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I N T R o D u e e I o N. 

La industria farmacéutica, al elaborar medicamentos, esta 

comprometida a obtener productos eficaces que cumplan con rigurosas 

normas de calidad y diversas condiciones requeridas por la ley, con 

el objetivo fundamental de asegurar la salud y as1 prevenir, 

aliviar y curar enfermedades•~•. Para cumplir con este compromiso 

debe cantar con procedimientos de fabricaciOn y m6todos de an&lisis 

Optimas. 

Los métodos de an&lisis forman parte esencial del aseguramiento de 

la calidad de 

adecuar Los 

los productos; por eso, 

métodos analiticos 

es necesario optimizar y 

las necesidades de cada 

Laboratorio en particular. EL avance tecnolOgico ha jugado un papel 

muy importante en esta tarea, proporcionando gran diversidad en la 

instrumentaciOn an&litica y favoreciendo, a su vez , el desarrollo 

de técnicas altamente especificas, sensibles y confiables para, con 

esto, mejorar la calidad de Los productos finales y obtener un 

alto grado de seguridad para el pacientec 2 '. 

Los métodos analiticos en Los que se utilizan técnicas 

cromatograficas, principalmente la cromatografia Liquida de alta 

resoluciOn-fase reversa, han tenido en anos recientes una mayor 

aplicaciOn, debido a que la mayor parte de las muestras son 

soluciones acuosas de muy diverso origen -- medicamentos, fluidos 

biolOgicos, productos naturales que incluyen fármacos, 

metabolitos y/o productos de degradación. Dichas sustancias suelen 

ser complejas, termolábiles, no volátiles y pueden estar en muy 

bajas concentraciones, por lo que constituyen muestras 



dif1ciles 

resoluciOn 

costo de 

de analizarc 3 •, La cromatografia liquida de alta 

ha demostrado ser una técnica simple y confiable, cuyo 

análisis es competitivo con el de otros métodos 

analiticosclol•. 

Para determinar la 

método analitico, es 

Los datos obtenidos 

confiabilidad de Los resultados de cualquier 

necesario realizar la validaciOn del mismo. 

de La validación proporcionan una base para 

tomar decisiones correctas <aceptaciOn o rechazo> acerca de un 

producto determinado'~'. As1 pues, la validaciOn de métodos 

analiticos tiene gran importancia en La industria farmacéutica, a 

tal grado, que La Ley General de Salud menciona que el control 

aplicado a cualquier preparado farmacéutico debe comprobarse y 

debe ser validada cualquier técnica empleada para ese fin. Con esta 

regulaciOn, el Sector Salud y las autoridades sanitarias exigen la 

validaciOn de los métodos analiticoscs•. 

Los parámetros a estudiar en una validaciOn dependen, usualmente, 

de las aplicaciones especificas del método'••. 

Dada la importancia que tiene para la industria farmacéutica contar 

con métodos anal1ticos confiables, este trabajo se enfoco, en 

primera instancia, a la optimizaciOn de un método analítico para la 

cuantificaciOn simultánea de guaifenesina, clorhidrato de 

pseudoefedrina 

U qui dos de 

posteriormente, 

validaciOn. 

y bromhidrato de dextrometorfAn par cromatograf1a de 

alta resoluciOn en 

al obtener el método 

2 

cápsulas 

optimiza.do 

comerciales; 

se realizo su 



Este trabajo se dividió en dos partes. En la primera <marco 

teorice>, 

comprensión 

se exponen conceptos generales 

del estudio realizado y 1 en 

importantes para la 

la segunda parte 

(desarrollo experimental>, se presenten los procedimientos de 

optimizaciOn y validación por separado con sus respectivos enALisis 

de resultados para, finalmente, concluir conjuntamente con base en 

los objetivos propuestos. 
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1.0 O B J E T I V O S. 

1.1 Optimizar un m~todo de 

uso de cromatograf1a 

principios activos: 

anélisis para cuantificar, mediante el 

liquida de alta resoluciOn, tres 

clorhidrato de pseudoefedrina, 

guaifenesina y bromhidrato de dextrometorfén, contenidos en 

cápsulas comerciales. 

1.2 Identificar las variables que afectan el desarrollo del método 

por optimizar. 

1.3 Realizar la validaciOn del método optimizado. 

1.4 Estimar el 

del método. 

grado de confiabilidad mediante La validaciOn 

1.5 Determinar Las ventajas que tiene el método optimizado sobre 

el método primario. 

4 



2.0 H A R c o T E o R I c o. 

2.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS. 

2.1.1 Clorhidrato de pseudoefedrina. 

El clorhidrato de pseudoefedrina es un estereoisómero de la 

efedrina•'>, con similar actividad farmacológica pero de menor 

potencia. La efedrina existe en forma natural en varias plantas, 

fue preparada sintéticamente en 1927 y desde entonces se ha usado 

para el tratamiento de varios estados patológicos en Los que se 

necesitan las acciones periféricas o centrales de los férmacos 

simpatomiméticos•a>. 

2.1.1.1 Propiedades fis1coqu1micas•'·•·i01
• 

Alcohol C+>-treo-[1-Cmetilamino>-etill-bencil clorhidrato. 

C~oH~sND.HCl CFig. 1). El clorhidrato de pseudoefedrina se 

presenta en forma de cristales blancos; tiene olor débil. Su peso 

molecular es de 201.72; p.f. 182-185 ºC; rotación especifica CaJ 2 º 

en agua es de +61 a +62.Sº. Muy soluble en agua <2 g/ml>; soluble 

en etanol (0.278 g/ml>, en cloroformo <0.011 g/ml>; prácticamente 

insoluble en éter <1.4 x 10-~ g/ml>. 

El espectro ultravioleta del clorhidrato 

metanol exhibe bandas de méxima absorciOn a 

de pseudoefedrina 

251, 257 y 263 nm 

CFig.2). El coeficiente de particiOn de la pseudoefedrina HCL a 

2SºC en n-octanol/agua a pH 1.2 y en n-octanol/aguá a pH 6 es de 

0.010 y 0.049 respectivamente. Su pka <N-H> es de 9.8 



El 

0-
ff NH•CH1 

~-y-cH1 
OH H. 

Fig. 1. Estructura molecular del 
clorhidrato de pseudoefedrina. 

Fig. 2. Espectro ultravioleta del 
clorhidrato de pseudoefedrina en 
metanol <G.R.l. 

clorhidrato de pseudoefedrina puede considerarse como Un 

compuesto estable, ya que después de 4 semanas bajo fluorescencia y 

Luz ultravioleta no se observa cambio en coloración o degradación 
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quimica. El fármaco en granel es estable por lo menos 6 meses a 

37°C y 3 meses a so 0 c. En formulaciones de tabletas y jarabes 

anos no se aprecia degradación 

2.1.1.2 Propiedades farmacológicasc•.&&•. 

El clorhidrato de pseudoefedrina es un agente simpatomimético con 

efectos directos e indirectos en receptores adrenérgicos. Su acción 

farmacológica es la relajación de la musculatura bronquial mediante 

la estimulacion de los receptores alfa y beta. Su acción periférica 

se debe a la liberación de noradrenalina. 

Existen diferentes métodos de analisis para el clorhidrato de 

pseudoefedrina. Entre ellos se encuentran: titulaciones no acuosas, 

análisis espectrofotométricos, análisis calorimétricos y 

cromatográficos <capa fina, gases, Liquidas y en papel>. 

En cuanto a La cromatograf1a liquida de alta resolución, se han 

utilizado, para analizar el clorhidrato de pseudoefedrina en formas 

farmacéuticas o como materia prima, los sistemas con las 

condiciones que se mencionan en La Tabla 1. 



Columna Fase móvil t" re.f. 
<min> 

Coras1lH/C.a.• 1. 9 
<Waters Assoc.> o.1t¡ carbonato de amonio: 

acetoni tri lo (1:9) 
Corasil"/fenil PH•B.9 1.8 

Ulfaters Assoc. > 

Corasil"/C.a.a 2.1 9 
<Waters Assoc. > o.1t¡ carbonato de amonio: 

acetoni tri lo (4:6) 
Corasil"/fenil soln. PH•7.4 2.2 

<Waters Assoc.> 

Zimpax"/SCR 0.0211 fosfato de amonio 7.0 
<DuPont> dibllsico: dioxano (64:36) 

acetonitrilo: agua: acido 
µ/Bondapak" /C1• acético (40:60:1) --- 13 
(Waters Assoc. > con o.os N KN03 y 0.01 N 

de ttc. octanosulfónico 

Nucleosil"/ metanol: lle. fosfOrico: 
silicagel fosfato dihidrogenado de 6.0 9 

<Alltech> sodio (195:2:50) 

Spherisorb" I etanol: 0.4, de acetato de 
silicagel amonio (85:15) a.o 9 

<E. Merck> 

µ/Bondapak .. /C18 metanol: agua: ac. acético 
<Waters Assoc.> glacial con o.oos M de 9.4 14 

ac. octanosul fónico 

Spherosil"/CN metanol: agua: dietilamina 4.01 * <Beckman> 0.03 M pH•2. 5 (179:20:1) 

•ver anexo 1. 

tabla 1. Diferentes condiciones de análisis para clorhidrato 
de pseudoeferina por HPLC. 
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2.1.2 Bromhldrato de dextrometorfén. 

ll bromhidrato de dextrometorfán es un derivado sintético no 

opiáceo, no narcotice isOmero del anélogo code1nico del 

levorfanol. Sin embargo, a diferencia del L-isOmero, no es 

analgésico ni tiene riesgo de adicciOn. Se usa como agente 

2.1.2.1 Propiedades fisicoqu1micas' 7 • 1 º• 11 ,. 

Bromhidrato de 3-metoxi-17-metil-morfinan. HaO, 

(Fig.3>. El bromhidrato de dextrometorfán se presenta como 

cristales blancos o polvo cristalino que posee olor débil. Peso 

molecular 370.3; p.f. 122-124uc; rotaciOn especifica («]~<• •27.6u 

<c=1.5 en agua>. ~oluble en agua 1.S% a 2s~c, 5% a 5o~·c y 25% a 

SSºC; Libremente soluble en alcohol y cloroformo. 

~ig.~. Estructura molecular del 
bromhidrato de dextrometorfan. 

9 



EL espectro ultravioleta de una solucion de bromhidrato de 

dextrometorfén en metanoL, exhibe un méximo únicamente a 278nm. 

<Fig.4>. su coeficiente de partición octanol/agua es 3.7; pka=B.3. 

La estabilidad del bromhidrato de dextrometorfén, en soluciones 

acuosas a pH 4-S.6 es muy atta. 

m 

Fig. 4. Espectro ultravioleta del 
bromhidrato de dextrometorf~n en 
metanol CG.R.>. 

2.1.2.2 Propiedades tarmacoLOg1cas•ª•~ 1 ,, 

Su accion farmacoLOgica es central. Eleva el umbral de La tos al 

actuar sobre el centro de ésta en el bulbo y suprimir La rama 

eferente de La respuesta . su eficiencia en pacientes con tos 

patoLOgica muestra ser, en estudios controlados, aproximadamente 

igual a La de La code1na. Al contrario de La code1na, pocas veces 

produce somnolencia o trastornos gastrointestinales. En dosis 

terapéuticas no inhibe la actividad ciliar; a dosis muy altas 

puede causar depresiOn del sistema nervioso central. 
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2.1.2.3 Métodos de anélisisc7.~ª'· 

Entre las métodos de anélisis para el bromhidrato de 

dextrometorfén, se cuentan ensayos espectrofotométricos, 

valoraciones potenciométricas, métodos calorimétricos y 

cromatogréficos <capa fina, gases, Liquida>. En la tabla se 

muestran algunas de las condiciones que han sido utilizadas para la 

determinac10n del bromhidrato de dextrometorfán por HPLC. 

Columna Fase mOvil tR ref. 
<min> 

BondapakR /C1e. 551\ metanol/agua can 11\ de 
<Waters Rssoc. > .éc.acético y O.DOS M de 6.5 

sulfonato de pentano 12 

Bondapak"/C.i.~ cianopropil: agua can 0.1 M 
(Waters Rssoc. > de carbonato de amonio ---

Zorbax" /CN agua: acetonitrilo ( 1: 1) 
<DuPont> lle. fOrmico, ac. metanosul- 6.5 16 

fónica pH= 3.5 

acetonitrilo: lle. acético 
µ/BondapakA /C.i.e agua ( 40: 1: 60) can 0.001 N --- 13 
<Waters Assoc. > de ac. octanosulfOnico de 

sodio y o.os N KN03 

ZorbaxH/fenil acetonitrilo: 0.1 M de 
<DuPont> dihidrogenofosfato de pota- --- 15 

sia (45:55 ) pH= 4.0 

CianoR o.os M de nitrato de potasio 
<IBM en acetonitrilo: agua 9.0 17 

instruments> ( 25: 75) pH= 3.0 

µ-Bondapak" I buffer acuoso pH 4 .1 
fenil 1% de buffer de amonio y 11 18 

<Waters Assoc. > 40% de metanol 

Spherosi LA /CN metanol: agua: dietilamina 4.96 * <Beckman> 0.03 M pH=2.S (179:20:1) 

•ver anexo 1. 

Tabla 2. Diferentes condiciones de análisis para bromhidrato de 
dextrometorfán por HPLC. 
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2.1.3 uuaifenesina. 

La guaifenesina aumenta el flujo de las v1as respiratorias y es més 

efectivo que el cloruro de amonio o que el hidrato de terpina en el 

tratamiento de tos tuberculosa, pero en el tratamiento de asma 

bronquial es menos efectivo que los yodurosc 1 Y 1
• 

Ademés de ser usada para muchas preparaciones farmacéuticas La 

guaifenesina ha sido muy aceptada como expectorante en 

anestesiolog1a para equinas, por su despreciable efecto en La 

funciOn respiratoria, card1aca y parámetros hematolOgicos~~º'· 

2.1.3.1 Propiedades fisicoqu1micas' 7 • 10 >. 

Guaifenesina o guayacolato de glicerol¡ C10H1404 CFig. Sl . La 

guaifenesina se presenta como pequenos prismas rOmbicos cuando son 

sintetizados en éter; poseen débil olor caracter1stico y sabor 

ligeramente amargo; p.f. 78.S-79°C; peso molecular 198.21. Muy 

soluble en agua caliente; libremente soluble en etanol; soluble en 

cloroformo, glicerol y propilenglicol; insoluble en éter de 

petróleo. 
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íig. s. Estructura molecular de 
La guaifenesina. 

Su espectro U.V. en un intervalo 225 a 350 nm, exhibe un méximo 

Onicamente a 273 nm (fig.6>. 

íig. 6. Espectro ultravioleta de La 
guaifenesina en metanol <G.R.>. 

2.1.3.2. Propiedades farmacoLOgicasc~•.a~•. 

La guaifenesina es un expectorante. Los expectorantes favorecen la 

eliminación del material irritante del tracto respiratorio inferior 

hacia la faringe aumentando el volumen y reduciendo la viscosidad 
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de las secresiones respiratorias. Su modo de acciOn no est~ 

totalmente aclarado pero algunos expectorantes estimulan en forma 

refleja la secreción a través de vias vagaLes. Se sabe que La 

guaifenesina es un relajante muscular de acciOn central en dosis 

altas. 

1.3.3 Métodos de anAlis1s' 7 •~ª,· 

Para la determinación de guaifenesina se cuenta con métodos 

calorimétricos, espectrototométricos y cromatográficos. Los 

sistemas utilizados en HPLC para la determinación de guaifenesina 

se muestran en La Tabla 3. 

