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GLOSARIO 

CLAR = Cromatografla Liquida de Alta Resolución 

tr Tiempo de retención 

b Ordenada al origen o intercepto 

r Coeficiente de correlación 

r 2 Coeficiente de determinación 

CV Coeficiente de variación 

IC Intervalo de confianza 

I: Sumatoria 

m Pendiente de la recta 

n Número total de da tos 

NWnero de cantidades adicionadas 

X Media arl tmétlca 

x Dlluc16n o cantidad adicionada 

y Propledad medida o cantidad recuperada 

S Desvlacl6n estándar 

Sx Desv lac 16n estándar de x 

Sy Desvlacl6n estándar de y 

ttab = Valor de distribución t de Student 

F Valor de la dlstrlbuc16n F de Flscher 

g, l. Grados de libertad 

SC Suma de cuadrados 

MC Media de cuadrados 

LSIC = Limite superior del intervalo de confianza 

LIIC = Liml te inferior del intervalo de confianza 

Conc. = Concentrac16n 

X de Alb, = Porcentaje de Albendazol 

mg MU1gramos 

µg Mlcrogramos 

UV Ultravioleta 

FDA = Food Drug Adm1n1strat1on 
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1. INTRODUCCION 

El albendazol es un antihelmintlco de amplio espectro, que 

ha demostrado ser- efectivo contra trématodos, nemátodos y céstodos 

del ganado ;vacuno,- ·ovino, caball~r y porcino as1 como en gallinas, 

ratas y- ratones. Es ·el único fármaco del grupo de los benclmldazoles 

eficaz en la -elilninac16n de toda clase de parásitos en los 

rumiantes. (8, 13, 14, 23, 28, 29, 35, 40 l 

El albendazoi fué introducido a la medicina humana en 

1979. Se ha realizado numerosos ensayos clinlcos en todo el mundo 

para determinar la actividad del fármaco en helmintiasis humanas, 

asl se encontró que es efectivo contra la parasl tos is más frecuente 

en el humano (Ascarls lwnbricoldes, Trlchurls trlchurla ancylostoma, 

Entero bus vermicular is, Strongyloldes stercolaris, Necator 

americanus, Hymenolepls nana), asl como el tratamiento de los 

quistes hldatldicos. (14, 28, 29, 35, 40) 

En 1987, apareci6 en México un reporte de investigación 

clinlca en 7 pacientes con diagnóstico de neurocisticercosis, los 

cuales fueron tratados con albendazol, se obtuv6 un 86Y. de remisión 

total de los quistes, por lo que los autores concluyeron que el 

albendazol es altamente efectivo en parasltosls tisular. La baja 

incidencia de reacciones adversas, lo hace un candidato adecuado 

para el tratamiento de la neuroclsticercosis-parenquimatoso. (6, 14) 

Las formas de dosificación más usuales son tabletas y 

suspensión, las cuales se encuentran incluidas en el Cuadro Básico 

de Medicamentos del Sector Salud. (6) 

En la literatura se reporta un método de cuantificación 

por Cromatografia de Llquldos de Alta Resoluci6n (CLAR) 1 fase normal 

para la presentac16n de suspensión, sin embargo, el método es 

complicado ya que requiere de varios pasos que consisten en ajuste 

de pH, extracciones, evaporación y disolución antes de su 

cuantiflcaci6n. (37) 
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Se consideró importante desarrollar .un método analltico 

para suspensi6n 1 que permita la cuantificación del principio activo 

con rapidez y a bajo costo 1 caracterlstlcas importantes para un 

método de rutina. 

La Croma tografla de Liquidas de Al ta Resolución es una 

alternativa interesante para determinar albendazol en suspensión, ya 

que conjuga las caracterlstlcas de especlflcldad (a través de la 

separación de los componentes de la muestra). con sensibilidad y 

precisión. 

La modalidad cromatográflca que se propone en el presente 

trabajo es la de fase reversa, ya que es la más sencilla, los 

solventes son más económicos y de menos riesgo 1 los tiempos de 

equilibrio entre la columna y la fase móvil son menores y ademi\s el 

gradiente de eluclón no presenta dificultades. 

Una vez desarrollado el método de anéllsis por CLAR, al 

igual que toda técnica analltlca se optlm1z6 y posteriormente se 

validó, es decir, se consideró las variables más importantes que 

afectaban al método para producir los mejores resultados y de ésta 

manera asegurar la calldad del producto en fabricación. 

La validación de los métodos analltlcos se especifica por 

medio de conceptos tales como exactitud, precisión, llnealidad, 

especificidad, reproducibllldad y repetlbllldad los cuales quedan 

descritos por medio de parámetros estadistlcos y pruebas 

estadistlcas que los definen. (1,2,9,20,30,33,39,41) 

La primera parte del presente tr&bajo incluye conceptos 

generales para la comprensión del tema en estudio, la segunda parte 

comprende el desarrollo experimental, la val1dacl6n del método 

analitico, análisis de resultados, y finalmente l~s conclusiones. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GENERAL: 

Desarrollar, optimizar y validar por Cromatografia de 

Liquidas de Alta Resolución (CLAR) un método analltlco 

para cuantificar albendazol en suspensión. 

2. 2 OBJETIVOS PARTICULARES: 

a) Dlsei'i.ar el procedimiento analitlco para cuantificar 

albendazol en suspensión. 

b) Identificar las principales fuentes de variación y 

optimizar el procedimiento de operación. 

e) Validar el método analitlco a través de los siguientes 

criterios de confiabilidad: linealidad, precisión, 

exactitud y reproducibilldad. 

9 
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3. ANTECEDENTES DEL ALBENDAZOL. 

3.1. PROPIEDADES FISICOQUIHICAS. 

NOMBRES QUIHICOS. (7, 27,) 

Metil éster del ácido carbémico {5-(proplltlo)­

lH-bencimldazol-2-ll]; 

Metil 5-(proplltlol-2-benclmidazol carbamato; 

Metll 5 (propll to )-2-carbometoxiamlna benc1m1dazol. 

