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GLOSARIO

CLAR = Cromatografia Liquida de Alta Resoluciédn
tr = Tiempo de retencién

b = Ordepada al origen o intercepto

= Coeficlente de correlacién

= Coeflciente de determinacién

€V. = Coeficlente de variaclén

IC = Intervalo de conflianza

T = Sumatoria

m = Pendiente de la recta

n =  Numero total de datos

t =  Nuamero de cantidades adicionadas

X = Media aritmética

x = Dilucién o cantidad adiclonada

Yy = Propledad medida o cantlidad recuperada
S = Desviacién estandar

Sx = Desviaclén estandar de x

Sy = Desviacién estandar de y

ttab = Valor de distribucién t de Student

F = Valor de la distribucién F de Flscher
g.1. = Grados de libertad
SC = Suma de cuadrados

MC = Medlia de cuadrados .
LSIC = Limite superlor del intervalo de confianza

LIIC = Limite inferior del intervalo de confianza

Cone.= Concentracién )
% de Alb,= Porcentaje de Albendazol

mg = Miligramos

g = Microgramos

W = Ultravioleta

FDA = _ Food Drug Administration



1. INTRODUCCION

El alﬁendazol es un antihelmintico de amplio espectro, que
ha demostrado ser: efectLVO contra trématodos, nemitodos y céstodos
del ganado’ vacuno, ovlno. caballar y porcino asi como en gallinas,
ratas y-ratones.’ Es el dnlco farmaco del grupo de los bencimldazoles
eficaz en la eliminaclén de toda clase de parasitos en los
rumiantes. (B 13 14 23 28, 29, 35, 40)

El albendazoi:fué introducido a la medicina humana en
1979. Se ha realizado numei'oéos ensayos clinicos en todo el munde
para determinar la. actlvidad del férmace en helmintiasis humanas,
asi se encontré que eg efectlvo contra la parasitosis mas frecuente
en el humano (Ascaris’ lumbricoides, Trichurls trichuria ancylostoma,
Enterobus vermicularis, Strongyloides stercolaris, Necator
americanus, Hymenolepis nana), asi como el tratamlento de los
quistes hidatidicos, (14,28, 29,35, 40)

En 1987, aparecié en México un reporte de investligacién
clinica en 7 pacientes con diagnéstico de neurocisticercosis, los
cuales fueron tratados con albendazol, se obtuvé un 86% de remisién
total de los quistes, por lo que los autores concluyeron que el
albendazol es altamente efectivo en parasitosis tisular. La baja
incidencia de reacclones adversas, lo hace un ecandidato -adecuado

“para el tratamiento'de la neurocisticercosis- parenquimatosc. (6, 14)

.Las. formas de dosificacién  més usuales son tabletas y
suspensién, las cuales se encuentran incluidas en el Cuadro Béasico
de Medicamentos del Sector Salud. (6)

En la 1literatura se reporta un métedo de cuantificacién
por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR), fase normal
para la presentacién de suspensidén, sin embargo, el método es
complicado ya que requiere de varios pasos que consisten en ajuste

de pH, extracciones, evaporacién y disolucién antes de su
cuantificaclén. (37)



Se ‘conslder$  importante desarrollar un :méto_dé ,‘gnalif.lco
para suspension, qué permita la cuantlflcaélén'dél principio activo
con. rapidez y a bajo costo, caracteristicas importantes para un

- método-de rutina, :

La Cromatografia de Liquideos de Alta Resolucién es una
alternativa interesante para determinar albendazol en suspensién, ya
que conjuga las caracteristicas de especificlidad (a través de la
separacién de los componentes de la muestra), con sensiblilidad y
precision.

La modalidad cromatogriafica que se propche en el presente
trabaJo es la de fase reversa, ya que es la mds sencilla, los
golventes son mis econémicos y de menos riesgo, los tlempos de
equilibrio entre la columna y la fase mévil son menores y ademis el
gradiente de elucién no presenta dificultades,

Una vez desarrollado el método de andlisis por CLAR, al
igual que toda técnica analitica se optimizé y posterliormente se
validé, es decir, se consider$ las varlables mis lmportantes que
afectaban al método para producir los mejores resultados y de ésta
manera asegurar la callidad del producto en fabricacién.

La vallidaclén de los métodos analiticos se especifica por
medio de conceptos tales como exactitud, precisién, linealidad,
especificidad, reproducibilidad y repetibllidad les cuales quedan
descritos por medlo de parametros estadisticos y pruebas
estadisticas que los definen, (1,2,9,20,230,33,39,41)

La primera parte del presente trazbajo incluye conceptos
generales para la comprensién del tema en estudio, la segunda parte
comprende el desarrollo experimental, 1la valldaclén del método

analitico, anidlisis de resultados, y finalmente las conclusiones.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Desarrollar, optimizar y validar por Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) un métedo analitico
para cuantificar albendazol en suspensién.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Disefiar el procedimiento analitico para cuantificar

albendazol en suspensién.

Identificar las principales fuentes de variaclién y
optimizar el procedimliento de operacién.

Validar el método analitico a través de los sigulentes
criterios de confiabilidad: linealidad, preclisién,
exactitud y reproducibilidad.
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3. ANTECEDENTES DEL ALBENDAZOL.

3.1. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS.
NOMBRES QUIMICOS. (7,27,)
Metil éster del acldo carbimico (S-{propiltio)-
1H-bencimidazol-2-11};
Metil S-(propiltio)-2-bencimidazol carbamato;
Metll 5 {propilto)-2-carbometoxiamina bencimidazol.
FORMULA CONDENSADA (7,27)

CHypHy 5 N3 05 S

FORMULA DESARROLLADA (7,27,37)

H

l
_N__ _NHCDOCHg
I

/ —_—N
CHZCH,CH,S

PESO MOLECULAR. (7,27, 37)
265.33

10



SOLUBILIDAD. (7,27,37)

Practicamente es insoluble en agua. Ligeramente soluble en
cloroformo, acetato de etile, metanol y. en. solu.clones
acldas. ; y -

PUNTO DE FUSION. {(7,27)
208-210°C

ESPECTRO ULTRAVIOLETA. (7) _
En solucién dcida a 292 nm (A} = 370 a)

PERDIDA POR SECADO. (37)
No mas de 2 por clento al secar durante 2 horas a 105°C.

EMPAQUE Y ALMACENAMIENTO. (37)
El albendazol se debe conservar en reciplientes bien
cerrados, para evitar la humedad.

3.2 CARACTERISTICAS DE LA SUSPENSION DE ALBENDAZOL.

DESCRIPCION. (37)
Suspensién  homogénea, ligeramente rosa, libre de
particulas extrafias y grumos. Después de 24 horas de reposo, puede

presentar ligera sedimentacién que al agitarse debe resuspenderse.

pH (37)
Debe encontrase dentro del intervalo de 5.5 y 7.0.

VOLUMEN PROMEDIO,
20.0 ml y no mas del 10%

COLOR DE LA SOLUCION. (37)
EIX

a 450 nm, ne mis de 0.085.
1 cm

LIMITES MICROBIANOS. (37)
La muestra no debe contener mis de 100 colonias/ml de
mesofilicos aercbios, no debe contener mids de 10 colonias/ml de

hongos y levaduras debe estar ausente de mlcroorganismos patégenos.

11



4. DESARROLLO DE METODOS ANALITICOCS.

El desarrollo de métodos es costoso y existe pérdida de
tiempo, es conveniente emplear caminos sistemiticos, efectdando los
ensayos en una direccién segura o al menos con buenas probabllidades
de éxito. A continuacién se describe un plan general sistematlco
para el desarrollo de un método por CLAR. {32,43)

4.1. PROPIEDADES FISICAS Y QUIH.ICAS DEL ANALITO.

El primer paso consite en una investlgacién bibllogréafica,
fijar cuil es la meta perseguida y los limites de dichos objetivos.

El conocimlente de algunas de las caracteristicas
fisicoquimlcas del analito es esencial en el disefic de métodos para
la preparacién de las muestras. Es conveniente conocer la
estructura quimica, peso molecular, pka, solubllidad, espectros UV,
concentracién, de los componentes de interés, naturaleza de la
matriz (suero, orina, tabletas). (32,43)

4.2. CONCENTRACION DE ANALITO EN LA MUESTRA.

Para analitos en altas concentraclones en general se
requleren preparaciones de muestras sencillas como la solubllizacién
y flitraeién. Analitos en bajas concentraciones requleren
metodologias mas elaboradas que involucren numercsas operaciones
para lograr una solucién de concentracién adecuada para ser
inyectada en el cromatogrifo. Ademids es necesarlo conocer el estado
en el que se encuentra €l analito en la muestra para poder disefiar
un método apropiado de preparacién. (1,32, 43)

4.3. NATURALEZA EN LA MATRIZ DE LA MUESTRA.

La naturaleza de la muestra dicta el modo baslico de
preparar la soluclén a inyectar. La remocién de los componentes de
la matriz pude ser un paso critico en 1los casos donde 1la
concentraclén de analito en la muestra se detecta con dificultad o
no se detecta, cuando existen impurezas cuyos picos Interfleren en
el pico del analito en la muestra, o cuando existen sustanclas que
pueden dafiar trreversiblemente los instruméntos o las columnas
cromatograficas.

12
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I Libsracidn del Mélodo I

FIGURA 1. PASOS EN EL DESARROLLC DE METODOS POR CLAR. (32)
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Tanto para el -tratamiento previo de las muestras, como
para posteriores pasos ‘de purificacién. pueden utilizarse todas las
operaciones ‘cohocldas de la quimica ‘analitica . como liofilizacién,
evaporaclén, filtracién, centrlfugaciéh. preéipitaclén, extracelén,
solubllizacién, etc. (1,32,43)

‘4,4, PUREZA, :

En cromatografia nduida es importante que tanto 1la
disolucién de la muestra como los disolventes de la fase mévil sean
liquidos pures, libres de cualquier particula s{:llda.

La fase mbévil debe flltrarse y desgasificarse, los gases
dlgueltos en la fase mévil pueden producir varios inconvenientes,
entre ellos: liberacién de burbujas en el cabezal de la bomba,
liberaclién o formaclén de burbujas en la celda del detector, aumento
en la linea de base de los detectaores UV, ete. (1,32,43)

4.5, TIPOS DE SEPARACION.

La elecciéon del tipo de operacién y de las
correspondlentes fases estaclonaria y mévil pueden efectuarse de
manera sistemAtica, empezando c¢on’ la investigacién de las
caracteristicas de la muestra. En la tabla I se presenta un posible
esquema a seguir para el establecimiento de un método de
cromatografia liqulda.

El pH de la fase movil utilizada en los rellenos de fase
enlazada o de gel de silice debe ser inferlor a 2 pero no superior a
7.5 ya que podrian destrulrse los enlaces con la superficie del gel
de silice o incluso disolver el propio gel.(1,32,43)

4.6. ELECCION DE LA FASE MOVIL
Eg necesario selecclonar los poslbles disolventes a
utilizar como fase mbvil, en cromatografia 1liquida muchas
separaclones requleren el uso de fase moviles de dos o mas
componentes. El1 tipo de cromatografia elegida y los detectores
disponibles imponen clertas condiciones en la selecclén de los
liquldos que han de utilizarse en la 'composlclén de la fase moévil,



TABLA I. SELECCION SISTEMATICA DE LAS VARIABLES

DE UNA CROMATOGRAFIA . LIQUIDA

MUESTRA .

TIPO DE

FASE MOVIL

SOLUBILIDAD |  POLARIDAD o ACIDEZ ANALISIS CROMATOGRAFICO
apolar. cromatograffa de particidn :eﬁ:;:éég),;i_en
. sobre fase enlazada; -’ tgilo (70:30)
. 1n§°1i‘ble:j cromatograffa en fase'inﬁer;'s'é o
en agua’ semipolar ) fase enlazada,cs' :g%a??;??ﬁ)—
- cromatografia de adsorcién . gel de silice sin desactivar n-heptano/clo-
cromatograffa en fase normal | gel de sflice desactivado roformo - {95:5)
polar cromatograffa de

particifn sobre

fase enlazada <c8’

HZU/CH3CN (70:30)

fase inversa
ase norma

fases enlazadas

fase enlazada’

n-heptano/iso=-
propanol {98:2)

soluble
en agua

cromatograffa de LG NayHFy
fuerte intercaabio iSnico %n;e;c:ambi‘gfigr de j?,ati‘on»es 0,01-0,1 M
bésica’ ~
B cromatograffa de particién R : Sg“f,e,i‘;ﬂgsiif
débil sobre fase enlazada: fase enlazada C,gq° .
X 18 f6nico 0,005M}/
cromatograffa en fase inversa . metanol
cromatografia de NaH, PO,
fuerte intercambio iénico intercambiador de aniones 0,0%-0?1 .
Scida . agua/metanol
cromatograffa de particibén (con hidr6xido
débil sobre fase enlazada;

cromatograffa en fase inversa

fase enlazada C;gq

de tetrabutil-
amonio 0,005¥})




En CLAR - se ‘rgquierye qﬁe -la solucién a inyectar sea
compatlblervy mlscible'cgn‘ la- fase mévil, Es recomendable que el
solvente .de disolu&lén_dé 1a muestra sea la misma fase mévil, o en
su defecto, un_solvénte‘ débll (bor ejemplo agua, en fase reversa).
(32,43) - -

'4.7. TIPO DE DETECTOR.

La seleccién de la fase mévil también depende de algunas
conslderaciones relacionadas con el detector, como el Intervalo
espectral de transparencia del disolvente y la lengitud de onda de
maxima absorclén del compuesto.