Columna Fase mOvil tA ref. 
<min> 

µ/BondapakR /C.i.a metanol:agua: éc.acético 
CWaters Rssoc. > 1 mL lle. fórmico, éc.meta- J.8 14 

nosulfOnico pH= J.5 

µ/BondapakR/C 1 a 55% metanol/agua con lle. 
<Waters Rssoc. > acético y o. 005 M de sulfa- J.O 12 

nato pentano 
-

LicltrosorbR I metanol: buffer de citratos 
RP-8 pH= 6.5 ( 40: 60) 2.8 20 

<E.Merck> 40% de metanol 

Zorbax"/CN agua:acetonitrilo ( 1: 1) 
<DuPont> éc.fOrmico, éc.metanolsulfO- J.7 16 

nico pH= J.5 

5pherosilR/CN metanol: agua: dietilamina 2.62 * <Beckman> 0.03 M pH=2.5 (179:20:1) 

*ver anexo 1. 

Tabla 3. Diferentes condiciones de análisis para guaifenesina 
por HPLC. 
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2.2 GENERALIDADES DE LA CROHATOGRAFIA. 

La palabra cromatografia fue introducida por Tswett, boténico ruso 

quien desarrollo un proceso cromatogréfico en el ano de 190~. 

lswett separo ciertos pigmentos vegetales, los cuales eran 

coloridos. Con el paso del tiempo se detecto que esta técnica no 

estaba restringida a sustancias coloridas, ya que también por 

cromatograf1a otros tipos de compuestos pod1an ser 

As1, La cromatografia esté definida como un procedimiento por el 

que pueden ser separados Los componentes de una mezcla, mediante un 

proceso de migraciOn diferencial en un sistema consistente de dos 

fases, una de las cuales está en movimiento continuo en una 

dirección y en ella las sustancias individuales presentan 

diferentes movilidades en razón de las diferencias de fenOmenos de 

absorción, partición, solubilidad, presión de vapor, tamano 

molecular o densidad de carga iónica, mientras que la otra fase se 

encuentra inmóvil. Por lo tanto, para efectuar la cromatografia, es 

fundamental el uso de una fase fija o estacionaria <usualmente un 

sólido granular finamente dividido>, una fase móvil que puede ser 

un gas o un liquido y la sustancia a separar, la cual tiene que ser 

disuelta en un solvente apropiado o ser introducida como vaporc 2~>, 

Hasta hace aproximadamente dos décadas, la cromatografia liquida en 

columna se reduc1a bésicamente a 4 métodos: 



Cromatografia de adsorción o liquido-solido CCLS>, en La cual se 

emplea una fase sólida estacionaria, generalmente de silica gel o 

alúmina, de naturaleza polar y una fase móvil liquida no polar. 

Cromatografia de partición liquido-liquido <CLL>, en La cual el 

soluto se distribuye entre La fase estacionaria Liquida inmiscible 

en la fase mOvil y fijada mecénicamente a un soporte inerte <tierra 

de diatomeas, silica gel irregular de poros grandes y baja 

actividad, etc.). 

Cromatograf1a de intercambio iOnico, en La cual se usan resinas 

con grupos funcionales aniOnicos <sulfOnicos, carboxilicos) o 

catiOnicos <amonios cuaternarios>. 

Cromatagraf1a de filtración molecular, en la cual se emplean 

geles <poliméricos entrecruzadas, agarosa o dextranos: Sepharosa, 

Sephadex>. 

La cromatografia de partición (CLL) fue de gran importancia, sin 

embargo, no estaba Libre de desventajas, provocadas especialmente 

por la débil unión de La fase estacionaria al soporte. Para evitar 

la pérdida de La fase estacionaria, la fase móvil debla de estar 

saturada de fase estacionaria, la muestra deb1a disolverse en esta 

fase mOvil saturada y no podian efectuarse gradientes de elucion, 

ni emplearse la temperatura como variable de separaciOn. Este 

problema llevo al estudio de materiales alternativos, donde la fase 

estacionaria 

un aumento 

estuviera quimicamente unida al soporte; asi, se logro 

notable en la calidad del material de relleno. 

~ctualmente, el método dominante es La cromatograf1a fase Ligada 

que puede clasificarse en fase normal y fase reversa, de acuerdo a 
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la polaridad relativa de la fase mOvil y de Los grupos funcionales 

qutmicamente ligados al soporte. Cerca del 80~ de Las separaciones 

cromatogréficas se efectúan con material de fase Ligada y mas del 

10% corresponde a cromatografia fase reversa' 2 •·ª• 1 • 

2.2.1 PRINCIPALES PARAHETROS CROMATOGRAFICOS'ª•••7 ••••. 

2.2.1.1 EL cromatograma. 

Las curvas gausianas que representan el número de moléculas eluidas 

frente al tiempo, constituyen un cromatograma <Fig.7). La forma de 

un pico cromatogréfico indica que no todas las moléculas eluyen en 

el mismo tiempo exactamente. La razon reside en la consideraciOn 

global de todos los fenomenos que suceden en el interior de la 

columna <procesos intracolumnales) y fuera de la columna <procesos 

extracolumnares>. Los procesos intracolumnares son: la difusiOn de 

Eddy, la difusiOn longitudinal y la transferencia de masa fuera del 

equilibrio. Los procesos extracolumnares son producidos por 

factores instrumentales y experimentales, por ejemplo: por el 

volumen de inyección, las tubertas, las conexiones, el detector, 

etc .. 
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f ig. /. un cromatograma t1pico. 

2.2.1.2. Tiempo de retenciOn y tiempo de retenciOn relativo. 

Cada pico cromatogréfico eluye en un tiempo dado, Llamado tiempo de 

retención, que es el tiempo medido entre La inyección Y.la eluciOn 

de La concentraciOn méxima del soluto <máxima senaL>. El tiempo de 

retención relativo <tA'>, es La diferencia entre el tiempo de 

retención y el tiempo de un salute no retenido <tM>· El t~· 

representa el tiempo que Las moléculas de salute permanecen en la 

fase estacionaria. 

2.2.1.J Factor de capacidad Ck'>. 

ls importante conocer cuéntas vec~s es mayor el tiempo durante el 

cual el salute permanece en la fase estacionaria, que el tiempo 

invertido en La fase mOvil, ya que nos indica el tiempo durante el 
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cual puede retenerse cada componente en la columna. R esto es a Lo 

que llamamos factor de capacidad. 

La relación entre el t"' y el tM. 

Este parémetro es obtenido por 

k'= <t .. -t,.,)/t,., 

donde: 

t.. tiempo de retención. 

t,., = tiempo muerto. 

ll k' representa el número de moléculas, que en el equilibrio, 

pasan a La fase estacionaria, respecta a las existentes en La fase 

mOvil. 

2.2.1., Factor de separación. 

El factor de separación <~> describe La posición relativa de dos 

picos adyacentes. Para su célculo se utilizan Los factores de 

capacidad de cada uno de Los salutes. 

ka' t,.':;;r: 
Ot =-- = 

kJ..' t .. • J.. 

donde: 

kJ..' factor de capacidad del pico 1. 

k~' factor de capacidad del pico 2. 
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t ..... • e tiempo de retenciOn r.elativo del pico 1. 

t .. 2' • tiempo de retención relativo del pico 2. 

Si no existe separación, entre los picos, el factor de separaciOn 

es igual la unidad y su valor aumenta cuando aumenta la 

separaciOn real. 

ll factor de separación se obtiene con los t .. •. Sin embargo, cuando 

se usan los modernos ordenadores de datos, generalmente se utilizan 

factores de separaciOn obtenidos apartir de tiempos de retención no 

corregidos. Esto es aceptable solamente si los datos se utilizan en 

un mismo instrumento y si se comprueba que los datos son correctos 

mediante el an&lisis de muestras patrón. 

2.2.1.s Resolución. 

La capacidad de una columna para separar dos solutos está definida 

por una magnitud denominada resolución <Rs>, que es la relación 

entre la distancia a los centros de las zonas o máximo de los picos 

y el ancho de Los mismos'ª••. La resoLuciOn se obtiene mediante La 

siguiente ecuaciOn: 

Rs 
1/2 W::z + W.1. 

donde: 

W.1. = ancho del pico 1 en La base. 

w .. ancho del pico en la base. 
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ln La separac!On de dos picos X y v, una resoluciOn de 1.5 indica 

que La separaciOn entre ambos picos es prácticamente completa, 

mientras que una resoluciOn de 0.75 indica una pobre separaciOn. 

Cuando la resoluciOn es igual a 1, el compuesto X se encuentra 

traslapado con el compuesto aproximadamente un 4,, R una 

resolución de 1.5, la superposición es de aproximadamente 0.3 ' 

<Fig. 8) 1 ªª•ª•'. 

La resoluciOn necesaria para un determinado procedimiento esté en 

función de los objetivos que se persigan con éste. Rs1, por 

ejemplo, en la determinación de impurezas y trazas es necesaria una 

resoluciOn elevada, lo que sugiere que el requerimiento de 

resolución aumenta tanto como la concentración del componente menor 

de la mezcla disminuye 1 ~0 • • Cuando la tarea anal1tica es la 

determinación del 

La resolución de 

contenido de activo de una forma farmacéutica, 

los picos cromatogr~ficos no es tan critica, ya 

que el objetivo en la determinacion cromatográfica no es obtener La 

separación aparentemente apropiada de Los picos, sino obtener la 

mayor confiabilidad posible en el sistema 13~•3ª' • 
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fig. 8. Separa e ion de una muestras con tres 
resoluciones diterentescª9 '. 

2.2.1.e Rsirnetrle. 

ldealmente, el pico cromatogréfico tiene distribución normal 

tgausiana>, pero existen algunos fenómenos que pueden provocar el 

alejamiento de esta candiciOn. Cuando esto ocurre se dice que el 

pico presenta asimetria <As>. Es muy común encontrar picos 

cromatogréficos asimétricos por lo cual su medición es importante. 

La asimetr1a puede Llevar, de acuerdo a su magnitud, errores 
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considerables de cuantificaciOn, e incluso sobreponer picos 

adyacentes. Las formulas empleadas con mayor frecuencia son: 

b'/a' 

Donde a y b son las medidas entre la linea que une el máximo del 

pico con La Linea base y los extremos anterior y posterior del 

pico, tomados al 10% de su altura. Por su parte a' y b' son los 

mismos parámetros al 5% de dicha altura <Fig. 9). 

1 (mini 

~ig.9.RepresentaciOn de un pico asimétri
co y las zonas de medición de asimetria. 

2.2.1.1 Plato teOrico y altura equivalente del plato teOrico. 

Un plato teórico puede considerarse como La región en que La 

concentración de salute en las dos fases CmOvil y estacionaria>, es 

la misma que podria establecerse si el soluto estuviese en 



equilibrio con las dos fases en esa misma regionc 27 >. Esto queda 

establecido por la siguiente formula: 

donde: 

N = nümero de platos teOricos. 

t" = tiempo de retención • 

w = anchura de pico en su base. 

la altura equivalente del plato teórico HEPT es el grosor de cada 

plato y esté en funciOn de la.longitud de la columna; entonces: 

HEPT • L/N 

donde: 

= longitud de la columna. 

N número de platos teOricos. 

2.2.2. TEORIAS DE ELUCION CROMATOGRAFICR'ªª•~••. 

Existen dos teorias que explican la velocidad a la cual migran los 

salutes y el ensanchamiento de la zona durante la migración. Estas 

teor1as dan una reLaciOn cuantitativa entre la eficiencia de la 

columna y los parémetros experimentales. 



2.2.2.1 Teor1a termodinémica. 

~sta teor1a propuesta por Martin y Singe en 1941'ª•.a•• considera 

al sistema cromatogréfico como una serie de estrechas capas 

horizontales y contiguas separadas, llamadas platos teorices y en 

cada uno de los cuales se establece un equilibrio del soluto entre 

la fase mOviL y la fase estacionaria bajo Las siguientes 

suposiciones: 

a> Se establece un equilibrio real. 

b) Toda la muestra se deposita en el primer plato. 

c> Los v6Lómenes de Las fases estacionaria y moviL son iguales 

en cada plato y ademas permanecen constantes durante el proceso. 

~sta teoria es capaz de describir Las velocidades de migraciOn en 

forma cuantitativa, obteniéndose as1, Los parámetros N y HEPT. 

Estos parAmetros se utilizan como una medida de la eficiencia de la 

columna. 

Los aspectos termodinámicos son Los que rigen el equilibrio de 

distribuciOn o reparto de los salutes entre las dos fases y, por lo 

tanto, son responsables de caracteristicas tan importantes como La 

retenciOn y selectividad. 

2.2.2.2 Teor1a cinética. 

La teoría .cinética de la cromatografia describe con éxito Los 

efectos de Las variables que influyen en el ensanchamiento de Las 
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bandas. Considera que los picos se ensanchan debido a tres procesos 

bajo control cinético <Fig. 10): 

ll DifusiOn de flujo múltiple. 

R este fenOmeno se le atribuye el ensanchamiento de la zona debido 

a la gran cantidad de trayectorias que puede encontrar una molécula 

en su camino a través del empaque de una columna . 

Este fenOmeno conocido también como difusiOn de Eddy o proceso 

multipaso, se relaciona con el diámetro y geometria de la particula 

y por una constante que depende del relleno y de la calidad de su 

empaquetamiento en la columnac~3 >, 

lll DifusiOn Longitudinal. 

Este fenómeno se debe a la tendencia de las moléculas a migr.ar 

desde la porción central concentrada de una banda, hacia las 

regiones mas diluidas en todas direcciones hasta que su 

concentraciOn sea uniforme en todo el seno del liquido. La 

contribuciOn de este efecto al ensanchamiento de banda es una 

funciOn inversa de la velocidad de la fase mOviL y directa respecto 

del cociente de difusión del soluto en el solvente y de alguna 

constante que evalúe el espacio ocupado por la fase móvil y su 

geometria. 

lII) Transferencia de masa fuera del equilibrio. 

i. Resistencia a la transferencia de masa a la fase móvil. 

ln el proceso real de transferencia 1 las moléculas del salute que 

interaccionan més con la fase estacionaria, son las más cercanas a 
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ésta, mientras que Las més alejadas demoran més tiempo para 

interaccionar, Lo que resulta en una dispersiOn de la banda 

inicial. 

la contribución de este efecto al ensanchamiento de banda seré 

mayor cuanto mayor sea la retenciOn del soluto. As1, seré 

directamente proporcional a un factor dependiente de k' , la 

velocidad de la fase mOvil y al diémetro de part1cuLa e 

inversamente proporcional al coeficiente de difusiOn del salute en 

la fase mOvil. 

ii. Resistencia a La transferencia de masa a La fase estacionaria. 

Este efecto es semejante al fenomeno de resistencia la 

transferencia de masa en la fase mOvil y es més pronunciado en CLL. 

las moléculas de soluto prOximas a La superficie serén devueltas a 

la fase mOvil mas répidamente que las moléculas que difundieron 

profundamente, Lo que da Lugar a un ensanchamiento de la banda. 

~l ensanchamiento seré proporcional a una funcion del factor de 

capacidad, al espesor de la fase estacionaria en CLL o una 

profundidad del poro e inversamente proporcional al coeficiente de 

difusión del salute en la fase estacionaria. 

Se han obtenido varias ecuaciones que definen estos tres 

fenOmenos. La que més se utiliza es la de Van Deemter'~••: 

HEPT A + B/u + Cu. 
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donde: 

A a constante asociada con la difusión de Eddy. 

B constante asociada con la difusiOn longitudinal. 

C constante asociada con la transferencia de masa fuera 

del equilibrio. 

u = velocidad Lineal de flujo. 

La representación gr&fica de estos fenOmenos fig. 11>, muestra La 

contribución de cada término en la ecuación de Van Deemter en 

función de La velocidad lineal de la fase móvil, as1 como su efecto 

neto sobre HEPT. 

El factor A no depende de la velocidad lineal, sino de la 

separación entre part1culas <por ende, La calidad del 

empaquetamiento> y debe originar una recta paralela a las abcisas. 

