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INTRODUCCION 

En loa Último• añoa, la Validación de loa ProcHoa de Manufactura 
de loa Producto• Farmacéutico• asl como de las Técnica• Analftlcaa para 
la determinación de loa Principios Activo• de dicho• productoa, elaborados 
en la Industria Farmacéutica, ae ha convertido en una exigencia de laa 
AutorldadH Sanllarlaa en nueatro Pala. Por lo que, Validar todas lea téc
nica• utlllzadaa en el Control Anallllco de cualquier preparado farmacéu
tico forma parte del Aaeguramiento de la Calidad Total de un Producto. 

El presente trabajo tiene por objeto llevar a cabo la Valldaclón de la 
Técnica Anallllca utilizada en la cuantificación de Mlnoxldll en una aolu- -
cldn tópica, para demostrar que éata cumple con loa Parámetros de Vall-
daclón eatablecldos, además de proporclonarnoa evidencia documentada -
que demueatra au conflabllldad, reproduclbllldad y exactitud. 

Dicha tecnlca utiliza a la Cromatografla de Liquido• de Alta Resolu
ción (CLAR) en Faae Inversa, que como ea aabldo Involucra diversos pa-
rámetroa que hay que controlar para que laa determlnaclonea analíticas -
aean adecuadas y confiables, cabe mencionar que eata Te"cnlca Analltlca 
ya esta Implementada en el Laboratorio de Control de Calidad del lugar -
donde ae reallzó eate trabajo. 

La Valldacldn Incluye una evaluaclón de la Llnearldad, Precisión, -
Exactitud, Reproduclbllldad, y Especificidad; proporcionándonos con eato 
una medida del Comportamiento del Método, el cual ae determina en baae 
al Análíala Eatadlstlco de loa reaultadoa obtenidos. 



CAPITULO l. GENERALIDADES 



MINOXIDIL 



,··0c···N 
··•·.·.··· ·.· ··l~Ma . . . ...<:N._,o 

N"a 

C9 Hl:S N5 O 

2,4-Pirimidindiamina,6-<1-piper1dinil>-.3-0::1do 

2,4-Diam1no-b-piperidinopir•im1dina-3-cx1do 

11 El Minoxidil contiene no menos del 97.0 i~ y no mas c;cl 

103 i'. de C9 H15 N5 o, calculada en base seca " 

Identific:ac:1ón: El Esoec:tro de Absorc:10n InfrarrcJo de una 

dispersion en aceite mineral solo e:~hibe maHimos a la misma 

longitud de onda que un.;:i preparación s1mi lar de USF· r1tno1d-

dil RS. 

~ B.2!: ~ Secar a 150 C y a und. presion que no 

e)(Ceda los 5 mm de MercL1r10 por 3 horas: Pierde no mas de 

o.5 % de su peso. 

Residuo @ Ignic1t1n: No mayor a Co.5 % 

Metales Pesados: No mayor a e). 01)2 i~ 

~ Cromatográfic:a: El total de alguna impureza detectada 

no debe ser mayor a 1.5 % 

Desc:rioc1on: Polvo cristalino blanco o blanco opaco. inolo-

ro. 
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Solubilidad: 

Solubilidad de Minoxidil <T. Ambiente ) 

Solvente 

Propilénglicol 

Metanol 

Etanol (95 7.) 

2- Pr-opanol 

Dimetilsulfóxido 

Agua 

Clor-oformo 

Acetona 

Eti lacetato 

Solubilidad 

<mg/ml) 

75 

44 

29 

ó.7 

ó.5 

2.2 

o.5 

0.5 

0.5 

Estabilidad ~Almacenaje: Es relativamente est•ble a Tem-

peratura ambiente y no demuestra descomposiciOn significati-

va. 

Sin embargo e1<puesto a temperaturas extremas, a.rrilla de 200 C 

muestra descompos1ción a Desoximinoxidil. 
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Farmacolog ia: 

El MinoKidi l un potente vasodilatador, actúa direc-

ta.mente sobre las células del músculo liso vascular, y su 

mecanismo de acción probablemente sea similar al de la 

Hidralazina. 

Es indicado para el tratamiento de la hipertensión 

severa que no es controlada por otros fármacos o combinación 

de fármacos. 

El Minoxidil ha sido aplicado tópicamente en el trata

miento de Alopecia Androgenetica y Alopecia Areata. El modo 

por el cual se estimula el crecimiento del cabello es 

entendido completamente pero quizá actúa por estimulación 

directa de los folículos epiteliales del cabello. 

Los estudios indican que la concentración de Minoxidil 

plasma raramente e:<cede los 5 

aplicación tópica de la loción, 

absorción percutánea. 

g por litro después de la 

indicando niveles bajos de 

La loci6n al 2 % ha sido considerada como la que mues

tra la respuesta mas favorable. 

Aplicaciones de dos veces diarias por periodos de seis 

meses quizá sean necesarios antes de obtenet• resultados; 

además de que se sugiere que la terapia continua 

saria pat•a mantener el crecimiento del cabello. 

nace-
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Farmacología <Cont .. ) 

El Mino:ddil topico probablemente debe evitarse en 
pacientes con hipertensión o enfermedades c.a.rdiovasculares, 

aunque pocos efectos cardiovasc:ulares a.dversos han sido 

vistos en pacientes normotensivos. En general, bien 

tolerado pero se han presentado reacciones darmatolCgicas .. 

Farmacocinetica 

Absorción .. - El Mino:tidil es rapida y casi completamente 

absorbida C95 'l.) después de la administración oral y usual-

mente aparece en la sangre a los 30 min. Los niveles pico 

en plasma son alcanzados a la hora de la administración, sin 

embargo se han reportado cambios considerables en éstos 

niveles. La absorción cutánea de la aplicación tópica del 

Minoxidil está limitada a menos del 5 'l. de la dosis aplica-

da. 

Distr1bucion.- El Volumen de distribución del Minoxidil se 

debe al volumen total del cuerpo, ésto sugiere la concentra-

ción en sitios extravasculares. Varios experimentos in 

vitre muestran que el Minoxidil no se une signi'ficativa-

mente a las proteinas del plasma. Tampoco se ha reportado 

que se transfiera a través de la leche materna. 

Eliminación.- En todas las especies estudiadas, el Mino:ddil 

y sus meta.balites son excretadas primeramente por el ril"IOn .. 

Más del 90 'l. de la droga administrada apat"ece en la orina, 

mientras que solo del 1 al 3 'l. se encuentra en las heces 
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fecales. La droga es excretada por filtración glomerular 

los tubulos sin evidencia de secrecion o reabsorcion de 

renales. 

Recomendaciones gg Seguridad 

Usar lentes de seguridad con proteccion lateral, mascarilla 

suministradora de aire y guantes. 

B 

p 

COdigos gg_ PrecauciOn 

Tóxico Precaución ! 

Peligroso si se ingiere, se inhala o se absorbe a 

tt"avés de la piel. Evite el contacto con ojos, piel o 

ropa. Evite respirar el polvo. Mantenga el recipiente 

cerrado. Uselo con ventilacion adecuada. Lávese muy 

bien después de su manejo. 

Ot"oga Potente ! Peligro ! 

Puede causar efectos adversos serios y de inmediato. 

Evite el contacto con ojos, piel y t~opa. Evite respi

rar el polvo y vapores. Mantenga el recipiente cerra

do. Uselo con ventilación adecuada. Lávese muy bien 

después de su manejo. 
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La Piel Y los Factores Que Influyen en la. Absorción Percut.inea 

La piel. revestimiento de protección Por e><celencia, está 
sometida continuamente a aqresiones Que tienen su origen en los 
aQentes físicos o Químicos del medio eJ<terior. Es una barrera 
fisiolóqica importante puesto Que se opone tanto a la. penetrac:i6n 
de los qases. l !quidos o s61 idos Que forman parte del entorno, 
como a la pérdida de los constituyentes del organismo. La piel 
es, sin embargo, mAs o menos permeable a las sub&tancias ciulmic:as 
y puede, en determinadas ocasiones. franquear el paso a compues
tos medicamentosos o nocivos que provocan la aparición de etectos 
terapéuticos o t6:cicos, locales o sistémicos. 

Se puede definir la absorci6n percutAnea de una substancia 
como la suma de dos fendmenos ciue son, por una parte, su penetra
ción desde el medio e><terior hasta el seno de la piel entera y, 
por otra, su absorción, a partir de las estructuras cut4neas, por 
la circulación sangulnea o linfAtica. El término M P•rCutAn•a • 
indica que el paso se reali~a a través de toda la epidermis y que 
la absorci6n puede tener lugar en los distintos niveles de la 
dermis. 

La determinaci6n de la actividad farmacolóqica de las prepa
raciones dermatológicas pone en evidencia la importancia de los 
excipientes en los procesos de l ibet~ación y absorción de los 
principios activos, mediante su elección. aumentar la acción de 
loa f!rmacos. tanto desde el punto de vista de la duración como 
da la intensidad. 

En la terapia local, a menudo es necesario el paso de los 
principios activos a las estructuras cut~neas profundase par lo 
que es importante que la concentración en los tejidos situados 
bajo la zona de aplicaci6n sea elevada para obtener la acci6n 
deseada. Pero, la absorci6n sangu{nea debe ser tan peque~a como 
•ea posible con el fin de evitar la aparición de efectos 
Qenerales. Cuando !Se requieran acciones qeneralea, laa 
substancias deben ser absorbidas por la sangre para que sean 
conducidas hacia los tejidos, en concentraciones capaces de 
provocar la apar .. ici6n de las respuestas farmacológicas. 

El conocimiento de la anatomía y fisiologla cut~neas, a•l 
como de los factores fisicoqu{micos y fisiopatoldgicos que 
condicionan la permeabilidad cutAnea, es interesante tanto para 
el dermat6logo como para el farmacotoxic6logo o el cosmet1Hogo y, 
con mayor motivo, para el farmaci!utico que formula y propone 
preparaciones activas adaptadas al uso deseado. 



Repaso Anatomof1siolorn 

La piel, tejido de proteeción fle:dble y elástico, recubre 
toda la superficie del cuerpo y representa apro1<1madamente el 5'l. 
del peso corporal. Cumple con numerosas funciones: requla la 
temperatura corpora 1. resguarda a 1 organismo de a.gen tes 
perjudiciales, elimina productos de desecho y del metabolismo 
(agua, grasa, to~ünas, etc.>; es el órgano receptor de las 
sensaciones tActi les, t~rmicas y dolorosas. Dado que mala 
conductora de la lu;;:, proteqe al cuerpo, dentro de ciertos 
límites, de los efectos nocivos del resplandor excesivo. Sus 
pigmentos contribuyen, en gran medida, a la eficacia de esta 
protección. 

La capa e>:terior- continua de la epidermis forma una barr-era 
ideal contra las invasiones bacterianas. Como es fuerte y 
flexible a la ve:, protege al cuerpo de daf'1os mec.inicos menores. 

~ Epidermis 

La epidermis es un epitelio pavimentoso estratificado, de un 
espesor medio de 200.,A&m, cuyas c~lulas se diferencian lentamente 
desde el interior hacia la superficie por el proceso de 
queratinización. Pueden distinquirse dos partes: los estratos de 
Malpighi, en contacto con la dermis, y la capa córnea constituida 
por el conjunto de células muertas queratini::adas. 

La capa basal o -trai:o ¡er.1na:1:iva está formada por• una 
Onica fila de células cdb1cas de 6,M.m de lado. apretadas unas 
contra otras y situada sobre la membrana basal que separa la 
dermis de la epidermis. Esta capa celular posee una intensa 
actividad metabdlica que conduce a la multiplicacidn de sus 
c~lulas y permite la formación del resto de las c~lulas subya
centes. 

Durante su evolución, las células de Malpighi sinteti:z:an 
elementos específicos de naturaleza protéica: tonof ibri l las, 
grAnulos de queratohialina. o lipídica: cuerpos la.melares de 
Odland. 

Durante el transcurso de una fase de transición brutal. las 
c~lulas mueren y se transfot"ma.n en células córneas. Las enzimas 
de los lisosomas se libet"an y destruyen los orgánulos ceiulares, 
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Dermis 

\Wl------Va1n~:c~~~~=l1al 

~1-------Va1na Ep1tel1al 
Interna 

.i+---- Pelo 

Reoresentac1on Esquemat1ca.de la Piel y sus Anexos 
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salvo las tonofibrillas y la queratohial1na. Una parte de los 
llpidos de los productos de h1drólis1s y de los 1netabolitos 
solubles en agua permanecen incluidos en las células. El conjunto 
constituye una red de proteínas insolubles e>etremadamente densa y 
compacta. Simult~neamente, la ,membrana celular se espesa por 
dep6sito, en su cara interna, de un compleJo glucol1poprotéico. 

Los estudios químicos han mostrado que la membrana, que 
representa el 5% de la célula córnea, es el elemento de 
protecci6n más efica=:. Resiste a los agentes reductores 
queratiliticos, a la mayoría de las proteasas, a los compuestos 
alcalinos y a los ácidos. Esta resistencia no sOlo está asegurada 
por puentes disulfuro, sino también por otros enlaces covalentes, 
mal conocidos entre las moléculas. La queratina •lfa, 'fibrosa, 
constituye el 50% de la capa córnea y presenta inercia 
química menor. 

Las substancias hldrosolubles <ureill, ácidos orgánicos, 
aminoácidos> contenidos en el inter1ot~ de las célul.as córneas 
tienen propiedades hidroscóp1cas aunque la célula es capaz de 
retener el agua procedente de la tr•nspiración. 

La hidratación se produce lentamente por ósmosis a través de 
los lipidos intercelulares. El agua es indispensable para 
mantener las propiedades mecánicas de la capa cornea. En 
ccndiciones normales dicha capa contiene de 10-20%. 

Los l ipidos que se encuentran en el -trai:a c6rnea 
representan de 7-9% de la m•sa total de teJido y estAn 
constituidos, por ácidos grasos libres o esterificados, por 
fosfollpidos por escualen y por colesterol que &e encuentran 
emulsionados con el agua. 

~ ~ ~ 1ª. Hipodermis 

La dermis es un tejido conjuntivo fibroso de un espesor 
medio de 3-5 mm, cuya función principal es la nutrición de la 
epidermis. 

La hipodermis, teJido conJuntivo flojo, contiene numerosos 
paniculos adiposos asi como los glomérulos de la• glandulas 
sudoríparas. 

Los anexos de la piel son las estructuras p1 losebJ..ceas y las 
glándulas sudoríparas. Cada pelo proviene de una 1nva9inac16n de 
la epidermis que se hunde en la dermis constituyendo la vaina 
epitelial e:<terna del pelo. En su extremidad profunda se inserta. 
mediante su bulbo, sobre una papila muy vasc:ularizada del t&Jido 
conjuntivo dérmico. La vaina epitelial interna rodeiill el pelo 

12 



1 al lo ae.1 PeJ o 

Eo1Clerm1;; 

::::::i>O::::! .. ---------- GlancJula Sudoru . .:;.1~a 
Aoocr1n~ 

Ane::os de la Piel 
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desde su ra!z hasta el nivel de desembocadura de la glándula 
sebácea. 

La piel está constituida por estructuras especificas que 
pueden oponerse a la migración de las substancias químicas. De 
esta manera podemos distinguir la película lip1dica superficial, 
la capa córnea y los estratos epidérmicos de Malpighi. Sin 
embargo, las gl.,,ndulas seb-1.ceas también pueden constituir una vla 
de acceso directo hacia el medio interior puesto que sólo 
presentan. entre el e~terior y el liquido extracelular, una 
barrera " a priori " poco efica:. constituida por el sebo y una 
capa de células germinativas. 

La funciOn que desempef"l'a la película lipídica superficial, 
de espesor variable <0 .. 4-4 m> e irregular, es prácticamente 
despreciable. 

La barrera cutánea está constituida principalmente por la 
capa c6rnea, puesto que trozos de estrato· c6rn.a aislados 
poseen una permeabilidad muy pequef"l'a, muy parecida a la de la 
piel entera. A pesar de que la capa córnea. en su conjunto, 
participa en la protección de la piel, la proteccic!:in más eficaz 
la proporcionan las capas celulares profundas. 

~ ~Penetración 

La piel, a pesar de su impermeabilidad, es atravesada. al 
menos en pequeNas cantidades. por numerosas substancias químicas. 
La penetraci6n de las mol~culas del entorno hacia el interior del 
tegumento puede efectuarse potencialmente bien por difusión a 
través de la capa cdrnea o bien por difusión en los conductos de 
las glándulas sudoríparas o de las estructuras pi loseb.lceas. 

Los anexos de la piel presentan una estructura menos eficaz 
que la capa córnea. 

Las glándulas sudoríparas no intervienen significativamente 
en el fenómeno de la penetraci6n. 

La penetración de susbtancias químicas • trav~s de las 
estructuras piloseb~ceas está relacionada con la magnitud de su 
guperficie respecto a la de la epidermis. En el hombre, la piel 
contiene de 40-70 folfculos pilosos por c' • lo que repre9enta un 
pequeNo porcentaje de la superficie de la epidermis y participan 
poco en la absorción. Por el contrario, en los animales, 1• 
vellosidad es mAs importante y puede alcanzar los 4000 pelos por 
crri" en los roedores. En este caso, la absorción a través de les 
folículos pilosos es preponderante. lo que explica que la piel de 
los animales sea más permeable que la humana. 
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REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LAS DISTINTAS ETAPAS 
DURANTE LA DIFUSION DE UN PRINCIPIO ACTIVO EN LOS 

ESTRATOS CORNEOS 

IDISOLUCION DEL PRINCIPIO ACTIVO EN EL YEHICULol 

DIFUSION DEL PRINCIPIO ACTIVO DESDE EL YEHICULO 
HASTA LA SUPERFICIE DE LA PIEL 

YIA TRANSEPIOERMICA 

u 
COEFICIENTE DE REPARTO 
VEHICULO ~ CAPA CORNEA 

DIFUSION A TRAYES DE LA 
MATRIZ PROTEOLIPIDICA 

DE LA CAPA CORNEA 

YIA TRANSFOLICULAR 

u 
COEFICIENTE DE REPARTO 

VEHICULO ~ SEBO 

DJFUSION A TAAYES DE LOS 
LIPIDOB DE LA OLANDULA 

9EBACEA 

COEFICIENTE DE REPARTO CON LA EPIDERMIS 
DE MALPIOHI 

IDIFUSION DE Los ESTRATOS DE LA EPIDERMIS YIYAI 

1 
)DIFUSION EN LAS ESTRUCTURAS DE LA DEAMJSj 

1 
OIFUSION A TRAYES DE LA PAREO DE LOS CAPILARES 

SANGUINEOS Y DISTRIBUCION SISTEMICA 



Ha sido demostrado que la mayor!a de las moléculas qu1mt<:as 
se absorben a t1•avás de la piel por difusión pasiva. La velocidad 
de absorción a través del tequmento no es constante desde el 
inicio puesto que siempre se observa un per1odo de latencia T-1. 