El detector de primera eleccién y el mis empleado es el
UV, por su simplicidad de uso, robustez y confiabilidad. Cuando no
es posible su empleo porque el analito carece de grupos croméforos o
porque su respuesta es baja, es posible emplear otros detectores
(indice de refracci6én, fluorescencia o electroquimices), o bien
emplear métodos de derivatizacién. {(32,43)

4.8. ENSAYDS EXPLORATORIOS.
Los ensayos exploratorios permiten determinar en poco
tiempo: a) sl los compuestos de interés puedern detectarse a las
concentraciones requeridas, b) si son retenidos, ¢) sl se eluyen de

la columna, y seleccionar la concentraclén de la fase movil, o
gradlente. (43)

4.9. OPTIMIZACION DE METODOS.

Una vez probado exitosamente un sistema
{columna-solvente-pardmetros instrumentales), se debe optimizar para
mejorar al maximo la separacién cromatografica. El primer paso en el
proceso de optimizacién es el ajuste de los parametros
cromatograficoes: R, k'. N, «. Para 'la' mejor comprensi6on de los
parimetros anteriores es necesario definir algunos conceptos:

Cromatograma., El concepto actual corresponde, segln

International Unlon of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), a un
‘'grafico u otra representacién de la respuesta del detector,
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concentracién del efluente u otra cantidad usada como una medida de

la concentracién del efluente, versus el volumen de efluente o

tiempo'', el cromatograma se ilustra en la slgulente figura:

Respuesta

FIGURA 2. CROMATOGRAMA TIPO Y ALGUNOS
PARAMETROS DE MEDICION FRECUENTE. {32)

Volumen de elucién. Es el volumen de fase mévil eluida
entre la lnyecclén y la eluclén de la concentracién maxima del
soluto. A caudal constante, el tiempo transcurride entre dichos

puntos corresponde al tiempo de elucién o tlempo de retencién.
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Volumen muerto. Es el volumen total de 'solvente,er’ltre el
punto de inyeccién y el de deteccién, exceptuando e;'porrequndlente
a las particulas de fase estacionarla, ' ’

Linea bage. Es 1a porc!.én del cromatogram - donde 5610 se

aprecia la elucién de la fase mévil. sin sefial debida 1 soluto.r ’

medido enl:;-e “ola

- TiemEo d_e retenc16>

La f‘brl‘nuia_se’ ésai ‘en'el ‘grafico del cromatograma y sélo
-indica que para-mejorar. 'l.a""l'*'_é'sé’l‘ucrxén, los: plcos deberan alejarse
tanto ‘como 'sea posible "y que "sus anchos de base deberan ser
pequefios, sin mbsti‘arlqonioulogre‘nrlo‘ es decir, sin exponer las
varilables que la gqﬁlernan. b

Un valor de Rs =.1.5 ‘representa '‘separacién hasta la
linea base'' de los dos pléos. ‘mientras Rs = 1.0 significa que 1la
resolucién es aproximadamente del 9(_)7.. (1,10,31, 32, 38,43}

4.9.2 FACTOR DE CAPACIDAD (k')
Es el cociente entre el nimero de moles de suluto en la
fase estacionaria y el namero de ‘moles de soluto en la’ fase mévil y

estd relacionado con el coeficiente de distribucién entre ambas
fases, ;
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El factor de capacidad, k', se calcula como:

Ci{tn =t0)
Lo ke )

! de.Tetencién del pico de interés y to
el tiempo del f\vu;“lvl.men‘jri\'u’él"ﬁto : R
> g se’ debe'obtener un valor de unc para el
primer _-plco /ds,ﬂin'tei"és',“ ‘Con el fin de asegurar su separaclén del
dsolvénte~y sqg ;Sosibles lmpurézas, las cuales generalmente se
eluyen aruri t!,e'mpo"- i'guﬁl. "o muy préximo, a teo. Tampoco interesa
tener plcos‘con un valor de k superior a 10-15 porque en este caso
el tiempo del anilisls seria demasiado largo.{1,10,25,32,43)

4.9.3 NUNERO DE PLATOS TEORICOS (N)

El plato teérico se define como la zona de la fase
estacionaria donde la concentraclén promedio de los solutos es igual
a la concentraclén que se obtendria si existlera un equillbrio real.
De una parte de la columna a otra exlsten diferentes concentraclones
por lo que se habla de concentraciones promedio. (1, 10,25, 32,43)

La eficiencia aumenta al aumentar el valor de N, es decir,
el numero de platos teéricos N se calcula segun:

2
N = 16 I:i..:l
wtan

Donde tn es el tlempo de retencién del plco enésime y wtan
el anche de pico, medido entre las tangentes a los puntos de
Inflexién y-1a linea de:base.

} El nﬁ;ﬁero de platos depende de la longitud de la columna:
a mayor loi\git\xd de columna, mayor nimero de platos. En consecuencia
se ha introducldo otro término que relaciona el nimero de platos con
la longitud de 1la ’ columna, es la altura de plato o altura
equivalente a un plato tedrico, HEPT, cuya dimensién es la longitud:

h= L
n
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4.9.4 FACTOR DE SEPARACION («)
Es el cociente entre los factores de capacida;‘(k'») de un
par de picos. Si no existe separacién, a es jgual a1l

‘unidad 'y su
valor aumenta tuando aumenta la separaclén. . el
El factor de separacién o« ‘se calcula como 1“'cvociente'» )
de factores de capacldad de un par de plcos determinados o
k,,
"kl N

El factor de separacién de un sistema depende de la
naturaleza de cada uno de sus componentes, fase mévil, columna y
muestra, afinidad mutua y del modo en que interaccionan entre si. (43)

4.9.5 ASIMETRIA
La asimetria (As, talling) es una de las formas mds
comines de alejamiento de la curva gaussiana y su medicién es
importante puesto que puede llevar, de acuerdo a su magnitud, a

errores considerables de cuantificacién, e incluso a oscurecer picos
adyacentes.

Asyon® —a

Donde a y b son las medidas entre la 1linea que une al
miximo del pico con la 1linea de base y los extremos anterlor y
posterior del pico, tomados al 10% de su altura.

El ensanchamiento de la base del pico es responsable de
las separaciocnes deflcientes, mientras la dificultad de integracién
por la no definicién de los limites del pico es responsable de la
baja preclisién de cuantificacién. En general no debe aceptarse un
método que presente plcos con asimetria superior a 1.5 tomado al 10%
de altura o 2.0 tomado al S% de altura, (1,32,43)
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FIGURA 3. REPRESENTACION DE UN PICO ASIMETRICO
¥ LAS 20NAS DE MEDICION DE ASIMETRIA, (32)

4,10, CALCULO DE LA CONCENTRACION DE ANALITO.

La concentraciétn de analito en 1la muestra se puede
calcular por diferentes métodos: estandarizacién interna, estandar
externo, estindar internc, estindar agregado.

La seleccidn del métode mas adecuado depende del tipo de
muestra, del nivel de precisitn requerido y de la exlstencla o no de
sustanclas de referencia. (32)

4.10.1 ESTANDAR EXTERNO.

El estandar externo es el método de cuantificacién mas
utllizado en CLAR. Consiste en la preparacién de estandares de
concentracién semejante al analito en la muest'ra Yy en el ensayo
cromatografico de ambas, muestra y estdndar, en las mismas
condiclones operativas. La concentracién de analito en la mezcla se
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determina comparando” el Area del plco’ en cuestién con el drea

correspondiente al esEéﬁdarde referegdla., Es ‘declr:

Donde P es el por na 13te en la muestra, Am y

As son las 4reas de la muestra y
o

ar respectivamente, Cs es
la concentracién: del estandar acttor,de dilucién,
Este método requiére.‘ vlamente. la -utilizacién de un
estindar de referencia y su exactltud dependeré ampliamente de la
calidad del estandar utulzado. La precisidén de los datos que se
obtlenen depende tanto de la preparaciéon de la muestra y el estandar
como de la inyeccién de ambos, ya que utillzando esta modalidad de
trabajo, ninguna de las dos operaciones se compensa. Para mejorar la
precisién de esta metodologia se suele reallizar varias Inyecclones,
tiplcamente 3 Inyecciones de esténdar y dos inyecclenes de cada
muestra. Ademds para evitar la falta de precisién originada en las
variaciones ambientales se pueden correr alternativamente muestra y
esténdar o intercalar estindares después de un grupo de unas 5 6 6
muestras. Para obtener resultados cuantitativos validos es necesario

que el método sea lineal y proporcional. (32)

4.10,2 NORMALIZACION INTERNA.

Consiste en referir el contenido del analito al total de
areas en el cromatograma. Para ello se suman las 4reas de todos los
plcos presentes (exceptuando al pico que corresponda al solvente) y
el contenido de analito en la muestra se calcula seguin:

Al

Ple i —

100

Donde PiL es el porcentaje del componente ! en la mezcla,
Al es el 4rea del componente & y ZAL es la sumatoria de todas las
areas del cromatograma. ’

Este método tiene, fundamentalmente, dos. ventajas: no
requiere estandar de referencla y es muy preciso ya que los errores
de inyecclén y de preparacion de la muestra s'e‘éompensan. (32)
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4.10.3 ESTANDAR INTERNO.

Este método consiste en agregar cantidades exactamente
medidas de una sustancia asi denominada, tanto a la muestra como a
un éstandar que contlene al analito, preparado con la misma
concentracion que la muestra.

Para determinar la concentracién de analito en la mugstra
se calcula la relacién de dreas de analito 5‘ éstandar . interno tanto
en la muestra y como en el estdndar y se efectia el coclente entre

ambas:
RmCs

TS D 100

Pz

Donde P es el porcentaje de analito'en- 1la muestra, Rm y Rs
son las relaclones de area de analito a estindar interno en la
muestra y el estdndar respectivamente, Cs es la concentraclén del
estandar y D es un factor de dllucién.

Este método requiere de patrones de referencta, al igual
que el método del estandar externo, por lo cual su exactitud
dependerd de la pureza de los mismos, Ademis requiere del uso de
otra sustancla, el estandar interno, cuya pureza no tlene que ser
tan controlada como la del patrén de referencia. (32)

4.10.4 ESTANDAR AGREGADO.

Consiste en Inyectar dos muestras para reallzar un
analisls, una de ellas es la muestra tal cual y la otra es la
muestra a la que se le agrega una cantidad conoclda de estandar de
referencla. Esta segunda muestra se utiliza como estandar, - La
concentracién del anallto en la muestra se calcula de la siguiente
manera:

AnCS 1 100

P= 2o -

Donde P es el porcentaje de analito en la muestra, Am y
Ams son las 4reas del analito en la muestra tal ‘cual y la muestra a
la que se le ha agregado estandar respectivamente, Cs es 1la
concentracién del estandar y D es un factor de dilucién. (32)
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5. ANTECEDENTES DE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION.

5.1. DEFINICION DE CROMATOGRAFIA.

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (CLAR)
HIGH PERMORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC)

ia Cromatografia Liquida de Alta Resolucién ha tenido una
creciente difusién desde comlenzos de la década de los 70's, y hoy
representa una de las herramientas mis empleadas en el laboratorio
analitico moderno, ya sea éste dedlcado a la investigacién basica o
aplicada, industrial, blolégico o bromatoldégicoe. (32)

Esta técnica fué desarrollada por el botanico ruso M. S.
Tswett para la separacién y aislamlento de los pigmentos de las
plantas. El eligié el nombre de las palabras griegas que significan
‘Yescritura en color'', refiriéndose a las bandas de las diferentes
sustanclias coloreadas que logré separar,hizé hincapié en que la
técnica no queda restringida a 1la separacién de sustanclas
coloreadas. (10,43)

Keulemans deflnié a 1la cromatografia ‘‘como un método
fislco de separaclén, en el cual los componentes a separar se
distribuyen entre dos fases, una de ellas estd constituida por un
lecho estaclonario de gran 4Area superflcial y la otra es un flulde
que percola a través del lecho estaclonario’'. (25)

Se utiliza ‘‘leche estaclonario’’como término general para
denominar cualquiera de las diferentes formas en que puede usarse la
fase estaclonaria, que pueda estar empaquetada en una columna,
extendida en forma de capa, etc. La cromatografia liquida puede
desarrollarse en diferentes sistemas, en funcién de la forma fislca
de la fase estaclonaria. (25,43)

El aspecto simple mas importante del proceso
cromatografico es la distribucién en el equilibrio de los diversos
componentes de la muestra entre la fase estaclonaria y mévil,

En la cromatografia en columna, la fase mévil puede ser un
liguido o un gas, y a esta cromatografia se denominan cromatografia
de liquidos respectlivamente, (10}
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La ~ moderna éromatégraﬂa - liquida. comparada con l_a

claslca, se caracteriza por (43)

Columnas reutilizabl

3 e'qdeﬁa:.s; (5-50 pm), 'y

fase

1
<
5
o
b4
B
o
o
"
o

1ntrodu£ci6ﬁ'tprécls i
cantidades (1-100 mlcrol ) -
Detectores co:nl:lnuoé-' e'spgcla.lesf capaces. de operar a caudales

1

muy bajos y de detectar cantidades muy pequefias;
- Analislis rapldos y alta resoluclén.

5.2, CLASIFICACION DE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA.

5.2.1 CLASIFICACION SEGUN LA NATURALEZA DE LA FASE
ESTACIONARIA Y LOS PROCESOS DE SEPARACION. (32,43)

5.2.1.1 Cromatografia de adsorcién.

La fase estaclonaria es un adsorbente y la separacién se

basa en repetidas etapas de adsorcién-desorcién.
§.2.1.2 Cromatografia de particién.

La separacién no se basa en la adsorcién , sino en una
verdadera particién entre la fase mévil y la fase estaclionarla.

5.2.1.3 Cromatografia de intercambio lénico.

El lecho estacionario tlene wuna superficle cargada
iénicamente, con carga contraria a la de la muestra. Esta técnica se
usa casi excluslvamente con muestras idnlcas o lonizables. Cuanto
mayor sea la carga de la muestra, mas fuertemente serad atrailda hacia
la superficle iénica y, por tanto, mas tlempo tardara en ser elulda.
La fase mévil es un tampén acuoso, en el que el pH y la polaridad se
utilizan para controlar el tiempo de eluclén.

