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l!ITROOUCClOH. 

En la act ... ualidad. debido a la inminente apet"t.ura del 

mercado ext.er1or. lodos los principios activos de las diferent.es 

formas farmacéut.icas deberian incluir la validación del método o 

mét..odos para cuant.if1carlos, independient.ement..e si son 

indicativos de est.abikidad o para control de calidad. 

La validación de un método analit..ico tiene la finalidad de 

cuant.ificar a uno o má.s principios activos de manera que no 

int.erfieran los excipientes. product.os de degradación y las 

sustancias generadas por interacciones de los componentes de la 

formulación. de es t.. a manera es posible asegurar la 

reproducibilidad y confiabilidad de los resultados obtenidos. 

El diseno da una formulación de óvulos de Nit.rofurazona. 

hace necesario implementar malodologias que permitan cuanlificar 

a dicho act.ivo. y a la vez establecer las condiciones del 

anAlisis. 

En el presente trabajo, se validaron dos métodos para 

cent.rol de calidad: por cromalografia de liquides de alta 

resolución y especlrofotomét.rico. que cuantifican Nilrofurazona. 

considerando que ést..a forma farmacéutica Cóvulos) no es 

considerada on la Farmacopea Hacional 5a. edición o USP XXII. 

Por lo general. la validación de un método para control de 

calidad incluye una evaluación de la linealidad. precisión. 

exaclilud, estabilidad y especificidad; tales parámetros fueron 



considerados para ambos mét.odos y comparados est.adlslicamenle. 

por lo que se est.ablece que ambos son adecuados para el es~udio. 
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l. ANTECEDENTES TEORICOS 

A. Hilrofurazona 

1. PROPIEDADES FISICAS 

a. Descripción. 

Polvo cristalino de sabor amargo. 

b. Punto de Fusión. 

De 236 - 240°c con descomposición. 

c. Color. 

Amarillo verdoso. 

~. PROPIEDADES QUlKICAS. 

a. Espectro de Absorción Infrarroja. 

Los picos principa:Oes est..an a 970. 1023. 1200. 

1250, 1585 y 1718 nm.CFig. No.1). 

1 Í~íl!~ V 
·I ·~ 'V/ . ¡l~'V: 
" ¡·V . ' • ¡'1·, 
; · . .,; 

FJOURA No t. ESPECTRO DE ABSORClON IR DE NlTl\OF'URA.ZONA. 0 
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b. ,_Fórmula Estructural. 

3, PROPIEDADES FISICOQUIHICAS. 

a. Solubilidad. 

en 4200 parles de agua. 

en 600 partes de alcohol. 

en 350 parles de propilenglicol. 

en 100 partes de mezclas de macrogol. 

Soluble en dimelilformamida. 

Insoluble en éter y cloroformo. 

b. E!!.. 
Una solución al lY. en agua ~lene un pH de 6.0 - 7.5 

c. Constante de Disociación. 

pKa = 10 

4 



d, Caracleristicas Espectrofolomélricas. 

Una solución al O. 001~ present..a un má.x.imo de absorción a 

365 nm y un m!nimo a 306 nm. La relación E3oc:s/E3~ no debe ser 

mayor a 0.85 CFig. No.8), 

··-

3'1l.1 

FlOUSlA. Ho, z. ESPECTRO DE ABSORClOH UV DE HlTllOFUllAZOHA. 

4. PROPIEDADES FARllACOLOGICAS. 

a. Acción Farmacológica. 

La Nit.rofurazona actúa como bacterióstat.ico o bact.ericida 

de amplio espectro. que incluye a la mayoria de las bacterias 

comúnmente encont.radas en las inf'ecciones superf'iclales como 

heridas y quemaduras. Muchos estudios indican que 1 a 

Hit.rofurazona tiene un mayor predominio como bact.ericida que 

como bacteriost.At.ico para la gran mayoria de los 

microorganismos. No es rungicida ni fungist.á.t.ico. Su espect.ro 



ant.ibact.eriano incluye a los siguient.es microorganismos 

Gram-negat.i vos y Gram-posi t.i vos cu: 

Gram-negat.i vo 

Neisseriae gonorrhoeae 

Neisseriae inlracellularis 

Escherichia coli 

Salmonella schot.t.muelleri 

S&lmonella parat.yphi 

Ebert.hella t.yphosa 

Shigella dysent.eriae 

Prot.eus vulga.ris 

Chromobact.erium violaceum 

Serrat.ia marcescens 

Aerobact.er aerogenes 

Klebsiella pneumcJniae 

Bacillus subt.illis 

b. Toxicidad. 

Gr am-posi t.i vo 

Slaphylococcus aureus 

St.aphylococcus -lbus 

St.replococcus Caec•lis 

St.rept.e>e:occus anhoh\Cllyt.icus 

St.rept.ococcus pyogenes 

Oiplococcus pneumoniae 

Clost.ridium hisLolyt.icum 

Clost.ridium novyi 

Clost.ridium sporogenes 

Clost.ridium t..et.ani 

Clost.ridium sepLicum 

Clost.ridium perfringens 

Hycobact.erium t.uberculosis 

Produce reacciones de hipersensibilidad y alergia. en la 

piel. otros efect.os t.óx.icos report.ados por administ.ración oral 

incluyen polineuritis. naúsea. v6mit.o y dolor de cabeza tz,. 



c. Metabolismo, 

La Nit.rofurazona es ext.ensivament.e meLabolizada en el 

cuerpo. La mayor part.e de los ant.iinfecciosos t.ópicos, en 

ausencia de inflamación. se absorben en forma minima a la 

circulación general. sin embargo la absorción aument..a cuando se 

aplican a zonas grandes de piel desnuda o inflamada. 

La acción de los ant..iinfecciosos locales es rápida. por 

lo general, en minutos. Su duración es limitada debido a que con 

frecuencia son inactlvados por los componentes de la sangre. pus 

y exudados. Por lo que se deben utilizar a menudo de 3 a 6 veces 

al dia después de que la piel est.a despojada de cost.ras. 

adherent.es y desechos <3,.t>. 

d.~ 

Dosis máxima simple 100 mg; máxima en 24 hrs 500 mg. 
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B. Sisleaas Dispersos 

1. DEFIHICION. 

El t.érmino si~t.ema. disperso se refiere a un sist.ema en el 

cual una sust.anc:ia Cla rase dispersa) est.A. dist.ribuida 

homogéneament.o en una segunda sust.anc:ia, la rase cont.inO;a o 

vehiculo ~.m. 

2. CLASIFICACION. 

Cou.o se muest.ra en la ~abla No. 1. lag ~aoea diapora~a y 

cont.inuas pueden ser sólidas, liquidas o gaseosas, y de 

acuerdo a eso se clasifican los diversos t.ipos de sist.ema.s 

dispersos <5,0l, 

TABLA l.. CLASJFlCACION DE LOS SISTEMAS DISPEasos BASADOS EN su 
ESTADO FISICO, 

FASE D:ISPEllSA 

LJQU:IDO 

SOLIDO 
OAS 

LIQUIDO 
llOLXDO 

LIQUXDO 
SOL X DO 

MEDIO DE DISPERSJOH SISTEMA 

O.AS AEROSOL LJQUJDO 
OAS AICROSOLo SOLXDO 
LIQUIDO ICSPUMA 
LIQUIDO ICMULSXOH 
LIQUIDO SUSPICNSJON 
SOLIDO ICSPU~A SOLIDA 
SOLIDO ICNULSJOH SOLIDA 
SOLIDO SUSPICNSION SOLIDA 
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C. Ovulos. 

1. DEFINICION. 

Los Ovulos son !'ormas farmacéut..icas sólidas o semi.sólidas 

de formas diversas, fabricadas por compresión y el procedimien~o 

usual de los suposiLorios para su aplicación en la vagina donde 

ejerce su acci.ón 11,e.s>1. 

2. CARACTER.ISTICAS FISICAS. 

a. For11a. 

Existen en variadas formas: esféricas. ovoides, tipo 

t.orpedo y planas, ver Figura No. 3 (7,P>. 

= i=i = i=i 

= e::> CJ lc::::JI 
e::::> <==:::> ~ i::::::=:> 
==- i=i ~ = 

ºº o Q o (J 
= o ~ =@ = 
o D o o 
y <SO> = c=i 

~ 
@ 

FJOUllA No 3, FORNAS MAS COMUNES DE LOS OVULOS, 

g 



b.~ 

Los colores son usualment.e muy variados aunque 

g~~eralment.e son blancos. También pueden present.arse en color 

rosa. beige. verde, gris o amarillo dependiendo de su principio 

ac.t.i VO IP>. 

c. Olor. 

En medicina humana algunos óvulos presentan. aroma; las 

esencias generalmente usadas son jasm1n. lavanda. aci 1..rón y 

rosas to>. 

d.~ 

Es la delerminación de la fuerza mecánica necesaria para 

romper un óvulo. lo cual indica si un óvulo es blando o 

elást.ico, El método Erweka es utilizado para esta prueba y las 

unidades de medida son Kgs. La fuerza mecánica no debe ser menor 

de 1 . 8 Kg tP.lO>. 

e. Temperatura de Fusión. 

El punto de fusión es un factor crit.ico en la 

det.erminación de la velocidad de liberación del o los 

ingredientes activos del óvulo. Debe ser evaluado p~riódicament.e 

cuando es almacenado para verificar si no existe alguna f'orma 

met.aest.able de la base utilizada. Generalmente, la t.emperat.ura 

de fusión final no debe ser mayor de 37°C t:s,o.1u. 
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f. Tiempo de Licuetacción. 

Est.a prueba indica el comport.am.ient.o fisico del óvulo 

cuando se expone a la temperatura funcional máxima de 37°C. El 

tiempo de licuefacción det.errnina el t.iempo necesario para licuar 

al óvulo bajo una presión similar a la del cuerpo, en presencia 

de agua y a t.emperat.ura corporal fO,t.u. 

El Aparato consta de: 

-Un cilindro de vidrio de 260 mm de longi t.ud, con un 

diámetro externo de 50 mm. que se estrecha a un di ámet.r-o 

ext.er-no de 22 mm en una longitud de 30 mm en cada extremo y 2 

conex.i ones par a agua. 

-Un tubo de celofán para diálisis de 34 a 35 cm de largo 

y cuyo diámetro a1· inflarse. arroJa una medida de 2.85 cm. que 

se debe humedecer. abrir y montar en los extremos del cilindro 

de vidrio. estirándolo y asegurándose con 2 bandas elásticas. 

- Una bomba para circular agua, conectada al cilindro de 

vidrio por dos mangueras de hule. 

- Un termómetro con un rango de escala de 32 - 45°C y 

dividido en décimas de grado. 

- Un cron6met.ro y un soporte. 

11 



@ @ © 

FJ:OURA. No, "· APAll.ATO PARA DETEllWJNAlt. TIEMPO DE LlCUE.FACC:lOH 

DE UN OVULO. 

Una vez montado el aparato CFig. No.4) sobre un soporte 

que permita su ascenso y descenso, hacer circular agua. a '37 

ºe a través de las dos mangueras de hule y a una velocidad 

t.al, que la mitad inferior del t.ubo de celof~n se colapso y la 

m.it.ad superior se abra. 

La presión hidrost.át.ica del agua en el aparato os de 

cero aproximadamente cuando el t.ubo comienza a colapsarse. 

Cuando el t.erm6met.ro alcañce una t.emperat.ura estable de 37°C, 

introducir el óvulo y bajar el aparato 30 cm aproximadamente; 

iniciar con el cronómetro la medición del tiempo de 

licue~acción. deteniéndolo. en el momento en que el óvulo est.e 

complet.ament.e :Cundido en el t.ubo. 
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Una vez concluida la det.erminación, subir el apa.rat.o. 

hast.a que. el ·~ubo de celof"An se abra, lavar las paredes del 

t.ubo. con agua cont.eniendo det.ergente y post..eriorment.e cor1 

agua dest.ilada. dejarla escurrir unos minutos y repet1r las 

pruebas con 2 muestras más cu>. 

g.~ 

El peso de los óvulos es variado, en medicina humana 

oscila ent.re 0.5g - 2.Sg; en medicina veterinaria de 2.7 - 15g 

«P>. 

h. Desintegración. 

La prueba se basa en la med1ción del t.iempo requerido 

por los óvulos para reblandecerse o desintegrarse en un medio 

liquido. bajo condiciones est.ablecidas <tu. 

El aparat.o const.a de un cilindro de vidrio o plAst.ico 

rigido transparente. abiert.o en ambos extremos. de 60 mm de 

alt..ura. con un diámet.ro int.erno de 52 mm y un grosor en las 

paredes de e mm. 

Dos placas de acero inoxidable. perforadas. que se fijan 

int.ernament.e al cilindro en f'orma horizont.al y paralela. 

separadas a una distancia de 30 mm y sostenida por 3 abrazaderas 

de acero inoxidable. igualmente espaciadas alrededor de la 

ci rcunf'erencia de las placas. Las placas son de 50 mm de 

diámetro. con 39 perf'oraciones de 4 mm de diámelro. ordenadas en 
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anillos conleniendo 6, 1a y 20 perl'oraciones, además da una 

perforacion central. Un vaso de precipitados. con una capacidad 

minima para 4 litros. conteniendo agua a 36 a 38 ºc. 

AdemAs un dispositivo que pueda detener el c1~1ndro a 90 

mm por abajo de la superficie del agua y que pernu ta que el 

cilindro sea invertido cada 10 núnutos sin emerger del agua . 

.... ..._ffAUC<~ 

...... : .. :1Yot•: 
el M,Ol'tUIOfOb •G~••'--_....'----""--' 

FIOUllA No :S. APARATO PARA DETERMINAR TIEMPO DE 

OESINTEORACION OC UN OVULO, 

Una vez montado el aparato. colocar el cilindro armado 

con los discos y asegurados por las abrazaderas, como se 

indica en la figura No.5. en un vaso de precipitados de 

dlAmelro adecuado, conteniendo agua a 36-37 ºc. con el nivel. 

abajo del disco superior. Usando una pipeta, ajustar el nivel 

con agua a 35-37 ºc. hasta que una capa uniforme cubra las 

perroraciones del disco. 
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Colocar un óvulo sobre el disco superior y cubrir con 

una placa de vidrio. para mant.ener condiciones apropiadas de 

humedad. Examinar el estado de las muestras después de 

transcurrido el tiempo indicado en la monografia espec1f1ca 

del producto. 

Se considera que la desinLegración se ha realizado. cuando 

no permanece ningún residuo sobre los discos, o si permanece un 

residuo, ést.e consisle solamente de una masa suave o espumosa 

sin cent.ro sólido que ofrezca resistencia a la presión con una 

varilla de vidrio 1u1. 

3. CLASIFICACION. 

a. Anticonceplivos. 

Los cont.racept.ivos vaginales cont.ienen como principio 

act.ivo un espermicida y son diseNados de t.al forma para qua se 

fijen en la vagina y que no sean absorbidos, ademá.s do ojorcer 

su acción por un mecanismo de licuefacción. Se considera que los 

anticonceptivos mas seguros y efectivos son el Menfegol. 

Nonox.inol-Q y el Oct.oxinol-9. El nonoxtnol y octoxinol son 100 % 

espermicidas in vitro. pero el indice de fracasos en la prAct.ica 

varia ent.re 2 y 4 !1. Son muy poco irrit.ant.es y se ocupan en 

product.os de higiene femenina. A est.as formas se pueden 

incorporar agent.es t.ensoact.ivos para obt.ener espuma. que es 
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n~esar ia para at.rapar a los esperma.t.ozoides, pero t.ambién .es 

út.il en los demás para una mejor dist.ribución del agent.e 

t.erapéut.ico sobre la superficie vaginal fd,9,10>. 

b. Antibact.erianos. 

Debido a las modificaciones de pH y humedad en la vagina. 

pueden desarrollarse bact.eria~. hongos, parásit.os y gérmenes 

pat.6genos que generan procesos inf'ecciosos como la 

Candidiasis. Tricomoniasis. ulceraciones, llagas, leucorrea, 

vaginit.1s, ent.re et.ros. Para el t.rat.amient.o de est.e t..ipo de 

infecciones suelen emplearse ant.ibaet.erianos como la 

Nitrofurazona, derivados de amonio cuat.ernarios Ccloruro de 

bencet.onio. cloruro de cet.alconio. y cloruro de cet.ilpiridinio). 

violeta de genciana. acet.at.o fenilmercúrico. et.e. co,s>.10>. 

c. A.cidificantes de la vagina. 

El liquido lact.escent.e que lubrica la vagina es ácido 

debido al bacilo de DC>derlein, microorganismo gram posit.ivo. 

present.e habitualmente en la vagina y ést.e medio le sirve de 

prot.ecc16n. El bacilo produce ácido láct.ico a part.ir de los 

glúcosidos presentes. As!, el pH de la vagina en la mujer sufre 

variaciones conforme con la edad y en condiciones pat.ol6gicas. 

El pH en la mujer adul t.a es de 4. O - 4. 6. 

Durante el embarazo. la vagina alcanza el ópt.imo de pH, 
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después del alumbramiento, la sangre alcaliniza el liquido 

vaginal lo que da lugar a desarrollo de microorganismos, lo que 

t.ambién ocurre durante la menstruación. Después de la menopausia 

la acidez disminuye con la desaparición de los est.rógenos por 

atrofia de los ovarios y la vagina se vuelve más vulnerable 

las infecciones. Por ello es necesario el uso de óvulos 

tendientes a regular el pH vaginal para evitar procesos 

infecciosos, regularmente se utilizan con éste fin óvulos con 

azúcar como lactosa utilizado como sustrato por los bacilos de 

C>Oderlein para generar ácido láctico, y además por ser la única 

aztlcar que no f'avorece la propagación de las micosis vaginales, 

de est.a manera el .. activo•• ajusta el pH. SUelen utilizarse et.ros 

glucósidos como la glucosa, dextrosa, sacarosa y galact..osa 

<d,P,101, 

4. MECJJ«SMO Y l:ollO DE ACCIOlf. 

Los óvulos se funden en la vagina. se licúan con ayuda 

de la secreción vaginal o forman una espuma en cent.acto con 

ésta CFig. No.6). La sustancias contenidas en los óvulos sólo 

deben actuar a nivel vaginal., Por lo ~anto, no es deseable que 

se produzca una absorción. Sin embargo, hay que pensar en la 

posibilidad de una absorción fortuita. sobre todo en los 

lavados cio~tZ>. 
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FIOURA. No, c;S, ESQUEMA DEL. MECANISMO DE A.CClON DE UN OVULO, 

5. COMPONENTES. 

a. Bases. 

