a a apro:"l.1madamente 27fj r1m. no difieren 
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en más de 3 por ciento. ( 9 J 

- lnsayos de pureza. 

Contiene no menos de 98.0 por cient~ y no más del 100.5 por 

ciento. ( 9 ) 

a) Claridad de la solución. 2 ) 

Una solución al.5 por ciento en agua es clara o muy- lfge

ramente opalescente. 

b) Pérdida por secado. ( 2 J 

Secado a peso constante entre 100° y 105 ºC. pierde no-más 

de 0.5 por c1ento de su peso. 

e) Sulfatos. 2 J 

No más del 0.1 por ciento. 

d) Metales pesados. ( l J 

No más del 0.003 por ciento. 

e) Residuo de la ignición. ( l J 

No más del 0.1 por ciento. 

- Valoración. ( l J 

Disolver aproximadamente 400 mg de Clorhidrato de P1ridox1~ 

na exactamente pesados, en una mezcla de ácido acético gla

al y 10 ml de acetato mercúrico SR. calentar ligeramente 
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hasta completa disolución de la muestra. enfriar a tempera· 

tura ambiente y adicionar 2 gotas de cr1sta1 violeta TS. y 

titular con solución valorada 0.1 N de ác1do perc16r1co. 

Ocoarrollar un blanco de determinación en la misma forma y 

hacer la corrección correspondiente. 

Cada ml de la solución valorada 0.1 N de ácido perclór1co 

equivale a 20.56 mg de CH NO ,HCl 
8 11 3 

- Farmacod1namia. ( 12. 18 ) 

En e1· organismo la piridoxina es convertida a fosfato de 

piridoxal, el cual, actúa en el metabolismo como coenzima 

de una gran variedad de transformaciones metabólicas de 

aminoácidos. entre ellas: descarbox1lac16n. transaminac16n. 

y racem1zaci6n. as1 como en pasos enziméticos del metabo-

11smo del trip.tofano, los aminoácidos que contienen azufre 

y los hidrox1-amtnoácidos. 

- Farmacocinética. ( 12, 18 

Es absorbida facilmente del tracto gastrointestinal, 

aproximadamente e 1 10 por c 1 en to es excretada en la orina 

s1n modificac1ón, y el 80 por ciento es excretada como ác1-

do 4-p1rod0x1co, formado por la acción de una aldehidoox1-

dasa hepática sobre el p1ridoxal libre. 
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- Usos. ( 12, 14, 15, 18 ) 

·se emplea para el tratam1ento de la neur1t1s que se ocasio

na durante la terapia de la enfermedad de W1lson al admini§ 

trarse pen1c1lam1na. Se administra profilácticamente a pa

cientes que reciben ison1az1da o h1dralaz1na. para ev1tar 

el desarrollo de neur1t1s periférica. Como la P1r1dox1na es 

e~encial en la nutrición humana. se le incorpora a muchos 

preparados mult1v1taminicos de uso prof1láct1co. Es emplea

do en el tratamiento de algunas anemias. d1strof 1as muscu

lares. vómito del embarazo. normal1za el fnd1~e de la urea 

sanguinea. se le adm1n1stra a mujeres con def 1cienc1a en 

vitamina. B6, debida a la 1ngesta de anticonceptivos orales. 

- Tox1c1dad. e 12 i 

La piridoxina tiene poca toxicidad. Dosis orales muy eleva

das 2 a 6 g Kg ) producen convulsiones y muerte en ra

tas y ratones, pero dosis menores pueden tomarse a d1ar1o 

sin efectos evidentes. En el hombre. dosis orales de hasta 

1 000 mg diarios, no han causado reacciones adversas. pero 

se han notado sintomas de dependencia en adultos que rec1-

bfan sólo 200 mg diarios, seguidos de retiro, 
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- Oos1s. ( 12. 14 ) 

El reauer1m1ento de P1r1dox1na aumenta junto con la cant1-

dad de protefna de la al1mentac16n. 

Para dejar un margen razonable de seguridad y permitir una 

1ngesta d1ar1a mayor a 100 g de proteina, se recomienda un 

nivel de 2.2 mg por dfa para hombres y 2.0 mg por dfa oara 

mujeres. 

Se emplean dosis de 20 a 200 mg diarios en pacientes con 

'neuritis periférica ocasionada por el empleo de isoniazida 

u ~tras drogas. 
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2.2 FORMAS FARMACEUTICAS DE USO ORAL CON LIBERACION 

CONTROLADA. 

Cuando se diseMa un régimen de dos1f1cac16n. el objet.1vo es 

alcanzar en un tiempo breve, el nivel terapéut1camente efec

tivo del medicamento, el cual se trata de mantener adminis

trando el fármaco a los intervalos que sean necesarios, has

ta la recuperación del paciente. Esto se consigue si se di

sena un régimen de dosif1cac16n que tome debidamente en cuen

ta la dosis terapéutica del medicamento y la velocidad de 

eliminación de éste desde el organismo. 19 ) 

Los preparados de liberación sostenida, intentan desarrollar 

un esquema de entrega del medicamento al organismo, que pro

duzca un nivel terapéuticamente efectivo, en la forma más rá

pida posible, y que luego esta concentración se mantenga du

rante un tiempo prolongado; en el caso de formas de adminis

tración oral. el periodo de t1empo esta relac1onado a horas y 

depende cr1t1camente del tiempo de residencia de la forma 

farmacéutica en el tracto gastrointestinal. 

Las ventajas que presentan los preparados farmacéuticos de 

liberación sostenida resultan evidentes. si se considera el 

objetivo que persiguen. sin embargo se pueden mencionar ade

mas de algunas ventajas. las limitac1ones de esta forma de 

dosificación: 
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Ventajas: ( 19, 20, 21 l 

J.- El efecto clfn1ca del medicamento se mantiene por un oe

r1odo más largo, por lo cual. se ev1tan los olvidos 1nvo

luntar1os. que pueden producirse en la administración de 

medicamentos en dosis a intervalos más cortos. 

2.- Mejor complacencia del paciente. por ejemplo. durante las 

horas nocturnas. en que el enfermo debe dormir sin nece

sidad de despertarlo para administrarle el medicamento. 

3.- Reducción del número de las dosis ya que la administra

ción se hace a intervalos más largos. 

4.- Reducción de efectos colaterales. ya que la concentración 

plasmát1ca máxima es más baja. 

5.- Mantener un nfvel sangufneo constante del medicamento. 

evita las fluctuaciones que se oroducen con la adminis

tración en varias dosis. 

6.- Se reduce al mfn1mo la acumulación de principio activo en 

los tratamientos prolongados. 

7.- Ya que la cantidad total de pr1ncip1o activo es reducid~. 

se logra el efecto deseado con una mfn1ma cantidad. 
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L1m1tac1ones: ( 19. 20. 21 ) 

l.- La term1nac16n de la terapia es en un t1empo más largo. 

2.- Se t1ene menos flex1b111dad al ajustar regfmenes de dos1-

f1cac1ón. 

3.- Tiene un alto costo. deb1do a los procedim1entos emplea-

dos en su manufactura. 

4.- En caso de envenenamiento acc1dental, la efectiv1dad de 

un antidoto es 11mitada. 

5.- No todos los activos son buenos cand1datos para una far-

mulac16n de acción sostenida, debido a sus caracter1st1-

cas 1ntr1nsecas. tales como: C 22. 23 ) 

Caracter1st1ca 11m1tante Ejemplos de Act1vos que 
presentan la caracter1s
t1ca lim1tante 

- Dependiente de la posición en el Riboflavina 

tracto gastrointestinal para una 

Optima absorción. 

- Absorbidas y excretadas rapida- Pen1c111da G, 

mente, con un tiempo de vida me- Furosem1da 

d1a corto (< l hora). 

- Con un tiempo de vida media lar- Oiazepam 

go(>l2hr). 

- Requieren de. grandes dosis Sulfonamidas 

(> 1 g) 

- Con bajos 1nd1ces terapéuticos. D1g1tox1na 

- Se requiere precisar la dosis Anticoagu lantes 

del pac1ente en forma 1nd1v1dual. 
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2,2.1 CLASIFICACION. ( 19, 22 ) 

En 1a literatura farmacéutica. suele,., encontrarse una gran 

variedad de nombres. para designar estos oreoarados. por 

ejemplo: Acción diferida. lenta entrega. acción prolongada. 

acción repetida, etc. Incluso estos términos suelen emplearse 

como sinónimos. en circunstancias en que los productos pueden 

basarse en sistemas muy diferentes de cesión y tener caracte

r1st1cas de 11berac16n también diferentes. 

A cont1nuac16n, se presenta una clas1f1cac16n para formas 

farmacéuticas de acción controlada para uso oral, la cual 

toma en· cuenta cuatro grupos, 

ll Liberación prolongada. 

2) Liberación sostenida. 

3) Liberación retardada. 

4) Acción repetida. 

ll Liberación prolongada. 

Corresponde a las formulaciones en 1as cua1es el princ1p1o 

act1vo se entrega 1nic1almente en la cant1dad sufic1ente 

para alcanzar el efecto terapéut1co, o en un exceso no da

n1no para el organismo, e1 pr1nc1p1o activo se libe1"'a 1ue

go, en forma lenta a una velocidad no siempre 1gual a 1a 

de eliminación. 
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2> L1berac16n sostenida. 

Son aquellos preparados que entregan 1nic1almente el pr1n

c1p1o act1vo. en cantidad necesar1a para alcanzar el efec

to terapéutico en forma répida, y luego, en cant1dad ade

cuada para Que la velocidad de absorción sea igual a la de 

eliminación, durante un periodo prolongado. 

3J Liberación retardada. 

Son aquellas en las cuales, el principio activo no es en

tregado inmediatamente después de su administración. sino 

a un tiempo posterior, por ejemplo: Los productos con 

cubierta entérica, los cuales retardan la liberación del 

principio activo, hasta que la forma de dosif1cac1ón llega 

a la parte superior del intestino, se adopta esta medida 

para proteger a los principios activos sensibles al jugo 

gástrico, o preservar la mu~osa gástrica de los efectos 

secundarios locales. 

4l Acción repetida. 

Son aquellas formas farmacéuticas, que inicialmente pro

porcionan una dosis simple de principio activo, y a un 

t1empo posterior otra dosis similar. 
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Scgü.n las definiciones anteriores. la t Jrmulac16n de un pre-

parado de acción sosten1da. no es fol'ic. 1~ de alcan::ar. por· lo 

que la mayor parte de los oroducto~ o...1ue se encuentran en el 

mercado. corresponden a los otros tres grucos. 

Cantidad de Pr1nc1p1o 
Activo en el Organismo 

Tiempo 

Relación de Pr1nc1p1o Act1vo en el organ1smo contra Tiempo 

de tres t1pos de dos1f 1caci6n. ( 19 

A.- Oasis s1mple. 

B.- L1berac16n prolongada. 

c.- L1berac16n sostenida. 

Las 11neas punteadas enmarcan la zona terapéut1ca del medica-

mento. 



2,2.2 CONSIDERACIONES ( 22 ) 

ll desarrollo de una forma farmacéut1ca de liberación contro-

lada incluye importantes consideraciones. 

A cont1nuac16n se muestran las cons1derac1ones relacionadas 

con las propiedades f1s1coquim1cas y b1olOg1cas del or1nc1p1o 

activo, asi como los factores paciente/enfermedad. 

Factor 

- Propiedades 
F1s1coqu1m1cas. 

- Propiedades 
B1o16g1cas. 

- Paciente/enfermedad. 

Consideraciones 

- Solubilidad. 
- Cantidad de dosis. 
- E..stab 11 idad. 
- Tama~o molecular. 
- Coeficiente de partición. 
- oKa. 
- Unión a proteinas. 
- lipa de forma farmacéutica. 

- Caracteristicas de absorción. 
- Tiempo de vida media. 
- Caracterist1cas de distribución. 
- Duración de la acción. 
- Margen de seguridad. 
- Metabolismo de la droga. 
- Ruta de la administración. 
- Efectos colaterales. 

- Si la terapia requerida es criti
ca. o rutinaria. 

- Edad y estado fisiológico del oa
c lente. 

- Si es necesario que el paciente 
oermanezca en cama o no. 

- Ruta de administración. 
- Localización de la lesión. 
- Duración de la acción del or1nci-

oio activo. que se desea obtener. 
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Después de 1nger1r una forma farmacéutir.a s611da, t1enen lu-

gar en el organismo los procesos s1gutentes: Liberac16n del 

pr1ncip1o activo. 01soluc16n, Absorc ton. Distr1buc16n. Me·-

tabol1smo y Excreción, tal como se muestra en el esauema 

siguiente: < 19 ) 

Fármaco en Fármaco en otros tejidos 
la forma compartimento periférico 

tarmacéut1ca 

Liberación 

Fármaco en la sangre 
compartimento central 

Metabo l 1 smo 

Metabol ito 

Distribución 

Excreción Fármaco 
excretado 

( en forma 
no modifi 
cada ) 

Metabo l 1to 
excretado 

En este esquema. se observa aue una vez administrado el fár-

mdco. este ingresa a la sangre poi· un proceso de absorctón, 

las condiciones del proceso de absorción esoecialmente la ve-

loc1dad. dependen de las caracteristic~s fis1coQuim1cas del 

sitio de absorción y de las propiedades del principio activo. 
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Aún cuando se han descrito mecanismos de absorc1.ón tales como 

la difusión facilitada, el transporte activo y la pinocito

sis. la absorción de los medicamentos se efectúa en su mayo

ria por un proceso de transporte pasivo. o simple difusión. 

Las propiedades f1s1coquímicas de los fármacos. son de gran 

importancia en el proceso de absorción. Cuando se trata de 

fármacos que son ácidos o bases débiles. la absorción es in

fluida por la relación existente entre el pKa del principio 

activo y el pH del medio. El pH del medio también puede in

fluir en la solubilidad del medicamento oue se administre. 

Una vez que el medicamento ingresa al torrente sanguineo se 

distribuye en el organismo a otros compartimentos o fluidos 

d~ distribución, cor procesos de difusión. alcanzando rápida

mente un estado de equilibrio. Por esta razón, la concentra

ción ~e medicamentos en sangre. está relacionada con la con

centración en los otros tejidos y en el sitio de acción mis

mo, 

En forma casi simultánea con la distribución comienzan a pro

ducirse en el organismo los procesos de metabolismo y excre

ción. La biotransformación o metabolismo de los medicamentos 

s~ verifica esencialmente en el hígado. La excreción del 

principio activo. en forma inalterada o sus metabolitos es 

pr1nc1palmente por vía urinaria. ( 19 J 
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Un modelo senc11lo para calcular la dos1s necesaria en una 

formulación de acción sostenida es el siguiente: l 22 

Liberación 
i nmed1ata 

L iberac1ón 
. sostenida 

Activo en tracto 
gastrointestinal 

Ke 

~ L1berac16n -------i Absorción -----~ 

En este modelo se observa que tanto una forma de acción sost.~ 

n1da como una forma convencional, siguen el mismo camino. só-

lo difieren en que que una forma farmacéutica convencional al 

liberar su contenido répidamente, alcanza la concentración tg 

rapéutica de una forma répida. Mientras que una formulación 

con liberación sostenida. mantiene la concentración del prin-

cipio activo al nivel terapéutico. de acuerdo a la siguiente 

relación: 

Proporción del Principio 
Activo liberado. 

Proporción del Principio 
Activo eliminado. 

Cll 

La absorción se produce por difusión, la cual es un p~oceso 

de primer orden. 