<!Anfo'J..j 
Ab&arbido 

lHÍU.tÓO\ 
ert t:-l •1u.illbria 

Perfil de Absorción de una molécula que difunde a través de la 
piel humana intacta 

El per1odo de latencia representa el tiempo necesario para 
la penetración de la substancia en el interior de las estructuras 
córneas y para el establecimiento de un gradiente de difusión. 

Para la gran mayor1a de los productos, la resistencia a la 
difusión a través del ••~r•to c6rn•D es muy elevada y 
representa el factor limitante de la absorci6n percut~nea~ Por el 
contrario, la resistencia de la epidermis de Malpic;ihi y de la 
dermis son despreciables. 

~ fisiológicos ™ modifican 1ª. absorción percutánea 

La piel intacta es una barrera de difusidn cuya eficacia 
disminuye por al terac16n o destrucción de las c~lulas cót"neas. La 
permeabilidad cut~nea está aumentada en algunos estados 
patológicos caractet~izados por una modificaCión de las 
propiedades del ••tr•ta c:drn•o dermatosis con eccema., 
psoriasis y dermatosis sebor-reicas. 

La di fusi6n cutAnea varía así mismo con la edad de los 
individuos. la piel de los ni~os es más permeable que la de los 
adultos .. 
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Flujo sanguineo 

Las modificilciones del flujo sanquineo cutaneo pueden variar 
la velocidad de penetrac1on de una molécula. Para la mayoria de 
los farmacos, la capa cornea es el factor l 1m1tante de la 
absorcion y el flujo sanguineo siempre es suficiente para 
arrastrar el principio activo a medida que penetra. Sin embargo, 
cuando la piel esta dartada o si el fdrmaco se aplica por 
ionoforesis, las cantidades que penetran son mucho mayores y el 
papel del flujo sanguineo es fundamental. 

Lugar Qg_ Aplicación 

Las cantidades absorbidas de una misma substancia, son 
distintas según el lugar anatómico de aplicacion: piel de los 
senos, abdominal, dorsal, del brazo o del antebrazo. Estas 
variaciones se deben principalmente al espesor de la capa cornea; 
el es~r•ta c.órnao no tiene el mismo espesor en todas laE 
partes del cuerpo, varia de 9JIC.-m en la piel del escroto a 600 ,.u.m 
en la piel de las :::onas palmares y plantares. 

Hidratación :l. Temperatura 

En condiciones normales, el contenido en agua del ••trate 
c.drn•o es pequerro, de 5 a 15~, pero puede aumentarse 
considereblemente hasta el 50% aplicando un e:<cipiente oclusivo a 
la superficie del tegumento: vaselina, aceites o un vendaje 
impermeable.El eatr•to córneo hidratado presenta idéntica 
afinidad por las substancias solubles en agua o en los 
lipidos.Esta propiedad se debe a la estructura histológica de las 
células corneas y, en particular, a los filamentos de queratina 
que pueden hincharse con el agua y a las matrices amorfas 
impregnadas de lipidos que rodean estos últimos. 

El efecto de la hidratación es hinchar la capa córnea 
disminuyendo su densidad y resistencia a la difusion. 

La temperatura cutánea "in vivo", medida en condiciones 
normales varia poco y no interviene en los fenomenos de 
absorcion. Por el contrarie, "in vitre" la influencia de la 
temperatura puede ponerse de manifiesto fácilmente. 

Optimizacion ~ !.-ª. B1odisponibilidad 

Las condiciones de penetración y absorción percutanea de los 
fármacos dependen principalmente de sus caracteristicas 
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fisicoqu!micas. El papel de los excipientes en ~stos fendmenos es 
eutremadamente complejo; en la medida que no alteran las 
funciones fisioldgicas de la piel. son incapaces de provocar el 
paso de las substanc:1as no absorbibles. Sin embargo, mediante una 
elecci6n racional de los excipientes, es posible modular la 
biodisponibil1dad de los f~t~macos. 

~ Fisicogulm1cos 

Constante Q1ª. Difusi6n 

La constante de difusi6n de una molécula a travds de una 
membrana corresponde a la resistencia que opone el entorno a sus 
desplazamientos. Es una magnitud flsica característica de la 
substancia y de la membrana. Las moldculas de masa molecular baja 
difunden m.is r.ipidamente que las de masa molecular elevada, a 
menos que no se unan con los constituyentes de la membrana. 

Concentraci6n ru::t Principio Activo 

Las cantidades absorbidas por unidad de superficie y tiempo 
son proporcionales a la concentración del fármaco en el veh!culo. 

Cuando se aplican concentraciones elevadas de principio 
activo a la superficie de la piel traen como consecuencia una 
modi ficacidn de la estructura de la membrana que provoca la 
elevada concentración de principio activo o bien, debido a la 
existencia de una variación del coeficiente de reparto de este 
6ltimo entre el vehtculo y la barrera cut.i.nea. 

Coeficiente ~ Repat'to 

La importancia del coeficiente de reparto de la substancia 
absorbida entre la capa córnea y el vehículo que la contiene ha 
sido demostrada por Treherne, este autor relaciona la absorcidn 
percutAnea de diversas substancias orgánicas en soluciones 
acuosas con sus coeficientes de reparto áter-agua y demuestra que 
el grado de absorci6n es mayor cuanto má9 alevado sea el 
coeficiente de reparto. 

El coeficiente de reparto ••'tr•ta córnea /vehículo se 
determina cuando se ak:anza el equi 1 tbrio de reparto de la 
moldc:ula, aunque este estado sólo se alcanza, en general. despuds 
de un periodo de contacto prolongado entt~e el tejido c6rneo y el 
e:<cipiente. 

Un coeficiente de reparto elevado demuestra la poca afinidad 
del fdirmaco estudiado por su vehiculoi un coeficiente de reparto 
cet'cano a la unidad indica que la molécula se reparte de manera 
muy parecida entre la capa córnea y el excipiente y, por 6.ltimo. 
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un coeficiente de reparto pequeño demuestra que el principio 
activo presenta una gran afinidad por su vehículo y no puede 
difundir en la capa cornea. La solubilidad de los productos en su 
excipiente influye mucho sobre el coeficiente de reparto. 

Elección del E:<cipiente 

El desarrollo de una forma destinada a la v/.a cutánea puede 
realizarse a trav~s de dos vías Qenerales de investic;¡acidn; la 
primera consiste en introducir, ~n un e:ccipiente, un ~gente que 
modifique la estructura de la barrera cut.Anea y favorezca de esta 
forma la absorción de las substancias que se asocien con él; la 
segunda es la elección de los ex:cipientes a partir de los que el 
principio activo difundirá fácilmente en las estructuras córneas. 

El excipiente puede intervenir en algunas ocasiones 
modificando, dentro de unos límites fisioldcpcos y reversibles. 
le permeabilidad de la piel, generalmente incrementando el estado 
de hidratación del tegumento o bien aumentando la afinidad de las 
moléculas por las estructuras cut~neas. es decir. el coeficientt:! 
de t"eparto. 

Para que este coeficiente de reparto sea favorable a la capa 
cdrnea es necesario que el principio activo sea mucho menos 
soluble en el veh.ículo que en la capa córnea. es decir que el 
excipiente tenga poca afinidad por el f~rmaco que contiene. 

Determinación ~ !A Biodisponibi ldad Q1! !Qá F.i.rmacos 
destinados ~ 1ª. V{a PercutA.nea 

Las cantidades de substancias absorbidas por v!a percutánea 
son muy pequeñas y su detecódn es generalmente difícil y a veces 
imposible. debido a la sensibilidad, a menudo insuficiente. de 
los mtotodos de valoración fisicoqulmicos. La utili::aci6n de 
mol~culas marcadas ha resuelto este problema, aportando una gran 
sensibilidad y una especificidad absoluta las distintas 
t6cnicas utilizadas. 

El punto de partida para la determinación biofarmac~utica de 
los fármacos incorporados en una forma destinada a la via 
percutAnea. despuds de los estudios farmacéutico& clAsicos de 
viscosidad, compatibilidad y conservacidn, es el estudio de la 
liberación "in vitre" del p1•incipio activo con el fin de apreciar 
la facilidad con la que los ex:cipientes lo ceden al medio con qe 
están en contacto. Se han propuesto numerosos;¡ métodos entre los 
que cabe citar: 

- La difusión simple en el agua o en un gel. 
- La diálisis a través de una membrana de colodidn 

o de celofana. 
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La absorción percutánea puede ser estudiada bajo dos 
aspectos principalesi la absorción sistémica y la localio:aci6n de 
la substancia en las estructuras cut.i.neas con la ayuda de m~todos 
"in vitre" e "in vivo" que permitan apreciar los modos de 
pene trae i6n, determinar la constante de permeabi 1 idad y comparat• 
la eficacia de diversos excipientes. 

La barrera cutánea estA consti tuída fundament•lmente por el 
9Jltr•to c6rneo • estructura muerta que se opone a la penetración 
de substancias químicas. Sin embargo. esta e,structura es más o 
menos permeable y franquea el paso a compuestos cuya absorción se 
efectd.a por difusión pasiva. Las mol~culas mejor absorbidas son 
las que a la vez son liposolubles y generalmente hidrosolubles. 

En la medida que una substancia es absorbible, es posible 
intervenir sobre el grado de penetración mediante la utiliz~c:idn 
de vehículos apropiados cuya composición facilite la liberaadn 
del principio activo con el fin de que alcance los tejidos donde 
debe ejercer su acción terapéutica. · 
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VALIDAClDN 

De acuerdo a la Guias que existen en la Literatura. 

ValidaciOn ~: El proc:eso por el cual queda establecido por 
estudios de laboratorio que la capacidad del método •atisface los 
requisitos para las aplicaciones analtticas deseadas. 

E:dsten dos tipos de Validación Validación Retrospectiva 
y 

Validación Prospectiva 

Validación Retrospectiva es la evidencia documentada basada 
en los datos acumulados de producciOn, análisis y control de que 
un producto ya en distribución, esta siendo fabricado con efec
tividad. La validación retrospectiva no se puede aplicar a equi
pos de proceso. 

Validación Prospectiva es la evidencia documentada que 
demuestra que las operaciones se encuentran bajo control antes de 
que el producto salga al mercado. Esta validación es aplicable a 
nuevos productos, reformulaciones o cambios de equipo de proceso. 

En un programa de validación los resultados obtenidos deben 
registrarse adecuadamente <documentarse> y evaluarse estadistica
mente. El seguimiento de una validación, dependerá de la aplica
ción que se dará a la misma <Control de Cal id ad y/o estudios de 
Estabilidad>, disposiciones gubernamentales, lineamientos inter
nos del laboratorio donde se efectúe, y del c:ri terio de •1 <los) 
analista<s>. 

Dentro de la Validación de Técnicas Analiticas eKisten 
diversas variables involucradas, tales como: 

- Material que se analizará 

- Materiales y reactivos utilizados en el análisis 

- Equipo, instrumentos o materiales para calibración 

- Químicos analistas 

- Factores ambientales 

- Instrumentos o aparatos en si. 

Por lo que es necesario organizar correctamete La Val ida
ción, tomando en cuent.a las variables, para.metros, disposición de 
reactivos, etc., antes de iniciar los análisis. 
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La Guia Gen~ral para Validar un Metodo Analit1co involucra 
los siquientes partunetros: 

1.- Especificidad 

2.- Linearidad del Sistema 

3.- Precis1on del Sistema 

4.- Linearidad del Método 

S.- Precision del Método 

6.- Ettactitud del Método 

7.- Tolerancia 

Especificidad 

Es la habilidad de un método analitico para obtener una 
respuesta debida a la sustancia de interes y no a otros 
componentes que puedan estar presentes en el material a analizar, 
tales como productos de deqradacion. excipientes u otros activos. 

Linearidad del Sistema 

Es la habilidad para asequrar que los resultados analiticos, 
que pueden ser obtenidos directamente o por medio de una 
transformación matemc.tica bien definida, son proporcionales a la 
c:onc:entración de la sustancia de interés dentro de un intervalo 
de concentraciones del p1-1nc:1p10 activo. Dicho intervalo depende 
del propósito del método; para Control de Cal id ad y de 
seguimiento de la Estabilidad de un Farmaco en una forma 
farmac:eutica, deberá estar incluida la concentrac:ion seleccionada 
como 100 % de la cantidad a cuantificar. 

Precisión del Sistema 

Es el grado de concordancia entre resultados analit1cos 
individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a 
diferentes muestreos, esto es, que es la capacidad del metodo 
analitico para cuantificar la misma cantidad de la sustancia a 
analizar con la minima variacion posible cuando se analiza. varias 
veces bajo las condiciones normales de operacion. ( Tambien 
llamada Repetibilidad>. 

22 



Linearidad del Método 

Al igual que la linearidad del sistema es la habilidad pa.•~• 
asegurar que los resultados analiticos son proporcionales a la 
concentración de la sustancia. Pero aqui se determina a p•rtir de 
placebos cargados cuyas concentt~aciones deben ser las adecuada.ia 
para que. utilizando el método propuesto. las concentraciones 
finales a analizar estén dentro del intervalo de la lineat"idad 
del sistema, incluyendo siempre la que corresponde al 100 r.. 

Precisión ~ Método 

Como se mencionó en la precisión del sistema es lil capa.cidad 
del método analitico para cuantificar la misma cantid•d de la 
susta.ncia a analizar con la minima variaciOn posible cuando se 
analiza varias veces, sólo que en"éste caso el análisis se 
efectúa por diferentes analistas y en días diferentes, el 
mismo y/o en diferentes laboratorios, utilizando el mismo y/o 
diferentes equipos, etc. <También llamada reproduc:ib i 1 id ad). 

E)(actitud del Métodq_ 

La exactitud de un método analitico es la concordancia entre 
un valor obtenido e:<perimentalmente y el valor de referencia. Se 
expresa como el porciento de recobro obtenido del anal is is de 
muestras a las que se les ha adicionado cantidades conocidas de 
la sustancia. 

Tolerancia 

La tolerancia. de un método analitico es el grado de 
reproducibi lid ad de los resulta.dos anal i ticos obtenidos por el 
analisis de la misma muestra bajo modificaciones de las 
condiciones normales de operación, tales como diferentes 
temperaturas. lotes de reactivos, columnas, sistemas de elucién, 
tipos de empaque <soporte. fase estacionaria. etc. J. condiciones 
ambientales, Estabilidad de la Muestra Analitica. 

~ Qg Detección 

Es la minima concentracion de una sustancia en una muestra 
la cual puede ser detectada, bajo las condiciones de operación 
esta.blecida.s, pero no necesariamente esta sustancia tiene que ser 
cuantificable. 

~ Qg CuantificaciOQ 

Es la minima conc:entracion de una sustancia en una muestra 
que puede ser cuantificable con la precision y exactitud 
adecuadas, bajo las mismas condiciones de opet~acion. 
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CRDMATOGRAFIA 

Con frecuencia. los quimicos necesitan separar e identificar 
los diferentes componentes de una me:::cla quim1ca. Uno de los 
instrumentos más impot"tantes para este tipo de ané.1 is is es la 
Técnica o serie de Técnicas conocida como CROMATOGRAFIA. 

Este nombre viene de dos palabras griegas que significan 
Req1stro de Color "; pero actualmente en los analisis. los 

componentes no se diferencian en func1on del color. 

La base de la Crom.:1togt'afia es la migracion diferencial de 
las moleculas. esto es. que su fluir desde el punto de partida se 
hace con velocidades distintas para cada componente; la muestra 
que debe analizarse esta en una Fase Movil, liquida e 9aseos,:;l, y 
se la pasa a traves de un medio estacionario que puede aer un 
solido o un liquido contenido por un solido. Puesto que cada uno 
de los componentes de la muestra pasa por el medio estacionario a 
velocidad diferente. puede ser separado de los demas en forma 
efectiva~ 
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DE ACUERDO A LA NATURALEZA DE LAS FASES INVOLUCRADAS 
Y A LOS MECANISMOS DE SEPARACJON, LA 

CROHATOGRAFIA SE DJYJDE EN r 

~------~ ¡)CROMATOGRAFJA GAS-LIQUIDO <PARTICION>I 
CROMATOGRAFIA _J 

DE 
GASES 

L¡CROHATOGRAFIA GAS-SOLIDO <ADSORCION>I 

CROMATOORAFJA EN CAPA 
Í DELGADA (ADSORCJON> 

CROMATOGRAFJ A -

............. r 
PLANA 

l_ CROMATOGRAFIA EN PAPEL 
<PARTICJON> 

DE 
LJQUJDOS 

l 
CROMATOORAFJA LJQUID0-

1 
SOLIDO <ADSORCJON> 

CROMATOORAFJA LIQUIDO

~------~ 1 Í LIQUIDO (PARTICJON> 

CROMATOORAFIA ::_j 
EN COLUMNA =il 

r'"'c"'R=-o=H'"'A_T_O:-G-R,,__A_F_I_A_D __ E_I_N_T_E_R __ ., 

CAMBIO IONICO 



CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION ( CLAR ) 

En el cuadro anterior mostramos como se divide la Cromato
grafia en 9eneral; por lo que ahora. solo nos enfocaremos a la 
Cromatografia que utilizamos para realizar éste trabajo. 

La Cromatografia de Liquides de Alta Resolución también es 
conocida como Cromatoqrafia de Liquides de Alta Presión C CLAP > 
o Cromatografia Liquida Moderna. 

El é::ito en la aplicac:10n de la Cromatografia de Liquides de 
Alta ResoluciOn para un compuesto dado consiste en la combinacion 
adecuada de las condic1ones de operacion. es decir: el tipo de 
columna. la c:onstitucion de la fase movil, la longitud y diámetro 
de la columna. la velocidad de flUJO de la fase móvil.etc:. 

La mi9raciOn diferencial en la CLAR es ·el resultado del 
equilibrio de distribuciOn de los di.ferentes constituyentes de 
una mezcla entre la fase estacionaria y la fase móvil. Dichos 
componentes se separan en la columna y al sal ir de esta son 
conducidos por la fase móvil y en el orden en que emergieron 
hacia un detector donde se registran sus concentraciones y sus 
tiempos de retención en la columna. Un registrador de senales, ya 
sea un graficador o un integrador nos da el cromatograma resul
tante donde muestra cada compuesto que sale de la columna en 
forma de picos simetricos con un tiempo de retención carac:teris
tico por lo que éste tiempo puede utilizarse para identificar al 
compuesto. Este tiempo de retención. tr. se mide desde el momento 
de la inyección de la muestra hasta el momento en que aparece el 
má:<imo del pico en el cromatograma. 

Los mecanismos o, procesos de separación que dan como t~esul
tado la retención de las moleculas de una muestra por parte de la 
fase estacionaria dan lugar a los diferentes métodos de Cromato
Qrafia Liquida esto 

Cromatoqrafia 1 iquido-1 iquido o de particion, que consta 
de una fase estacionaria liQuida de composicion diferente al de 
la fase móvil e inmiscible en ella. Las moleculas de la muestra 
se distribuyen entre ambas fases como suc:ederia en una e)(tracción 
liquido-liquido. 

- Cromatograf ia l iquido-sOl ido o de adsorc: ion incluye parti-
culas de gran área superficial donde las moléculas atraidas. 
y por lo tanto. retenidas. 