5.2.1.4 Cromatografia de exclusidn molecuiar.

Se rellena la columna con un material que posea poros de
dimensiones comprendidas entre clertos limites, con lo que la
muestra es retenida o filtrada segun sea su tamafio molecular. Por

razones fundamentalmente histéricas, esta técnica se llama tamblién
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filtracién sobre geles o cromatograffa sobre geles, aunque en la

actualidad la fase estacionaria no queda restringida a un gel.

5.2.2. CLASIFICACION DE ACUERDO A LA POLARIDAD RELATIVA
DE LA FASE ESTACIONARIA Y DE LA FASE MOVIL. (32,43)

5.2.2.1 Cromatografia en fase normal.

El lecho estacionario es de naturaleza fuertemente polar
(p. eJ. silice) y la fase mévil es apolar (p. e). n-hexano o
tetrahidrofurano). Las muestras polares quedan retenidas en la
columna durante tiempos mayores que los materiales menos polares o
apolares.

5.2.2.2 Cromatografia en fase reversa,

El lecho estaclonario es de naturaleza apolar
(hidrocarburo), mientras la fase moévil es un liquido polar,
normalmente agua o un alcohol. En este caso, cuanto mas apolar sea
la muestra, mayor serd su retenclén. La cromatografia en fase
reversa en la actualidad es el tipo de cromatografia mas utilizado.

FIGURA 4, ILUSTRACION GRAFICA DE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA
EN LIQUIDA EN FASE NORMAL Y EN FASE REVERSA. LOS CIRCULOS
REPRESENTAN LOS TIPOS DF COMPUFSTON PHESENTCS EN LA MUESTRA
Y SU POSICION RELATIVA EN LA DIRECCION DEL FLUJO DE LA FASE
MOVIL INDICADA SU ORDEN DE ELUCION. (43)
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A. MECANISMO DE RETENCION.

No se .comprende totalmente el mecanismo de retencibn en

fase reversa, Sin embargo se ha sugerido que el modo .de Lnteracclén -
entre el suluto y la fase ligada puede ser-de tres tlpos. gart!c én,
del soluto entre la fase movil y una fase estaclonarla nliqulda L
adsorclén, ' sobre una fase estaclonaria séuda. o bien/un:procese
mlxto gartlc[én-adsorclbn. =
i La hlpétesls de partlclén puede tener

lgin ustento en el

caso de materlales polimérlcos, es poco prébabl >-en ‘los monomérICOS.
los de maycr dlfuslén Es clare que una cap "munornol.ecular no puede
omo un 1iquldo

comportarse

'cromatograf‘ia cle"fase 1revérsa E (RPLC).' la fase

estaclonarla es

1polar y la fase mévil es muy polar (en general
éua‘? v+ un'’ modificader  orgénico, Metanol,

mezcla. de’-"' :
Acetonitrilo, etc.). Como’el'material de relleno de la columna es no
polar,  las tnicas furzas'de interaccién posibles deberian ser las de
Van der Waals, ‘descarténdose -la priori otras interacciones, por
ejemplo, puentes de hidrégeno, formacién de complejos, etc. Stn
embargo, las fuérzas de Van der Waals no bastan por si mismas para
Justificar la retencién observada.

La tgoria solvofébica de Horvath es probablemente la de
mayor acéptaclén. Segin ésta, la fuerza de retencién en fase inversa
se debe al aumgnto de entropia que acompafia a la transferencla del
soluto de-la ‘fase;ni{)vll (polar} a la fase estacionaria (no polar).
Dicho de otro’'modo,  la interacclén entre moléculas de soluto y de
solventes es mucho mas débil que la - interaccién de las moléculas de
solvente entre si. Como consecuencia, el soluto es expulsado de la
fase mévil y-forzado a penetrar en la fase estacionaria, que actua
como - receptor pasivo,

B. VENTAJAS DE LA CROMATOGRAFIA EN FASE REVERSA.
Las ventajas pueden resumirse asi:

a). Compuestos no 1énicos, lénicos e lonlzables pueden ser
separados en la misma columna, con la misma fase mévil,

b). La fuerza de atraccién superficle no polar-soluto es
débil.

c). La adsorclén irreversible, frecuente en silica gel,
raramente ocurre.
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d). La fase moévil prédomlnante es agua, ' abundante vy
econémlca.’ : : : T
e). El modificador organico predominante, metanol,
es. asequlble en calidad y preclios adecuados.
f). El or'-denrde'eluclbn es predecible, en funclién de la
hidrofobicidad del analito.
g). Se neceslta poco tiempo para el equilibrio del sistema
" "luego de un cumbio de fase movil,

5;3. 'PROCESOS DE ENSANCHAMIENTO DE BANDA.

La eficiencia de una columna se mide por su niémero de
platos teéricos (N), o blen, por la altura equlvalente a un plato
teérico (HEPT o H). :

La primer ecuacién de HEPT fué postulada por Van Deemter,
describiendo el proceso de ensanchamiento de banda dentro de una
columna’ cromatografica: por un proceso multipaso, difusién

: luhﬁltdﬂinal. resistencla a la transferencia de masa en la fase
mévll;"‘,y resistencia a la transferencia de masa en la fase
estacionaria. (10,25, 32}

-§.3.1 PROCESO MULTIPASO {(A)

En una columna rellena con particulas de la fase
estaclionarla, el soluto encontrard diversos caminos, los cuales serd
impulsadoe a recorrer por la fase movil. En un trayecto'finlto.
algunas moléculas segulran caminos directos y otras, encontrando
particulas en su paso, serin obllgadas a segulr caminos ‘mas.
tortuosos, retrasindose respecto de las primeras. (10, 25,32)

5.3.2 DIFUSION LONGITUDINAL (B/v)

Si un soluto se abandona en un liquido {la fase movil),
sus meléculas permaneceran inméviles sino que difundiran en todas
direcclones hasta que su concentracién sea uniforme en todo el seno
del liquido, (10,25,32)

5.3.3 RESISTENCIA A LA TRANSFERENCIA DE MASA EN
LA FASE MOVIL (C/v).
Las moléculas de soluto mas favorables a la Interacclién

con la fse estacionar!« sou las mas cercanas a ésta, mlentras que
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las mas alejadas demoraran mas  tlempo para .que esta interaccidn
tenga lugar. Como 1a fase mbvu estd en movimiento, las moléculas
mas alejadas de’ la parchla habran viajado un determinado: trayecto
antes de que. sean retemdas por la fase estaclonarla. lo que
resultaré una dlspersién ‘de '1a banda inicial. (10,25, 32) '

" 5.3, 4 RESISTENCIA A LA TRANSFERENCIA DE HASA EN

LA FASE ESTAC[ONARIA (c/v).

Las - moléculas de soluto se retienen en .la- fase
estacionarla y son luego devueltas a la fase mévil-en un tiempo
finlto. L :
devhévl“t.ézf‘{'_a‘jla' fase ' mévil mas rapidamente que  las- moléculas que

‘Lasﬁ moléquas de soluto préxlmés a la. superficie seran

dlfundléﬁ;n prxofundamente, lo que dard lugar a un en;anéhamlento de
la banda orlg.\nal.

e La comblnaclbn de los cuatro efectos descritos da lugar a
la expreslén flnal de 1la ecuacién de Van Deemter que agupada en
funcibn de 1a velncldad 1ineal resulta;

H=A+ B

+C
v v

. » En larﬂgura 5 se puede deduclir que existe una velocldad
lineal a - la cuél 1a HEPT es minima, es decir, la eficlencia es
maxima. Caudales menores favorecen la difusién longitudinal vy
caudales mayores dificultan los procesos de transferencia de masa.
En: el griafico el trazado grueso corresponde a la suma de las
contribucicnes inqwlduales al ensanchamlento de banda. (10, 25,32)

HEPT

N méximo

A --—-—A__\.___.~

[} [-X] 0.5 “on
veloeldad 1Ir|anl (cmluan)
caudal optimo

P:lGURA S. GRAFICQ DE VAN DEEMTER PARA UNA COLUMNA HIPOTETICA (32)
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S.4, EQUIPO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA.
En la figura 6 se muestra el esquema funclonal de un
equipo de cromatografia liquida de alta resolucién. (43)

DEPOSITO DE
FASE MOVIL

BOMBA

FILIRO

HANOMETRO

‘ ONYECTOR |

COLUMNA

DE DATOS

IRIEGIS'ITRADDRJ——-I BETECTOR I——- PROCESADOR

COLECTOR DE
FRACCEONES

FIGURA 6. ESQUEMA FUNCIONAL DE UN EQUIPO GENERAL
PARA DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA (43)
S§.4.1, SISTEMA DE BOMBEO DE SOLVENTES.
Las bombas de CLAR impulsan la fase mévil proveniente del

reservorio hacia el Inyector, y posteriormente a la columna.
(4,32,43)
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5.4.1.1 CARACTERISTICAS DE LAS BOMBAS.
1. CAUDAL.
Los equlpos convencionales operan con caudales entre 0.1 y

10 ml/min Yy trabajan con preslones de hasta 6000 psl. Las bombas que
se: utlllzan con colu.mnas microbore operan en el rango de 0.01 a 0. 5
nl/min: (a;32, 43)& -

"2. EXACTITUD EN EL CAUDAL.
m ortancla de” la exactitud reslde en la determinaclén

lsustanclas a cuantificar,

n \_xcﬁos casos. (4,32)

o 1 que lés 4reas de los picos de
" CLAR' 2 el solvente. (32)

solvente . que - se produce en intervalos de tiempo muy largos
> (tiplcamente durante" horas). (32)
‘5. SISTEMA DE CORTE.

El sistema de corte evita que excesos en la presién del
slstgma cromatografico puedan dafiar los componentes mas sensibles
como columnas y celda de los detectores. Permite detectar las
posibles pérdldas de solvente o la incorporacién de burbujas de alre
al agotarse la fase mévil. (32)

-~ 5,4.1,2 BOMBA DE PRESION CONSTANTE. (4,32,43)
Las principales ventajas de la mayoria de las bombas de
presién constante son:
a). Simplicidad y ausencla de pulsaclones, que da lugar a
lineas de base suave.
b). Las mas sencillas normalmente son baratas, faclles de
operar y necesitan escaso mantenimiento.
Las desventajas de las bombas de presién constante son:
a). El caudal debe controlarse con culdado y constantemente,
principalmente al cambiar la viscosidad del disolvente a causa de
camblos en la temperatura, o blen cuando se acumulan en la columna
componentes de !a muestra no disueltos o particulas decprendidas del
material del septum, asi como al sedimentarse el relleno de 1la
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columna o al inyectar muestras disueltas en matrices viscosas. (42)
b). Los camblios de caudal pueden influlr tanto en los andlisls

cualitatives cemo en lns cuantitativoes.

S.4,1.3 BOMBA ALTERNANTE. (4,32,43)
La bomba alternante m&s importante es la de pistén tnico,

cuye esquema se presenta en la figura 7.

L]

e C
i
.
E’t"r

e} |

d — I

b
I ﬁ

FIGURA 7. ESQUEMA DE UN CABEZAL DE BOMBED DE UNA BOMBA
ALTERNANTE, a) y b) ENTRADA Y SALIDA DE SOLVENTE DE
LIMPIEZA DEL PISTON, c) PISTON, d) Y e) VALVULAS DE
ENTRADA Y SALIDA. (32)

Las ventajas de las bombas alternantes son:

a). El depbsito de dlsolvente ilimitado, permitiendo el
uso durante largo tlempo sin control personal.

b). Rapidez de. cambio de fase mévll y facil limpieza.



Las bombas alternantes pueden tener varias desventa jas:

a), Tienen tendencia a producir pulsaciones .no tota;mehte

comp das que d

a veces observarse,: especialmente -en
detectores de indice de refracclén a sensibllldades altas; sobre
todo a caudales bajJos en low que los ciclos de los plstones estdn
muy espaciados.

b). Los mecanismos de transmisién de algunas de las mis
sofisticadas de estas bombas suelen resultar complejos, por lo cual
"'su mantenlmlento puede tener un elevado costo.

5.4.1.4 BOMBA JERINGA.

La bomba Jeringa es, a diferencla de las bombas
alternantes, un dispositivo de desplazamlento continuo, Es decir,
el solvente contenido en un cilindreo es impulsado hacia el inyector
por medio de un movimiento contlnuo y hacla adelante del pistén. En
la figura 8 se presenta un esquema de una bomba de este tipo. (43)

Estas bombas presentan varias ventajas:

a). Total ausencia de pulsos.

b). Pueden alcanzar presiones altas y no suelen preclsar
mantenlimiento, puesto que no existen valvulas de control fluctuantes
y los engranajes son sencillos y fuertes.

c). S6lo es preciso llenar el depésito de fase mévil una o dos
veces al dia en las operaclones de rutina, ya que su capacldad es
normalmente de 250 a 500 ml. Esto da lugar a muy poco desgaste en
los clerres y en los componentes.

Las deaventajas que presenta este tipo de bomba son:
a), Limttada capacidad de depéslito ¥ un ligero cambio del
caudal a presiones muy altas, al comprimirse el disclvente.
b). Este tipo de bomba no es compatible con los sistemas
convencionales con caudales de 1 o m&s ml/min.
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TRANSMISION PARA
RELLENADO
RAPIDO
INDICADOR DE
VOLUMEN
REPOSICIONADOR
MANUAL \‘ )
PALANCA O o= T
EMBRAGUE H
[ o
SALIDA DEL
ELUYENTE

CILINDRO/

DEPOSITO

FIGURA 8. ESQUEMA DE UNA BOMBA JERINGA. (43)

S.4.2 INYECTORES (4,32,43)

El lnyector es el dispositivoe que permite lntrodueir la
muestra en solucién sin interrumpir el caudal de solvente a través
del sistema.