Dado Que, muchos activos son eliminados por un proceso dP. 

primer orden. se puede expresar: 

Proporción del Principio Activo eliminado = OKe C2l 
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Donde. O es la dosis de mantenimiento y Ke es la constante de 

el1.m1naci6n, la cual está. relacionada con el tiempo de vida 

media del principio activo, por la expresión: 

Ke = 
0.693 

t 
l/2 

De tal forma que: 

Proporción de Principio 
Activo eliminado 

(3) 

( o ) ( o. 693 ) 

t 
l/2 

Combinando la ecuación Cl) y (4) se obtiene: 

Proporo1ón de Pr1nc1p1o 
Activo liberado 

( o ) ( o .693 ) 

t 
1/2 

(4) 

(5) 

De tal forma que, si se desea dosificar la administración del 

activo a un determinado intervalo de tiempo, se obtiene que: 

Cantidad de activo CProporción de Activo elim1nado)CTl 
necesario en la formu-
lación 

Poi"' lo tanto: 

Ca~tidad de activo necesario 
en la formulación 

( O J ( O. 693 l ( T l 

t 
1/2 

Usando este modelo, se puede calcular la cantidad de pr1nc1-

pio activo necesario para calcular la dosis de una formula-

c16n de acción sostenida a un tiempo determinado. ( 22 ) 
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En la formulación de preparados de ~· sostenida aue se 

adm1n1stran por v1a oral, es necesar • ~nel"" en cuenta las 

caracteristicas de absorción del med11a1nento. y sera un re-

quis1to fundamental aue pueda absorbe• SP en una ampl1a zona 

del tracto gastro1ntest1nal. 

La absorción gastrointestinal puede producirse a lo largo de 

todo el tubo digestivo, incluyendo ei estómago. 1ntest1no 

d~lgado y el intestino grueso. Sin embargo, hay var1ac1ones 

notables en la absorción que se produc~ en las d1st1ntas par-

tes ~el tubo digestivo, 

Caracteristicas del tracto gastro1ntest •nal. ( 22 ) 

Unidad Longitud Diámetro pH Presenta 
Anatómica ( cm ) ( cm ) vellosidades 

Boca 15 - 20 10 6.4 no 
Esófago 25 2.5 5.0 - 6.0 no 
Estómago 20 15 1.0 - 3 .o no 
Duodeno 25 5 5.0 s1 
Yeyuno 300 5 6.0 - 7 .o s1 
Ileon 300 2.5 - 5.0 7.6 si 
Intestino 200 2.5 - 7.0 1.5 - a.o no 
grueso 

La absorción en el tracto gastrointestinal depende de la ve-

locidad de disolución del medicamento, y por lo tanto, de los 

diversos factores que lo afectan. por ejemplo: pH, enzimas. 

caracterist1cas de superficie. 
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Sin embargo, obtener la liberación de la sustancia activa co.n 

trolada por un sistema de velocidad constante Que sea inde·· 

pend1ente del medio circundante, es d1ficil de alcanzar debi

do a las var1aciones individuales Que se producen al emplear 

en el cálculo el valor oromedio de la constante de elimina

ción, y ademas de que el tiempo de transito de vehiculos ac

tivos sól1dos puede estar sometido a fuertes oscilaciones. 

De tal manera Que, obter,er una forma farmacéutica con libera

ción sostenida es dificil de lograr. siendo en su mayor1a de 

liberación prolongada. ( 22 > 
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2.2.3 TECNOLOGIA. 

Los métodos para lograr que el pr1nL 11 

forma de dos1f 1cac16n tenga una at. 

f1can en tres categor1as. 

ll Métodos 81ológ1cos. 

2) Métodos Qu1m1cos. 

3) Métodos Farmacéuticos. 

l) Métodos B1ol6g1cos. C 19 l 

activo puesto en una 

tr•trolada, se clas1-

Dentro de esta categor1a se encuentran: 

a) Los que modifican el tiempo de v1da med1~. 

b) lnh1b1c16n enzimática. 

a) Modificando el tiempo de vida media 

Aquellos pr1nc1p1os activos que tienen un tiempo de vida 

media relativamente corto, es necesario administrarlos 

frecuentemente para mantener una concentración terapeut1ca 

en el paciente. 

ll tiempo de vida media corto en ios or1ncip1os activos es 

usualmente atribuible a que presentan una rápida elimina

ción. por lo tanto. reduciendo la eliminación se prolonga 

el t1empo de vida media, esto se p11ede lograr incrementan·· 

do la reabsorción renal. o bien, ,..educiendo la excreción 

renal del princioio activo. 
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La reabsorción renal de los principios activos eliminados 

por difusión pasiva, puede incrementarse alterando el pH 

urinario, para lograr minimizar la ionización del princi

pio activo en la orina, poi~ ejemplo, 1a administración de 

cloruro de amonio {el cual causa acidosis urinaria), fa

vorece la reabsorción de principios activas ácidos, mien

tras que la administración de bicarbonato de sodio (el 

cual causa alcalosis urinaria), favorece la reabsorción de 

principios activos básicos. 

bl lnh1b1c16n Enz1mát1ca. 

Esta estrategia es empleada para aquellos principios acti

vos que son inactivados por la actividad enzimática, la 

biotransformación de un principio activo puede hacerse mas 

lenta inhibiendo la acciOn de la enzima que lo inactiva, 

de tal forma que administrando un segundo principio activo 

que tenga afinidad por la enzima inactivadora, se reduce 

la capacidad de la enzima para inactivar al principio ac

tivo de interés. 

Como puede notarse, los métodos biológicos requieren de la 

administración de un segundo principio activo, el cual fre

cuentemente tiene efectos indeseables, por lo cual, estos mé

todos tienen una limitada aplicación y están restringidos a 

usarse bajo estricto control médico. 



21 Métodos Qu1m1cos. ! 19 ) 

Estos métodos 1 nvo lucran la mod 1f1 caL ,. Ql• 1 mica de la molé-

cu la del pr1nc1p1o act1vo de 1nteres 

a) Formación de complejos o sales por•:• snlubles. 

Se puede mod1f1car la molécula de t~ terma aue se mod1f1-

que su absorción sin alterar el efe\ to terapéutico. o se 

puede. formar un derivado que sea inerte. pero que se rege

nere al compuesto or1g1nal al someterse a los f lu1dos cor

porales. por lo tanto. si el proceso de regeneración es 

1ento. la durac10n de la acción es orolongada. 

El más conocido de estos procedim1er1tos. es la formac1on 

de tanates de algunos pr1ncip1os activos que son bases or

gén1cas. Este proced1m1ento puede ser aplicado a pr1nc1-

p1os activos que tengan grupos am1r10, y que formen com

puestos insolubles con el ácido tctnico. una vez obtenido 

el complejo princ1p1o activo-ácido tán1co al estado de 

polvo. este puede emplearse en cua1Qu1er t1po de forma 

farmacéutica. ya sea un comprimido o en una cépsula. En 

el tracto gastrointestinal. el complejo reacciona con los 

electrólitos disueltos en e1 medio y cede paulatinamente. 

el pr1ncip1o activo dejéndo1o en cond1c1ones de ser absor,

b1do. 
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b) Empleo de resinas de intercambio iónico. ( 19 J 

En estos métodos se trata de formar un complejo de la re

s1na con el pr1ncip1o act1vo y su posterior disociación en 

el tracto gastrointestinal con la consiguiente liberación 

del or1ncioio activo. El complejo in~oluble formado, cedP. 

el principio activo lentamente por doble descomposición. 

al producirse el intercambio entre el princ1p1o activo y 

algún 16n adecuado. La veloc1dad de cesión del principio 

activo desde la resina dependerá. por lo tanto, de la ve

locidad de difusión de ambos iones, es decir, del princi

pio activo que abandona la resina y del ión que entra a 

reemplazarlo, para que se produzca el intercambio es nece

sario que haya una concentración relativamente alta del 

16n en el sitio de liberación. 

E.ato e;.s normal que ocur,ra en el tracto gastrointestinal. en 

el cual existen electrólitos en cantidad más o menos constan

te. Además el proceso se ve favorecido por el hecho de que el 

principio activo se va absorbiendo a medida de que es libera

do. de manera que e 1 i ón que sale de la resina. es removido 

en forma constante. 
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3) ·Métodos Farmacéut 1 cos. 

Estos métodos pueden agruparse tom¿11 i Pn cuenta 1 os pr f ne i -

pi os f1s1coqufm1cos en los cuales ~f· n~sa la formulaciOn y la 

11berac1ón del pr1nc1p1o activo de~t1• ~ forma farmacéutica. 

al Recubrimiento de Tipo Entér1co. 1 19 ) 

El objetivo de estas preparaciones es la de evitar la de~ 

composic1ón de aquellos princ1p•us activos alterables en 

el medio estomacal o para 1mped1r su acc1ón irritante so

bre la mucosa gástrica. con un ··ecubr1m1ento entérico. se 

logra que una forma farmacéut1c·a oueda pasar 1nalterada. a 

través del estómago y disolverse en el intestino delgado 

produciendo la liberación del pr•nc1p1o activo. 

Estas preparaciones se formulan tundamentalmente como las 

convencionales y se proveen ademés de una laca resistente 

al jugo gástrico. Este tfpo de lara no se disuelve en jugo 

géstrfco fuerte o débilmente ác1do, sino mas bfen en el 

jugo 1ntest1na1 casf neutro. de mono que el princ1p1o ac

tivo no queda libre para la absorción hasta 1 legar a la 

parte super1or del 1ntest1no. 

Este pr1nc1p1o. también puede emplearse para entregar e.l 

prfncip1o activo de una manera programada. de tal forma 

que. se libere una parte del c•r•·ncip1o act1vo cuando la 

la forma farmacéutica llegue a· estómago. y una segunda 
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porc16n se libere en el intest1no, luego de d1solverse lü 

cub1erta entér1ca. De tal forma que estos productos se pr~ 

sP.ntan generalmente en forma de grageas y cons1sten en dos 

dos1s del Pr1nc1p1o activo en una sola forma farmacéutica. 

L~ dos1s de liberación inmediata que debe ser liberada en 

el estomago, se encuentra en la cub1erta de la gragea, y 

la dosis de manten1m1ento o segunda dosis en este caso, se 

halla en el núcleo, el cual fue protegido con una cubierta 

entér1ca. 

b) Gránulos Recub1ertos. 19, 23 l 

Mediante el recubrimiento, puede mejorarse la resistencia 

al roce, la estabilidad de almacenamiento. el aspecto, la 

caracter1zac1ón, el sabor y la tolerancia. 

los recubrimientos tienen la ventaja de su poco espesor. y 

permiten orogramar la 11berac16n de la sustancia activa 

mediante la elección del t1po de cubierta conveniente en 

cada caso, Este tipo de preparados esta constituido por 

una mezcla de corpúsculos o microesferas. La dosis inicial 

es entregada por microesferas con d1st1ntos grados de re

cubrim1erito, la forma más usual de emplear estas microes

reras es colocarlas en cápsulas de gelatina dura. 
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Con este t1po de preparado. const t111do por corpúsculos 

pequeMos con d1st1ntos grados de recubr1m1entos. es posi

ble aproximarse bastante a una fot ml. lac16n aue sea cap.:\..-: 

de entregar el pr1nc1p1o activo er la forma senalada oor 

la teoria, es dec1r. liberando 1n1c1almente una dosis auc 

permita alcanzar el nivel terapéutico y luego mantenerlo 

produciendo una liberac16n. de modo que la velocidad de 

absorción, sea igual a la de eliminación del Principio ac

tivo. La liberación sostenida se favorece por el hecho de 

que existe la posibilidad de producir gránulos con una ga

ma bastante amplia ~e grosor de recubrimiento, y además, 

porque al estar el princip1o activo dividido en oarticulds 

pequenas. su tránsito a través del tracto gastro1ntest1n3l 

se produce en mejor forma y su distr1buc10n a lo largo de 

él, ouede permitir una cesión regular del principio acti

vo. De esta manera. se d 1 sm1 nuyen los r 1 esgos de u11a 

absorción mala o irregular en el tracto gastrointestinal. 

que pudiera originarse porque la forma farmacéutica auedd

ra resagada o retenida en lugares en los cuales. la cesión 

del princioio activo no se Produzca en forma adecuada, o 

que sea en mal stt1o de absorc10n para el princ1p1o activo 

en cuestión. 

Las m1croesferas se preparan cor recubr1m1entos de gránu

los que contienen el principio act1~~. estos núcleos tie

nen un tamai'\o correspondiente a mal la l2 a 14. Una forma 
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de obtener los núcleos que sirven de base para la prepara

ción de las microesferas consiste en utilizar peque~os 

gránulos de azúcar o de otras sustancias inertes y recu

brirlos con soluciones adhesivas tales como; Jarabes. so

luciones de gelatina, polivinilpirrolidona, derivados de 

celulosa u otras sustancias de este tipo, que contienen 

disuelto el principio activo QUe se va a incorporar. 

el Erosión Lenta. ( 19 ) 

Los preparados de acción prolongada que se basan en este 

principio, contienen el principio activo mezclado con sus

tancias no absorbibles en el tracto gastrointestinal, por 

ejemplo: algunas sustancias grasas. ceras sólidas de alto 

peso molecular y de punto de fusión elevado. De esta mane

ra, el principio activo se esté cediendo paulatinamente, a 

medida que los 11quidos del tracto gastroinestinal van 

erosionando poco a poco la masa del comprimido. 

La velocidad de cesión del principio activo desde el nú

cleo de lenta erosión, se puede regular efectuando mezclas 

de sustancias hidrosolubles que permitan acelerar la ce

sión. 

dl Empleo de Gomas y Coloides Hidrofilicos. 19 ) 

Este método emplea una mezcla del principio activo. con 

algunas gomas u otras sustancias coloidales h1drofilicas 
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no digeribles paJ"'a fabricar" comor 'fl tdos. En este tipo de 

prepaJ"'ados. la goma o sustancia ,·loidal hidJ"'ofilica Re 

mezcla íntimamente con el pr"1nc.tt3\1· activo, de modo Que 

é~te quede incluido en una especie ~e matJ"'iz del gel h1-

dJ"'of11 ico. Cuando la tableta se humecta con los jugos di

gestivos del tJ"'acto gastrointestinal, se forma en su 

superficie una barrera coloidal a través de la cual, di

funde paulatinamente el principio activo. Las sustancias 

que se emplean en este tipo de preparados son: goma arábi~ 

ga. alginatos. derivados de celulosa como metil. etil, 

carboximetil, etc. 

e) Comprimidos de Matriz Plástica. L9 ) 

Los preparados de este tipo, están formados por comprimi

dos fabricados con algún tipo de sustancia plástica Que 

tiene incluido en su interior el orlncip1o activo. De esta 

manera, la tableta forma una especie de matriz plastica. 

que en su paso a través del tracto gastrointestinal, libe· 

ra el principio activo en forma lenta. cediéndolo gradual

mente al medio liquido y dejándolo en esta forma. en con

diciones para la absorción. 

En la fabricación de estos comprimidos se emplean diversos 

tipos de polii?.~os, que le dan estructura rigida, y ademas 

algunas otras sustancias coadyuvantes que sirven para re-
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gular la liberación del principio activo. llamados cana11-

zadores. que son sustancias muy solubles en agua. Que al 

disolverse aumentan la porosidad de la matriz permitiendo 

el ingreso de los liquidos que realizan la extracción del 

Princioio activo desde el interior de ella. 

fl Sistema Osmótico. ( 22, 25 ) 

late sistema consiste en un núcleo conteniendo el princi

pio activo recubierto con una laca impermeable, la cual, 

presenta un pequeno orificio (0.3 mm de diámetro aprox.l 

producido por un rayo láser. A través de este orificio, el 

fluido gastrointestinal lle~a al núcleo y disuelve el 

principio activo. Después de establecerse la presión osmó

t lca en el interior del núcleo. la solución saturada de 

principio activo se bombea hacia afuera, a una velocidad 

constante, la velocidad de liberación empieza a disminuir 

lentamente. cuando la solución del principio activo se di

luye en el interior del sistema. 
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2.2.4 EVALUACION. { 19, 23, 24 

Para controlar y evaluar las caracter•s1 icas de cesión de los 

preparados de acción sostenida de usl ral, se efectúan con

troles »in v1tro» e "1n vivo". 

Las pruebas "1n v1tro", son de gran ut1 l idad durante la etapa 

de desar.rollo y d1seno de la formulación. y tambien se em

plean en la Industria Farmacéutica, como oruebas de control 

dt? calidad, para asegurar la uniformidad de las caracterist1-

cas _del producto en las diferentes oart1das de fabricación. 