Las basas ut.ilizadas en la fabricación de óvulos se 

clasifican en dos t.ipos: Masas hidrosolubles de punt.o de fusión 

elevado y Masas hidrosolubles elAst.icas. que deben de cumplir 

los siguient.es requisi t.os <~1: 

F'isiológicament.e inert.es: no han de producir 

irrit.acionos en la vagina; dichas irrit.aciones pueden ser 

provocadas por dimensiones no fisiológicas o por enranciamient.o. 

por excesiva dureza o alt.eraciones en la fabricación de la forma 

farmacétJt..ica. 

2) Quinúcamente inertes: no ha de haber incompatibilidades 

con ~l medicamento. 

3) Ausencia de alotropismos: modificaciones inest.ables. 

18 



4) PequeNo intervalo entre el punto de fusión y el punto 

de sol1dificaci6n: por tanto mas rA.pida solidif'icación de la 

masa en el moldeo. buena contractibilidad, ausencia de 

sobreenfr1am.iento en el moldeo. 

5) Suficient.e viscosidad~ reducción adecuada de 1 a 

sedimentación del medicamento en suspensión. garant.!a de 

exactitud en la dosificación. 

5) Los 6vul os deben disgregar se o di sol ver se en pocos 

minutos a la temperatura corporal: requisito para la eficacia 

del med1 cament.o. 

7) Buena conservabilidad y almacenamiento: no ha de 

producirse enranciamient.o. coloración, ni endurecimiento; buena 

estabilidad del moldeo y resistencia a la ruptura. 

0) Capacidad de incorporación de liquides lipófilos e 

hidrof1los. 

1) Masas Hidrosolubles de PWlto de Fusión Elevado. Han 

ido perdiendo importancia las masas hidrosolubles de punto de 

rusión elevado, para óvulos. Están formadas generalmente del 

óxido de polietileno Cproducto de condensación del óxido de 

elileno y ácido ricinoléico). 
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Los poliet.ilenglicoles se obtienen por polimerización del 

óxido de et.ileno en presencia de catalizadores C por ejemplo 

cloruro de zinc). Olra v1a de preparación consiste en hidrolizar 

primero el óxido de et.lleno a etilenglicol y condensarlo luego 

hasta polietilenglicol. 

Algunas masas corrient.es comerciales est.an formadas por 

polietilenglicoles de alta polimerización. con un peso molecular 

medio de 6000 y un punto de fusión que oscila entre 54 y 60 ºc. 

Una masa de polietilenglicol con punt.o de fusión de 47-49 ºe y 

mejor solubilidad esta formada por poliet.ilenglicol 1000 y 

poliet.ilenglicol 4000. Los componentes pueden entremezclarse 

para conseguir la consistencia deseada. para la fabricación de 

bases de óvulos se recomienda utilizar mezcla de ellos. 

Los productos de polimerización sólidos que se conservan 

durante arres. Ccarbowax. poliwachse y oxydwachse) son buenos 

disolventes para muchos medicamentos. lo cual puede tener como 

consecuencia una lent.ificación de la absorción de tales 

medicamentos. Ot.ras desventajas son su notable dureza y su 

posterior endurecimiento. las propiedades reductoras que 

caracterizan a los productos del poliet.ilenglicol, que dan lugar 

a intolerancias con una serie complet.a de medicamentos. El 

endureci mi ent.o posterior puede evit.arse con 

plas~ificantes Cglicerina y lanolina). Unicament.e 

agentes 

aquellos 

medicament.os que producen disminución del margen de fusión 

pueden elaborarse venlajosament.e con masas do poliet.ilenglicol. 
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A pesar de las restricciones realizadas con respecto al uso de 

estos polimerizados existen observaciones aisladas según las 

cuales se pueden conseguir con tales masas una gran disgregación. 

La adición de emulgent.es y et.ros adit.ivos mejoran la eficiencia 

cuando los poliet.ilenglicoles parlicipan en la formulación 

10>. 

2:) Masas Hldrosolubles Elásticas. A est.e grupo 

pertenecen los geles de glicerina-gelatina. elásticos que 

manlienen su forma a t.emperat.ura ambiente y quo se funden 

t.emperalura corporal. 

La gelatina es una macromolécula Cproleina) anfólora 

integrada por diversos aminoá..cidos. entre los que figuran la 

glicina. alanina. leucina. arginina. prolina. á..cido glut.á..mico e 

hidroxiprolina. La preparación de la gelatina se hace por 

hidrólisis de colágeno, que es un componenle principal de los 

huesos y t.ejido conjuntivo. SegOn la forma de preparación. se 

distinguen dos tipos: 

Tipo A. Se obt.iene por hidrólisis á.cida y present.a un 

punlo isoeléctrico a pH = 7 6 hasta 8.3. 

Tipo B. Se forma en hidrólisis alcalina. Su punto 

isoeléct.rico se encuentra a pH = 4.7 hasta 6.0. 

Por debajo del punto isoeléctrico. la gelatina se comporta 

activamente como cat.ión y por encima del mismo como anión. La 
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gelat.ina se hincha el\ agua. y se disuelve calen.tando. Pequei"'ias 

cant.idades de fosfat.os. cit.ratos y sulfatos incrementan la 

velocidad de disgregación. Es soluble en alcohol es. A 

concentraciones del 1. 5 ~ en adelante, la gelatina forma cor. 

agua un gel transparente y elástico que sirve como base para la 

fabricación de jaleas. 

Durant.e la disgregación de la gelat.ina y durant.e la 

agit.ación de la glicerina-gelat.ina se producen burbujas de aire. 

Deben ser evitadas cuidadosament.e, pues perjudican la firmeza de 

las formas farmacéuticas. Para eliminar las burbujas se deja 

reposar un tiempo la solución caliente. Los óvulos no deben 

sacarse enseguida de los moldes pues su firmeza solo se alcanza 

completamente al cabo de algunas horas. 

Como vent.aja de est.a base hay que citar su rápida 

disgregación. Como desventaja, la base de glicerina-gelatina 

constituye un buen medio de cultivo para bacterias. 

especialmente cuando la proporción de glicerina es baja. La 

conservación de la glicerina-gelatina como base para óvulos 

vaginales o para supositorios puede prolongarse hast.a 30 dias 

si se guarda en recipientes muy bien cerrados y bajo 

refrigeración. Bajo estas condiciones no es necesario recurrir a 

agentes conservadores (como seria. por ejemplo 0.15% del ést.er 

del Acido p-hidroxibenzóico). El cumplimienlo de esLe requisito 

es necesario por el peligro de un desecamient.o paulatino de la 

masa c!5,P1. 



6. Modo de Aplicación. 

Los ovules deben colocarse lo mAs profundamenle en la 

vagina para que se aprovechen mejor. Por eso a veces se 

presenlan con un aplicador de plást1co que permile la inserción 

a profundidad. 

Ganeralmenle la primera aplicación suele hacerla el médico 

mediante un espéculo y pinzas. luego lo hace la misma enferma. 

de preferencia en la larde o al acoslarse por la noche. Si la 

aplicación se hace de dia. es aconsejable taponar para evitar 

pérdida de medicamento. Si se 1nserta sin aplicador. se 

recomienda mojar ligerament..e el 6vulo. 

Los Ovules anlibact..erianos suelen aplicar en lodo 

momenlo y aun durante la menstruación. Los que conl.ienen 

est..radiol no pueden aplicarse durante la menst..ruac16n, y los de 

progeslerona en los diez dias ant..er1ores. 

En cuant.o a los ant..1concept.1 vos. siendo que su acción 

mecánica depende de la espuma que Corma. tienen un corlo periodo 

de actividad ópt.ima y deben aplicarse en tiempo oportuno csn. 

7. CONSERVACIOH. 

Puesto que los óvulos suelen fundirse ent..re 32 y 37 ºc. 

según la masa para óvulos ut..ilizada. se conservará..n a. una. 

t.emperat.ura inferior a 30 ºc. Los óvulos que se han fundido o 

ablandado en el envase. deben meterse antes de su empleo en el 

refrigerador con la punta hacia abajo 19>. 
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8, ACONDICIONAMIENTO. 

Los óvulos verlidos moldes met.álicos se sellan en 

láminas de plá.slico o de aluminio. En el proceso de vért.ido 

direct.o. los óvulos se viert.en direc1.ament.e dentro de láminas de 

plástico o en láminas de aluminio revest.idas de plást.ico. La 

lámina de aluminio es hermética a los gases y prot.ege, por lo 

lanlo. del oxigeno del aire. 

La exlracción de los óvulos se f'acilila con una ranura. 

una pequeNa muesca en la lámina o por no estar sellada una parle 

de ambas lá.m.inas en la punta del óvulo, con lo que al separar 

las dos láminas queda libre el óvulo td,P). 



D. Crornalog~atia. 

l. DEFINICION. 

a. Cromatograf 1a. 

Es un procedi mi en lo por el cual 1 os con1ponent.es de una 

muestra son separados por un proc.:es.) de migración diferencial en 

un sistema que consta de dos fases, una de las cuales se mueve 

conlinuamen~e en una dirección dada. En esle sislema los 

compuestos i ndi vi dual menle presentan di ferenles campar Lami en tos 

en su movilidad por diferenc1as en adsorc16ri. parlici6n, 

solubilidad, presión de vapor, t.amario molecular o carga iónica. 

b. Fase Estacionaria. 

Es un tértru.no que se ut1llZil. para dertonu.nar cualqu1era de 

las diferentes f'ormas que puede usarse la fase fija. que puede 

estar empaquetada en una columna, ext..endida en forma de capa. 

ele. 

e. Fase H6vil. 

Término utilizado para denonu.nar a la fase que acarrea a 

las muestras.durante el proceso de crornat.ografia. ésta puede ser 

liquida o gaseosa. 
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2. CLASIFICACION. 

Los métodos cromalográf1cos pueden ser clasificados de 

acuerdo al t.ipo de fase móvil y fase estacionaria seleccionados. La 

cromalografia de g:l.ses involucra aquellos mét.od•.:>s e11 los cuales la 

fase 1n6vil es un gas; y la cromatografia liquida los métodos en los 

cuales la fase mov1l es un liquido 113.1.&,1'51. 

En base a la nat.uraleza de la fase est.acionar1a y procesos 

de separación pueden mencionarse 4 casos: 

a. Liquida o de Partición. 

Est.e lipo de cromat.ografia consla de una fGse estacionaria 

liquida de composición diferenle a la fase móvi¡ .en donde las: 

moléculas de la muestra se distribuyen ent.re las Z fases.similar 

a un proceso de extracción llqu1da-l1qu1do.Las 2 fa3es deben ser 

i nnu sci bles. 

b. Liquido-Sólido o de Adsorción. 

En ésle t.ipo de cromatograf1a existe una superficie muy 

grande de parliculas pequenas que retienen a las moléculas de la 

mueslra debido a la at.racción que existe enlre las diferentes 

sustancias y la superficie de las part.iculas. proporcionando 

diferent.es grados de adsorción. 

c. Intercambio Iónico. 

En esle t.ipo de cromatografia la fase estacionaria 

conliene iones los cuales son capaces de int.ercambiarse con los 
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iones del solut.o de la fase móvil. El i6n cambiador se encuen•.ra 

de manera general unido a grupos de amoni.o cuaternari.o 

[-(CH2)riNR. 9 X-l para la separación de aniones. o unidu a grupos 

- + de Ac!do sulfóni.co C-CH2S03 H) en la separac.ión de ca.tlones.En 

esle lipo de cromat.ogral'ia exislen 2 variables important.es que 

deben considerarse para realizar una separación adecuada de los 

componentes de una muestra, que son la fuerza i6n1ca de la fas~ 

mov1l y la vari.aci6n del pH en la misma. 

d. Exclusión de Tama~o o de Gel. 

En la cromatografia de exclusión el empaque de la columna 

es un mat..erial poroso de cierto t..amaf>:io. Las moléculas que son 

grandes quedan excluidas por los poros y sólo cierto tipo de 

moléculas peque~as penetran por los poros, obteniéndose una 

separación de las moléculas peqt.:eNas de las grandes. En est..e 

tipo de cromatograf1a es eslr1ct.amente import.ante el tamaí"io 

molecular. 

e. Fase Enlazada. 

Es el lipo de cron~lografia en la cual se utiliza una fase 

orgánica eslacionaria que eslA quimicament..e enlazada a las 

parliculas act.ivas. El mecanismo es la part.ición del solut..o 

enlre dos solventes inmiscibles. 
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C. Par lónico. 

De manera general se acept.a que existe adsorción del 

solut.o i6nico en la fase est.acionaria. formación de pares de 

iónes solut.o-cont.rai6n en el eluenle y formación de pares 

i6nicos solut.o-conlrai6n en la fase est.acionaria. Cabe mencionar 

que el mecanismo de ret.ención aún no est.a complet.amenle 

dilucidado. 

Est.os dos últ.imos t..ipos de cromat.ografia no siempre 

aseguran cual de los dos procesos implicados Cadsorción 

repart..o) es el má.s imporlante. Por ést.a razón en la práctica se 

definen et.ros dos t.ipos considerando la polaridad de las fases. 

g. Fase Normal. 

Es un t.ipo de cromat.ografia en la cual la fase 

estacionaria es de nat.uraleza polar Ccomo la silica) y la fase 

móvil no polar (ejemplo hexano o t.et.rahidrofurano). Las muestras 

polares quedan ret.enidas durante t.iempos mayores que los 

mal.eriales menos polares o apelares. 

h. Fase Reversa. 

Su funcionamient.o es a la inversa ya que la. f'ase 

est.aciOnaria es de nat.uraleza no polar Chidrocarbonada) y la 

fase móvil es un liquido muy polar normalment.e agua o met.anol.En 

este caso cuanto menos polar sea la muest.ra mayor serA su 

retención. 



3. PARAMETROS CROMATOGRAFICOS. 

a. Tiempo de Retención Ct.r). 

Es el t.iempo que t.ranscurr& desde el moment.o en que la 

muestra es introducida al sistema. hasta el momento en que se 

obtiene el punto de máxima concent.ración por la se~al o pico. 

b. Tiempo Huerto Clo). 

Es el tiempo de trayecto de un compuesto no retenido, o do 

la fase móvil para t.rasladarse de un ext..remo a otro de la 

columna. 

c. Tiempo de Retención Corregido ct•r). 

Es la distancia ent.re lr y lo, es decir, la medida dol 

tiempo en que la muestra permanece ret.enida en el material de 

relleno de la columna. Dicho de otro modo. t.r es el tiempo total 

de la permanencia en la columna. t.o el tiempo que la muest.ra 

per manee e en la fase mQvi l y por lo t.~nto, t.• r es el t.1 empo en 

que la muestra permanece retenida en la fase estacionaria. t'r = 

t..r - to. 

FIGURA No. 7. 11.EPAESEHTAClON DE UH CROWATOORAMA· 
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d. ·Factor de Capacidad CIO. 

El f'a.clor de capacidad es un término que indica el t.i.empo 

de retención de un solulo en la columna. Se determina media.nt.e 

1-' ,sigi.íiente. ecua.ci.ón: 

l' r tr - to h•mpo la. ÍCLSe •• lCC\Of'IO.rt.a. 

K =-¡;o- = '-º t.t.ernpo la. fo•• rnóv\ l 

Conociendo el factor de capacidad, es posible determinar 

el liempo de retención de un compuesto. 

t.r = to < 1 + K 

En la práctica, se debe hacer lo posible para obtener un 

valor del factor de capacidad tendiente a l para el pico de 

interés, con la finalidad de asegurar su separación del solvente 

y sus posibles impurezas las cuales eluyen gener-alment.e al 

tiempo to. 

Húmero de Platos Teóricos Ctn. 

En cromatografia debe tratar de evitarse el ensanchamiento 

de las bandas de la columna tanto como sea posible ya que cuanto 

mAs agudos sean los picos P?drán resol verse un mayor número 

ellos en un mismo intervalo de t.iempo, y por lo tanto en un 

mismo tiempo pueden separarse mayor número de componentes de la 

muestra. Por todo lo anLerior es necesario conocer la eficiencia 

de una columna calculándola a traVés del número de platos 
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teóricos. que !:e d~~er.~.ir:ia. d&· lá ·siguiente manera: 

ó N 5.545 c~r 

platos t.e6r1cos. 

tr Tieinpo de re.tenc16n del pico. 

Wb Ancho del pico Cobtenténdose por extrapolación 

de tangentes del punto de inflexión a la linea 

base como se mues·~ra en la Figura No 7). 

Wh = Ancho del pico lomado a la mitad de la altura. 

La eficiencia de la columna es mejor a mayor número de 

platos teóricos. 

f. Allura Equivalente de un Plato Teórico C H ). 

El número de platos te6r1co5 depende de la longitud de la 

columna. asi a mayor longitud. mayor número de platos. En 

consecuenci.a se ha introducido otro término que relaciona el 

número de platos con la longitud de la columna. y es la altura 

del plato o altura equivalente a un plato teórico CHEPD. el 

cual se calcula por 

Donde: 

H 
L 

-N-

L Longitud de la Columna. 

N Número de platos teóricos. 
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As!. se ha determinado que a menor altura de cada plato y 

mayor numero de platos, la columna serA má.s eficiente. 

g. Factor de Selectividad Ccx>. 