Cromatografia de intercambio iOnico en donde la fase 
estacionaria contiene qrupos iOnicos fijos como·sa3 • junto con 
iones de car9a opuesta. Estos Ltltimos estan presentes en la fase 
movil en forma de sales. De esta manera las moleculas ionicas son 
retenidas en la columna por el intercambio ionice. de acuerdo a 
la siguiente e:<presión ; 
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Por Ultimo, la Cromato1;,rafia de eHclusian molecular. en 
la cual el empaque es un material poroso donde el tamar'to del poro 
esta bien definido. De esta manera. las moleculas Que son dema
siado grandes para el poro salen rapidamente de la columna mien
tt•as que las pequef'fas penetran en los poros prolongando su tiempo 
de elucion. Este tipo de cromatoc;wafia es muy empleado para 
separar compuestos por su tamaho molecular. 

Existen modificaciones a los tipos de cromatografJa mencio
nados como en la Cromatocwafia de Fases Enla::adas. 
Esta variante se puede 1 ievar a cabo en Fase Normal o Fase Inver
sa <Reversa). 

- La F••• Nar .. 1 está constituida por una F•se Est•cio"'4ria 
Polat", generalmente silica. cuyas propiedades de superficie son: 
SiO <silanoles libres). que no sea ct•istalina, que sea porosa, 
amorfa y que tenga un alto potencial de h1dratacion <esto facili
ta que se empape fácilmente con la fase móvi 1 >; y una Fase M6vi l 
No Polar. 

- La F.asa Inversa (Rever~) involLlcra una F.ase Es't•cianari• 
No Polar como cadenas de hidrocarburos de 8 a 18 carbonos unidos 
a los grupos silano del soporte y se utili::a por lo general con 
F•ses "ºviles t1u.y Palar•• para separar componentes poco polares. 

Los parametros que hay que considerar para que se lleve 
cabo una buena separación son: 

-Factor de capacidad l<'<retenciónl I''=~ 
Vo 

donde: t<:"=tr tiempo de retencion 
Vo = volumen muerto 
V1= tiempo en que tarda en seslir el compuesto de 

interés 

-Eficiencia o Nl.'.1mero de F'latos TeOr1cos 
que estan relacionados directamente con 
la columna 

donde: N= numero de platos teóricos 
ancho de la base del pico 

N= 16 ~J 

v= tiempo que tarda en salir el compuesto de 
interés 

16= esta constante depende de a que altura del pico 
se mida el ancho de la base del mismo. Depende 
del método que haya utili::ado el fabricante para 
determinar el numero de platos teóricos. 
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Existen varios métodos para determinar loe platos teóricos 
entre los que encontramos: 

- Métodos Manuales 

a> lnflección (o 2 sigma) 
b> Altura ~ la mitad del pico 
c> Tangentes 
d) Relación altura/área 
e> 4 Sigma 
f) 5 Sigma 

- Metodos computarizados 

w 

w 

Wh 

W3 

W4 

W5 

Wbase 

a> Asimetri• 
b) Momentos 
c> Concreto 

N=•M 
' Método 

4 lnflección 

5.54 Media altura 

9 3 

lb 4 

25 5 

16 Tangentes 

d"'l pico 
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o 

Métodos Manualea para deblrmlnar 
Platos .Teórico• 

" Altura del Pico 

"''J. 
f1 

.__ W1 

- U)\¡ 

lUa<r 

U)~d' 

. \<lbcr 
/ \..,,,, . 

Tabla 5 sigma (5o) 

;:,_ ~ 
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- Selectividad es. la r'elaciOn de las retenciones 

a= J'.lf. = _y.-.__-: Vo 
Ka' V.i - Vo 

donde: K'=tr= .tiempo de retenciOn pico muestra 1 
K'=tr'= tiempo de retencion pico muestra 2 
Vo= volumen muerto 
V1 = tiempo que tarda en eluir la muestra 
V,= tiempo que tarda en eluir la muestra 2 

-Resolución es la capacidad que tiene la columna de separar 
completamente una muestra de la otra. Se recomienda que el resul
tado de la resolución esté por arriba de 1.5. Ya que mayor 
valor' de R la separación será mejor. 

R _V•- V1 .. 
112 cw 1 + w¡ 

dondes R = Resolución entre los picos 
V,= tiempo que tarda en eluir la muestr•a 1 
V2= tiempo que tat'da en eluir la muestra 2 
W,= ancho de la base del pico muestra l 
W;= ancho de la base del pico muestra 2 

El uso de integradores evita los errores en la medición de 
las áreas. Estos integradores registran las sel"fales e imprimen el 
área de los picos en forma numer1ca. 

Es conveniente adicionar un estándar interno pat•a a.si mini
mizar errores de inyeccion. medicion o proceso de la muestra. 
Dicho estándar debe, de preferencia., ser químicamente si mi lar al 
activo o activos de interés pero con un tiempo de retención 
diferente además de que en el proceso de separación y detección 
no presente gr-andes variaciones. Este estándar debe especificarse 
en la monogra.fia y su área debe relacionarse al área de los picos 
de la muestra obteniendo asi un área relativa constante que no se 
vea afectada. pot" variaciones en el proceso de pt"eparaciOn de la 
muestra o del volumen inyectado de la misma. 
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EQUIPO 

Esencialmente un Cromatógrafo de Liquides de Alta Resolución 
consta de las siguientes partes: 

1.- Sistema de bombeo 

2.- Sistema de Inyecc10n 

3.- Columna 

4.- Detector 

5.- Registrador de sel'lales (graficador o inteqrador>. 

1.- Sistema de Bombeo 

Tiene por objeto impulsar la fase móvil a través de la 
columna. Las caracteristicas más importantes en las cuales debe 
constar un sistema de bombeo para CLAR son: 

a) Reproducibilidad 
b) Velocidad de Flujo 
e> Presión media adecuada 
d) Componentes resistentes a solventes 

Existen básicamente dos sistemas de bombeo y cada uno tiene 
sus ventajas y desventaJas. Estos tipos son: 

Bombas de flujo constante que mantienen una velocidad de 
flujo de la fase móvil constante. Entre estas se cuentan las 
bombas reciprocantes que funcionan a base de pistones que impul
san el solvente que entra a camaras con una capacidad de volumen 
pequeña; en estas bombas se qeneran pulsaciones de la fase mOvil 
que provocan perturbaciones en la linea base; las pulsaciones se 
corrigen mediante dispositivos especiales. 

Otro tipo de bombas de flujo constante son las bombas de 
desplazamiento positivo que pueden tener dos formas: como jeringa 
o como amplificador hidraulico.La primera es parecida una 
jerinqa cuyo émbolo actúa mediante un espiral que empuja el 
solvente y la segunda amplifica la presiOn del solvente mediante 
un sistema hidráulico. Este tipo de bombas reduce las pulsaciones 
del solvente. 

Bombas de presiOn constante que tienen la desventaja de 
que es necesario mantener la viscosidad del solvente. la tempera
tura de la columna y la pres1on constantes.La ventaja es que si 
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éstos parámetros se mantienen, se controlan totalmente las pulsa
ciones.La forma más sencilla de estas bombas emplea presion de un 
gas inerte para prEo>suri=ar el solvente. El problema es que parte 
del gas se disuelve en el solvente y esto forma burbujas en el 
sistema • Otro sistema para estas bombas emplea un amplificador 
neuma.tico que reduce el efecto del qas utilizando un pistón, 
reduciendo de esta manera el contacto del solvente con el qas 
comprimido. 

Estos normalmente son sistemas isocraticos. es decir, Que 
mantienen constante la µroporcion de ·los solventes en la fase 
movil, sin embarqo, estos sistemas Qeneralmente no son aplica.bles 
a separaciones en me::::clas de salutes con valores muy variables de 
f(, en donde es necesario utili::::ar sistemas de elucion con gra
diente. Estos sistemas utili::::an dos bombas que son programables 
para modificar, en forma lineal o e::ponencial, las proporciones 
iniciales de los solventes. En estos casos los solventes que com
ponen la fase móvi 1 se encuentran separados y alimentando cad'3! 
uno a su respectiva bomba. 

Los solventes se me::::clan en la proporción deseada en una 
ca.mara que se encuentra antes de la columna. El inconveniente del 
gradiente es que su uso es muy dificil con ciertos detectores 

los reft•actómetros. 

2.- Sistema de Inyección 

Un factor muy importante para obtener una buena resoluciOn 
en la separación es la adecuada introducción de la muestra en el 
sistema. La manera ideal de introducir o inyectar• la muestra, es 
en forma de "paquete" pequetio ya que esto ayuda en la cbtenciOn 
de picos simetricos y angostos. 

E:<isten dos métodos principales para introducir la muestra 
en una columna de CLAR; estos son por medio de una vá.l vula de 
inyeccion IJ por métodos de detención de fluJo. Los metodos de 
detención de flujo requieren que el fluJo de la fase movil hacia 
la columna sea detenido o desviado mientras la muestra es intro
ducida en la columna. Lueqo se reinicia el flUJo y el proceso de 
separación comienza. El matado más común para intoducir la mues
tra es usando una va.lvula de inyección. 

El ºloop" de la muestra se saca del fluJo cambiando la 
válvula a la posición de carga. En esta posicion el flujo de la 
fase móvil pasa a través de la valvula directamente a la columna. 
Ahora es cuando se introduce la muestra al "loop" de la 
válvula, usando una jerinqa. El "loop" se puede llenar parcial o 
totalmente, pero si se requiere precision se recomienda 1 lenar~o2 



totalmente. Cuando se cambia la valvula con la muestra la 
posición de inyectar. la fase móvil ahora viaja por el "loop" y 
lleva a la muestra hacia la entrada de la columna. El flujo de la 
columna solo se interrumpió momentáneamente por el cambio de 
posición de la válvula. 

En la actualidad la inyección de la muestra se puede hacer 
en forma automática. Primordialmente, los inyectores automáticos 
consisten de una válvula de inyeccion automatica, un sistema de 
llenado de la válvula y un control elec:tronico que sirve para 
controlar funciones tales como; tiempos de inyecc10n, tiempos de 
corrida, velocidades de llenado, númS?ro de inyecciones por mues
tra, volumen de inyecciOn, 1dent1ficac10n de muestra, lavado de 
valvula y jeringa, inicio de inyeccion para el registro, asi como 
la operación de programadores de gradientes o controladores de 
sistema. 

E::isten principalmente 3 metodos. por medio de los cuales los 
inyectores automáticos llenan la válvula de inyeccion: 

1.- Oespla=amiento positivo 

2.- Succión 

3.- Con jerinqa 

Si se utili:a el metodo de despla:amiento positivo es nece
sario sellar el vial que contiene la muestra. Cuando se lleva a 
cabo la carga de la muestra, una aguja doble pasa a traves del 
sel lo y el aire penetra por uno de los conductos de la aguja. 
Este aire presuri=a el vial y obliga a la muestra a salir por el 
segundo conducto de la aquja. hacia la válvula. Cuando la intro
duc:ción de la muestra se hace por succión se utiliza ya sea un 
sistema de vacio o una Jeringa de mayor volumen y los viales que 
contienen la muestra normalmente no estan sellados. 

El tercer método de introducción utili:a ur.a jeringa normal 
de CLAR. La jeringa es automatica y generalmente puede ajustarse 
para dar varios volumenes. sin cambiar ya sea la jeringa el 
"loop" de la valvula. Los viales de la muestra pueden estar 
sellados o abiertos para este metodo de 1ntroduccion. La aguja de 
la jeringa entra en el vial de la muestra y saca el volumen 
requerido de muestra. Luego la jeringa carga la muestra en la 
válvula de inyecc:ion, de la misma manera como s1 se usara la 
válvula en forma manual; finalmente la válvula es accionada y la 
muestra se introduce en la columna. 

Los sistemas de inyeccion automáticos obviamente permiten 
una operac1on sin atencion pero tambien tienen un beneficio 
adicional. Estos inyectores eliminan algunos de los errores que 
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3. - Columnas 

Se considera a la columna como la parte fundamental de la 
cromatografia ya que es en esta. donde se 1 leva a cabo la separa
ciOn. El material de empaque seleccionado depende basicamente de 
la separación que se desee hacer. 

Las dimensiones de una columna dependeran tambien del tipo 
de separación que se desee hacer. Las mas comunes son las fabri
cadas con acero ino:ndable aunque tamb1en las hay de vidrio. La 
longitud puede ser de 10 cm a 1 m. Al aumentar la longitud aumen
ta el número de platos teorices y por lo tanto. se obtiene una 
mayor resolucion aunqLte en ocasiones es mas importante el tipo de 
empaque y el tamaf'lo de partícula de este, ya que al elevar el 
área de superficie del empaque. se aumenta la interaccion del 
soluto con la fase estacionaria. 

La eficiencia de las columnas se ha elevado con dispositivo~ 
y técnicas de empaque que meJoren el contacto del soluto con la 
fase estacionaria en su paso en la fase movil. Uno de estos 
sistemas consiste en la compresion radial de una columna hecha de 
un material flexible disminuyendo asi los espacios vacios que 
quedan entre la pared de la columna y las particulas. 

Por otro lado. actualmente se emplean materiales de empaque 
con particulas muy pequel'1as que elevan el área superficial total. 
pudiendo reducir así las dimensiones de la columna. Otra manera 
de mejorar la eficiencia y la resoluciOn es el empleo de hornos 
que mantienen una temperatura constante a lo largo de la columna. 
Cuando se tienen valot·es de K muy semejantes. es conveniente el 
empleo de temperatura para loQrar buenas separaciones. 

A continuacion se presenta una 1 is ta de los empaQues 
empleados en Cromatoqrafia de Liquides de Alta Resolucion. 

- Octadecil-silano enlazado quimicamente a silica porosa o a 
microparticulas de cerámica de 5 a 10 ,um de diámetro. 

- Octadecil-silano enlazado quimicamente a gel de silice con 
una superficie de porosidad controlada y que a su vez ha sido 
unida a un núcleo sólido esferico de 30-50 ~m de diámetro. 

- Particulas de silica porosa de 5 a 10 µm de diámetro. 
Gel de si 1 ice con una superficie de porosidad controlada 

unida a un núcleo sólido esférico de 30-50 ,.um de diametro. 
- Alúmina con una superficie de porosidad controlada unida a 

un nUcleo sólido esférico de 30-50 ,\.lffi de diametro. 
Empaque de intercambio cati6nico fuerte: Pol imero de 

fluorocarbón sul fonado cubriendo un núcleo sol ido esférico de 
30-50 ,um de diámetro. 

Octilsilano enlazado químicamente a particulas de silica 
totalmente porosa de 5-10 ,um de diámetro. 
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Capa 
qutmicamente 
diámetro. 

monomolecular de aminopropilsilano enla:ada 
un soporte d~ gel de st 1 ice porosa de 10 um de 

Gel de si 1 ica totalmente porosa e irregular de 10 um con 
una cubierta enla;:ada quimicamente de un intercambiador cationico 
fuertemente ac ido. 

Grupos nitrilo químicamente enla::ados parttculas de 
silica porosa de 5-10 um de diámetro. 

Grupos fenilo qutmicamente enlazados a particulas de 
silica porosa de 5-10 um de diametro. 

Empaque de intercambic-anionico fuerte formado por una 
amina cuaternaria enla:ada qutmicamente a un núcleo esférico de 
st 1 ica de 3c)-5ú um de diámetro .. 

Trimetilsilano enlazado quimicamente parttculas de 
silica porosa, de 5-11) um de diámetro .. 

Gel de silice de 10 um de diámetro con un intercambiador 
anionico de amonio cuaternario fuertemente basteo. 

Hexilsilano quimicamente enlazado a silica totalmente 
porosa de 3-10 um de diámetro. 

4 .. - Detectores 

El fin de un detector de CLAR es el de monitorear la 
composicion del 1 iQuido que e luye de una columna de cromatograf ta 
y por lo tanto hacer posible un registro de como la composición 
varia con el tiempo. Existen varios tipos de detectores, los 
cuales tienen aplicaciones diferentes, seqün el tipo de moléculas 
que se separen. Conociendo como trabaja un detector en términos 
generales, es posible determinar que detector cubre mejor 
necesidades particulares. 

La si9uiente es una lista de al9unos de los detectores más 
utilizados en cromatografta liquida: 

1. Detector Espectrofotometrico <UV/VIS> 
2. Detector de Indice de Reft·acción 
3 .. Detector de Fluorescencia 
4. Detector Electroquimico 
5. Detector Infrarrojo 
6. Detector de Conductividad 
7. Detector de Radioactividad 
B. Detector por Espectrometr-ia de Masas 

Antes de discutir la operación de los detectores ser-a de 
ayuda explicar algunos terminas que se usan para describir y 
comparar- los mismos. Estos termines incluyen el ruido. I• deriva 
y !A lin•arid4d . El ruido se refiere a la inestabilidad de la 
linea basal y normalmente se mide en desviaciones porcentuales de 
una escala establecida. El ruido también se puede medir en uni
dades 
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absolutas considerando las oscil.:i.ciones deJ reQistro de un pico a 
otro. Causas múltiples como impure;:as en la fase movil, tierras 
mal establecidas. solventes inmiscibles o fallas electronicas 
entre otras. pueden ocasionar el ruido. 

Por otro lado. la deriva se puede describir como el 
movimiento lento hacia arriba o hacia aba.Jo de la linea basal en 
un periodo de tiempo considerable. Estos cambios de la linea 
basal normalmente miden en unidades de cambio por hora y 
generalmente se asocian con cambios de temperatura o de la fase 
movil. Finalmente, se dice que un detector es lineal. si la 
respuesta eléctrica producida por el mismo es directamente 
proporcional a la masa o concentra.cien de los componentes que 
pasan por el detector. 

La linearidad se e::presa como una desviacion porcentual y se 
define para un rango establecido de deteccion. El 1~anQo dinamico 
de 1 inearidad es- otro numero sin unidades que · proporcion.a 
informacion a cerca del ran90 de masa en el cual el detector es 
lineal. 

Los detectores pueden ser clasificados en forma q.ruesa en 
dos tipos: los detectores de propiedades generales. los cuales 
funcionan midiendo alquna propiedad fisica general del eluente de 
la columna, por ejemplo la constante dieléctrica o el indice de 
refracción. Estos detectores responden a una amplia gama de 
sustancias casi con la misma sensibilidad. por lo que son 
conocidos como detectores univer'sales o no especificas. 

El segundo tipo de detectores son aquellos que son 
selectivos en su respuesta. Estos son detectores de propiedades 
del soluto y funcionan midiendo una propiedad fisica o química 
del mismo soluto. como la absorcion ultravioleta. 