Las oruebas "1n vivo", permiten controlar la cesión del pr1n

c1p1o activo en el organismo, también sirven para asegurar o 

medir la inocuidad o efectividad de la forma farmacéutica, y 

en conjunto con las evaluaciones c11n1cas, oermiten estable

cer la efectividad terapéut1ca. asi como, los limites adecua

d.os de ces 16n. que pueden controlarse por proced1mi entos "in 

v1tro". 

al Controles "1n vitro". 

Los controles "1n v1tro". deben considerarse como orocedi

mientos ~ue permiten conocer la cantidad de or1ncipio ac

tivo cedido por la preparación en 1a unidad de tiempo. en 

las condiciones experimentales oue se han establecido. Es 

necesario tener en claro, que se t•"a":.a de sistemas de con-
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tro1 más aue de pf"oced1m1entos de- s1mulac1ón de_l fenómeno 

de absorc16n. 

Ningún método de control "in vitre", t1ene valor" en s1 

m1smo, a menos que controle efectivamente el m1smo fenóme

no. del cual depende la libet"'ac16n del pr1ncip1o activo 

"1n vivo". 

El ensayo ''1n vitre". tiene 1mportancia como control de la 

fabricación, para asegurar que las diversas partidas de un 

mismo producto, corresponden efectivamente a los requisi

tos de ces16n, que se han programado para esta forma far

macéutica. 

Los proced1m1entos "in vitre" consisten. en mantener la 

forma farmacéutica durante un t1empo determinado. en un 

medio liquido con caracteristicas especiales de pH. con

cent~ación de electrólitos y contenido enzimático. El pro

ducto se mantiene en movimiento, mediante la introducción 

de un sistema apropiado de agitación, y a una temperatura 

simtlar a la del organismo (37ºC.). La valoración del 

principio activo cedido al medio líquido, a los diferentes 

intervalos de tiempo, pueden efectuarse sobre el residuo 

remanente en la forma farmacéutica a dichos intervalos, 

obteniéndose la cantidad de principio activo liberado por 

diferencia, o bien, valorando e1 principio activo 
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directamente en el liQuido de e~t1aLc1ón a 1os tiempos 

se~alados. 

N~ ex1ste un proced1m1ento universal. Que sea aplicable a 

cua1Qu1er tipo de forma farmacéutica de acción controlada, 

por lo tanto, los aparatos y equipos utilizados, dependen 

de la~ caracterist1cas del producto y del sistema de 11be~· 

ración del principio activo desde la forma farmacéutica. 
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2.3 CROMATOGRAFIA. 

2.3.1 CLASIFICACION. ( 27 

La cromatografia es un método fis1co que permite separar. 

aislar, e 1dent1f1car los componentes de una mezcla de com

puestos quimicos. La muestra es d1str1buida entre dos fases, 

una estacionaria y otra móvil. de tal forma que cada uno de 

los componentes de la mezcla es selectivamente retenido por 

la fase estacionaria. 

De acuerdo con la naturaleza de las fases involucradas, y con 

los diferentes mecanismos de separación, se tienen distintos 

tipos de cromatografia. 
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CROMATO
GRAFIA 

Gases 

Liqu1dos 

[ 

Gas-L1qu1do 1Pa1 1 c1on> 
CGL 

Gas-Só 11 do 1 Ads• •. , 1 on l 

CGS [ En Papel (CP) 
Lfqu1do-L1qu1d<.• 

CParttc1ón) Cromatograffa de 
CLL Liquides de Alta 

Resolución (CLAR> 

Lfqufdo-Sólido 
(Adsorción) 

CLS 

[

En Capa Delgada 
CCCO) 

En Co 1 umna 

Cromatograffa de 
L1au1dos de Alt.a 
Resolución (CLAR) 

De Intercambio [En Columna 
16n1co Cll Cromatograffa de 

L1qu1dos de AlLa 
Resolución (CLAR> 

De Exclusión 
CE 

[

Gel 

Gel 

de Permeac 1 ón 

de F11trac1ón 

CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS ( 28 1 

La cromatografia de 1fqu1dos puede desarrollarse en d1feren-

tes sistemas, en función de la forma f1s1ca de la fase esla-

c1onar1a. En la cromatograf1a en capa delgada y en la croma

tograf1a en papel. la fase estac1onar1a se extiende en forma 

de capa. En la cromatograf1a en columna. la fase estacfonarfa 

es empacada en una "columna". 



La cromatograf1a de 11ou1dos en columna, basándose en la na-

turaleza de la fase estac1onar1a y en los procesos de separa-

c1ón. puede clas1f1carse en cuatro t1pos: e 28 

1) Cromatograf1a de Adsorción. 
2) Cromatograf1a de Partición. 
3) Cromatograf1a de Intercambio Ión1co. 
4) Cromatograf1a de Exclusión. 

1) Cromatograffa de Adsorción. 

En la cromatograffa de adsorción. la fase estac1onar1a es un 

adsorbente. y la separación se basa en repetidas etapas de 

adsorc16n-desorción. 

2) Cromatograffa de Part1c10n. 

En la cromatografia de partición. la separación no se basa en 

la adsorción, sino en un reparto entre la fase móvil y la fa-

se estac1onar1a. 

3) Cromatograffa de Intercambio Iónico. 

En este tipo de cromatograffa. el lecho estacionario tiene 

una superficie cargada iónicamente. con una carga contraria a 

la de la muestra. Esta técnica se usa casi exclusivamente con 

muestras iónicas o ion1zables; cuanto mayor sea la carga de 

la muestra. más fuertemente será atrafda hacia la superf1c1e 

fónica. y por tanto, más tiempo tardará en ser elu1da: la fa-

se móvil es una solución reguladora acuosa. en el que el pH y 

la polaridad se utilizan para controlar el tiempo de eluc1ón. 
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41 Cromatograf1a de Exclusión. 

En este tipo de cromatografía, se • , .. f' 'ª la columna con un 

material oue posea poros de dimen~ ,. 1e~ comprendidas entro 

cierto limites. con lo aue la muestra e~ retenida o f11tr"ad~ 

según sea su tarna~o molecular. 

OP.bido a.aue no siempre puede determinarse. cual de los oro

cesos 1mpl 1cados si el de adsorción o el de reparto desempei'\a. 

e 1 papel mas 1 mportante. se definen dos o más t ioos, segu1l 

sea la polaridad relativa de las dos fases. de esta forma 

surge la Cromatografia en Fase Normal 

Fase Inversa. 

la Cromatografía en 

En la Cromatograf1a en Fase Normal, el lecho estac1onar1o es 

de naturaleza fuertemente colar < p ej. silice l y la fase 

móvil es no polar < p. ej. n-hexano. tetrahidrofurano l. Las 

muestras polares quedan retenidas durante t1emoos mayores oue 

los materiales menos polares o apelares 

La Cromatografía en Fase Inversa es exactamente lo contrario, 

e~ decir. el lecho estacionario es de naturaleza no colar 

(hidrocarburo). mientras la fase m6v11 es un liouido colar, 

normalmente agua o algún alcohol. En este caso. cuanto mas no 

polar sea la muestra. mayor será su retenc16n. 
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Fase norma 1 Fase 1nversa 

-OH 
lno polarj 

superficie 
polar de la 
fase estacionaria 

fase móvi 1 
no polar 

--CH fase 
3 lno polar( móvil 

--CH 
3 

superficie 

· · polar 

no polar de la 
fase estacionaria 

En la ilustración se indica el orden de eluc1ón de los dis-

~1ntos componentes de una muestra, en función de sus diferen-

tea polaridades. ( ZB ) 

También se puede considerar una clasificación, de acuerdo a 

la composición de la fase móvil: 28 

al Elución 1socrát1ca.- Si se mantiene la composición de la 

fase móvil constante. 

b) Elución por gradiente.- Si se varía la composición de la 

fase móvil a lo largo de un croma-

tograma. 



2.3.2 CROMATOGRAFIA DE LlQUlDOS DE ALTA RESOLUCION 

La cromatograf1a de 1iQuidos clas1ca, oresenta el 1nconve

n1ente de t1emcos de eluc16n prolonga.do~. lo cual ha motivado 

a mejorar la técnica de esta cromatogr"afia, para lo cual se 

han emoleado particulas de mucho menor tamaf'io. que han reaue-

r1do de mayores presiones de entrada, v de nuevos detectores 

capaces de operar a bajo caudal y de detectar peque~as cantf-

dddes de sustancias: como resultado de estos 1mclementos sur· 

ge lo que actualmente se conoce como Cromatografia de Lioui

dos de Alta Resolución ( CLAR }, 

La Cromatografia de Líquidos de Alta Resolución se caracter1 · 

za oor: 27, 28, 29 ) 

1.- Columnas reutilizables de d1émetro oequeno C2-5 mm). 

2.- Rellenos de columna de part1cu1as muy pequenas <5-50 uml 

3.- Presiones de entrada relativamente altas y f1ujo centro-

lado de 1a fase móvil. 

4.- lntroducc16n prec1sa de la muestra. s1n necesidad de 1n · 

yectar grandes cantidades. 

5.- Detectores continuos especiales, capaces de operar a cau .. 

dales muy bajos y de detectar cantidades muy pequenas. 

6.- Instrumentos normalizados y automa•1zados. 

7.- Anélisis rápidos. 

8.- Alta resoluc10n. 
-6 -12 

9.- Cantidad min1ma detectable del orcte~ de 10 a 10 g. 



2.3.2.1 CROMATOGRAFIA DE PARES IONICOS ( 20. 30, 31 ) 

La cromatograffa de formación de pares 16n1cos. permite la 

separación de muchos compuestos que estAn demasiado 1on1zados 

oara separarlos mediante métodos normales de adsorción o par

t1c16n. pero son demasiado insolubles en agua. para ser ana

l izados por las técn·1cas convenc1onales de 1ntercamb1o 16n1-

co. 

La formación de pares 16n1cos. puede emplearse para la sepa

ración de muestras que contengan componentes 16n1cos fuertes. 

débiles y no 16n1cos. as1 como para aquellas muestras que 

contengan tanto ácidos como bases. 

La formación de pares 16n1cos en la actualidad se efectúa 

Preferentemente sobre columnas de fase inversa, con fases en

lazadas permanentemente. En general. estas columnas son las 

de mayor eficacia para la separación de compuestos no 16nicos 

puesto que el mecanismo primario de la separación depende de 

las d1ferenc1as de solubilidad, y por lo tanto. de la part1-

c16n entre la fase móvil h1droff11ca y la fase estac1onar1a 

lipofilica. La presencia en éstos sistemas de grupos ión1cos. 

normalmente interfiere con la solubilidad. en el caso de áci

dos y bases débiles con valores de pKa comprendidos entre G 

y e. puede suprimirse esta ionización. en ácidos y bases 

fuertes con valores de pKa fuera del intervalo anterior.no 

cuede suprimirse fácilmente. La finalidad de la formación de 
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pares 1ón1cos, es anact1r un segundo -,, al eluyente aue se 

comb1ne. con los 1ones de la muestra =?1 1azéndose fuertemente 

a el los por fcrmación de un par ión1ct· neutro, aue ya sufrirá 

los orocesos normales de d1stribuc1or oor reoarto, adsorción. 

etc., entre las fases estacionaria v móvil. A partir de éste 

punto, los tiempos de retención se ~onsiguen utilizando las 

técnicas habituales en fase inversa, tales como el ajuste d~ 

la proporción de disolvente orgánico e inorgánico, etc. 

La ormación de pares iónicos ouede emplearse también, para 

modificar los iones de la muestra. de modo que los pares 10-

nicos as1 formados, participen en el oroceso de intercambio 

16n1co. Por último, la tercera variante de la técnica consis

te en utilizar la cromatografia de pares ión1cos para modif1 -

car la fase estacionaria. En este caso, el contraión se ad

sorbe sobre el relleno de la columna, a continuación lns 

iones de la muestra de signo contrario, se unirén al nuevo 

contra1ón superficial. Se necesita un exceso de contraiones 

en la fase móvil, para mantener una r::oncentracion constante 

de contraiones con la superficie de la fase estacionaria, y 

para que contribuyan al proceso .de la distr1buc1ón. 

En todas estas variantes. los parémetr·os aue se pueden ajus

tar para conseguir un ampl1o margen de selectividad son: 

el t1po y la concentración del contrato~. el PH. la tempera

tura de la columna y el t1oo v la comoosic16n de la fasP. 

móvi 1. 
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La fase estac1onaria más ampl1amente ut1lizada en la cromato

graffa de formac16n de pares 1ónicos es la C-lB (octadecils1-

lanol. Las muestras bás1cas normalmente se analizan usando 

alqu11sulfonatos sódicos. por ejem. pentansulfonato sód1co. 

con pH=3 aproximadamente ajustado con ácido acético glacial. 

Otros contra1ones de uso frecuente son laurilsulfonato y 

dioct11su1focianato sódico. los aná11sts se llevan a cabo a 

valores bajos de pH C2.5 - 3.5). Normalmente las muestras á

cidas se analizan con fosfato de tetrabut1lamon1o. que propo~ 

c1ona un pH de 7.5 aprox1madamente. ( 28, 30, 32 
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2.3.3 PARAMETROS CROMATOGRAFICOS. 27, 28, 29 ) 

Durante el desarrollo de un croma1 01..1rama. la fase mov1 l 

arrastra a las moléculas de la muestra. a traves del lecho de 

la fase estac1onar1a. Ourante e1 t1ayecto, las distintas 

moléculas de la muestra son retardadas cor la fase estaciona

ria, en función de la 1nteracc16n entre los componentes de la 

muestra y las fases estacionaria y móvil. De tal forma, oue 

i'os componentes de la muestra, empiezan a separarse uno de 

otr9 en bandas diferentes, mientras aue la concentración de 

la muestra en la banda 1n1c1al ( inyector ) es uniforme, pos

teriormente sigue en el caso ideal, un perfil de d1str1buc16n 

normal. Como resultado de todo ello. el registro de la con

centración en función del tiempo a la salida de la columna. 

dá lugar a un p1co cuya forma es la de una curva gaussiana. 