Est.e factor describo la posición relativa de dos picos 

adyacentes. La separación de los picos depende de la int.eracción 

select.iva con la fase estacionaria. Calculándose para dos picos 

A y B de la siguiente manera: 

l' r CB) KB 

l' r CA:> KA 

Si o = 1 los dos picos t.ienen tiempos de retención 

idénticos, o sea, no existe separación, 

h. Resolución CR>. 

El factor de resolución de selectividad expresa la 

posición relativa de los dos picos, pero no proporciona 

información sobre la separación real de ellos, que depende de lo 

puntiagudos que ést.os sean. Por ello se ha dado el nombre de 

resolución a la medida de la separación que existe ent.re dos 

picos calculándose como: 

2 t. l 

R = 
Wbt + Wbz 



Donde: 

6t.. = Diferencia de los ~iempos de retencion. 

Wb1 y Wbz. = Ancho de los p1.cos respect..1 vament..e. 

Si se tiene un valor de R = 1. 6 represent.a separación 

hasta la linea base de los p1cos mient..ras que un R = 1. O 

significa que la resolución es aproximadament..e del 90 Y. 
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E. Caracterizaciones de la Cromalografla 

Liquida de Alta Resolución. 

La croma.t..ografia liquida moderna se caracleriza por: 

- Columnas reuL1l1zables de peque~o diamelro C2-5mm) 

- Rellenos de parllculas muy pequeNos C5-50 µm) 

- Desarrollo de nuevos mat..eriales para ut..ilizarlos como 

fase~ estacionarias. 

- Presl.ones de enlrada r~lat..ivamenle alt..as y flujo 

controlado de la fase móvil. 

- lnlroducc16n precisa de la muest..ra, sin necesidad de 

grandes cantidades. 

- Det..ect.ores cont.inuos especiales, capaces de oper.ar a 

flujos muy bajos y de detectar cantidades muy pequeNas. 

- Instrumentos normalizados y automatizados. 

- Análisis rap1dos. 

- Al t.a resol uc16n. 

1. FASE MOVIL. 

Excepto para el caso de cromalograf'la. de exclusión, la 

fase móvil desempei'fa. en general, una parte act..iva en 

cromatograf'ia liquida. Se puede ut.ilizar una única sust.anc!a 

como fase móvil durante el an~l!sis de una mezcla de dos o mas 

sustancias, ajustando adecuadamente las caract.erist.icas de la 

fase. También es posible mantener constante la composición de la 

fase móvil durante el anll.lisis, o bien cambiarla. El primer 
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mélodo se denomina operación isocr~lica, mienlras que el segundo 

se conoce como elución por grad1ente. 

La eluc16n por gradiente se utiliza con muestras cuyos 

componentes posean polaridades muy diferenles. pues en eslos 

casos es prefer1ble var1ar la polaridad de la fase móvil duranle 

el analisis, para mejorar la separac.ión de los componentes. 

Generalmente se inicia con una sustancia Unica y se aumenla con 

el l1empo la concenlrac.ion del Cos) otro Cs) component.e(s) de 

la fase móvil. La variación puede ser lineal. convexa o cóncava. 

La selección de los solventes ut1lizados depende de varios 

parámetros; en el caso de la cromatograf ia de adsorción o 

reparto, el papel más importante es la polarldad, t.amb1én a 

veces viscos1dad y otras caract.erist.icas que pueden influir en 

el detector. En la cromatografia de int.ercamblo i6nico son 

importantes la fuerza íón1ca y el pH. nu.entras que en la 

cromat.ografia de exclus16n la cons1deración mas import.anle es la 

solubilidad de la muestra en la fase móvil cu.14,115.1cn. 

2. FASE ESTACIONARIA. 

La fase estacionaria puede ser un sólido poroso del t.ipo 

de los utilizados en la cromat.ografia de adsorción, in~ercambio 

iónico y exclusión. Las diferentes fases difieren en su 

composición quim.ica, estructura y t.ama~o de par~icula. Ot.ra 

posibilidad es usar una fase estacionaria liquida e impregnar 

con ellas la superficie de las parliculas de un sólido que actúa 
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ún1c_ament.e como soporte. Sin embargo. hoy en dia est.as columnas 

son muy poco frecuent.es. ya que result..a dificil evit.ar que 1 a. 

tase est.acionat"ia sea arrastrada por la fase m6·.r11. 

Los rellenos mas ampliament.e ut.ilizados en la act.ualidac 

en la cromatografia liquida de part.1c1on ~1enen la fase 

est.ac1onaria quimicament.e enlazada a las particulas soporte. Ser. 

las denominadas fases enlazadas que poseen larga durac16n y r.c 

requieren acondicionamiento. Las ~ases enlazadas se pt"eparan pot" 

reacción quimica entre los grupos hidroxilos de la superficie de 

las part.iculas de silice y una molécula orgánica lineal o un 

organos1lano. 

Aunque también existen fases enlazadas polares que se 

ut.ilizan en ~ase normal como las que cont.ienen un grupo amino e 

ciaho al final de la cadena hidt"ocarbonada. las más ampl1amente 

ut.ilizadas son de naturaleza no polar con una cadena alquil1ca 

Cpor ejemplo oct.adecilo) enlazada por medio del álamo de silicio 

del alquilsilano. E:st.as fases se usan en fase reversa y son 

út.iles en la separación de una amplia gama de sust.ancias. 

En la preparación de Cases enlazadas como en el 

recubrimiento pot" f'ases liquidas no e~lazadas se utilizan dos 

t.ipos de part.iculas soport.e. En el primer t.ipo son part.iculas 

t.ot.alment.e porosas. mi ent.r as en el segundo exi st.e un 

núcleo sólido recubierto por una delgada capa porosa. A este 

último se denomina soporte pelicular. 
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Las part.iculas de soport.e poroso son en general de silice 

de gran superficie y se encuent.ra una gran variedad de tamaf'{os. 

Los soport.es peliculares son un núcleo s611do Cgeneralment.e 

cuent.as de vidrio) recubiert.as por una capa fina porosa. 

normalmente de silice. son de formas regulares por lo que las 

colurN"las pueden rellenarse fácilmenle. sin embargo. generalmente 

son de t.amaf'{o grande y por t.ant.o 1 as columnas no son tan 

eficaces como las de part.iculas pequef'fas de relleno t.otalment.e 

poroso. 

Como se ha visto el t.amaNo de part.icula es muy import.ant.e 

ya que si no es suficientement.e pequef'!:o la fase m6vil y la 

muest.ra disuella no se difundirán homogéneament.e. además se debe 

de tener la mayor superficie de cont.act.o posible entre la fase 

móvil y la fase est.acionaria. Sin embargo, exist.e un limite 

inf'erior de t.ipo práctico aproximadamente de unas 3 µm de 

di~melro. L.i. mayoria de las columnas comerciales contienen 

rollones de partículas cuyo ~amaNo promedio oscila entre 5-16µm. 

en tant.o que muchos rellenos peliculares present.an lamaf'fos de 

ent.re 37-42µm u.a,1 ... u!1>. 

3. INSTRUMElfTACION 

Para lograr que las separaciones sean má.s eficaces y 

r á.pi das ademfls de emplear empaques de columnas mfls f 1 nos se 

deben ut.ilizar equipo y presión especiales. Se requieren 

presiones de 1000-3000 psi para lograr velocidades de flujo de 
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1-2 ml/min., en columnas de 2-4 mm de diámet.ro y 10-16 cm de 

longit.ud. aunque en ciert.os casos pueden ser necesarias 

presiones de hast.a 6000 psi. 

Los component.es esenciales de un sistema. cromat.ográfico 

de alt.a presión son: un sist.ema hidráulico, una columna y un 

detector. Ademá.s de que se deben controlar la t.emporat.ura d~l 

sistema y la inyección de la muestra CFig. No.8). Aparte de 

una gran resolución y una gran sensibilidad, el equipo debe 

tener un alt.o grado de reproducibilidad y una resistencia 

máxima a la corrosividad. debe poseer ent.radas de altas 

presiones. inyectores y det.ect.ores de bajos volúmenes muert.os. 

La variación en la velocidad de flujo no sólo afecta el tiempo 

de elución, sino también la forma del pico del cromatograma y 

por lo t.ant.o la cuantificación de la muestra ºª·''·'~u. 

·-

nouaA No. 8, ESQUEMA llEPRESENTATJVO DE LAS PARTES DI: 

UH <:aOMATOORAf'O DE LlQUIDOS DE ALTA RESOLUCION. 
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a. Bombas. 

La pr:.nc1pal función del sistema de bombeo es proveer de 

fase móvi1. a la columna con un flujo conslant.e y reproducible. 

Las column.:s.s •Jt1l1zadas en la cromat.ografia liqu1c.:s. de alt.a 

resolución estAn rellenas de part.1culas muy peque~as que 

present.an res1st.enc1a al flujo de la fase m6v1l, por lo t.anto se 

requiere de un sistema de bombeo que haga fluir la f .:s.se móvil a 

un flUJO razonable tt3.14,1~i. 

Los requ1s1t.os mAs import.ant.es de un sist.ema de b~mbeo son: 

- El sistema debe ser hecho de mat.er1ales quimJ.camenle 

res1st.entes a ia fase móvil. 

- Alcanzar presiones de operación máxima Cusualmente hast.a 400 

at.m equivalentes a 6000 ps1). 

- Un ampl!o intervalo del volumen de flujo Cde 0.5 a 10 m.l). 

- FlUJO ~e~roducible y constante. 

- Facilidad para el cambio de fases móviles. 

- Caracterist.icas de flujo libre de pulsaciones o tener un 

regulador de pulsaciones. 

- Facilidad de limpieza y mant.enimient.o del sistema. 

De acuerdo con las caract.erist.icas de funcionamiento y 

diseNo se puede considerar la siguiente clasificac16n: 
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Bombas 

ÍMécan1cas 

< 

Gaumál1ca 

1 Recip~ocas 
< L Desplazamient..o con•.i.nuo 

1) Hécanicas. Las bombas de un sólo pi.st.cn desplaz3n 

flujos de volumen constanle en forma no conlinua,considerado mas 

bien como pulsanle. La m.axima presión que se puede alcanzar 

vari.a segun el dise~o. pero en general es de aproXJ.r.\adament..e de 

600 at.m (8000 psi). Su operaci.6n es medianle el n1::iv;.rr.lenlo de 1Jn 

ptst..On o diafragma. y a t..ravés de una valvula cent.rol que 

al ternamente se abre y se c1 erra. y asi se llena y descarga una 

pequef"ia cAmara . El volumen que envía la bomba e;. :;a.da pulso se 

ajusta controlando la di.stanc1a del recorrido Cel pistóh o 

diafragma, el flujo se ajust.a variando el número de veces del 

desplazarn.ienlo por unidad de t..iempo. 

- Depósito de disolvente limitado. 

- Rápidez del cambio de fase móvil. 

- Volumen de flujo conslant..e. 

- Facilidad de limpieza. 
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DESVENTAJAS: 

-E:. fluJo es en pulsaciones. por lo que ·hay pérdida en la 

ef.:.c1encia de la columna e inest.ab1lidad del det_ect.or. 

Las alt.ernat.ivas que se ut.ilizan para eliminar el exceso de 

pulsaciones son : 

-Colocando un serpenlin de 15 cm de longit.ud enlre la 

bomba y la camara de inyección. para absorber las pulsaciones 

producidas por la bomba. 

-El uso de un manomélro de presión con un gran tubo 

de Bourdon Cnormalment.e intercalado. para evit..ar retención del 

liquido) que t..amb1én se flexiona con cada pulso. 

-Ot.ra manera más eficaz es utilizando bombas de doble 

piston,donde exist.en dos pistones gobernados por mismo mot.or a 

través de un eje excént..r1co. Este mecanismo permile que un 

pistón succ1one nuenlras el otro expulsa el liquido fuera de la 

bomba. Por lo tanto los perfiles de flujo se superponen el uno 

al otro reduciéndose apreciablemente las pulsaciones. 

2) Por Desplazamiento Conlinuo (Jeringas). Son aquellas 

en las que un émbolo o pislón es desplazado en forma conlinua y 

unif"orme por un molor de precisión. comprimiendo el liquido 

cont.enido en una ca.mara de cierto volumen; el liquido fluye 

luego a t..ravés de una abert..ura en la misma cá.mara y se obt..iene 

asi un flujo de volumen const..ante. que puede variar según se 

desplace el émbolo a mayor o menor velocidad. 
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VENTAJAS: 

- El flujo proporcionado es uniforme y cont.inuo. 

- Alcanzan altas presiones de operación. 

- Son de bajo mant.enimient.o. 

DESVENTAJAS: 

- Linu.t.ada capacidad del depósit.o C250-600m.l) y para llenar la 

c~mara es necesario suspender su operación. 

- A al t..as presiones hay ligeros cambios en el flujo al 

comprinúrse el disolvent.e C4~ a 400 at.m equivalent.es a eooo 

psD. 

- Son de alt.o cost.o. 

3) Neuaá:licas, Est.e sist.ema emplea un cilindro de gas 

conect.ado direct.ament.e a t.ravés de un regulador al depósi t.o de 

la fase móvil. La presión del gas impulsa el 11.quido a t.ravés 

del aparat.o. La máxima presión del trabajo esta limitada por la 

presión del gas y el material de ~abricación del sistema. 

VENTAJAS: 

- Flujos de presión const.ant.e y libro de pulsaciones. 

- Son de bajo costo. 

- Bajo mant.enimienlo ( no hay junt.as ni v._lvula.s ). 
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DESVENTAJAS: 

- Baja capacidad de volúmen dal dep6sit.o. 

- El cambio de un disolvente a olro es lento. 

- La presión máx.ima de trabajo se limita por el depósito de 

gas C200 at.m equivalente a 3000 psi). 

- Difusión del gas en el liquido. 

Esto se puede resover al usar un serpent.in largo que hace 

que la superficie de la interfase gas/liquido disnúnuya bast.anle 

y la mayor parle de la ·rase m6vil se usa antes de que llegue al 

det.ect.or la porción que cont.iene el gas. También se logra 

desechando las últimas porciones del liquido que han sido 

saturadas por el gas. 

Algunos disenos tienen sistemas amplificadores de presión 

que pueden producir 400 alm <6500 psi) utilizando bajas 

presiones del gas. En estos sist.emas se utiliza un pistón de 

gran diámetro para el gas que transmite su movimiento a otro de 

pequeffo diámetro para el l!qu1do. Asi, se obtiene que la presión 

en el liquido es proporcional al cociente del área de la sección 

de ambos pistones. proporcionando gran presión al liquido. Sin 

embargo. el diseNo es caro. complejo y de alto mantenimiento 

cts.t4,t'l:'>. 

b. Dispositivos para la Inyección. 

Para la introducción de la muestra en la columna es 

necesario tener en cuenta el diseNo del inyector. ya que se 
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requiere de una zona de poco volumen impregnada por la fase 

móvil, con el fin de evi lar la difusión de la muest.ra y la 

di 1 ucion .exponencial 1u.u.1~1. 

Requisit.os con los que debe cumplir un buen inyeclor: 

- La 1ntroducc1ón de la muestra hacia la columna es a través 

de una estrecha entrada. 

- Debe ser reproducible. 

- Operar a presiones altas. 

1) Inyección con Jeringa. La lnyecci6n se hace con una 

microjeringa dise~ada para resistir presiones superiores a 1500 

psi. Los materiales del septum incluyen sil1cona. neopreno, y 

fluoroelast.6meros; algunos contienen tef'l6n para retardar el 

at.aque hacid los elastómeros provocado por ciertos disolventes. 

La inyección con jeringa puede ser usada a presiones 

mayores de 1500 ps1 usando la técnica de t nyecc Lón con paro de 

/tuj'o. De esta manera la bomba se apaga hasta que la presion de 

entrada en la columna iguala a la at.mosf'érica. ent.onces se 

inyecta la muestra a las condiciones usuales y posteriormente la 

bomba se enciende. 

VENTAJAS: 

- Muy ecónomico. 

- Flexible y de f'ácil operación. 
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DESVENTAJAS: 

Lim1lac16n de operaclon· a ·pre~iones alrededor de 1500 psi 

cor léi del sept um 

debldó a lá '·· . . .· -; 
_aguja y a los d1 sol verit .. &s 

ul1lizados; las r_eproduci.bil1dades oblenidas pocas veces son < 

2%. 

2) Inyección con válvulas. Debido al pr1nci pal 

inconveniente que presentan las inyecciones con jeringa que es 

la limitación de trabajar con presiones bajas se ha dispuesto de 

válvulas de alt.a presión ya que se puede lrabajar a presJ.ones 

elevadas y proporcionan una apl1cación de la muestra muy 

reproducible. 

El instrumental moderno emplea en general válvulas 

inyectoras donde la muestra se introduce a la válvula mediante 

una jeringa. desplaza el liquido y llena el espacio interno de 

una pequeNa porción del lubo capilar de acero C usualment.e el 

volumen conLenido en el tubo es de 10 a 50 µl ). La muestra se 

inyecta en la columna accionando la válvula de forma Lal que la 

disposición de entrada y salida se invierLe. 

De est.a forma se logra inyectar a cualquier presJ.ón un 

amplio intervalo de t.amanos de muest.ra C no es necesario llenar 

t.odo el volumen del t.ubo con la muest.ra ) con un alLo grado de 

reproducibilidad. Las válvulas inyect.oras se ~abrican de 
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ma'~eriales inert.es, como el t.eflón y acero inoxidable, y su 

d1sef'io es t.al que resist.en presiones muy elevadas ,,a,14,u:n. 

c. Columnas. 

Se considera que el corazón del cromat.6grafo es la 

columna. puest.o que en ella se lleva a cabo la separación de los 

componenles de una mezcla de est.udio. 