La difusion lineal <Blu>, sólo se observa a caudales muy bajos, 

mientras que a valores altos no deberia ser perceptible. Por 

último, los fenómenos de resistencia a la transferencia de masa, 

tanto respecto a la fase móvil como a la estacionaria CC.u>, se 

agravan a mayor velocidad Lineal de La fase mOvil y no se aprecian 

a caudal cero, ya que en este caso el tiempo para Llegar al 

equilibrio es finito• 2 • 1 • La figura 11, permite aún llegar a 

algunas conclusiones: puede deducirse que existe una velocidad 

Lineal <o caudal) a La cual La HEPT es m1nima, es decir, La 

eficiencia es m&xima. caudales menores favorecen La difusiOn 

longitudinal, mientras que caudales mayores dificultan Los procesos 

de transferencia de masa. 
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Proceso Mulllposo Re~ifi1Bncle e le tl0n9ferencla 

=e" ::r~ Jl1 
H • A + B/u + e.u 

/ \ 
DlluslOn longlludlnal 

Resistencia 
a la 
tronstorencle 
de mesa en le 
fase esteclonerle 

Fig. 10. Procesos de ensanchamiento de banda intra
columnarcm••. 

Fig. 11. Gráfico de Van Deemter para una columna 
hipotética. EL trazado grueso corresponde a la suma 
de las contribuciones individuales al ensanchamiento 
de bandacaa•. 
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2.2.3 FUERZAS CROHRTOGRAFICRS DE RETENCION ca•.a 7 .•~·••·•• 1 • 

Las fuerzas que experimenta un soluto, tanto en La fase 

estacionaria como en la fase mOvil, pueden ser electrostéticas, 

iOnicas, Van der waals y puentes de hidrOgeno, dependiendo de las 

características de Los componentes del sistema cromatogréfico. 

a> Fuerzas electrostéticas. 

Cuando la elución es función de la polaridad, la retención depende 

de La Localización de las cargas de cada especie del sistema. 

Las fuerzas dipolo-dipolo se presentan comúnmente cuando se 

utilizan solventes polares como agua, metanol, acetonitrilo, etc .. 

Si La molécula es un soluto polar se verá atra1da por los dipolos 

de la fase mOvil y se uniré electrostéticamente. Si un dipolo 

permanente es inherente a La fase móvil, cuando ésta llega a las 

proximidades de la molécula de salute pueden existir interacciones 

de Los electrones entre ambos. 

b) Fuerzas de van der WaaLs. 

Estas fuerzas son también de naturaleza eléctrica, pero no 

provienen 

con este 

de una carga eléctrica neta o inducida. Las interacciones 

tipo de fuerza estén asociadas con cadenas de 

hidrocarburos. 

Los electrones de una molécula del soluto, por regla general, estén 

dispuestos de modo que no generan dipolo, pero al moverse, en un 

momento dado se sitúan de forma que la carga efectiva ya no es 



simétrica, formando un momento dipalar can el cual se llevan a 

cabo interacciones con el sistema cramatagréfico. 

e> Fuerzas iónicas. 

otra causa de fijación de moléculas, se refiere a las eventuales 

interacciones eléctricas entre Las moléculas ionizadas de salute 

con Las moléculas de Los solventes altamente polares. Estas 

interacciones se Llevan a cabo con cargas eléctricas netas. 

d> Puentes de hidrógeno. 

lambién existen interacciones por establecimiento de puente de 

hidrOgeno entre moléculas dadoras de protones y aceptaras de 

protones. La posibilidad de que surjan enlaces puentes de hidrógeno 

seré més considerable cuando las moléculas dadoras sean étidos y 

las aceptaras sean bésicas' 37
'. 

2.2.4 CROMRTOGRAFIA FASE LIGRDR' 2 ••. 

En cromatografia fase Ligada, la part1cula base de silicagel se 

modifica qu1micamente para reemplazar sus grupos funcionales 

activos, los silanoles, de 

determinados grupos funcionales: 

tenilo, ciano, dial, etc.' 2 ª•. 
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La cromatografia puede ser normal o en fase reversa dependiendo de 

la naturaleza del grupo funcional ligado. En algunos casos, La 

misma fase ligada puede ser empleada en fase normal o reversa segün 

el tipo de fase mOvil usada, por ejemplo: una fase ligada con grupo 

funcional ciano, al tener polaridad intermedia, funcionará en fase 

normal si la fase movil es hidrOfoba o como fase reversa cuando se 

emplean mezclas hidroalcohOlicas ' 3ª•ªY•~0 • 

La fase estacionaria ligada con base de silica es obtenida, después 

de la modificaciOn quimica de los grupos silanol de superficie, por 

la unión de un grupo funcional via un puente de siloxano a la 

superficie de grupos hidroxilo'ª•• La reacción es un ataque 

nucleof!lico del oxigeno del hidroxilo de la s!lica, al átomo de 

silicio del silano. Este ataque se favorece por agregado de una 

base (piridina, imidazol> que sirve para tomar el écido clorhídrico 

liberado y como catalizador por formaciOn de un intermediario 

previo al siloxano' 41 ,. 

llurante la silanizaciOn, la 

entrecruzada y el proceso es 

polimerizaciOn puede ser lineal o 

dificil de controlar. As1, algunas 

µarticulas pueden contener capas poliméricas de mayor espesor que 

otras; además, aproximadamente solo el SO- de La superficie de 

silica potencialmente activa reacciona, principalmente por efectos 

estéricos. Todo esto resulta en diferencias de parAmetros 

cromatográficos de importancia como son velocidad de transferencia 

de masa del salute y capacidad de carga de la columna. Inclusive, 

difícilmente se consiguen lotes de calidad reproducible, par Lo 

tanto, los grupos silanoles Libres juegan un papel importante en 
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Los mecanismos de retencion, principalmente en la cromatografia 

tase reversa1?s.4~'. 

En La determinación de trazas, se ha visto que hay cambios 

altamente significativos entre Lote y Lote de un mismo tipo de 

coLumnaJ por Lo cual se hace necesario realizar algunas pruebas 

para evaluar Las propiedades de Las columnas <actividad silanol, 

actividad met~Lica, tamaMo de poro, tiempos de retenciOn, etc.> y 

determinar su efectividad< 4 aJ. 

2.2.4.1 Cromatografia fase reversa. 

La cromatografia Liquida de alta resolución fase reversa es una 

modalidad de Las técnicas cromatogréficas en columna. En ella el 

uso de instrumentación automatizada, detectores sensibles y 

selectivos, presiones elevadas, fases estacionarias no polares con 

partículas de diámetro paqueno, sistemas de inyección de muestras 

precisos, y fases móviles de gran pureza han Logrado una eficiencia 

elevada para La separación y determinación de Los componentes de 

una mezcla. 

En este tipo de cromatografia La fase móvil esta compuesta de 

solventes polares tales como agua, metanol, acetonitrilo, etc. y La 

fase estacionaria es no polar. 

En La cromatografía fase reversa, dado que el material de La fase 

móvil es no polar, las únicas fuerzas de interacción posibles 

deberían ser Las de Van der Waals, descartándose otros tipos de 

interacciones. Sin embargo, Las fuerzas de Van der Waals no bastan 



por s1 solas para justificar la retención observada de solutos en 

fase reversa. Por ello se han propuesto otros modelos de retención 

como la teoria solvofObica, La cual atribuye la retención a que la 

interacción entre moléculas de soluto y de solvente es mucho més 

débil que la interacción entre moléculas de solvente entre si; como 

consecuencia, el soluto es expulsado de la fase móvil y forzado a 

penetrar en La fase estacionaria que actúa como receptor 

pasivo' 43
J. Por Lo tanto, puede asumirse que el grupo polar se 

orienta hacia La fase móvil acuosa, mientras que su porción 

hidrófoba Lo h~ce hacia la superficie hidrocarbonada. 

La magnitud de la interacción soluto-fase enlazada será mayor 

cuanto mayor sea el tamano del grupo apelar y consecuentemente la 

superficie de contacto. Por el contrario, las funciones polares del 

soluto favorecerén La interacción con los solventes polares y 

reducirén La retención, Naturalmente los grupos funcionales, su 

posición en la molécula y su accesibilidad, influyen en la 

retención 1 ~~. 4 ~'. En la práctica, sin embargo, el mecanismo de 

retención se complica por la presencia de silanoles residuales. 

Rs1, el fenómeno de retención se debe a dos mecanismos: el 

silanofóbico y el silanof1lico• 4~,. 

Las interacciones silanofilicas pueden potencialmente proveer 

mayor selectividad un sistema cromatogréfico que Las 

interacciones hidrofóbicas, en Las férmacos con caracter1sticas 

básicas, ya que Las grupos hidroxilo na enlazados pueden tarmar 

puentes de hidrógeno. Par esto, bajo condiciones experimentales, el 

comportamiento cromatogréfico de salutes básicos es más compleJo 

que el comportamiento de compuestos écidos y neutrasc~··,. 



Los salutes con grupos funcionales amino, exhiben frecuentemente 

pobre eficiencia cromatográfica. Sin embargo, ésta puede ser 

mejorada por la adición de agentes modificadores de ta fase móvil, 

generalmente alquilaminasc~a, 3~.~ 7 ». 

Los modificadores 

cromatograf 1a fase 

silanof1Licas y se 

amino han 

reversa 

ha supuesto 

sido ampliamente usados en La 

para inhibir Las interacciones 

un mecanismo de interacciOn iOnica 

para la retención de solutos, en el cual Los agentes modificadores, 

al tener contacto cercano con la fase estacionaria, son adsorbidos 

en La cadena alqu1lica formando una capa primaria activa. 

La retención de Los salutes puede ser incrementada o disminuida 

dependiendo de La 

Por ejemplo, con 

dietilamina>, una 

carga del salute y de La del ion de interacción. 

modificadores cargados positivamente <como La 

capa positiva seré formada en La fase 

estacionaria reversa, la cual tenderá a repeleer cualquier soluto 

cargado similar bloqueando Las interacciones puente de hidrógeno 

que pudieran llevarse a cabo con los silanoles libres de la matriz 

(Los cuales tienen características ácidas>' 4
'•

4 ª'. 

Los modificadores orgánicos permiten el control de la forma de pico 

y tR en compuestos básicos' 47
', 
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2.3 OPTIMIZRCION DE METODUS HPLC. 

La optimizaciOn de un método analitico por cromatografia Liquida de 

alta resolución se ve reflejada en la resolución y separación de 

los componentes, en el mejoramiento de la forma de Los picos y en 

la disminución del tiempo de anélisis~~Y•. 

Para optimizar un método es necesario conocer las caracter1sticas 

fisicoquimicas de La muestra que se desea analizar, entre las que 

se incluyen, por 

solubilidad, etc .. 

ejemplo, 

También 

composición quimica, polaridad, 

es importante conocer métodos ya 

existentes para el anélisis de muestras similares a Las del estudio 

en cuestión, ya que esto nos proporciona información de su 

comportamiento a diferentes condiciones de anélisis para poder 

elegir las de trabajo adecuadas, tomando en cuenta, además, el 

material y equipo que se tienen disponibles, la utilidad anal1tica 

que se pretende dar al método, el intervalo de concentraciones a 

utilizar, La sensibilidad, La selectividad, el tiempo y costo del 

análisis, etc.< 9 o. 5 L>. se deben conocer las variables que pueden 

afectar al método'ªs.aa», por ejemplo: 

- procedimiento de muestreo. 

- preparación de La muestra. 

- tipo de cromatografía. 

- fase móvil. 

- detecciOn'Yª'. 
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EL primer paso en el proceso de optimización es el ajuste de 

parámetros cromatográficos: Rs, k' y Q. 1 ~s>. 

La optimización se lleva a cabo mediante diferentes estrategias de 

retenciOn y éstas se han clasificado en tres grupos: 1> empiricas 

<ensayo y error>; 2> diseno estad1stico <rutinas buscadas por 

computadora>; 3> desarrollo de una teor1a total de retención como 

funcion de Las condiciones de separacion, Lo que permitirá el 

desarrollo de esquemas de optimización basados en la preselección 

de parámetros independientes (condiciones cromatográficas>, para 

realizar La interpolación del sistema Optimo para una muestra dada 

~e ha encontrado que el cambio de fase estacionaria en fases 

alquil-Ligadas para HPLC-fase reversa, no es muy significativo, 

debido que dichas fases tienen propiedades de selectividad 

similares, aunque existen algunas diferencias debidas a La Longitud 

de la cadena y La marca comercial c 3~,. Por lo tanto, la variable 

independiente más frecuentemente empleada en la optimización de las 

separaciones por HPLC, es la composición de la fase móvil, por su 

efecto significativo en la resolución de los picos y en el factor 

de capacidad. Es evidente que ciertos factores asociados con 

componentes que están presentes en muy pequenas cantidades en La 

fase mOvil, tales como modificadores orgánicos, asi como pH y 

velocidad de flujo, también jnfluyen en las separaciones 

Para La primera elección de un sistema Optimo, puede ser de gran 

ayuda conocer y tomar en cuenta las siguientes características: 

peso molecular de La muestra; solubilidad; tipo de separación, 

bas~ndose en la estructura molecular de los componentes a separar; 
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etc .. En La Figura 12 se muestra una guia tipica de selección de 

columna y fase mOviL, tomando en consideración Las caracteristicas 

anterioresc•w•. 

2.4 ANALISIS CUANTITATIVO POR HPLC'ªª•ªª•ª4 •~•,. 

El anélisis cuantitativo HPLC está 1ntimamente ligado a Los 

detectores, 

técnica de 

ya que gracias a éstos la cromatografia es no salo una 

separación, sino también una técnica para La 

identificación y cuantificaciOn eficiente de los componentes de una 

mezcla. 

Todos Los detectores 

eléctrica que se 

de cromatografía liquida producen una senal 

utiliza para impulsar el movimiento de un 

dispositivo de medición. cuanto mayor sea la absorción o deflección 

de la Luz por el material que atraviesa La cubeta del detector, mas 

intensa será la seMal. Por tanto, la amplitud del pico puede 

relacionarse con la respuesta del detector a Los compuestos que 

pasan a través de la cubeta, pudiendo utilizarse la altura o el 

área del pico como una indicación de la cantidad de cada componente 

presente en la muestra. 
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SOLUBILIDAD 
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SEPARACION 

Liq-liq 

insoluble no polar 
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-[ 
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soluble 
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< 1000 -i--- en agua 
<no iOnico> 
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fase reversa 

>1000 { 

soluble 
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soluble 
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{ 
intercambio 
catiOnico 
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aniOnico 
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en gel 
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FASE MOVIL 
TI PICA 

CHCL;, 
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n-c ... H. 
CHCL., 

HaO/MeOH 
H:a0/CH3CN 

buffers 
tPO .. ,BO:;i) 

pH 2-9 
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Ha O 

CHCL,, 
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Fig. 12. Guia tipica de seLecciOn de columna y fase .. móvitc•91
, 
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La cuantificación de los picos cromatográficos generalmente se 

realiza midiendo su área, aunque se ha reportado una mejor 

precisión midiendo La altura'~5 ', siempre y cuando los picos sean 

simétricos y Las condiciones de operación se mantengan constantes. 

La concentración del principio activo en La muestra se puede 

calcular por diferentes métodos: 

a> Normalización interna. 

b) Esténdar externo. 

e> Esténdar interno. 

d) Estándar agregado. 

La selecciOn del método más adecuado depende del tipo de muestra, 

nivel de precisión requerido y La existencia o no de sustancia de 

referencia 1 ~• 1 • 

a) Normalización interna. 

El método consiste en referir el contenido de principio activo al 

total de áreas en el cromatograma. Para ello se suman Las áreas de 

todos Los picos presentes y el contenido se calcula como 

porcentaje, es decir: 

Ai 
Pi • ~~- X 100 

Aj 

donde: Pi es el porcentaje del componente i en La mezcla; Ri es el 

área del componente y Aj es La sumatoria de todas Las áreas del 



cromatograma. Este método no requiere estándar de referencia y es 

poco 

tengan 

usado en HPLC ya que se requiere que 

el mismo factor de respuesta <fi>. 

todos los componentes 

Es decir, que si se 

trabaja con un detector U.V., todas las sustancias deben tener el 

mismo valor de absortividad a la Longitud de onda elegida. Este 

caso suele darse pocas veces y habitualmente con familias de 

compuestos o sustancias que estén muy relacionadas. 

b) Est6ndar externo. 

lste método consiste en la preparacion de esténdares de 

concentraciOn semejante al principio activo en la muestra y en el 

ensayo cromatogréfico de ambos, muestra y estándar, en_ las mismas 

condiciones operativas. 