FORHllI.A CONDENSADA ( 7, 27) 

FORMULA DESARROLLADA (7, 27, 37) 

PESO MOLECULAR. (7, 27, 37) 

265. 33 
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SOLUBILIDAD. (7,27,37) 

Prácticamente es insoluble en agua. Ligeramente soluble en 

cloroformo, acetato de etilo, metano! y en soluciones 

ácidas. 

PUNTO DE FUSION. (7,27) 

2os-21oºc 

ESPECTRO ULTRAVIOLETA. (7) 

En solución ácida a 292 nm CA! = 370 a) 

PERDIDA POR SECADO. (37) 

No más de 2 por ciento al secar durante 2 horas a 105°C. 

EMPAQUE Y ALMACENAllIENTO. (37) 

El albendazol se debe conservar en recipientes bien 

cerrados, para evitar la humedad. 

3. 2 CARACTERISTICAS DE LA SUSPENSION DE ALBENDAZOL. 

DESCRIPCION. (37) 

Suspensión homogénea, ligeramente rosa, libre de 

particulas extraf\as y grumos. Después de 24 horas de reposo, puede 

presentar ligera sedimentación que al agitarse debe resuspenderse. 

pH (37) 

Debe encontrase rlentro del intervalo de S. 5 y 7, O. 

VOLUMEN PROMEDIO. 

20. O mi y no más del !Oll 

COLOR DE LA SOLUCION. (37) 

E!x cm a 450 nm, no más de O. 085. 

LIMITES MICROBIANOS. (37) 

La muestra no debe contener más de 100 colonias/ml de 

mesofilicos aerobios, no debe contener má.s de 10 colonias/ml de 

hongos y levalluras debe estar ausente de microorganismos patógenos. 
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4. DESARROLLO DE METODOS ANALITICOS. 

El desarrollo de métodos es costoso y existe pérdida de 

tiempo, es conveniente emplear caminos sistemáticos. efectúando los 

ensayos en una dirección segura o al menos con buenas probabilidades 

de éxito. A contlnuacl6n se describe un plan general sistemático 

para el desarrollo de un método por CLAR. (32, 43) 

4.1. PROPIEDADES FISICAS Y QUIHICAS DEL AllALITO. 

El primer paso conslte en una lnvestlgaclón bibliográfica, 

fijar cuál es la meta perseguida y los limites de dichos objetivos. 

El conocimiento de algunas de las caracterlstlcas 

flslcoqulmlcas del anallto es esencial en el disef\o de método'S para 

la preparación de las muestras. Es conveniente conocer la 

estructura qulmlca, peso molecular, pka, solubilidad, espectros UV, 

concentrac16n, de los componentes de interés, naturaleza de la 

matriz (suero, orina, tabletas). (32, 43) 

4. 2. CONCEHTRACION DE AllALITO EN LA HUESTIIA. 

Para anali tos en al tas concentraciones en general se 

requieren preparaciones de muestras sencillas como la solubllización _ 

y flltrac16n. Analitos en bajas concentraciones requieren 

metodologias más elaboradas que inv~lucren numerosas operaciones 

para lograr una solución de concentrac16n adecuada para ser 

inyectada en el cromatográfo. Además es necesario conocer el estado 

en el que se encuentra el anal! to en la muestra para poder disef\ar 

un método apropiado de preparación. ( 1, 32, 43) 

4. 3. NAlURALEZA EN LA MATRIZ DE LA HUESTIIA. 

La naturaleza de la muestra dicta el modo básico de 

preparar la solución a inyectar. La remoción de los componentes de 

la matriz pude ser un paso critico en los casos donde la 

concentración de anallto en la muestra se detecta con dificultad o 

no se detecta, cuando existen impurezas cuyos picos interfieren en 

el pico del anallto en la muestra, o cuando existen sustancias que 

pueden daf'iar irreversiblemente los instrumentos o las columnas 

cromatográficas. 
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lnformoclón 
sobre la lt------..i Información Primaria .... ,.__ ___ -! Obfellvos 
Mu11tro .._ __ ~""" ___ _. 

Pasos 
Proporallvos 

Oaflnlcldn dol S!slama ProUmlnar 

Co11rma Oaloclor 
Alanuocldn foso mdvll - Caudal 

Vol.-masa lnyoclado 

Mdlodo Preliminar 

Promisorio ? "' 
Optimización - Validaclón 

Liberación del Método 

Mdtodo1 
Espaclolas 

Mdtodo Alfarnalivo 

FIGURA !. PASOS EN EL DESARROLLO DE METOJJOS POR CLAR. ( 32 l 
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Tanto para el tratamiento previo de las muestras, como 

para posteriores pasos de purificación pueden utilizarse todas las 

operaciones conocidas d~ la quimica analittca como liofillzüclón, 

evaporación, filtrac16n, centrifugación, prec1p1taci6n, extracción, 

solubillzaclón, etc. (1, 32, 43) 

4. 4. PUREZA. 

En cromatografia liquida es importante que tanto la 

disolución de la muestra como los disolventes de la fase móvil sean 

liquidos puros, libres de cualquier particula sólida. 

La fase móvil debe flltrarse y desgasificarse, los gases 

disueltos en la fase móvll pueden producir varios inconvenientes, 

entre ellos: liberación de burbujas en el cabezal de la bomba, 

liberación o formación de burbujas en la celda del detector, aumento 

en la linea de base de los detectores UV, etc. (1,32,43) 

4. S. TIPOS DE SEPARACION. 

La elección del Upo de operación y de las 

correspondientes fases estacionarla y móvil pueden efectuarse de 

manera sistemática, empezando con· la investigación de las 

caracterlstlcas de la muestra. En la tabla I se presenta un posible 

esquema a seguir para el establecimiento de un método de 

cromatografla liquida. 