Básicament.e la columna consist.e de un segment.o rect.o de 

t.ubo de acero inoxidable t.ipo 316. cuya longit.ud varia entre 10 

y =o em. con diámetros int.ernos de 2.6-3.0 mm 6 bien de 4.6-5.0 

mm (al ~ener diámet.ros TM.s peque~os los análisis son más 

rápidos) y diámet.ro ext.erno de 1/4 de pulgada. 

Aunque no forman part.e de la columna como t.al. 1 as 

conexiones entre las columnas. asi como en~re colurnna-det.ect.or o 

el inyect.or, deben ser hermét.icas y de t.amafio pequef'to. En los 

ext_remos de la columna se coloca un disco de met.al o let'lón 

poroso para evit.ar que el relleno de la columna se afloje o se 

pierda y se produzcan caidas de presión muy grandes. 

Act.ualment.e las columnas de cromat.ografia liquida se han 

desarrollado en un alt.o grado de eficiencia aproximadamente 

10.000 plat.os teóricos por metro de columfla ). liS,1',i!:n. 
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d. Detectores, 

Un detector ideal seria aquel que salisfaciera los 

siguientes requisitos: 

-Altamente sensible. 

-Estable. 

-De lectura continua. 

-Respuesta universal. 

Sin embargo, en la aclualidad no se cuenla con este l1po 

de detector y los que existen solo son adecuados para ciert.as 

aplicaciones en particular 1u,t4,t:J.>, 

1) Indice de Refracción, La det.ecci6n de indice de 

refracción se basa en equilibrar el sist.ema con la fase m6vl.l 

pura y medir el cambio de indice de refracción cuando aparece la 

muestra eluida junto con la fase móvil. es lógico que cuanto 

mayor sea la diferencia entre los indices de rerracción de la 

muestra y la rase móvil mayor será. el desequilibrio; la máxima. 

sensibilidad es cuando se alcanzan a delectar dif'erencias muy 

pequeNas entre ambos. 

DESVENTAJAS: 

En mezclas complejas los indices de refracción de los 

component.es pueden cubrir un amplio rango de valores y algunos 

de ellos pueden ser tan cercanos a los de la rase móvil que no 

pueden ser detectados. Existe la necesidad de equiliorar el 
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de.le~~Or:-_._. ~ada ·,-Vez ._.~ue·: sé produce un pequef'fo cambio en la 

comPosi.~~·óñ;.·_~ de-. -la-_ fase móvil. No se puede trabajar por 

gradier!l.~. 

Exist.9n dos lipes de delect.ores de indice de refraeci6n, 

ambos requieren del uso de una celda de doble paso en la cual el 

lado que contiene a la muestra se compara con la referencia que 

no contiene muestra. 

2) Desviación. Este t..ipo de det..ectores se basan on la 

medida del desplazamiento óptico de un rayo de luz, al variar la 

composición del lado de la muestra en relación con el de 

referencia. Conforme se eluye la muestra varia el ángulo de 

refracción. moviéndose el rayo de luz. Esto se traduce como un 

cambio de la sef"ral que va al detector y lo desequilibra. Esta 

sef'fal se relaciona con la concenlración de la muestra. 

VENTAJAS: 

-Baja sensibilidad !'rente a particulas sólidas y 

burbújas de aire. 

-I nlerval os de indice de re!'racción 

Cl.0000-1,7500), 

DESVENTAJAS: 

-Costoso. dificil manejo Cno se puede limpiar con 

f'acilidad). 
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3) Reflexión CFresnel). Se fundamenta en el principio 

tle Fresnel según el c1.Jal en la i.nt.er·fase entre un prisma de 

vidrio y algún 11qu1do. la cantidad de luz transmitida y 

reflejada es proporcional al ángulo de inc1der1cia de la luz y al 

indice de refracción del liquido. 

Al entrar la niuest.ra en una celda de luz se refracta con 

un ángulo diferente. con lo cual a la salida hacia la fot.ocelda 

habrá variado su inten~idad. El desequ1libr10 que se genera en 

el delectar provoca un cambio en la energla eléclrica de su 

serial de salid:i.. dicha seKal se relaciona con la concentración 

de la muestra. 

VENTAJAS: 

- Alt.a sensibilidad. 

- Opera a f 1 UJ os muy bajos con celdas de poco 

volumen. 

- Fácil acceso a la celda. 

- Bajo costo. 

DESVENTAJAS: 

- Necesidad de cambiar prismas para adapla!"Se al 

indice de refracción de los disolventes. 

- Ajuste óptico cuando se cambia el disolvente. 

4) Ultravioleta (longitud de onda Cija). La ley que 

rige la espect.rofot.ometria se llama ley de Beer. la cual dice 
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que .. un haz de radiaci6r:' de pot.enc1a Po incida en el bloque 

per~endicular a una superficie, después de at.ravesar una 

dist.ancia b del mat.erial, su pot.encia se reduce a P por la 

absorción CF1g. Na.9). 

Ha• d• r'adl•CtDl"I 
INClD[.Nll: Cl"GI 

¡-L-¡ 

CC.11Ct.t4TRACIOH CE LA 1"1'.;E$TAA 

H•• d• r'adh.cton 
T~l\NS11JTIDO Cl"I 

LCY ce CE:n. 

F10URA No. P , LEY DE BEER. 

En la e=uación ant.erior: 

a = Absort.ividad Cgramos por l1Lro). 

b Longit.ud de t.rayect.oria 

dGftd•1 

a • c11afJcl.nt• 
d• &bsDl'"ClOl'I 

b • 11'1'1QU.1.1d d• 
paao optlca· 

e • ce11cant.r•clon 
d• 1a .., •• tra 

Concentración de la muest.ra Cgramos por lit.ro). 

A = Absorbancia 

T Transmilancia. 

P = Int.ensidad de la radiación que pasa. 

Po= Radiación incident.e. 

La absor t.i vi dad es una const.ant.e que depende de la 

longit.ud de onda y de la nat.uraleza de la sust.ancia absorbent.e 

y se represent.a c:on el t.érrnino "'a .. que indica la absort.ividad 

de una solución que cont.enga el 1~ en peso de la sust.ancia 
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absorbente en una celda de 1 cm de longilud, y se representa 

como a1
,. • La ecuación indica 

l cm 
que la absorbancia de una 

solución es direclament.e proporcional a la concentraciOn de 

especies absorbentes cuando la longitud de la trayect.oria 

luminosa es fija y direct.ament.e proporcional a la t.rayect.or1a 

luminosa cuando la concent.ración es fija U7>. 

Cuando algunos grupos funcionales se exponen a la 

radiación, experimentan excit.aci6n eleclrónica a causa de la 

absorción de energía a la longitud de onda espocifica del grupo 

funcional. Est.a energia provoca el paso de un el eclrón 

provocando desviación de la luz. 

Espect.ro del Visible: 380-800 nm. 

Especlro Ult.raviolet.a: 210-380 nm. 

La fuenle luminosa mtt.s ut.ilizada en los deleclores UV 

posee la mayor parle de su energ!a a una longitud de onda fija 

de 254 nm. 

VENTAJAS: 

-Est.ables, sensibles C<lngl, ecónomico y sencillo. 

- La mayoría de los compuestos que absorben en UV presentan 

cierta absorción en 254 nm. Muchos detectores presentan fillros 

t.ambión de otras longitudes de onda, sin embargo, la estabilidad 

de la linea base y la intensidad de la sensibilidad no son 

comparables como las de 264 nm. 
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5) UV (Longitud de onda variable>. 

delect.ores son úliles en 3 casos: 

Este t:ipo de 

- Para obtener mejor sensibilidad a longitud de onda 

dist.inla de 254 nm. 

En caso de que los diferentes componentes 

presenten absorci6n a diferent.es longiludes de 

onda. 

- Evi lar algunos problemas cuando la; fase móvil 

absorbe a 254 nm. 

6) Fluorescencia. Para compuest.os que presenlan 

fluorescencia natural. asi como para los que pueden convertirse 

en fluorescentes por derivación. Los detectores difieren en el 

modo de cent.rolar las longit.udes de onda. Los mas baratos 

utilizan filt.ros. los de precio medio se cent.rolan a Lravés de 

monocromador de una longitud de onda. generalmente la de 

excitación y los más completos ofrecen cent.rol por monocromador 

de ambas longitudes de onda tanto de excitación como de emisión. 

7) Elect.roqui mico. Represent.a para algunos compueslos 

mayor selectividad y sensibilidad. Se basa en la oxidación o 

reducción del compuesto en un electrodo adecuado midiéndose la 

corriente resultante. 

La fase móvil debe ser conductora de la corriente 
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eléct.rica estabilizándose con· una sal adecuada, est.o impide 

trabajar -en fase normal. se lrabaja mejor en fase 1 nverso e 

interCambio ióntcO. A la fase móvil se le debe eliminar oxigeno. 

cont.aminant.es met.á.licos y haluros para reducir la corriente de 

fondo y por lo tanto el ruido que se deriva de la linea base. 

En cuanlo a las. muestras deben ser oxidables o reducibles 

a un polencial que no pr~voque electrólisis de la fase móvil o 

los restantes compuestos de la muestra. 

8) Arreglo de folodiodos. Es el principio de delecci6n 

má.s moderno que ex.isla para cromato9rafia de liquides. Cubre un 

intervalo de longitud de onda desde UV hast.a cerca del IR. 

Obtiene absorciones UV/VIS si mul t.áneamenle por lo que se pueden 

construir cromat.ogramas en t.res dimensiones Cabsorbancia v. s 

tiempo v.s longitud de onda). 

Utiliza una lámpara de deuterio, la cual emite luz que 

pasa a t.ravés do un lente y de una aberlura, Cla cual limita la 

cantidad de luz que penetra al sislema proveniente de la 

lámpara) y luego enlra en la celda. Toda la luz proveniente de 

la lámpara pasa a través de la celda, y viaja hasta el 

monocromador de óptica inversa donde es dispersada en t.odas sus 

longitudes de onda y es asi como llega hast.a el arreglo de 

fotodiodos. Cuando la luz incide sobre los fotodiodos, la 

energia luminosa para cada longit.ud de onda no llega a un 

fotodiodo en part.icular, sino que éstos est.an dispuestos en tal 
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forma que sólo reciben la energia luminosa correspondiente a un 

i.ntervalo pequef'l:o de long! t..ud de onda del total del espect..ro. 

Los fot.odiodos al recibir la senal lu1n1nosa se descargan en una 

cierta medida, la descarga de los fot.odiodos es direct.ament.e 

proporcional a la cant.idad de muestra y por consiguient.e a la 

absorbancia. 

Este tipo de det.ect.ores aunados a una computadora. son 

capaces de almacenar t.odos los dalos que genera el estudio, de 

acuerdo a las especificaciones que se establecen para el 

análisis. 

Cada fot.odiodo produce una se~al análoga, la cual 

directamente proporcional a la cantidad de luz que recibe. 

La longitud de onda de la luz que recibe un fot.odiodo en 

pa.rt.icular es determinada por la posic16n relativa del diodo 

respecto a la posición del monocromador de dirracci6n. 
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F. Validación. 

1. DEFINICION. 

Cuando se inicia el desarrollo de un nuevo método 

analillco se requiere de parámet.ros que permitan la selección de 

la lécnica mAs apropiada para el análisis de un compueslo 

det.erminado. asi como la seguridad de la conf iab1l1dad de la 

misma. La validación de métodos anal1t1cos puede definirse como 

el proceso por el cual a lra.vés de eslud1os de laboratorio, se 

est.ablece que la capacidad del mé'lodo salisface los r·equisitos 

necesarios para las aplicaciones analilicas deseadas. El 

proceso de val1daci6n verifica que una metodologia en particular 

est.e basada sobre principios técnicos y que ha sido oplirru.zoda 

para los prop6s1 los prácticos de medición. Más que una simple 

medida de un procedirru.ento. la validac16n de métodos es una 

medida de la efectividad total de un sistema analitico, ya que 

los est.udios deben de asegurar que el método. los instrumentos, 

disolventes, reactivos y todo lo usado durant.e el ensayo es 

adecuado para el compuesto a analizar. Obviament.e que un método 

que es validado en una siLuación determinada puede ser invalido 

para ot.ra. Las caract.er1sticas de rendimiento se expresan 

generalmente por términos de parámeLros anali t..icos. 

Las validaciones deben ser realizadas lomando en cuenta una 

serie de consideraciones como son: método de anAlisis. compues~o 

a analizar. forma farmacéutica y/o mat.rlz donde se localiza el 

compuest.o. niveles de concentración, et.e. Por lo que es lógico 
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suponer que diferentes métodos de ensayo requieran diferenles 

esquemas de evaluación. Sin embargo los parámet.ros de evaluación 

más comunes para la validación de mét.odos analit.icos son los 

s1guient.es: 

a. Exacti t.ud 

b. Linealidad 

1) Linealidad del Sist.ema 

2) Linealidad del Mélodo 

c. Precisión 

1) Repeti bi l i dad 

2)Reproducibilidad 

d. Especificidad 

Algunos et.ros parA.met.ros menos comunes. que se ut..ilizan segun 

lo requiera el mét.odo son: Sensibilidad, Tolerancia del 

Si st.ema. Cant.i dad mi ni ma det.ect.abl e. Cant.idad m.inima 

cuant.ificable, Est..abilidad de la Muest..ra, et.e. 11B,t.P1. 

2. PARAHETROS. 

a. Linealidad del Sistema. 

1) Detinición. La linealidad do un sistema os su 

habilidad para ast:l'gurar que los result.ados analit.icos, los 

cuales pueden ser obt.enidos direct.ament.e o por medio de una 

transformación mat.emá.t.ica bien definida, son proporcionales a la 

concent.ración de la sustancia dentro de• un rango det.erminado. 
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de calibración de la concentración conlra la respuesta. de una 

misma solución palrón ulil1zando cuando menos 5 diluciones y 

haciendo análisis por lripllcado para cada dilución. 

El inlervalo ent.re las concent.raciones a analizar 

dependerá. del propósi t.o del met..odo; para propósi t..os de cent.rol 

de calidad y de seguim!enlo de la est.abilidad de un fármaco en 

una forma farmacéutica. deberá est..ar incluido el cien porcient.o 

de la dosis. 

CONCENTRACION DE LA DJLUCION 

DE LA SOLUCION PATAON (X), 

X1 
Xz 

X• 

Xt 

Número de diluciones. 

PROPIEDAD MEDIDA 1V1 

Y11. Y1 z. Yt.r> 

Y21. Yzz. Y2n 

Y:u. Y92. Ysn 

Yt.1, Yt.z Yt.n 

n = Número de repet.iciones (propiedad medida) de cada dilución 
de la solución palrón. 
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3) Cálculos. 

E X = Xt -t; Xz + Xa + • • • + XL. 

E .Y Yu + -Yu + ••• + Yan + Yzt + Yzz + ..• , ,· + Yzn 

+ • • • -~ Yu + Yt.z +_ • , • + 'll~ . 
. z 

·+ Xt.. 

E Yz= Y~, + y~z + + y-:n + 

+ • . . + Y:,+ y~2 + •.• 

yz-~- ... -yzº 
Zl ZZ 

+ yZ_ • 
ln 

+ • .- • + yZ 
Zn 

E XY = X1C Y1t + Ytz +, •• + Yt.n) + Xz CYu + Y22+ ... + 

Yzn) + .•• + Xt. CYu + Yt.z +- •.• + Yt.ro). 

PENDIENTE. 

m 
n CE XY) - CE X) CE Y) 

n CE X2
) - CE X) 2 

ORDENADA AL ORIGEN. 

CE Y) CE X 2
) - CE X) CE xn 

n CE X2 ) - CE X)2 

EY-mEX 
b 

COEFICIENTE DE DETERMINACION. 

. r = 
n CE XY) - CE X) CE Y) l 2 

n 

C n CE X2
) - CE X)

2 J C n CE y2) - CE Y f l 

4) Criterios de aceptacl6nt 

Coeficiente de Determinación Cr 2
) L 0.99 

Coeficiente de Correlación Cr) L O.Q9 
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b, Linealidad del Mé~odo. 

1) Def'inlción. La linealidad de un Jné.t.odo analit..ico 

es definida como la variación de CArmaco recuperado en el 

análisis en función de la cantidad real de la muestra. 

Algunas desviaciones de la linealidad del método indican 

que el método no está siendo trabajado adecuadamente para las 

muestras con respecto a las concentraciones del fármaco. En 

tales casos el estudio puede modificarse y revalidarse el 

método. 

2) DeterminaciOn. La linealidad puede evaluarse por 

ensayos de placebos cargados, cuando rnenos a t. res di ferent..es 

concentraciones alrededor del valor teórico que se va a 

analizar, haciendo los análisis por triplicado de cada 

concent.raci6n. 

La amplitud del estudio dependerá del uso y aplicaciones 

del método Ccont.rol de calidad y estabilidad) y preferentemente 

deberá. llevarse a cabo por un mismo analisl..a en las mismas 

condiciones de operaci6n. 

Los resultados se tabulan en base al siguiente ~ormato: 
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CANTIDAD ADICIONADA t JO CANTIDAD aEcUPEaADA <Yl 

x. 
Xz 

X• 

Yti. Yt.z, 

Y:u., Yzz, 

Yt. l. YLZ. 

t. = Número de cant.idades adicionadas. 

Ytn 
Yzn 

Yln 

n = Hómero de repet.iciones Ccant.idad recuperada) por 

cada cantidad adicionada. 

3) C:i.1culos. 

J:: X = Xt + Xz + • . . + Xt. 

E Y Yu + Ytz + . • • + Ytn + Yzt + Yzz + .•• + Yzn 

+ , • • + YLt + Yt.z + • • • + Ytn. 

E X
2
= X~ + x: + . • . + X~. 

E Yz= v:, + y:z + • • • + v:n + v:l + v:z + • • • + y:n 
+ • • • + yZ + yZ + • • 0 + yZ • 

U t.2 ln 

E XY = Xs. CYu + Yaz + ••• + YtrU + Xz CYzt + Yzz+ ••• + 

Yzn) + ••• + Xt. CYtt + YLz + ••. + Yt.n). 
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PENDIENTE. 

n CI: XYJ - CI: XJ Cl: YJ 
m = 

n CI: x•J - CI: XJZ 

ORDENADA AL ORIGEN. 