Las caracteristic:as ~ ~ ~ J.!.!l detector ~ 2 
enume;::;.:;- a continuacion L 

a> Tener un diseho tal, que los componentes de la muestra, 
no se mezclen al pasar por el detector. 

b) Tener una serial de ruido y de deriva baja de tal manera 
que los componentes que eluyen en pequeña cantidc:id, puedan ser 
distinguidos. 

e> Tenga un tiempo de respuesta rdpido para no distorsionar 
los picos que eluyen rápido. 

d> Tenga un ranqo dinámico lineal amplio para que el 
análisis cuantitativo se pueda llevar a cabo. 

e> Sea relativamente insensible a cambios en la velocidad de 
la fase móvil. temperatura o composicion. 

f) Responda de la misma manerC\ a todas las sustancias, o 
bien si es selectivo.se pueda ajustar fácilmente para que la 
respuesta a cada sustancia sea optima. 

g> Debe ser fácil de manejar y confiable. 
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Se han propuesto detectores para CLAR basados en variados 
principios de operación, sin embargo solo algunos son lo 
suficientemente versa ti les para usarse y producirse 
comercialmente. A continuacion se mencionan solo aquellos que son 
mas usados. 

Oetectct" ~ Absorc ion .!..!dYL.Y..!fi 

Estos detectores son los de m~s use en CLAR y responden 
aquellas sustancias que absorben luz visible o ultravioleta. Una 
gran cantidad de compuestos caen en esta categoría, incluyendo 
sustancias que tienen electrones sin compartir como las olefinas, 
asi como todos los aromáticos y compuestos que tienen enlaces del 
tipo >C=O, >C=S, -M=O, -N=N-. 

A la salida de la columna el ha= de luz es enfocado a través 
de la celda de flujo hacia el sistema de foto-detección. Cuando 
los salutes que absorben luz se encuentran en la fase móvil, la 
intensidad de la luz se encuentran en la fase movi 1, la 
intensidad de luz que llega a la fotocelda se reduce produciendo 
un cambio en la sef'ral eléctrica, la cual puede ser amplificada e 
introducida a un registro o sistema de datos. La relacion entre 
la absorción de luz: en la celda de fluJo y la concentración del 
salute está dada por la ley de Beer: 

A=ELC donde: A= Absorbancia 
E- Coeficiente de extincion del salute 

a una longitud de onda 
L= Paso de luz de la celda de flujo 
C= ConcEntrac:ión del soluto en la 

celda 

La sensibilidad del detector será directamente proporc:ional 
al valor del coeficiente de extinc:iOn y al p~so de luz de la 
celda. La mayoria de las celdas tienen entre 1 y 10 mm y varian 
en volumen de o .. 5 a 20 ul. 

E>eisten diferentes categot•ias de detectores 
espectrofotométricos: 

a> Detectores de longitud ~ Q!!f!s fija. Utilizan filtros 
para fijar la longitud a 254 nm. 

b> Detectores con longitud 9.g, Q!!f!s seleccionable. En estos 
se intercambian filtros, lo cual permite seleccionar diferentes 
longitudes de onda directamente de una lámpara de mercurio. 

c) Detectores con selec:ción ~· Si mi lares a los anteríores 
pero tienen un sistema doble de detección que permite monitorear 
la celda de flujo a dos longitudes de onda, con lo c:ual se puede 
conocer la relación entre ambas longitudes. 
Esta relaciOn es útil para identificar picos y confirmar su 
pure:.!!a. 
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d) Detectores de longitud Q.!! ~ variable. Per•iten unm 
gran flexibilidad para optimi=ar los longitudes de onda. Utilizan 
un monocromador para seleccionar la longitud de ond•. como en un 
espectrofotometro. 

e) Detectores de ~ <UV/VIS>. La caracteristica 
principal de esta detector es que puede barrer rapidamente por 
varias longitudes de onda durante la elucion de un pico de 
cromatografia. Esto permite obtener un espectro de absorción para 
identificar la lonQi tud de onda Optima. Con los detectores de 
barrido se pueden reali::ar varias funciones en forma simultánea 
tales como cramatogramas a dos o mas longitudes de onda. gráficas 
de relación y barridos rápidos. Tambien es posible programar 
cambios en la longitud de onda mientras se realiza una corrida, 
lo cual permite optimizar aún mas la lonqitud de onda. 

Este detector tambien conocido como refractometro 
diferencial. Se basa en el hecho de que la mayoria de los 
liquides tienen diferente indice de refraccion. El detector mide 
la diferencia entre la fase movil pura y el salute que eluye de 
la columna. El detector de indice de refraccion es casi un 
detector universal. pero es poco popular en cromatoc;irafia liquida 
poi~ las siguientes ra=ones: 

a) Tiene menos sensibilidad que los detectores por 
fluorescencia o ultravioleta .. 

b) Es sensible a variaciones de temperatura .. Esto se debe a 
que el indice de refracción cambia con la temperatura. Por otro 
lado los elementos Opt1cos del sistema están dise~ados para 
detectar cambios pequertos en el anqulo de la luz y por lo tanto 
cambios en la temperatura ocasionan variaciones ópticas. 

c> Tendencia a romperse y sensible a la presión. También la 
celda de fluJo del detector es muy fragil .. 

d) No puede usarse normalmente para gradientes.. Si la 
composicion de la fase movil cambia. el indice tambien cambia. La 
eluciOn con gradiente solo se puede hacer dividiendo el flujo de 
la fase movil usando dos columnas. una para la muestra y otra 
para la refet•encia. 

Detector Q.!! Fluorescencia 

Las ventajas mas grandes de la fluorescencia son la 
selectividad y la sensibilidad. Se trata de una tecnica muy 
poderosa cuando se realizan analisis de sustancias que existen en 
muy pequet'fa cantidad ( tra=as>. 

Pero. le.orno se puede definir la fluorescencia?. Cuando una 
molécula absorbe enerqia ocupa un estado de energia excitado. 
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Esta energia debe disiparse antes de que la molécula regrese a su 
estado normal o nivel de energia basal. Si la molécula cae 
instantáneamente a su nivel basal con la emisiOn de energia en 
forma de luz se dice que fluoresce. La luz emitida es 
generalmente de baja energia <mayor longitud de onda) que la 
radiación de excitación. Es importante hacer notar que la 
f luorescenc 1a no se presenta de que haya primero 
absorción de energia. 

La cantidad de fluore9cencia o eficiencia <F> se puede 
definir sencillamente como la relación entre el número de fotones 
emitidos con el número de fotones absorbidos. De tal manera que 
la eficiencia F tiene un valor máximo de 1. Las moléculils con un 
valor F mayor a 0.5 son altamente fluore&centes, mientras que 
los compuestos que tienen un valor de F menor a 0.1 tienen muy 
poca fluorescencia. 

Ahora bien, ?que tipo de compuestos tienen fluorescencia·?. 
Estos compuestos se pueden dividir en dos grandes grupos; nativos 
y derivados. 

1> Fluorescencia nativa. - Son compuestos con estructura 
clinica, tales como el anillo bencénico. Es dificil predecir la 
fluorescencia ya que ésta depende del pH, &olvente y el tipo de 
sustitución. 

2> Derivados Fluorescentes.- Para aquellos compuestos que no 
poseen fluorescencia nativa se pueden emplear técnica• de 
derivación. 

a) Cloruro de Dansilo1 Este compuesto reacciona con aminas 
primarias y secundarias asi como fenoles.Se utiliza como una 
derivación precolumna. 

b) Fluorescamina1 Reacciona con las aminas primari•s y se 
emplea para una derivación postcolumna. 

e) Opa (0-ftaldehido); Este compuesto también reacciona con 
las aminas primarias y lo hace en el rango de picomoles. Se usa, 
para derivaciones pre y postcolumna. 

S.- Registrador de Sef'lales 

Al emerger un compuesto ya separado en la columna y pasar 
por el detector, la serral que provoca en éste debe ser registrada 
por un graficador o un integrador. 

En el caso del gr•ficador es necesario calcular manualmente 
el área obtenida para cada pico. El método mas sencillo de 
medición es mediante la altura de los picos desde la linea base 
al máximo del pico aunque es deseable tener una linea base esta
ble para obtener la máxima precisión. Otros métodos de medición 
involucran el cálculo del área bajo el pico. Dicha área puede 
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calcularse de muy diversas maneras: si el p1c:o es simetric:o puede 
medirse el ~rea por trianoulación prolonQando los lados del pico 
hasta la linea base midie~do el ancho y ia altura del pico. Otra 
forma es utilizando un planimetro o bien. recortando y pesando 
del área obten ida. Una manet·a muy c:omun es midiendo la al tura de 
estos y multiplicarlo por el ancho del pico medido a la altura 
media. 

Instrumentos alternativos al reqistrador en papel son desde 
un simple integrador de canales múltiples o sistema de manejo de 
datos hasta computadoras de alta capacidad c:on software 
especifico. 

"'º 



Propiedades ~ Fases Est.acionar1as ~ Cromatograt 1a ~ ~ 
~~ 

El empleo en forma rutinaria de la Cromatoqrafia de Liquides 
de Alta Resolucion como una técnica analítica. ha sido elltend1da 
ampliamente en diferentes areas de la industria. En la actualidad 
los sistemas son f~c1les de utili~ar, la cuant1f1cacion es simple 
y precisa, la sensibilidad. asi como el númer•o de aplicaciones se 
ha incrementado. El namero ilimitado de combinaciones de fase 
estacionaria y móvil, proporciona amplias posibilidades para la 
separación de solutos con diferentes caracterist1cas y propie
dades. 

En la etapa de desarrollo de la separacion, la seleccion de 
la fase estacionat"ia define en ~wan medida el exito de esta. 
Existen algunas caracteristicas para los empaques de fase reversa 
que en ocasiones son desconocidas o ignoradas y que se relacionan 
directamente con el comportamiento de los salutes en el sistema. 
La forma mas sencilla de comprender el comportamiento de las 
fases estacionarias es conoc1endo sus propiedades fisicas. En 
fot'ma intuitiva sabemos que en empaques de fase reversa (C18> de 
diferentes proveedores y con caracteristicas supuestamente equi
valentes, los resultados no seran eHactamente los mismos; también 
sabemos que de lote a lote podemos encontrar variaciones en su 
comportamiento. Esto nos indica que el procedimiento de manufac
tura define las propiedades de la fase estacionaria y por lo 
tanto su comportamiento. Dentro de estas propiedades fisicas se 
destacan el tamaf"fo de partícula. dittmetro y volumen de los poros, 
la cantidad de carbón y el proceso de recubr1m1ento final o ''end 
capping". Cada una de ellas afecta importantemente el desempel"lo 
del material de empaque y en forma definitiva a la separación 
cromatográ.fica. 

Ta.marro y Forma de Partícula 

Para fines analíticos se pueden encontrar materiales de 
empaque con tamarros que van de 4 a JO um. El valor es nominal, 
pues en realidad se presenta una distribucion de tamaf"los de 
pat"ticula. Esta distribución tiene un papel importante en paráme
tros como la pt"esión y la eficiencia. En forma teorica, mientras 
menot" sea el tamaf"fo de particula y mas homogénea sea su distribu
ción, mayor será la eficiencia y la presión del sistema. La forma 
de partícula es importante en cuanto a la resistencia que esta 
of rec:e a fenómenos de fractura. 
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Diámetro de Poro 

Ya que los empaques o soportes de fases estacionarias son 
materiales poliméricos <silica para la mayoria de las fases 
enlazadas a C18), en el proceso de manufactura se controlan 
parámetros como temperatura, velocidad de reaccion, cantidad de 
agua residual,etc., con la finalidad de regular el proceso de 
polimerización y definir de ésta forma el tamaho y volumen de los 
poros del mismo. Por lo tanto,es dificil suponer que el diámetro 
del poro es un numero singular, de nuevo, se trata de una distri
bución de diámetros de poro que puede tene~ un efecto su ti 1 en la 
selectividad de la columna. Generalmente el intervalo de 
diámetros de poro es grande en especial para empaques de forma 
irregular, ya que existen materiales de forma esférica con 
distribuciones de ta.marro de poro estrechas. El diámetro del poro 
es importante cuando se traba.Ja con muestras que contienen 
moléculas grandes que puedan experimentar algun efecto de 
exclusión por ta.marte, o peor aún, que puedan quedar adsorbidas 
disminuyendo su recuperación y la e:<acti tud de la cuan ti ficacion. 

El área de superficie esta intima.mente relacionada con ésta 
propiedad. Al incrementarse el diámetro del poro, area de 
superficie disminuye. De tal forma, materiales de empaque de 
tamaf'ro de partícula grande tienen área de superficie menor. 

Porosidad 

El volumen del poro es indicativo de la porosidad de la 
si 1 ica o material de soporte. Volumenes de poro grandes indican 
que el material de empaque tiene baja densidad y bajo ciertas 
condiciones será más susceptible a la fractura. Los primeros 
empaques de fase reversa con poros grandes fueron hechos incre
mentando el tamaf'ro de los poros de los empaques convencionales, 
al grado de hacet" las paredes de estos muy delgadas y las partí
culas muy frágiles generando columnas inestables. En la actuali
dad, la tecnologia se ha mejorado y los empaques con poros de 300 
A son resistentes y de uso muy común. 

Fase Enlazada 

Existen diferentes formas bajo las cuales la.s fases enlaza
das pueden ser sintetizadas. La más común utiliza un reactivo de 
si lanización monofuncional que forma un enlace único entre la 
fase enlazada <que puede ser C18) y la superficie de silica <fig. 



1> .. Este tipo de unión proporciona una superficie muy reprodL1c:i
ble con densidad de enlace controlada. En algunas ocasiones 
emplean rectivos de si la.ni::acion poli func1o~ales (gener~lmente 
tri funcionales) que pueden formar enlaces multiples con la supet -
ficie de la sil ica. El uso de estos reactivos conduce a 1'.ases 
enla::adas poliméricas. en las que mas de un aqente silan1=ante se 
une al otro en la superficie de forma hori::ontal o vertical (F1q~ 

2> .. Esta unión. a la ve:: que tiene di fer-ente selectividad t·espec:
to a las fases enla::adas monofunc:1onales. es mas dificil de 
controlar y tiene poca reproducibilidad lote a lote. La torm.a en 
l• que las re.acciones progresan o definen las carac:terist1cas de 
la filse enlazada se monitorea con la determina.cien de l.;i cantidad 

'de c•rbOn. 

C•ntidad de CarbOn 

EKiwten diversas técnicas para determinar la cantidad de 
c•rbOn; una de el las involucra el calentantiento del material d,~ 

emp•que •1 punto en el que la cadena h1drocarbonada se elimina; 
lA c•ntid•d de carbon se conoce ya sea por pérdida de peso o por 
d&t•rmin•cion de la cantidad de dio:<ido de carbono formado. Esta 
•• r•port• como porciento de carbon, el cual es la frac:c:ion en 
P••o de ••t• respecto al matet"ial de empaque. En forma teo1~1ca se 
••be qu• •1 incrementarse la cantidad de carbon por un aumento en 
la longitud de la cadena o por incremento en la densidad del 
enlace, l~ retencion de las columnas es mayor. 

El ca.porta.miento cromatoqráfico de las fases enla;:ad..,.s 
d•penda d• l• densidad de la union y de la •ilica empleada como 
soporte, ••f como del área de superficie del mismo material. Al 
••r m•yor lit densidad del material de empaque. se requiere mayor· 
cantidad de &flica para empacar la columna. Al ser mayor la mas,:1 
r•querid• ... yor será la cantidad de carbon en la columna. Si se 
ti•n•n do• ••teriales de empaque con densidades muy diferentes. 
pwro l• •i••• cantidad de carbon expresada en porciento de su 
P••o, lila columnas empacadas con estos materiales tendr.:i.n di fe
r•nci•• si9nificativas en las propiedades de retencion. Por esta 
r•zón •• dificil predecir el comportamiento cromatoQrafic:o con 
base en l• c•rga de carbón unicamente.. · 

End C.appinQ o Recubt~imiento Final 

Los reactivos de silanizaciOn C18 son moléculas grandes de 
•proxi•ad....,,te 20 A de longitud. que pueden causar impedimento 
estertco sobre otras moléculas de reactivos que intentan enla
Z•r•• • un grupo sil•nol adyacente, o en aquellas regiones de los 
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poros que estan estéricamente restringidas, lo que conduce 
presencia de grupos silanoles residuales en la superficie. 
grupos silanoles polares interaccionan con solutos básicos 
ciertas condiciones causando el coleo de los picos, lo que 
perjudicar la cuantificaciOn en la cromatografia analitica 
carga en las aplicaciones praparativas. 

a la 
Estos 
bajo 

puede 
y la 

Este problema puede ser resuelto llevando a cabo un recubri
miento final del e1,;¡:1aque. El proceso, llamado "End C•ppingº, es 
una reacción separada y subsecuente que se verifica sobre la fase 
enlazada para reducir el número de grupos silanoles sobra la 
superficie. Se utilizan moléculas pequeNas como el trimetilsilano 
y menos impedidas estéricamente que las moléculas de ClB. Algunos 
proveedores aseguran tener empaques 100 Y. recubiertos, pero en 
realidad, la mayorf.a de las fases estacionarias tienen sólo el 30 
'l. de los sitios de enlace disponibles. El recubri~iento más alto 
reportado hasta ahora es de aproximadamente 50 ;. con el empleo de 
técnicas quimicas muy sofisticadas y condiciones de reacción poco 
comunes. 

Uno de los parámetros más dificiles de controlar en l• 
manufactura de las fases enlazadas, es el garantizar que el 
proceso de "End Capping" sea reproducible .. 

El conocimiento de la anatomia básica de las columnas de 
silica de fase enlazada, ayuda en gran medida a la •elección de 
las fases est•cionarias en el proceso de desarrollo de las sepa
raciones cromatográficas y también a la comprensión de las carac
teristicas que estas poseen, asi como su posible influenci• sobre 
el comportamiento de lo5 solutos en el sistema. 



poros que estan estéricamente restringidas. lo que conduce 
presenc:i~ de grupos silanoles residuales en la superficie. 
grupos silanoles polares interaccionan con solutos basicos 
ciertas condiciones causando el coleo de los picos, lo que 
perjudicar la cuantificación en la crcmatoqrafia analitica 
carga en las aplicaciones praparativas. 

a la 
Estos 
bajo 

puede 
y la 

Este problema puede ser resuelto llevando a cabo un recubri
miento final del empaque. El proceso. llamado "End Cilpping", es 
una reaccion separada y subsecuente que se verif'ica sobre la fase 
enla;:ada para reducir el nomero de qrupos silanoles sobre la 
superficie. Se utilizan moléculas peque~as como el tr1metilsilano 
y menos impedidas estéricamente que las moléculas de C18. Algunos 
proveedores aseguran tener empaques 100 i'. recubiertos. pero en 
realidad. la mayoria de las fases estacionarias tienen solo el 30 
% de los sitios de enlace disponibles. El recubrimiento mas alto 
reportado hasta ahora es de apro:dmadamente 50 ·i'. con el empleo de 
técnicas quimicas muy sofisticadas y condiciones de reacción poco 
comunes. 

Uno de los parámetros mas difíciles de controlar en la 
manufactura de las fases enla::adas. es el garantizar que el 
proceso de "End Capping" sea reproducible .. 

El conocimiento de la anatomia básica de las columnas de 
silica de fase enlazada. ayuda en gran medida a la selección de 
las fases estacionarias en el proceso de desar~rol lo de las sepa
raciones cromatográficas y también a la comprension de las carac
teristicas que estas poseen. asi como su posible influencia sobre 
el comportamiento de Jos solutos en el sistema. 