La concentraciOn del principio activo en la mezcla se determina 

comparando el érea del pico en cuestiOn con el érea del pico 

correspondiente al estándar de referencia, es decir: 

p = 

donde: 

Am es 

As 
X D X 100 

P es el porcentaje de principio activo en la muestra; Am y Rs 

son Las éreas de la muestra y el esténdar respectivamente; Cs es La 

concentraciOn del estándar y D es el factor de dilución. 
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c> Est&ndar agregado. 

Este método consiste en inyectar dos muestras para realizar un 

an6Lisis, una de ellas es la muestra tal cual, y la otra es muestra 

la que se le agrega una cantidad conocida de esténdar de 

referencia. 

Esta segunda muestra se utiliza como esténdar. La concentración del 

principio activo en la muestra se calcula de la siguiente manera: 

Am Cs p.------ X D X 100 
Ams - Rm 

donde: 

es el porcentaje de principio activo en la muestra; Am y 

Ams son Las éreas de la muestra tal cual y la muestra a la que se 

le ha agregado esténdar, respectivamente; Cs es La concentración 

del estAndar y D es el factor de dilución. 

lste método resulte de elección cuando La matriz de la muestra es 

muy compleja. 

dl Est6ndar interno. 

Este m6todo consiste en agregar cantidades exactamente medidas de 

una sustancia asi denominada, tanto a la muestra como a un esténdar 

con la misma 

adiciona a 

análisis e••>. 

concentración de 

la muestra en 

la muestra. El esténdar interno, se 

el paso inmediato anterior al 

Para determinar la concentraciOn de principio activo en la muestra 

se calcula la relación de éreas entre principio activo y esténdar 
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interno, tanto en la muestra como en el esténdar y se efectóa el 

cociente entre ambas, es decir~ 

p = 

donde: 

Rm es 

Rs 
X D X 100 

P es el porcentaje de principio activo en la muestra; Rm y Rs 

son las relaciones de &reas de principio activo/esténdar interno y 

estándar/esténdar interno, respectivamente; Cs es la concentraciOn 

del estándar y D es el factor de diluciOn. 

ll esténdar interno debe cumplir algunos requisitos, como son 1 •~>: 

- No estar presente en la muestra. 

- Presentar érea o altura similar a la del principio activo. 

- Eluir a un valor de k' cercano al del principio activo•m'>. 

- Resolverse completamente. 

- Ser estable y quimicamente inerte. 

- Responder en forma semejante a La del principio activo con el 

detector seleccionado. 

- Tener propiedades similares a las del principio activo. 

El método de estándar interno no es sensible a los errores de 

inyecc!On debido a que éstos se compensan al utilizar relaciones de 

éreas y, en algunos casos, pueden compensarse los errores generados 

en La preparaciOn de la muestra, tales como: diluciOn, extracciOn y 

derivación. 
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La eleccion del estándar interno es, generalmente, una tarea que 

consume 

ensayo 

activo. 

mucho tiempo, ya que se realiza la mayoria de las veces por 

y error usando compuestos de La serie homologa del principio 

Sin embargo, existen ya métodos por computadora que 

facilitan esta tarea• 8 •'. 

2.5 VALIDACION DE HETODOS HPLC. 

La validación de un método analítico proporciona una medida de la 

eficiencia del mismo; por esto, después de su 

método debe ser validadocs~J. 

optimizaciOn, el 

La validaciOn de un método anal1tico puede definirse como el 

proceso por el cual queda establecido, por estudios de laboratorio, 

que la capacidad del método satisface los requisitos para las 

aplicaciones anal1ticas deseadas. La capacidad se expresa, en este 

caso, en términos de parámetros anal1ticos• 4 ••0 >. 

La validaciOn debe demostrar que el método esta libre de errores 

sistem6ticos y que detecta la sustancia que se propone detectar•~'. 

Las caracter1sticas de eficiencia son expresadas en términos de 

variables analíticas. Las variables analíticas consideradas en 

cualquier programa de validaciOn son i1picamente; precisiOn, 

exactitud, linealidad, especificidad, limite de cuantificaciOn y 

Limite de detecciOn. Sin embargo, éstos dependen de la utilidad del 

método 14 •~1 .• 1 > Cver anexo 4). As1, la validación es única para 

cada método••~•. 
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El primer parametro a evaluar generalmente es La especificidad del 

método. La especificidad se define como la capacidad de un método 

analitico para determinar solamente el compuesto<s> de interés, en 

presencia de compuestos potencialmente interferentes. En HPLC 

significa que no exista otro pico con el mismo tiempo de retenciOn 

que el pico del fármaco. La especificidad puede ser incorporada en 

uno de los pasos del trabajo desarrollado <por ejemplo, extracciOn 

selectiva, 

especificas> 

separación 

o por 

cromatogrAfica o 

medio de un cambio 

experimentales <cambio en La fase móvil o 

uso de 

en los 

longitud 

detectores 

parémetros 

de onda de 

detección)<••. Esta prueba se lleva a cabo comparando resultados de 

el anélisis de muestras que no contengan la sustancia de interés, 

pero si, Los demés componentes <placebo>. 

En HPLC usando detección ultravioleta, se puede detectar impurezas 

en el compuesto, debido a que aparece un pico cromatogréfico 

distorsionado el cual no debe presentarse cuando la muestra es 

pura<•a.•:a•, 

La linealidad del sistema y del método son parametros muy 

importantes, y se deben evaluar después de conocer la 

especificidad del método. La linealidad de un sistema o método 

analitico 

analiticos, 

medio de 

es su habilidad para 

los cuales pueden ser 

asegurar 

obtenidos 

una transformaciOn matemática 

que Los resultados 

directamente o por 

bien definida, son 

proporcionales a la concentraciOn de la sustancia dentro de un 

intervalo determinado. La linealidad del sistema se determina 

construyéndo una curva de calibraciOn <concentraciOn vs respuesta 

medida> utilizando cuando menos S diluciones preparadas a partir de 
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una misma soluciOn patrón y haciendo an~lisis cuando menos por 

duplicado para cada diluciOn. 

Linealidad del método se determina partir de placebos 

adicionados de cuando menos tres diferentes cantidades de La 

sustancia de interés <placebos adicionados>, cada uno de manera 

independiente, haciendo los anélisis por triplicado'•0 >. 

El tratamiento matemético es normalmente un cálculo de regresión 

lineal por el método de minimos cuadrados de Los resultados de 

respuesta vs concentraciOn, y cantidad adicionada vs cantidad 

determinada para la linealidad del sistema y del método 

respectivamente••a>. La pendiente de la Linea de regresión es una 

medida de la sensibilidad del método mientras que el intercepto es 

una medida de posib(es interferencias en el método' 4 >. 

La precisión y la exactitud del método son dos parámetros muy 

importantes que están definidos de La siguiente manera: 

Exactitud.- Es la concordancia entre un valor obtenido 

experimentalmente y el valor de referencia. Se expresa como 

porciento de recobro obtenido del análisis de muestras a Las que se 

Les ha adicionado cantidades conocidas de la sustancia y se 

determina de, cuando menos, 6 placebos ·adicionados de manera 

independiente con La cantidad necesaria de La sustancia de interés 

para obtener la concentración del 100%, utilizando el método 

propuesto. Haciendo el anélisis en las mismas condiciones de 

operaciOn y p~r el mismo analista'b5 >. 
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PrecisiOn.- Es el grado de concordancia entre resultados anal1ticos 

individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a 

diferentes muestreos de una muestra homogénea del producto. 

usualmente se expresa en términos de desviación esténdar o del 

coeficiente de 

sextuplicado de 

variación y 

una soLuciOn 

se determina por el 

esténdar correspondiente 

establecido en La Linealidad del sistema. 

anélisis 

al 100% 

La precisiOn es una medida del grado de reproducibilidad y/o 

repetibilidad del método analitico bajo las condiciones normales de 

operaciOn. 

a> Repetibilidad: es la precisión de un método analitico expresada 

como la concordancia obtenida entre determinaciones independientes 

realizadas bajo las mismas condiciones <analista, aparato, 

Laboratorio, etc.>. 

b> Reproducibilidad: es La precisiOn de un método analítico 

expresada como La concordancia obtenida entre determinaciones 

independientes realizadas bajo condiciones diferentes < diferentes 

analistas, en diferentes d!as, en el misma y/o en diferentes 

Laboratorios, utilizando el mismo y/o diferentes equipos, etc.> y 

se determina de una muestra homogénea del producto cercana al 100% 

de la concentración teórica, analizada cuando menos por dos 

analistas, en dos d1as diferentes y por triplicado'ºº'. 
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3.0 D E S R R R O L L O E X P E R I H E N T R L. 

La fase experimental de este trabajo se desarrollO en dos etapas: 

1a. OptimizaciOn del método cromatogréfico para la cuantificacion 

simul ténea de guaifenesina, clorhidrato de pseudoefedrina y 

bromhidrato de dextrometorfén. 

2a. validación del método optimizado. 

3.1 HATERIAL Y EQUIPO. 

3 .1.1 Equipo. 

- cromatOgrafo de liquidas de alta resolución Hewlett P"ackard, 

modelo 1090 LC, con integrador modelo 3090 R. 

- Sistema de filtraciOn al vacio. 

- sano de ultrasonido. 

- Balanza analitica. 

3.1.2 Haterial. 

- Columna cyano ultrasphere, dp s µm, 4.6 nvn x 25 cm de longitud. 

- Material de uso comün en el Laboratorio. 

- Filtros millipore de 2 µm. 

3.1.3 Reactivos. 

- Metanol HPLC. <Merck>. 

- Agua HPLC. <MercK>. 



- Metanol grado reactivo -G.R.- <Merck). 

- Dietilamina CBaker>. 

- Rcido fosfórico concentrado CMerck). 

- Esténdar secund~rio de clorhidrato de pseudoefedrina. 

- Esténdar secundario de bromhidrato de dextrometorfén. 

- Esténdar secundario de guaifenesina. 

- Esténdar secundario de isotipendilo. 

- Agua destilada. 

- Excipientes. 

3.2 OPTIHIZRCION. 

La optimización de un método por HPLC se ve reflejada en la 

resolución 

la forma 

y separación de los 

de los picos y en 

componentes, en el mejoramiento de 

la disminución del tiempo de 

3.2.1 Procedimiento de optimización. 

La optimización del método cromatográfico 

simultánea de guaifenesina, clorhidrato 

para La cuantificación 

de pseudoefedrina y 

bromhidrato de dextrometorfán <método primario, ver anexo 2> se 

llevó a cabo mediante ensayo y error, que es una de las estrategias 

més empleadas para lograr el ajuste de parémetros cromatogréficos 

como son resolución, factor de separación y factor de 
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AL analizar Los resultados obtenidos del método primario, se 

evaluaron las posibles variables a modificar. Tales modificaciones 

se efectuaron controladamente y una a la vez, de La siguiente 

manera: 

a> Se minimizo el volumen de inyección. 

b) Se eligieron condiciones de integración adecuadas y précticas. 

c> Se selecciono diferente longitud de onda. 

d> se disminuyo la concentración de la muestra. 

e> Se hicieron variaciones en la fase mOvil. 

f> 'Se propuso el uso de estándar interno. 

3.2.2 DiscusiOn. 

Un problema inherente al método primario es la imposibilidad de 

cuantificar adecuadamente y de forma simulténea los principios 

activos contenidos en la muestra, debido a la gran diferencia del 

contenida de cada uno en la~ cápsulas. La proporción es 6.66:2:1 de 

guaifenesina CGu>, clorhidrato de pseudoefedrina CPHCl> y 

bromhidrato de dextrometorfán CDBr>, respectivamente. 

El cromatograma obtenido del método primario CFig.13) mostró 

claramente las diferencias de concentración de Los componentes de 

la mezcla. La guaifenesina presento un pico no simétrico y muy 

ancho, debido a que su concentraciOn en La muestra analizada 

es muy alta. Cuando se presentan picos con estas caracteristicas 

es recomendable disminuir su concentración, ya que las muestras muy 

concentradas saturan La fase estacionaria, lo cual provoca una 

so 



deficiente resolución; el detector también es menos sensible 

pequeMos cambios, ya que se sobrecarga y puede presentarse el hecho 

de que dos o más sustancias sean detectadas como un solo pico 

cromatogr~fico' 31 >. El anélisis de los resultados <Tabla 4) indicó 

que existe separaciOn de las sustancias presentes. Sin embargo, La 

resolución es mala, ya que los picos correspondientes no se 

resuelven en la 

asimetria. 

linea base <ResoluciOn 

Fig. 13. Cromatograma obteni
do del método inicial. 
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p. activo h Rs,1Q_, a 

Gu 2.62 4.2 
1.53 

PHCl 4.01 2.J 
1.24 

DBr 4.96 2.2 

Tabla 4. Resultados obtenidos del méto
do inicial. 

Con base en los resultados anteriores, se realizo La modificaciOn 

del volumen de inyecciOn de 10 µl a 5 µl. La disminuciOn del 

volumen de inyecciOn no afectó el valor del factor de separaciOn, 

sin embargo la asimetria disminuye de 4.2 a 3.8; de 2.3 a 2.1 y de 

2.2 a 2.0 para Gu, PHCL y DBr respectivamente. Los picos 

continuaron teniendo una resoluciOn < 1.0 <Fig. 14>. Se intento 

disminuir la concentraciOn de la muestra inicial ya que el volumen 

de inyecciOn de 5 µl, es el minimo a inyectar, sin embargo, al 

disminuir la concentración de la muestra inyectada, los picos 

cromatográficos de Las sustancias de menor proporción presentaban 

problemas en la precisión, debidos a la detección, por lo que se 

cambio la longitud de onda a la que se estaba llevando a cabo el 

análisis (254 nml. 
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Fig. 14. Cromatograma obteni
do al disminuir el volumen de 
inyecciOn de 10 µLa S µL. 

Por las caracter1sticas espectrofotométricas de Las sustancias 

separar, no fue posible trabajar a la longitud de onda de mayor 

absorciOn del componente de menor proporcion en La formulaciOn de 

las cépsulas Cbromhidrato de dextrometorfén>. Primero, porque 

esta longitud de onda el clorhidrato de pseudoefedrina no exhibe 

absorciOn. Segundo, porque La guaifenesina (componente en mayor 

proporc10n> tiene una curva espectral similar a la del bromh1drato 

de dextrometorfén. se eligiO trabajar a una longitud de onda de 

263nm, donde el clorhidrato de pseudoefedrina tiene un méximo de 



absorbancia y el bromhidrato de dextrometorfén incrementa su 

absorc~On. Por motivos prácticos se decidió cambiar la velocidad de 

La carta, lo cual no afecta los parámetros cromatogrAficos. El 

cromatograma resultante (Fig.15>, muestra la variación en Los picos 

debida a La Longitud de onda. La det~cciOn a 263 nm hizo posible la 

reducciOn de la concentración de La muestra inyectada a La mitad de 

la concentración inicial. 

. 
~ 

! 
N 

~ 

~ 

~ 

Fig. 15. Cromatograma obte
nido con la va~iaciOn de La 
Longitud de onda de 254 nm 
263 nm. 



La composición de La fase movil tiene efecto significativo en La 

resolución de los picos y en el factor de capacidad, por esto es 

la principal variable a modificar para lograr La optimización de un 

método por HPLcc~a.~~', por Lo cual se realizaron cambios en la 

fase movil utilizada en el método primario. En esta fase en 

particular, se modificó La proporción de dietilamina y agua. 