El pll de la fase móvll utilizada en los rellenos de fase 

enlazada o de gel de sillce debe ser inferior a 2 pero no superior a 

7.5 ya que podrian destruirse los enlaces con la superficie del gel 

de sllice o incluso disolver el propio gel. (1,32,43} 

4. 6. ELECCION DE LA FASE HOVIL 

Es necesario seleccionar los posibles disolventes a 

utilizar como fase m6v11, en cromatografia liquida muchas 

separaciones requieren el uso de fase móvlles de dos o más 

componentes, El tlpO de cromatografla elegida y los detectores 

disponibles imponen ciertas condiciones en la selección de los 

llquldos que han de utilizarse en la ºcomposlclón de la fase móvil. 
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"' 

TABLA I. SELECCION SISTEMATICA DE LAS VARIABLES 
DE UNA CROMATOGRAFIA LIQUil)A: (43) . 

MUESTRA 
FASE MOVIL 

SOLUBILIDAD 1 POLARIDAD o ACIDEZ 

TIPO DE •· 1 . . .,. 
ANALISIS CROMATOGru;..•ICO. :• :,,;/ !J\SE ESTACIONARIA 

insoluble 
en agua 

soluble 
en agua 

apelar 

semi polar 

cromatografía de par~i~i~n .· , 1 f~·~·~~~~i~~. '·~~~-. Cie 
sobre fase enlazada: . . _., . . :·, 

metano!, o bien 
agua/acetoni­
trilo (70:30) 

cromatograf!a en fase ·1nversa 
~áse: C~1.:l~~da.C 1 agua/acetoni-

. ·. ,. · · · ... 8 trilo (50:50) 

1 cromatografía de adsorci6n gel de s!lice sin desactivar n-heptano/clo-

polar 

fuerte 

básica 

débil 

fuerte 

~cida 

débil 

cromatograf!a en fase normal gel de. stlice .desactivado reformo (95:5) 

cromatografía de fase enl~~ada .cé H20tCHfN (70:30) 
partición sobre , 
fases enlazadas fase enlazada· CN n-heptano/iso-

cromatografía de 
interca.tibio i6nico in~e~cambiador de_ cationes 

cromatografía de partici6n 
sobre fase enlazada; 1 fase e~lazada c 18 
cromatografía en fase inversa 

cromatografía de 
intercambio i6nico 1 intercambiador de aniones 

cromatograf!a de partici6n 
sobre fase enlazada; J fase enlazada c 18 
cromatografía en fase inversa 

oropanol _{98:2) 

Na
2

HP04 
0,01-0,1 M 

agua (con áci­
do hexanosul-
f 6nico O, OOSM)/ 
metanol 

NaH2P04 
0,01-0,1 M 

agua/metanol 
(con hidr6xido 
de tetrabutil­
amonio O, OOSM} 



En CLAR se requiere que ·la solución a inyectar sea 

compatible y miscÍ.ble ·con la rase móvil. Es recomendable que el 

solvente de disolución de la muestra sea la misma fase móvil, o en 

su defecto, un solvente débil (por ejemplo agua, en fase reversa). 

(32,43). 

4. 7. TIPO DE DETECTOR. 

La selección de la rase móvil también depende de algunas 

consideraciones relacionadas con el detector, como el intervalo 

espectral de transparencia del disolvente y la longitud de onda de 

máxima absorción del compuesto. 

El detector de primera elección y el más empleado es el 

UV, por su sl.mplicidad de uso 1 robustez y confiabilidad. Cuando no 

es posible su empleo porque el analito carece de grupos cromóforos o 

porque su respuesta es baja, es posible emplear otros detectores 

(indice de refracción, fluorescencia'. o electroquimlcos), o bien 

emplear métodos de derivatlzaclón. (32, 43) 

4. B. ENSAYOS EXPLORATORIOS. 

Los ensayos explora tor los perml ten determinar en poco 

tiempo: a) si los compuestos de l.nterés puede:-, detectarse a las 

concentraciones requeridas, b) si son retenidos, e) si se eluyen de 

la columna. y seleccionar la concentración de la fase móvil, o 

gradiente. (43) 

4. 9. OPTIKIZACION DE METODOS. 

Una vez probado exl tosamente un sl.stema 

(columna-solvente-parámetros instrumentales), se debe optimizar para 

mejorar al máximo la separación cromatográfica. El primer paso en el 

proceso de optimización es el ajuste de los parámetros 

cromatográficos: R, k'. N. o:. Para · 1a' mejor comprensión de los 

parámetros anteriores es necesario definir algunos conceptos: 

Cromatograma. El concepto actual corresponde, según 

lnternational Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC). a un 

''gráfico u otra representación de la respuesta del detector, 
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concentración del efluente u otra cantidad usada como una medida de 

la concentración del efluente, versus el volumen de efluente o 

tiempo'•, el cromatograma se ilustra en la siguiente figura: 

ro 
íi.í 
CD 
::J a. 
(/) 
CD a: 

lnyuoolcln 

12---­

~t~~~~~~~~~~ ........ 

~'" ' -------¡ 

w, 
--~~~~-"-~'----'--~ 

Tiempo 

FIGURA 2. CROMATOGRAMA TIPO Y ALGUNOS 
PARAMETROS DE HE:D!CION FRECUENTE. (32) 

Volumen ~ eluc16n. Es el volumen de· fase móvil elulda 

entre la lnyeccl6n y la elucl6n de la concentración máxima del 

soluto. A caudal constante, el tiempo transcurrido entre dichos 

puntos corresponde al tiempo de eluc16n o tiempo de retención. 
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Volumen muerto. Es el volumen total de solvente entre el 

punto de inyección y el de detección, exceptuando e~ correspor\diente 

a las particulas de fase estacionarla. 

11~ ~. Es la porción del Cromatogra~S., ~~'nde · _sól~ - se 

aprecia la eluclón de la fase móvil, sin ser.tal· debida_.al ·soluto. 