Los picos gaussianos que representan el número de moléculas 

cluidas frente al tiempo, constituyen un cromatograma, tal 

como se muestra en la siguiente figura· ( 27 ) 
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Respuesta del 
detector 

t 
----------tr (bl- - - - - - - - - --1 

- - - - lll- - - -
- - - - - tr <al- - - - 1 

~ tm- -i- - - tr' (al- - A 

punto de 
inyección 

B 

~~~~~~~~-:.,__..;'-~~~~~~~--:..__..:~~~~ 

W (al W (bl 

Tiempo 

Los parámetros a evaluar en un cromatograma son: 27 ) 

- Tiempo de retención Ctr).- Es el tiempo que la muestra pcr-

manece dentro de la columna. y se mide desde el momento en 

que la muestra se introduce en el sistema. hasta que se 

obtiene el punto máximo de la senal. 

- Tiempo muerto Ctm>.- Es el tiempo requerido para eluir una 

sustancia no retenida en la columna. 

- Tiempo de retención ajustado Ctr').- Es la diferencia entre 

el tr y tm. es decir. el tr es el tiempo total de permanen-

cia en la columna. tm es el tiempo que la sustancia perma-

neceen la fase móv11: oor lo tanto, tr' es el tiempo que 

la sustancia permanece retenida en la fase estacionaria 

tr' = tr - tm 
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- Anchura de la base del cromatograma 1Wbl.- Es la porción de 

11 nea base 1 nterceptada por tangentes trazadas a ambos la

dos de una seMal cromatograf1ca. E&te valor de anchura se 

emolea en el c~lculo de la resolución y ef1c1enc1a de los 

sistemas cromatográf1cos. 

- Número.de platos teóricos <N>.- Indica la capacidad de la 

columna para proporcionar picos estrechos y bien separados, 

·mientras mayor sea N mayor número de platos teóricos tendrá 

la columna y por consiguiente será de mayor efic1enc1a o 

capacidad para la separación de los componentes. 

Onnde tr y Wb se expresan en las mismas unidades <tiempo, 

volumen, distancia, etc.). 

- Altura equivalente a un plato teórico CAEPT).- Se repre-

sP.nta por: 

AEPT 
L 

N 

Donde L es la longitud de la .columna y N el número de pla

tos teóricos. 51 el valor de AEPl es peque~o. es mayor el 

numero de Platos por unidad de longitud, y por lo tanto, la 

column6 será más eficiente. 



- Coeficiente de distribución o de reparto <hl.- Se expresa 
por: 

cantidad de muestra/mL de fase estac1onar1a 
K -------------------------------------------

cantidad de muestra/mL de-.fase móvil 

El coef1c1ente de d1strtbuc1ón, es una prop1edad ffst~a 

fundamental de cada sustancia. Es caractertsttco de cada 

compuesto, del sistema de fase móvil y de fase estaciona-

ria en considerac16n, y está en función de la temperatura. 

- Relación de capacidad CK'l.- Es una medida de la retención 

de un componente por la fase estacionaria, y es caracterts-

co para una columna dada. 

tr - tm Tiempo en la fase estac1onar1a 
Kº -------- = ------------------------------

tm T1empo en la fase móvil 

- Resolución (R).- Indica la separación entre dos picos adya-

centes en un cromatograma. 

2 [tr 
2

- tr 
1
] 

Wa + Wb 

- Selectividad (al.- Describe la retención relativa de los 

componentes en la fase estactonaria. es decir. que tanto se 

han separado los p1cos entre si. sin tomar en cuenta la 

amplitud de los mismos. 

a= 

tr' 
2 

tr' 
l 

Valores elevados de a s1gnif 1ca mejores separaciones. 
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2,3.4 EQUIPO DE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION 

Cámara 
Mezcla 

Reservor1os 

Bomba de alta 
pres1on 

Med1dor de 
Presión 

Residuos 

Horno 

Esquema de un Cromatografo de L1au1dos 
de Alta Resolución e 28 l 

2.3,4.1 RESERVDRIDS 28, 29 

Inyector 

e :;l 
o 
1 
u 
m 
n 
a 

Registrador 

Su objetivo es contener los disolventes que se emplean como 

faae móvil. su boca será del menor d1ametro posible a fin de 

evitar la evaporación. lo cual alteraria la comoos1c1on de la 

fase móvil en caso de que uno de los componentes fuera mas 

volét11 que el resto. 

El reservor1o debe taparse de manera conveniente; a través 

del tapón va el tubo que conduce la fase móvil. este tubo 

succ1onador de acero o teflón, lleva en su extremo un filtro 

aue garantice la limpieza f1sica de 1 o1solvente. 
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Se oueden utilizar recipientes de vidl""io, acero inoxidable o 

plásticos inel""tes. de una capacidad entl""e l y 3 li~ros. 

La fase móvil a emplear debe estar" libl""e de burbujas: para e

liminar las burbujas del sistema de solventes oueden seguirse 

los siguientes métodos. e 28 ) 

- Colocar el recipiente del liauido en un ba~o de ultrasonido 

o introducir en él una sonda_ ultrasónica. 

- Hacer burbujear una suave corriente de helio a través del 

liquido: el helio tiene la propiedad de desplazar otros ga

ses de la solución. 

- Calentar el liouido hasta ebullición. 

- Conectar el liquido a una fuente de vacio: como medida pre-

ventiva utilizar frascos de paredes gruesas. 

2.3.4.2 BOMBA CROMATOGRAFIC.A ( 29 ) 

Se entiende por bomba cromatogréfica. a aquel dispositivo 

capaz de proporcionar a la fase móvil. la presión necesaria 

para que. operando al flujo o velocidad orecisa. atraviese la 

columna cromatográfica. 

Los requerimientos que debe cumplir un sistema de bombeo para 

CLAR son: 

- El sistema de bombeo debe estar fabricado con materiales 

quimicamente inertes a la fase móvil. 
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- Debe ser capaz de operar a la mé~ 1111a sens1bi lidad oel de-

tector, y por tanto, debe estar e,..eoto de pulsaciones o te-

ner un amortiguador que las controle. 

- Debe suministrar caudales apropiados al diámetro interno de 

las columnas más eficientes e de 0.5 a 6.0 ml/m1n ). 

- Debe .ser capaz de suministrar presiones de por lo menos 500 

hasta 4000 psi. 

Las bombas cromatográf1cas pueden c1as1f1carse en dos tipos: 

e 29 J 

[

e presión constante 

Bombas 

e flujo constante 

[

De presión directa mediante un 
gas. 

De 1ntens1ficador neumático. 

De 1ntens1f1cador h1draú11co. 

[

De pistón. 

De pistón reciproco. 

De jeringa. 

Como se observa, hay dos tipos de bombas cromatográficas: 

- Aquellas que mediante un dispositivo generalmente basado en 

el empuje constante que ejerce un gas C bombas de presión 

constante). mueven la fase móvil por la columna. depen

diendo el flujo de la fase móvil. de la resistencia que a 

su paso opone la columna. 

- Aquellas que modifican su presión. para alcanzar y mantener 

un flujo determinado < de flujo constante >. 
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Las principales ventajas de la mayoria de las bombas de pre

sión constante son: su simp\icidad, costo y la ausencia de 

pulsas1ones que da lugar a lineas de base suave. sin embargo. 

debe controlarse el caudal con cuidado y constantemente. El 

caudal puede variar, al cambiar la viscosidad del disolvente 

a causa de cambios de temperatura, o cuando se acumulan· en la 

columna. componentes de la muestra no disueltos o oarticulas 

desprendidas del material del septum. asi como al sedimentar

se el relleno de la columna. 

La ventaja principal de las bombas de flujo constante, es su 

ir1herente capacidad de repetición de volümenes de elución y 

areas de picos. independientemente de la ca1da de presión de 

la columna. ocasionada por los posibles cambios de viscosidad 

o del bloqueo. o sedimentación ocasionales de la columna, ha~ 

ta el limite de presión de la bomba. 

Mantenimiento y cuidado de las bombas cromatográficas. e 28 ) 

- La fase móvil deberá ser destilada en vidrio y/o filtrada 

a través de filtros de Q.45 um. 

- El filtro que se encuentra en el extremo del tubo succiona

dor, deberá ser limoiado constantemente o reemplazarlo. pa

ra ev1tar oue las particulas entren a la cámara de bombeo. 

- No deben emolearse materiales corrosivos. 

Al emclear fases móviles oue contengan sales, éstas no 

deben cermanecer en la bomba por largos oer1odos; al termi-
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nar el análisis. se debe pasar agua ~ura a través de todo 

el sistema ( bomba. columna, in.vect<"r detector ) . 

- Ev1tar oue la bomba trabaje en seco ' sin fase móvil >. cor 

Que se ocasiona la abrasión de las partes constituyentes de 

la cámara de bombeo. 

- Los d1so1ventes deberán ser degas1f 1cados para opt1mi~ar la 

precisión de la bomba. 

2.-3.4.3 SISTEMAS DE INYECCION DE MUESTRAS C 2B, 29 

La or1ncipal consideración en el disefio de un sistema de 1n

yecCión de muestras, es la necesidad de proQorcionar una zona 

de poco volumen. completamente barrida por la fase móvil, pa

''ª evitar la difusión de la muestra y la di lución exponen· 

cia1, 

Los sistemas de inyección, son básicamente de cuatro tipos: 

- Septum y jeringa. 

- Sistemas de válvulas. 

- Resistencia hidrodinámica. 

- Sistemas automáticos. 

2.3,4.4 COLUMNA CROMATOGRAFICA 

Básicamente. la columna consiste en un segmento de tubo de 

algún material inerte. de diámetro uniforme y capaz de resis- 1 

t1r altas presiones. 

Los avances en la tecnologia de columnas. ouede t""esumirse 

como sigue: ( 27 ) 

- Uniformidad de tamano de partlculas. 

- Elaborac16n de particulas de tamaf10 muv reducido. 
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- Refinamiento en los orocesos de relleno de las co1umnas. 

- Procesos quimicos muy eficientes en la preparación de mate-

riales de fase estacionaria quimicamente unida. 

Los componentes de la columna y su contribución al funciona-

miento cromatogréfico. se presentan a continuación. 

Material de empaque 

Naturaleza de 
la superficie 
de particula 

Tamano de 
oarticula 

Columna 

contenedor 

Longitud 

Factores mecánicos 

Material 

Factores qui
micos: a, K' 
resolución 

N. vida útil. eficiencia. velocidad 

Existen básicamente tres tipos de materiales de empaque: 

a) Gel de Si11ce. 

bl Gel de silice modificada qu1micamente en la.superficie con 

gruoos orgánicos diferentes, y por 10 tanto, con comporta-

miento de selectividad especifica. 

el Alúmina. 

Los materiales de empa~ue de las columnas utilizadas en CLAR 

deben cumplir con los siguientes requisitos : 

- Estabilidad estructural. 

- Grandes superficies de contacto. 

- Una capa fina de absorbente distribuida uniformemente. 

- Superficies con estructuras abiertas, que sean de facil 
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acceso a la fase móvil. 

- Resistencia para ser comprimidas por· presiones altas. 

2,3,4,5 TEMPERATURA DE LA COLUMNA CROMATOGRAFICA. ( 26 l 

La temperatura es un parametro muy importante en cromatogra

fia de l1qu1dos. probablemente tan importante como el caudal 

o la polaridad del d1solvente. 

En la cromatografia de 11Qu1dos se emplea por var1as razones: 

Para d1smunu1r la viscosidad de la fase móv11. y lograr as1 

presiones menores y aumento en la transferencia de masa de 

los componentes de la muestra entre las fases mov11 y esta

c1onar1a. 

- Para aumentar la solubilidad de la muestra en la fase enla

Zdda y obtener asi una mayor ef1c1enc1a global del equipo. 

- Para aumentar la velocidad de m1grac16n 1ón1ca en los s1s

t~mas de 1ntercamb1o ión1co. con lo oue se obtiene una ma

yor frecuencia de intercambio por unidad de lon9itud de la 

columna. 

~l empleo de temperatura en la columna. presenta la s1gu1ente 

limitación: 

- Al incrementar la temperatura disminuye el factor de caoa

c1dad. el cual a su vez influYe sobre la eficiencia Que de

be tener la columna para lograr una determinada separación. 

En general. cuanto menor sea el factor de capacidad. mayor 

nümero de platos teóricos se precisará. 

S1n embargo. independientemente del hecho de Que se necesiten 

o no temperaturas elevadas, en muchos casos es conven1ente P.1 
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control de tempera.tura, debido a aue en algunas columnas la 

eficiencia puede variar con peoue~os cambios de temperatura 

ambiente, del ord~n de 2º - 4ºC. 

Generalmente se utilizan banos de agua o de otro liouido. con 

regulación de temperatur·a, o bien hornos de tipo eléctrico, 

2.3.4.6 DETECTORES. 

El detector es un dispositivo capaz de monitorear en forma 

continua alguna propiedad fisicoquimica de los componentes de 

la muestra o de la solución Que los contiene. generando una 

senal proporcional a la concentración de la muestra a medida 

que ésta sale de la columna. 

Los detectores pueden ser de dos tipos: ( 29 ) 

- Aquellos que miden únicamente alguna propiedad del soluto 

por ejemplo. la absorción al espectro ultravioleta o fluo

rescencia. 

- Aquellos que miden alguna propiedad del soluto y la fase 

móvil. por ejemplo, el de indice de refracción. 

DETECTOR DE lND!CE DE REFRACClDN. ( 27 

Este tipo de detectot~ mide la diferencia entre los indices de 

refracCión del disolvente puro y de la solución de la muestra 

oue sale de la columna: de esta manera se detecta cualquier 

cambio en la composición de la fase móvil. 

Presenta las siguientes caracteristicas: 

- Cualquier soluto puede ser detectado. 
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- 11ene moderada sensibilidad, no se emo1ea para el anal1s1s 

de trazas. 

- Es sensible a los cambios de temperatut"'a y de ·f.l':Jjo. 

- No se aconseja al usar gradiente de e1uciOn. 

- No destruye la muestra. 

La se~al generada puede ser positiva o negativa, según el 

indice.de refracciOn de la solución QUe contiene la muestra 

sea mayor o menor que el indice de refracción del disolven

te. 

O~TECTOR DE LUZ ULTRAVIOLETA. ' 27, 28 ) 

Su funcionamient.o se basa en la absorción de luz por parte de 

la muestra, al pasar a través de ella un haz de luz monocro

md~ica ultravioleta. La respuesta del detector es selectiva, 

ya que sólo se detectarán los compuestos que absorban luz de 

la longitud de onda a la que opera el detector. 