S.4.2Z 1 CARAGTERISTICAS DE UN INYECTOR. (4, 32,43)

a). Deb2 ser facil de operar.

b). Debe ser Inerte al ataque quimlco y capaz de soportar
altas preslones.

c). Debe ser preciso en cuante a la cantidad de muestra

introducida en el sistema.
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d). No debe provocar diluciones importantes de la solucién
inyectada.
e). En casos especlales puede requerirse que opere u altas °

temperaturas.

5.4.2.2 INYECCION CON JERINGA A TRAVES DE UN SEPTUM. (32,43)
Los inyectores con septum estidn siendo sustituldos
riapidamente por védlvulas impelentes de lnyecclén sin septum.
Las ventajas que presenta este tipo de lnyectores son:
a). Es barata, flexible y de facll reallzacién.
Las desvental)as de la inyeccién a través de un septum son:
a). Desprendimiento del material del septum, obstruyendo de
esta manera la columna y la contrapreslén que debe vencerse al
inyectar la muestra, lo cual obllga con caudales altes a su
interrupcién momenténea.
b). Dependencia respecto de la técnica del operador cuando se
usa en andlisis cuantitativos.

En la flgura 9 se muestra un inyector cuando se emplea una
Jeringa.

RETEN CONCAVO
DEL SEPTUM

ENTRADA DE

SEPTUM LA FASE MOVIL

RETEN DEL
RELLENO

COLUMNA

SE. EMPLEA UNA JERINGA. (43)
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5.4.2.3 INYECTORES AUTOMATICOS. (32,43)

Las ‘%élyulasr de- tnyecclén. de 6 vias,: §uéden a:cibnarse

eléctrica o' neumAticamente 'y se-utilizan en »lja' construceion ‘de .

inyectores automaticos. ] N S
Estan ‘constltl._udas._ por_ un’ cuérpo !‘1,10',?l un_rotor ‘con un |

‘sello.que gira ‘y un:' *loop’ "’ :t_a‘n ’el.i Eualf,‘éé: \'nt:"_od"\.lé'e-zl,a solucién a

inyectar.. El Aivny"ector' que ‘se_muestra’en rg\'in"a':‘le tlustra éste

" -sistema; 7

FASE MOVIL

CARGA INVECCION

FIGURA 10. VALVULA DE INYECCION DE & VIAS
Y DOS POSICIONES. (32)
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La precisién obtenida con estos inyectores es en general
superior a la de métodos manuales, porque no depende de la habllidad

del operador...

5.4.3'DETECTOR. (4,32, 43)
‘ “El:7 etector es la parte del equipo cromatogrdfico que

'permité' ttver' ,y"}iblcar‘en tiempo y espacio la posicién de cada

componénte'dé ‘l'ina muestra a la sallda de la columna cromatografica.

" 5.4.3.1 CARACTERISTICAS DE UN DETECTOR. (4,32,43)
a). Tener un amplio rango dindmico de respuesta.

. b). Poseer una respuesta lineal.
c). No contribulr al ensanchamlentc de banda extracolumnar.
d)
el). Tener la sensibilldad apropiada.

Responder a todos los solutos.

f). No afectarse por camblos de temperatura.
g). Poseer una buena relacién sefial/ruido.
h). No destrulr la muestra.

1), Tener una constante de tlempo baja.

5.4.3.2 DETECTORES GENERALES. (4,32,43)

Los detectores generales miden el cambio de alguna
propledad fisica de la fase mévil que contlene el analito en
comparacién con la mlsma fase mévil pura. Ejemplos tipicos, son el
detector de idlce de refraccién y el de conductividad.

5.4.3.3 DETECTORES SELECTIVOS. (4,32,43)}

Los detectores selectlvos son aquellos sensibles a alguna

propiedad proplia del soluto, por ejemplo el detector UV, que producira

una sefial proporclonal a la absorbancia del soluto a una longitud de

onda dada. El detector de UV es el mas empleado en CLAR. Posee buena

sensibilidad y rango lineal, y permlte detectar analitos en el orden

de los hanogramos. No es destructivo y puede emplearse con gradientes
de solventes. Otro ejemplo es el detector de fluorescencla, empleado
para la detecclén de solutos con fluorescencia natural o conferida por
reaccién con un reactivo fluorogénico.
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5.4.4 COLUMNA. (43)

Se considera a la columna como la parte fundamental de la
cromatografia ya que es en ésta, donde Se va a llevar a cabo la
separacién. El material de empaque selecclonado dependera
baslcamente de la separaclén que se desee hacer.

Las dimensiones de una columna dependeran también del tipo
de separacién que se desea hacer. Si el objeto de la separaclén es
aislar sustancias de una mezcla, se emplean columnas preparativas en
la que las particulas del empaque son de dimensiones mayores que en
las columnas analitlcas y tanto la longitud como el diametro interno
son mayores; tienen la capacidad de contener cantidades elevadas de
la muestra. Las mas comines son las fabricadas con acero inoxldable
aunque tamblén las hay de vidrio.

La longitud puede ser de 10 cm a 1 m. Al aumentar la
longitud aumenta el nimero de platos tedricos y por lo tanto, se
obtiene upa mayor resolucién aunque en ocasiones es mas lmportante
el tipo de empaque y el tamafio de particula de éste, ya que al
elevar el 4rea de superficie del empaque, se aumenta la interacclén
del soluto con la fase estaclonaria.

La eflecienclia de las columnas se ha elevado con dispositivos y
técnicas de empaque que mejoran el contacto del seluto con la fase
estacionaria en su paso en la fase movil. Uno de estos sistemas
consiste en la compresién radial de una columna hecha de un materiai
flexlble dismlnuyendo asi los espaclos vacios que quedan entre la
pared de la columna y las particulas.

Por otro lado, se emplean actualmente materiales de empaque con
particulas muy pequefias que elevan el area superficial total,
pudlendo asi reducir las dimensiones de la columna. Otra manera de
mejorar la eficlencia y resolucién es el empleo de hornos que
mantlenen la temperatura constante a lo largo de la columna.

5.4.5 REGISTRADOR (43)

El resultado del ensayo cromatografico es, por un lado, la
obtencién de fracciones separadas de los componentes de la muestra,
y por el otro, la de un graflco o cromatograma, de cuya
interpretacién puede extraerse conclusiones cualitativas y
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cuantitativas. Este registro y la eventual manipulaclén se obtienen
a partir de la sefial proveniente del detector por medio de un
sistema de toma y procesamiento de datos entre los que se pueden
citar: '

a)., Registrador graflco. Convierte la sefial en un grafico del
tipo X-Y.

b). Integrador. Se obtlene un registro grafico (cromatograma)
y su tratamiento matemAtico para el cdlculo de concentraclones.

c). Computadora. Bisicamente, el integrador es una computadora
de uso muy especifico, La computadora es de tlpo '‘personal’’, que
permite con el software apropiado tanto el registro grafico del
cromatograma como los cdlculos apropiados, la manlpulacién de datos,
el almacenamiento de ensayos, generacién de reportes, e incluso el
mane jo global de varlos cromatografos.
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5. ANTECEDENTES DE LA VALIDACION

6.1. VALIDACION. )

Desde 1976, el énfasis por parte de la FDA para la
validacién de métodos analiticos ha tenido gran lmpacto en farmacos
y en el proceso de manufactura. Histéricamente, la FDA enfocd la
validacién para procesos de esterilizacién. A principlos de los afios
80's, la FDA empezdé a dirigir la validacién hacia procesos no
estériles. (16,19,36,42)

De acuerdo a la FDA la validaci6én de un método se define
como: ''El establecimiento de una evidencla documentada que
proporclona una gran seguridad de que un método estudiade, generara
consistentemente un producto que cumpla con las especificaclones y
atributos preestablecidos'’. (19)

la evldencia documentada hace necesaria la preparacién de
un protocolo escrito de la vallidaclén del método con las
especificaciones ¥  pruebas necesarias para demostrar la
reproducibilidad y que proporclonen ademids una medida precisa para
determinar la variabilidad en intentos suceslvos.

La documentaclién de validacién deberd incluir la evidencia
de que los materlales son aproplados y el desempefio, confiabllidad
de los equipos y sistemas.

La validaclén de métodos analitlicos es parte fundamental
del desarrollo de una nueva formulacién y de la técnica de analisis
de control de calldad de una forma farmacéutica, ya que es durante
esta secuencla de pruebas'y anilisls en donde el quimlco se da
cuenta si el estudlo, el cual estd siendo evaluado slstematicamente,
cumple con los propésitos para los cuales fué disefiado. (24}

La valldacién de un método analitico se define como el
proceso por el cual queda establecido, por estudios de laboratorio,
que la capacidad del método satisface los requisitos
aplicaclones analiticas deseadas. (9,11)

para las

La Industria Farmacéutica estd interesada especialmente en
la validacién de métodos, debido al incremento constante de la lista
de productos nuevos asociado con el interés clinico y el medio
amblente, ya dque cada producto * requiere del establecimiento
aproplado de un método de ensayo para cuantificarlo. (9)
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6.2. IMPORTANCIA DE LA VALIDACION.

Son dos las razones l.mportantes para 15 validacién de
métodos analiticos en la industria: farrnacéut.\ca La primera y :la mis
importante es que la valldaclcn de métodos analltlcos es - una parte ’
integral del slstema control—calidad‘ La segunda es que las actuales
regulaciones de las pré.ctlcas de buena manufactura requleren de .
métodos anauucos vaudados. (24) -

Como - parte ‘del: slstema contral—calldad la validacisn de
métodos analfticos Juega un papel clave en el ciclo de control
universal.

Este ciclo lncluye las sigulentes etapas:

a) Fijaclén de estdndares.

b) Valoraclén conforme a los esténdares.

c) Tomar la acclén apropiada cuando los estdndares no son
satisfactorles.

d

Planeacién para mejoramlento.

El ciclo de control-calidad es un proceso evolutivo, la
necesldad para la validacién de ensayos implica algunas formas de
verificacién continua a través de procedimientos o ensayos que estén
'en.uéo.

La naturaleza muy variada de las diferencias entre los
laboratorios de desarrollo analitico y los laboratorios de control
de calidad es una buena razén para los programas de validacioén.

Otras razones Importantes para llevar a cabo la validacién
de métodos analiticos son: desarrollo de nuevos productes, métodos
analiticos, Instrumentos y reactivos analiticos nuevos, puntos de
ensayos nuevos (pardmetros de calldad). cambios en la férmula,

camblos en el proceso, cambios en equipos analiticos, etc,
6.3. CUALIDADES DE LA VALIDACION.

6.3.1 LINEALIDAD,

Es la capacidad del método para 'asegurar que los
resultados son directamente proporciocnales a la concentracién del
activo dentro de un intervalo determinado. (2,9,11,16,19,20,30,36,39)

Se considera el 100 % comu la concentracién de la muestra

en la soluclén final a analizar, que properciona una respuesta
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adecuada dependiendo del método de cuantificacién.

CRITERIO:

V. ¢ 1.5%

r o » 0.99, > o0.98
m=1, b= 0,

Los porcentajes recuperados y los CV a cada nivel y 1los
globales de todo el intervalo de 1a linealldad deben estar
entre un promedio de recobro de 98-1074 con un coeficlente de
variacién menor o igual a 2%. ’

Para suspensiones y semistlidos se acepta una apliacién
del 1% en el Intervalo expresado en el promedio de recobro y el CV <
3 %.

6.3.2 EXACTITUD Y REPETIBILIDAD AL 100 %

La exactitud de un método analitico es la concordancia
entre un valor obtenldo experimentalmente y el valor de referencla.
Se expresa como el porcentaje de recobro obtenido del andlisis de
muestras a las que se les ha adicionado cantldades conocidas de la
sustancia. (2,9,11,16,19,20,33,36,39)

CRITERIO:

El porcentaje recuperade debe estar entre el 98-107%
con un coefliclente de variaclén menor o igual a 2% .

6.3.3 PRECISION

La precisién de un método analitico es el grado de
concordancia entre resultades analitices individuales cuandoe el
procedimiento se apllca repetidamente a diferentes muestreos de una
muestra homogénea del producto. Usualmente se expresa en términos de
desviacién estandar o del coefliciente de variacién. (9,20)

6.3.4 REPETIBILIDAD.

Es la precisién de un método analitico expresada como la
concoordancia obtenida entre determinaciones independientes
realizadas bajo las mismas condlciones (analista, tlempo, aparato,
laboratorio, etc.)(9)

6.3.5 REPRODUCIBILIDAD.

Es la precisién de un método analitico expresada como la
concrordancia entre determinaciones independientes reallzadas bajo
condiciones diferentes: diferentes anallistas, en diferentes dias, en
el mismo y/o en diferentes laboratoriocs, utllizando diferentes
equipos, etc.)(2,9,11,16,19,20, 36,39}
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CRITERIO:

Para métodos cromatograficos el coeficiente de variaclién
debe ser menor o lgual al 2%. ’
1. Dependiendo de 1a naturaleza de la muestra.
el CV puede incrementarse.
2. 'Si se requiere(n) establecer la(s) fuente(s)
de variacién del método (lo cual no constituye
'un requislto minimo dentro de la validacién).
6. 3 6 ESPECIFICIDAD,
Es la capacldad del método para cuantificar exactamente y
. de manera exclusiva a los princlpio(s) active(s) en presencia de

componentes de la muestra {impurezas, p tes débg de la
matriz blolégica, metabolltos), el método debe de separar y
cuantificar sé6lo los compuestos de Interés. La especificidad es una
medida de la interferencla o carencla de la misma al analizar una
muestra compleja. (2,9,11,16,19,20, 36, 39)

CRITERIOS:

Verificar que los productos de degradacién y/o sustancias
relacionadas no Interfieran con la cuantificacién de la sustancia de
interés utilizando el método desarrollado.