Tiempo ~ ._retención. _Es ; _el ".~~.t.~~~~~·: m~d,1«:10 entre la 

inyección y-· 1a_ e lución de la concentraci6~ ~-lnáXima de_l · soluto enésimo 

(má.xlm.a senal l.: 

409

~~ ::~;~:o:~1mi;1() de l_~c-~~ma~(;graf!a es la separación 

de los_. comPone~-t;;s-:~~· ·~~:.:m~.~;:i~~-,\·Y_.~e{>8~'ad0. d~ separación se mide 

por. el parámetro ·d~ · "re~·~i.~~16~.-~ :t;~ .·-~es~1~·<7.i6n, ·.·s·e. calcÍJla por cada 
' ••. -__ -.·"·---·····, ?"i' 

p~r de picos ac:t.y~ce~t.~~ ··c~mo:· '.·~ ,. '" .·.· 

·. · ';_~:'\;1~!~,e2-.t!:) 
w1 , w2 = ·a;n~.~~~~~--:~~\i"~s~~~Ú~os. 
t 1 , t 2 = "tiem~O~·~~~:_·reie_i:i~~~.n:de los-picos 2 y 1 

La f6rmui~ se .-bá.sa :en el gráfico del cromatograma y sólo 

· indica que j:>ara _mejorar.' la ·¡.-~~0.luclón, los picos deberán alejarse 

tanto como- sea poslb1e··-y-----qüe sliS anchos de base deberán ser 

pequefios, sin mostrar como lograrlo es decir, sin exponer las 

variables que la gobiernan. 

Un valor de Rs = l. 5 representa •'separación hasta la 

linea base'' de los dos picos, mientras Rs = 1. O significa que la 

resolución es aproximadamente del 90Y.. (1, 10, 31, 32, 38, 43) 

4, 9. 2 FACTOR DE CAPACIDAD (k') 

Es el cociente entre el número de moles de soluto en la 

fase estacionarla y el número de moles de soluto en la fase móvil y 

está relacionado con el coeficiente de distribución entre ambas 

fases. 
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El factor de capacidad, k', se calcula como: 

k' = (tn - tol 
to 

Siendo tn .el tlemPo .. de. retención del pico de interés Y to 
... . ... '.• ...... 

el tiempo del" ·Volumen··muerto;:·· 

En. la ·e pr~6t·i~¡~~'.·.: ·~·~·' ·deb~·.: obtener un valor de uno para el 

primer pico .de< ."inleí-és," cOn el fin de asegurar su separación del 

dsolvente y sus p~sibles impurezas, las cuales generalmente se 

e luyen a uri tiempo igual, o muy próximo, a to. Tampoco interesa 

tener picos con un valor de k superior a 10-15 porque en este caso 

el tiempo del aná.Hsls seria demasiado largo. (1, 10, 25, 32, 43) 

4.9.3 NUMERO DE PLATOS TEORICOS (N) 

El plato teórico se define como la zona de la fase 

estacionarla donde la concentración promedio de los solutos es igual 

a la concentración que se obtendrla si existiera un equilibrio real. 

De una parte de la columna a otra exis.ten diferentes concentraciones 

por lo que se habla de concentraciones promedio. (1, 10, 25, 32, 43) 

La eficiencia aumenta Ó.l aumentar el valor de N, es decir, 

el número de platos teóricos N se calcula según: 

N = 16 c~Jz wtan 

Donde tn es el tiempo de retención del pico enésimo y wtan 

el ancho de pico, medido entre las tangentes a los puntos de 

inflexión y la linea de base. 

El número de platos depende de la longitud de la columna: 

a mayor longitud de columna, mayor número de platos. En consecuencia 

se ha introducido otro término que relaciona el número de platos con 

la longl tud de la columna, es la al tura de plato o al lura 

equivalente a un plato teórico. HEPT, -cuya dimensión es la longitud: 

h= _L_ 
n 
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4. 9. 4 FACTOR DE SEPARACION (ex) 

Es el cociente entre los factores de capacida. (k' ) de un 

par de picos. Si no existe separación, « es igual a la ·.Unidad y su 

valor aumenta C:uandO aumenta la separación. 
El factor de separación ex ·se ,éalcula Como\ál cociente 

de factores de capacidad de un par de picos de~ermln.~do~:: 

k2. 
ex= __ k_l_ 

El factor de separación de un sistema depende de la 

naturaleza de cada uno de sus componentes, fase móvll, columna y 

muestra, afinidad mutua y del modo en que interaccionan entre si. (43) 

4. 9. 5 ASIMElRIA 

La aslmetria (As, talllng) es una de las formas más 

comúnes de alejamiento de la. curva gausslana y su medición es 

importante puesto que puede llevar, de acuerdo a su magnitud, a 

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

Donde a y b son las medidas entre la linea que une al 

mé.ximo del pico con la linea de base y los extremos anterior y 

posterior del pico, tomados al tOX de su altura. 

El ensanchamiento de la base del pico es responsable de 

las separaciones deficientes, mientras la dificultad de integración 

por la no definición de los limites del pico es responsable de la 

baja precisión de cuantificación. En general no debe aceptarse un 

método que presente picos con asimetria superior a 1. 5 tomado al tOY. 

de altura o 2.0 tomado a~ SY. de altura. (1,32,43) 
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Tiempo (mln) 

FIGURA 3. REPRESENTACION DE UN PICO ASIHEIBICO 
Y LAS ZONAS DE HED!CION DE ASIMETR!A. (32) 

4.10. CALCULO DE LA CONCENTRAC!ON DE ANAL!TO. 

La concentracl6n de anall to en la muestra se puede 

calcular por diferentes métodos: estandarización interna, estándar 

externo, estándar interno, estándar agregado, 

La selección del método más adecuado depende del tipo de 

muestra, del nivel de precisión requerido y de la existencia o no de 

sus tanelas de referencia. (32) 

4.10.1 ESTANDAI! EXTERNO. 

El estándar e>:terno es el método de cuantiflcaclón más 

utilizado en CLAR. Consiste en la preparación de estándares de 

concentración semejante al analito en la muest.ra y en el ensayo 

cromatográflco de ambas, muestra y estándar, en las mismas 

condiciones operativas. La concentración de anal1to en la mezcla se 
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determina comparando el área del pico en cuestión con el área 

correspondiente al estándar de refere!lcia. Es decir: 

P = . AmAscs o ¡{io 

Donde P es el,.por~·~~ta'J~:··de>~ancllito en la muestra, Am y 

As son las áreas de la muestr~· y·:·~1·-.:·~~~tá,·~da·r· respectivamente, Cs es 

la com:entraclón. del estánda.r y D .~~··:un .. Íactor de dilución. 