En primer lugar, se estudió el efecto de La dietilamina en la 

separación y resolución de los componentes de La muestra. En La 

Fig. 16 se muestra el cromatograma de una muestra para La cual se 

aumento la proporción de dietilamina de 0,5% a 0.6% v/v en La fase 

movil. Los resultados indicaron: reducción de Los factores de 

separación; reducción en los tiempos de retención y picos más 

estrechos <Tabla 5). Sin embargo, La resolución no fue buena aún 

CRs < 1.0). Cuando se disminuyo la proporción de dietilamina a 0.3% 

Los tiempos de retención y el factor de separación aumentaron 

CTabla 6). Se realizó un ensayo eliminando la dietilamina de la 

fase mOvil, con lo que se obtuvieron tiempos de retención del 

clorhidrato de pseudoefedrina y bromhidrato de dextrometorfán 

elevados, causando que se tuviera un tiempo de análisis muy largo 

<superior a 20 minutos). 

p. activo tR Rsc10-1 n 

Gu 2.87 3.0 
1.33 

PHCL 3.63 1. 5 
1.10 

DBr 4.20 1. 9 

Tabla S. Resultados obtenidos al aume
ntar La dietilamina a D.6 % . 
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p. activo tM Ase .l.•:>"5 • "' 
Gu 2.89 1. 6 

1.53 
PHCL 4,45 1. 2 

1. 13 
DBr 5.03 1. 4 

Tabla 6. Resultados obtenidos al dismi-
nuir La dietilamina 0.3 .. 

ST 

Fig. 16. cromatograma obteni
do por el aumento de La pro
porciOn de dietilamina , de 
0.5% a 0.6% v/v. 
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Posteriormente, se estudio el efecto que tenia el agua en La 

separaciOn cromatográfica. RL aumentar La proporciOn de agua en La 

fase mOvil en incrementos de 1% V/V no se observaron cambios en 

Los cromatogramas obtenidos antes de un 15% V/V 1 ya que cuando se 

alcanzo dicha proporciOn se aprecio un ensanchamiento inadecuado de 

Los picos (Fig.171. Al disminuir la praporciOn de agua en la fase 

mOvil hasta 5% v/v no se aprecio diferencia significativa¡ pero por 

debajo de esta concentraciOn la linea base presento deriva y ruido 

altos. 

SI 

íig. 17. Cromatograma obteni
do al aumentar la proporciOn 
de agua a 15% v/v. 
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Con base en los ensayos anteriores se eligieron condiciones 

las cuales se obtuvieron cromatogréficas més favorables, 

reduciendo La proporción de agua de 10 % a 5 % v/v y disminuyendo 

La proporción de dietilamina en la fase móvil de 0.5% a 0.2% v/v . 

AL aplicar dichas condiciones para observar si se Lograban 

caracter1sticas cromatogréficas adecuadas, se obtuvieron valores 

satisfactorios de resolución <Rs > 1.0) y de asimetria (Tabla 7 y 

Fig. 18). Los resultados muestran el efectr altamente significativo 

que tiene La concentración de modificador orgénico Cdietilamina> en 

el tiempo de retención, La resolución, el factor de separación y La 

asimetria de los picos cromatogréficos, encontréndose que un 

aumento en la dietilamina, disminuye Los valores de dichos 

parémetros, lo cual indica una relación inversamente proporcional. 

Por otra parte, La concentración de agua en la fase móvil influye 

principalmente sobre La asimetría de Los picos, obteniéndose una 

relación directamente 

concentración de agua, 

proporcional, 

la asimetría 

ya que al aumentar la 

aumenta también. Sin embargo, 

concentraciones muy bajas de agua o La ausencia de ésta en la fase 

móvil, provoca problemas de ruido y deriva en la Linea base. Los 

resultados también muestran La importancia de la correcta elección 

de La longitud de onda, ya que si se cuenta con la més adecuada, 

puede disminuirse la concentración de La muestra para evitar la 

saturación del detector y la columna. 

Con Los cambios realizados se supuso la obtención de método óptimo, 

por lo cual se procedió a analizar soluciones de esténdar que 

contenían guaifenesina, clorhidrato de pseudoefedrina y bromhidrato 

de dextrometorfén por dicho método, con el objeto de conocer el 



comportamiento del sistema (linealidad y precisión>. Para ello, se 

efectuaron 15 corridas cromatogr~ficas <cinco niveles de 

concentración por triplicado>. EL tratamiento estad1st1co 

indicó la existencia de una dispersión de datos elevada, can 

resultados de coeficientes de variación y correlaciones mostradas 

en la Tabla e. Rl analizar los resultados obtenidos se estableciO 

la necesidad de utilizar un esténdar interna. 

p. activo t~ ASt.i.0 .. 1 IX 

Gu 2.61 1. 10 
2.03 

PHCL 5.32 1.03 
1.1" 

DBr 6.08 1. 00 

Tabla 7. Resultados obtenidos aplicando 
al método todas Las modificaciones 
propuestas. 

p. activo c.v. rª 

GU 2.89 0.947 

PHCL 4.45 0.988 

DBr 5.03 0.984 

Tabla B. Resultados de coefici-
entes de variaciOn y correlaciOn. 
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Fig. 18. cromatograma obteni
do aplicando al método todas 
las modificaciones propuestas 

EL. esténdar interno es a menudo utilizado como parte del método 

anal1tico para la cuantificaciOn de un principio activo 

determinado. su usa presenta Las ventajas de Lograr una mejor 

precisión y puede, a su vez, minimizar errores aleatorios'•~'. 

La elección del esténdar interno se hizo de entre varias sustancias 

disponibles en el Laboratorio, cuyas caracteristicas fisicoquimicas 

son similares a Las de uno O mas de los principios activos en 
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estudio. Las sustancias propuestas fueron: 

isotipendilo, maleato de clorfeniramina, doxopram 

metoclopramida, 

y dimetoxanato. 

Se sometiO cada una de las sustancias a análisis cromatográfico y 

se determino su t,. en el sistema en cuestiOn <Tabla 9). Por sus 

caracteristicas fisicoquimicas y cromatográficas se decidiO que el 

isotipendilo era La sustancia idónea para ser usada como estándar 

interno. 

Finalmente se realizaron análisis cromatográficos a soluciones que 

contenian Los estándares de referencia <a diferentes niveles de 

concentracion, tomando como 100% La concentración real> y al 

estándar interno <a una concentración constante>, con La finalidad 

de probar la capacidad del sistema para resolver favorablemente a 

todos los componentes 

estándar interno como 

de La mezcla y 

tal. Con Los 

verificar La 

resultados 

utilidad 

obtenidos 

del 

se 

determinaron Las condiciones finales, con Las cuales quedó 

establecido el método optimizado <Tabla 10 y Fig. 19>. Ver Anexo 2. 

61 



P. activo Estructura Solubilidad tA• 
qu1mica 

Metoclopramida 

Cl~CONH .......... Nc 

soluble en agua 6.58 

llHa, OCH) 
metanol y etanol 

/ 

fYN" 
Isotipendilo ~::o soluble en agua 7.10 

y etanol. 

Maleato de JL-< soluble en agua 6.59 
clorfeniramina y etanol. 

~o 
Doxopram 

º"'"~ 
soluble en agua, 4.12 
ligeramente sol. 
en alcohol y 

. a cloroformo . 

o 

Dimetoxanato 
~-o~N~ 

soluble en 6. 71 ©r::O agua 
Y. metanol. 

Tabla 9. Caracter1st1cas generales de algunas sustancias pro
puestas para ser utilizadas coma esténdar interna. 

• Tiempos de retenciOn obtenidos al someter cada uno de Los 
p. activos al an~lisis cromatogr~fico con Las condiciones 
finales. 
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p. activa IR ASc10 .. > IX 

Gu 2.81 1.1 
1.98 

PHCL s.ss 1. o 
1. 16 

DBr 6.44 1. o 

Tabla 10. Resultados del método opti
mizado. 

Fig. 19. cromatograma obteni
do aplicando el método opti
mizado. 
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3.3 ValidaciOn. 

La validación de un método analitico proporciona una medida de La 

eficiencia del mismo, por lo cual, después de su optimización un 

método debe ser validado'ª• 5~>. 

3.3.1 Procedimiento de validación. 

- Especificidad. 

Para determinar la especificidad del método se analizaron en dos 

dias diferentes seis muestras placebo, al igual que cada uno de Los 

excipientes por separado, a un nivel de concentración de 120% 

- Linealidad del sistema. 

Después del estudio de especificidad, se determinó en un dia la 

Linealidad del sistema. Se construyó una curva de calibración 

<concentración 

solución stock 

vs altura> con muestras preparadas a partir de una 

que con tenia guaifenes1na, clorhidrato de 

pseudoefedrina y bromhidrato de dextrometorfén y se analizaron a 5 

diferentes niveles de concentraciOn (90, 96, 100, 105, y 112%>, 

por triplicado. 



- Precisión del sistema. 

La precisión del sistema se determinó mediante el análisis 

estad1stico de los resultados obtenidos para La Linealidad del 

sistema. AL conocer La relación existente entre la concentraciOn y 

La respuesta obtenida, se realizó en un dia La linealidad del 

método. Se construyó una curva de calibración (cantidad adicionada 

vs cantidad determinada), se utilizaron placebos adicionados con S 

concentraciones diferentes (90, 96, 100, 105 y 112%), por 

triplicado. 

- PrecisiOn y exactitud del método. 

Estas caracteristicas del método se determinaron en un dia por el 

análisis sextuplicado de placebos adicionados, utilizando 3 niveles 

de concentración eso, 100 y 112%). 

- Repetibilidad. 

La repetibilidad entre dias se realizó, ademas de 

anteriormente efectuados, el anélisis quintuplicado 

adicionados, utilizando 3 niveles de concentración 

112%). 

- Reproducibilidad. 

Los anélisis 

de placebos 

(90, 100 y 

Para la reproducibilidad entre analistas se analizaron en dos dias 

diferentes muestras de placebo adicionado por un 20. analista, bajo 

el siguiente esquema: 
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- 20. analista, 1er. dia. 

Se efectuó el análisis a muestras de placebos adicionados, por 

duplicado a s niveles de concentracion diferentes eso, 96, 100, 

105 y 112%). 

- 20. analista, 20. d1a. 

EL análisis se Le realizo a S muestras de placebos adicionados con 

5 niveles de concentraciOn (90, 96, 100, 105 y 112%), 

3.3.2 Resultados y discusión. 

- Especificidad. 

Los placebos sometidos al análisis cromatogréfico, con La finalidad 

de conocer La especificidad del método optimizado, no presentaron 

respuesta, quedando establecido que La respuesta obtenida fue 

debida únicamente a Los principios activos CGu, PHCl y DBr>. 

- Linealidad del sistema 

Para conocer la relación que existe entre la respuesta (cociente 

entre la altura del pico cromatográfico de la muestra y la altura 

del pico cromatográfico del estándar interno> y La concentración, 

se Llevaron a cabo diferentes tratamientos estadísticos <ver anexo 

3>. Los datos sometidos a este tratamiento fueron los que se 

· obtuvieron en los ensayos realizados para conocer la linealidad del 

sistema <Tablas 11, 12 y 13), 
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Nivel de Respuesta 
cene. Ch •• I h •• ) 

(%) 

90 66.490 66.042 66.241 
96 70.334 70.532 70.009 

100 74.253 74.051 74.241 
105 77.450 78.736 78.269 
112 82.674 82.612 81.460 

Tabla 11. Resultados para la determinación de 
la linealidad del sistema de guaifenesina <hm 
altura del pico cromatográfico de la muestra, 
h.. altura del pico cromatográfico del estándar 
interno). 

Nivel de Respuesta 
cene. Chm I h •• > 

(%) 

90 0.929 0.938 0.935 
96 1.001 0.990 1.006 

100 1.031 1. 041 1.043 
105 1.096 1. 085 1.089 
112 1 .190 1. 185 1.186 

Tabla 12. Resultados para la determinación de la 
linealidad del sistema del clorhidrato de 
pseudoefedrina. 
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Nivel de Respuesta 
conc. (hm I h-• > 

(%) 

90 1.638 1.633 1.637 
96 1. 745 1.740 1. 7 50 

100 1.821 1.832 1.828 
105 1.929 1.925 1.920 
112 2.072 2.069 2.065 

Tabla 13. Resultados para La determinación de La 
Linealidad del sistema del bromhidrato de 
dex trometorflrn. 

El anélisis estadistico de regresión y correlación para Los datos 

de linealidad de cada uno de Los principios activos <tabla 14) 1 

indicaron La relación entre Las variables es altamente 

significativa y que presentaban un comportamiento descrito por Las 

siguientes ecuaciones: 

y= 0.746x - 0.840 para guaifenesina. 

y o.011x - 0.090 para clorhidrato de pseudoefedrina. 

y o.020x - 0.144 para bromhidrato de dextrometorfán. 

P.activo Parámetros 

r r~ m b 

Gu 0.995 0.989 o. 746 -0.840 

PHCL 0.996 0.992 o. 011 -0.090 

DBr 0.999 0.999 0.020 -0.144 

Tabla. 14. Parámetros de regresión <r>, correlaciOn 
<r~>, pendiente Cm> y ordenada al origen tb>, para 
la linealidad del sistema. 
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Se realizó una prueba de hipótesis <Cuadro 1) para determinar, 

mediante un análisis de variancia, si la relación existente entre 

las dos variables <respuesta y concentración> era lineal. Este 

análisis se realizó para cada uno de los principios activos. 

Cuadro 1. 

Pba de HipOtesis: 

Ho: Existe linealidad entre las variables 
Hi: No existe linealidad entre Las variables 

Criterio de aceptación: 

Si Fz."p < Ft.•b no se rechaza Ha y existe 
relación lineal entre las variables 

Los resultados del análisis de variancia se muestran en las Tablas 

15, 16 y 17. En todos los casos se obtuvo que F ... P < ft.•1::1, por lo 

tanto no se rechaza Ho y se determina finalmente con un 98% de 

confianza que existe una relación lineal entre las variables de los 

tres sistemas que se ensayaron. 

Fuente de gl se MC F ... p. 

variación 

Desviación de 
medias debida 3 3.193 1.064 
a La regresión 

5.195 
Desviación 

debida a 10 2.048 0.205 
la media 

Feo.-.-.. '"· .1.0) = 6.55 

Tabla 15. Análisis de variancia para la determinación de la li
nealidad del sistema de guaifenesina. 
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Fuente de gl se MC F ... "". 
variaciOn 

Desviación de 
medias debida 3 3.460 1 .020 
a la regresión X 10-4 X 10- 4 

2.700 
Desviación 

debida a 10 6.730 6. 730 
la media X 10-.. X 10- 5 

Feo.••• "· 10) :11 6.55 

Tabla 16. Anltlisis de variancia para la determinación de la 
linealidad del sistema del clorhidrato de pseudoefedrina. 

Fuente de gl se Me F .... p. 

variación 

Desviación de 
medias debida 3 1.SSO 6 .500 
a la regresiOn X 10-4 X 10-a 

3.305 
Desviación 
debida a 10 6.730 6.730 
la media X 10-'+ X 10-• 

Feo.••• "· .10,. 6.55 

Tabla 17. Anélisis de variancia para la determinación de la 
linealidad del sistema del bromhidrato de dextrometorfán. 

Se determinó si el intercepto era estadisticamente igual a cero. 

Para ello se realizó el tratamiento estad1stico de la prueba del 

intercepto (Ver Anexo 3) y se propuso una prueba de.hipótesis para 

ser comprobada por medio de t de student <Cuadro 2>. 
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Cuadro 2. 

Pba de HipOtesis: 

Ho: b igual a cero 
Hi: b diferente de cero 

Criterio de aceptaciOn: 

Si t."P t tt•b no se rechaza Ha y el 
intercepto es estad1sticamente igual 
a cero. 

El análisis de resultados del tratamiento estad1stico se muestran 

en la Tabla 18. En todos los casos La t."P fue menor a La tt.b, por 

lo tanto, no se rechaza Ho y se acepta estad1sticamente con un 95-

de confianza que Los interceptas para cada una de las curvas se 

pueden considerar como cero. 

P.activo Parémetros 

b 5b t •HP I. c. 