~~;~"'"'"' ~J nnffkrdncb bi<\raht, frvmlrnk 

;r !:tY ~ 
•"'º"" ""11i~>b 

Riii 
¡:,~f. Unione; morofunc•O•"IO fts J ¡oliluoc1crolf.s 

1 ,,, lo suyrrtit.1't dt sdrca 

t"j2· :Enlace~ \iCf;zo,,ln1es :J"'!;"'~>de '""-. 
11m,lcs \?Clifuf1Cir>1alfs e11 la.":.1.J1"V1·'1~1e 
~ 5':1ica. 
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Adecuabilidad Qg_!. ~ 

Cuando se emplean métodos cromatograficos. la 
Cromatoqrafia de Liquides de Alta Resolucion o la Cromatografia 
de Gases. es conveniente verificar la adecuabilidad y eficacia 
del sistema en uso. 

Para comprobar la eficacia del sistema de operacion. este 
debe someterse a una prueba de adecuabi l idad cada ve= que se 
realiza un análisis; esto se debe a que siempre existen 
modificaciones. ya sea en las condiciones de operacion o los 
C:t"Omato9ramas. 

Dicha prueba abarca el concepto de electronica. equipo 
manejado, preparacion de muestras y operaciones ana 1 i t icas; 
constituyendo asi una prueba qlobal en funcion del 5istema. 

La adecuabilidad del sistema puede corroborarse mediante 
tres parametros que result.an muy utiles en estos casos: 

a) Reproducibilidad de inyecciones repetidas 

b> Coleo 

c) Resolución entre los picos 

a> Reproducibilidad de inyecciones repetidas.- se realizan 5 
inyecciones con la solución analitica los resultados se enpt~esan 

como la Desviación Estandar Relativa <DER>. 

Los calcules se expresan por la siquiente ecua.cien 

donde: SR ClOO 'l.>= Oesviacion Estandar Relativa en 100 /. 

X = Media de N medidas 

X.i= Media de la relacion de las respuestas 

del pico Rs ( cuando se usa estanda.r 

interrio >~ 
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donde: rs 

= Rs +~ .. 
respuesta correspondiente al pico del esté.ndar
de refet•enc ia 
respuesta correspondiente al p1co del estándar 
intet"no 

Los resultados de los cinco c:romatoqramas repetidos. usados 
-para realizar los calcules. a menos que en la monografía 
individual se especifique lo contrat•io; deben indicar que se 
encuentran dentro del limite de la Desviacion Estándar Relativa 
que es de 2 i'. <DER < 2 ~·.>. En el caso de que la DER sobrepase 
dicho limite; se utilizan los datos de seis cromatog;r-amas y el 
limite será mayor al 2 % <DER > 2 %J. 

Coleo.- es el limite m~i:imo permisible de asimetria del 
pico. Para un pico simetrico. el factor de coleo, T. es la unidad 
<T=l); pero este valor se incrementa cuando el coleo llega a ser 
mas pronunciado (T}l). 

Este coleo podemos definirlo como la relacion que e:<iste 
entre lo ancho del pico al 5 % de la altura del mismo partiendo 
de la linea base (W0.05), y el doble de la distancia. f, medida 
en la base del pico. 

T= W0.05 
21 

Resoluc:ion R.- asegura la separacion de los componentes que 
eluyen cerca. estableciendo asi la eficiencia general de 
separacion del sistema. o cuando un estándar interno es usado. 

donde: R 
Vl 
V2 
Wl 
W2 

R = V2 - Vl 
""T/2-(Wi-·+W2> 

Resolucion 
Tiempo de retenciOn del primer pico 
Tiempo de retencion del sequndo pico 
Ancho de la base del primer pico 
Ancho de la base del seQundo pico 
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PROCEDIMIENTO DE OPERACION PARA REGISTRAR EL DESGASTE DE 
UNA COLUMNA EN FUNCION DE LOS PLATOS TEORICOS 

CDltlNI flNIE Y TIPO DE COLllN QUE SE ESTA UJILJZllttlO 
NLISISI MllTAI llMllE<S> K El CLOS) IWIUSIS Y/O IOIBRE<SJ DE El <LOSJ PRIHCJPIOS ACUUOS A WLIZM 

FEClll H APEIJUU1 FECHA tEL DIA Elf QUE SE DIPEZO A USllR LA COLLlllA 

IJ F.afta f 2> H (pl1tHtHrlo11>f 3) Anallsls 4> F1clla '' Lava• 

22-83-1993 P~T~~r::g·~a1 e:" d:I 
Prlm1r ~nal i111 

No. de lot• qut u est" 1n11iundo 23·&3-1993 

9 11 11-83-1993 3281.8 No. d1 Lote qu111t1h1n1llUndo ll·&l-1993 

24 \1 25-83-1993 6876.J No. d& Lotl q1.11 u tsh analizando 25-13-1993 

13·1•H993 2277.1 No. dt Lote qu111uh1n1llundo 14·94-1993 

15-U-1993 4363.8 Llnurldad v Pr1c111on dtl Sistlma 1 1H14·\993 

16-14-1993 3112.4 Lin11rld1.dyPr1cisiond1ISi1tl1111JI 16 y 19-84-1993 

19-14-1993 1398.8 A1p1tlbl 1 id1id v Rlproducib1l 1d1d 1 28-84-1993 

21-14-1,93 12u.e R1p1tlbi l ldad v Rtproducibi l ldad JI 21-iJ4-199l 

21-14-19'3 1283.1 R1P1t1b1lld1d 21-14-1993 

22v23-84-1993 887,1 Linuridad del "•todo y Exactitud .1/ 181 % Z7·t4·1993 

SI la COllllM .. a .. ,. utlllu• ,., prhttra VIZ1 11 n•o•Arlo lfl&e .... paH un PIOI llt ••IHnh D , ... 

uvll ,.ra 1.,,.. .. ,. tolla la t11e t1taol1M.rla < •I solv1nt1 tl1n1 lfut str alltouallo al "" •• Hh•u.>. 
D11puu d1 P1A.tf1 ti sol111ntl, H n101u.rlo paArlt rast Rovll para aolfHllol1n1r la HI--.. 
Para c1l.aa1 dt FASE DfUEISA ti sol11nt1 •1 lll&do H 11 METMOl, par1 ti 0111 111 FASE llt9lll. H pllfft 

11tlllu.r ISOPIDUllJL. 

U Ftoha .- 111111 11 •••ta la ftoha 1111 dla 1n lfUI H ,..allzo 11 anall1f1 

2) N (l'lat11 Ttorloas> .- .a uta partt 11 anotan los platos ttorio11 itu ti111 la col111n1. H c.• une d1 
las an.111111, !il 11 lthMllnan con CUll~ltra dt 111 hnular 111 la paf, 21 1 
11 c.lculo d1p1nd1 dt la tor111 en CllltO dttt,..inafl los platH tHtloH tfl Hila -

uno dt los l1btr'1torlo1 11 11 dtttralna oon la •l .. f111 HYll un 11 11t.1 fP.11 

HtUflcad&, 

3) t11llsls .- aitul H anota ti noUrt dtl analtsl1 tf.ctU1do o lott dtl praduob ~ 11 anallio. 

·O Ficha d1 lavado .- .n 11ta colt11na 11 1Mta la ficha d1I dla 1n 11u1 tu• lavada la colmna, 11 laNd• 

d1Ptnd1 dtl tipo dt colt11na que SNJ H rtc•ltnda lfUI tn Cid.a hoJa dondt 11 11.V• 

Hh tlPO dt r1111tro1 11 ron11 c .. o H qur H lu.t.a la c1l1.111na, con llut dlsal111nt11, 
1to, 



Procedimiento l 

1> Retirar la columna del equipo. 

2) Conectar la salida del inyector con la entrada del 
detector. 

3) Fijar un limite de presion mci.:nmo permisible en lci bomba 
no mayor a 1000 psi. 

4) Pasarle el sistema aqua 9rado HPLC un volt.1men de 
aproximadamente 50(1 ml y un flujo de 5 ml1min. 

5) Pasarle al sistema HN0.3 6IJ un volumen de apro:omadamente 
100 ml a un fluJo de 5 ml1min. 

b> Pasar nuevamente aqua qrado HF'LC a un flujo de 5 ml1min. 
un volumen necesario para eluir completamente el medio .:.cido, 
para ello es recomendable medir el pH de salida y que este 
igual al de entrada. 

Este procedimiento es recomendable hacerlo por lo menos una 
vez al mes o dependiendo del uso de sales y la frecuencia. 
reali:arlo mas veces. 

Procedimiento !1. 

1> Repetir los puntos 1 al 4 del F'rocedimiento l.. 

2J Pasarle al sistema apro:nmadc:imente 100 mi de Metano! 
grado HPLC. 

3) Pasarle al sistema apro:umadamente 100 ml Acetoni tri lo 
grado HPLC. 

'4) Pasarle al sistema agua qrado HPLC un volumen de 
aproximadamente 500 ml. 

Este procedimiento es recomendable hacerlo por lo menos una 
vez al mes o mas veces. dejándolo a criterio del usua.r·io. 

Además, es importente no olvidar checar los componentes del 
sistema. por separado y de manera a.dJunta. para esto se recom1enda 
ejecutar las rutinas QUe sugiere el fabricante, relacionados con 
medición de flujos. volumen de inyeccion y respue:;;ta obtenida. 
a.si como prueba de Ramp de manera que la operac1on del ;;i:tema 
sea confiable. como confiable sean los resultado;; obtenioos del 
mismo. 
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CAPITULO 11. PREPARACION DE PLACEBOS 



FORMULA CUALITATIVA 

MARBETE 

CADA 100 ML CONTIENEN: 

MINOXIDIL ................................ 2 G 

VEHICULO c.b.p. .................... 100 ML 



LA FORMULA SE PREPARO CON LOS SIGUIENTES 

MATERIALES: 

DILUENTE (1) 

PROPILENGLICOL SIN FIERRO 

CLAVE: 463411 

LOTE: 3423 F 

ALCOHOL USP GRADO REACTIVO 

AGUA 

CLNE: 325600 

LOTE: 2345 F 

DESTILADA POR SISTEMA MILLl-Q 

MINOXIDIL USP (MATERIA PRIMA) 

LOTE: 246687 

LOTE:3469 F 

PUREZA: 98.63 '!lo 

Not•• I• cJavH y lotea •o• lnnnl•da• •JE•Plo I• paraa del MlnoJtldll. 
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TODOS LOS COMPONETES EXCEPTO EL MINOXIDIL 

SE AGITARON POR ESPACIO DE UNA HORA 

LINEAR/DAD DEL METODO 

SE CARGARON PLACEBOS CON TRES CONCENTRACIONES EN 

DOS DIAS DIFERENTES INCLUYENDO LA QUE CORRESPONDE 

AL 100 96 

96 MG/ML 

95 1.9 

100 2.0 

105 2.1 
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LINEAR/DAD DEL METODO 

D!A UNO 

% MG REALES 

95 1.9011 

100 2.0086 

105 2. 1041 

LINEAR/DAD DEL ME TODO 

DIADOS 

% MG REALES 

95 1.9013 

100 2.0018 

105 2.1078 

LOS MG QUE FUERON PESADOS SE DISOLVIERON CON Dl
L UENTE I Y AGITARON HASTA SU COMPLETA DISOLUCION. 

YA QUE EL MINOXIDIL ESTABA COMPLETAMENTE DISUELTO 
SE PROCEDIO A AFORAR CON LA MISMA SOLUCION DILUENTE, 

ESTE PREPARADO SE COLOCO EN CONTENEDORES PREVIA-
MENTE LAVADOS COMO NOS INDICA EL W. T. O BIEN LA ORDEN 
DE PRODUCCION PARA EVITAR EL TENER RESIDUOS DE FIERRO 
EN LOS MISMOS, Y TAMBIEN PREVIAMENTE ETIQUETADOS. 
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PRIMER DIA 

CONSIDERANDO LA PUREZA 

1 PESO FISICO DE 

1 MINOXIDIL EN G 
1 -- - -- - -- ---

1 2.0086 

1.90 11 

X PUREZA 

98.63 

98.63 

MG 

ADICIONADOS 

1.98108 

1.87505 

1 2.1041 98.63 2.07527 

L--~-~~~~~~~~ 

NOMBRE DE QUIEN VERIFICO LAS PESADAS 

FIRMA 

FECHA 

J. ROJAS 
I 

/f'"'"' 
: ABRIL 22, 1993 

PLACEBOS PARA EL ANALISTA 

IDENTIFICACION DEL PLACEBO % REAL ADICIONADO 

p 99.05 

A 93.74 

z 103.75 
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SEGUNDO O/A 

CONSIDERANDO LA PUREZA 

PESO FISICO DE 

MINOXIDIL EN G X PUREZA . 
2.0018 98.63 

1.9013 98.63 

2.1078 98.63 

NOMBRE DE QUIEN VERIFICO LAS PESADAS 

FIRMA 

FECHA 

MG 

ADICIONADOS 

1.9743 

1.8752 

2.0789 

GL~O'i.~Y.SANCHEZ 
: &;f: 
: A Rlf. 29, 1993 

PLACEBOS PARA EL ANALISTA 

IDENTIFICACION DEL PLACEBO % REAL ADICIONADO 

p 98.71 

A 93.76 

z 103.94 

1? PLACEBO SIN CARGAR 



PRIMER D/A 

EXACTITUD AL 100 % 

SE CARGARON 6 PLACEBOS DE MANERA INDEPENDIENTE 
LOS CUALES FUERON AFORADOS A 100 ML CON 

DILUENTE (1) AGITANDO UNA HORA. 

MUESTRA PESO MUESTRA % ADICIONADO 

éN G 

11 2.0058 98.9 

12 2.0042 98.8 

13 2.0052 98.9 

14 2.0038 98.8 

15 2.0029 98.8 

16 2.0075 99.0 

NOMBRE Dé QUIEN VERIFICO LAS PESADAS J.ROJAS 

FIRMA ),.,. . 
/ 

FECHA ABRIL 22, 1993 
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SEGUNDO DIA 

EXACTITUD AL 100 % 

SE CARGARON 6 PLACEBOS DE MANERA INDEPENDIENTE 
LOS CUALES FUERON AFORADOS A 100 ML CON 

DILUENTE (1) AGITANDO UNA HORA. 

MUESTRA PESO MUESTRA % ADICIONADO 

EN G 

2.0037 98.8 

2 2.0020 98.7 

3 2.0044 98.8 

4 2.0170 98.9 

5 2.0055 98.9 

6 2.0260 99.9 

NOMBRE DE QUIEN VERIFICO LAS PESADAS J. ROJAS 

FIRMA 

FECHA ABRIL 29, 1993 
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ESPECIFICIDAD 

ESTA PRUEBA SE REALIZO CON EL PLACEBO 

MARCADO CON EL NUMERO 17, EL CUAL NO 

CONTENIA EL PRINCIPIO ACTIVO DE MINOXIDIL 

Y SOLO ES EL DILUENTE l. 
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CAPITULO 111. PARTE EXPERIMENTAL 



REACTIVOS, MATERIAL Y EQUIPO UTILIZADO l:N LA "'LIDACION 

REACTIVOS 
Dloctllaulfosucclnato de Sodio : Aklrk:h Chemlcal Company lnc. 

Metano! (Grado HPLCI : Baker An•lyzsd 
Acldo Aclftico Glacial (Grado HPLCI : Merck 

Agua Destilada : Sistema de Agua Milli-Q 

MATERIAL DE VIDRIO 

Matraces Volumétrlcoa de to mi, 60 mi, 600 mi, 1000 mi. 
Pipetea Volumétricas de 1 mi, 3 mi, 20 mi, 25 mi. 

Pipetas Graduadas de 5 mi, 10 mi. 
Matraz Kltaeato de 1000 mi. 
Equipo de Flltracidn Mlllipore 

Probetas Graduadas de 26 mi, 50 mi, 500 mi, 1000 mi. 
Viales de 4 mi (para las muestras), 10 mi, 30 mi. 

M..tíl"ERIAL AUXILIAR 

Jerlngaa de 6 mi con aguja 

Teponea con roaca para viales de 4 mi 
Septoa 
Filtros de 0.46 micras (Filtración de Muestras) 
Etiqueto : para la Identificación de reactlwa can cddlgoa de pre-

caución. 
Engargol•dor• 
TaponH de pláatlco pera viales 
Caaqullloa de Aluminio 
Taponea de Tallón para los matracea 
Eapátula de Aluminio 

Llneaa de suministro de : 
Energía Eléctrk:a 
Aire Comprimido 
Yacio 
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EQUIPOS E INSTRUMENTOS 

Balanm Analítica Mettler AE100 
Balanza Analltlca Meltler H64AR 
Balanza Analltlca Mettler Ak160 
Po18ncldmetro 691 pH Meter Metrohm 
Doaimat 666 Metrohm 
Agitador Magnético Magneatlr 

Cromaldgralo de Lfquldoa Watara 11 que consta de : 
- Bomba HPLC Watera 610 
- Controlador de Gradiente Automático 
- WISP Watera 712 
- Detector de Longitud de Onda Variable Watere 490E 
- Computadora NEC Po-rmate SX/16 
- lmpraaora NEC Plnwrllar P6200 
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Técnica Analítica 

La Técnica Analftlca para determinar el Mlnoxldll por HPLC Involucra 
diversos factores que hay que considerar; posteriormente preaentaremoa -
algunas modificaciones que se le hicieron para adecuarla a nuestras nece
aldadea. 

Cond/clone11 Cromstoardtlcas • 

Instrumento 

Bomba: Capaz de operar a 2500 pal 
Inyector: Adecuado con bajo volumen muerto 
Detector: Ultravioleta (254 nml con un registrador adecuado 
Columna: Mlcro-Bondapak C 18 de 10 micras, 4mm x 30 cm, o equivalente 

Parl!metroa de Ooeracldn ' 

Atenuación: Ajustarla para obtener picos adecuados 
Flujo de trabajo: Cerca de 1.0 ml/mln 
Presión de la Columna: Cerca de 1800 pal 
Temperatura de la Columna: T. Ambiente 
Volumen de Inyección: Cerca de 10 mcl 
Faae Móvil: 3.0 g de Dloctllaulloaucclnato de Sodio 

10.0 mi de Acldo Acético Glacial 
700 mi de Metanol 
300 mi de Agua Bldeatllada 
Ajustar el pH a 3 con Acldo Perclórlco 
Filtrar y degaalflcar antea de usar 

• Algunoa de loa parámetroa de operación quizá deban aJuatarae para ob
tener un cromatograma aatlafactorlo. En parttcular, la reaolucldn entre loa 
plcoa del Mlnoxldll y el eatándar Interno puede Incrementarse disminuyen
do la concentración de Meianol en la Faae Móvll. 