CI: YJ CI: X2J - CI: X) CE XYJ ¡: y - m ¡: X 
b 

n ci: K2 J - C I: XJ2 n 

COErICIENTE DE DETERMINACION. 

n CI: XYJ - e¡: X) CI: YJ J z 

e n e¡: X 2J - e¡: XJ • J e n e I: r J - e¡: Y Y l 

FinalMente se deterainan los valores de l de St.udent.,. para 

evaluar la ordenada al origen y la pendiente estadist.ica.ante. 

I: Y2 
- m Cl: XYJ - b C!: YJ 

McErrReg 
n - 2 

McReg b CI: YJ + m CI: XYJ - C Cl: YJ 2 /n l 

x.2 
Sm = [cMcErrRegC ------

n E X2- Cl: XJ2 
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Sb [ CMcRegC ---------) J 
n E X2

- CE X)
2 

O:)nde: 

,,.. 

HcErrReg 

McReg 

Sm 

Media Cuadrática de Error de Regresión. 

Media Cuadrática de Regresión. 

Desviación Estándar para la Pendi~nt.e. 

t.calc m 

t.calc b 

Sb Desviación Estándar para la Ordenada al 

origen. 

XP Promedio de x. 

n ; Número de dat.os. 

1 - m 

Sm 

o - b 

Sb 

La t de tablas se determina con n-1 grados de libertad y 

un nivel de sign!Cicancia de 0.95. 

4) Criterios de aceptación. 

Para la pendiente y la ordenada al origen; Se comparan el 

valor de llabloa contra los valores calculados de t.m y t.b 

Si: 

lt.bl < lta.blo.e Cn-1.0.95) est.ad1st.icament.e la ordenada al 

origen es igual a cero. 
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Si 

1Lm1 < Llobl<UO 

igual a 1. u.e.u>J, 

Cn-1.0. Q6) est.adist.icamenle la pendiente es 

c. Especificidad. 

1) Definición. Es la habilidad de un método analit.ico 

para determinar solamente el Clos) componente Cs) que se va 

Cn) a analizar. Se demuestra est.a.blec1endo experimentalmente 

que el excipiente y sustancias relacionadas al principio 

activo, como precursores de sinles1s. productos de degradación 

o de formación. no interfieran con la medición, es decir, que 

el mét.odo sea capaz de separar y cuantificar sólo lo que se 

desea. 

2) Delenninación. La especificidad es una medida de 

la inler!'erencia o carencia de la misma al analizar una 

muestra compleja. La especi!'icidad de un método analit.ico se 

demuestra al comparar los resul t.ados del análisis qu& 

con~ienen impurezas. placebo. producLos de degradación o 

rormación. con muesLras que carecen de lo anLerior. Cuando las 

impurezas. productos de degradación o rormación no son 

conocidas. la especir1cidad demuesLra obteniendo los 

primeros y má.s import.anles productos de degradación a t.ravés 

de reacciones simuladas y controladas de degradación. Para 
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ést.o se someten a degradación. por las vias má.s comunes 

(hidrólisis Acida y bAsica, oxidación y fotólisis) a: 

- Principios activos. 

- Placebo. 

- Formulación o placebo cargado. 

3) Criterios do Aceptación. 

Para Mét.odos de Cent.rol de Calidad: Con:Cirrnar que el 

método desarrollado es capaz de cuant.ificar la sustancia de 

int.erés sin que exista inlerferencia de los excipientes. 

Para Métodos Indicadores de Estabilidad: Verificar que los 

productos de degradación y/o sustancias relacionadas no 

interfieran con la cuant..i:Cicación de la sustancia de interés 

utilizando el método desarrollado lta,1P1. 

d. Exaclit.ud. 

1) Definicl6n. La exactitud do un mótodo analitico es 

la concordancia de los resultados obtenidos en el aná.lisis 

experiement.al con respecto al valor verdadero. se expresa 

generalmente a través del porcient.o de recobro obtenido del 

anAlisis de muestras a las que se les ha adicionado cantidades 

conocidas de la sustancia. 

La estimación de la exactitud de un método está asociado 

con el error tot.al C Et. == Ed + Ei ) que es la suma del error 

indeterminado y el error determinado. El error determinado se 
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debe a una falla de control en la técnica analilica Cerrores de 

operación. calibración, reacli vos. ele.) y es controlable. El 

error indeterminado permanece. aún cuando se han hecho lodos los 

esfuerzos por eliminarlo, es incont.rolablo pero puede medirse 

con una validación adecuada. 

2l Det.erminación. Se de ter mi na al aplicar el 

método a placebos cargados ya sea al cien porcient.o Cminimo 

seis análisis) o a diferentes concent.raciones arriba y abajo 

de la concentración teórica, por el mismo analista en las 

mismas condiciones de operación c1a.1P>. 

3) C.Uculos. 

PORCIENTO RECuPERADO PARA CADA RECOBRO CX) 

y 

X )100 

MEDIA DEL PORCIENTO RECuPERAOO C x ) 

• = 
:¡: X --n--

DESYIACION ESTANDAR DEL PORCIENTO RECUPERADO CS:> 

n - 1. 
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COEFICIENTE CE VARIACION CCV:> 

.. 
cv = )100 

t. CE STUDENT 

t..col.c = JC - 100 "' 
__ s_ 

.fnl 

INTERVAL.O DE CONFIANZA PARA LA MEDIA. 

IC = s 

Donde: n = Número de recobros independientes. 

X cantidad adicionada. 

Y Cantidad recuperada. 

4) Criterios de Aceptación. 

cv < 2Y. 

t..ca.lc ~ t. Cgl .n-a.o. 95) 
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e. Precisión. 

1) Definición. La precisión de un método anal1lico es 

el grado de concordancia entre los resultados analit.icos 

individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a 

direrentes muestreos de una muestra homogénea del producto. 

Usualmente se expresa en términos de coeficiente de 

variación. Para evaluar este parámetro se determina la 

repelibilidad y reproducibilidad del método tte.u>1. 

f) Repetibllldad. 

1) Def lnici6n. Es la precisión de un método analitico 

expresado como la concordancia entre deler mi naci enes 

independientes realizadas por un mismo analist.a. usando los 

mismos aparat.os y técnicas. 

2) Determinación. Para cuantiricar este parámet.ro se 

utilizan los datos obt.enidos en la exactitud del mét.odo t1&,t9>, 

3)~. 

s 
cv )100 
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Donde: s = Oesv1ac16n EstAndar. 

x = Promedio de valores. 

4) Criterios de Aceptación. 

METODO 

ESPECTROFOTOMETRICOS V QUJMJCOS 

CROMATOORAFICOS 

MICRODIOLOOICOS 

g. Reproducibilidad. 

C,V 

( ... 
( ... 

1) De:finición. Es la precisión de un método analit.ico 

expresada como la concordancia entre det..ermi naciones 

independientes realizadas por dif'erent.es analist.as. en 

dif'erent.es dias. en el nusmo y/o diferentes laboratorios. 

utilizando el mismo y/o diferentes aparatos. 

2) Determinación. 

Se analiza una muestra homogénea por triplicado por cada 

uno de dos analistas en dos dias diferentes, utilizando un 

modelo anidado. de efectos aleatorios de dos fact.ores 

CA: analista, O: dia). el cual se representa con la siguiente 

ecuación u.e,tP>: 
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Pande: Y~Jk-=-Porcentaje cuantificado asociado a la 

k~ésima repetición en el j-ésimo dia para el 

1:..ésfmo ·analista. 

µ-~= Cant.i.dad de princi.p10 acl1vo en la mueslra. 

AL= Efec~o del analisla el porcentaje 

cuantificado. 

Ojti.> Efec~o del j-ésimo dia en el i-ésimo 

analisla sobre el porcentaje cuantificado. 

Ekc L j > Error experimen~al. 

3) CUculos. 

Los resultados se tabulan de la siguiente manera: 

ANALISTA 

D 
y ... y 2U 

l 
y uz y 212 
y ... y 2U .. 
y ... y 22< 
y ... y 222 
y ... y 229 

I:Y2 ••• CY 111 +Y 112 +Y 113 + Ytz1 + Y1zz + Y 123 

Y2
tZB 

.•. + Y2 zza. 
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'·:,-,, 

-.CY.z"lt :~~;-y.:~~·~· <{_-y_·;"ii·~·-+,-~ZZt· + Yzzz +y 
<:-· ·:\' .. . .. 

'E.Y-~\ jo '~~"f:'y'.·.·¡·¡~ r:.:~·y;·:·s·-i~: ~t_;:~-.i~:~:,_~-~.-·c··-Yaza. +. Yazz + 

~·, ~-~- ·. ~:\-~~i3:~ .:~i~;~~-;J~~L • .'-., .. '. .. .. , -·. ~ ;·.·.: .-· 2 
. - <l ~~~·;·Y;~~{ ~~jt· z) a.~ + <. Y~z a + Yzzz + 

. <;y ~:·:~~~,c~~tf:·h(;~·:i}~: .... 
'E.Y~ .i ,:·-~·: ;.;'_CY~'.·í-~i ·:.+ .. ~Y ~,'~j/~;:~'_y '.i -~;+~ ·~;; ~ ¡~ ;;;~ :'f '.~.~-,·z ~--~'~,Y·:_~·,~) 2 + 

," ... - .,-~ .--.,,~,:--e;- é•~,- - ·; • .,--,- ¡:- •• ,_-,:. ·;- ''-~',;: : :--.-_ ,- ~- -~-,:;:: '. ·- .:-. :-~_-:- -. '~ -:.- Z 
-.-~Y.su.·-.:'"--.... ~ s~z-_~_,y :1z~+.:_x~~-'~ -~-· Yzzz .. -"':' .. ·(,zz~?· 

Donde: 

a ~ Nümero de analistas. 

d = Nümero de dias. 

r ; Numero de repet.iciones por ·dia y por analista. 

Y PorcenLaje del principio activo cuantificado. 

:¡;y• ••• Suma Lot..al de 1 os porcent.aj es cuant.ificados 

los analist.as al cuadrado. 

por 

'E.Y2
\. jk Suma t.ot.al de los cuadrados de los por cent.ajes 

cuanLificados por los analistas. 

:¡;y•. j. Suma t.ot.al de los porcentajes cuant.ificados on un 

d1a. 

'E.Y 2
i j. Suma t.ot.al de los cuadrados: de los porcentajes 

cuant.ificados por un analista en un dia. 

'E.Y 2 L. ~ Suma t.ot.al de los cuadrados de los porcentajes 

cuantificados por un analist.a. 
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TA.•LA OE ANAL.IS IS DE VARIANZA. 

FUENTE DE ORADOS DE SUMA DE MEDIA DE 
F CAt.C 

YARIACIOH t.IBILRTAD CUADRADOS CUADaADOS 

l:y z ... Ev~ •. !:ca NCa 
ANALISTA G - • l:ca • -d-.---- ~ 

MCa =--;:¡-- Fa=--
NCd 

l:y z 
. j. Ev~ •. l:cd Fd=~ NCd 

DlA G cd-1, l:cd ·--- -~ ~) NCe 
r 

Ev
2

i. J• l:C• 

ERlt.OR 
cdc r- 1 > Eco EY

2
1. jk MCe =~, 

4) Criterios de Aceptación. 

Fa cale ~ Fa tablas. 

Fd cale ~ Fd tablas. 

3. COHPARACION DE HETOOOS. 

Los parámelros osladist.icos para comparar dos mélodos 

analilicos validados son: Linealidad del Mélodo, Exaclilud, 

Precisión y Repelibilidad cie.u:n. 

a. Linealidad del Método. 

Se requiere de la siguiente información: 

EX1, EX~. ¡:y,, I:Y:, l:XYt, ""• t.l y nl CMETOOO 1). 

l:Xz. I:x:. l:Yz, l:Y:. l:XYz, mz, tz y nz CMETODO 2). 
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Conde: 

ZXt =-,Sumas d~ las canl1Jades'adic:iohadci.S CMét:odo. 1). 

Z'Xz Sumas de las cantidades a.di e l. ona.das CMét.cido ·2). 

mt Pendiente - Método l. 

mz Pendient.e - Método 2. 

n• Número da replicas por nivel (método 1). 

nz Número de replicas por nivel Cmét.odo 2). 

t.1 :: Número de niveles por porcienlo recuperado 

s• 
E 

(método 1). 

lz Numero de niveles por porcienlo recuperado 

Cmélodo 2). 

1) Cálculos. 

t..1 nt + t.z nz - 4 

Oet.erminación de la desviación estándar de pend1ent..es: 

s'dm = s~ " [ 
LX 2 -CI:X1) 2/n1t.1 

' 

Det.erminación del limit.e superior para la diferenci~ de 

pendientes CLSIC): 

LSIC = C 11\l - mz ) + !,. " ~s2dm I 
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Oelermlnación del 11rnile inf'erior para la dif'erencia de 

pendientes CLIIC): 

LIIC = e ... - 11\2 ) - !.. .. Js'dm 
1 

~ = valor de la t. de la dislribución de Sludent. con 

e t.&n& + t.znz - 4 ) grados de libert.ad y una 

probabilidad acumulada de 0,975. 

Determinación de la desviación eslAndar de las ordenadas al 

origen: 

s'do s• .. [-1 + 
E nt\.t 

--+ 
nzt.z 

+ 
CI:X

2
)z 

n: t.: (EX: -CDC2 ) 
2 

/ nztz) J 

Oet.erminación del 11mit.e superior para la dif'erencia de 

las ordenadas al origen CLSIC): 

LSIC = e bt - bz ) + !.. K Js'do 
1 

Determinación del limit.e inf'erior para la dif'erencia de 

las ordenadas al origen: 

UIC = C bt - bz ) - !,. " Js2do I 
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2) Criterios de Aceptación. 

- En el intervalo de confianza para la diferencia de la 

pendiente de la cant..idad adicionada-cantidad recuperada debe 

localizarse el valor de cero. 

- En el intervalo de conf~anza para la diferencia de las 

ordenadas al origen de cantidad adicionada-cantidad recuperada 

debe localizarse el valor de c:ero ua.t'P>. 

h. EXact.ilud. 

CASO 1: Cuando tos métodos tienen La misma repetibiLLdad. 

Información requerida: 

DEt. DEz. Nt. Nz. Ri y Rz. 

Donde: 

DEt 

DEz 

Nt y Nz 

Ri yRz 

Dasviación Est~ndar del porcionto 

recuperado CMétodo 1). 

Desviación Está..ndar del porcient.o 

recuperado (Método 2). 

Números de porcient.os recuperados 

para ambos métodos respectivamente. 

Media ari~mética del porciento 

recuperado para ambos métodos. 
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1) Cálculos. 

Dep 
J CN1- -_-- - D DE: + CNz t _ N1;+,Nz ~~ .2 

Oet.erminaci6ri del lim.it.e superior del intervalo de 

confianza para la diferencia de las medias arilmét.icasCLSlC): 

l.SIC C Ri - Rz ) + ~ n Dep M J ~ + 1rz i 

Det..erminación del limi t.e in:f'erior del intervalo de 

confianza para la diferencia de las medias arilrrét..icasCLIIC): 

LIIC cRi-Rz)-~•Oep• 

~ = valor de la distribución de t. de Sludent. con CNt + 

Nz - 8) grados de libertad y una probabilidad 

acumulada de 0.975. 
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CASO 11 Cuando los métodos NO t t. en.en la mlsrna repet (bi. l Ldad. 

g. l = 2 

Oet.ermlnac16n de los 11mit.es superior e inferior del 

int.ervalo de con!'ianza para la diferencia de las medias 

arilmét.icas rospeclivament.e LSIC y LIIC: 

LSIC ic e Ri - Rz ' + !:.. * y 

LIIC = C Ri - Rz ) - !:.. w 

!:.. =valor de la dist.ribuición de la t. de St.udent. con g.l 

grados de libert.ad y una probabilidad de O.Q75. 

a> Criterios de Aceptación. 

-En el intervalo de confianza para la diferencia de 

las medias arit.mét.icas del porcient.o recuperado, debe 

localizarse el valor de cero <18~9). 

c. Repetibilidad. 

Información requerida. 

DE< y DE2. 
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Donde: 

DE1 DesviaeiOn Estándar del porcient.o 

recuperado CMét..odo 1). 

Desviación Est.~ndar del porcient.o 

recuperado CMét.od.o 2). 

1) Clllculos. 

Dat.erminaci6n dol 11m.it..o auperior dol in~orv•lo do 

conrianza para la razón de varianzas CLSIO: 

LSI:C 
ce:" 

--•-" F 
DE' • 

Determinación del 11m.i.t.e in~erior del intervalo de 

confianza para la razón de varianzas CLIIO: 

DE2 
LIIC 

__ ._,. 
00: F 

F • valor de la dlst..ribución de Fischer con Clh.-1) grados 

de libert.ad en el numerador y CNz-1) grados de libert.ad en el 

denominador, y una probabilidad acumulada de 0.976. 
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2) Criterios de Aceptación. 

-En el int.ervalo de confianza para la razón de 

varianzas (calculada a part.ir del porcient.o recuperado de 

Exact.i t.ud al 100 '° debe localizarse el valor de 1 ct.a*tp), 

d. Precisión. 

Información requerida. 

DEt y DEz. 

Donde: 

OO. Desviación Est.4.ndar del porcient.o 

recuperado CMét.odo 1). 

Desviación Est..t.ndar del porcient.o 

recuperado CMét.odo 2). 

1> Cilculos. 

Not.a: Los cálculos indicados se aplican cuando se ut.ilizan 

2 dias, 2 anarist.as y 3 det.erminaciones. 