En éste caso, ajustar las condliclones de operaclén para
cobtener la maxima resoluclén.

6.3.7 TOLERANCIA.

Es el grado de reproduclbllidad de‘ los resultados
analitlcos obtenidos por el anadlisls de la mlsma muestra bajo
medificaciones de condlclones normales de operacién: diferentes

temperaturas, diferentes instrumentos, diferentes marcas de
reactivos, diferentes columnas, diferentes sistemas de elucidn, etc.
CRITERIO:

Igual a precisién,

Los pardmetros que se evaluan en ésta etapa son el factor
de capacidad, selectividad, eficiencia de la columna, resolucién y
el factor de simetria, estos no deben encontrase alterados
considerablemente con respecto a los obtenidos bajo las mejores
condiclones cromatograficas propuestas. (33,32)
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6.4, CATEGORIAS PARA LA VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.

Considerando™ 1&1‘ gran  variedad de ensayos, los
requerimléntos‘"dlfléren. Existe un esquema de wvalidacién que
clasifica “las‘ "categorias que cada método necesita para su
valldacién. (41)

La cﬁtégorla 1 contempla a los métodos analitices que
cuantifican ' componentes prilncipales de sustancias a granel o
Ingredientes activos, incluyendo conservadores en producto
terminado.

La categoria Il contempla a los métodos analitlcos para
determinar impurezas en sustanclas a granel o compuestos de
degradacién en producto terminado como son analisls cuantitativos y
pruebas limite.

La categoria II! contempla a métodos analiticos que
determinan las caracteristicas fisicas como disoluclén y liberacién
del principlo activo.

PARAMETROS REQUERIDOS | CATEGORIA CATEGORIA 11 CATEGORIA
PARA C/CATEGORIA I CUANTI= | LIMITE 11
TATIVA DE PBA.
PRECISEON sI s1 NO SI
EXACTITUD S1 st . -
LIMITE DE
DETECCION NO NO s1 .
LIMITE DE
CUANTIFICACION NO sI NO .
ESPECIFICIDAD SsI st SI .
LINEALIDAD 3 SI NO .
REPRODUCIBILIDAD s1 s1 st sI
T TRELA T REOUTSTTOS YRRA LA VALTDACTON ™

DE METODOS ANALITICOS. {41)

* Puede ser requerido dependiendo de la prueba especiflica.
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7. DESARROLLO EXPERIMENTAL

7.1. MATERIAL.

Matraces volumétricos de 50, 100 ml
Matraces erlenmever de 200 ml

Pipetas graduadas de 5 ml

Pipetas volumétricas de 1, 2, 4, 5, 10 ml
MicrojJeringa de 25 microlitros

Membrana 0.45 micras

Embudos de filtracién

Papel flltro No, 1

Agitadores magnéticos

7.2, REACTIVOS.

Estandar secundarlo de Albendazol.
Pureza: 100,00 %

Materia Prima de Albendazol.
Pureza: 99.85 %

Metanol absoluto

Metanol HPLC

Agua de osmosis inversa

7.3. SOLUCIONES
Acido clorhfidrico al 1% v/v en Metanol
Hidréxldo de sodic 0.1 N

7.4. EQUIPO.
Cromatégrafo de Liquldos
de Alta Resolucidn;
Bomba E-6200 A
Detector-Uv L-4000
Integrader D-2500
Columna Micro-Bondapak Cia
(25 cm x 4 mm), dp 5 gm
Equipo de flltracién.
Balanza analitica
Parillas de agitacién
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(Pyrex)
(Pyrex)-.
(Kimax)
“(Kimax)
" (Hamilton) .
(Mi11ipore)’

(Whatman)
(Corning)
(F. Establihisment)
(Megafarma S.A.)

(Baker)
{Merck}

(Merck & Hitachi)

{Merck)

(Mi1lipare)
(Sauter)
(Corning)



7.5. DEFINICION DEL SISTEMA PRELIMINAR.

La etapa de desarrollo ~comprende de una revislén
exhaustlva, con la finalidad de conocer las propiedades fisicas y
quimicas, estabilidad, Interacclones del principio activo, asi como
las referencias para la cuantiflicacién del mismo por Cromatografia
de Liquideos de Alta Resolucién. Cabe mencionar que muy poca
Informacién de albendazol se encuentra reportada en bibliografia.

El primer punto que se evalué en la definicién del sistema
preliminar fué determinar los pasos preparativos para mantener el
analito en soluclén, en la concentracién adecuada. En la preparacién
de la muestra se traté de evitar las extraccicnes e implantar un
método mas practico para minimizar el tiempo de andlisis.

Al albendazol se le realiz6 pruebas de solubilidad en
diferentes disolventes normalmente usados, resulté ser soluble en
metanol, cloroformo y muy soluble en soluclones dcidas. Debldo a que
el albendazol fué soluble en metanol, se preparé una soluclén de
albendazol en dicho solvente a una concentracién aproximadamente de
100 pg/ml.

Con la solucién anterlor se realizé un barrido en el
espectrofotémetro para selecclonar la longltud de onda éptima, la
cual fué de 293 nm. El detector utilizado fué de UV por su
simpllicidad, robustez y confiabilidad.

Se eligi6é una columna CIB' ya que se deseaba desarrollar
un método por cromatografia en fase reversa, como fase mévil se
propusd como primera opclén agua (abundante y econdmica) y metanol
(es asequlble en calldad y precios adecuados). Con la fase movil se
realizé un gradiente desde un 10% hasta un 100%, Inyectando la
soluclén de 100 pg/ml. Lo antertor permitié observar que el
compuesto de Interés podia detectarse a dicha concentracién, y
selecclonar la proporcién de la fase mévil, el cromatograma se
muestra en la figura 11:
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FIGURA 11. CROMATOGRAMA OBTENIDO EN
LA DEFINICION DEL SISTEMA PRELIMINAR.

Se aprecia que este sistema favorece adecuadamente la
aparicién del pico de interés y elimina la inestabllidad de la linea
base. Este sistema se toma como base para el iniclo del desarrollo:
fase mévil: Metanol-Agua 60:40, flujo 0.5 ml/min, sensibilidad 1.0.

7.6, OPTIMIZACION.

Al examlnar los resultados obtenidos de la definicién del
sistema preliminar, se estimaron las posibles variables a modiflcar
para aptimizar el método.



Las modificaclones se reallzaron controladamente y una a
la vez,  las cuales se¢ mencionan a continuacién:

a‘),Se’—camblb el ‘solvente del analito.

b) Se d;smfnuyé la cencentracién.

“¢) Se cambié la fase mévil,

d) Se_cambié 1a atenuaclén.

e) Se ‘prapusb el uso de estandar externo.
£} Se cambid la velocidad de flujo

Se determiné cambiar la concentracién de la selucién, para
definir m&s el pico y evitar que la muestra concentrada (100 pg/ml)
saturard a la fase estaclonaria.

Se decidlé camblar el solvente del anallto, porque se

observé que el albendazol no se solubllizaba totalmente en metanol,

La Informacién bibllografica y las pruebas de solublllidad
realizadas evidenclan que el albendazol es muy soluble en scluclones

acldasg, resolviéndose usar dcido clorhidrico.

Se pesd 50 mg de albendazol estandar y se transfirié a un
matraz de 100 ml, adiclonando S ml de &cldo clorhidrico ai 1% v/v en
metanol (ya que el albendazol es insoluble en agua), se probd con
4cido clorhidrico al 2% v/v en metanol, pera con &cido clorhidrico al
14 en metanol fué suficiente para solublllzar répldo al albendazol,
sin embargo, el pH de la solucién era de 1, por lo que se lntentd
agregar algo que pudliera elevar el pH, ya que si! se dejaba a ese pH,
dicha soluclén dafaria 1la columna. A la soluelén de pH
aproximadamente a 1 se le agregé 40 ml de metanol y después se
adicloné § ml de hidréxido de sodio al 0.1 N, quedando el pH
aproximadamente a 1, se le agregdé 40 ml de metanol y después se
adlcioné 5 ml de NaOH 0.1 N, el pH fué aproximadamente de 5.0 y se
1levé al aforo. La solucién fué inyectada, el cromatograma que se
obtuvé se muestra en la figura 12:
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1levé al afore. La solucién fué inyectada, el cromatograma que se
obtuvé se muestra en la sigulente figura:
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FIGURA 12. CROMATOGRAMA OBTENIDO DE LA
SOLUCION ESTANDAR DE ALBENDAZOL.

La figura 12 se observa que el pico ha mejorado con la
concentracién de 50 pg/ml, el cual tiene una asimetria de 1.0, se
disminuyé la atenuacidén con el objJeto de aumentar la altura el pico.

Después se intenté con una muestra de albendazol suspensién,
se pesd el equivalente a S0 mg de albendazol (aproximadamente 2.8 g de
la suspension) y se transfirié a un matraz de 100 ml, adicionando S ml
de 4cido clorhidrico al 1% v/v en metanol, se le agregé 40 ml de
metanol y después se adiciondé S ml de hidréxido de sodio al 0.1 N,
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quedandé‘et pH aproximadamente de 5.0, se llevé al aforo con metanol,
rlltrandb"ésta solucién por papel Whatman No. 1, de ahi se tomdé una
alicuota de. 5 ml. y se transfirié a un matraz volumétrico de 50 ml,
llevanﬁo el -aforo con metanol. La solucién se Inyectd, el
cromatograma que se obtuvé se muestra en la sigulente flgura:

8.95

i .39
4 .9%3

o

FIGURA 13. CROMATOGRAMA OBTENIDO DE LA
MUESTRA DE ALBENDAZOL EN SUSPENSION.

El cromatograma obtenido en !a flgura 13 tlehe wuna
asimetria de 1, lo cual es aceptable, (32)}. .

Cuanto mayor sea el volumen de {nyeccién mejor serd la
precisién, aunque se debe tener en cuenta que, aumentdndolo por
encima de clerto valor, aumenta el ensanchamiento del pico causando
" una pérdida de efliclencla no adjudicable a la columna, en la
literatura recomlendan que para columnas menores de 12.5 el volumen
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de inyeccién debe de ser de 20 pl (43), boiﬁ lo anterior el volumen
de inyeccitn elegidd fué de 20 ul, _é‘st‘éfvomme_ﬁ‘fesulté ser adecuado
ya que en Jlos cromatogramas mosfraﬁcs ée - puede observar la
buena definicién y preclsién de. los plcos. ! C

La fase mévil se modlflcb béra dismlnulr la retenczién de
la muestra en la columna, por 10 que ‘se ‘aumenté la propercién de
metanol en la fase'mévll.ybquedando de: metanol-agua (65:35), esto se
observa en la figura 14 en'donde el cromatograma mostrado tiene un
factor de asimetria de l.k

La velocidad de flujo con la que se empezd fué de 0.5
ml/min, la cual se modificé a 0.7 ml/min con el objeto de disminuir
el tiempo de retencidén, esto no modificé 1los parametros
cromatograficos, ver figura 14,

5.89

FIGURA 14. CROMATOGRAMA CON LA MODIFICACION DE LA FASE MOVIL.
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© - fuera’ mayor a’ 1'7

Péra veru‘lcér las condlciones del sistema operatlvo, se
lnyecté un estandar secundarlo de albendazol por triplicado y se
veriﬂcé el coeflciente de - varlaclén. el cual no fué mayor a 1%. Se
preparb un duplicado de las _muestras lnyectando cada una de las
muestras. volviéndose a‘inyectar al ultlmo la solucién estdndar, se
Ealcﬁlb que el co! ﬂ.cxente de varlacion del estandar con respecto al
'promedlo obtenido en las prlmeras inyecclones y el ultlmo estiandar no

: lo cua

se cumpllé, y el porcentaje de recobro para

‘las muestras de albendazél era del 100% , para el calcule del analito
R

Con los resultados obtenldus se determinaron las mejores
condiclunes de operaclon para llevar a cabo la determinacién de
albendazo} en suspensién, por la técnica de cromatografia liquida de

enla muestra ‘ver apénd

alta resolucién. Las condicliones cromatograficas 6ptimas se mencionan
en la tabla III y en la figura 15 se muestra el dlagrama de flujo del
método optimizado.

Columna: Cis Fase reversa
Columna Micro-Bondapak C18
(25 cm x 4 mm), dp S um

Fase mbvil: Agua-Metanol
(35x-65x%)
Longitud de onda: 293 nm
Velocidad de flulo: 0.7 ml/min
Atenuacién: 4
Sensibilidad: 0.05 (Absorbance

Unit Full Scale)

Yolumen de inyeccién: 20 mel

TABLA III. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS OPTIMIZADAS
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MUESTRA
PESAR EL EQU I VALENIE A 50 ng |
DE ALBENDAZOL. (CORRESPONDEN
A 2.8 g DE LA SUSPENSION)

ESTANDAR

PESAR 50 mg, DE ALBENDAZOL
ESTANDAR.

T

FIGURA 15,

v [ ey e
TRANSFERIRLO ‘A UN.MATRAZ
: DE 100 ml -
1
DISOLVER CON 5 ml DE ACIDO

CLORHIDRICO ‘AL 1'% v/v EN
- METANOL

T

ADICIONAR 40 ml DE METANOL l

¥

AGREGAR 5 ml DE HIDROXIDO
% "7 DE S0DI0'0.1 N

Jr

fmzcun Y LLEVAR AL’ AFORO
CON,_ METANOL', -

'FILTRAR POR.PAPEL .
WHATMAN. No, x4 05
' i l vy
- TOMAR UNA ALICUOTA DE
'S ml, TRANSFERIRLA A
_UN MATRAZ DE°50 ml

{

LLEVAR AL AFORO
CON METANOL

i

INYECTAR AL
CROMATOGRAFO.