Loa tiempos de retencldn de loa picos de la Medroxlprogaaterona Aceta
to y el Minoxidil son aproximadamente de a y 10 min, reapectivamente. 
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Preparación de loa Eatanda1111 y la MJ1u1Ca 

Preparación de la Soluckin de EatÁndar ln1wl!L; 

Preparar una aoluclón que contenga 0.2 mg/ml de Medroxlprogeaterona 
Acetato (Std In!) en Faae Móvll. Quizá aes necesario ponerlo en el ultra-
sonido; eólo P•r• dlaolver el Std. lnte;no. 

Preoeración del Estándar de Referencia · 

Peaar aproximlld•menle 5 mu del &tándar de Referencia de Minoxidll y 
trmn•ferirlo e un vl•I adecu•do. Adlclonarle 20.0 mi da la Solución de Std. 
Interno y •Pitar vigoroaamente ha.ta dlaolver el fármaco. 

Pruaraclón de la Muestra 

Soklc(Ón •I 2 " 

Medir una allcuot• de 1.0 mi de la aoluclón tópica y paurla a un ma
tru \IOlumétrlco de 10.0 mi. Diiuir a \IOlumen con Faae Móvll y mea:lar. De 
a.ta aoluclón tomar unm allcuota de 3.0 mi y tranaferlrlo a un vial ade-
cuado. Adicionarle 25.0 mi de la Solución de Sld Interno y mezclar. 

Fiitrar laa mueatraa a travéa de un poro de 0.45 mlcraa de diámetro. 
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Adecuebl!ldad · 

Inyectar 4 atícuotaa de la preparación del Estándar de Referencia y 
medir la respuesta del pico del Minoxldil (RStd) y del pico del Estándar -
Interno (RStlnt). Calcular el Factor del Estándar (SF) de cada Inyección -
del Estándar de Referencia. 

Donde: 
SF • Wetd/Retd X p 

W11td • Peso del Std de Referencia de Minoxldil en mg 
Retd • Relación de la respuesta del pico de Mlnoxldll y la respues

ta del pico del Std Interno (Medroxlprogeaterona Acetato) 
P • Pureza del Estándar de Referencia de Mlnoxldll, expresado en 

decimelea 

La Deavlaclón Eetandar Relativa de loa valorea de SF no deben exce
der el 2 ~. El Factor de Reaoluclón (RI) entre el pico del Mlnoxldll y el -
pico del Std Interno ea NLT 2.0. 

El Rf qulza ae calcule con cualquiera de laa aigulentea fórmulas: 

Donde: 

Rf • [2 (Tr - Tr') I / [1.699 (Wr/2 + Wr'/2) I 

o 

Rf • [ 2 (Tr - Tr') 1 I (W + W') 

Tr • Tiempo de Retención del Mlnoxldll 
Tr'• Tiempo de Retención de la Medroxlprogeaterona Acetato 
Wr/2 • Ancho del pico de Mlnoxldll, a la mitad de la altura del 

mlamo, en unidades de tiempo 
Wr' /2 • Ancho del pico de la Medroxlprogeeterona Acetato, a la 

mitad de la altura del mismo, en unidades de tiempo. 
W • Ancho de la base del pico de Mlnoxldll, obtenida por extra

polacldn. 

W'• Ancho de la baee del pico de la Medroxlprogeeterona Aceta
to, obtenida por extrapoleclón. 
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cátcutoa; 

Calcular el contenido de Mlnoxldll en la formulación apropiada usando 
la siguiente fórmula : 

Solución Tópica (mg/ml) • (Raam/Ratd) x (Watd/Vepl) x (F1/F3) x (F2/F4) 
X p 

Donde: 

Raam • Relación de laa Reapuestaa de Minoxldll y el Eatandar In
terno en la preparación de las muestras 

Raid • Relación de laa Reapuestaa de Mlnoxidil y el Eatándar In
terno en la preparación del Estándar 

Watd • Peao del Estándar de Referencia de Mlnoxldll, en mo 
Vapl •Volumen de muestra tomada, en mi 

F1 •Volumen de solución de Std Interno usado en la preparación 
de la Muestra, en mi 

F3 •Volumen de eoluclón de Std Interno usado en la preparación 
del Estándar, en mi 

F2 •Factor de Dlluclón por muestra 

Solución al 1 '!l. 
Solución al 2 '!l. 
Solución al 3 '!l. 
Solución al 6 '!l. 

• 1.0 
• 10 
• 10 
• 10 

F• •Factor de Diiución por Muestra 

Solución al 1 '!l. 1 
Sc;lucldn al 2 '!l. 3 
Solución al 3 '!l. 2 
Solución al 5 '!l. 1 

P • Pureza del Estándar de Referencia de Minoxldil, expresada 
en dechnalea 
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TECNICA ANALIT/CA 
ALGUNAS MODIFICACIONES A LA TECNICA ANALITICA 

CONDICIONES CROMATOGRAF/CAS 

INSTRUMENTO 

a) BOMBA: CAPAZ DE OPERAR A 2500 PSI 

b) INYECTOR: CON BAJO VOLUMEN MUERTO DE INYECCION 

e) DETECTOR: ULTRAVIOLETA (254 nm). CON REGIS-
TRADOR ADECUADO 

d) COLUMNA: MICRO-BONDAPAK C 18 DE 10 MICRAS. 
4 mm DE DIAMETRO X 30 cm DE LARGO. 

PARAMETROS DE OPERACION 

a) FLUJO DE LA COLUMNA: 1.3 ML/MIN • 

b) PRES/ON DE LA COLUMNA: PROMEDIO 2200 PSI • 

e) TEMPERATURA DE LA COLUMNA: AMBIENTE 

d) VOLUMEN DE INYECCION: 10 me/ 

e) SENSIBILIDAD: 1.0 AUFS 

f) ATENUACION: ADECUARLA SEGUN NECESIDADES 

g) FASE MOV/L: 

3.0 G DE D/OCT/LSULFOSUCCINATO DE SODIO 

675 ML DE METANOL fGRADO HPLC) 

325 /vil DE AGUA DESTILADA 

10 ML DE ACIDO ACETICO GLACIAL (GRADO HPLC) 

AJUSTAR EL Ph A 3 CON ACIDO PERCLOR/CO 

FILTRAR Y DEGASIFICAR ANTES DE USAR 
• MODIFICACIONES HECHAS A LA TECNICA 
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EVALUACION DEL SISTEMA 



LINEAR/DAD DEL SISTEMA 

LA LINEAR/DAD DEL SISTEMA SE DETERMINO CONS
TRUYENDO UNA CURVA DE CALIBRAC/ON QUE COM
PRENDIA LAS CONCENTRACIONES DE 95 %, 97 %, 
100 %, 103 % Y 105 %; UTILIZANDO PARA SU PRE
PARACION LA MISMA SOLUC/ON PATRON. CADA PUN
TO DE LA CURVA FUE ANALIZADO POR DUPLICADO, 
ADEMAS DE QUE LA LINEAR/DAD DEL SISTEMA TAM
B/EN FUE ANALIZADA POR DUPLICADO ( O SEA QUE 
SE HICIERON DOS PESADAS ). 

CRITERIO DE ACEPTAC/ON 

DE LA GRAFICA RESPUESTA VS CONCENTRACION 

m,,,. 1 

b ... o 
r ~ 0.99 

r'~ 0.98 

CV ~ 1.5 % 

NOTA, LOS CROMATOGRAMAS QUE SE PRESENTAN A LO LARGO DE ESTA 
PARTE EXPERIMENTAL SOLO SON UNA PARTE DE ELLOS. DEBIDO A 
QUE SERIA IMPOSIBLE ILUSTRARLOS EN SU TOTALIDAD. 
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LINEAR/DAD DEL SISTEMA 

MINOXIDIL 

SOLUCION PATRON 
ESTANDAR PRIMARIO: MINOXIDIL (UPJOHN) 
PUREZA: 100 % ISSUE: B CONTENIDO: 200 MG 
FECHA DE APERTURA: 08/MARZ0/1993 (FRASCO 1) 

16/ABRIL/1993 (FRASCO 2) 

FECHA DE CADUCIDAD: 08/MARZ0/1994 (FRASCO 1) 
16/ABRIL/1994 (FRASCO 2) 

FECHA DE TERMINACION: 16/ABRIL/1993 (FRASCO 1) 

PESO ST REF AFORO CONCEN TRACION 
(MG) (ML) (MG/ML) 

100. 19 50 2.0038 
100.06 50 2.0012 

FECHA DE REAL/ZACION: 15 Y 16 DE ABRIL DE 1993 

ESTANDAR INTERNO: MEDROXIPROGESTERONA ACETATO 

MATERIA PRIMA LOTE: 0324C FECHA: 26/MARZ0/1990 

PESO ST INT ·.AFORO CONCENTRACION 
(MG) .. (ML) (MG/ML) 

100. 11 500 0.2002 
100.10 500 0.2002 

FECHA DE REALIZACION: 15 Y 16 DE ABRIL !1~993 
FIRMA DE QUIEN VERIFICO LAS PESADAS ~ C, í[_ 
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LINEAR/DAD DEL SISTEMA 

% DE ANAL/SIS AL/CUOTA . CONCENTRACION 
(ML) (MGIML) 

95 2.85 0.2280 

95 2.85 0.2280 

97 2.91 0.2328 

97 2.91 0.2328 

100 3.00 0.2400 

100 3.00 0.2400 

103 3.09 0.2472 

103 " 3.09 0.2472 

105 3.15 0.2520 

105 3.15 0.2520 

• A LA AL/CUOTA SE LE ADICIONARON 25 ML DE ST INT. 
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PRECISION DEL SISTEMA 

ESTA PRUEBA SE EFECTUO ANALIZANDO POR - -
SEXTUPLICADO UNA MISMA SOLUCJON ESTANDAR -
CORRESPONDIENTE A EL 100 % EMPLEADO EN LA 
LINEAR/DAD DEL SISTEMA. 

CRITERIO DE ACEPTACION 

COEFICIENTE DE VARIACION CV ~ 1.5 % 
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EVALUACION DEL METODO 



LINEAR/DAD DEL METODO 

SE DETERMINO ANALIZANDO TRES PLACEBOS A 
LOS CUALES SE LES ADICIONO DE MANERA INDE
PENDIENTE CANTIDADES NECESARIAS DE MINOXIDIL 
(MATERIA PRIMA PREVIAMENTE VALORADA) PARA 
OBTENER LAS CONCENTRACIONES DE 95 %, 100 % 
Y 105 %. CADA CONCENTRACION FUE ANALIZADA 
POR TRIPLICADO BAJO LAS MISMAS CONDICIONES 
DE OPERACION Y POR EL MISMO ANALISTA. 

CRITERIO DE ACEPTACION 

DE LA GRAFICA 

CANT. ADICIONADA VS CANT. RECUPERADA 

m ""' 1 

b ,,., o 
r ~ 0.99 

r ~ 0.98 

PROMEDIO DE RECOBRO 98-102 % 

COEFICIENTE DE VARIACION CV' ~ 2 % 
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EXACTITUD AL 100 % 

SE DETERMINO POR EL ANAL/SIS DE SEIS PLA -
CEBOS CARGADOS DE MANERA INDEPENDIENTE CON 
LA CANTIDAD NECESARIA DE LA SUSTANCIA DE IN
TERES (MATERIA PRIMA MINOXIDIL) PARA OBTENER 
LA CONCENTRACION DE 100 %. 
LOS PLACEBOS SE ANALIZARON CADA UNO POR 
TRIPLICADO, BAJO LAS MISMAS CONDICIONES DE 
OPERACION Y POR EL MISMO ANALISTA. 

CRITERIO DE ACEPTACION 

PROMEDIO DE RECOBRO 98-102 % 

COEFICIENTE DE VARIACION CV ~ 2 % 
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PRECISION DEL METODO 

REPETIBILIDAD 

SE EFECTUO ANALIZANDO POR SEXTUPLICADO UN 
PRODUCTO TERMINADO, EL CUAL CONTIENE EN 
TEORIA EL 100 % DE LA CONCENTRACION. 

CRITERIO DE ACEPTACION 

PROMEDIO DE RECOBRO 98-102 % 

COEFICIENTE DE VARIACION CV ~ 2 % 

REPRODUCIBILIDAD 

SE REALIZO CON UN PRODUCTO TERMINADO, EL 
CUAL FUE ANALIZADO POR TRIPLICADO, POR DOS 
ANALISTAS, DOS DiAS DIFERENTES Y CON EL 
MISMO EQUIPO. 

CRITERIO DE ACEPTACION 

EL CV TOTAL DEBE CUMPLIR CON EL SIGUIENTE 
CRITERIO CV ~ 2 % 

NOTA: ESTAS PRUEBAS SE REALIZARON CON EL LOTE 
MI 10347 DE REGAINE SOL. 2 °{o APROBADA EL 
DIA 13-04-93. 
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ESPECIFICIDAD 

LA PRUEBA SE REALIZO CON PLACEBOS NO CARGADOS 
QUE FUERON ANALIZADOS BAJO LAS MISMAS CONDICIO
NES DE OPERACION (VER MODIF. A LA TECNICA PAG. 64). 

EL CRITERIO DE ACEPTACION CONSISTE EN QUE EL 
SISTEMA CROMATOGRAFICO SEA CAPAZ DE SEPARAR EL 
PICO DE INTERES DE OTRAS SUSTANCIAS QUE PUEDAN 
PRODUCIR UNA SEfJAL EN EL DETECTOR. 

RESULTADOS 

AREA AREA RELACION AREAS CONC. 
MTRA ST INT MTRAIST INT (MG/ML) 

o 2785412 o o 
o 2786195 o o 
o 2792591 o o 

FECHA DE REALIZACION 28 DE ABRIL DE 1993 
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TOLERANCIA 

ES EL GRADO DE REPRODUCIBILIDAD DE LOS RE
SULTADOS ANALITICOS OBTENIDOS POR EL ANAL/
SIS DE LA MISMA MUESTRA BAJO MODIFICACIONES 
DE LAS CONDICIONES NORMALES DE OPERACION, 
TALES COMO DIFERENTES TEMPERATURAS, LOTES 
DE REACTIVOS, COLUMNAS, SISTEMAS DE ELUCION, 
TIPOS DE EMPAQUE {SOPORTE, FASE ESTACIONARIA, 
ETC.), CONDICIONES AMBIENTALES, ETC. 

LAS MODIFICACIONES HECHAS A LAS CONDICIONES 
NORMALES DE OPERACION FUERON: 

- ESTABILIDAD DE LA MUESTRA 

- TOLERANCIA DE EQUIPO A EQUIPO 
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA 

SE DETERMINO LA ESTABILIDAD DE LA MUESTRA REANA -
LIZANDO LAS MUESTRAS YA PREPARADAS (COMO INDICA LA 
TECNICA ANAL/T/CA) DEL LOTE DE REGAINE SOL. TOP/CA 
AL 2 % M/10390 (APROBADO EL DIA 09-06- 1993). 
Y LAS CONDICIONES FUERON: 

- LOS REANALISIS FUERON EFECTUADOS POR EL MISMO 
ANALISTA. 

- LAS CONDICIONES DE OPERACION Y CROMATOGRAFICAS 
FUERON LAS MISMAS (VER PAG. 64). 

- LA VARIABLE QUE SE CONSIDERO PARA ESTE ANAL/SIS 
FUE EL TIEMPO. POR LO QUE LAS MUESTRAS YA PREPARA- -
DAS SE ALMACENARON A TEMPERATURA AMBIENTE POR 24 
Y 48 HORAS. PARA POSTERIORMENTE SER REANAL/ZADAS. 

CRITERIO DE ACEPTACION 

LA MUESTRA ES ESTABLE SI EL /C (INTERVALO DE CONFIAN
ZA) PARA LA DIFERENCIA DE LA MEDIA DEL ANAL/SIS FINAL 
DE LA MUESTRA CON RESPECTO A LA MEDIA DEL ANAL/SIS 
INICIAL INCLUYE EL VALOR DE CERO Y/O LA MAGNITUD DEL 
EFECTO NO EXCEDA EL SIGUIENTE PORCENTAJE : 

CROMATOGRAFICO .%. 2 % 

ADEMAS DE QUE LA MEDIA DEL FACTOR / (VER PAG. 142) 
PARA CADA COND/C/ON (T.A.)/TIEMPO (24 Y 48 HRS) DE
BERA CUMPLIR CON EL SIGUIENTE CRITEFflO: 

CROMATOGRAFICO VALOR DE l 98- 102 % 
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TOLERANCIA DE EQUIPO A EQUIPO 

EN ESTA PRUEBA LA MODIFICACION A LAS CONDI
CIONES NORMALES DE OPERACION FUE LA DE A - -
NALIZAR LAS MUESTRAS EN DOS EQUIPOS DIFEREN
TES. 

LOS EQUIPOS UTILIZADOS PARA ESTA PRUEBA FUE
RON EL WATERS 11 (FREDDY, EL CUAL SE UTILIZO 
PARA TODA LA VALIDACION) Y EL WATERS 111 (TOM). 
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CAPITULO IV. RESULTADOS 



COUillft1 ¡¡-... APM Cll 

lftALISll1 OETEMlMIClllt Dt "Ull11UIL Dt LA SOLICUl4 tDPlCA M. 2 )( 

FECKA DE APERTUIA1 ZZ IE lllllZO OE 1993 

Ficha 1 H (Platol hlM'IOOI) 1 ballsi• 

22-83-1993 ------ Lot1"2eae 

9 .. 18-93-1993 3'81.8 lott "2881 

24 .. 25-13-1993 6876.3 Lott"2892 

13 ... 4-1993 2277.1 Lot• "2183 

U--t4·1993 4363,1 linurld•d,. fr-.cislon d1I Slst•a 1 

16-84-1993 3182.4 linur1dad 'il Prtc111on d•I Sl1t• .. 11 

'9-84-1993 1398,8 Rtpetib11 ldad 'il Raproduo1bi 1 id1d 1 

211-84-1993 1283,B Rtpetibl l ld1d 'il Roroducib1 l ldad 11 

21-84-1993 1283.t RtP1tlb1lidad 

zz .. 23-14-1993 8117.1 Lin11rid1d del "•todo ,. b1ct.tt.ud 11 118 X 

27-84-1993 712.5 Llnurid1dd1I "•todo 1 

28-84-1993 1ne.1 Exactitud al 111 X 1 

29-t4-19'3 1212.9 Llnuridadd1I ftltodo 11 

3i-i4-1993 1177.5 Euctltud al 181 K 11 

IB-85-1993 1321,Bw 137&.3 E1taa.l\1dad dt la "uutn 

19-8'-1993 1321,1 .. 1376. 3 Estabilidad d1 la "uutra 

211-85-1993 1592,8 Toltrancia Equipo TO!t 

21-15-1993 1468,S Esttndaru Para Tol1nncl1 

1 fMU de l.at1H 

23-83-1993 

18-tl3-1993 

25-83-1993 

14-14-1993 

16-94-19'3 

16 .. 19-14-1993 

28-14-1993 

21-84-1993 

21-14-1993 

27-14-1993 

Z7 'il 21-t4-1993 

29-14-1993 

31-14-19'3 

13-8'-1993 

19-15-1993 

21-tS-1993 

28-tS-1993 

21-tS-1993 

t1n•1 u mu .... SE LAHIA mt MUA ClLIDtTE ((DI TEJQIEUTURA llOIJI • 9 ºe> DUIMTE \111 lllU y POSTdlDl
RDITE SE LE PASllA METIWlll (Pl(UJMOtTE DEGASIFJCAIO> POI ESPACIO tE 1111\ lllH. ll TIDWO DE LAMeO rUEK llJDl
flCHSE, Y OEPElttE DEL U!ll QUE SE LE MAYA DAIO A LA MISllA. 