GU -0.840 8.512 -0.099 -19.226, +17. 546 

P.HCL -o.oso 0.114 -0.792 - 0.336, + 0.156 

D.Br ·-O .144 0.073 -1.973 - 0.302, + 0.014 

ttabco~•7e,.1.m1= 2.160 

Tabla 18. Resultados del tratamiento estadistico para la de
terminaciOn del intercepto para guaifenesina, clorhidrato de 
pseudoefedrina y bromhidrato de dextrometorfén (b a ordenada 
al origen,Sb = desviación estándar de la ordenada al origen, 
I.C. =intervalo de confianza>. · 
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En el análisis de resultados para determinar la precisión del 

sistema se obtuvieron coeficientes de variación de 0.97 %, 0.72 %, 

y 1.46 - para clorhidrato de pseudoefedrina 1 bromhidrato de 

dextrometorfén y guaifenesina, respectivamente con lo cual se 

demostró que el método era preciso. 

-Linealidad del método. 

Los resultados obtenidos de la linealidad del método <Tablas 19, 20 

y 21> fueron sometidas a un anélisis de regresión y correlaciOn. 

Este análisis indico que existe una relación altamente 

significativa entre la cantidad adicionada y la cantidad 

determinada para cada uno de los activos <Tabla 22>. 

Nivel de Cantidad Cantidad determinada 
conc. adicionada <mg> 
(\) <mg> ensayo 1 ensayo 2 ensayo 3 

90 90.04 89.85 90.04 89.80 
96 95.60 95.53 95.48 95.70 

100 100.97 101.13 101. 00 100.90 
105 104.00 105.00 105.00 104.76 
112 112.70 112.62 112.42 112.37 

Tabla 19. Resultados para la determinación de la linea
lidad del método para guaifenesina. 
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Nivel de cantidad Cantidad determinada 
cene. adicionada <mgl 

(%) <mgl ensayo 1 ensayo 2 ensayo 3 

90 27.53 27.43 27.47 27.44 
96 28.71 28.74 28.69 28. 78 

100 30.29 30.12 30.23 30 .19 
105 31.44 31.40 31.45 31. 33 
112 31.19 33.21 33 .12 33.10 

Tabla 20. Resultados para La determinaciOn de La linea
lidad del método para clorhidrato de pseudoefedrina. 

Nivel de Cantidad Cantidad determinada 
conc. adicionada <mgl 

(%) (mgl ensayo 1 ensayo 2 ensayo 3 

90 13.58 13.57 13.68 13.61 
96 14.39 14. so 14. 33 14. lt 1 

100 15.26 15.11 15.00 14.93 
105 15.94 15. 70 15.70 15.88 
112 16.93 16.75 16.83 16.88 

Tabla 21. Resultados para la determinaciOn de la linea
lidad del método para bromhidrato de dextrometorfén. 

P.activo Parémetros 

r rª m b 

Gu 0.998 0.997 1.007 -0.568 

PHCl 0.999 0.999 0,997 0.027 

DBr o. 995 0.990 0.989 0.826 

Tabla 22. Parémetros de regresión <r>, correlación 
<rª>, pendiente <m> y ordenada al origen <b>, para 
Linealidad del método. 
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Se propuso una prueba de hipótesis (Cuadro 1) para La linealidad 

del método de cada uno de los principios activos. Para conocer si 

la hipótesis nula era aceptada o rechazada se realizó un anélisis 

de variancia. Los resultados se muestran en Las Tablas 23, 24 y 25. 

Fuente de gL se Me F.Hp. 
variación 

Desviación de 
medias debida 3 0.200 0.066 
a La regresión 

1.300 
DesviaciOn 

debida a 10 0.49S 0.049 
La media 

f.,,.b co.••.::11.101=6.SS 

Tabla 23. Análisis de variancia para la determinación de la 
linealidad del método para guaifenesina. 

Fuente de gL se Me F.Hp. 
variaciOn 

Desviación de 
medias debida 3 D.03S 0.012 
a La regresión 

s. 220 
Desviación 

debida a 10 0.022 2.295 
La media x10-=-

fcab co.••.3.101=6.SS 

Tabla 24. Rnélisis de variancia para La determinación de la linea
lidad del método para clorhidrato de pseudoefedrina. 
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Fuente de gl se MC F.MP. 
variaCiOn 

DesviaciOn de 
medias debida 3 o .102 0.034 
a la regresiOn 

0.415 
DesviaciOn 
debida a 10 0.829 0.082 
la media 

F~-b <o.••.a~10,~6.SS 

Tabla 25. Anélisis de variancia para La determinación de la linea
lidad del método para bromhidrato de dextrometorfan. 

En todos los casos se obtuvo que F.wp < F~•b, por lo tanto, no se 

rechaza Ha y se determina, con un 98 % de confianza, que existe una 

relación lineal entre las variables estudiadas en la determinación 

de cada uno de los tres principios activos que se ensayaron. 

Se determinó si los interceptas de las rectas obtenidas eran 

estadisticamente iguales a cero, para lo cual se realizó la prueba 

del intercepto y se propuso una prueba de hipótesis <Cuadro 2>. Los 

resulta dos de la prueba del intercepto son mostrados en la Tabla 

26. 

P. activo Parémetros 

b 5b t --p I. c. 

i;u -0.568 5.997 -0.095 -13.521, +12.386 

PHCL 0.027 0.975 0.028 - 2.079, + 2. 133 

DBr 0.826 1.542 0.536 - 2.836, + o. 538 

Tabla 26. Resultados del tratamiento estadistico para la de
terminación del intercepto para guaifenesina, clorhidrato de 
pseudoefedrina y bromhidrato de dextrometorfén 
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En todos Los casos t~-b > t-w~, por lo tanto, na se rechaza Ha y 

los interceptas para cada una de las curvas de La linealidad del 

método son con un 95 ' de confianza, estadisticamente iguales a 

cero. La relaciOn que existe entre La cantidad adicionada y la 

cantidad determinada indica tener un camportamieto descrito par La 

ecuaciOn: 

y = 1.007x - 0.568 para guaifenesina. 

y • 0.997x • 0.027 para clorhidrato de pseudoefedrina. 

y 0.989x + 0.826 para bromhidrato de dextrometorfán. 

- Exactitud y precisiOn. 

La exactitud del método fue evaluada a 3 niveles de concentración. 

Los datos para la determinación de exactitud se muestran en La 

Tabla 27. se evaluó la exactitud del método haciendo uso del 

tratamiento estadistico de comparación de muestras con un valor 

estándar. Se propuso una prueba de hipótesis (Cuadro 3) y se 

determino el valor de t."p <Tabla 28>. 

Cuadro 3. 

Pba de Hipótesis: 

Ha: El método es exacto. 
Hi: El método no es exacto. 

Criterio de aceptación: 

Si t.wp < t~-b se acepta Ha y 
entonces el método es exacta. 



P.activo Nivel de concentraciOn (11;) 

90 100 112 

99.37 99. 73 100.27 
99. 7 5 99.85 100.02 

Gu 99.93 99.00 100.00 
98.76 99.01 99. 75 

100.00 100.19 99.21 
100.14 100.32 99 .15 

99.96 100.00 99.97 
99.60 99.90 98. 73 

PHCL 99.64 99.97 99.86 
99.56 100.10 99.88 

100. 15 99. 73 100.06 
100.00 99.63 99.97 

98.97 100.07 1 ºº. 4 2 
98.84 99. 74 99.94 

DDr 99.85 99.54 98.95 
99.92 99.21 99.53 
99.49 98.64 100.00 

100.00 100.20 99.94 

Tabla 27. Porcentajes de recobro para la determina
ciOn de la prec1s10n y exactitud del método. 

P.activo Nivel de Parámetros I. c. 
cene. - X s t ... ,,. 

90 99.66 0.514 1. 628 99.119 - 100.198 
GU 100 99.68 0.568 1.366 99.084 - 100.276 

112 99.73 0.460 1.422 99. 247 - 100.213 

90 99.82 0.249 1. 789 99.557 - ioo.019 
PHCL 100 99.89 0.177 1. 549 99. 703 - 100. 074 

112 99. 75 0.502 1.243 99.212 - 100.272 

90 99.51 0.503 2.378 98.984 - 100.040 
DBr 100 99.57 0.578 1.836 98.960 - 100.173 

112 99.80 0.502 0.964 99.270 - 100.323 

tt•bC0.'97G•S): 2.571 

Tabla 28. Datos obtenidos del tratamiento estadistico para la 
determinaciOn de La exactitud del método <x = promedio, s = des
viación est~ndar, I.C. = intervalo de confianza> . . 
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El método resulto ser, con un 95 % de confianza, exacto a los 

niveles de concentraciOn de 90%, 100% y 112% para cada uno de los 

principios activos, ya que en todos los casos t."P fue menor que 

tt•b. 

La precisiOn del método se evaluó con los datos obtenidos para la 

exactitud <Tabla 27). El tratamiento estad1stico realizado a estos 

datos fue la determinacion del coeficiente de variaciOn, el cual se 

determinó para cada uno de los principios activos en cada nivel de 

concentración. Los resultados se muestran en la Tabla 29. 

P.activo Nivel de c.v. 
cene. ' (%). 

90 O.S16 
Gu 100 O.S70 

112 0.461 

90 0.249 
PHCl 100 0.177 

112 O.S03 

90 o.sos 
DBr 100 O.S81 

112 O.S03 

Tabla 29. Resultados para la 
determinación de La precisión 
del m~todo CC.V. • coeficiente 
de variación>. 

Para determinar que existe precisiOn en un método cromatográfico, 

el coeficiente de variación debe ser menor a 1.s %. En este caso el 

método optimizado es preciso, ya que todos los valores obtenidos 

son menores al valor establecido. 
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- Repraducibilidad entre dias. 

LaS resultadas de las anAlisis efectuadas para conocer la precisiOn 

entre d1as se presentan en las Tablas 30, 31 y 32. 

Nivel de Dia 1 Dia 2 
conc.<%> 

90 99.37 99.75 99.93 99.95 99.73 99.25 
98.76 100.00 100.H 100 .19 100.00 --

100 99.73 99.85 99. 00 100.34 99.71 99.23 
99.01 100. 19 100.32 100.00 99.46 --

112 100.27 100.02 100.00 99.94 98.99 99.52 
99.75 99.21 99 .15 100.39 99.37 --

Tabla 30. Porcentajes de recobro de guaifenesina para dos dias 
diferentes a 3 niveles de concentraciOn. 

Nivel de Dia 1 Dia 2 
cene.<%> 

90 99.96 99.60 99. 64 99.63 100.00 99.75 
99.56 100. 1 5 100.00 99.70 101.03 --

100 100.00 99.90 99. 97 99.24 99.53 98.71 
100. 1 o 99. 73 99, 63 100.00 99.70 --

112 99.97 98.73 99. 86 99.94 99.64 98.68 
99.88 100.06 99.97 99.00 99.70 --

labla 31. Porcentajes de recobro del clorhidrato de pseudoefe
drina para dos dias diferentes a 3 niveles de cancentraciOn. 
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Nivel de Dia 1 Dia 2 
conc.<'> 

90 98.97 98.84 99.85 100.00 100.67 99.05 
99.92 99.45 100.00 100.00 99.92 --

100 100.07 99. 74 99.54 101.35 99.34 99.53 
99.21 98.64 100.20 99.41 98.42 --

112 100.42 99.94 98 .95 99 ,52 99.71 99.94 
99.53 100.00 99.94 99.00 99.39 --

Tabla 32. Porcentajes de recobro del bromhidrato de dextrometor
fan para dos d1as diferentes a 3 niveles de concentraciOn. 

El tratamiento estad1stico realizo por el método de comparaciOn de 

dos conjuntos de datos cver Anexo 3> y se propuso una prueba de 

hipOtesis <Cuadro 4). 

Cuadro ft. 

Pba de Hipótesis: 

Ho: No existe diferencia entre d1as 
Hi: Existe diferencia entre d1as 

Criterio de aceptación: 

Si t •• P < tt•b se acepta Ha y 
por Lo tanto no existe diferencia 
significativa entre d1as. 

Se determinó el promedio aritmético, el coeficiente de variaciOn y 

La desviación estandar para. cada concentra~ión y cada principio 

activo, para obtener los datos de La Tabla 33, con los cuales se 

establece, con un 95 % de confianza, que no existe diferencia entre 

dias para ningún principio activo en ninguna de las concentraciones 

evaluadas, ya qüe en todos Los casos tt•b fue mayor a t.Mp' por lo 

cual no se rechazo Ho en ningún caso. 
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P.activo Nivel de Parametros 
cene. % 

X ' c.v. t-"" 

90 99.82 0.360 0.360 -0.542 
Gu 100 99.75 0.438 0."39 0.224 

112 99.64 0.539 0.541 0.238 

90 100. 02 0.581 o.seo -0.612 
PHCL 100 99.44 0.490 0.493 1.679 

112 99.39 ·0.529 0.532 0.920 

90 99.93 0.577 o.s11 -1.027 
DBr 100 99.61 1.068 1.072 -0.063 

112 99.51 0.353 0.355 0.862 

tt•t:tCo:t.'97~ 0 .. J = 2.26~. 

labla ~~. Resultados obtenidos del tratamiento estad1st1co 
etectuado para conocer La repetibilidad del método <x = Pro
medio,S = desviaciOn estándar, 1.C. = intervalo de confianza> 

- Reproducibilidad entre analistas. 

Para determinar si existia diferencia significativa entre los 

resultados del método optimizado obtenidos por dos analistas 

<lablas ~4, ~s y ~6>, se realizo un analisis de variancia con un 

diseno desbalanceado planteando una prueba de hipOtesis <Cuadro S>. 
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D1a 1 D1a 2 

' Con e. 90 100 112 90 100 112 

Analista 

99.95 100. 34 99. 94 99.79 100.13 99.93 
99. 73 99.71 98.99 100.00 100.00 99.75 

1 99. 25 99.23 99.52 99.73 99.89 99. 71 
100.19 100.00 100.39 -- -- --
100.00 99.46 99.37 -- -- --

2 100.64 100.21 100.00 99.75 101.31 99.70 
98.99 99.97 99.97 -- -- --

labla 34. Porcentajes de recobro de guaifenesina de Los dos ana
listas, en dos d1as diterentes a 3 niveles de concentracion. 

D1a 1 D1a 2 

' Cene. 90 100 112 90 100 112 

Analista 

99. 63 99.24 99.94 99. 64 99.44 100.06 
100. 00 99.53 99.64 99.78 99.80 99.79 

1 99.75 98.71 98.68 99.66 99.67 99.73 
99.70 100.00 99.00 -- -- --

101.03 99.70 99.70 -- -- --
2 100.00 100.30 98.90 99.37 99.52 99.64 

99. 23 99.68 98.18 -- -- --

labla ~S. Porcentajes de recobro del clorhidrato de psudoefedri
na de los dos analistas, en dos d1as diferentes a 3 niveles de 
concentracion. 
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D1a 1 D1a 2 

% Cene. 90 100 112 90 100 112 

Analista 

100. 00 101.35 99.52 99.93 99.02 98.94 
100.67 99.34 99.71 100.74 98.30 99.41 

1 99,05 99.53 99.94 100.22 97.84 99.70 
100.00 99.41 99.00 -- -- --

99.92 98.42 99.39 -- -- --
2 99.32 99.93 99.46 100. 15 100.27 99.46 

99.93 100.49 99.58 -- -- --

1abla ~6. Porcentajes de recobro del bromhidrato de dextrometor
f~n de Los dos analistas, en dos dias diferentes, a 3 niveles de 
concentraciOn. 

Cuadro ~. 

Pba de Hipotesis: 

Ha: No existe difencia entre analistas 
Hi: Existe diferencia entre analistas 

Criterio de aceptacion: 

Si f-H" e ~t•b se acepta Ha y entonces 
no existe diferencia entre analistas. 

Los resultados obtenidos de los anALisis de variancia se muestran 

en las Tablas 31, 38 y 3g, 
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Fuente de gl Nivel de se Me. 
variaciOn conc. .. 