Este método requiér~; -'.:obviarílente, la utilización tl~ un 

estándar de referencia y su exactitud dependerá ampliamente de la 

calidad del estándar utilizado. La precisión de los datos que se 

obtienen depende tanto de la preparación de la muestra y el estándar 

como de la inyección de ambos, ya que utilizando esta modalidad de 

trabajo, ninguna de las dos operaciones se compensa. Para mejorar la 

precisión de esta metodologia se suele realizar varias inyecciones, 

tipicamente 3 inyecciones de estándar y dos inyecciones de cada 

muestra. Además para evitar la falta de precisión originada en las 

variaciones ambientales se pueden correr al ternatlvamente muestra y 

traté.ndar o intercalar estándares después de un grupo de unas 5 6 6 

muestras. Para obtener resultados cuantitativos válidos es necesario 

que el método sea lineal y proporcional. (32) 

4. 10. 2 NOIU!ALIZACION INTERNA. 

Consiste en referir el contenido del anallto al total de 

áreas en el cromatograma. Para ello se suman las áreas de todos los 

picos presentes (exceptuando al pico que corresponda al solvente) y 

el contenido de anal i to en la muestra se calcula según: 

Pl = ~ ~~ 100 

Donde Pl es el porcentaje del componente l en la mezcla, 

Al es el área del compo.nente l y l:Al es la sumatoria de todas las 

áreas del cromatograma. 

Este método tiene, fundamentalmente, dos ventajas: no 

requiere estándar de referencia y es muy preciso ya que los errores 

de inyección y de preparación de la muestra se .compensan. (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 contiene al analito, preparado con la misma 

concentración que la muestra. 

Para determinar la concentracl6n de anali to en la muestra 

se calcula la relación de áreas de analito a éstandar interno tanto 

en la muestra y como en el estándar y se efectúa el cociente entre 

ambas: 

Donde P es el porcentaje de anall to· en· la muestra, Rm y Rs 

son las relaciones de área de anall to a estándar interno en la 

muestra y el estándar respectivamente, Cs es la concentrac16n del 

estándar y O es un factor de dlluc16n. 

Este método requiere de patrones de referencia, al igual 

que el método del estándar externo, por lo cual su exactitud 

dependerá de la pureza de los mismos. Además requiere del uso de 

otra sustancia, el estándar interno, cuya pureza no tiene que ser _ 

tan controlada como la del patrón de referencia. (32) 

4.10.4 ESTANDAR AGREGADO. 

Consiste en inyectar dos muestras para realizar un 

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

muestra a la que se le agrega una cantidad conocida de estándar de 

referencia. Esta segunda muestra se utiliza como estándar, La 

concentración del anall to en la muestra se calcula de la siguiente 

manera: 

pe ~Amc-"'~"':'°'s~Am-D 100 

Donde P es el porcentaje de anall to en la muestra, Am y 

Ams son las áreas del anaU. to en la muestra tal 'cual y la muestra a 

la que se le ha agregado estándar respectivamente, Cs es la 

concentración del estándar y O es un factor de d1luci6n. (32) 
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5. ANTECEDENTES DE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA 
RESDLUCION. 

5 .1. DEFINICION DE CROHATOGRAFIA. 

CROHATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCIÓN (CLAR) 

HIGH PERKORHANCE LIQUID CllROHATOGRAPHY (HPLC) 

La Cromatografia Liquida de Alta Resoluc16n ha tenido una 

creciente difusión desde comienzos de la década de los 70' s, Y hoy 

representa una de las herramientas más empleadas en el laboratorio 

analitlco moderno, ya sea éste dedicado a la investigación básica o 

aplicada, industrial, blológlco o bromatológlco. (32) 

Esta técnica fué desarrollada por el botánico ruso M. S. 

Tswett para la separación y aislamiento de los pigmentos de las 

plantas. El eligió el nombre de las palabras griegas que significan 
1 1escrl tura en color'' 1 refiriéndose a las bandas de las diferentes 

sustancias coloreadas que logró separar, hiz6 hincapié en que la 

técnica no queda restringida a la separación de sustancias 

coloreadas. (10. 43) 

Keulemans definió a la cromatografia ''como un método 

fisico de separación, en el cual los componentes a separar se 

distribuyen entre dos fases, una de ellas está constituida por un 

lecho estacionario de gran área superficial y la otra es un fluido 

que percola a través del lecho estacionarlo''. (25) 

Se utiliza ''lecho estacionario'• como térml.no general para 

denominar cualquiera de las diferentes formas en que puede usarse la 

fase estacionaria, que pueda estar empaquetada en una columna, 

extendida en forma de capa, etc. La cromatografia liquida puede 

desarrollarse en diferentes sistemas, en función de la forma fislca 

de la fase estacionarla. (25, 43) 

El aspecto simple más importante del proceso 

cromatográflco es la dlstribuclón en el equilibrio de los diversos 

componentes de la muestra entre la fase estacionarla y móvll. 