Presenta las siguientes caracteristicas: 

- Es insensible a los cambios de temperatura y de flujo. 

- Se pueden obtener sensibilidades de hasta 0.005 unidades de 

absorción. 

- Si el compuesto absorbe intensamente en el ultravioleta. es 

posible detectar cantidades dé muestra del orden de nanogre 

mos. 

- Siempre y cuando el disolvente no absorba en grado aprecia

ble en la longitud de onda de opet"'ación, se pueden efectuar 

programaciones de fase móvil. 



Existen dos tipos de detectores de luz ultravjoleta: 

al De longitud de onda variable. 

bl De longitud de onda fija. 

Con el detector de longitud de onda variable. se puede selec

cionar la longitud de onda 6Pt1ma para el compuesto. pueden 

evitarse problemas de la fase móvil como por ejemplo: 

absorción excesiva. 

La mayor desventaja de este tipo de detector. es su elevad~ 

costo. 

DLTECTOR DE FLUORESCENCIA. ( 27, 26 ) 

La fluorescenc1a tiene lugar, cuando los compuestos que po

seen determ1nados grupos funcionales espec1f1cos. se exc1tan 

con energia de ciertas longitudes de onda ( cortas ) y emiten 

radiaciones de mayores longitudes de onda. 

Normalmente la emisión se determina en dirección perpendicu

lar a la excitación y la capacidad real de fluorescencia de 

grupos quimicos especificas, es función de las longitudes de 

onda de excitación y de emisión. 

Este tipo de detectores presentan las siguientes caracteris

ticas: 

- Debido a su alta sensibilidad, se utiliza para el anélisis 

de trazas. 

- Son relativamente insensibles a los cambios de flujo y de 

presión. 
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- ln la actualidad es el detector ma~ Lensib1e y especifico. 

- Cuando la muestra no tiene propiedades fluorescentes, es 

posible formar compuestos derivados de la muestra original 

que si poseen esta propiedad; esto es aplicable también a 

ciertos tipos de muestras que no poseen absorcion en la re

gión ultravioleta. 

2.3.5 ANALISIS CUALITATIVO. ( 27 l 

LB cromatograf1a de liquides es en esencia. una técnica de 

separación y no de identificación. y aunque es posible obte

ner alguna información de tipo cualitativo. siempre se re

quiere de alguna técnica no cromatográfica. para efectuar la 

identificación certera de un compuesto determinado. cor ejem. 

resonancia magnética nuclear. esoectrofotometria de masas, 

etc. 

La forma de efectuar una identificación, es comparando los 

tiempos de retención de las sustancias oor identificar, con 

los tiempos de retención de las sustancias de referencia, pe· 

ro esto no basta para una identificación certera, debido a 

que el tiempo de retención puede ser caracterist1co de una 

sustancia en determinadas cond1ciones de operación, oero no 

es exclus1vo. ya que dos o mas sustanc1as pueden tener el 

mismo tiempo de retención, bajo las mismas condiciones. 

2.3.6 ANALISIS CUANTITATIVO. < 27 l 

El análisis cuantitativo consiste en la determinacion de la 

cantidad presente de los componentes de la muestra. 
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Ocsoués de la identificación de los componentes de la 

muestra, sigue el análisis cuantitativo, el cual consiste en 

establecer la cantidad o concentración de los componentes de 

la muestra. 

El pico cromatográf1co 

d1str1bución de las 

representa una gaussiana. Que es una 

moléculas que eluyen a lo largo del 

tiempo. el empleo de las áreas de los picos gaussianos ( cro

mdtograma ). en el análisis cuantitativo. se basa en aue la 

concentración de un componente de la muestra. ea directamente 

proporcional a su area. 

Entre los métodos de cuantificación se encuentran: ( 27 ) 

1) Estandarización Externa. 

2) Estandarización Interna. 

ll Estandarización Externa. 

Consiste en comparar el área correspondiente a cantidades 

conocidas de las sustancias problema, con .el área obtenirla 

para la misma sustancia en la mezcla y cuya concentración 

se desea determinar. 

Las desventajas de este método son: 27, 28 

- Es muy sensible a errores en la inyección de los están

dares y de la muestra problema. 

- Para poder comparar los resultados en la curva de cali

bración. la sensibilidad del de~ector debe mantenerse 

constante durante todo el aná11s1s. 

21 Estandarización Interna. 

En este método se analizan cor separado y en las mismas 
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condiciones. una solucion de reterenc:ia formada por el 

estándar interno más el estándar del componente a deter

minar. y la solución de la muestra o la oue se ª"ªde al 

eGtándar interno en la misma concentracion que en la so

lución de referencia. 

Las ventajas de este método son: e 27. 2e i 

- No. requiere inyectar volúmenes de muestra con mucha 

crec1s16n. 

- Algunos errores se compensan, como por ejemolo: la re

cuperación de la muestra y variaciones instrumentales. 

por que tanto e1 compuesto problema como el estándar 

inLerno, se analizan a las mismas condiciones. 

Los requisitos que debe cumplir un estándar interno son: 

- [luir cerca del compuesto de interés. 

- Anadirlo en una concentración que produzca una respues-

to parecida en tamano o área, aue la del compuesto de 

interés. 

- No estar presente en la muestra original. 

- Ser estable, no reaccionar con los compuestos de la 

muestra. con el empaque de la columna. ni con la fase 

móvi 1. 

- Estar disponible comercialmente con alto grado de pu

reza. 

- Dar un pico libre de interferencias. 
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CRPITULO 3 

VALIDACION DE 
METODOS RNRLITICOS 



La validación de un proceso requiere de la calificación de 

cada uno de los elementos que, a juicio de la persona que 

lleve a cabo la validación son los más importantes, para 

demostrar que dicho oroceso, cumple con los propósitos para 

los cuales fue diseñado. 

La Validación de un Método Analftico se define como el proce

so por el cual queda establecido por estudios de laboratorio, 

que la capacidad del método satisface los requisitos para las 

aplicaciones analiticas deseadas. 

El criterio cara validar un método analítico depende de: las 

necesidades de cada Laboratorio, de la aplicación que tenga 

el método, de los requerimientos oficiales pero, sobre todo, 

dependerá de la experiencia y del criterio farmacéutico de la 

persona que lleve a cabo la validación. 

3,1 DEFINICIONES. ( 33 ) 

Los parámetros comunmente utilizados en la validación de mé

todos analfticos, son los siguientes: 

LINEARIDAD. La linearidad de un sistema o método ana11tico es 

su habilidad para asegurar que los resultados analfticos, los 

cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio de una 

transformación matemática bien definida, son proporcionales a 

la concentración de la sustancia dentro de un intervalo 

determinado. 
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INTERVALO. El inte1·valo de un método analitico esta definido 

por las concentraciones comprendidas entre los n1veles de 

cuncentración superior e inferior de la sustancia ( incluyen·· 

do estos niveles ). en el cual se ha demostrado que el método 

es preciso. exacto y lineal, 

EXACTITUD. La exactitud de un método analitico es la concor

dancia entre un valor obtenido experimentalmente y el valor 

de referencia. Se expresa como el por ciento de recobro 

obtenido del análisis de muestras a las que se les ha adicio

nado cantidades conocidas de la sustancia. 

PRECISION. La precisión de un método analitico es el grado de 

concordancia entre resultados ana11ticos indiN1duales. cuando 

el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes 

muestreos de una muestra homogénea del producto, Usualmente 

se expresa en términos de Desviación Estandar o del Coefi

ciente de Variación. 

La precisión es una medida del grado de reproducib11idad y/o 

repet1bilidad del método analítico bajo las condiciones 

normales de operación. 

aJ REPETIBILIDAO. Es la orecisión de un método anal1tico 

expresada como la concordancia entre determinaciones 

independientes realizadas bajo las mismas condiciones e ana

lista. tiemoo, aparato, laboratorio, etc. ). 
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ESTJ\ 
SAUU 

b) REPRODUCIBILIOAO. Es la orecis1ón de un 

expresada como la concordancia entre 

TESIS 
~E LA 
me todo 

NO DEBE 
füBi.iOllCA 

anal 1 t ica 

determi nac 1 ones 

independientes realizadas bajo condiciones diferentes tdife-

rentes analistas. en diferentes dfas. en el mismo y/o d1fe· 

rentes laboratorios, utilizando el mismo y/o en diferentes 

laboratorfos, utilizando el mismo y/o diferente equipos, 

etc. l. 

L~MITE DE OETECCION. Es la minfma concentración de una sus· 

tan~ia en una muestra la cual puede ser detectada, pero no 

necesariamente cuantificada, bajo las cond1c1ones de opera-

cfón establecidas. 

LIMITE DE CUANTIF!CACION. Es la menor concentración de una 

sustancia en una muestra que puede ser determinada con pre-

cisión y exactitud aceptable bajo las condiciones de ooera·-

ción establecidas. 

ESPECIFICIDAD. Es la habilidad de un método analftico oara 

obtener una rescuesta debida Unicamente a la sus~ancia de 

interés y no a otros comoonentes de la muestra. 

TOLERANCIA. La tolerancia de un método analit1co es el grado 

de reoroduc1bi11dad de los resultados ana1it1cos obtenidos 

cor el análisis de la misma muestra ba_1o mod1f1cac1ones oe 

las condfc1ones normales de aceración. tales como diferentes 

temceratul""as. lotes de reactivos. columnas, sistemas liP. 



elución. tioos de empaque ( soporte, fase estacionaria. etc.l 

condiciones ambientales. etc. 

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA. Es la propiedad de una muestra 

preparada para su cuantificación. de conservar su integridad 

fisicoquimica y la concentración de la sustancia de interés, 

después de almacenarse durante un tiempo determinado bajo 

condiciones especificas. 

BO 



CRPITULO 4 

PRRTE EXPERIMENTRL 



4.1 DESARROLLO DEL METODO CROMATOGRAFICO PARA CUANTIFICAR: 

A) Cafe1na. Maleata de Fen1ram1na y Benzoca1na. 
8) Clorhidrato de P1r1dox1na, Cafefna y Benzoca1na. 

4.1.1 EQUIPO Y MATERIAL 

El equipo, materiales y reactivos que a cont1nuac1ón se des-

criben, fueron ut111zados para los métodos A y B. 

- Cromatógrafo de Lfqu1dos Waters equipado con: 

a) Bomba modelo 600-E 

b) Inyector automático modelo W1sp 700 Sate11te 

e) Horno de calentamiento para columnas Waters 

d) Detector de absorbanc1a U.V. de longitud de onda varia-

ble modelo 484 

e) Computadora NEC modelo Power Mate 1 

f) Paquete de cómputo Waters Máxima 825 

- Sistema de m1crof1ltrac10n para disolventes: 

a) Membrana M1111pore tipo FHUP 947000 de 0.5 µm de tamano 

de poro, para filtrar disolventes orgánicos. 

bl Membrana M1111pore t1po HAWP 047000 de 0.45 µm de tamano 

de poro. para filtrar disolventes acuosos. 

- M1111-0 Waters System, M1111pore. 

- Papel filtro Whatman no.1 

- Molino pulverizador Janke & Kunkel. 

- BaMo de ultrasonido. 

- Matraces volumétricos. 

- Pipetas volumétricas. 
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4.2.Z REACTIVOS 

- Agua destilada, grado CLAR. 

- Aceton1tr11o grado CLAR Baker. 

- Aceton1tr1lo R. A. Tecs1qu1m. 

- Sal sódica del ac1do l-pentansulfón1co ( PIC 05 l. 

- Ac1do fosfórico, R. A. Merck. 

- 8enzoca1na. sustancia de referencia o esténdar de trabajo. 

- Cafe1na, sustancia de referencia o estándar de trabajo. 

- Maleato de Fen1ram1na. sustancia de referencia o estandar 

de trabajo. 

- N1pag1n materia prima< esténdar interno). 

- Clorhidrato de P1r1dox1na. sustancia de referenc1a o están-

dar de trabajo. 
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4.1.3 DETERMINAC!ON DE CAFE!NA, MALEATO DE FENIRAMINA Y 

BENZOCA!NA POR CLAR. 

4.1.3.l PARAMETROS INSTRUMENTALES 

Condiciones 

Fase móvil: 82 por ciento de una solución preparada 

disolviendo 0.4 g de la sal sódica del 

ácido 1-pentansulfón1co en 82 ml de ác1-

do fosfórico diluido { 1:1000 ), más 18 

por ciento de aceton1tr11o grado CLAR, 

filtrada y degas1f1cada. 

Velocidad de flujo: 2 ml/m1n. 

Columna: 

Detector: 

Temperatura 
de la columna: 

Volumen de 
inyección: 

Tiempo de corrida: 

Oe acero 1nox.1dable de 25 cm ( long. ) 

por 4.6 mm C d.1.) empacada con particu-

las esféricas de s111ca de 5 micras de 

diámetro. recubiertas con octadec11s11a-

no C Ultrasphere OOS, Beckman l. 

U. v. a 262 nm, 0.10 UA. 

40 •c. ± l •c. 

10 mcl 

15 minutos 
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Tiempos ~ retención 

Cafefna ""~·· 2 .1 min. 

Maleato de Fen1ramina ª" 5;2 m1n. 

N1pag1n ( estándar interno 61·• ·X ~B ~ 2 m1n. 

Benzocafna dl" ff.s min. 

Ver el cr.omatograma en la pág. no 107 

Nota: Las condiciones cromatográfiCa$ descritas se aproximan 

a· 1 os parámetros óptimas. Sin embargt•. en base a 1 equilibrio 

del sistema. a las variaciones en la ·tilumna. la elución de 

los componentes y los tiempos de retenr tón pueden variar. 

4.1.3.2 PREPARACION DE SOLUCIONES 

Solución de Referencia 

Pesar con exactitud las s1gu1entes Sl1~tancias de referencia 

o estándares de trabajo: 20 mg de Cafeina, 30 mg de Maleato 

de Feniramina y 50 mg de Benzoca1na. transferir a un matraz 

volumétr1co de 50 ml, adicionar aproximadamente 30 ml de FMm• 

y llevar al bano de ultrasonido dur~r· P 5 min. Llevar al vo

lumen con FMm•: tomar 5 ml de esta H· lJ'. i ón. transferir 1 os a 

un matraz volumétrico de 25 ml. llevdr at volumen con FMm• y 

mezclar b1t!n. 

Nota: FMm" es una solución preparada dO agua destilada/ace

ton1tr1lo R. A. en una proporción de · ~ 35. ajustada a pH 2.6 

con Ac1do Fosfórico R. A. 
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Solución Q_g Estándar ~ 

Pesar con exactitud alrededor de 25 mg de N1pag1n materia 