)

DIAGRAMA DE FLUJO DEL METODO OPTIMIZADO
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7.7. VALIDACION DEL METODO.
Una vez optimizado el método de andlisis, deberi
validarse, es decir, se debe confirmar y documentar que los

resultados por é1 producidos son conflables.

7.7.1 ESPECIFICIDAD.

Uno de los pardmetros a evaluar para la validacién de
métodos analiticos es la especificidad. Se debe comprobar que
ningino de los exciplentes Interfieren en ¢! ensayo. Para determinar
este pardmetro se preparé un lote placebo, se analizaron tres
muestras usando el método analitico optimizado.

T7.7.2 LINEALIDAD DEL SISTEMA
Se determiné construyendo una curva de calibraclén a
partlr de una soluclén estandar 'de albendazol (SO0 pug/ml),
anallzando 5 niveles de concentracién ( 80, 90, 100, 110 120}, cada
nivel por triplicado. La iinealldad del sistema se reallzé en dos
dias diferentes.

7.7.3 PRECISION DEL SISTEMA.
Se determiné a partir de una misma soluclén estandar, cuya
concentracién corresponde a la del 100%. El an&lisis se realizé por
sextuplicado, en dos dias diferentes.

7.7.4 LINEALIDAD DEL METODO.

Se evalud utilizando un lote placebe con adicién de
principio activo a diferentes concentraciones. Las concentraciones a
las que se trabajaron fueron 80, 90, 100, 110, 120% . El andlisils
fué reallzadé por triplicado para cada concentracién en dos dias
diferentes. ’

Las concentraciones se eligieron en base a los limites
especificados para el actlivo (21).

7.7.5 EXACTITUD,
Se determiné con lotes placebo y adicién del principlo
activo, Se analizé la concentraci6n del 100% por sextuplicado en dos
dias diferentes.
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7.7.6 REPRODUCIBILIDAD
Se realizé con dos analistas. Se obtuvé del porcentaje de
albendazol de muestras homogéneas, cuya concentracién era cercana al
100 % de la concentracién teérica establecida, Se hizé por
sextuplicado en dos dias diferentes.

7.7.7 REPETIBILIDAD,
Para evaluar la repetibilidad del método se emplearon los
mismos datos que para exactitud, ya que la repetibilidad se
determina de la misma forma que la exactitud.
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8. RESULTADOS

8.1. LINEALIDAD DEL SISTEMA.

Los resultados obtenidos para la linealidad del sistema del
primero y segundo dia se muestran en la slguiente tabla:

CONCENTRACION DIA 1 DIA 2
(ne/m1) AREA AREA
1) 313154 1) 315010
10.0 2) 313625 2) 309690
3) 312410 3) 312007
1) 354405 1) 352196
45.0 2) 353346 2) 355831
3) 353925 3) 357078 A
1) 393408 1) 396705
50.0 2) 393842 2) 394155
3) 393759 3) 39767
1) 434785 1) 437669
55.0 2) 433196 2) 436164
3) 434461 3) 438351
1) 474325 1) 476152
60.0 2) 472684 2) 473535
3) 476096 3) 476791

TABLA 1V. VALORES DE AREAS OBTENIDAS PARA
LA LINEALIDAD DEL SISTEMA.
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8.2. PRECISION DEL SISTEHA.

Los resultados para preclsién del sistema se reportan en
la siguiente tabla:

CONCENTRACION DIA 1 DIA 2
(ug/ml} AREA AREA
398038 392113

397526 392745

397034 394262

50.0

396676 393438

396080 389148

STD REF. X 395145 391003

TABLA V. AREAS OBTENIDAS DE ALBENDAZ0L,
PARA PRECISION DEL SISTEMA.

El STD ref. X, es el esténdar de referencia promedio de un
triplicado de estadndares, con el objeto de determinar la establlidad
de la columna, come se mencloné anterlormente este triplicado de
estédndares deben de tener un coeficiente de variaclén menor a 2%.
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8.3. LINEALIDAD DEL METODO.

Los resultados de porcentajes de recobro del dia 1 se

muestran en la slgulente tabla:

DIA 1
PORCENTAJE CANTIDAD AREA CANTIDAD PORCENTAJE
ADICIONADO ADICIONADA RECUPERADA RECUPERADO
(%) (mg) (mg) (%)
80 40.1 313792 39.8309 79.46
80 40.0 313033 39. 7346 79.47
80 40.1 314044 39. 8629 79.53
90 45.0 347496 44. 1091 88.22
90 45.1 356198 45,2137 90.22
90 45.0 352431 44,7368 89.47
100 50.1 393156 49.904%9 99,61
100 50.1 393149 49.9040 99.61
100 50,0 392234 49, 7879 99.57
110 55.0 433143 54. 9806 109.96
110 55.0 432155 54.8552 109.71
110 55.1 433326 55. 0039 109.81
120 60.0 468398 59. 4557 118.91
120 60.0 467692 59. 3661 118.73
120 60.1 470200 59. 6844 119.17
STD REF. X 393905
~TRBLA VI, wmm—HWs

CARGADOS DE ALBENDAZOL EN EL DIA 1.
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LINEALIDAD DEL METODO.

Los resultados de porcentajes de recobro del dia 2 se muestran

en la siguiente tabla:

DIA 2
PORCENTAJE CANTIDAD AREA CANTIDAD PORCENTAJE
ADICIONADO ADICIONADA RECUPERADA RECUPERADO
) (mg) (mg) ()
80 40.1 308648 39. 7599 79.32
80 40.1 307929 39. 6672 79.13
80 40.0 305070 29,2989 78.60
90 45.2 355498 44,7951 91.18
90 45,1 350585 45.1622 90, 12
90 45.0 347100 44,7132 89, 42
100 50.2 392041 50.5025 100, 60
100 50.1 388202 50. 1080 100.01
100 50.2 392142 50. 5155 100. 63
110 55.2 429969 S55.3884 110.37
110 §5.0 420213 54.1316 108. 26
110 55.1 425766 54.8470 109, 49
120 60.8 476060 61.3258 121.03
120 60.8 478258 61.6089 121.59
120 60.6 472343 60.8470 120. 49
STD REF. X 388140
~ TABLA VIT. PORCENTAJE RECUPERADOD ACEBOS

CARGADOS DE ALBENDAZOL EN EL DIA 2.



8.4. EXACTITUD Y REPETIBILIDAD,

Los porcentajes de recobro para exactitud y repetibilidad
del dia 1 y dia 2, al 100% se indlcan en la tabla VIII.

DIA 1 bIA 2
CANTIDAD AREA % CANTIDAD AREA %
ADICIONADA ALBEN ADICIONADA ALBEN.
(mg) {mg)
50.0 390836 100. 61 50.0 65089 99.60 |-
50.0 385933 99, 35 50.0 367378 100.23
50.0 391243 100, 72 50.0 366626 100,02
50.0 388903 100. 11 50.0 369992 100.94
50.0 388537 100. 02 50.0 369835 100. 89
50.0 387481 99,75 50.0 | 365704 99.77
STD REF, X{ 388455 STD REF. x| 366542

TABLA VIII. PORCENTAJES DE RECOBRO DE ALBENDAZOL
DEL DIA 1 Y 2.
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8.5. REPRODUCIBILIDAD

Los porcenta jes obtenidos de Albendazol para
reproducibilidad se muestran en la Tabla IX.
ANALISTA 1 ANALISTA 2
CANTIDAD AREA % CANTIDAD AREA %
ADICIONADA ALBEN ADICIONADA ALBEN.
(mg) (ng)
DIA 1
50.0 390836 100, 61 50.1 395639 100.52
50.0 385933 99,35 50.2 396637 100.57
50.0 391243 100.72 50.2 396918 100.65
50.0 388903 100. 11 50.0 393034 100.06
50.0 388537 100, 02 50.0 393829 100.26
50.0 387481 99.75 50.0 392771 99.99
STD REF. %| 388455 STD REF. X| 392790
DIA 2
50.0 365089 99.60 S50.4 381491 100.71
50.0 367378 100.23 ° 50.5 383157 100.95
50.0 366626 100,02 50.1 379222 100.71
50.0 369992 100. 94 50.3 381736 100,99
50.0 36983s 100.89 50.5 383067 100.92
§0.0 365704 99.77 50.0 377908 100. 56
STD REF. x| 366542 STD REF. X| 375804

TABLA 1X. PORCENTAJES DE RECOBRO DE ALBENDAZOL
PARA 2 ANALISTAS EN 2 DIAS DIFERENTES.
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8.6. ESPECIFICIDAD.

En la tabla X se muestran los datos obtenidos para

especificidad.
HUESTRA ADICIONADO RECUPERADO
(mg) (mg)
1 0.0 0.0
2 0.0 0.0
0.0 0.0
TABLA X. PLACEBOS PARA DETERMINAR

LA ESPECIFICIDAD.
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FIGURA 16. CROMATOGRAMA OBTENIDO
PARa ESPECIF LCIDAD,
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9. ANALISIS DE RESULTADOS.

9.1. ESPECIFICIDAD.

Con el objeto de conocer la especificidad. del método, los
placebos sometidos al andllsis cromatograt‘lco.‘ no pr:esent.arori
respuesta, por lo que la respuesta obtenlda fué ﬂr}icamgnte ’ar el”
principio actlvo. : s .

9.2, LINEALIDAD DEL SISTEMA.
Para evaluar la linealidad del sistema se llevaron a cabo
diferentes tratamlentos estadisticos ( ver apéndice III).
Se determln6é el coeficiente de variacién para cada nivel
de concentracién para los dos diferentes dias en que se realizaron
las curvas de calibracién, estos resultados se muestran en las

sigulentes tablas:

CONCENTRACION DIA 1 DIA 2
(pg/ml) AREAS C.V. AREAS Cc.V.
X Y3 X %
20.0 313063 | 0.19 | 312236 | 0.85
45.0 353892 | 0.15 | ass03s | o0.71
50.0 393670 | 0.06 | 396166 | 0.45
55.0 434147 | 0.19 | 437428 | 0.26
60.0 474363 | 0.36 | 475493 | o0.36
TABLA XT. VALORES DE COEFICIENTE DE VARTACIGN

PARA CADA NIVEL DE CONCENTRACION.

De acuerdo con los criterios de aceptacién, para métodos
cromatogriaficos el coeficlente de variaclén debe ser menor al 2%, se
puede apreciar que los valores obtenidos son menores al valor
establecido.

El an&lisis estadistico de regreslén'y correlacién para
los datos de linealidad del sistema para el principio actlvo
indicaron que la relaclén que existe entre las varjables es
altamente significativa y se observa un comportamiento lineal,
esto se muestra en la figura XI.
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PARAMETRO DIA 1 DIA 2
PENDIENTE 8057. 32 8178.14
LIMITE SUP. INTERV. CONF. 8123.718972 8351. 456624
LIMITE INF. INTERV. CONF. 7950.921028 8004.823376
t tab (0.975,13) 2.16 2.16
ORDENADA AL ORIGEN -9037. 933333 -13635. 466670
LIMITE SUP. INTERV. CNNF. ~2855. 336804 2502.535548
LIMITE. INF, INTERV. CONF. -15220. 529860 -29773. 468890
COEFICIENTE DE DETERMINACION 0.999811 0.998750
COEFICIENTE DE CORRELACION 0.999905 0.999375
COEFICIENTE DE VARIACION 0.40 0.82

TAl XII. TRATAMIENTO ESTADISTICO PARA LA LINEALIDAD DEL SISTEMA.

En la tabla XII se puede apreciar que el coeficlente de
determlnacién es mayor de 0.9980 para ambas curvas, o sea, que la

respuesta es independiente de los dias en que se realizaron las
curvas.

El valor del coeficiente de varlacién del dia 1 y 2 es
menor al 1%, lo cual es aceptable, ya que para métodos
cromatograficos el CV = 2%.

La ordenada de la relacién lineal concentracién y area no-
pasa por el origen con este Intervalo de roncentraciones. sin
embargo, 1la correlacién es significativaments alta entre ambas
variables.

Los Interceptos para cada una de las curvas de la

linealidad del sistema son con un 95% de conflanza, estadisticamente
lguales a cero,
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Para la linealldad del slstema para el dia 1 y 2 se

analizaron los datos por medio de un apalisis de variancla, los

resultados se muestran en las tablas XIIl y XIV.

DIA 1
FUENTE DE GRADOS DE  SUMA DE  HEDIA DE Fexp.  Fab.
VARIACION LIBERTAD  CUADRADOS CUADRADOS
REGRESION 1 4.8690%10'° 4.8690x10'° 68701.5 9.07
ERROR DE
REGRESION 13 9213397.9  708722.9
FALTA DE
AJUSTE 3 5603979 186799. 3 0.22 3.7
ERROR
PURO 10 8653000 865300
Ftab (0.99.1,13) = .07
F tab (0.95,3,10) = 3.71
TABLA XI11. ANALISIS DE VARIANCIA PARA EVALUAR
LA LINEALIDAD DEL SISTEMA DEL DIA 1.
DIA 2
FUENTE DE GRADOS DE  SUMA DE  MEDIA DE Foxp Fiab
VARIACION LIBERTAD  CUADRADOS  CUADRADOS
REGRESION 1 5.0161x10'° 5.0161x10'° 10388.1  a.n7
ERROR DE
REGRESION 13 62773675.4  4828744.3
FALTA DE
AJUSTE a 20516675.4  6838891.8 1.61 3.7
ERROR
PURD 10 42257000 4225700
F tab (0.99,1,13) = 9,07
F tab (0.95,3,10) = 3.71

TABLA XIV.