En la cromatografla en columna, la fase móvil puede ser un 

liquido o un gas, y a esta cromatografia se denominan cromatografia 

de liquides respectivamente. (10) 
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La moderna Cromatografia liquida, comparada con la 

clá.sica, se caracter~za p~r (4~).: .. ·. 

- Columnas re.u~~~~~~_bl_~_s_ ,de. peciu~!iº dlá.métro .(2-5 mm): 
- Rellenos ·_de :.-colu~a··'.d:~-· P?-rti?ula,~·· muY,.'p~que·i\as: .<5-so µm), Y 

desarrollo : .. de nuev.os ','. ·má.te-~laié-~ ::: Para '.~i.Usaf-.los como fase 

estacio~ari«Í;¡:_ ,, . _: .. '>-. ~:, -.>: ,::~··:;/·~·.;,·:~~.;:'. 
7 

;,;:.··\- >~':;-:'..~.:~- : '-.·· .. ·: _··. 
- Presiones d'e_ -~~tr~~a'.1.'~e·1~~1VS~e~t~-~-.cli'táS_~~--~i"l~~JO_· ._Co~.trolado de 

la fase 'm6víi\. :; ;: ........ :~»~'.~ .. : ~-·;"~·;,·-:<::;~~~~:.j:~~~·:_, _ _.~~:~-~::~::~;_~'f':' ::::;;: :. ·. -~ ... 
- Introducci6n ~·preclsa . .":·de··-~1a ~Uest!"8., ·{~~i~-: ,riecesidad de grandes 

cantidadeS. Cl-tóó m~~~~l_il~osf;-.-
- Detectores continuos. especiales, capaces de operar a caudales 

muy· bajos y de detectar cantidades muy pequefi.as: 

- Aná.lisis rápidos y alta resolución. 

5, 2. CLASIFICACION DE LA CROllATOGRAFIA LIQUIDA. 

5, 2.1 CLASIFICACION SEGUN LA NATIJRALEZA DE LA FASE 

ESTACIONARIA Y LOS PROCESOS DE SEPARACION. (32, 43) 

S. 2.1.1 Cromatografia de adsorción. 

La fase estacionarla es un adsorbente y la separación se .. 

basa en repetidas etapas de adsorción-desorción. 

s. 2.1. 2 Cromatografia de partición. 

La separación no se basa en la adsorción 1 sino en una 

verdadera partición entre la fase móv 11 y la fase estacionarla. 

S. 2.1. 3 Cromatograf'ia de intercambio tónico. 

El lecho estacionario tiene una superficie cargada 

iónicamente, con carga contraria a la de la muestra. Esta técnica se 

usa casi exclusivamente con muestras iónicas o ionizables. Cuanto 

mayor sea la carga de la muestra, más fuertemente será atraida hacia 

la superficie iónica y, por tanto, más tiempo tardará en ser elulda. 

La fase móvil es un tampón acuoso, en el que el pH y la polaridad se 

utilizan para controlar el tiempo de elución. 

5.2.1.4 Cromatograf'ia de exclusión molecular. 

Se rellena la columna con un material que posea poros de 

dimensiones comprendidas entre ciertos limites, con lo que la 

muestra es retenida o filtrada según sea su tamafío molecular. Por 

razones fundamentalmente históricas, esta técnica se llama ta~bién 
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filtración sobre geles o cromatografia sobre geles, aunque en la 

actualidad la fase estacionarla no queda restringida a un gel. 

S. 2. 2. CLASIFICACION DE ACUERDO A LA POLARIDAD RELATIVA 

DE LA FASE ESTACIONARIA Y DE LA FASE KOVIL. [32, 43) 

s. 2. 2.1 Cromatografia en f'ase normal. 

El lecho estacionario es de naturaleza fuertemente polar 

(p. ej. s1lice) y la fase móvil es apelar (p. ej. n-hexano o 

tetrahidrofurano). Las muestras polares quedan retenidas en la 

columna durante tiempos mayores que los materiales menos polares o 

apelares. 

S. 2. 2. 2 Cromatografia en fase reversa. 

El lecho estacionario es de naturaleza apelar 

(hidrocarburo), mientras la fase móv 11 es un l iquldo polar, 

normalmente agua o un alcohol. En este caso, cuanto más apolar sea 

la muestra, mayor será su retención. La cromatografia en fase 

reversa en la actualidad es el tipo de cromatografla más utilizado. 

FASE MJ'llL: 

@ 
EWVENTE 

CHse 
FASE MJ'llL 

A POLAR POLAR 

OH CHs 
@ @ 
e !!! @ LAR 

u CH, 

' FIGURA 4. I LUSffiAC ION GRAFI CA DE LA CROMATOGRAF I A LIQUIDA 
EN LIQUIDA EN FASE NORMAL Y EN FASE REVERSA. LOS CIRCULOS 
REPRESENTAN LOS TI POS Dé COMPUFSTO~ PttESENTCS EN LA MUES IBA 
Y SU POS I C ION RELATIVA EN LA D IRECC ION DEL FLUJO DE LA FASE 
MDVIL !NúICADA SU ORDEN DE ELUr:JON. [43) 
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A. MECANISMO DE RETENCION. 

No se comprende totalmente el mecanismo de retención en 

fase revers~. Sin embargo se ha sugerido que el modo, de ln~~racc_l~~ 
entrC el soluto y la fase ligada pued~ ser de tres tipos,, P·~rtlcl~n. 
del soluto entre la fase móvil y una fase esta~ioñ~r18 .. i1Qutd8, 

adsorcl6JJ.·, sobre una fase estacionarla sólida, C?.:.~~~~:;u~.:,.:~ 
mixto -Partlc16Íl-adsorcl6n.. ,·~;:~> 

La hi¡)Ótesls de partición puede ll~rier ··a1&ú~ ..... á:U~~e~tó: e(\ el 

caso de m~terla~es pollmérlcos~ es poco P~~~~b·1e·:··~-n ':i~·s-º ~~Oo~é-~l~~s. 
los de ~ayer dlÍusl6n. Es claro q·ue . urí~. caPá.'.-mon~molecular no Puede 
cOffiportársé, cc:lma· un: liquido. 