prima. transferir a un matraz volumétrico de 25 ml. disolver 

y llevar al volumen con FMm•. mezclar bien. Tomar 1 ml de 

esta solución. transferirlo a un matraz volumétrico de 25 ml 

llevar al volumen con FM• y mezclar bien. 

Solución Factor Respuesta 

POr duplicado, tomar con pipeta volumétrica 1 ml de la solu

ción de referencia. transferir a matraces volumétricos de 

25 ml. adicionar ml de la solución de estándar interno y 

llevar al volumen con FMm•. mezclar bien. 

Concentración teórica de la solución Factor Respuesta: 

( Soluciones FRl y FR2 ). 

Cafe1na ± 0.0032 mg/ml 

Maleato de Feniram1na ± 0.0046 mg/ml 

Esté.ndar Interno ± 0.0016 mg/ml 

Benzoca1na ± o.ooeo mg/ml 

Solución Problema 

Pesar el contenido de 35 cé.psu la.a•. obtener el peso promedio, 

pulverizar en el molino y mezclar el polvo: por duplicado, 

pesar con exactitud alrededor de 420 mg de polvo, y transfe

rir a matraces volumétricos de 100 ml. adicionar aproximada

mente 50 ml de FMm•, y llevar las muestras al bano de ultra

sonido por 10 minutos. Llevar al volumen con FMm• y mezclar 
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bien, Filtrar las soluciones a través de papel filtro Whatman 

no. l. Tomar con pipeta volumétrica 10 ml de cada solución 

filtrada y transferir a matraces volumétricos de 50 m1••, 

llevar al volumen con FMm• y mezclar b1en. Tomar 2 ml de 

estas soluciones y transferirlos a matraces volumétricos de 

25 ml. Ad1c1onar ml de solución de estándar interno a cada 

matraz. Llevar al volumen con FMm• y mezclar b1en. 

Soluciones Sl y S2. 

• Cada cápsula contiene: Benzoca1na 
Cafe1na 
Maleato de Fen1ramina 
Clorhidrato de Pir1dox1na 
Exc1p1ente c.b.p. 

50 mg 
20 mg 
30 mg 

5 mg 
408 mg 

Guardar esta soluc16n para el análisis de Clorhidrato de 

Pir1dox1na. Ver 4.1.4.2 pág. 111 

Concentrac16n teórica de la Solución Problema: 

( soluc1oaes Sl y 52 ) 

Cafe1na ± 0.0033 mg/ml 

Maleato de Fen1ram1na ± 0.0049 mg/ml 

Esténdar Interno ± 0.0016 mg/ml 

Benzocafna ± 0.0082 mg/ml 

4.1.3.3 ANALISIS 

Equ111brar el Cromatógrafo de Lfqu1dos a las cond1c1ones de 

operac16n establecidas, hasta tener una linea base estable. 
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Inyectar por duplicado 10 mcl de las soluciones FRl. FR2, Sl, 

y 52. 

Una vez terminado el análisis, lavar la bomba y la columna 

primero con 60 ml de agua destilada grado CLAR, después con 

50 ml de una solución al 40 por ciento de acetonitr1lo grado 

CLAR y 60 por ciento de agua destilada grado CLAR. 

4.1.3.4 CALCULOS 

Medir con exactitud la respuesta C área o altura de los p1-

cos ) de las soluciones Factor Respuesta y Problema. 

a) Factor Respuesta FR ) 

A r P si 
FR = ----- X ----- Y. 0.4 

A si P r 

Donde: 

A r = Area o altura del pico de Cafe1na, Maleato de Feni-

ramina y Benzoca1na respectivamente. en la solución 

factor respuesta. 

A si Area o altura del pico de Nipagin en la solución 

factor respuesta. 

s1 =Peso de Nipagin. materia prima (·estándar interno) 

P ~ Peso de Cafe1na, Maleato de Feniramina o Ben~oca1-

na, sustancias de referencia o estándares de traba-

jo. 

0.4 Factor de dilución 

b) Calcular la cantidad de Cafe1na. Maleato de Fen1ram1na y 

Benzoca1na por cápsula con la fórmula siguiente: 
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A m P s1 PP 
mg activo/ cápsula = ----- x X 0.4 

A s1 P m FR 

Donde: 

A m Area o altura del p1co de r.afe1na, Maleato de Fe-

n1ram1na y Benzoca1na respectivamente. en la solu-

c16n problema. 

A s1 Area o altura del pico de N1pag1n en la solución 

problema. 

P s1 = Peso de N1pag1n, materia prima. 

P m Peso de la muestra. mg. 

PP = Peso promedio de las cápsulas. 

FR = Factor respuesta para Cafe1na. Maleato de Fen1ra-

ramina y Benzoca1na respectivamente. 

0.4 =Factor de dilución. 

e ) Calcular el porcentaje de Cafefna, Maleato de Fen1ram1na 

y Benzoca1na, con la fórmula siguiente: 

~ Cafefna 

~ Maleato de 
Fen1ram1na 

~ Benzoca1na 

mg Cafefna / cápsula 
-------------------------------- X 100 
mg teóricos de Cafe1na / cápsula 

mg Maleato de Fen1ram1na / cápsula 
------------------------------------ X 100 
mg teóricos de Mto de Fen1ram1na/ cáp. 

mg Benzoca1na / cápsula 
----------------------------------- X 100 
mg teóricos de Benzoca1na / cápsula 
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4.1.3.5 VALIDACION DEL METODO CROMATOGRAFICO ( 33 ) 

L1near1dad gg_1 sistema 

Este parámetro se determina. construyendo una curva de cali

bración ( concentración vs respuesta medida ), ut111zando 

cuando menos 5 diluciones, preparadas a partir de una misma 

solución patrón, y haciendo el anél1s1s cuando menos por du

plicado para cada dilución. 

En las Tablas I, 11 y 111 se muestran los resultados obteni

dos y su anél1s1s estad1st1co. 

Criterio: 

CV ~ 1.5 ~ , r 2 0.99 , r2 2 0.98 

Prec1s1on del sistema 

Se determina por el análisis sextuplicado de una misma so1u

c16n estándar correspondiente al 100 ~ establecido en la 11-

nearidad del sistema. 

En las Tablas IV. V y VI se muestran los resultados obtenidos 

y su an~11s1s estadfst1co. 

Criterio: 

cv ~ 1.5 ,.. 

L1near1dad del método 

Se determ1na a part1r de plac_~bos ad1c1onados de cuando menos 

3 diferentes cantidades de la sustancia de 1nterés, C place

bos cargados ), cada uno de manera 1ndepend1ente, haciendo 

los anélisis por tr1p11cado. 
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Loa resultados obtenidos y su análisis estad1st1co. Se mues

tran an las Tablas VII. VllI y lX. 

Criterio: 

Cantidad adicionada vs cantidad recuperada: m ~ i; b ~ o. 

r• 2 0.9a 

Promedio de Recobro: 98-102 ~ 

Coef1c1e~te de Variación (CVl ~ 2 S 

EXactitud ~ repetib111dad i!J. .l.QQ ~ 

Se qeterm1na de. cuando menos. 6 placebos cargados de manera 

independiente con la cantidad necesaria de la sustancia de 

interés· para obtener la concentración del 100 ~. utilizando 

el método propuesto. Haciendo el análisis en las mismas con

diciones de operación y por el mismo analista. 

En las Tablas X. XI y XII se muestran los resultados obteni

dos y su análisis estadfstico, 

Criterio: 

Promedio de Recobro: 98-102 ~ 

Coef1clente de Var1acl6n (CVl ~ 2 S 

PREC!SION ~ Reproduc1bllldad l 

Se determina de una muestra homogénea del producto, analizada 

cuando menos por dos analistas. en dos d1as diferentes y por 

triplicado. 

En las Tablas XIII, XIV y XV se muestran los resultados obte

nidos y su aná11s1s estad1st1co. 
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Criterio: 

El CV total debe ser ~ 2 ~ 

Especif1c1dad para métodos de ~ ~ ~ 

Con el método propuesto: 

1. Analizar placebos del producto. 

2. Identificar laCsl respuestaCsl del( los) activo(s). y si 

procede, de los excipientes y/o de otras sustancias pre

sentes. 

En las figuras número 1 y 2 página 107, se encuentran los 

resultados obtenidos. 

Criterio: 

Confirmar que la Metodolog1a Analftica desarrollada es capaz 

de cuantificar la sustancia de interés sin que exista inter

ferencia de otras sustancias presentes. 

Estabi11dad gg J.s! muestra ana11tica 

Se determina mediante la comparación de los resultados de los 

análisis 1nic1ales de 3 muestras. con los obtenidos de las 

mism?s muestras después de permanecer por un tiempo determi

nado en diferentes condiciones. 

En las Tablas XVI y XVII se muestran los resultados obtenidos 

y su aná11s1s estad1st1co. 

Criterio: 

La muestra es estable. si el IC para la diferencia de la me

dia de la muestra con respecto a la media del análisis in1-

c1a1 incluye el valor de cero y/o el valor de la media para 

el factor l se encuentra entre 96 - 102 ~. 
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4.1.3.6 RESULTADOS 

Tabla no. l 

L1near1dad del 51stema para el Método por CLAR para Cafe1na 

Concentración en mg/ 100 ml a 
partir de la so1uc16n patrón 

o .1350 
0.2025 
0.2700 
0.3376 
0.4051 
0.4726 
o. 5401 

Coef1c1ente de Var1ac16n CCV) 

Coeficiente de Correlación (r) 

Coeficiente de Oeterm1nac16n (r2) 

Respuesta Medida 
Cm111voltsl 

14730 
22151 
20990 
36807 
44316 
51813 
50977 

0.69 ~ 

0.99992 

0.99983 

Ya que r 1 0.99, r• 1 0.98 y CV ! 1.5 ~ 

se cumple con los criterios para 11near1dad del sistema. 
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Tabla no. 11 

L1near1dad del S1stema para el Método por CLAR para Maleato 

de Fen1ram1na 

Concentración en mg/ 100 ml a 
partir de la solución patrón 

0.1956 
0.2937 
0.3916 
0.4696 
0,5675 
0,6654 
0.7633 

Coef1c1ente de Variación (CV) 

Coeficiente de Correlación (r) 

Coeficiente de Oeterm1nac16n (r2) 

Ya que r ~ 0.99 1 r2 ~ 0.98 1 y CV 

Respuesta Medida 
(m111volts) 

0.56 ,, 

0.99990 

0.99979 

1.5 ,, 

6116 
12266 
16247 
20367 
24669 
26406 
32394 

Se cumple con los cr1ter1oe para 11near1dad del sistema. 
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Tabla no. 111 

L1nearidad ~el Sistema para el Método por CLAR para 

Benzoca1na 

Concentración en mg/ 100 ml a 
partir de la solución patrón 

0.3296 
0.4944 
0.6592 
0.8240 
0.9888 
1.1536 
l. 3184 

Coefic1ente de Variación CCVl 

Coef1c1ente de Correlación Cr) 

Coef1ciente de Determinación (r2) 

Ya que r ~ 0.99. r2 0.98 y cv 

Respuesta Med1da 
<m111voltsl 

36152 
52230 
70280 
87878 

104827 
122873 
140640 

1.23 '!. 

0.99992 

0.99984 

1.5 '!. 

Se cumple con los cr1ter1os para linear1dad del sistema. 
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Tabla no. !V 

Prec1s16n del S1stema para el Método por CLAR para Cafe1na 

No. de 1nyecc16n Factor Respuesta 

1 0.4357 
2 0.4336 
3 0.4377 
4 0.4390 
5 0.4372 
6 0.4302 

Media 0.4369 

Oesv1ac16n Estándar (DE) 0.0020 

Coef1c1ente de Var1ac10n CCV) 0.45 ... 

Ya que CV ~ 1.5 S 

Se cumple con el cr1ter1o para la prec1s16n del sistema. 
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Tabla no. V 

Prec1s16n del Sistema para el Método por CLAR para Maleato 

de Fen1ram1na 

No. de 1nyecc16n Factor Respuesta 

l 0.1571 
2 0.1572 
3 0.1570 
4 0.1554 
5 0.1568 
6 0.1544 

Med 1a O .1563 

Oesv1ac16n esténdar COE) 0.0011 

Coef1c1ente de var1ac16n (CV> o. 74 'l. 

Ya que CV ~ 1.5 ~ 

se cumple con el cr1ter1o para la precisión del sistema. 
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Tabla VI 

Prec1s16n del Sistema para el Metodo por CLAR para 

Benzocaina 

No. de 1nyecc16n Factor Respuesta 

1 0.3830 
2 0.3826 
3 0.3749 
4 0.3828 
5 0.3869 
6 0.3833 

Media 0.3822 

Oesv1ac16n estándar (OE> 0.0039 

Coef1c1ente de Var1ac16n (CV> 1.03 'L 

Ya que CV i 1.5 'L 

se cumple con el cr1-ter1o para la precisión del sistema 
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Tabla VII 

L1near1dad del Método por CLAR para Cafefna. 

Tabla de cantidad ad1c1onada vs cantidad recuperada 

cantidad ad1c1onada 
( mg/ cap l 

cantidad 
( mg/ 

recuperada 
cap ) 

----------------------------------
X 15 

1 

X = 20 
2 

X = 25 
3 

y 

y 

y 

14.62 y 
11 

= 20.06 y 
21 

24.92 y 
31 

14.94 y 15.13 
12 13 

19.66 y = 19.93 
22 23 

25.06 y 24.66 
32 33 

----------------------------------
~ Nota: X X • X 15: X 

11 12 13 21 

X corresponde al 100 ~ 
2 

Pendiente (m) 

Intercepto (b) 

X 
22 

Coef1c1ente de Oeterm1nac16n (r2) 

Coeficiente de Correlac16n (rl 

Promedio del por ciento 
recuperado 

Oesv1ac16n Estándar (OEl 

Coeficiente de Var1ac10n (CVl 

X 20: X X X 25 
23 31 32 33 

0.9990 

'-0.0222 

0,9994 

0,9997 

99.76 

0.6022 

0.60 " 

Ya que b = o. m = l, r2 1 0.96, el promedio de recuperación 

esta entre 98-102 ~ y el CV ~ 2~: se cumple con los criterios 

para l1near1dad del método. 
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Tabla VIII 

L1near1dad del Método por CLAR para Maleato de Fen1ram1na 

Tabla de cantidad adicionada va cantidad recuperada 

cantidad adicionada 
C mg/ cáp ) 

X = 22. 5 
1 

X = 30. O 
2 

X = 37. 5 
3 

y = 
11 

y 
21 

y 
31 

cantidad recuperada 
C mg/ cáp ) 

22.38 y 22.64 y 
12 13 

30.06 y 30.32 y 
22 23 

37.68 y = 37.32 y 
32 33 

22.4 

29.89 

37.48 

----------------------------------
Nota: X X X 22.5: X X 

11 12 13 21 

X X X = 37.5 
31 32 33 

X corresponde al 100 ~ 
2 

Pendiente Cm) 

Intercepto Cb) 

Coef1c1ente de Determ1nac16n (r2) 

Coeficiente de Correlación (r) 

Promedio del por ciento 
recuperado 

Oesvfac16n Estándar CDE> 

Coef1c1ente de Variación CCV) 

22 
X = 30.0: 

23 

1 .0013 

-0.0311 

0.9994 

0.9997 

100.02 

o .5119 

o.51 ~ 

Ya que b ~ O, m ~ l. r2 l 0.98, el promedio de recuperación 

esté entre 98-102 ~ y el CV ~ 2 ~; se cumple con los crfte-

r1os para 11near1dad del método. 
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Tabla IX 

L1near1dad del Método por CLAR para Benzocafna 

Tabla de cantidad ad1c1onada vs cantidad recuperada 

cantfdad adicionada 
( m9/ cáp J 

X = 37.5 
1 

X = 50.0 
2 

X = 62.5 
3 

y 

y 

y 

= 
11 

21 

= 
31 

cantidad recuperada 
C m9/ cáp J 

37 .56 y 37.42 y 
12 13 

50.06 y = 49.93 y = 
22 23 

62.56 y = 62.49 y 
32 33 

37 .30 

50.30 

62.61 

----------------------------------
Nota: X X X 37,5: X X X =so.o 

11 12 13 21 22 23 

X X X = 62.5 
31 32 33 

X corresponde al 100 ~ 
2 

Pendiente (mJ 1.0051 

Intercepto Cbl -0.2294 

Coef1c1ente de Oetermfnacfón (r2) = 0.9998 

Coef1cfente de Correlac16n (r) 0.9999 

Promedio del por ciento 100.03 
recuperado 

Oesv1ac10n Estándar <OE) 0.3133 

Coef1c1ente de Var1ac10n CCV) 0.31 ~ 

Ya que b ~ o. m = 1, r2 ~ 0.98. el promedio de recuperación 

está entre 98-102 S y el CV ~ 2 S: se cumple con los crfte-

rfos para lfnearfdad del método. 
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Tabla X 

Exactitud y Repet1b111dad al 100 ~para Cafefna 

Muestra 100 ~ de la cant1dad et1quetada 
( 20 mg/ c~psula ) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

Promedio del por ciento 