Especificidad 

RESULTADOS 

AREA AREA RELAC/ON AREAS CONC. 
.. MTRA ST INT MTRA/ ST INT (MG/ML} 

o 2786412 o o 
o 2786195 o o 
o 2792591 o o 

FECHA DE REAL/ZACION : 28 DE ABRIL DE 1993 

EL PLACEBO PREFMRADO PARA ESTA PRUEBA SE IDEN

TIFICO CON EL NUMERO 17 
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LINEAR/DAD DEL SISTEMA 
ADECUABILIDAD DIA UNO 

AREA AREA 
ST REF ST INT 

4922270 3025341 

4919405 3025291 

4935607 3029765 

4920911 3033101 

4987767 3080112 

5052267 3118075 

PESO ST REF : 5.31 MG 

ADICIONADOS : 20 ML ST INT 

RELACION AREAS 
ST REF/ST INT 

1.62701 

1.62609 

1.62904 

1.62240 

1.61935 

1.62032 

X= 1.62404 

CV= 0.2 % 

DE= 0.00391 
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LINEAR/DAD DEL SISTEMA 
ADECUABJLIDAD DIA DOS 

AREA AREA 
ST REF ST INT 

4671398 3032706 

4679079 3026930 

4707527 3040549 

4706278 3037050 

4699630 3037663 

4726332 3045080 

4725708 3044307 

4779270 3103249 

4741877 3065829 

PESO ST REF : 5.13 MG 

ADICIONADOS : 20 ML ST INT 

RELACION AREAS 
ST REF/ST INT 

1.54034 

1.54582 

1.54825 

1.54962 

1.54712 

1.55212 

1.55231 

1.54009 

1.54669 

X= 1.54693 

CV= 0.3 % 

DE= 0.00442 
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LINEAR/DAD DEL SISTEMA 
RESULTADOS DIA UNO 

AREA AREA RELACION AREAS 
MTRA ST INT MTRA/ST /NT 

3700513 2728084 1.35645 

3746379 2750196 1.36222 

3792343 2717761 1.39539 

3826406 2761293 1.38573 

3912196 2750638 1.42229 

3927485 2738731 1.43405 

3998443 2724278 1.46771 

4059067 2759348 1.47102 

4099664 2743477 1.49433 

4106735 2746792 1.49510 

FECHA DE REALIZACION: 15 ABRIL 1993 
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LINEAR/DAD DEL SISTEMA 
RESULTADOS DIA DOS 

AREA AREA RELACION AREAS 
MTRA ST INT MTRA/ST INT 

3635570 2732145 1.33067 

3643105 2749660 1.32493 

3711233 2734672 1.35710 

3752913 2764327 1.35762 

3843409 2734295 1.40563 

3898295 2776574 1.40399 

3917983 2727971 1.43623 

3952245 2756973 1.43355 

3994461 2718458 1.46939 

4032405 2759680 1.46119 

FECHA DE REALIZACION: 16 ABRIL 1993 
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LINEAR/DAD DEL SISTEMA 

LINEAR/DAD I LINEAR/DAD 11 
(O/A UNO) (OIA DOS) 

% ANAL/SIS RESPUESTA % ANAL/SIS RESPUESTA 

95 1.35933 95 1.32780 

97 1.39056 97 1.35736 

100 1.42817 100 1.40481 

103 1.46936 103 1.43489 

105 1.49471 105 1.46529 

LINEAR/DAD DEL SISTEMA 
(PROMEDIO DE LOS DOS O/AS) 

% ANAL/SIS RESPUESTA 

95 1.34356 

97 1.37396 

100 1.41649 

103 1.45212 

105 1.48000 
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LINEAR/DAD DEL SISTEMA 
MINOXIDIL 

RESPUESTA (RELACION AREAS ST REF/ST INT) 
1.5 .---------------.,..---,..--~ 

1.45 

1.4 

1.35 

1.3 ~---------------~ 
90 95 97 100 103 105 110 

CONCENTRACION (%) 

~ D/A 1 -:- DIA 2 --+-- PROMEDI~__] 
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LINEAR/DAD DEL SISTEMA 

DATOS DE LA GRAFICA 

1.-0RDENADA AL ORIGEN • 0.06517 

2.-PEND/ENTE • O.O 1348 

3.-COEFICIENTE DE CORRELACION • 0.99919 

4.-COEFIC/ENTE DE DETERMINACION • 0.99839 

5.-ERROR ESTANDAR DE REGRESION • 0.14359 

6. -NUMERO DE DATOS • 5 

COEFICIENTE DE VARIACION 

1. - 1.35933/ 95 . 0.01431 
2.- 1.39056/ 97 . 0.01434 
3.- 1.42817/100 . 0.01428 
4.- 1.46936/103 . 0.01427 X . 
5.- 1.49471/105 . 0.01424 DE . 
6.- 1.32780/ 95 . 0.01398 cv . 
7.- 1.35736/ 97 . 0.01399 N . 
8.- 1.40481/100 . 0.01405 
9.- 1.43489/ 103 . 0.01393 

10.- 1.46529/ 105 . 0.01396 

0.01414 
0.00017 
1.2 96 
10 
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PREC/SION DEL SISTEMA 
ADECUABILIDAD DIA UNO 

AREA AREA RELACION AREAS 
ST REF ST INT ST REF/ST INT 

4922270 3025341 1.62701 

4919405 3025290 1.62609 

4935607 3029769 1.62904 

4920911 3033101 1.62240 

4987767 3080112 1.61935 

5052267 3118075 1.62032 

PESO ST REF = 5.31 MG X= 1.62404 

ADICIONADOS = 20 ML ST INT DE= 0.00391 

CV= 0.2 % 
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PRECISION DEL SISTEMA 
ADECUABILIDAD DIA DOS 

AREA AREA RELACION AREAS 
ST REF ST INT ST REFIST INT 

4671398 3032706 1.54034 

4679079 3026930 1.54582 

4707527 3040549 1.54825 

4706278 3037050 1.54962 

4699630 3037663 1.54712 

4726332 3045080 1.55212 

4725708 3044307 1.55231 

4779270 3103249 1.54009 

4741877 3065829 1.54669 

PESO ST REF • 5. 13 MG X• 1.54693 

ADICIONADOS • 20 ML ST INT DE • 0.00442 

CV• 0.3 % 
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N• 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

PRECISION DEL SISTEMA 

ANAL/SIS CONC. AREA AREA RELACION AREAS 
(%) (ML) MTRA ST /NT ST REFIST INT 

100 0.2400 3894561 2749900 1.41626 

100 0.2400 3925430 2763465 1.42047 

100 0.2400 3853071 2734848 1.40888 

100 0.2400 3872256 2753552 1.40628 

100 0.2400 3894037 2769426 1.40608 

100 0.2400 3903105 2789538 1.39919 

• NOTA: PREPARADAS CON LAS SOLUCIONES PATRON 
DE LA LINEAR/DAD DEL SISTEMA CORRES -
PONDIENTES AL PUNTO DE EL 100 %. 

FECHA DE REAL/ZACION: 15 Y 16 DE ABRIL DE 1993 
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LINEAR/DAD DEL METODO 
ADECUABILIDAD DIA UNO 

AREA AREA RELACION AREAS 
ST REF ST INT ST REF/ST INT 

4697810 3149211 1.49174 

4698518 3158549 1.48756 

4752314 3146149 1.51052 

4732816 3182611 1.48709 

4723164 3138181 1.50506 

4776704 3176196 1.50391 

PESO ST REF = 5.19 MG X• 1.49765 

ADICIONADOS = 20 Ml ST INT DE= O.O 1008 

CV• 0.7 % 
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LINEAR/DAD DEL METODO 
ADECUABILIDAD D/A DOS 

AREA AREA RELAGION AREAS 
ST REF ST INT ST REF/ST INT 

4669876 3215450 1.45232 

4680916 3212115 1.45727 

4699402 3215908 1.46130 

4688099 3215585 1.45793 

4700878 3210621 1.46416 

4720977 3238992 1.45755 

4752430 3260739 1.45747 

4787611 3281346 1.45904 

PESO ST REF = 5.12 MG X= 1.45838 

ADICIONADOS = 20 ML ST INT DE= 0.00342 

GV= 0.2 % 
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ANAL/SIS 
(%) 

95 

95 

95 

100 

100 

100 

105 

105 

105 

LINEAR/DAD DEL METODO 

RESULTADOS D/A UNO 

AREA AREA RELACION AREAS 
MTRA ST INT MTRA/ST INT 

3748974 2785788 1.34575 

3743574 2820333 1.32735 

3684652 2805583 1.31333 

3888406 2766405 1.40558 

3887724 2764528 1.40629 

3884169 2788694 1.39283 

4126100 2817765 1.46432 

4108256 2818439 1.45764 

4105716 2797824 1.46747 

FECHA DE REALIZACION: 2 7 ABRIL 1993 
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ANAL/SIS 
(%) 

95 

95 

95 

100 

100 

100 

105 

105 

105 

LINEAR/DAD DEL METODO 

RESULTADOS DIA DOS 

AREA AREA RELACION AREAS 
MTRA ST /NT MTRAIST INT 

3699889 2864564 1.29161 

3718895 2878297 1.29205 

3727997 2861560 1.30279 

3946712 2919407 1.35189 

3969505 2927315 1.35602 

3895182 2852182 1.36568 

4074529 2854992 1.42716 

4080548 2806422 1.45400 

4183121 2891590 1.44665 

FECHA DE REALIZACION: 29 ABRIL 1993 
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ADICIONADO 
(%) 

93.7 

93.7 

93.7 

99.0 

99.0 

99.0 

103.7 

103.7 

103.7 

LINEAR/DAD DEL METODO 

RESULTADOS DIA UNO 

ADICIONADO RECUPERADO RECUPERADO 
(MGIMU (%) (MG/ML) 

18.74 96.5 19.3 

18.74 95.5 19.1 

18.74 94.5 18.9 

19.80 101.5 20.3 

19.80 101.0 20.2 

19.80 100.0 20.0 

20.74 105.0 21.0 

20.74 104.5 20.9 

20.74 106.0 21.2 

DE LA COLUMNA DE RECOBRO: X• 101.7 % 

DE• 0.79600 

CV• 0.8 % 

s' • o.63361 

RECOBRO 
(%) 

103.0 

101.9 

100.8 

102.5 

102.0 

101.0 

101.2 

100.8 

102.2 

101 



ADICIONADO 
(%) 

93.76 

93.76 

93.76 

98.71 

98.71 

98.71 

103.94 

103.94 

103.94 

LINEAR/DAD DEL METODO 

RESULTA DOS DIA DOS 

ADICIONADO RECUPERADO RECUPERADO 
(MG/ML) (%) (MG/ML) 

18.75 94.5 18.9 

18.75 94.5 18.9 

18.75 95.5 19.1 

19.74 99.0 19.8 

19.74 99.0 19.8 

19.74 100.0 20.0 

20.79 104.5 20.9 

20.79 106.5 21.3 

20.79 106.0 21.2 

DE LA COLUMNA DE RECOBRO: X• 101.1 % 

DE• 0.79861 

CV• 0.8 % 

s' • o.63778 

RECOBRO 
(%) 

100.8 

100.8 

101.8 

100.3 

100.3 

101.3 

100.5 

102.5 

102.0 

102 



LINEAR/DAD DEL METODO 

LINEAR/DAD I LINEAR/DAD 11 
(DIA UNO) (DIADOS) 

% ANAL/SIS RESPUESTA % ANAL/SIS RESPUESTA 

93.70 95.5 93.76 94.8 

99.00 100.8 98.71 99.3 

103.70 105.2 103.94 105.7 

LINEAR/DAD DEL SISTEMA 
(PROMEDIO DE LOS DOS DIASI 

% ANAL/SIS RESPUESTA 

93.7 95.2 

98.8 100.0 

103.8 105.4 

103 



103 

101 

99 

97 

LINEAR/DAD DEL METODO 
MINOXIDIL 

GONG. (%)RECUPERADO 

;; "'' l 
100.0 

98.8 

95.2 

:: 1-1----+--ªª_·7-+--
90.0 93.7 95.0 98.8 100.0 103.8 105.0 

GONG. (%) ADICIONADO 

-'.- EXPERIMENTAL -+- TEORICO 

104 . 



LINEAR/DAD DEL METODO 
MINOXIDIL 

RESPUESTA (RELAGION AREAS ST REF/ST INT) 
1.6 ~---------------~ 

1.5 ~-----

1.4 ··------ -·--··----- -- ·-·-

1.2 '---------------------' 
93 95 100 105 108 

GONGENTRAGION (%) 

-+- DIA 1 -f- DIA 2 -*"- PROMEDIO 

105 



LINEAR/DAD DEL METODO 
MINOXIDIL 

RECUPERADO (%) 
110 -----------------------------------1 

105 

1.00 

95 
96.2 

// 

1 
1 

90 '--------------- __ J 
93 93.7 95.0 98.8 100, 103.8 105.0 

ADICIONADO (%) 

1 -~- PROMEDIO EXP. 1 ___________ J 
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LINEAR/DAD DEL METODO 

DATOS Dé LA GRAFICA 

1. -ORDENADA AL ORIGEN • 0.47807 

2.-PéND/éNTé • 1.00967 

3. -COéFIC/éNTé Dé CORRELAC/ON • 0.99921 

4.-COéFIC/éNTé Dé DéTéRMINAC/ON • 0.99840 

5. -NUMERO Dé DATOS • 3 

COEFICIENTE Dé VARIACION 

PROMEDIO Dé LOS DOS O/AS 

1. - 101.9 
2.- 101.3 
3.- 101.3 X . 101.4 % 
4.- 101.4 Dé . 0.40927 
5.- 101. 1 cv . 0.4 % 
6.- 10 1. 1 N . 9 
7. - 100.8 
8.- 101.6 
9. - 102.1 

107 



EXACTITUD AL 100% 
ADECUABILIDAD DIA UNO 

AREA AREA 
ST REF ST INT 

4697810 3149211 

4698518 3158549 

4752314 3146149 

4732816 3182611 

4723164 3138181 

4776704 3176196 

PESO ST REF ª 5.19 MG 

ADICIONADOS ª 20 ML ST INT 

RELACION AREAS 
ST REF/ST INT 

1.49174 

1.48756 

1.51052 

1.48709 

1.50506 

1.50391 

X• 1.49765 

CVa 0.7 % 

Df:s O.O 1008 
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EXACTITUD AL 100 % 
ADECUABILIDAD DIA DOS 

AREA AREA RELAC/ON AREAS 
ST REF ST INT ST REF/ST INT 

4669876 3215450 1.45232 

4680916 3212115 1.45727 

4699402 3215908 1.46130 

4688099 3215585 1.45793 

4700878 3210621 1.46416 

4720977 3238992 1.45755 

4752430 3260739 1.45747 

4787611 3281346 1.45904 

PESO ST REF = 5.12 MG X= 1.45838 

ADICIONADOS = 20 ML ST INT DE• 0.00342 

CV= 0.2 % 
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ANAL/SIS 
(%) 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

EXACTITUD AL 100 % 

RESULTADOS DIA I 

AREA AREA RELAC/ON AREAS 
MTRA ST /NT MTRA/ST INT 

3789564 2834363 1.33701 

3835485 2838830 1.35108 

3841272 2852979 1.34641 

3926974 2859277 1.37341 

3865460 2824826 1.36839 

3858522 2826193 1.36527 

3899229 2820144 1.38263 

3896037 2827364 1.37797 

3772807 2825881 1.33509 

3831979 2828166 1.35493 

3902137 2811860 1.38774 

3895612 2823120 1.37990 

3748817 2827045 1.32605 

3872754 2811524 1.37746 

3827100 2827646 1.35346 

3952242 2809639 1.40667 

3765673 2806469 1.34178 

3969761 2828682 1.40340 
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ANAL/SIS 
(%) 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

•100 

100 

100 

EXACTITUD AL 100 % 

RESULTADOS DIADOS 

AREA AREA RELAC/ON AREAS 
MTRA ST INT MTRA/ST INT 

3707633 2792660 1.32763 

3744360 2792105 1.34 105 

3737241 2807404 1.33121 

3682297 2789110 1.32024 

3703031 2827381 1.30970 

3807296 2807496 1.35612 

3868284 2836390 1.36381 

3712164 2822257 1.31532 

3873228 2830337 1.36847 

3876612 2847466 1.36143 

3802671 2841972 1.33804 

3809662 2856854 1.33352 

3844802 2857500 1.34551 

3732891 2853293 1.30827 

3827460 2841527 1.34697 

3680843 2837309 1.29730 

3905568 2862808 1.36424 

3878736 2883158 1.34531 

• ESTE DATO NO SE TOMO EN CUENTA PARA LOS CALCULOS 
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ADICIONADO 
(%) 

98.9 

98.9 

98.9 

98.8 

98.8 

98.8 

98.9 

98.9 

98.9 

98.8 

98.8 

98.8 

98.8 

98.8 

98.8 

99.0 

99.0 

99.0 

EXACTITUD AL 100 % 

RESULTADOS DIA I 

ADICIONADO RECUPERADO RECUPERADO 
(MG/Ml) (%) (MG/Ml) 

19.78 96.5 19.3 

19.78 97.5 19.5 

19.78 97.5 19.5 

19.76 99.5 19.9 

19.76 99.0 19.8 

19.76 98.5 19.7 

19.78 100.0 20.0 

19.78 99.5 19.9 

19.78 96.5 19.3 

19.76 98.0 19.6 

19.76 100.5 20.1 

19.76 100.0 20.0 

19.76 96.0 19.2 

19.76 99.5 19.9 

19.76 98.0 19.6 

19.80 101.5 20.3 

19.80 97.0 19.4 

19.80 101.5 20.3 

RECOBRO 
(%) 

97.6 

98.6 

98.6 

100.7 

100.2 

99.7 

101.1 

100.6 

97.6 

99.2 

101.7 

101.2 

97.2 

100.7 

99.2 

102.5 

98.0 

102.5 
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ADICIONADO 
(%) 

98.8 

98.8 

98.8 

98.7 

98.7 

98.7 

98.8 

98.8 

98.8 

98.9 

98.9 

98.9 

98.9 

98.9 

98.9 

99.9 

99.9 

99.9 

EXACTITUD AL 100 % 

RESULTADOS DIA DOS 

ADICIONADO RECUPERADO RECUPERADO 
(MG/ML) (%) (MG/ML) 