En· Cr_omatografia de fase reversa (RPLC). la fase 

estaCl~narla ··es:· no :-pol'ai-. y la fase móvil es muy polar (en general 

mezcla de ·agu~ ~· Y un modificador orgánico, Metano!, 

Acetoriitrilo;. etc.). Como el' material de relleno de la columna es no 

polar; las úni~as furzas de interacción posibles deberlan ser las de 

Van der \laals~·· _descartándose la priori otras interacciones, por 

ejemplo, puentes de hidrógeno, formación de complejos, etc. Sin 

embargo, las fuerzas de Van der \Jaals no bastan por si mismas para 

justificar la retención observada. 

La teoria solvofóbica de Horvath es probablemente la de 

mayor aceptación. Según ésta, la fuerza de retención en fase inversa 

se debe al aumento de entropia que acampan.a a la transferencia del 

soluto de -la fase: m~vll (polar) a la fase estacionarla (no polar). 

Dicho de otro modo, la interacción entre moléculas de soluto y de 

solvf!'ntes es mucho más débil que la interacción de las moléculas de 

solvente entre si. Como consecuencia, el soluto es expulsado de la 

fase móvil y ·forzado a penetrar en la fase estacionarla, que actúa 

como receptor pasivo, 

B. VDITAJAS DE LA CROHATilGRAFIA EN FASE REVERSA. 

Las ventajas pueden resumirse asl: 

a). Compuestos no iónicos, iónlcos e lonlzables pueden ser 

separados en la misma columna, con la misma fase móvil. 

b). La fuerza de atracción superficie no polar-soluto es 

débil. 

e). La adsorción irreversible, frecuente en slllca gel, 

raramente ocurre. 
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d). La fase móvil predominante es agua, abundante y 

económica. 

e). El modificador orgánico predominante, metano!, 

es aseqllible en calidad y precios adecuados. 

f). El orden de elución es predecible, en función de la 

hldrofoblC!dad del anal! to. 

g). Se necesita poco tiempo para el equilibrio del sistema 

luego de un c1::ambio de fase móvil, 

5. 3. PROCESOS DE ENSANCHAMIENTO DE BANDA. 

La eficiencia de una columna se mide por su nú.mero de 

platos teóricos (NL o bien, por la altura equivalente a un plato 

teórico CHEPT o Hl. 

La primer ecuación de HEPT fué postulada por Van Deemter, 

describiendo el proceso de ensanchamiento de banda dentro de una 

columna;- cromatográflca: por un proceso mul tipaso, difusión 

longitudinal, reslstencla a la transferencia dt= masa en la fase 

móvil, y resistencia a la transferencia de masa en la fase 

estacionarla. ( 10, 25, 32) 

5. 3.1 PROCESO HULTIPASO (A) 

En una columna rellena con partlculas de la fase 

estacionarla, el soluto encontrará diversos caminos, los cuales será 

impulsado a recorrer por la fase móvil. En un trayecto finito, 

algunas moléculas seguirán caminos directos y otras, encc;>ntrando 

partlculas en su paso, serán obligadas a seguir caminos más 

tortuosos, retrasándose respecto de las primeras. (10,25,32) 

5.3.2 DIFUSION LONGI11JDINAL (B/v) 

Si un so luto se abandona en un liquido (la fase móvil) 1 

sus moléculas permanecerán lnmóvlles sino que difundirán en todas 

direcciones hasta que su concentración sea uniforme en todo el seno 

del l!quldo. (10, 25, 32) 

5. 3. 3 RESISTENCIA A LA TRANSFERENCIA DE HASA EN 

LA FASE HOVIL (C/v). 

Las moléculas de soluto más favorables a la interacción 

con la fse estacloni::l.r!r1 !.iOll lds más cercanas a ésta, mientras que 
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las má.s alejadas demorarán más tiempo para que esta interacción 

tenga lugar. Como la fase móvil está en movimiento, las moléculas 

más alejadas de la part1cula habrán v.iajado un determinado trayecto 

antes de que_ sean retenidas por la fase estacionarla, lo que 

resultará una dispersión de la banda lnlclal. ( 10, ZS, 32) 

5;3, 4 RESISTENCIA A LA TRANSFERENCIA DE MASA EN 

LA- FASE ESTACIOMARIA (C/v). 

Las moléculas de soluto se retienen en -la fase 

estacionarla, y s_on luego devueltas a la fase móvil en un tiempo 

finito.· ··.Las.'. moléc~las de soluto pr6xim~s a la superficie serán 

dev'uei.tás'. a· ·:1a _fase m6v11 más rápidamente que las moléculas que 

difundieron profundamente, lo que dará lugar a un en~anchamlento de 

la bar:ida·:-Órigi_nal. 

La comblnaci6n de los cuatro efectos descritos da lugar a 

la expresión final de la ecuación de Van Oeemter que agupada en 

función de la velocidad lineal resulta: 

H =A+~+ C V 

En la figura 5 se puede deducir que existe una velocidad 

lineal a la cual la HEPT es mlnima, es decir, la eficiencia es 

máxima. Caudales menores favorecen la difusión longitudinal y 

caudales mayores dlflcul tan los procesos de transferencia de masa. 

En el gráfico el trazado grueso corresponde a la suma de las 

contribuclones ln~lvlduales al ensanchamiento de banda. (10, 25, 32) 

HEPT 

L _______ aLOBAL 

\ 
- --" : ... .:: -- ------

o 0,t 

FIGURA S. GRAFICO DE VAN DEEMTER PARA UNA COLUMNA lllPOTETICA (32) 
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S. 4. EQUIPO DE CROHATIJGRAFIA LIQUIDA. 