Determinación del limite suparior del intervalo de 

corú'ianza para la razón de varianzas CLSIO: 

~ 
LSIC a --- w 4. 43 

DEZ 
z 
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~rn ~F.~E 
B!BUillECA 

Det.erminación del limit.• inferior del int.ervalo do 

confianza para la razón de varianzas CLIIC): 

UIC = 
DEz 
• ___ ,. 

DEZ 
z 

2) Criterios de Aceptación. 

0.226 

- En el intervalo de confianza para la razón da varianzas 

Ccalcul ada a part..ir del porcient.o recuperado de Exa.ct.i t..ud al 

100Y.::> debe localizarse el valor de 1 c10~9,. 
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En nuest.ro pais es comt:rn encont..rar enf'ermedades 

vaginales provocadas por los cambios fisiológicos propios del 

desarrollo de la mujer. Aunque no se ha llegado a problemas de 

salud nacional. es import.ant.e sei"l'.alar que en México existe una 

gran cant.idad de mujeres que padecen infecciones de est.e t.ipo. 

originadas en su mayoria por bacterias. 

Desde el ai"l'.o de 1944 t201, se publicaron t.rabajos 

relacionados con la act.ividad bact.eriost.át.ica y bact.ericida de 

los nit.rofuranos cont.ra un gran número de bacterias gram 

positivas y gram negativas, por lo que son considerados como 

principios act.ivos de amplio espect..ro, post.eriorment.e se 

demost.r6 la ut.ilidad de est.os. pr i r.ci pal ment.e de la 

Nit.rofurazona para el t.rat.amlent.o de diversos padecimientos 

inCecciosos, y actualmente su empleo en el campo da la medicina 

es amplio <zu. 

El int.erés actual sobre ast..a act.i vi dad de la 

Nit.rofurazona ha permitido delerminar que no sólo puede 

formularse como ungUent..o o crema, sino t..ambién como óvulo cuya 

f'orma farmacéut..ica es especifica para los padecimient.os ya 

'mencionados. El diseNo de est.a f'orma origina la necesidad de 

desarrollar y validar un método analilico para cuantificar al 

activo y garant..izar su efecto. 

Cabe mencionar que los óvulos de Nitrofurazona como 
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forma Carmac&uLica no son considerados en la USP XXII ni en 

la Farmacopea Nacional de los Estados Unidos Me><.icanos 

5Q edición por lo que es importante desarrollar mélodos 

analit.icos específicos. rápidos. sencillos y económicos. 

además de demostrar su confiabilidad y acept.abilidad mediant.e 

la validación de los mismos. 

El hecho de validar diferen~es mélodos. permite realizar 

comparaciones enlre ellos. con la finalidad de delerminar 

cuales son los que cumplen con los requisitos eslablecidos. Es 

conveniente sef"ialar que existen dos tipos de métodos 

analit.icos u.e> para cuanlificar un principio activo; los de 

control de calidad cuya caracterisLica principal debe ser la 

rápidez y facilidad del análisis y los métodos indicadores de 

eslabilidad. que pueden ser ulilizados para conlrol de calidad 

y que permiten cuantificar a productos de degradación y 

excipienles de manera adicional después de ser sometidos a 

diferent.es condiciones de estabilidad Ct.emperatura y humedad 

relativa) al procluct.o. 

Aclualment.e es un requisito indispensable que el 

desarrollo de un método analit.ico independient.emenle de sus 

caract.erislicas. sea validado. 

La validación de cualquier método permite evaluar su 

reproducibilidad con lo cual se puede garanlizar la 

cuanti:ficación del principio act.i vo y su uniformidad en la 

forma farmacéutica. 
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En el presenle lrabajo se desarrolló y validó un tnélodo 

de cromat.ografia de liquidos de alt.a resolución para 

· cuanlificar Nilrofurazona en óvulos y se validó además un 

mét.odo espect.rofolomélrico ya eslablecido para el mismo fin 

siendo ambos para conlrol de calidad. 

62 



III. OBJETIVOS 

A. Objetivo General1 

Validar y comparar est.adislicament.e dos métodos analilicos 

para cuantificar Nit.rofurazona en Ovules. 

B. Objetivos Particulares1 

1. Determinar la estabilidad de la muestra para establecer 

las condiciones de trabajo. 

2. Va.LI...dar el método anal! t.ico espect.rofot.omélrico 

establecido para cuant.ificar Nit.rofurazona 

considerando los siguientes parámetros: 

Linealidad del método 

Linealidad del sistema 

Precisión 

Exacl.iLud 

Especif'icidad 

en óvulos. 

3. ·Validar el método analilico por croma.t.ografia liquida 

de alta resolución desarrollado para cuantificar Nit.rofurazona 

en óvulos. considerando los parámetros mencionados 

anler iormente. 

4. Realizar una comparación est.adislica de los métodos 

validados. 
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IV. HIPOTESIS 

La comparación est.adist..ica ent.re los paramet..ros de 

validación de los mét..odos espect..rofot..omét.rico y cromat..ográf1co. 

permite est.ablecer que exisl.e una correlac16n adecuada ent.re 

ellc:>S. los cuales se pueden ut.ilizar como mót.odos para control 

de calidad allernat.ivatnenle. 
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V. DESARROLLO EXPERIMENTAL 

A. Material, Reactivos y Equipo. 

MATERIAL DESCRIPCION 

Matraces volumélricos 

Pi pela graduada Pyrex 

Pipetas volumétricas Pyrex 

Vasos de precipitado Pyrex 

Probeta graduada Pyrex 

Termómetro Taylor 

Mat:az erlenmeyer Pyrex 

Navecillas de pesado 

10, 25, 50, 100 ml 

5 ml 

1, 2, 3, 4, 5,10, 25 ml 

100, 250 ml 

50, 250, 1000 ml 

-10 a 110º e 

1000 ml 

Viales de vidrio ambar para inyector aut.omá.t.ico de 1 ml 

Equipo do filtración Ml.llipore 

Membranas de fillraciOn Millex de 46 micras 

Jeringa de Cilt.ración de 6 ml 

REACTIVOS 

Nilrorurazona USP 

Pluracol E 400, E 500, E 6000. 

Acido acético glacial R.A. J.T.Bakor 

Agua dest.i 1 ada 

Dime~ilformamida R.A. J.T.Baker 

Agua grado HPLC 

Met.anol grado HPLC Baxt.or 



EQUIPO 

Balanza Met.t.ler AE200 

Espect.rofot.ómet.ro Beckman DU 68 

Cromat.ógrafo de liquidos de alta resolución Beckman, 

Bomba Beckman modelo S.G. 126 para cromat.ógrafo de liquidos. 

Detector Beckrnan modolo S. G. 166 para cromat.ógraf'o de 

liquides de longitud de onda variable. 

Inyector automático Beckman modelo S.G. 507. 

Integrador IBM . 

BaRo de ultrasonido. 

Columna Novapak C1e. 3.B mm de diámet.ro. 7.6 cm de longit.ud. 

B. CoJOPOSición del Ovulo. 

Cada óvulo contiene: 

Ni t.rofurazona. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6 rng 

Pl uracol E 400 

Plw-acol E 500 

Pluracol E 6000 

C. Estabilidad do la Muostra. 

Se prepararon placebos cargados Cpor duplicado) que 

cont.enian el equi valent.e al 100Y. del principio act.i vo, se 

analizaron inmediatamente y se sometieron a las siguientes 

condiciones: temperatura ambiente, 4 ºc. 40 ºe y a la luz durante 

a4 y 48 hrs. y se analizaron en ambos lapsos de tiempo 
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D. M~lodo EspectrofolomélriCo. 

SOLUCION PROBLEMA' 

En· un vaso de precipi t..ado do 100 ml pesar 3. 334g de la 

muestra. rundir en baNo maria. agregar 10 ml de Dimetilformamida 

si es necesario disolver en caliente y llevarlo cuant..ita~ivamenle 

a un matraz volumétrico de 100 ml dejar enfriar y af"orar con agua 

destilada; homogenizar la solución. De esla solución tomar una 

alicuot.a de 5 ml y llevar a 100 ml con agua destilada en otro 

matraz volumétrico, homogenizar la solución. 

SOLUCION ESTANDAR' 

En un matraz volumétrico de 100 ml colocar 10 mg de 

Nitrof"urazona SR, exactamente pesados, adicionar 10 ml de 

Dimetilf"ormamida y agitar para disolver. enseguida llevar a 

volumen COI\ agua destilada y homogenizar la solución; de esta 

solución tornar una alicuota de 5 ml. y llevarlos a un matraz 

volumétrico de 100 ml, af"orar con agua dest.ila.da. y agitar. 

CConcenlración f"inal 5µg/mlJ. 

Determinar la absorbanc!a de la solución problema y 

estándar a 365 nm utilizando agua como blanco. 

Nota: Proteger las soluciones de la luz durante el ensayo. 
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E. Método Cromatográfico de Al.ta Resolución. 

FASE MOVIL: Adicionar 4.2 ml de ácido acét.ico glacial a 850 

ml de agua HPLC y mezclar • adicionar 150 ~ de met.anol HPLC. 

mezclar y desgasif'icar. 

SOLUCI ON PROBLEMA, 

En un vaso de precipitado do 100 ml pesar 2. O g de la 

muestra. agregar 60 ml de Dimet.ilf'ormamida y f'undir en baf'ro 

maria agit.ando hasta disolver la muestra. Transf'erir 

cuant.italivamen~e la solución a un matraz volumétr1co de 100 ml. 

enjqagar el vaso con pequerías porciones de Dimetilformamida y 

agregar al matraz. disolver y aforar con el mislnC\ disolvente. 

De esla solución transferir una alicuola de 5 ml a un 

malraz volumétrico de 10 ml. diluir y af"orar con fase móvil. 

Pasar la solución a través de un filtro millex do 45 micras. 

SOLUCION ESTANDAR, 

En un mat.raz volumétrico de 100 ml colocar 15 mg de 

Nit.r0Cura2ona SR. exa.ctament.e pesados. adicionar -50 ml de 

Di met.i 1 f'ormami da y agi t.ar par a di sol ver • enseguida 11 evar a 

volumen con el mismo disolvente homogenizar la solución; de esta 

solución tomar una alicuota de 10 ml y llevarlos a un matraz 

volumét.rico de 50 ml. diluir y af'orar con rase móvil. 
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SISTEMA CROHATOGRAFI CO: 

Columna: Novapak Ciu, 3. e mm de diámet.ro. 

7,5 cm de longitud. 

::ietect.or W: 360 nm. 

Flujo: 1 ml/min. 

Volumen de inyección: 20 µl. 

Fase móvil: Agua acidificada-Molanol C96:16). 

Tiempo de corrida: 5 minutos. 

F. Va1~dación del Método Especlrofotorrét.rico. 

1. LINEALIDAD DEL SISTEMA. 

Se preparó una solución pat.rón de referencia cuya 

concent..ración era de 25 mg/ml. de est.a solución se prepararon 

por triplicado diferentes soluciones para obt.ener la cantidad de 

principio act.ivo equivalente al 50Y. C5 mg), 75% C7.5 mg). 100Y. 

C10 mg), 1a5Y. C12. 5 mg) y 160Y. C15 mg) de la cant.idad necesaria 

para llevar a cabo el anAlisis. 

a. LINEALIDAD DEL HETOOO. 

Se preparó una solución patrón de ref'erencia cuya 

concent.ración era do 25 mg/ml. de est.a solución se prepararon 

por triplicado diferentes soluciones para oblener la cantidad de 

principio activo equivalente al 60Y. C5 mg). 75Y. C7.6 mg), 100Y. 

ClO mg), 125Y. C12.5 mg) y 150Y. C15 mg) de la cantidad necesaria 
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para llevar a cabo el anAlisis. y se le agregó a cada una de las 

muestras el placebo correspondien~e al 100% de principio activo 

y se analizaron. 

3. ESPECIFICIDAD. 

Se analizaron por duplicado mues~ras de estándar de 

Hit.rofurazona. placebos cargados y placebos en canl1dad 

equivalente al lOOY. de principio act.ivo bajo las mismas 

condiciones analit.icas. 

4. EXACTITUD. 

Se pesaron 10 muestras de e9t..á.ndar de principio act..ivo 

equivalente al 100% do la cantidad necesaria para llevar a cabo 

el análisis. A cada una de las muestras se agregó la cantidad 

correspondiente de placebo y se analizaron de acuerdo al método. 

5. PRECISION. 

a. Repetibilidad del Método. 

Para cuantificar est.EJ parAmet..ro se utilizaron los datos 

obtenidos en la Exactitud del Método. 

b. Reproducibilidad del Método. 

Se seleccionaron al azar dos analistas. a los cuales se 

les entregó una muest.ra de placebo ~argado para que la 

analizaran por t.riplicado. dos dias dif"erent.es por el mét.odo 

indicado. 
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G. Validación del Método Cromalogr~fico . 

. 1_,. LINEALIDAD DEL SISTEMA. 

Se preparó una solución patrón de referencia cuya 

concentración era de 37.5 mg/ml, de esta solución se prepararon 

por triplicado diferentes soluciones para oblener la cantidad de 

principio activo equivalent.e al 50~. (15 µg). 75~ <22.5 µg), 100h 

C30 µg), 1G5Y. C37.5 µg) y 150~• e 45 µg) de la cantidad necesaria 

para llevar a cabo el análisis. 

2. LINEALIDAD DEL HETODO. 

Se preparó una sol uci6n patrón de referencia cuya 

concentración era de 37. 5 mg/ml, de esta solución se prepararon 

por triplicado diferentes soluciones para oblener la cantidad de 

principio activo equivalente al 50% C15 µg), 75Y. C22.5 µg), 100% 

e 30 µg), 125% (37.5 µg) y 150% C45 µg) de la cantidad necesaria 

para llevar a cabo el análisis, y se le agregó a cada una de las 

muestras el placebo correspondiente 

activo y se analizaron. 

3. ESPECIFICIDAD. 

al 100% de principio 

Se analizaron por duplicado muestras de referencia de 

ni trofurazona. placebos cargados y placebos en cantidad 

equivalente al 100% de principio aclivo bajo las mismas 

condiciones anal1ticas. 
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4. EXACTITUD. 

Se pesaron 10 muest.ras de est.andar de principio activo 

equivalente al lOOY. de la cantidad necesar1a para llevar a cabo 

el aná.lisis. A cada una de las muestras se agregó la cant.idad 

correspondiente de placebo y se analizaron de acuerdo al método. 

5. PRECISION. 

a. Repet.ibilidad del Método. 

Para cuarit.ificar este parámet.ro se ut.ilizaron los dat.os 

obtenidos en la Exact.it.ud del Mét.odo. 

b. Reproducibilidad del Método. 

Se seleccionaron al azar dos analist.as. a los cua!es se 

les ent.reg6 una muest.ra de placebo cargado para que la analizaran 

por t.riplicado. dos dias diferentes por el mét.odo ind1cado. 
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VI. RESULTADOS 

A. Estabilidad de la Muestra. 

CONDICION 

* 4°c Luz Blanca Tem. Amb. 

T 
1 99.50>: N 97.52:.t 99.00'1 99.50% 

·r 1 e 
E 

1 99.25% o 99.50>. 100.50% 
M 
p .. 99.00% 98.26% 83.13% 99.50% 
o 

HRS 99.00Y. 98.76% 84. 12% 99. 50~. .. 97. 27% 96.28% 79.6S>i 
HRS 

97.27% 96.77% 80.40>: 96. 53~• 
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B. Método Especlrofoto.-élrico. 

1. LINEALIDAD DEL SISTEMA. 

CANTIDAD ADICIONADA 

5.0 

7.5 

10.0 

12.5 

15.0 

i::x 150.o 

i:: y 6. 035 

i:: x2 = 1687.5 

i:: y• = 2. 7344 

I: XY = 67.93 

PENDIENTE. 

<X> mg PROPIEDAD 

0.200. 

0.301, 

0.404. 

0.503. 

0.604. 

m = 
15 C67.93) - C150J C6.035) 

15 C1687.5J - C150) 2 

ORDENADA AL ORIGEN. 

C6. 039J - CO. 04043J C150J 
b 

15 

94 

MEDIDA <Y> ••s 
0.201, 0.200 

0.301, 0.300 

0.402, 0.403 

0.504, 0.503 

0.605, 0.604 

0.04043 

- 0.001006 

1 



COEFICIENTE DE DETERHINACION. 

[15 C07. Q3) - C150) C6.035) J z 

[ 15 (1687.5) - C150)
2

J [15 C2.7344) - C0.035)2 l 

r • 1. 00015 

Criterios de aceptación: 

Coeficiente de Determinación 1.0003 Lo.ge 

Coeficiente de Correlaci6n 1.00019 L 0.99 
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p 
R 
o p . 

LINEALIDAD DEL SISTEMA. 
NITROFURAZONA. 

~ 0.4 ------· -
D 
A 
D 

~ 0.31-------------------l 
D 
1 
D 
A 

0.2 '-----.tC...--------------' 

0.1 '-------------------' 

O'------'----'-----'----'----~ 
o.o 5.0 7.5 10.0 12.5 

CANTIDAD ADICIONADA (mgl 

FIGURA 10 LINEALIDAD DEL SISTEMA 
METODO ESPECTROFOTOMETRICO 
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2. LINEALIDAD DEL METODO. 

CANTIDAD ADICIONADA "" mg CANTIDAD RECUPERADA !Vl mg 

5.0 

7.5 

10.0 

. 12.5 

15. o 

I: X 150. 

i:: y = 148. 8044 

i::x• 1607.5 

i:: y•= 1664.5474 

I: XY = 1675,9710 

PENDIENTE. 

4.9268, 4.9024. 

7. 3902, 7.4146. 

9.9512. 9.9612, 

12. 4390, 12. 4390, 

14. 9024. 14. 9512. 

m = 
15 C1675.9710) - C150) C148.8044) 

5 (1687.50) - (150)
2 

ORDENADA AL ORIGEN. 