ANALISIS DE VARTANCTA PARA EVALUAR
LA LINEALIDAD DEL SISTEMA DEL DIA 2.
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El anélisls de varlancla para el dia 1 y 2 permite apreciar
que Fr exp., es mayor que | F tab (9 07) con un nivel de significancia
de 99 %, por lo que exlste una relaclén altamente slgnlflcativa entre
la- concentraplbn y-la respg{esta. por lo tanto, el modelo se ajusta a
un modelo lineal, ver flgura“i7.

Eﬁ cuanio F fa exp. .' podemos observar que es menor que F
tab (3,71) con un nivel de significancia de 95 % para ambos dias, es
decir, que no existe falta de ajuste a 1la relacién 1llineal
concentracién y la respuesta medida, por lo que el models lineal
representa de manera correcta la cantldad adicionada contra la
respuesta medida.

La relacién que existe entre la concentracién y el 4rea
indica tener un comportamiento descrito por 1la ecuacién que se
observa en la figura 18, inciso A, en donde el 4rea es directamente
proporcional a la concentracién, lo cual resulta ser del promedlo de
los datos del dia 1 y 2.

La diferencia entre el valor observado y el valor predicho
para las 30 experlenclas es casi nula, es decir el porcentaje de
error relativo es menor al 1%, wver figura 18, inciso B. (Ver
apéndice 11}

FIGURA 17. GRAFICA DE
LINEALIDAD DEL SISTEMA.
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FIGURA 18. MODELO DETERMINADO
AREA = -11336.70 + 8117.73 X
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FIGURA 18. GRAFICA DE
PORCENTAJE DE ERROR RELATIVO
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9.3. PRECISION.

Para precisién del sistema se realizé . el tratamliento
estadistico indicado en la tabla XV.

PARAMETRO DIA 1 DIA 2
MEDIA ARITMETICA 396749 392118
DESVIACION ESTANDAR 1036.55 1832.83
COEFICIENTE DE VARIACION 0.26 0.46

TABLA XV. PARAMETROS PARA EVALUAR LA PRECISION.

La desviaclén estindar y el coeflclente de variacién de
ambos dias tienen un valor menor a 1%, para determinar la precisién
de un método cromatografico el coeflicliente de variacién debe ser
menor a 2.0%. En este caso el sistema es preciso, ya que los valores
- qbtgnldos_ son menores al valor establecido.

I En 1la siguiente figura se muestra la griafica del
porcentaje de error relativo de los valores observados y predichos,
el'ﬁorc'entaje de error relativo es menor a 1% (ver apéndice 1I1), por
1o que el sistema es preclso, para reallzar éstc calculo se calculé
el -porcentaje de albendazol

FIGURA 19. GRAFICA DE
PORCENTAJE DE ERROR RELATIVO

% DE ALBENDAZOL
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9.4. LINEALIDAD DEL METODO.

Para evaluar la linealidad del método -se llevaron  a . cabe

diferentes tratamientos estadisticos (ver apéndlée::LIij)'{gaféjtlééqbs

dias en que se realizaron las curvas de callbracién,

se muestran en las sigulentes tablas:

.éstos . resul tados

CONCENTRACION Al
(1g/nl) ] e x C|eov.
: i % %
40.0 313623 | 0.17 | 307216 | 0.61
45.0 352085 | 1.24 | 351061 | 1.20
50.0 392846 | ©0.13 | 390795 | 0.57
55.0 432875 | 0.14 | 425316 | 1.15
60.0 468763 | 0.27 | 475554 | 0.63
TABLA XVI. VALORES DE COEFICIENTE DE VARIACION

PARA CADA NIVEL DE CONCENTRACION,
DE LA LINEALIDAD DEL. METODO.

PARAMETRO DIA 1 DIA 2
PENDIENTE 0.994316 1.032116
LIMITE SUP. INTERV. LONF. 0.995058 1.065476
LIMITE INF. INTERV. CONF. 0.993574 0.998744
trab 2.16 2.16
ORDENADA AL ORIGEN 0.000158 -1.601589
LIMITE SUP. INTERV. CONF. 1.895460 1.454128
LIMITE INF. INTERV. CONF. -1.8958777 -4.657307
COEFICIENTE DE DETERMINACION 0.998840 0.997096
COEFICIENTE DE CORRELAC)UN 0.999420 0.998547

TABLA RVI1. TRATAMIENTO EGTADISTICO PARA LA LINE.
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En la tabla XVI se puede observar que el coeficiente de
varlaclén ﬁara cada nivél de concentracién es menor a 1.5%, "lo cual
cumple con el valor establecldu del coeflciente de varlaclén el cual
es menor al: 2 I : : Lo .
En la tubla XVII se puede apreclar que exlste ‘una’ relach‘:n

de Hpo yiE e+ entre el porcentaJe adiclonadc y.el pocentaJef

recuperado en valo de concentracio':es trabajadas. para ambos
dias ya que el coeflclente ‘de correlaclén es aproxlmado a-0, 99 E!.
valor. de la pendiente es cercana a .1 y’ la ordenada 'al origen se-
aproxima a cera y ‘estan dentro de los umltes. con un 1ntervalo de
confianza del 95A, para ambos dias.

Para la linealidad del método del dia 1 y 2 se analizaron
los datos por medlo de una anallsis de variancia, ver tablas XVIII y -
XIX. El anilisls de variancia refuerza los resultados anterlores.

DIA 1
FUENTE DE  GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE Fexp Fiab
VARIACION  LIBERTAD CUADRADOS  CUADRADOS
REGRESION 1 739.5579 739.5579 11198.39 9.07
ERROR DE
REGRESION 13 0,858538 0.066041
FALTA DE
AJUSTE 3 0.160038 0.053346 0.76 3,71
ERROR
PURC 10 0.6985 0. 06985
F tab (0.99,1,13) = 9.07
F tab (0.95,3,10) = 3.71

TABLA XVITI. ANALISTS DE VARTANCIA PARA EVALUAR
LA LINEALIDAD DEL METODO DEL DIA 1.
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DIA 2

FUENTE DE  GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE Fexp. Ftab.
VARIACION  LIBERTAD CUADRADOS  CUADRADOS

REGRESION 1 842. 649430 842,.649430 4464.36 9.07
ERROR DE

REGRESION 13 2. 453756 0. 188750

FALTA DE

AJUSTE 3 0. 545226 0.181742 0.95 3.7
ERROR

PURO 10 1. 90853 0.190853

F tab (0.99,1,13) = 9,07

F tab (0.95,3,10) = 3.71

TABLA XIX . ANALISIS DE VARTANCIA PARA EVALUAR
LA LINEALIDAD DEL METODO DEL DIA 2.

El andlisis de variancia para el dia 1 y 2 permite apreciar
que Fr exp., es mayor que F tab (9.07) con un nivel de significancia
de 99%, por lo que existe una relacién altamente significativa entre
el porcentaje adiclonado y recuperado, por lo tanto el modelo se
ajusta a un modelo lineal, ver flgura 20.

En cuanto Ffa exp., podemos observar que es menor que Ftab
(3.71) con un nivel de significancia de 95 % para ambos dias, es
declr, que no exlste falta de ajuste a la relacién lineal
concentracion y la respuesta medlda, por lo que el modelo lineal
representa de manera correcta la cantidad adiclonada contra la
respuesta medida. )

La relacién que existe entre la cantidad adicionada y la
cantidad determinada Indica tener un comportamiento descrito por la.
ecuacidén que se encuentra en la figura 21, inciso A, en’ doncie
griaficamente se representa dicha ecuaclén. : ‘ ;

La diferencia entre el valor observado.y el valor predicho -
para las 30 experienclas es casi nula, menor al 1%, vevr_-,“gura»v
21, inciso B. {ver apéndice [1) :
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FIGURA 20. GRAFICA DE LA
LINEALIDAD DEL METODO
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9.5. EXACTITUD Y PRECISION.

La exactitud del método analitico . fué evaluada

con un nivel de concentracion, . los.™ resultados del

tratamiento estadistico se muestran en la glgﬂiente tabla:

PARANETRO DIA 2

EVALUADO =
MEDIA ARITMETICA ) | :100.093333" 100.241667
DESVIACION ESTANDAR ~|* o o s16862° 0.564178
COEFICIENTE DE VARIACION - .- - |~ 0.516380 0.562818
LIMITE SUP. CONF. PARA LA MEDIA *| *'100.635624 100. 833601
LIMITE INF. CONF. PARA LA MEDIA 99, 5510423 99.649732
texp. e 0.442321 1.049243
ttab. (0.975,5) E 2.87 2.57

TABLA XX, RESULTADOS DEL TRATAMIENTO ESTADISTICO
e e REALIZADO A LOS DATOS DE EXACTITUD.

cEl método resulté ser exacto con un 95% de conflanza con

el n1ve1 de concentraclén del 100%, en la tabla XX se puede observar

- que taxp. ;

enor’ que ttab para ambos dias en que se realizd
Aexactltud 'p que’la hipétests de x=u, donde u es el 100%,

oeficlente’ d‘e,varlaci(zn debe ser menor al 2% , en

;abla.kx serva _qué ‘el método optimizado para ambos dias

3 En la fi ura 22 se muestra la grafica de porcentaje
error relntlvo,

entre el ‘valor observado y el valor predicho,

la

se

es

de

no

exlste dlferenclas signlflcatlvas entre ambas, ya que el porcentale

de error relativo es menor a 0.05 % de los datos obtenidos para

exactitud, {vgr .apéndice II)

74




GRAFICA DE PORCENTAJE
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FIGURA 22, GRAFICA DE PORCENTAJE DE ERROR RELATIVO PARA EXACTITUD.

9.6. REPRODUCIBILIDAD.

Los resultados del andlisis estadistico para establecer la
reproducibilidad del método se encuentra en la siguiente tabla:

FUENTE DE = GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE Fexp Ftab
VARIACION  LIBERTAD CUADRADOS  CUADRADOS

ANALISTA 1 0.992284 0.992284 2.77 18,50
DIA ? n.714600 0. 357300 2.06 3 4y
ERRCR 20 3.462500 0. 173125

Ftab {0.95, 1, 2) = 18,50

Ftab (0.95, 2, 20)= 3.49

TABLA XX1. ANALISIS DE VARIANCIA (ANADEVA)
PARA REPRODUCIBILIDAD DEL METODO.
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En el anallsis de variancla realizadé se observa que F exp.
es menor que F tab., por lo que se rechaza Ho, con un lnl:.eryalq del
95% de conflanza que no hay influencla del analista para.realizar .la
cuantificacién del albendazol en suspensién. . El 'analisis‘ pusde
realizarse por diferentes analistas baJo las mismas condlclunes de

valtdacién, ya aue tampezo hay influencla entre ana\lstas

Para la evaluacién de la precisién 4de1vr método ..se .
obtuvieron los siguientes resultados (ver apén’dlce'Il;)é 105 cuales B

se muestran en la sigulente tabla:

COEFICIENTE DE VARIACION TOTAL 0.472332 % |I
REPRONUCIBILIDAD INTER DIA/ANAIISTA 0.175202

+ REPRUDUCIBILIDAD INTER ANALISTA 0.230033 !
REPETIBILIDAD DEL METODO 0.416083 “

TABLA XXI1. RESULTADOS OBTENIDOS PARA EVALUAR
LA PRECISION DEL METODO OPTIMIZADO.

El coeficiente de varlacién estableclido es del 2%, en éste
caso el coeficlente de varlacién es menor al valor establec.do. En -
cuanto- a la reoroducibilidad y repetibilidad de! nétodo preseﬁtan
una varlacion menor al uU.5%, pot lo que la variacién .no ,‘es
significativa. ' L

En la. figura 23 se observa. que 1a du‘erencia entre el
va].or observado y el predlcho no es slgnlflcativa, ya que el valor

de. el porcenta_)e de error relatlvo es menor a’0.5%. (ver apéndice
11} L : :
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GRAFICA DE PORCENTAJE
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CONCLUSIONES

El ..
suspensién. . es

para ‘determinar albendazol en

que; cumple ‘con’ los param j-gs:

estadistlco’s de P"eﬂs‘é“- éé& L

" parametro’es

ima es conflable, ya que
cumple con " los parémetr s' estadisticos reallzados en la validacién,
; mlnlmi:a la cantidad de solventes. mlnlmiza tiempos y por lo tanto
costos.

ia vallﬁa{:ioh» del v’zﬁétodo analitico para albendazol sn‘ _
suspensién expresa 1a .confiabilidad y exactitud del mismo. para.que..
el producta salga al mercado con el cont.enldo de prlm:lpl.o actlvo
estlpulado
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EBTH ] )
APENDICE 1. Saljs ﬂfrfsii F}"gBL ’Bgfrgfic ‘

1. CALCULO PARA LA CONCENTRACION DEL ANALITO.

La concentracién del analito en la muestra se determina
comparando el &irea del plco en cuestién con el area correspondiente

al estandar de referencia.

Se le determina la densidad a la suspensién, con el fin de

conocer el volumen de la muestra en mililitros.

0
(25 )
Densidad = peso picnémetro c/muestra - peso picnémetro vacio
pesoc plcnémetro c/agua - peso picnémetro vacio
Ve = Pa
[y
Vm : Volumen de muestra en mililitros,
Pam : Peso de la muestra en gramos,
I Densidad de la muestra.

La concentracién de analito en la muestra puede obtenerse
matemalicamente utilizando la siguiente ecuacién:

(An ) (100 ml) (50 ml)_(Psto ) _( 5 ml)_(Pureza st x)
(&) (Ve m1) U5 mD) {100 wD*E0 nD X 007 )" "e/ml

An ; Area de la muestra.

Asto: Area del estandar.

Va : Volumen de la muestra en mililitros.
Psto: Peso del estandar en milligramos.

Pureza sm: Pureza del estdndar en porcentaje,

Para la precisién de la metodologia se realiza 3
inyecciones del estdndar y dos inyecciones de cada muestra.
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APENDICE li.