19.76 97.0 19.4 

19.76 98.0 19.6 

19.76 97.0 19.4 

19.74 96.5 19.3 

19.74 95.5 19.1 

19.74 98.5 19.7 

19.76 99.5 19.9 

19.76 96.0 19.2 

19.76 100.0 20.0 

19.78 99.5 19.9 

19.78 97.5 19.5 

19.78 97.5 19.5 

19.78 98.5 19.7 

19.78 95.5 19.1 

19.78 98.0 19.6 

19.98 94.0 18.8 

19.98 99.5 19.9 

19.98 98.5 19.7 

RECOBRO 
(%) 

98.2 

99.2 

98.2 

97.8 

96.7 

99.8 

100.7 

97.2 

101.2 

100.6 

98.6 

98.6 

99.6 

96.6 

99.1 . 
99.6 

98.6 
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DIA UNO 

EXACTITUD AL 100 % 
RESULTADOS % DE RECOBRO 

VALOR MEDIO X• 99.8 % 

DESVIACION ESTANDAR• 1.67220 

COEFICIENTE DE VARIACION• 1. 7 % 

VARIANZA• 2.79625 

NUMERO DE DATOS• 18 

DIA DOS 

VALOR MEDIO• 98.8 % 

DESVIACION ESTANOAR• 1.34074 

COEFICIENTE DE VARIACION• 1.3 % 

VARIANZA• 1.79757 

NUMERO DE DATOS• 17 
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PRECIS/ON DEL METODO 
ADECUABILIDAD PARA REPETIBIL/DAD 

AREA AREA 
ST REF ST INT 

4727720 3042685 

4762507 3065634 

4761340 3043018 

4755108 3038939 

4747621 3051036 

ADECUADIBILIDAD PARA LOS D/AS UNO Y DOS 

PESO ST REF = 5.22 MG 

ADICIONADOS = 20 ML ST INT 

RELACION AREAS 
ST REFIST INT 

1.55380 

1.55351 

1.56468 

1.55607 

1.55607 

X= 1.55856 

DE= 0.00570 

CV= 0.4 % 
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REPETIBILIDAD 

ANAL/SIS AREA AREA RELACION AREAS 
Nº MTRA ST INT MTRA/ST INT 

1 3851554 2705778 1.42345 

2 3935893 2742559 1.43512 

3 3937024 2730716 1.44175 

4 3857847 2699224 1.42924 

5 3900006 2704001 1.44231 

6 3850280 2705039 1.42337 

FECHA DE REALIZACION 19 Y 21 ABRIL 1993 

118 



o 
CI o 

CI 
¡., 
o 

? 
~ e 

X .. o .. o 
:1 in ;· CI 
i: .. 
" IA 

o 
Cu e 

.. 
i::i 
CI 

S.lt1 EsPMW.J o.wtr'.l;'i9ttZ5tsSI 
Aallltrlli: tO·Nl--95 H~S rtltiod:t:Wl\DALU\Ff•.W 

)( 10-• vo11:s 

e ? ? 
l. a> m o e o 

5'1\f~ EST-.1 
~ U,Mh:xi: ~QWI: 

--
ll1'011"'6. 
nlMJIDll 

'°'"' 

~"11nd: 20·.ll'fMWS H~ 
irtt:2.0pciiih/sa: 

Diration: tz.oro .. ini.d6 
c:p:tatcr.6B 

fktmlf01 T111t. 
¡.¡.,¡.,¡ 

"" ,,,. 

_. \lal11tnot:ln:.\ididlnltl1Lcala&lmti01. 

.. 
o o 

'Fllcn.:lll':i',f<MQ 
l\'rfartr:W 

Bi:i:ii:libill!tllg 

.. 
iJ 
o 

.......... 

""""' "'lZ1120 

~mun 

Eatánm .. 
:.. 
Q 

Tnie: CjllJD 
Jn:.t,_..; ffiEObl 
fi\fl'\JM:~n 

Wu,; J)ist 

--
YYJ.J&.blM,& 

t.555BO 

OrltiNll~ 

G> 

"" 



REPETIBILIDAD 

ANAL/SIS RECUPERADO RECUPERADO 
N• (MG/ML) (%) 

1 19.9 99.5 

2 20.0 100.0 

3 20.1 100.5 

4 19.9 99.5 

5 20.1 100.5 

6 19.9 99.5 

RESULTADOS DE LA COLUMNA % RECUPERADO: 

VALOR MEDIO• 99.9 % 

COEFICIENTE DE VARIACION• 0.5 % 

DESVIACION ESTANDAR• 0.49160 

VARIANZA• 0.24167 

NUMERO DE DATOS• 6 
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PRECISION DEL METODO 
ADECUADIBILIDAD PARA REPRODUCIBILIDAD 

ANALISTA A DIAS UNO Y DOS 

AR/EA AR/EA RfiACION ARIEAS 
ST Rt=F ST INT ST REF/ST INT 

4727720 3042685 1.55380 

4762507 3065634 1.55351 

4761340 3043018 1.56468 

4755108 3038939 1.55607 

4747621 3051036 1.55607 

Pt=SO ST REF • 5.22 MG X• 1.55856 

ADICIONADOS = 20 ML ST INT DIE• 0.00570 

CV• 0.4 % 
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PRECJSJON DEL METODO 
ADECUABILIDAD PARA REPRODUCIBILIDAD 

ANALISTA B DIA 1 

AREA 
ST REF 

4973910 

"4948315 

5002302 

4964998 

4978692 

4951195 

AREA 
ST REF 

4702195 

4737254 

4726004 

4762066 

474 1045 

AREA RELACION AREAS 
ST INT ST REF/ST INT 

3283598 1.51477 

3256697 1.51943 

3297175 1.51715 

3281329 1.51311 

3288310 1.51406 

3288556 1.50558 

ANALISTA B DIA 2 

AREA RELACION AREAS 
ST INT ST REF/ST INT 

3042389 1.54550 

3079579 1.53828 

3075141 1.53684 

3070735 1.55079 

3074064 1.54227 

PESO ST REF • 
5.11 MG 

ADICIONADOS • 
20 ML ST INT 

X• 1.51402 

DE• 0.00473 

CV• 0.3 % 

PESO ST REF • 
5.20 MG 

ADICIONADOS • 
20 ML ST INT 

X• 1.54275 

DE• 0.00565 

CV• 0.4 % 
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PRECISION DEL METODO 
REPRODUCIBILIDAD 

RESULTADOS ANALISTA A DIA 

AREA AREA RELAC/ON AREAS °r'ECUPERADO RECUPERADO 
MTRA ST INT MTRAIST INT (MGIML) (%) 

3851554 2705778 1.42345 19.9 99.5 

3935893 2742559 1.43512 20.0 100.0 

3937024 2730716 1.44175 20.1 100.5 

FECHA DE REAL/ZACION: 19 ABRIL 1993 

RESULTADOS ANALISTA A DIA 2 

AREA AREA RELACION AREAS 9ECUPERADO RECUPERADO 
MTRA ST INT MTRAIST /NT (MGIML) (%) 

3857847 2699224 1.42924 19.9 99.5 

3900006 2704001 1.44231 20.1 100.5 

3850280 2705039 1.42337 19.9 99.5 

FECHA DE REAL/ZACION: 20 ABRIL 1993 
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PRECISION DEL METODO 
REPRODUCIBILIDAD 

RESULTADOS ANALISTA B D/A 

AREA AREA RELACION AREAS ['iECUPERADO RECUPERADO 
MTRA ST INT MTRA/ST INT {MG/ML) {%) 

3876596 2716110 1.42726 20.0 100.0 

4169635 2899275 1.43816 20.2 101.0 

4191273 2908200 1.44 119 20.3 101.5 

FECHA DE REALIZACION: 19 ABRIL 1993 

RESULTADOS ANALISTA B DIA 2 

AREA AREA RELACION AREAS qECUPERADO RECUPERADO 
MTRA ST INT MTRA/ST INT {MG/ML) {%) 

3919063 2724539 1.43843 20.2 101.0 

3908659 2732019 1.43069 20.1 100.5 

3893114 2752284 1.41450 19.9 99.5 

FECHA DE REALIZACION: 20 ABRIL 1993 
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PRECISION DEL METODO 

REPRODUC/BILIDAD 

A N A L I S T A 

A B 

D 99.5 100.0 

1 100.0 101.0 

100.5 101.5 

I 
99.5 101.0 

2 100.5 100.5 

A 99.5 99.5 
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PRECISION DEL METODO 

REPRODUC/BILIDAD 

RESULTADOS: 

VALOR MEDIO = 100.2 % 

COEFICIENTE DE VARIACION = 0.7 % 

DESVIACION ESTANDAR = 0.69085 

VARIANZA = 0.47727 

NUMERO DE DATOS = 12 
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Tolerancia 

Estabilidad de la Muestra Analítica 

Se refiere a la Estabilidad de la Muestra Analítica 

que se encuentra en solución lista oara ser inyec

tada al Sistema de Inyección del Cromaldgrafo. 
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TOLERANCIA 
ADECUABIL/DAD 

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA 

AREA AREA RELACION AREAS 
ST REF ST INT ST REF/ST INT 

4827968 3169109 1.52345 

4817745 3158798 1.52518 

4817292 3158038 1.52541 

4833075 3165052 1.52701 

4813541 3159170 1.52367 

PESO ST REF = 5. 18 MG X= 1.52494 

ADICIONADOS = 20 ML ST INT DE= 0.00145 

CV= 0.09 % 
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Tolerancia 

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA 

TIEMPO ( O HRS ) 

MUESTRA AREA AREA RELACION AREAS 
Nº MTRA ST INT MTRA/ST INT 

1 3924797 2814471 1.39451 

2 3965764 2816933 1.4078.'3 

TIEMPO ( 24 HRS ) 

MUESTRA AREA AREA RELACION AREAS 
Nº MTRA ST INT MTRA/ST INT 

1 3923948 2834645 1.38427 

2 3970820 2840951 1.39771 

TIEMPO ( 48 HRS ) 

MUESTRA AREA AREA RELACION AREAS 
Nº MTRA ST INT MTRA/ST INT 

1 3909579 2832501 1.38026 

2 3966038 2849345 1.39191 
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MUESTRA 
N• 

1 

2 

MUESTRA 
N" 

1 

2 

MUESTRA 
N• 

1 

2 

Tolerancia 

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA 
RESULTADOS % RECUPERADO 

TIEMPO ( O HRS ) 

RELACION AREAS GONG. RECUPERADO 
MTRA/ST INT (MG/ML) (%) 

1.39451 19.7 98.5 

1.40783 19.9 99.5 

TIEMPO ( 24 HRS ) 

RELACION AREAS GONG. RECUPERADO 
MTRA/ST INT (MG/ML) (%) 

1.38428 19.6 98.0 

1.39771 19.8 99.0 

TIEMPO ( 48 HRS ) 

RELACION AREAS GONG. RECUPERADO 
MTRA/ST INT (MG/ML) (%) 

1.38026 19.5 97.5 

1.39191 19.7 98.5 
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Tolerancia 

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA 

TIEMPO O HRS 24 HRS 48 HRS 

MUESTRA RECUPERADO RECUPERADO RECUPERADO 
N" (%) (%) (%) 

1 98.5 98.0 97.5 

2 99.5 99.0 98.5 

COMO PODEMOS OBSERVAR EL % RECUPERADO EN 

EL TIEMPO ( O ) VA DISMINUYENDO CONFORME 

TRANSCURREN LAS HORAS, ESTO NOS INDICA QUE LA 

MUESTRA A TEMPERATURA AMBIENTE ( TOMANDO EN 

CUENTA QUE DICHA MUESTRA SE ENCUENTRA EN FA

SE MOVIL CUYO pH ES DE 3.0) NO ES MUY ESTABLE 

PERO REALIZANDO LOS CALCULOS DE LA t DE DUNET 

VEREMOS SI ESTO AFECTA EL ANAL/SIS (AUN TRANS

CURRIDAS ESAS HORAS DESPUES DE PREPARADA LA 

MUESTRA). 
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Tolerancia 

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA 

INICIAL 

98.5 

99.5 

MEDIA 99.0 

VARIANZA 0.50 

VARIANZAS PONDERADAS: 
2 

1 

98.0 

98.0 

98.5 

0.50 

Sp 1 2(0.50) + 2(0.50) 0.33 
• 2(2+ 1) 

2 
Sp2 2(0.50) + 2(0.50) 0.33 

• 2(2+ 1) 

PARA T A 1 24 HRS. 

IC • (98.5-99.0) ~ 2.86 ~ 0.33 : 

te~ - 1.84146 a o.84146 

2 

97.5 

98.5 

98.0 

0.50 

POR LO TANTO LA MUESTRA ES ESTABLE YA QUE 

EL IC INCLUYE EL VALOR DE CERO 
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Tolerancia 

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA 

PARA T.A / 48 HRS 

IC • (98.0-99.0) ~ 2.86 ~ 0.33 : 

IC= -2.14346 a 0.34146 

POR LO TANTO LA MUESTRA ES ESTABLE YA QUE 

EN EL IC SE INCLUYE EL VALOR DE CERO. 
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Tolerancia 

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA 

CALCULOS PARA EL FACTOR I 

98·º X 100 = 99.5 
99.0 

99.0 
99

_
5 

X 100 = 99.5 

1 = 99.5 + 99.5 = 99.5 
2 

LA MUESTRA ES ESTABLE A CONDICIONES 

AMBIENTALES POR 24 HRS YA QUE EL VALOR DE 

LA MEDIA PARA EL FACTOR 1 SE ENCUENTRA EN

TRE 98-102 %. 
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Tolerancia 

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA 

CALCULOS PARA EL FAGTOR I 

97
·5 

X 100 = 99.0 
98.5 

98.5 

99
_
5 

X 100 = 99.0 

99.0 + 99.0 

2 
= 99.0 

LA MUESTRA ES ESTABLE A CONDICIONES 

AMBIENTALES POR 48 HRS YA QUE EL VALOR DE 

LA MEDIA PARA EL FACTOR 1 SE ENCUENTRA ENTRE 

98-102 %. 

TOMANDO EN CUENTA TODOS LOS CALCULOS TENE

MOS QUE: 

cv = 0.3 % 

X = 99.2 % 
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TOLERANCIA 
ADECUABILIDAD DE TOLERANCIA 

AREA AREA 
ST REF ST INT 

4827968 3169109 
4817745 3158798 
4817292 3158038 
4833075 3165052 
4813541 3159170 

PESO ST REF = 5.18 MG 
ADICIONADOS = 20 ML ST INT 
EQUIPO : WATERS 11 (FREDDY) 

AREA AREA 
ST REF ST INT 

5272480 3183743 
5260541 3172150 
5272274 3179538 
5267973 3175121 
5288712 3180005 

PESO ST REF = 5.28 MG 
ADICIONADOS = 20 ML ST INT 
EQUIPO : WATERS 111 (TOM) 

RELACION AREAS 
ST REF/ST INT 

1.52345 
1.52518 
1.52541 
1.52701 
1.52367 

X= 1.52494 
DE= 0.00145 
CV= 0.09 % 

RELACION AREAS 
ST REFIST INT 

1.65606 
1.65835 
1.65819 
1.65914 
1.66311 

X= 1.65897 
DE• 0.00258 
CV= 0.1 % 
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TOLERANCIA 

RESULTADOS EQUIPO FREDDY 

AREA AREA RELACION AREAS GONG. 
MTRA ST INT MTRA/ST INT (MG/ML) 

3924797 2814471 1.39451 19.7 

3965765 2816933 1.40783 19.9 

RESULTADOS EQUIPO TOM 

AREA AREA 
MTRA ST INT 

4203537 2799705 

4237002 2790978 

PROMEDIOS 

EQUIPO FREDDY 

EQUIPO TOM 

RELACION AREAS 
MTRA/ST INT 

1.50142 

1.51811 

X • 99.0 % 

X • 100.0 % 

GONG. 
(MG/ML) 

19.9 

20.1 

RECUPERADO 
(%) 

98.5 

99.5 

RECUPERADO 
(%) 

99.5 

100.5 
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y BIBLIOGRAFIA 



CONCLUSIONES 

Con base en loa resultados obtenidos en cada uno de loa parámetros 
deaarrolladoa en la Validación y comparándolos con la blbllografía puede 
concluirse que la ~cnlcs Analítica para cuantificar Mlnoxldll en la solu-
ckÍn tópica por Cromatografía de Líquidos de Alta Reaolucldn (CLAR) ea : 

- Lineal . Ya que observando loe resultados obtenidos podemos cons
tatar que cumplen con loe requisitos de ordenada al origen (b) aproxima-
demente O, pendiente (m) aproximadamente 1, coeficiente de correlacidn -
(r) mayor o Igual a 0.99, coeficiente de determinacidn (r') mayor o igual -
que 0.98; tanto en laa gráficas de Llnearldad del Sistema como la de 
Llnearldad del Método. 

En cuanto al Coeficiente de Varlackin de la Linearldad del Sistema y 
al Coeficiente de Varlacldn de la Llnearldad del Método, loa reeultadoa - -
obtenidos fueron menorea a las eapecilicaclonea adoptadas para éste tra
bajo (1.5 "' y 2.0 "' respectivamente 1 y el Promedio de Recobro se en--
contró entre el 98-102 111 (que es el límite de la especificación adoptada). 

- Precisa. pueato que se obtuvieron Coeficientes da VarlaclÓn (CV) -
para la Preclalón del Sistema menor al 1.5 111 y para la Precisión del Mé
todo menor al 2 "' con un recobro dentro de loa límites establecidos del -
98-102 "'· 

- Exacta. debido a que ee obtuvo un Coeficiente de Variación (CV) -
menor al 2 1lo y el Porcentaje de Recobro ae encontró dentro de loa IÍml
tea de 98-102 111 establecidos en las eapeclficacionea de este trabajo. 

- Eapecfltca. porque ae comprobó que el método es específico para -
cuantificar Mlnoxldll, ya que al correr una muestra del placebo preparado 
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para esta prueba, se observa en el cromatograma que no exista ningún -
otro pico que se detecte al mismo tiempo de retención del Mlnoxldll, por 
Jo que el Método puede utlllzsrse para el análisis del producto en proceso 
y terminado. 

En lo que se refiere s la Tolerancia del Método, los resultados indican 
que la muestra analltica almacenada a Temperatura Ambiente por 24 y 46 
horas van disminuyendo conforme pasó el tiempo; por lo que las muestras 
deben ser analizadas el mismo dla de au preparación. Con eato evltamoa 
poaiblea rechazos por este motivo. 

En cuento a la Tolerancia variando el equipo podemos observar que 
existe (pag.145) diferencia en los resultados promedio (99.0 y 100.0 ~). -
éstos son atribuibles a diversos factores como lo son las tuberíaa del e
quipo, la presión que varia a consecuencia de ésto, el detector, etc. Pero 
a pesar de todo eato los resultados son baatanta confiables. 

Finalmente podemos concluir que la Técnica Analítica para Cuantificar 
Minoxldll en la aoluclón tópica al 2 '!!> por Cromatografía de Líquidos de -
Alta Resolución (CLAR), ea confiable ya que cumple con todoe Jos reque
rimientos eatablecldoa para esta Validación. 

Por lo anterior ae propone Incluir eata metodologla en la Farmacopea 
Nacional, para el anállals de este producto. 
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