146.8044 - Cl.0022) C150) 

4.8780 

7.3902 

9.9512 

12. 4390 

14.8780 

1. 0022 

b - 0.1017 
15 
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z r ; 

COEFICIENTE DE DETERMINACION. 

115 (1675.9710) - (150) (140.0044) 12 

115 C1607.50l - C150l 2 J 115 C1664.5474) - C148.0044) 2 

Finalwente se det.er.U.nan los valores de t do Sludont. para 

evaluar la ordenada al origen y la pendiente estadislicamente. 

HcErrREtll 0.0017439 

HcREtll 100.3414 

Sm 0.0030497 

Sb 4. 9416 

t.calc m 

t.calc b = 

1 - 1.ooaa 
o. 0030497 

o - e- 0.1017) 

4. 9415 

Criterios de Aceptaci6n. 

- 0.7213 

0.0205 

Para la pendient..e y la ordenada al origen: 

Si: 

¡o.oaoo¡ 2.1448 est.adisticament.e la ordenada 

origen es igual a cero. 

Si 

al 

I0.72131 < 2.1449 est.adist.icarnent.o la pendiente os igual 

a uno. 
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LINEALIDAD DEL METODO. 

-

o 

NITROFURAZONA. 

5.0 7.5 10.0 12.5 
CANTIDAD ADICIONADA (mg) 

FIGURA 11 LINEALIDAD DEL METODO. 
METODO l!llPECTRDFOTOMETRICO. 
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3. ESPECIFICIDAD. 

Respuosla del placebo O.O~ 

4. EXACTITUD. 

PORCIENTO RECUPERADO PARA CADA RECOBRO CX) 

...., mg ' y ' z 
ADICIONADOS llECU1'ERADOS .. aECOltRO y 

to.o 

'º·o 
10. o 

'º·o 
10. o 
ao.o 
10.0 

'º·º 
'º·o 
10. o 

to. 05oz t.00. 5020 f.0100. d!SZO 

ao. 0000 f.00. 0000 t.oooo. 0000 

•o. oooo too. 0000 t.0000, 0000 

P.8PP4 pa, ºº'º s>7PO,Qt.20 

P.O?•O 99. 7480 99,P. dcS30 

P,84PZ P1I, 4PZO P700.d740 

o. oz•d 99. Z4.GO ºª'º· 7080 
P,84PZ 99, •PZO P?OO.d740 

'º· ºººº 100. 0000 :1.0000, 0000 

P.P?48 99. 7•80 s>P4P, <1030 

HEDI A DEL PORCI ENTO RECUPERADO C ; ) 

; = 995.22a 
10 

= 99.5222 

DESVIACION ESTANDAR DEL PORCIENTO RECUPERADO CSJ 

tOCP90!!S-O. 904) -(995, zzz) 2 

to C 10-1) 

COEFICIENTE DE VARIACION CCVJ 

cv ( ~9~~) 100 0.61382 

100 

1 
= 0.6850 



t. DE STUOENT 

t.co.tc: = 99. 5222 - 100 Y. 

~ 
.f10l 

- 2.2057 

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA MEDIA. 

IC = ¡ 99.032, 100,012 

Criterios de Aceptación. 

COEFICIENTE DE VARIACION 

o. 6882 < 2Y. 

T calculada 

- 2.2057 ~ 2.2622 

5. PRECisrOH. 

a. Repelibilidad. 

cv C~)100 
99.5222 

Criterios de Aceptación. 

NETODO 

ESPECTROFOTONETRICOS y aunncos 

CJtONATOORAFICOS 

1"1C'R0910LOOICOS 

101 

0.6882 

c.v 

< 3N 

< ZN 



D 

b. Reproducibilidad. 

Modelo Estadístico; 

ANALISTA 

100. 18!10 

99, ZCSZB 

W,0171 

100. "11700 

100. 2:500 

too. zzoo 

EY2... 1438818.722 

I:Y
2
"Jk 119904. 9966 

EY
2
"·· = 719409.6076 

EY 2
¡;, 369708. 6849 

Donde: 

a = é! analistas 

d = 2 d1as 

r = 3 replicas por analista 

102 

PP.ZtOB 

PS>.:1?3? 

100.4900 

100.0800 

100,cHOO 

100.0000 



T4DLA DE ANALJSIS PE V4RIANZA, 

FUENTE OE ORADOS DE SUMA DE 
CUADRADOS VARlAClON LIBERTAD 

ANALISTA Eco. = O. 04105 

DIA 2 Ecd l. 293716 

ERROR 
e Ec• 2.1016 

Criterios de Aceptación. 

EFECTO POR ANALISTA: 

o. 063 ~ 38. 51 

EFECTO POR DI A' 

o. 462 s.. 6. 06 
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1 
1 

1 

MEDIA DE 
CUADRADOS 

F CAL.C 

MCG: 0.04105 Fa= 0.063 

MCd 0.64685 Fd= 0. 462 

MC• 0.2627 



C. Hélodo Cromalografico do Alta Resolución. 

1 • LINEALIDAD DEL SISTEMA. 

CANTIDAD AD IClONADA OU µg PROPIEDAD MEDIDA <Y> A.REAS 1 

9.65, 9.58. 9.57 i 
14.50, 15.66. 14.98 1 

1 

19. 77. 19.11. 19.69 

1 22.62, 26.53. 25.84 

15.0 

22.5 

30.0 

37.5 

45.0 31.11. 29.97. 29.12 1 

E X 4,50.00 

EY 297.70 

Ex• 15188,00 

E y• 6697.4500 

E XY 10075.94 

PENDIENTE. 

m 
15 C10075. 94) - C450) C297. 70) 

l.5 C15188) - C450) 2 

ORDENADA AL ORIGEN. 

C297. 70) - CO. 6784) C450) 
b 

15 

104 
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0.6794 

- 0.5062 



COEF'I CIENTE DE DETERMI llACI 011. 

[15 Cl0075.94) - C450) C297.70) 2 J 

[ 15 Cl5188) - C450)'l (15 C6697.45) - C297.70)
2

J 

r• o. 9844 r = O. 9922 

Crilerios de aceptación: 

Coeficiente de De~erminaci6n 0.9844 ~ 0.98 

Coeficiente de Correlación 0.9922 ~ 0.99 
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p 
R o 
p 

LINEALIDAD DEL SISTEMA. 
NITROFURAZONA. 

30 ------ --------- ·--··--·-. -··-

J 20 
D 
A 
D 

~ 151---~----~-----'---
D 
1 
D 
A 

10 --./.---------------

O.__ __ ...._ __ _.._ __ _._ ___ ...__~ 

o 15.0 22.5 30.0 37.5 
CANTIDAD ADICIONADA (mg) 

FIGURA 12 LINEALIDAD DEL SISTEMA. 
METODO CROMATOORAFICO. 
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2. LINEALIDAD DEL HETODO. 

CANTIDAD ADICIONADA ''" mg CANTIDAD RECUPERADA <Y> mg 

15.0 14.8999, 15. 2924. 14. 9061 

22.5 22.8473. 22.,5368, 22.5648 

·30;0. 29.9727, 29. 6523, 30.0522 

-37: 5 37.6707, 37,8134. 36.9989 

45 .. 0. 45.3242. 45. 3147. 44. 51 71 

EX 450.0000 

E y 450.3635 

E x2 15187. 5000 

E y• 15205.2200 

E XY 15195. 7700 

PENDIENTE. 

m = 
15 (15195.77) - (450) (450.3635) 

15 C15187.50) - C450) 2 
0.9984 

ORDENADA AL ORIGEN. 

450.3635 - C0.9984) C450) 
b 0.0710 

15 
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z 
r = 

COEFICIENTE DE DETERMINACION. 

C15 C151Q5.77) - C450) C450.3635)l 2 

[15 C15187.50) - C450) 2 J C15 (15205.22) - C450.3635) 2 

r 2 = 0.9993 

Finalnient.e se determinaron los valores de t de Studenl, 

para evaluar la ordenada al origen y la pendiente 

estadislica190nle. 

McErrReg 0.04 

McReg 1692.24 

Sm O. 2610 

Sb o. 2600 

1 - 0.9Q94 
t.calc m 0.01 

o. 2610 

0-0.0710 
t.calc b 0.2600 - 0.29 

Criterios de aceptación: 

Para la pendiente y la ordenada al origen: 

Sl: 

JO. 20¡ < 2.1440 est.adislicament.e la ordenada al origen 

es igual a cero. 

Sl 

\0.011< 2.1448 est.adist.icament.e la pendiente es igual a 

uno. 
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A 
N 
T 

LINEALIDAD DEL METODO. 
NITROFURAZONA. 

40 - - ···--- -'·---------------- ------ ·-···--· 

~ 30f-----------"11'----------I 
A 
D 

R 
E 
e 
u 
p 
E 
R 
A 
D 
A 

20 ---·-----..~------------

º.._ __ _,_ __ __._ ___ _.._ __ _,_ __ _, 
o 15.0 22.5 30.0 37.5 45.0 

CANTIDAD ADICIONADA (mg) 

FIGURA 15 LINEALIDAD DEL METODO. 
METODO CROMATOGRAFICO. 
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o.oo 

2.00 

1.00 

l.99 

3. ESPECIFICIDAD. 

CONDICIONES DEL ANA.LISIS 

VALJDACIOl'il NETODO ANALITICO PAllA HITROFURAZONA OVULOS 

ESPECIFICIDAD DEL NETODO 

FASE NOVIL NETAHOL-AOUA ACIDIFICADA AL o.~"' CON AC. ACETICO u:1:a:u 
COLUMNA: NOVA PAK et.a. a.P X 7:1 mm, TANARO DE PARTICULA 4.UM 

~;~~~; 
PLACEBO t..0000 

F"lUJO l. 00 

85. pO 

"ª t.5. 00 
Long, ondo,3d0nm 

Humero TL•mpo 

No. 
!~1:. 

PCU"o.mol roe 

Solvenle A 4. 

solvenl • 8 4 

Abaorb,AU o.oo 

Nombr• 

!:!~~-- ~!~!!'.'~!~!'.' ~~!!'?~!'.'!~~! 
o. 70!1 

----------
TOTAL 

0.0000 o.osoo 

0.10 

0.0000 o.osoo 

Vol. 
!!:'1:..-~~ 

20 

TL•mpo: :l. 00 

Pr••LOn A 0.97~ 

Pr•a1.ori a o.o~ 

Numero VLa.l ' 

A reo. Allura. 

Pi..co -!:~~~--
o. 79007 o. 00'58d 

O. 7POCT7 o. oo::JBO 

0.1000 

0.1000 

O.llOO 

. 0,1500 

FlOUaA tfo 14, CROMATOORAMA DEL PLACEBO PARA DETERMINAR LA 

ESIPEClf'lCIDAD DEL METODO PARA HlTROFUJlAZOHA OVULOS. 
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CONDICIONES DEL ANALISIS 

YALIDACION NETODO ANALITlCO PARA NITaOFUAAZONA OVULOllll 

ESPECIFICIDAD DEL METODO 

FASE MOVIL NETANOL-AOUA ACIDIFICADA AL O. 5°" CON AC. ACETICO 

COLUMNA: MOYA PAk cta. 9.0 X 75 mm, TAMA~O DE PARTICULA 4UM 

~~!~~!~ ~;~~~~ 
PLA + PA t. 0000 

FlUJO t, 00 

85. 00 

NB t5. 00 

Long. ondo.,9d0nm 

Numero T\.empo 

TOTAL 

0.7Z9 

9.ZPO 

No, 
!~1:.. 

v• 
raro.met.roe 

Solvenl • A 

Solv•nt.e e 
Ab•orb,AU o.oo 

Nombre 

•• 

-~:'T~~~!~~!-

NITAOFURAZONA. 

Vol. 
!~1:, _ ~~ 

zo 
T\.empo: 5,00 

Preaion A o. 008 

Prea\on B o. 'l>o&t 

Numero Vla.l ta 

P\ co 

Z1.0Z93Z 

Al.luro. 

P\cO 

o. 00264 

o. t3t5d 

o. 13420 

FlOUltA. No 15· CROWATOORA.MA. DEL PLACEBO CA.ROA.DO PARA DETERMINAR 

LA ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA NITROFURA.ZOHA OYULOS. 
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CONDICIONES DEL ANALISJS 

VALIDACION NETODO ANAL.ITICO PAaA HITaOFUltAZONA OVUL.011 

ESPECIFICIDAD DEL NETODO 

FASE NOVIL NETANOL-AOUA ACIDIFICADA AL O, 5M CON AC, ACETICO ft!S:B5• 

COLUMNA: NOVA PA~ C18, 3,p X 7~ mm, TAMARO DE PARTICULA •UM 

Hombre 
Mue• lro 

SPa NtTll.0 t.. 0000 

Flujo l. 00 

MA 85. 00 ... l!S. 00 

Lon9, ondo,B60nm 

No, 
!~l:. 
Z/B 

Po.romelro• 

Solvenl• A 

Solvenl• D 

Ab•orb,AU o.oo 

Numero 

!:~=~--

T\empo 

Relenci.on 

Nombre 

-~'.?~~'.?~!~~!-
0.725 

a. azz NtTROFURAZONA 

Vol. 
!~1:.-~~ 

zo 
Tiempo: 5, 00 

Pres\on A o, 065 

Pr••1.on 8 o. PdO 

Numero Y~o.l 

A reo 

Pi.e o 

Al.luro. 

Ptcc 

o. 50897 

ZO. 7t'!J9Z 

o. oozoa 
o. 13207 

Zl, ZZ,89 

FlOURA No to. C1lOMATOORAMA DEL ESTANDAR DE NlTROFURAZONA PARA 

DETERMINAR LA ESPECIFICIDAJ> DEL MttODO PAltA NITR.OFURAZONA. OVULOS. 
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CONDICIONES DEL ANALISIS 

VALlDACION NETODO ANALlTICO PARA NITROFURAZONA OVULOS 

ESPEClFlClDA.D DEL METODO 

FASE MOVIL METANOL-AOUA ACIDIFICADA AL o. !5H CON AC. ACETlCO u:s:e:s1 
COLUMNA: NOVA PAk ClD. 3,p X 7!5 mm, TAMARo DE PARTlCULA 4UN 