Desviacion 90 2.6x 10-:.1 2.6x to-=--
entre analistas 1 100 0.926 o. 92 6 

112 0.079 0.079 

DesviaciOn 90 4. ox 10-3 S.714x10-4 

de dlas dentro 7 100 0.824 0.118 
de analistas 112 0.101 0.014 

Desviación 90 1. 920 o. 960 
de replicaciones 2 100 1.118 0.559 
dentro de di as 112 1.188 o. 594 

(90%) F.,..pC.1. 0 7,= 4.55 F ... pc 7.a• = 5.95 X 10-... 
( 100%) F.,..pC.1. 0 7•= 7.84 r ... p<7oa•= 0.211 
(112!1i) F ... pc.1..7t = 5.49 F ... pc7.a111 0.024 
Ft•t:t co.•7• 0 .Le7t• 8. 07 Ft•t:tco.•79.7 0 a,= 39.36 

Tabla 37. Análisis de variancia para la determinación de reprodu
cibilidad entre analistas en el ensayo de guaifenesina, a tres 
niveles de concentraciOn. 

Fuente de gl nivel de se Me. 
variaciOn cene. .. 

Desviación 90 0.281 o. 281 
entre analistas 1 100 0.214 0.214 

112 0.943 0.943 

DesviaciOn 90 o. 256 0.037 
de d1as dentro 7 100 0.223 0.032 
de analistas 112 1.233 0.176 

DesviaciOn 90 1.632 0.816 
de replicaciones 2 100 1.246 0.623 
dentro de di as 112 1.402 0.701 

(90%) F ... "'"'"'•7•= 7.60 F ... pc 7.a, = 0.045 
( 100%) f.,..pc.1..7t= 6. 72 r ... pc7,3, = 0.051 
( 112!1il F-.. .,,c.1..7>= 5 .36 F ... pc7.a> = 0.251 

Ft•ICI C0.•7••.L o 7> Z1 8.07 ft•b<o.•7•.7.a>= 39.36 

Tabla 38. Anélisis de variancia para la determinación de reprodu
cibilidad entre analistas en el ensayo de clorhidrato de pseu
doefedrina, a tres niveles de concentraciOn. 
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Fuente de gl nivel de se MC. 
variaciOn cene. "' 

Desvtacion 90 o. 167 0.167 
entre anal is tas 1 100 2. 572 2. 572 

112 3 X 10-3 3 X 10-3 

DesviaciOn 90 o. 460 0.066 
de di as dentro 7 100 2.781 0.397 
de analistas 112 0.051 7.286X10-3 

DesviaciOn 90 2.060 1.030 
de replicaciones 2 100 5.263 2.632 
dentro de di as 112 0.799 0.400 

(90%) F-HPf l., 7) = 2. 53 F.Npf7,21= 0.064 
(100%) F.NQll.,7)= 6.48 f•NPf7,31: o .151 
( 112%> F.HPf 1. 7) = 0.412 F.HPC 7,:.1 = 0.018 

Ft:.•t:o co.•7&,l.,7>= 0.07 Ft:..-t:oco.•75,7.~>= 39.36 

Tabla 39. Análisis de variancia para la determinaciOn de reprodu
cibilidad entre analistas en el ensayo de bromhidrato de dextro
metorfán, a tres niveles de concentración. 

En todos los casos F.""" es menor que Ft:.•h, por lo tanto, se rechaza 

Ha lo que indica, con un 95% de confianza, que no existe diferencia 

significativa entre los resultados obtenidos por el analista 1 Y el 

analista 2 para ninguno de los principios activos en los tres 

niveles de concentraciOn que se estudiaron. 
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e o N e L u s I o N E s . 

1. Mediante La modificación de Los valores de las variables que 

afectan significativamente al método primario, se obtuvo un método 

notoriamente més adecuado, el cual cuenta con mejor resolución, 

mayor coeficiente de separación y menor asimetría en Los picos 

cromatogréficos; cumpliéndose asi el objetivo de optimización. 

2. El método optimizado es, de acuerdo con el estudio de 

validación realizado, lineal, preciso, exacto, repetible y 

reproducible, en un intervalo de concentración de 90 % a 112 %. 

3. Las ventajas del método optimizado con respecto al método 

primario son! 

al Mayor confiabilidad. 

b) Minimización de errores aleatorios por el uso de 

estándar interno. 

e) Rapidez en la obtención de resultados gracias al aumento 

de La precisión. 

d) Disminución del ruido y La deriva en la linea base de 

los cromatogramas debido a la fflodificaciOn de la 

proporción de agua en La fase móvil. 
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A N E O S 

ANEXO 1. 

Determinación simultáne~ de guaifenesina, clorhidrato de 
pseudoefedrina y bromhidrato de dextrometorfan. Método del 
laboratorio de control de calidad <método primario>. 

2. DescripciOn del método prima~io. 

-Preparación de la muestra. 

a. Mezclar el contenido de 20 cápsulas. 
b. Pesar 3g del mezclado anterior y transferir a un matraz 

volumétrico de 100 ml. 
c. Adicionar 30 ml de agua destilada. 
d. Calentar en bano de agua por 10 minutos. 
e. Llevar a volumen con agua destilada. 
f. Filtrar La soluciOn a través de un filtro millipore. 
g. Tomar una alícuota de 10 ml del filtrado y transferirla a un 

matraz volumétrico de 100 ml. 
h. Llevar a volumen con metanol grado reactivo. 
1. Filtrar La solución a través de un filtro de 0.45 um y 

transferir la solución filtrada a un bial. 
j. Someter la muestra a la separaciOn cromatogréfica con Las 

siguientes condiciones: 

fase móvil: 

velocidad de flujo: 

detecciOn u.v.: 

volumen de inyección: 

atenuación: 

- Preparación del estándar. 

Metanol: agua: Dietilamina pH=2.S 

(179 : 20 : 1). 

1.0 ml/min. 

254 nm. 

ta µL. 

2. 

a. Pesar 240 mg de clorhidrato de pseudoefedrina y 120 mg de 
bromhidrato de dextrometorf én y transferirlos a un matraz 
volumétrico de 100 ml. 

b. Adicionar SO ml de agua y agitar hasta completa disolución. 

87 



c. Llevar a volumen con agua <solución A>. 
d. Pesar 80 mg de guaifenesina. 
e. Transferirlos a un matraz volumétrico de 100 ml. 
f. Adicionar SO ml de metanol grado reactivo. 
g. Agitar hasta disoluciOn. 
h. Adicionar 10 ml de la solución R. 
i. Llevar a volumen con metanol grado reactivo. 
j. Filtrar y transferir la solución a un bial. 
k. Someter La muestra a La separación cromatogréfica con las 

siguientes condiciones: 

fase móvil: 

velocidad de flujo: 

detección U. V.: 

volumen de inyecciOn: 

atenuación: 

Metanol: agua: Dietilamina PH=2.S 

e 11s : 20 : 1l. 

1.0 ml/min. 

251. nm. 

to µl. 

2. 

La cuantificación cromatogréfica se efectuó por el método de 
esténdar externo, utilizando como repuesta analitica el area de los 
picos. 
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A N E X O 2. 

Descripción del método optimizado. 

-Preparación de La muestra. 

a. Mezclar el contenido de 20 cápsulas. 
b. Transferir 3g del mezclado anterior a un matraz volumétrico de 

100 ml. 
c. Adicionar 30 ml de agua destilada. 
d. Calentar en bano de agua durante 10 minutos. 
e. Llevar a volumen con agua destilada. 
f. Filtrar La solución a través de un filtro millipore <solución 

A>. 
g. Pesar SO mg de isotipendilo y transferirlo un matraz 

volumétrico de SO mL. 
n. Adicionar 25 ml de agua y agitar hasta completa disolución; 

Llevar a volumen con agua. 
i. Tomar una alicuota de 5 ml y transferirla a un matraz 

volumétrico de 25 ml; llevar a volumen con agua destilada 
CsoluciOn B>. 

j. Tomar una alicuota de S ml de la solución A y una alicuota de 
4 ml de la solución B¡transferirlas a un matraz volumétrico de 
100 ml. 

k. Llevar a volumen con metanol grado reactivo. 
l. Filtrar la solución a través de un filtro de 0.45 um y 

transferirla a un bial. 
m. Someter la muestra a La separación cromatogrAfica con Las 

siguientes condiciones: 

fase móvil: 

velocidad de flujo: 

detecciOn U. V.: 

volumen de inyecciOn: 

atenuación: 

- Preparación del estandar. 

Metanol: agua: Dietilamina pH=2.5 

(474 : 25 : 1). 

1.0 ml/min. 

263 nm. 

s µL. 

1. 

a. Pesar 120 mg de clorhidrato de pseudoefedrina y 60 mg de 
bromhidrato de dextrometorfAn y transferirlos a un matraz 
volumétrico de 100 ml. 
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b. Adicionar SO ml de agua y agitar hasta completa disoluciOn. 
c. Llevar a volumen con agua <soluciOn A>. 
d. Pesar SO mg de isotipendilo y transferir a un matraz 

volumétrico de SO ml. 
e. Adicionar 2S ml de agua y agitar hasta completa disoLuciOn; 

Llevar a volumen con agua. 
f. Tomar una alicuota de S ml y transferirla a un matraz 

volumétrico de 2S ml; Llevar a volumen con agua destilada 
<solución B>. 

g. Pesar 40 mg de guaifenesina. 
h. Transferirlos a un matraz volumétrica de 100 ml. 
i. Adicionar SO ml de metanol grado reactivo. 
j. Agitar hasta disolución. 
k. Adicionar 10 ml de la soluciOn R y 4 ml de la soluciOn B. 
l. Llevar a volumen can metanol grado reactivo. 
m. Filtrar y transferir la solución a un bial. 
n. Someter la muestra a La separación cromatografica con Las 

siguientes condiciones: 

fase mOvil: 

velocidad de flujo: 

detección U.V.: 

volumen de inyección: 

atenuaciOn: 

Metanol: agua: Dietilamina pH=2.S 

(474 : 25 : 1). 

1.0 ml/min. 

263 nm. 

5 µl. 

1. 

La cuantificaciOn cromatogréfica se efectuó por el método de 
estandar interno, utilizando como respuesta analitica la altura de 
los picas. 
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ANEXO 3. 

Utilización de métodos estad1sticos para conocer la confiabilidad 

de los resultados obtenidos••4 .• 5 • 6~•6 7 •. 

1. Regresión Lineal. 

Las técnicas estadísticas usadas para estudiar las relaciones entre 

las variables se clasifican como técnicas de regresión y 

correlaciOn. 

La regresión se usa para determinar La "mejor'' relación funcional 

entre Las variables, mientras que la correlación se utiliza para 

medir el grado de asociación de las distintas variables. Si Las 

variables X y Y estén relacionadas de tal manera que una de ellas 

puede predecirse mejor si se conoce La otra, se dice que estan 

correlacionadas, si no La están, decimos que son funcionalmente 

fndependientes. 

La ecuación con La que se describe el coeficiente de regresión es: 

n I: <xy> - i: <x><y> 
r•-.------------------[n i: x" - <t: xl"J [n i: y" - lt: y>'"] 

donde: 

r = coeficiente de regresión. 

n número de parejas ordenadas. 

i: = sumatoria 

x = variable independiente. 

y a variable dependiente. 
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Y el coeficiente de correlaciOn es el cuadrado del coeficiente de 
regresiOn. 

r 2 coeficiente de correlaciOn. 

La determinaciOn de los parámetros de la recta <pendiente y 

ordenada al origen, se realiza mediante el método estadistico 

Llamado m1nimos cuadrados. Este método establece un criterio 

estandarizado para definir La ecuación de La recta, y se basa en 

suponer que La mejor recta de regresiOn es minima, lo cual queda 

establecido por Las siguientes ecuaciones: 

donde: 

n e <xy> - e <x> e <y> 

E y - m r x 
b= 

n 

m = pendiente de la recta. 

= ordenada al origen. 

r sumatoria 

x variable independiente. 

y variable dependiente. 
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El estudio de las variaciones en La recta se realiza mediante un 

anélisis de variancia. El anélisis de variancia divide la variación 

total de Los resultados de acuerdo a las diferentes fuentes de 

variación, presentandose de la siguiente manera: 

variación 
total 

variación 
no explicada 

donde: 
Y, • Respuesta promedio. 

y•, = Respuesta estimada. 

y, = Respuesta individual. 

Número de parejas ordenadas. 

variación 
explicada 

Se construye una Tabla de análisis de variancia. 

Fuente de gl se MC F.Mp. 
variación 

DesviaciOn de 
medias debida r - 2 Q• Q.1./r-2 
a la regresión q.i./r-2 

Desviación q:a/n-r 
debida a n - r Q2 Q:z/n-r 
la media 

Desviación 
total n - 2 q 

donde: 

gl grados de libertad. 

se = Suma de cuadrados. 
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MC Media de cuadrados. 

F-"P e F experimental. 

n Número total de parejas de datos. 

Número de concentraciones. 

ConcentraciOn. 

ReplicaciOn. 

Q1 = Desviaciones de los puntos con respecto a la recta. 

Q1= i: rt• <Y, - v .. ,, .. 

Qa a Desviaciones de cada punto con respecto a su propia 
media. 

Qaª E& CV,J - Ya>ª 

q a Desviaciones totales al cuadrado. 

q e E& <YtJ - ya.)a 

Y Respuesta 

V Respuesta promedio. 

ya. = Respuesta estimada. 

íl, Valor estimado de La linea de regresiOn. 

Para evaluar la proporcionalidad de La func10n analitica, es decir, 

que La recta pase por el origen y que cualquier desviación pueda 

adjudicarse al error aleatorio se realiza una prueba de hipOtesis 

para el interc~pto con las siguientes ecuaciones: 

Sb sy/x [e xª/ Cn-1 >Sªx] 
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donde: 

b 

Sb 

I.C. • b! t.,. • .., CSb> 

Sx . desviación estándar de 

Sy • desviaciOn estándar de 

IC . Intervalo de confianza. 

t ... p . t experimental. 

t ....... . t tablas 

m = pendiente. 

X = variable independiente. 

y variable dependiente. 

. ordenada al origen . 

x . 

y. 

2. Exactitud y precisiOn de un método analitico. 

El análisis que se realiza para conocer la exactitud de un método 

es el tratamiento de comparaciOn de datos con un valor estándar y 

se realiza calculando el promedio aritmético y la desviación 

estándar, para obtener: 

X ... _ X 
t ... p:s-----

s 
J _~_x_ª_-_<t_x_>ª __ 

n - 1 
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donde: 

I.C.• X! tt•b 

x- 11 Valor de x esténdar. 

11 Variable independiente. 

i 11 Valor promedio. 

e Desviación esténdar. 

n 11 Número total de datos. 

Para evaluar la precisión se determina el coeficiente de variaciOn, 

el cual permite comparar diversas muestras entre 

tener diferentes valores de media aritmética. La 

siguiente: 

e .v .• X 100 

3. Reproducibilidad entre dias. 

si, a pesar de 

formula es La 

Este estudio se determino mediante el tratamiento estadistico de 

comparaciOn 

diferencia 

de dos conjuntos de datos, para conocer si existe 

entre los resultados obtenidos ca~a dia, mediante el uso 

de las siguientes ecuaciones: 
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donde: 

s~ • ------------

n • Número de datas. 

X Valor promedio. 

n1 + na - 2 

Se: J 1/n1 + 1/na 1 

~ DesviaciOn estédar. 

•1. Reproducibilidad entre analistas'••~. 

El estudio se realizo mediante un anéllsis de variancia para 

dise"os desbalanceados de 3 componentes. 

Generalmente se espera realizar todas Las pruebas de un diseno 

experimental correctamente y sin que ocurran accidentes, para 

obtener una colecciOn balanceada de resultados. En La préctica 

ocurren accidentes y el desbalance de los resultados es trivial. La 

ellminaciOn de los datos no concordantes es la mejor manera de 

tratar estos datos. A veces, sin embargo, el desbalance esté tan 

difundido y la pérdida potencial de información es tan grande, que 
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debemos tratar La totalidad de Las datas desbalanceadas de la mejor 

manera posible. 