En las sigulentes tablas se muestran los valores
observados y predichos que se emplearon para cada cualidad de la
vallidacién en la evaluaclén del porcentaje de error relativo.
como el % de error relativo, Los datos de porcentaje se obtuvieron a

partir de las 4reas y empleando la férmula del apéndice I.

No. DE VALOR VALCR % DE ERROR
EXPERIENCIA OBSERVADO PREDICHO RELATIVO

1 79.55 79.37 0.18
2 79.67 79.37 0.30
3 79.36 79.37 0.01
4 79.558 79.37 0.18
S 78.17 79.37 1.20
6 78.76 79.37 0.861
7 90. 02 89.63 0.39
B 39,76 89.63 0.13
9 89.90 89.63 0.27
10 88.90 89.63 0.73
11 89,82 89.63 0.19
12 90.13 89,63 0.50
13 99.93 99.89 0.04
14 100.04 99.89 0.15
15 100.02 99.89 0.13
16 100.14 99.89 0.25
17 99.49 99.89 0.40
18 100,37 99.89 0.48
19 110.44 110. 15 0.29
20 110.04 110.15 0.11
21 110.36 110,15 0.21
22 110.48 110. 15 0.33
20 110,10 110, 15 0.05
24 110.67 110.15 0.52
25 120.49 120. 41 0.08
26 120.07 120. 41 0.34
27 120.44 120.41 0.03
28 120,19 120. 41 0.22
29 119,53 120.41 0.88
30 120.35 120. 41 . 0.06

TABLA XXTI1. DATOS DE
PARA LA LINEALIDAD DEL SISTEMA.
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No. DE VALOR VALOR % DE ERROR
EXPERIENCEA OBSERVADO PREDICHO RELATIVO
1 100.32 99.97 0.32
2 100. 60 100.00 0.00
3 100.19 100.00 0.19
4 100.16 100.00 0.16
S 100.07 100.00 0.07
6 100.55 100.00 0.55
7 99.98 100. 00 0.02
8 100,34 100.00 0.34
9 99.83 100.00 0.17
10 99.24 100.00 0.76
11 99.59 100. 00 0.41
12 99.72 100. 00 0.28
TABLA XXIV. DATOS DE PORCENTAJE DE ERROR RELATIVO,

PARA LA PRECISION DEL SISTEMA
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No. DE VALOR VALOR % DE ERROR
EXPERIENCIA 0BSERVADO PREDICHO RELATIVO
1 79. 46 79.17 0.29
2 79.47 79.17 0.30
3 79.53 79.17 0.3¢
q 19,32 3. 16 0.44
5 79.13 79.76 0,63
6 78.60 79.76 1.16
7 88.22 89.30 1.08
8 90.22 89.30 0.92
9 89.47 89.30 0.17
10 91.18 89.89 1.29
1 90.12 89.89 0.23
12 89. 42 89.89 0.47
13 99.61 99.43 0.18
14 99.61 99.43 0.18
15 99.57 99.43 0.14
16 100. 60 100.02 0.58
17 100. 01 100.02 0. 00
18 100. 63 100.02 0.6,
19 1u9. 96 103.56 0.40
20 109. 71 109.56 0.15
21 109. 81 109.56 0.25
22 110,37 110.14 0,22
23 108. 26 110,14 1.80
24 109, 49 110.14 .65
25 118.91 119.69 0.78
26 118.73 119.69 0.96
27 119.17 119.69 0.52
28 121.03 120.27 .75
29 120.27
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No. DE VALOR VALOR % DE ERROR

EXPERIENCIA OBSERVADO PREDICHO RELATIVO
1 100. 61 100. 63 .02
2 Y3. 60 99,62 0.02
3 99.35 99.33 0.02
4 100.23 100. 23 0.00
5 100,72 100.73 0.01
6 100, 02 100. 03 0.00
7 100,11 100,11 0.00
8 100.94 100. 92 0.02
9 100.02 100.02 0.00
10 100. 89 100. 88 0.01
11 99.7% 99.74 0.01
12 99.77 k 99.78 0.01

TABLA RXVI. DATOS DE PORCENTAJE DE OR RELATIVO
PARA LA EXACTITUD DEL METODO.

Ne. DE VALOR VALOR “% DE ERROR

EXPERIENCIA OBSERVADO PREDICHO RELATIVO
1 100.61 100. 57 0.04
2 99.60 99.71 0.11
3 99.35 99. 77 0.42
a 100.23 100. 08 0.14
S 100,72 100. 64 0.08
6 100. 02 99.96 0.06
7 100. 11 100. 25 0.14
8 100.94 100.51 0.43
2 100,02 100. 19 0.17
10 100.89 100. 48 0.40
11 99.75 100.02 0.27
12 99.77 99.81 0.04
13 100. 52 100. 30 0.22
14 100.71 100.86 0.15
15 100,57 100.31 Q.26
16 100.95 100.97 0.02
17 100. 65 100.35 0.30
18 100.71 100.97 0.26
19 100. 06 100.04 0.02
20 100. 99 101.06 0.07
21 100.26 100.17 0.09
22 100. 92 100.95 0.03
23 99.99 99.99 0.00
24 0.35

109, 56 160,91
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APENDICE 1l

CALCULOS Y CRITERIOS DE ACEPTACION PARA LA VALIDACION
DE UN METODO ANALITICO

1. LINEALIDAD.
CALCULOS
1.1. Tabular los resultados en base al siguiente formato:

CANTIDAD ADICIONADA CANTIDAD MEDIDA 'I'O'I'AL2 :
(x) (y) (yi, ™)

1.2. Calcular S A
Ix =~ o Byieo oo
Ite B =

Ly =2

1.5. Construccién de la tabla del anidlisis de varianza
(ANADEVA): '
1.5.1. Calcular la suma de cuadrados de regresiéon (SCr) y la
suma de cuadrados del error de regresién (SCer) con las sigulentes
ecuaclones:
SCr =m. Sxy +b (Sy) - [(Sy)%m)
SCer = Sy - m (Sxy) - b (Sy)
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1.5.2. Calecular la suma.de cuadrados del error puro (SCep) y la
suma de cuadrades de la falta de ajuste (SCfa) con las siguientes
ecuéclones: ; s

" deep = Sy - [(sy1.%)/r]
donde:
r = numero de réplicas

SCfa = SCer -~ SCep

1.5.3. Tabla de ANADEVA

FUENTE DE GRADOS DE  SUMA DE  MEDIA DE Fonp.
VARTACION LIBERTAD  CUADRADOS  CUADRADOS

REGRESION 1 scr scr % = Fr
Raégggsl?gN n-2 SCer ztl:::

e (n-2)-t(r-1) scfa i‘fg: s % = rfa
?uggR t(r-1) SCep %‘f—:g—

TABLA XXVIII. CONSTRUCCION DE LA TABLA DE ANALISIS DE
VARIANCIA (ANADEVA), PARA LA LINEALIDAD

1.5.4. Determinar en la tabla de distribucién de ‘'‘F'' los
valores para Fr (glr, gler;0.01) y Fra (glfa,glep;0.05).

1.6. Calcular el coeficiente de determinacién (r?) y correlacién
(r) por medlo fie las sigulentes ecuacicnes:

2 . [n(Sxy) - (Sx)(Sy)]*
tn(s®) - (5x)%1 (n(sy?) - (sy)2)
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Donde:
S = Desviacién estandar

. 172
5= | B -7)?
- n =1
CRITERIOS
1.- El valor de la pendiente (m) debe aproximarse a 1.
2.- El valor de la ordepada al origen (b) debe aproximarse a 0

3. - ANADEVA
Establecer la decisién en base a lo sigulente:

S1 Fr > F (glr, gler; 0.01):
Existe una relacién altamente signiflcativa entre la
cantidad adicionada y la propiedad medida.

Si Fr ¢ F (glr, gle:i; 0.01):
No existe una relaclén altamente significativa entre la_
cantidad adiclonada y la propledad medida.

Si Ffa > F (glr, gler; 0.05):

Existe falta de ajuste a la relacién lineal simple cantldad
adiclonada y propiedad medida.

Si{ Ffa < F (glr, gler; 0.05):
No exlste falta de ajuste a la relacién simple cantidad
aaicionada y propiedad medida.
4,- rz: 0.98

r: 0.99

IV tv

S.~CV. =2.0%
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1.7. Intervalo. de ;onflanza. para la ordenada al origen.

1.7.1. Calcular 1a dcsvlaclbn estandar de la regresién (Syx)
con la slgulente ecuacibn : oo

17,20
orlgen: )

vsb:':l Syx | e S0 PO SECI S -‘

RN [ n o sx®) < (sx)¥n

1.7.3. Determinar en la tabla de distribucién ‘‘t'' de Student,
el-valor para t (n-2,0.975).

1.7.4. Calcular el intervalo de confianza para la ordenada al

origen {IC(b)] por medio de la siguiente ecuaclén:
1C(b) = b ¥ t (n-2,0.975) (Sb)
1.8. Intervalo de confianza para 1a pendiente.

1.8.1. Calcular la degviaclén estandar de la pendiente:
. 172
- 1
Sm = Syx |} —g——r—
(8x°) - (Sx)° 7/ n

1.8.2. Calcular el intervalo de confianza para la pendiente
IC(m):

IC(m) = m T t(n-2,0.975) (Sm)

1.9. Calcular el coeflclente de varlaclén por nivel
de concentracién. ¢

Cy. = S %100
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2.  EXACTITUD

2.1. Tabular los resultados de porcentaJe recuperado. .

PORCENTAJE RE"'LPERADO
(y)

2.2, Calcular la suma del porciento recuperado (Sy), la suma de
cuadrados del porciento récuperado (Syzl y determinar el numero de
recobros (n).

2.3 Calcular la media aritmética.

- Sy
y= =

2.4, Calcular la deéviaclén estdndar.
g | n. Syz = (Sy)2
. n(n-1)

2.5, Determln;r en la tabla de distribucién de '‘t** student el
valor de t (n-1, 0.975).

2.6. Calcular el intervalo de confianza 95% para la media,

IC=y + t0.955
n

2.7. Calcular el coeficlente de varliaclén

o= -2 x 100

x

L]



CRITERIOS DE ACEPTACI on.

1.~ Hacer prueba de hipdtesis para la media.
“Ho: % '
HY

= p
= u

X
X
" Donde: =

= 100 % adliconado

Nivel de significancia (x) = 0.050
Calcular la ‘‘t'’ experimental

texp = ——’-‘-

.
s/ 172

Donde: S = Desviacién estandar.
-+ S
I.C. = x - ttab —1z
n
Buscar el valor de ttab en las tablas para n-1 grados de
libertad y « = 0.05 (mismo valor que el IC).

Comparar el valor de T experimental con el T de tablas.

51 el valor de t 0.025 < Tcal < t 0.975 no se rechaza Ho y
el método puede considerarse exacto con un a = 0.050.

El valer del C.V. debe estar de acuerdo al wvalor
establecido, el cual es del 2% . ‘
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3. PRECISION.

3.1, Calcular la media aritmética.

3.2, Calcular la desviaclén esténdar.

3.3, Calcular el coeficiente de variacién.

4. REPRODUCIBILIDAD.

4.1. Tabular los resultados de acuerdo al sigulente formato:

ANALISTA (o) 1 2
Yiil Y211
1 Y112 Ya2i2 -
Y113 Y213
DIA (8J1)
vi21 Y221
2 Y122 Y222
Y123 Y223
TABLA . MATRIZ ATAMIENTO PARA REPRODUCIBILIDAD.
Donde:

Primer subindice = Resultado de cada analista *‘Y'’

Segundo subindlice = Resultado de cada analista en cada
dia.
Tercer subinalte = Resultido de cada analista patsa cada

repeticion.

Modelo matematico:

Yidk = p + al + gJ (1) + ek (1)
2, - Calcular las sligulentes sumatorlas
Y o= (Y111 + Y112 + Y113 + Y121 + Y122 4 Y123 + Y211 +

Y212 + Y213 + Y221 + Y222 + Y223)
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Y1 = (Y111 + Y112 + Y113 +.Y121 + Y122 + ¥123)
Y2 = (Y211 + Y212 '+ Y213 + Y222 -+ Y223)

- S A 2
SC- error =, (xi_jk)z - ’ + -(yzz:.)

Slama®

4,3, Construir con los datos anterlores la tabla de analisis de
varlancia (4N¥4ADEVMJ).

FUENTE DE GRADOS DE  SUMA DE MEDIA DE Fu xp Ftab
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS  CUADRADOS
al a-1 SCa. SCa / gla MCa/MCd Fgla/gld
f1 (d - 1)a SCdia SCd / gld MCd/MCe Fglds/gle
X (r - 1)ad SCerror SCe / gle

TABLA XKX. ANALISIS DE VARIANCIA (ANADEVA),
PARA REPRODUCIBILIDAD DEL METODO.

4.4, Calcular la variacion interanalista de acuerde a la
siguiente ecuacién:

/2
Variacién interanalista = & [ME;}
rd

21



4.5, Calcular la variaclén interdias para.cada analista a partir

de la sigulente e't_:uaci.'én:“‘

4.7.1. Calcular  la med
ecuacién: : :

_Donde: n = adr

4.7.2 Calcular la desviacién estédndar total con la sigulente -
ecuaclén:

n oy - (y...)?

n(n-1)

4.7.3 Calcular el coeficiente de variacién total,

cv. = S x 100
¥

CRITERIOS DE ACEPTACION.
1.~ ANLDEVH

Regla de declsién:

Sl Fcal > Ftab, Ho se rechaza.
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S
£

-

Fa < Flgla,gld; 0. 05]
método anautlco es reprcducible por los analistas.

—

Crr ] eproducible -en distintos dias
_por ‘\Vxn‘ip;smd\,anallsta; S

2 - Este debe de corresponder al
,valor reportadu. el c

Coeficiente de varlacibn.
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