Nombre 
NU••lrci 

DEO LUZ 

F\.UJO l, O 

HA 8!5. O 

"ª 1!5. o 

l. 0000 

Long. ondci,aoonm 

Numero 

PLCO 

TOTAL 

T\.•mpo 

~~~!~=~~!:' 
o. 791 

z. ooa 
9, zao 

No, 
!~l:. ..... 

Pcircim•l ro• 
solvenle A 

So\.venl• D 4 

A.b•orb ,AU o. oo 

Nombre 

-C:~~e~~!!?~!-

PROD. DEO LUZ 

N 1 TaOFURA.ZONA. 

!~~~-~~ 
zo 

TL•mpo: 5,00 

PreaLon A O, oc:se 
Pr••\.on a 0,047 

Numero VLcil 

A.rea 

--~~~~ --
o. !50064 

z. 1001)6 

17. 430!55 

zo~o¡11s 

Altura. 

-~~=~--
º· 002D7 
o. OS.45Z 

o. UlBcS 

O. lZDP'!i 

º·ºººº o.oo 
0.0500 0.1000 o.mo 

M9 
0.0000 

0.61 
0,73 

l.97 PRDD.DEG LUZ 

o.osco 

J,29nitrofur.non1. 

~.1000 o.mo 

FJOURA No 17. c•OMATOOll.AMA DE UNA MUESTRA EXPUESTA A LA LUZ 

UV DURANTE 80 NIN, 
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4. EXACTITUD. 

µg 
ADICIONADOS 

ZP,604 

ZP.409 
90, OPP 

ZP,897 

ZP,448 
90, t'?Jt!S 

ao. s.zoo 
10, l>BtO 

at. 47S>O 

ao. tz•es 

PORCIENTO RECUPERAOO PARA CADA RECOBRO CX) 

µg ( y • y• aECUPt:aA.DOS .. aEconao 

ZP. tzoo Pll, 9600 Pd74, dlls>tJ 

ZP. a t00 99. 01100 PPSd,tOZ<& 
ZP,PZOO 99, 4100 P88Z,94Bt 
ZP. azoo P0.7400 PP49.0d?d 

ZP,ZSOO 99. •aoo P8d6,4411P 

90,4800 'º'· 0000 
tOZtS>. l81U 

ao. 1100 os>, P700 0PP4, 0009 

at. s900 t.Ot.. PdOO tOBP!S,a•t.d 
••. 5700 t.00. ZPOO 10058, O••U. 

ªº· ªººº too. seoo tOt td, 8BcU 

MEDIA DEL P0RCI ENTO RECUPERADO C ; ) 

X = 1000. 41 
10 

= 100.041 

DESVIACION ESJ'ANDAR DEL PORCIENTO RECUPERADO Cs:> 

tO( tOOOS>t., 1077) -( 1000, 41) z 
to Cto-t) 

COEFICIENTE DE VARIACION CCV'J 

cv e ~00~1 > 100 o.9496 

100. 041 - 100 ,. 
o.íí500 
.,..-;01 
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INTERVALO DE CONF'IANZA PARA LA MEDIA. 

re = e gg. eas1,100. 2549 1 

Cri~erios de Aceptación. 

COEF'ICIENTE DE VARIACION: 

o. 9496 < 2% 

T calculada: 

0.1360 s. 2. 2628 

5. PRECISION. 

a. Repetibilidad. 

cv = e o. 9500 Hoo 
100.041 

Cri t.erios de A.cept.aci6n. 

NE TODO 

CllOMA.TOORAFICOS 

b. Reproducibilidad. 

Modelo Estadistico: 

e.Y 

< 2H 

Yi.jk = µ + A~ + DJIO + Ekü.j, 
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D 

.. 

FUENTE 

ANALISTA 

n• ... 

PO,OP ........ 
Pd.44 

1295535.828 

107987.7 

547820.0 

323913.30 

a = a analist.as 

d = 2 dlas 

r = 3 replicas 

TABLA DE AHALlSlS 

DE CJaADOS DE SUMA DE 

DE 

VARIACJOH LlBEllTAD CUADRA.DOS 

ANALISTA I:eo. = 0.3400 

DIA 2 I:cd 1.1019 

ERaoa 8 I:c. 15. 6558 

116 

z 
..... .,.. 
N,t.p 

P6.4d 
PZ, 4Z 
..,,., !J7 

P!:lo?P 

VAillAHZA 

MEDIA DE 
CUADRADOS 

NC<> = 0.3400 

NCd 0.5509 

NCo 2.0819 

F CALC 

Fa.= 0. 6172 

Fd= 0. 2648 



Crilerios de Aceptación. 

EFECTO POR DI A: 

o. 2646 s. 6. 06 

EFECTO POR ANALISTA: 

o. 6172 s. 38. 51 
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D. Co11P"raci6n de 116t.odos. 

Los parb.melros est.adislicos para comparar dos métodos 

analilicos validados son: Linealidad del H6t.odo, Exactitud, 

Precisión y Repelibilidad. 

1. LINEALIDAD DEL METOOO. 

Se requiere de la siguiente información: 

METOOO CROMATOGRAFICO METOOO ESPECTROFOTOMETRICO 

I:llt = 450 I:llz 150 

tx 2 15187.30 I:J(. 1687.5 • z 

I:Yt 450.3635 n. 148. 8044 

n• 
1 

15G05.aa ¡:y• 
z 

= 1664. 5474 

I:l!Y1 = 15195.77 I:l!Yz 1675.9710 

1111. 0.9984 mz = i. ooaa 

lt 5 lz 5 

b1 = 0.0710 bz - 0.1017 

ru = 3 nz 3 

Cá.lculos. 

~ = 0.0696 

119 



Desviación est.Andar de pendienles: 

s'dm = O. 000412 

Llmile superior para la diferencia de pendient.es CLSIC:>: 

LSIC = O. 04165 

L1mit.e inferior para la dif'eroncia de pendient.e<& <:L.IIC:>t 

LIIC = -O. 04181 

Desviación es~Andar de las ordenadas al origen: 

s'do = o. 0479 

Umit.e superior para la diferencia de las ordenadas al 

origen CLSIC): 

LSIC = O. 4878 

Limite inferior para la dif'erencia de las ordenadas al 

origen: 

LIIC - O. 4122 

Criterios de Aceptación. 

-En el intervalo de confianza para la diferencia de la 

pendien~e de la cant.idad adicionada-can~idad recuperada 

C-0.0479,0.041651 se localiza el valor de cero. 

-En el intervalo de confianza para la diferencia de las 

ordenadas al origen de cant.idad adicionada-cantidad recuperada 

C-0.4122~0.48781 se localiza el valor de cero. 
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2. EXACTITUD. 

CASO I: Cuando los métodos t iensn ta m(sm.a repet Lbi l t.da.d. 

Información requerida: 

DEt = 0.9500 

DEz = 0.6850 

Nt 10 

Nz = 10 

Ri 100. 04 

Ri oo.ea 

Cá.lculos. 

Dep = 0.8282 

Limit.e superior del int.ervalo de con~ianza para 

la diferencia do las medias arit..mét.icas CLSIC): 

LSIC = O. 9808 

Limit.e inferior del int.ervalo de confianza para 

la diferencia de las medias ari~mélicas CLIJC): 

UIC = -O. 5856 

Cri~erios de Aceptación. 

-En el intervalo de confianza para la diferencia de las 

medias ari t.mét.icas del por ciento recuperado t-0. 5856,0. 98081 

se localiza el valor de cero. 
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3. REPETIBILIDAD. 

Información requerida: 

·. DEt O. 9500 

DEz O. 6850 

Cálculos. 

Limit.e superior del int.ervalo.de confianza para la razón 

de varianzas CLSIC): 

LSIC 7. 751c 

Lim.it.e inferior del intervalo de confianza para 

la razón de varianzas CL!JC): 

LIIC = O. 4773 

Criterios de Aceptación. 

-En el int.ervalo de confianza para la razón de varianzas 

(calculada a part.ir del porcient.o recuperado de Exact.it.ud al 100 

Y.) t0.4773.7.76121 se localiza el valor de 1. 

4.. PRECI SI ON. 

Información requerida. 

DEt = 0.9500 

DEz = 0.6850 
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Lim.it.e superior del in~ervalo de confianza para 

la razón de varianzas Cl..SIC): 

LSI e = e. seos 

Limit..e inferior del int.orvalo de confianza para 

la razón de varianzas CLIIC): 

L.IIC = O. 4347 

Criterios de Aceptación. 

-En el int.ervalo do confianza para la razón de varianzas 

(calculada a part.ir del porcient.o recuperado de Exact.it.ud al 

100'0 t0.4347,9.62091 se localiza el valor de 1. 
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VII. ANALJSIS DE RESULTADOS 

De t.odos los parámet.ros requeridos para validar un mét.odo 

analilico de Control de Calidad, la estabilidad de la muestra es 

muy import.anle, debido a que con esta es posible establecer las 

condiciones necesarias para el manejo de las muestras d~ 

Nit.rofurazona durante su cuant.1ficac1ón, o bien, por algun 

motivo no se puede concluir dicho análisis saber bajo que 

condiciones el analista puede continuar su trabajo. 

Considerando lo anterior. procedió a real!::ar 

primeramente, la estabilidad de la muest.ra a condic1cr.es 

extremas 4 ºc. 40°C, T. A, y luz v1s1ble. durante 24 y 48 horas. 

Como se puede apreciar, los resultados de las muest.ras 

sometidas a 4°C, son estables a las 24 horas, ya que :es 

resultados de la cuant.ificac16n del acl1vo son muy sirru.lares a 

los iniciales. A las 49 horas. se observa una disminución de 

aproximadamente 2~' atribuido a una posible degradación. 

Para el caso de las muestras sometidas a 40°C. !a 

coneentraci6n aumento en un 2%. Ccomparada con la ccncenlrac10n 

inicial) a las 24 horas. debido a que el disolvente utilizado 

dimet.ilf'ormamida. es muy volat.11. El resul lado a las 48 horas 

presenta una disminución en la concentración del 2Y., debido a la 

sensibilidad de la Nitrofurazona por efecto de la lempérat.'..lra, 

por lo que es muy probable una degradación. 
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A t..emperat..ura ambient..e <T. Al. las muest.ras durant.e las 

primeras 24 horas t.uvioron un cambio muy poco significat.ivo. no 

asi. a las 48 horas donde d1sminuy6 la concent.ración en un 3%. 

Las muest.ras expuest.as la luz demoslraron la 

inest.abilidad de los nit.rofuranos. en est.e caso. de la 

Nit..rofurazona en donde hubo una disminución de la concentración 

del 15 y 19X. a las 24 y 48 horas respect..ivament.e. 

De los resultados ant.eriores, se est.ableci6 que si el 

analist.a. por alg~n mot.ivo no terminó el anAlisis, puede 

continuar en un liempo máximo de 24 horas, post.erior a la 

preparación de las muest.ras, siempre que no asten expuestas a la 

luz. 

Por et.ro lado, después de 24 horas los análisis no son 

confiables a ninguna condición, a pesar de encontrarse dentro 

del intervalo que marcan las especificaciones C97-103~-0. ya que 

se considera que ex.isla degradación parcial, como es el caso de 

las diferont.es t.emperaturas, y de manera adicional, un cambio de 

coloración para el caso de las muest.ras expuest.as a la luz, en 

donde el act.ivo experimenta un cambio de color de amarillo 

<inicial). a café obscuro. 

VALIDACION DEL METOOO ESPECTROFOTOMETIUCO. 

En cuant.o a la validación del mét.odo espect.rofot.omét.rico 

se det.ermin6 que el sist.ema es adecuado, es decir exist.e una 
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relación lineal en cuant.o a los diferent.es niveles de 

concent.raci6n en la región de lrabajo. C50, 75. 100. 125 y 

150>0. 

El result.ado del coeficiente de correlación, indica que el 

sist.ema es lineal a los diferentes niveles de concentración 

empleados. La figura. No.10. mtJest.ra la linealidad del sistema y 

que no ex.ist.a una dispersión significativa. 

Para la linealidad del mót.odo, los valores de la 

distribución t. de studant., para avaluar la ordenada y la 

pendiente indican que esladist.icament.e la ordenada es igual a 

cero y la pendiente a uno. 

La exactitud se evaluó con 10 muestras al lOOX 

determinando que el valor del coeficiente de variación CO. 6SSX'.> 

es menor al 2%, por lo que- el método ospectrofot.omét.rico es 

exacto, ademAs de que el valor de la distribución t. calculada es 

menor al de la t. de t.ablas. 

Para la det.erminac16n de la precisión, se emplearon los 

dat.os de la exact.it.ud, det.erminando que al C.V. es menor a 2!~. 

de est.a manera se considera que el método es preciso. 

La reproducibilidad de la muest.ra fué disenada para 

evaluarse mediante un anAlisis de varianza. considerando dos 

dias y dos analistas. De est.a manera los valores de la 

distribución F de las fuent.es de variación son menores a los 

valores de tablas exist.iendo reproducibilidad del méLodo. 
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Finalment.e. se delarmin6 la especi'ficidad f'rent.e a 

exci pi ent.es. obt.eniendose una. respuest.a nula del 

placebo. frente al placebo cargado y al principio ac~ivo. 

VALIOACION DEL METOOO CROMATOGRAFICO. 

La validación del mét.odo cromatogrAfico comprende los 

mismos parA.met.ros del método anterior. por lo que se evaluó 

inicialmont.e la linealidad del sistema. 

El coeficient.e de correlación y la ordanada obt.enidos de 

la regresión, indican que en la linealidad del sistema existe 

una dispersión mini ma en los dalos. La figura No.1Z presenta el 

comport.amienlo del sistema. 

La precisión del sist.ema determinada al 100Y., presenta una 

dispGrsi6n núnima de los valores cuantificados por- la. 

desviación est.á.ndar y por el coeficient.e de variación. por lo 

quo al ser menor de lo establecido Cl.~..O. ést.e último 

par~metro indica q~e el sistema es pr-eciso. 

Una vez determinada la linealidad del sistema. se cont.inu6 

con la linealidad del mét..odo trabajando con los mismos niveles. 

Los resultados muestran que exist..e una relación lineal de los mg 

adicionados contra los mQ' recuperados. Además. de los parameLros 

est.adi st.i cos d.e la regresi 6n 11 neal evaluados con la 

distribución l de st.udent. se encont..r6 que los valores absolutos 

de la ordenada al origen Cb) y de la pendient..e Cnü son 

es~adislicament.e igual a cero y uno. respectivamente. 



En la flgura No.13, se observa la rel8.ci6n lineal dol 

método a diferenles niveles. 

La exact.ilud del mét.odo, fué evaluada con 10 muest.ras al 

lOOX, utilizando la dist.ribución t de sludent., considerando que 

el mélodo es exact.o por ser el valor de la t.co.\.c C0.136) menor 

al valor de la tlo.b\.o.a C2. 262). 

La precisión se det.erminó, utilizando los dat.os obt.enidos 

para la exac,t.itud, evaluando en est.e caso el coe!'icient.e de 

variación ce. VJ, siendo de O. 95"/., menor a lo est.ablecido C2}'.J, 

por lo que el mét.odo es preciso. 

La evaluación de la reproducl.bilidad del mét.odo Cdos 

dias con dos analist.as) fué determinada mediant.e un análisis 

de varianza, encont.rando que los valores de la dist.ribución F 

para el dia y el analist.a son menores a los de t.ablas. Por lo 

ant.erior el mét.odo es reproducible a las condiciones dadas. 

Para concluir con la validación del mét.odo por 

cromalografia de liquides de alt.a resolución se det.ermin6 la 

especi!'icidad frente a excipient.es, observando que el placebo 

analizado no genera ninguna respuest.a. Además. la respuost.a de 

los placebos cargados y del principio act.ivo fué la esperada. En 

las !'!guras No. 14, 15 y 16 se observan 

respect.ivos que ilust.ran lo ant.orior. 

los cromalogramas 

En la Cigura Ho 17, se present.a el cromat.ograma obtenido 

de una muest.ra expuest.a a luz ult.raviolet.a, durante 30 m.inut.os. 

En el cual se observa la aparicl.6n de un pequeno pico, que 



corresponde al product..o de degradacl6n por efecto de la luz de 

la Ni t.rofurazona. Analizando los parAmet..ros cromat..ogrAficos se 

obt..iene que el fact.or de resolución CR). es igual a 0.69 lo que 

indica que no hay una separación base a base ent..re el pico del 

principio activo y el del productc de degradación, ya que para 

que ést..o sea ópt..i mo, C R) debe ser igual a 1. 5. Asimismo, el 

factor de selectividad cru obtenido, es igual a 1.14. 

demostrando as1 que no hay una buena selectividad de la columna 

por los picos mencionados anteriormente, ya que el valor óptimo 

debe ser mayor de 1.2; los result.ados de dichos factores 

demuest.ran de manera adicional, a la est.abilidad, la import..ancia 

de proteger a las muest..ras de Nit.rofurazona de la luz. durante 

su anAlisis debido a que ést.e mét.odo no es indicat.ivo de 

estabilidad porque no es especifi=o frente a product..os de 

degradación. 

COHPARACION E:STADISTICA DE AMBOS METODOS. 

Los parAmet.ros est.adisticos considerados para la 

comparación de los mét.odos anallt.icos validados incluyen: 

linealidad del método, exact.itud, precisión y repet..ibilidad. 

La comparación de las linea! i dades de ambos métodos, 

est..ablecen que la relación de la diferencia de las pendien~es de 

la cantidad adicionada-cantidad recuperada presenta un interv~lo 

de -0.04181 a 0.04165, mient..ras que para la diferencia de las 
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ordenadas el intervalo es de -O. 4122 a O. 4878. Como ambos 

intervalos incluyen el valor de cero. considera que entre 

ambos métodos existe una relación ent.re la cant.idad adicionada y 

la cantidad recuperada. 

La determi naci. 6n de las exact.itudes comparadas. 

considerando que los métodos present.an la misma repetib1lidad 

indica que el int.ervalo de confianza de las medias incluye el 

valor de cero C-0.5856 a 0.9808), dicho i.ntervalo para la 

diferencia de las medias aritméticas del porciento recuperado de 

ambos métodos es adecuada. 

El parámetro de la repetibilidad, presenta un intervalo de 

confianza de 0.4773 a 7.7912 determinado a partir de la relación 

de las desviaciones estándar de los métodos incluye el valor de 

uno. por lo que la razón de varianzas calculada con los dalos de 

exact.itud al lOOX, cumple con el criterio establecido. 

Para concluir, la evaluación de la precisión de los 

métodos comparados a partir de la razón de varianzas incluye el 

valor de uno, por lo que la relación de los métodos cumple con 

lo establecido. 

Los resultados de las validaciones permiten establecer que 

los métodos cromat.ográ.f'ico y espectrofotométrico, cumplen con 

las especif'icaciones establecidas por el laborat.orio y la 

Secret.ar1a de Salud, con lo cual es posible su uso de manera 

indist..inta u alternat..iva, en un momento dado, para la 

cuantificación de Nitrofurazona en óvulos. 
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VIII. CQNCLUSIOHE:S 

1. Se validaron dos mét.odos para cuantificar Nit.rofurazona 

en óvulos, y se compararon esladlslicament.e. 

2. Una vez concluido el análisis de los resultados de la 

validación del método de cromat.ografia de liquides de alt.a 

resolución. se determinó quo ést.e es lineal en el int.ervalo de 

la concent.raci6n estudiada. además de ser exacto, preciso y 

reproducible. 

3. Se considera que el mét.odo cromalográfico es especifico 

frente a excipientes, debido a que no presentan respuesta. 

4. Los resul t.ados de la validación del método 

espect.rof'olomót.rico indican que es lineal en el int.ervalo de 

t.rabajo, es exacto, preciso y reproducible. Al igual que el 

método anterior, también es espec1Cico frente a excipientes. 

5. Se encontró que las muestras analizadas son estables a 

las condiciones a las que fueron sometidas (excepto luz visible) 

por un máximo de 24 horas. 

6. Se considera que el método espectrofot.omét.rico es el 

má.s sencillo y rApido para cuant.i~icar Nilrofurazona. 

7. La comparación est.adistica entre ambos métodos, 

establece la relación que exist.e entre estos, pudiendo ser 

ut.ilizados alt.ernativament.e o sust.it.uyendo uno al et.ro, en un 

momento dado. siendo los result.ados conf'iables en cualquiera de 

ellos. 
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IX. SUGERENCIAS 

Debido a que los métodos validados son Erxclusivament.e para 

Control de calidad, se considera necesario establecer un método 

indicador de estabilidad, por lo que el méLodo crornat.ográfico 

serla el mas adecuado para ello. por ser la técnica más 

especifica y sensible. 

Considerando la estabilidad de la Nit.rofurazona y el uso 

de Dimet.11 formanuda como d1 sol ven le, es recomendable, guardar 

las muestras en refrigeración y/o a t.emperalura ambiente 

protegidas de la luz. si por alguna razón no se pudiera 

conllnuar con el anAlisis. 

El análisis por cromat.ografla de la Nit.rofurazona después 

de exponerse a la luz. presenta un pico de degradación muy 

cercano al del producto de interés, por lo que seria 

conven1ent..e modificar la proporción de la faso móvil u ot.ra 

variable. para incrementar la resolución enlre ellos. Dicha 

sugerencia esta encaminada a implement.ar un mélodo indicador de 

est.ab1lidad. 

Como tUt.imo punt.o, es necesario sugerir que la columna. 

empleada para el mét.odo crornat.ografico debe ser ut.U.izada 

exclusivamente para est.e fin. de lo contrario eslaria expuest.a a 

sufrir alguna conlaminación y a una posible modificación en la 

respuest.a. 
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