La Tabla de análisis de variancia se constituye de La siguiente 

manera: 

Fuente de gl se MC Fexp 
variación 

Desviación D 
entre analistas p - 1 A D --

F 

Desviación E 
de dias dentro R - p B E --
de analistas F 

DesviaciOn 
de replicaciones N - R e F 
dentro de dias 

donde: 

x = Respuesta. 

N = Número total de datos. 

R = Número de d1as entre analistas. 

p Número de analistas. 

n._= Número de datas por analista. 

n,= Número de datos por dia. 

Analista. 

= Dia. 

D = Al<p - 1 l 

Bl<R - pl 

F = Cl<N - Rl 
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R N - p 

A = Suma de cuadrados por analista. 

l 1._~ 
A• --

n~ N 

B a Suma de cuadrados por dia entre analistas. 

L
e 1,2 

B • -- -
n, 

C a Suma de cuadrados por repeticiones. 

Ejemplo: 

calculas para guaifenesina para el 100 -· 

D1a 1 D1a 2 

Analista % RecoDro 

100.34 99.71 99.23 100. 13 100.00 99.89 
1 100.00 99.46 -- -- -- --

2 100.21 99.97 -- 101.31 -- --
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Tratamiento de Los datos 

I:x~ T, "' h ""' I:T J 2 /n 3 k 

79753. 113 498.H 5 300. 02 3 79752.318 798.76 
30299. 761 200. 18 2 101.31 1 30299. 73> 301.49 

i:: 110052.874 698. 92 7 401.33 4 110052. oso 1100.25 

n~ TL:.a/nL.,. 

8 79752.19l 
3 30298. 740 

i:: 11 1100S0.93l 

B= 110052.050 - 110050.932 1.118 

A= 110050,932 - 110050,006 0.926 

C= 110052.874 - 110052.050 0.824 

Rnélisis de variancia. 

Fuente de gl se MC Fexp 
variación 

Desviación 
entre analistas 1 0.926 0.926 7. 84 

Desviacion 
de di as dentro 7 0.824 o. 118 0.211 
de anal is tas 

DesviaciOn 
de replicaciones 2 1.118 0.559 --dentro de di as 

Fe.u ,,.,.q .... 1 .• .,, = 8.07 Ft-~CQ.~7~ 0 7 0 7,= 39.36 
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A N E X O 

CARACTERIZACION DE LAS TAREAS ANRLITICRS MAS IMPORTANTES EN 

ANALISIS FARMACEUTICO. 

Tarea Rnalitica Simbo lo caracteristicas 

Resolución pico objetivo 
recomendada de 

anélisis 

Rsb Rsa Rsm 

An~lisis de materias primas: A 
Extractos de plantas. A-1 1.S 1. 8 1.0 L T 
Extractos de Organos animales. A-2 1. 5 1. 8 1. o L T 
Mezcla de fermentación. A-3 1.2 1. 5 1. o L T 
An~lisis de intermediarios 
y productos crudos: D 
Intermediarios y productos 
crudos. D-1 1.3 1. 5 0.8 E T 
Mezcla de reacción. D-2 1. 2 1. 5 0.8 E A 
Aguas madres y productos 
secundarios. D-3 1. 3 1. 8 o.a L T 

An~lisis de principios activos: e 
Prueba de pureza. C-1 1.8 2.0 1. 2 E T 
Ensayo. C-2 1.2 1.2 0.7 L A 
Separación de compuestos 
relacionados. C-3 1.5 1. 8 1.0 E T 
Prueba de estabilidad. C-4 2.0 2.5 1. 2 E A+T 

AnlHisis de productos 
formulad os: D 

Ensayo. D-1 1.2 1. 2 0.8 L A 
Pureza. D-2 1. 7 2.0 1.0 E T 
Uniformidad de contenido. D-3 1.2 1.2 1.0 L A 
DisaluciOn. D-4 1.2 1. 2 1.0 L A 
Estabilidad. D-5 2.5 3.0 1. 2 E A+T 

Estudios de farmacocinética 
y metabolismo. E 1. 5 1.8 1. o L T 

Rsb = resolución recomendada para el pico anterior del componente 
principal. Rsa = resolución recomendada para el pico posterior del 
componente principal. Rsm resoluciOn minima. L =número limitado 
de picos de interés. E = importancia equivalente de picos. T 
análisis de trazas. R = ensayo. 
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Parámetros analiticos Categoria I Categoria Il Categoria III 

LN EN 

a b 

Exactitud ++ + + +++ ++ 
Precisión + ++ + +++ .. 
Linealidad + . . ++ .. 
Rango + + + + .. 
Cantidad minima 

detectable <LQDl ... ++ .. ( +) +++ 
·Recobro +++ (.) (+) ( +) (.) 

Robustez ++ .. ++ ++ ++ 
Rsm +++ ++ ++ - +++ 
Rsb - - ++ - +++ 
Rsa - - ++ - +++ 
SR - - ++ - +++ 
SS - - ++ - +++ 

Categoria I = análisis de trazas: LN, número limitado de picos de 
interés; a, en presencia de materiales desconocidos <R-1, A-2, R-3, 
E>; b, número conocido de componentes conocidos <B-3, D-2>; EN, 
todos los picos son de igual importancia <B-1, B-2, C-1). Categoria 
II a métodos de ensayo (B-2, C-2 1 D-1 1 D-3, D-4), Categoria III = 
separación de compuestos relacionados <C-3 1 C-4, D-5), Simbolos: +, 
recomendado <la importancia es expresada por el número de signos 
+); <+>, dependiendo de la tarea anal1tica; -, la determinación no 
es necesaria. 
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CRITERIOS PARA HETODOS HPLC. 

simbo Lo SR ss• PreparaciOn R.S.D.t:o Número Recobro LDQ• 
de la muestra ('I¡) deseado ('I¡) 

de picos 

R-1 2.0 nd ProblemlJtica ( 5 2-3 Hin. 95 1-5 ng 
R-2 2.0 nd Problematica ( 5 2-3 Hin. 95 1-5 ng 
R-3 2.0 ni Problemética e 5 2-3 Hin. 95 1-5 ng 
B-1 1.8 + Fácil ( 5 2-5 100 0.1 "' B-2 1.8 ni Fácil ( 2 2-3 100 ni 
B-3 1. 8 + Fácil ( 5 2-5 100 0.1 "' C-1 2.2 + Fécil ( 2 2-10 100 0.01% 
C-2 1. 7 ni Fécil ( 1. 5 2-3 100 nd 
C-3 2.0 + Fácil ( 2 2-5 100 0.01% 
C-4 2.2 + Fécil ( 2 2-10 100 0.01% 
D-1 1.8 ni Puede ser ( 2 1-2 Hin. 99 nd 

problemática 
D-2 2.0 + No problemética ( 5 2-5 Hin. 98 o. 01% 
D-3 1. 8 ni Problemética ( 2 2-3 Hin. 98 nd 
D-4 1. B ni nd ( 5 2-3 nd 1-5 ng 
D-5 2.2 + No problemética ( 2 5-15 Hin. 99 o .1 % 
E 2.0 nd Problemética ( 5 2-10 Hin. 90 100 pg 

and, no definido; ni, no importante; +, el orden de eluciOn es 
importante. 
b desviación estándar relativa. 
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ANEXO 5. 

Colección de datos obtenidos para la validación del método. 

- Linealidad del método. 

Nivel de Cantidad Cantidad Recobro 
cene. adicionada determinada 

(%) Cmgl Cmgl (%) 

89.85 99.79 
90 90.04 90,04 100. 00 

89.80 99.73 

95.53 99. 93 
96 95.60 95.48 99.87 

95.70 100.10 

101.13 100. 13 
100 100.97 101.00 100.00 

100.90 99.89 

105.00 100.96 
105 104.00 105,00 100.96 

104.76 100. 7 3 

112.62 99.93 
112 112.70 112,42 99. 75 

112.37 99.71 

Tabla. 40 Datos de Guaifenesina 
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Nivel de Cantidad cantidad Recobro 
conc. adicionada determinada 

(%) <mg> <mgl (%) 

27.43 99.64 
90 27.53 27.47 99.70 

27.44 99.66 

28.74 100.15 
96 28.71 28.69 99.93 

28. 78 100.24 

30 .12 99.44 
100 30.29 30 .23 99.BO 

30 .19 99.67 

31. 40 99.87 
105 31.H 31. 35 99.71 

31. 33 99.65 

33. 21 100.06 
112 33 .19 33.12 99.79 

33.10 99. 73 

Tabla. 41. Datos de clorhidrato de pseudoefedrina. 
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Nivel de Cantidad Cantidad Recobro 
conc. adicionada determinada 

(%) <mg> <mg) (%) 

13.57 99.93 
90 13.58 13. 68 100.74 

13.61 100.22 

14.50 100.76 
96 14.39 14.33 99. 58 

14. 41 100. 14 

15. 11 99.02 
100 15. 26 15.00 98.30 

14.93 97. 84 

15.70 98.49 
105 15. 94 15. 70 98.49 

15.88 99.62 

16.75 98.94 
112 16. 93 1 s :93 99.41 

16.88 99.70 

Tabla. 42. Datos de bramhidrato de dextrometarfén. 
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- Precisión y exactitud. 

Nivel de Cantidad Cantidad Recobro 
cene. adicionada determinada 

(%) <mg> <mgl (%) 

91.45 90.87 99.37 
91. 61 91.38 99.75 

90 91.54 90.56 98.93 
91.37 90.24 98.76 
90.54 90. 5" 100.00 
90.35 90.48 100.14 

100.31 100.04 99.73 
100.39 100.23 99.85 

100 101.45 100.44 99.00 
1ºº.1 o 100.29 100 .19 

99.87 100.19 100.32 

112. 19 112.49 100.27 
112.50 112.52 100.02 

112 112.03 112.03 100.00 
111.53 111. 25 99.75 
112. 11 111.22 99.21 
113 .12 112.16 99.15 

Tabla. 44 Datos de guaifenesina. 
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Nivel de cantidad Cantidad Recobro 
conc. adicionada determinada 

C%> Cmgl Cmgl (%) 

26.99 26.98 99.96 
27.23 27.12 99.60 

90 27.85 27.75 99.64 
27. 18 27.06 99.56 
27.39 27.43 100 .15 
27.47 27.47 100.00 

30.21 30.21 100.00 
30.22 30. 19 99.90 

100 30.42 30.41 99.97 
30 .12 30.15 100.10 
30.15 30.07 99.73 
30.00 29.89 99.63 

33.62 33.61 99.97 
33.78 33.35 98.73 

112 34.96 34.91 99.86 
33.82 33.78 99.88 
33.71 33.73 100.06 
33.84 33.83 99.97 

Tabla 45. Datos de clorhidrato de pseudoefedrina. 
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Nivel de Cantidad Cantidad Recobro 
conc. adicionada determinada 

(%) <mg> <mg> (%) 

13.65 13.51 98.97 
13.80 13.64 98.84 

90 13.53 13.51 99.85 
13.59 13.58 99.92 
13.60 13.52 99.49 
13.54 13.54 100. 00 

15.04 15.05 100.07 
15 .10 15.06 99.74 

100 15.27 15.20 99.54 
15.31 15.19 99.21 
15. 42 15.21 98.64 
14.95 14.98 100.20 

16.74 16.81 100.42 
16. 80 16.79 99.94 

112 17. 21 17.03 98.95 
16.95 16.87 99.53 
16.75 16.75 100.00 
16.44 16.43 99.94 

Tabla 46. Datos de bromhidrato de dextrometorfán. 
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- Repetibilidad 

Nivel de Cantidad Cantidad Recobro 
cene. adicionada determinada 

<%> <mg> <mg> <%> 

90.37 90.33 99.95 
90.27 90.03 99.73 

90 90.83 90.15 99.25 
89.83 90.00 100.19 
89.99 89.99 100.00 

99.66 100.00 100.34 
100.26 99.97 99.71 

100 100.76 99.98 99.23 
100.24 100.24 100.00 
100.27 99.73 99.46 

112.18 112. 11 99.94 
113.35 112.21 98.99 

112 112.63 112.09 99.52 
111.45 111.89 100.39 
112.66 111. 95 99.37 

Tabla 47. Datos de guaifenesina . 
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Nivel de Cantidad Cantidad Recobro 
cene. adicionada determinada 

(%) <mg> <mg> (%) 

27.08 26.98 99.63 
26.90 26.90 100.00 

90 27.49 27.42 99.75 
26.99 26.91 99.70 
26.43 26.70 101.03 

30.23 30.00 99.24 
30.09 29.95 99.53 

100 30.23 29.84 98.71 
30.15 30 .15 100.00 
30.31 30.22 99.70 

33.62 33.60 99.94 
33.63 33.51 99.64 

112 34. 13 33 .68 98.68 
33.84 33'.50 99.00 
33.75 33.65 99.70 

Tabla 48. Datos del clorhidrato de pseudoefedrina. 
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Nivel de Cantidad Cantidad Recobro 
cene. adicionada determinada 

("') <mgl Cmgl ("') 

13.50 13.50 100.00 
13.42 13.51 100.67 

90 13.64 13.51 99.05 
13.48 13.48 100.00 
13.60 13.60 99.92 

14.84 15.04 101. 35 
15.09 14.99 99.34 

100 14.80 14.73 99.53 
15.30 1 5. 21 99.41 
15 .19 14. 95 98.42 

16.98 16.81 99.00 
16.50 16.42 99.52 

112 16.96 16.91 99.71 
16.81 16.80 99.94 
16.41 16.31 99.39 

Tabla 49, Datos del bromhidrato de dextrometorfén. 
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- Repraducibilidad entre analistas 

Analista 

Nivel de Cantidad cantidad Recobro 
conc. D1a adicionada determinada 

(%) Cmg> Cmgl (%) 

1 90.33 90.91 100.64 
90 90.85 89.93 98.99 

2 90.57 90.34 99.75 

1 96.41 96.34 99.93 
96 96.45 96.21 99.75 

2 96.41 96.39 99.98 

1 99.98 100. 19 100.21 
100 100.24 100.21 99.97 

2 100.01 101. 32 101. 31 

1 106.21 104.69 98.57 
105 105.01 104.79 99.79 

2 105.31 104.92 99.63 

1 112.63 112.63 100.00 
112 112.13 112.10 99.97 

2 112.13 111. 79 99.70 

Tabla SO. Datas de guaifenesina. 
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Nivel de Cantidad Cantidad Recobro 
conc. Dia adicionada determinada 

(%) (mgl Cmg> ('!¡) 

1 26.79 26. /9 100.00 
90 27.22 27.01 99.24 

2 27.1S 26.98 99.37 

1 29.00 29.04 100. 14 
96 29.00 28.88 99.S9 

2 28.94 28.91 99.89 

1 30.20 30.29 100.30 
100 31.23 31.13 99.68 

2 30.97 30.82 99.S2 

1 31.SO 31.46 99.87 
10S 31.69 31. 6 7 99.94 

2 31.SO 31. SS 100.16 

1 34.SO 34. 12 98. 7 o 
112 32.41 31.82 98. 10 

2 33.27 33. 1 s 99.64 

Tabla Sl. Datos para clorhidrato de psudoefedrina. 
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Nivel de Cantidad Cantidad Recobro 
conc. d1a adicionada determinada 

(%) <mgl <mg> (%) 

1 13.22 13.13 99.32 
90 13.40 13.39 99.93 

2 13.34 13.36 100.15 

1 14. 32 14 .33 100.07 
96 14.28 14.27 99.93 

2 14.29 14.28 99.93 

1 14.93 14.92 99.93 
100 14.98 15.00 100.49 

2 14. 95 14.99 100.27 

1 15.63 15.58 99.68 
105 15.88 15.90 100 .13 

2 15.79 15.77 99.87 

1 16.76 16.67 99.46 
112 16.85 16.78 99.58 

2 16.80 16.71 99.46 

Tabla 52. Datos del bromhidrato de dextrometorfán. 
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