recuperado 

Oesv1ac16n Esténdar COE) 

20.06 
19.88 
19.93 
20.01 
19.93 
20.00 

Coeficiente de Var1ac16n CCV) 

100.19 

0.6488 

0.65 ~ 

't recobro· 

100.30 
99.40 
99.65 

100.05 
99.65 

100.40 

Ya que el promedio de recuperación esté entre 98-102 ~ y el 

CV 2 ~: cumple con los criterios de aceptación establec1-

dos. 
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Tabla XI 

Exact1tud y Repet1b111dad al 100 ~para ~aleato de Fen1ram1na 

Muestra 100 ~ de la cantidad etiquetada 
e 30 mg/ cápsula 1 

l 
2 
3 
4 
5 
6 

Promedio del por ciento 
recuperado 

Oesv1ac1ón Estándar COE> 

30.06 
30.23 
29.69 
29.79 
30.30 
30.06 

Coeficiente de Var1ac16n CCV> 

100.19 

0.6466 

0.65 ~ 

'L recobro 

100.20 
100.77 
99.63 
99.30 

101.00 
100.27 

Ya que el promedio de recuperación está entre 98-102 ~ y el 

CV i 2 ~; cumple con los criterios de aceptación establec1-

dos. 
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Tabla XII 

Exactitud y Repetibilidad al 100 ~para Benzocaina 

muestra 

l 
2 
3 
4 
5 
6 

100 ~ de la cant1dad etiquetada 
( 50 mg/ cápsula l 

50.06 
49.93 
50. 30 
49.99 
50.32 
50.30 

Promedio del por ciento e 100.30 
recuperado 

Desviación Estándar (OEJ 0.3532 

Coeficiente de Var1ac16n <CV) 0.35 'lo 

'lo recobro 

100.12 
99.86 

100.60 
99.98 

100.64 
100.60 

Ya que el promedio de recuperac10n está entre 98-102 ~ y el 

CV ~ 2 ~¡ cumple con los cr1ter1os de aceptación estab1ec1-

dos. 
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Tabla XIII 

Prec1s16n ( Reproduc1b111dad para Cafe1na 

Datos de reproduc1b111dad en 'l.) 

A N A L 1 S T A 

UNO oos 

u 100.08 100.41 
.o N 101.74 99.35 

o 100.31 98.87 
1 

o 100.05 101. 45 
A o 99.65 100.00 

s 99.57 100.46 

Tabla de Análisis de Varianza ANAOEVA ) 

Fuente de Grados de Suma de Media de F cal F o.os• 
Var1ac16n Libertad CuadY'ados Cuadrados 

Ana 11sta 0.050 o.oso Fa Fgla/gld 
0.0327 38.51 

D1a 2 3.053 1.527 Fd Fgld/gle 
3.0848 6.06 

Error 8 3.957 0.495 

Interpretación: 

Ya que Fa < F gla/gld; 0.05 La Metodologia Anal1t1ca es 

reproducible por los analistas. 

Ya que Fd < F gld/gle; 0.05 La Metodolog1a Anal1t1co es 

reproducible en distintos dias 

por un mismo analista. 

Repet1b111dad del Método Analit1co = 0.7036 

Media Ar1tmét1ca Total e 100.17 

Oesviacfón Esté.ndar Total = 0.8007 

Coeficiente de Var1ac16n Total = O.BO ~ 
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Tabla XIV 

Prec1s1on ( Reproduc1b111dad para Maleato de Fen1ram1na 

Datos de reproduc1b111dad en ~ l 

A N A L 1 S T A 

UNO oos 

u 96.58 98.53 
'O N 98.06 96.37 

o 97.01 96.21 
l 

o 97.59 97.90 
A o 97.63 97.13 

s 97.95 97.23 

Tabla de Ané11s1s de Varianza ANADEVA ) 

Fuente de Grados de Suma de Media de Fcal F0.05* 
var1ac16n l 1bertad cuadrados cuadrados 

Analista 0.1670 o .1670 Fa Fgla/gld 
0.5535 38.51 

Dfa 2 0.6033 0.3017 Fd Fg ld/g le 
0.4886 6.06 

Error 8 4.94 0.6175 

Interpretación: 
Ya que Fa < F gla/gld: 0.05 La Metodologia Ana11t1ca es 

reproducible por los analistas. 

Ya que Fd < F gld/gle; o.os La Metodolog1a Ana11t1ca es re

producible en distintos d1as por 

un mismo analista. 

Repet1b111dad del Método Analft1co = 0.7858 

Med1a Ar1tmét1ca Total = 97.35 

Desv1ac10n Estándar Total = 0.7205 

Coef1c1ente de Var1ac16n Total = 0.74 S 
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Tabla XV 

Prec1s16n C Reproduc1b111dad para Benzoca1na 

Datos de reproduc1b111dad en ':t ) 

A N A L l 5 T A 

UNO oos 

u 91.46 91.20 
D N 90.33 91.10 

o 90.14 69.31 
1 

D 90.22 69.44 
A o 90.46 69.62 

s 90.11 90.22 

Tabla de Aná 11s1s de Varianza ANADEVA ) 

Fuente de Grados de Suma de Media de Fcal FO .os• 
var1ac16n libertad cuadrados cuadrados 

Anal 1sta 0.2790 o. 2790 Fa Fg la/gld 
0.4969 36.51 

Df a 2 1.1163 0.5592 Fd Fgld/gle 
1.2154 6.06 

Error 6 3.6607 0.4601 

Interpretac16n: 

Ya que Fa < F gla/gld: 0.05 La Metodologfa Analft1co es 

reproducible por los analistas. 

Ya que Fd < F gld/gle¡ 0.05 La Metodolog1a Anal1t1ca es 

reproducible en distintos d1as 

por un mismo analista. 

Repet1bf11dad del Método Analft1co = 0.6763 

Media Ar1tmét1ca Total = 90.30 

Oesv1ac16n Estándar Total = 0.6792 

Coeficiente de Variación Total = 0.75 ~ 
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Espec1f1c1dad de la Muestra 

F1g. 1 Cromatograma 1je la respuesta de los Activos. 
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o. 20 o, -40 o.oo 1 o.so 1.00 

x 10 m1nutos 
i..20 

Cromatograma del Placebo del Producto 
3,:lO 

2 • .00 

2.~o 

~ .. •o 

o.oo º"'º 0.4¡0 o.so 1 e>.eo a..oo 1.2.0 

·x 10 m1 nutoa 
Resultado: El método desarrollado es capaz de cuant1f1car 

los Act•vvs de 1nterés. s1n que ex1sta 1nterfe-

renc1a 1e otras sustanc1as presentes. 
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Estab111dad de la Muestra Anal1t1ca 

Las cond1ciones a las que se somet16 la solución para el es-

tud1o de estab111dad. fueron las s1gu1entes: 

a) Temperatura ambiente durante 24 horas. 

b) Temperatura ambiente durante 72 horas. 

e) Refrigeración durante 24 horas. 

Se ut111zó una soluc10n de referencia recientemente preparada 

a' cada tiempo de reaná11sis. las determinaciones las efectuo 

un mismo anal1sta. 

Datos de estab111dad ( ~ ) 

Condición / Tiempo 

Activo ln1c1al T. A./ 24 hrs T. A./ 72 hrs Ref/ 24 hrs 

100.16 99.75 99.35 99.97 
Cafeina 99.97 96.97 98.86 100.02 

100.42 99.47 99.15 99.85 

Mto. de 97.56 96.93 96.53 96.26 
Fenira- 97 .10 96.05 96.20 95.85 
mina 97.86 96.58 97 .11 96.38 

91.18 69.04 87 .16 69.42 
Benzocaina 89.38 90.28 67.21 90.49 

90.20 69 .09 68.26 89.74 

Resultados 

Tabla XVI Intervalo de Confianza 

Activo T. A./ 24 hrs T. A./ 72 hrs Ref / 24 hrs 

Cafe1na -0.172 a -1.400 -0.613 a -1.513 -0.562 a 0.089 

Mto. de -1.776 a -0.197 -1.701 a -0.085 -1.981 a -0.70 
Fen1ram1na 

Benzocaina -2.323 a 0.756 -4. 186 a -l. 234 -1.792 a 1.052 
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Tabla XVII Factor l 

Activo T. A./ 24 hrs T. A./ 72 hrs Ref/ 24 hrs 

Cafe1na 99.21 'lo 96.96 'L 99. 76 'lo 

Mto. de 96.99 'lo 99.06 'lo 96.62 'lo 
Fen1ram1na 

Benzoca1na 99.14 'lo 97 .oo 'lo 99.60 'lo 

Conclus16n: La muestra es estable por 24 horas a condiciones 

ambientales y en refr1gerac16n. pero NO es esta-

ble a cond1c1ones ambientales por 72 horas. 

109 



4.1.4 DETERMINACIDN DE CLORHIDRATO DE PIRIDDXINA, CAFEINA Y 

BENZOCAINA 

4.1.4.1 PARAMETROS INSTRUMENTALES 

Cond1c1ones 

Fase móv1 l: 87 por ciento de una soluc16n preparada 

disolviendo 0.4 g de la sal sódica del 

ácido l-pentansulfón1co en 82 ml de ác1-

do fosfórico d11u1do e 1:1000 l, más 

13 por ciento de aceton1tr1lo grado CLA~ 

filtrada y degas1f1cada. 

Veloc1dad de flujo: 2 ml/ m1n. 

Columna: 

Detector: 

Temperatura 
de la columna: 

Volumen de 
1nyecc16n: 

Tiempo de corrida: 

De acero 1nox1dable de 25 cm ( long. ) 

por 4.6 mm ( d. 1.} empacada con part1-

culas esféricas de s111ca de 5 micras de 

diámetro, recubiertas con octadec1ls11a-

no ( Ultrasphere ODS, Beckman ). 

U. V. a 290 nm, o.10 UA. 

40• C. ± 1 ºC. 

10 mcl. 

25· m1n. 
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Tiempos ~ retención 

Clorhidrato de 
de P1r1dox1na 

Cafeina 

Benzoca1na 

aprox. 2.0 m1n. 

aprox. 3 .O mi n .. 

aprox. 20.2 min. 

Ver el cromatograma en la pág. 131 

Nota: Las condiciones cromatográficas descritas se aproximan 

a ·1os parámetros óptimos. S1n embargo, en base al equilibrio 

del sistema, a las variaciones en la columna: la elución de 

los componentes y los tiempos de retención pueden variar. 

4,1,4.2 PREPARACION DE SOLUCIONES 

Soluc16n flg Referencia 

Pesar con exactitud las siguientes sustancias de referencia o 

estándares de trabajo: 12.5 mg de Clorhidrato de Piridoxina, 

50 mg de Cafe1na y 125 mg de Benzoca1na. transferir a un ma

traz volumétrico de 100 ml, adicionar aproximadamente 50 ml 

de FMm• y llevar albano de ultrasonido durante 5 m1n. Llevar 

al volumen con FMm•: tomar 5 ml de esta solución, transferir-

los a un matraz volumétrico de 50 ml 1 llevar al volumen con 

FMm• y mezclar b1en. Por duplicado, tomar 4 ml de esta solu-

c16n, transferirlos a matraces volumétricos de 25 ml. llevar 

al volumen con FMm• y mezclar bien. 
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Concentración f1nal de la Solución de Referencia: 

Soluciones Rl y R2 ) 

Clorhidrato de P1r1doxina ± 0.0020 mg/ ml 

Cafe1na 

Benzocaina 

Soluc16n.Problema 

± o.ooeo mg/ m1 

± 0,0200 mg/ m1 

Partiendo de la soluc16n marcada como •• de la solución pro-

b1ema del paso 4.1.3.2 ver pág 86 ): por duplica~o. tomar 

con pipeta volumétrica 5 ml. transferirlos a matraces volu

métricos de 25 ml. llevar al volumen con FMm• y mezclar bien. 

Concentración teórica de la Solución Problema: 

Soluc1ones Pl y P2 l 

C1orh1drato de P1r1dox1na ± 0,0020 mg/ m1 

Cafe1na ± 0,0062 mg/ ml 

Benzoca1na ± 0.0205 mg/ ml 

Nota: FMm• es una solución preparada con agua dest11ada/ ace

tonitr11o R. A. en una proporción de 65:35, ajustada a pH 2.6 

con Ac1do Fosfórico R. A. 
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4.l.4.3 ANALISIS 

Equilibrar el Cromatógrafo de L1qu1dos a las cond1c1ones de 

operación establecidas. hasta tener una linea base estable. 

Inyectar por duplicado 10 mcl de las soluciones Rl, R2 1 Pl y 

P2. 

Una vez terminado el ana11s1s 1 lavar la bomba y ta columna 

primero con 60 ml de agua destilada grado CLAR. después con 

50 ml de una soluc16n al 40 por ciento de aceton1tr11o grado 

CLAR y 60 por c1ento de agua destilada grado CLAR. 

4.1.4.4 CALCULOS 

Medir con exactitud la respuesta < área o altura de los 

picos de las soluc1onnes de Referencia y Problema. 

a) Calcular la cantidad de Clorhidrato de P1r1dox1na 1 Cafe1na 

~ Benzoca1na con la fórmula siguiente: 

A m P st 
mg activo/ cápsula x ------ x PP.x 0.4 

A st P m 

Donde: 

A m Area o altura del pico de Clorhidrato de P1r1dox1-

na. Cafeina y Benzoca1na. respectivamente en la 

so1uc16n problema. 

A st Area o altura del p1co de Clorhidrato de P1r1doxf-

na. Cafe1na y Senzocafna. respectivamente en la 

solución de referencia. 

P st Peso de Clorhidrato de P1r1dox1na, Cafef na o Benzo-

cafna. sustancias de referencia o estándares de 

trabajo. 

113 



P m Peso de la muestra. mg. 

PP Peso promedio de las cápsulaF. 

0.4 Factor de dilución. 

b) Calcular el porcentaje de Clorhidrato de Pir1doxina. 

Cafe1na y Benzoca1na con la fórmula siguiente: 

S P1r1dox1na HCl 
mg Clorhidrato de Pir1doxina/cápsula 
------------------------------------ X 100 
mg teóricos de Clorhidrato de Piri

xina/ cáp. 

mg Cafe1na/ cápsula 
~ Cafe1na = ------------------------------ x 100 

mg teóricos de Cafefna/ cápsula 

mg Benzoca1na/ cápsula 
~ Benzocaf na = ---------------------------------- x 100 

mg teóricos de Benzocafna/ cápsula 

4.1.4.5 VALIDACION DEL METODO 

Los parámetros evaluados se determinaron de la misma forma 

que en la sección 4.1.'3.5 

A continuación se indican las Tablas donde se muestran los 

resultados obtenidos y su análisis estadfstico 1 para cada 

parámetro. 

Parámetro 

Linearidad del Sistema 

Precisión del Sistema 

L1near1dad del Método 
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Tabla 

XVIII. XIX, XX 

XXI. XXII, XXIII 

XXIV, XXV, XXVI 



Parámetro 

Exact1tud y Repet1b111dad 
al 100 'l. 

Prec1s16n Reproduc1b111dad 

Estab1l 1dad 

Espec1f 1c1dad 
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Tabla 

XXVII, XXVIII, XXIX 

XXX, XXX 1. XXX 11 

XXX 111, XXX 1 V 

Ver figuras número 3 y 4 
en la pág1na 131 



4.1.4.6 RESULTADOS 

Tabla no. XVlll 

L1nearidad del Sistema para el Método por CLAR para 

Clorhidrato de P1ridox1na 

Concentrac16n en mg/ 100 ml a 
part1r de la soluc16n patrón 

0.0514 
O .102B 
0.1542 
0.2056 
0.2570 
0.30B4 
0.359B 

Coef1c1ente de var1ac16n (CV) 

Coef1c1ente de correlac16n (r) 

Respuesta Med1da 
(mil 1volts) 

5329 
10B30 
16126 
21910 
27104 
32224 
3Bl26 

0.93 'l. 

0.9996B 

Coef1c1ente de determ1nac16n (r2) = 0.99976 

Ya que r 2 0.99, r• 2 0.9B y CV i 1.5 'l. 

se cumple con los cr1ter1os para 11near1dad del sistema. 
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Tabla no. XIX 

L1near1dad de1 S1st.ema para el Método por CLAR para Cafe1na 

Concentrac1 .ón en mg / 100 ml a 
part1r de la so1uc16n patrón 

0.2004 
0.400B 
0.6012 
O.B016 
1.0020 
1.2024 
1.402B 

Coef1c1ente de Var1ac16n (CV) 

Coef1c1ente de Correlación lrl 

Coeficiente de Oeterm1nac16n lr2) = 

Respuesta Med1da 
(m111voltsl 

9Bl6 
19939 
29540 
39995 
50621 
59202 
70903 

1.29 'l. 

0.9993B 

Ya que r i 0.99. rª ~ 0.9B y CV i 1.s S 

se cumple con los criterios para 11near1dad del sistema. 
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Tab1a no. XX 

L1near1dad de1 Sistema para e1 M~todo por CLAR para 

Benzocai na. 

Concentrac16n en mg/ 100 ml a 
partir de la soluc16n patrón 

0.5052 
.1.0104 
l. 5156 
2. 0208 
2.5260 
3,0312 
3 .5364 

Coeficiente de Variación (CV) 

Coef1c1ente de Correlac16n (r) 

Coef1c1ente de Oeterm1nac16n (r2) = 

Respuesta Medida 
(mil ivolt.sl 

77726 
155561 
233210 
313146 
393194 
465741 
550076 

0.56 'l. 

0.99993 

0.99986 

Ya que r l 0.99, r2 1 0.98 y CV S 1.5 ~ 

se cumple con los cr1ter1os para la 11near1dad del s1stema. 
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Tabla no. XXI 

Prec1s16n del Sistema para el Método por CLAR para 

Clorhidrato de P1r1dox1na 

No. de 
inyección 

Concentración en mg/ 100 ml 
a partir de la solución patrón 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

Media 

0.2056 
0.2056 
0.2056 
0,2056 
0.2056 
0.2056 

Oesv1ac16n Estándar CDEl 

Coef1c1ente de Var1ac16n <CV) 

Ya que CV i l.5 'l. 

21899 

117. BB 

0.54 'l. 

Respuesta Medida 
(m111valtsl 

21977 
21665 
21910 
21976 
21945 
21921 

se cumple con el criterio para la precisión del sistema. 
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Tabla no. XXII 

Prec1s16n del Sistema para el Método por CLAR para Cafeina 

No. de 
1nyecc16n 

Concentración en mg/ 100 mi 
a partir de la solución patrhn 

l 
2 
3 
4 
5 
6 

Media 

o. 8016 
0.8016 
0.8016 
0.8016 
0.8016 
0.8016 

Desviación Es.tándar COEl 

Coeficiente de Var1ac16n (CV> 

Ya que CV ~ 5 ~ 

39967 

284.05 

o. 71 'J. 

Respuesta Medida 
(m111voltsl 

39958 
39854 
39503 
40149 
39995 
40343 

se cumple con el criterio para la precisión del sistema. 
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Tabla no. XXIII 

Prec1s10n del Sistema para el Método por CLAR para Benzocafna 

no. dé Concentración en mg/ 100 ml 
1nyecc16n a partir de la solución patrón 

l 2.0206 
2 2.0206 
3 2.0206 
4 2.0206 
5 2.0206 
6 2.0206 

Media 315755.5 

0esv1ac16n Esténdar <DE> 1559.6 

Coeficiente de Var1ac16n CCV) - 0.49 ~ 

Ya que CV s 1.5 ~ 

Respuesta Medida 
Cm111volts) 

316161 
314625 
317014 
317066 
316501 
313146 

se cuMple con el criterio para la prec1a10n del sistema. 
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Tabla no. XXIV 

L1near1dad del Método por CLAR para Clorhidrato de P1r1dox1na 

Tabla de cantidad ad1c1onada vs cantidad recuperada 

cantidad adicionada 
e mg/ cép > 

cantidad recuperada 
< mg/ cép J 

X= 3.75 
1 

X = 5.00 
2 

X = 6.25 
3 

y 

y 

y 

3.77 
11 

4.97 
21 

6.22 
31 

y 3.72 
12 

y 5 .0_4 
' 22 

.. 
y._:,~ _6.32 

32 

Nota: X X X = 3.75: X ·x X -= 5.00 -
11 12 13 21 22 23 

X X X = 6.25 
31 32 33 

X corresponde a1 100 ~ 
2 

Pendiente <m> 

1 ntercepto e b) 

Coef1c1ente de Oeterm1nac16n (r2) 

Coef1c1ente de Correlac16n Cr) 

Promedio del por ciento 
recuperado 

Desv1ac16n Esténdar <DEJ 

Coef1c1ente de Var1ac16n CCV> 

1.0040 

-0.01444 

0.99656 

0.99926 

100.17 

0.6330 

o.ea "' 

y 3.79 
13 

y 4.95 
23~: 

y 6.27 
33 

Ya que b ~ o. m ~ 1, r2 ! 0.98, el promedio de recuperación 

esté entre 98-102 ~ y el CV i 2 ~; se cumple con los cr1te-

r1os para 11near1dad del método. 
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Tabla XXV 

Linearidad del Método por CLAR para Cafeina 

Tabla de cantidad ad1c1onada va cantidad recuperada 

cantidad ad1c1onada cantidad recuperada 
( mg/ cép ) ( mg/ cép ) 

------------------- ------------------------------------
X = 15 y = 15.12 y 

1 11 12 

X = 20 y 20.14 y 
2 21 22 

X = 25 y 25.03 y 
3 31 32 

--------------------
Nota: X X X = 15: X X X = 20 

11 12 13 21 22 23 

X X X = 25 
31 32 33 

X corresponde al 100 $ 
2 

14.93 

20.12 

25.25 

Pendiente Cml l,0043 

Intercepto (b) -0,02BBB 

Coeficiente de Oeterm1nac16n (r2) = 0.99936 

Coeficiente de Correlación (r) 0.99968 

Promedio del por ciento 100.26 
recuperado 

Desviación Esténdar CDEJ 0,5473 

Coeficiente de Variación CCVJ 0.55 ~ 

y 15.06 
13 

y = 19.91 
23 

y 24.96 
33 

Ya que b ~ o. m ~1. rª 2 0.98, el promedio de recuperación 

está entre 98-102 S y el CV S 2 ~; se cumple con los cr1te

r1os para 11near1dad del método. 
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Tabla XXVI 

L1near1dad del Método para Benzocaina 

iabla de cantidad ad1c1onada vs cantidad recuperada 

cantidad ad1c1onada 
( mg/ cáp ) 

cantidad 
( mg/ 

recuperada 
cáp l 

-----------------------------------
X = 37.5 

1 

X = 50.0 
2 

X = 62.5 
3 

y 

y 

y 

11 

= 
21 

= 
31 

37.69 y 37.45 
12 

49.53 y 50.28 
22 

62.72 y 62.94 
32 

Nota: X X X = 37.5; X X X = 50.0 
11 12 13 21 22 23 

X X X 62.5 
31 32 33 

X corresponde al 100 ~ 
2 

Pend1ente (ml 

Intercepto (b) 

l .00041 

Coef1c1ente de Oeterm1nac16n (r2) = 

0.061ll 

0.99926 

Coef1c1ente de Correlación (r) 

Promedio del por ciento 
recuperado 

Oesv1ac16n Est~ndar (DE) 

Coeficiente de Var1ac16n !CV) 

0.99963 

= 100.10 

0.6074 

0.61 ,., 

y 37.88 
13 

y 49.85 
23 

y 62.39 
33 

Ya que b = O, m =1. rz 2 0.98, el promedio de recuperación 

está entre 96-102 ~ y el CV 1 2 ~: se cumple con los cr1te

r1 os para la 11near1dad del método. 
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Tabla XXVII 

Exactitud y Repet1b111dad al 100 'l. para Clorh1.drato de 

P1r1dox1na 

Muestra 100 ~ de la cant1dad etiquetada 
( 5 mg/ cépsula l 

l 
2 
3 
4 
5 
6 

Promedio del por ciento 
recuperado 

Oesv1ac16n Estándar CDEl 

4.9760 
4.9740 
5.0470 
4.9765 
4.9525 
2 .9595 

Coeficiente de Var1ac16n CCVl 

99.63 

0.6759 

0.66 ,, 

1' recobro 

99.52 
99.46 

100.94 
99.57 
99.05 
99.19 

Ya que. el promedio de recuperación está entre 98-102 ~ y el 

CV ~ 2 ~: cumple con los criterios de aceptación establec1-

dos. 
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Tabla XXVIII 

Exact1tud y Repet1b111dad al 100 ~para Cafe1na 

Muestra 100 ~ de la cantidad etiquetada 
< 20 mg/ cépsula l 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

Promedio del por ciento 
rec~perado 

Oesv1ac16n Esténdar (DE) 

20.1760 
20.1260 
20.1400 
19. 6160 
19.6640 
19.9120 

Coeficiente de Var1ac16n (CV) 

100.03 

0.79 

o.so~ 

'l. recobro 

100.BB 
100.64 
100.70 
99.0B 
99.32 
99.56 

Ya que, el promedio de recuperación esté entre 98-102 ~ y el 

CV i 2 ~; cumple con los cr1ter1os de aceptación estableci

dos. 
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Tabla XXIX 

Exact1tud y Repet1b111dad al 100 ~para Benzoca1na 

Muestra 100 'l. de la cantidad etiquetada 
l 50 mg/ cápsula ) 

l 
2 
3 
4 
5 
6 

49.535 
50. 260 
50.500 
50.285 
49.850 
50.140 

Promedio del por ciento 
recuperado 

Oesv1ac16n Estándar <DE) 

Coeficiente de Variación CCV) 

100 .19 

0.6488 

0.65 .¡, 

'l. recobro 

99.07 
100.52 
101. 00 
100. 57 
99.70 

100.29 

Ya que. el promedio de recuperación está entre 98-102 ~ y el 

CV i 2 ~; se cumple con los criterios de aceptac1ón estable

cidos. 
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Tabla XXX 

Prec1s10n < Reproduc1b111dad pera Clorhidrato de P1r1dox1na 

Datos de reproduc1b111dad en 'l.) 

A N A L 1 s T A 

UNO DOS 

u 100.85 98.81 
o N 99,79 98.94 

o 98.75 100.55 
I 

o 100.56 99.50 
A o 100.01 99.80 

s 100.31 100.02 

Tabla de An~l1s1s de Varianza ANAOEVA ) 

Fuente de Gl"'ados de Suma de Media de F cal F 0,05• 
var1ac10n L1bertad Cuadrados Cucldrados 

Analista 0.5852 0.5852 Fa Fgla/gld 
2.1S38 38.Sl 

D1a 2 O.S434 O.S234 Fd Fgld/gle 
o. 4972 6.06 

Error 8 4.3718 O.S464 

Interpretación: 

Ya que Fa < F gla/gld; O.OS La Metodolog1a Ana11t1ca es re-

producible por los analistas. 

Ya que Fd < F gld/gle; O.OS La Metodolog1a Ana11t1ca es re-

producible en d1st1ntos d1as por un mismo analista. 

Repet1b111dad del Método Ana11t1co 

Med1a Ar1tmét1ca Total 

Oesv1ac16n Esténdar Total 

Coeficiente de Var1ac16n Total 
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0.7392 

99.82 
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Tabla XXXI 

Prec1s10n l Reproduc1b111dad l para Cafe1na 

Datos de reproduc1b111dad ( ~ ) 

A N A L l S T A 

UNO DOS 

u 98.84 99.46 
D N 101. 95 100.58 

o 100. 22 100.23 
l 

D 100.21 99.10 
A o 99.87 99.21 

s 99.94 100.21 

Tabla de Anál 1s1s de Varianza ANADEVA l 

Fuente de Grados de Suma de Media de F cal F 0.05• 
var1ac16n 11bertad cuadrados cuadrados 

Analista 0.4181 0.4181 Fa Fgla/9ld 
l. 2410 38.51 

01a 2 0.6738 0.3369 Fd Fgld/gle 
o .4.240 6.06 

Error B 6.3254 0.7906 

Interpretación: 

Ya que Fa < F gla/gld: 0.05 La Metodolog1a Anal1t1ca es re

producible por los analistas. 

Ya que Fd < F gld/gle: 0.05 La Metodolog1a Anal1t1ca es re-

producible en d1st1ntos d1as por un mismo analista. 

Repet1b111dad del Método Ana11t1co = 0.8892 

Media Ar1tmét1ca Total = 99.98 

Oesv1ac16n Estándar Total = 0.0211 

Coeficiente de Var1ac10n Total = 0.82 ~ 
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Tabla XXXII 

Prec1s16n < Reproduc1b111dad para Benzoca1na 

Datos de reproduc1b111dad en ") 

A N A L l S T A 

UNO 005 

u 90.69 90.67 
D N 90.SS 91.0l 

o 90.07 69.3S 
l 

D 90.0S 90.02 
A o 90.23 90.26 

s 69.64 69.61 

Tabla de AnAl1s1s de Varianza ( ANADEVA 

Fuente de Grados de Suma de Media de Fcal F o.os• 
var1ac16n l 1bertad cuadrados cuadrados 

Anal 1sta 0.022 0.022 Fa gla/gld 
Q.097 36.Sl 

01a 2 0.4Sl 0.226 Fd gld/gle 
Q.866 6.06 

Error B 2.043 o.2ss 

lnterpretac 1ón1 

Ya que Fa < F gla/gld: O.OS La Metodolog1a Ana11t1ca es re

producible por los analistas 

Ya que Fd < F gld/gle: O.OS La Metodolog1a Ana11t1ca es re-

producible en distintos dfas por un mismo analista 

Repet1b111dad del Método Ana11t1co = Q;SOS 

Media Ar1tmét1ca Total = 90.19 

Desviación Estándar Total = 0.478 

Coef1c1ente de Variación Total = Q.53 'J. 
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Especificidad gg .ls! muestra 

Figura 3. Cromatograma de la respuesta de los Activos 
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Figura 4. Cromatograma del Placebo del Producto • 
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Resultado: El método desarrollado. es capaz de cuantificar 

los Activos de interés. sin que exista interferencia de otras 

sustancias presentes. 
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Eetab111dad de 1a Muestra Anal1t1ca 

Las condiciones a las que se somet10 •a solución para el es-

tud1o de estab1 lidad~ fueron las s19\• ·~ntes: 

a) Temperatura ambiente durante 24 h•1r· ls 

b) Temperatura ambiente durante 72 '•"' d~. 

e) Refrigeración durante 24 horas. 

Se ut111z6 una solución de referencia recientemente preparada 

a cada tiempo de reaná1is1s. las determinaciones las efectuo 

u·n mismo ana 11 sta. 

Datos de estab111dad ( $ l 

Condición / Tiempo 

Activo ln1c1a1 T. A./ 24 

99.45 98.39 
Clorhidrato 99.09 98.46 
de P1r1do><i 99. 75 98.32 
na. 

99.10 99.55 
Cafe1na 99.95 98.76 

100.20 98.62 

91.92 89.98 
8enzaca1na 90.27 89.66 

89.62 90.50 

Resu 1 tados: 

Tabla XXXIII InteJ"valo 

Activo T. A./ 24 hrs 

Clorhidrato -1.495 a -0.584 
de P1r1dox.! 
na. 

Cafe1na -1.000 a 0.260 

Benzoca1na -2.247 a 1.147 

hrs T A./ 72 hrs Ref/ 24 hrs 

98.50 100.56 
98.13 98. 77 
98.25 99.05 

97.97 99.68 
98.05 99.42 
97.83 96.35 

86.15 91.74 
68.42 91.77 
67.73 90.64 

c:le Confianza 

T.A. 72 hrs Ref / 24 hrs 

-1.653 a -0.626 -1.343 a 1.403 

-2.591 a -1.006 -1.627 a 0.627 

-4.165 a -0.834 -1.039 a 2.599 
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Tabla XXXIV Factor I 

Activo T. A./ 24 hrs T. A./ 72 hrs Ref / 24 hrs 

Clorhidrato de 98.95 '!. 98.86 '!. 100.03 '!. 
P1r1dox1na 

Cafe1na 99.23 '!. 98.28 '!. 99.40 '!. 

Benzocaina 99.40 '!. 97.25 ,, 100.87 '!. 

Conclus16n: La muestra es estable por 24 horas a cond1c1ones 

ambientales y en refrigeración, pero NO es esta-

ble a cond1c1ones ambientales por 72 horas. 
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CRPITULO S 

OISCUSION DE 
RESULTROOS 

V 
CONCLUSIONES 



Con base en los resultados obtenidos de los diferentes pará

metros de va11dac16n evaluados, se puede establecer que la 

Metodologia Analitica para determinar Benzocaina, Cafeina. 

Maleato de Feniramina y Clorhidrato de P1r1dox1na cumple con: 

- Linearidad de'\ 

s·1stema. 

- Prec1s10n del 

sistema. 

- Linearidad del 

método. 

Puesto que se obtuvieron coeficientes de 

correlación mayores de 0.99 y de varia

ción menores de 1.5 ~. en los intervalos 

de concentración empleados para cada uno 

de los principios activos C de 40 ~ a 

160 ~ para Benzocaina, Cafe1na y Fen1ra

m1 na¡ y de Z5 ~a 175 ~ para Benzocaina, 

Cafeina y Piridoxina ). 

Ya que se obtuvieron coef 1cientes de va

riación menores de 1.5 ~. al hacer 6 1n

yecc1ones consecutivas de la solución 

correspondiente al 100~ de cada sustancia 

Ya que se obtuvieron coeficientes de de

terminación mayores de 0.98, de variación 

menores de 2 ~ y el promedio de recobro 

está entre 98 - 102 s. al analizar place

bos cargados a tres concentraciones dife

rentes C 75, 100 y 125 ~ de la cant1dad 

etiquetada ) • 
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- Exactitud y re- Ya que se obtuvieron coeficientes de va-

pet1b11 idad al riación menores de1 2 ~y los promedios 

100 'L. de recobro están entre 98-102 'L. al analj 

zar placebos cargados con la concentra

ción de 100 %, en las mismas condiciones 

de operación y por el mismo analista. 

- Precisión Ya que se obtuvieron coeficientes de va

(Rep·roduc1b1 lidad) riación menores del 2.0 'L y cumplieron 

con el análisis de varianza CANADEVA>. 

cuando se analizaron muestras del produc

to por dos analistas. en dos dias dife

rentes y por triplicado. 

- Espec1f1c1dad 

para Centro 1 de 

Ca11dad. 

- Estab111dad de 

la muestra. 

Ya que las respuestas obtenidas. son ex

clusivas de los principios activos que se 

están cuantificando. 

Se considera 24 horas como el tiempo mé

ximo de almacenamiento. almacenando las 

muestras analit1cas a temperatura ambien

te o refrigeración hasta que sea cuanti

ficada. La muestra mostró ser inestable 

durante 72 horas a temperatura ambiente. 

ya que no cumplió con el criterio para 

estabilidad de la muestra ana1itica. 
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Por lo tanto puede concluirse que: 

Se ha desarrollado la Metodolog1a Ana11tica por CLAR. para la 

cuantificación de Benzoca1na, Cafeina, Maleato de Feniramina 

y Clorh1drato de Pir1dox1na contenidas en microesferas de 11-

berac16n controlada, la cual cumple con los criter1os de a

ceptación de los parámetros de validac16n establecidos, para 

la aplicación del método en Control de Calidad del producto. 

A pesar de que el producto es una mezcla de pr1nc1p1os acti

vos. el tratamiento previo a su análisis es sencillo, y el 

t1empo de anál1s1s del producto se redujo considerablemente. 

minimizando los errores ocasionados por un tratamiento pro

longado de la muestra. 
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