En la figura 6 se muestra el esquema funcional de un 

equipo de cromatografia liquida de alta resolución. (43} 

llEPOSaiO llJE 

COLECTOR llJE 

FIR~CCUOOES 

FIGURA 6. ESQUEMA FUNCIONAL DE UN EQUIPO GENERAL 
PARA DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA (43) 

5.4.1. SISTEllA DE BOMBEO DE SOLVENTES. 

Las bombas de CLAR impulsan la fase móvil proveniente del 

reservorio hacia el inyector, y posteriormente a la culumna. 

(4,32, 43) 
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5,4.1.1 CARACTERISTICAS DE LAS BOMBAS. 

l. CAUDAL. 

Los equipos convencionales operan con caudales entre O. 1 Y 

10 ml/mln y trabajan con presiones de· hasta 6000 psi. Las bombas que 

se ut111Zan-con· columnas mlcrobore operan en el rango de 0.01 a 0.5 

ml/mln~ (4; 32, 43) 

z; EXACÚTUD EN EL CAUDAL. 

·L.~: tinPortancla·.de: la exactitud reside en la determlnacl6n 

::ré~::rot~~rt"et1i:ºtj[::::e:emu:::. :::::~e~:~ 32 ~ cuantlf !car' 

cuantÍ·t:~lti~~fFtiill1~i:i~(~~Ji~:::cllaa:a;;e::e:~r::sre;;:::d:: 
CLAR v~~l~n "¡;~;;'rid~ ~·;¡-ria ~l ca~dal' clel solvente. (32) 

· .... ~~ ·· óE:Riv1.: 
Es. ~ri·" 6~~~Í~-:conÚnuo (positivo o negativo) en la entrega del 

sol,veal't.e · que ·se produce en intervalos de tiempo muy largos (tlplcamente durante horas). (32) 

5. SISTEHA DE CORTE. 

El sistema de corte evita que excesos en la presión del 

sistema cromatogrAflco puedan daf'!iar los componentes mc\s sensibles 

como columnas y celda de los detectores. Permite detectar las 

posibles pérdidas de solvente o la incorporación de burbujas de aire 

al agotarse la rase m6v11. (32) 

5,4.1.2 BOMBA DE PRESION CONSTANTE. (4,32,43) 

Las principales ventajas de la mayoria de las bombas de 

presión constante son: 

a). Simplicidad y ausencia de pulsaciones. que da lugar a 

lineas de base suave. 

b). Las más sencillas normalmente son baratas, fáciles de 

operar y necesitan escaso mantenimiento. 

Las desventajas de las bombas de presión constante son: 

a). El caudal debe controlarse con cuidadO y constantemente, 

principalmente al cambiar la viscosidad del disolvente a causa de 

cambios en la temperatura, o bien cuando se acumulan en la .:::alumna 

componentes de la muestra no disueltos o partlculas deEprendidas del 

material del septum, asi como al sedimentarse el relleno de la 

31 



columna o al inyectar mue~tras disueltas en matrices vlsco~as. (42) 

b). Los cambios de caudal pueden influir tanto en los análisis 

cualitativos Ct:'mo en 11J:::o cuantltallvos. 

5.4,1.3 BOMBA ALTERNANTE. (4,32,43) 

La bomba alternante más importante es la de pistón único, 

cuyo esquema se presenta en la figura 7. 

e 

e 

d 

FIGURA 7. ESQUEMA DE UN CABEZAL DE BOMBEO DE UNA BOMBA 
ALTERNANTE, a) y b) ENTRADA Y SAL IDA DE SOLVENTE DE 
LIMPIE2A DEL PISTON, e) PISTON, d) Y el VALVULAS DE 
ENTRADA Y SAL IDA. ( 32) 

Las ventajas de las bombas alternantes son: 

a). El depósito de disolvente lllmitado, permitiendo el 

uso durante largo tiempo sin control personal. 

b). Rapidez de. cambio de fase m6v!l y fa.el! llmpleza. 

32 



Las bombas alternantes pueden tener varias desventajas: 

a). Tienen tendencia a producir pulsaciones no totalmente 

compensadas, que pueden a veces ·observarse, especialmente en 

detectores de indice de refracción a sensibilidades altas, sobre 

todo a caudales bajos en los que los ciclos de los pistones están 

muy espaciados. 

b). Los mecanismos de transmisión de algunas de las más 

sofisticadas de estas bombas suelen resultar complejos, por lo cual 

su mantenimiento puede tener un elevado costo. 

S.4.1.4 BOMBA JERINGA. 

La bomba Jeringa es, a diferencia de las bombas 

alternantes, un dispositivo de desplazamiento continuo. Es decir, 

el solvente contenido en un cilindro es impulsado hacia el inyector 

por medio de un movimiento continuo y hacia adelante del plst6n. En 

la figura 8 se presenta un esquema de una bomba de este Upo. (43) 

Estas bombas presentan varias ventajas: 

a), Total ausencia de pulsos. 

b). Pueden alcanzar presiones al tas y no suelen precisar 

mantenimiento, puesto que no existen válvulas de control fluctuantes 

y los engranajes son sencillos y fuertes. 

e), Sólo es preciso llenar el depósito de fase móvil una o dos 

veces al dla en las operaciones de rutina, ya que su capacidad es 

normalmente de 250 a 500 ml. Esto da lugar a muy poco desgaste en 

los cierres y en los componentes. 

Las desventajas que presenta este tipo de bomba son: 

a). Liml tada capacidad de depósito y un ligero cambio del 

caudal a presiones muy altas, al comprimirse el disolvente. 

b). Este tipo de bomba no es compatible con los sistemas 

convencionales con caudales de 1 o más ml/mln. 
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REPOSICIONAOOR 
MANUAL 

PALANCA OE 
EMBRAGUE 

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

5.4.2 INYECTORES (4,32,43) 

El inyector es el dlsposltlvo que permite Introducir la 

muestra en solución sin interrumpir el caudal de solvente a través 

del sistema. 

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

a). Deb'! ser fácil de operar. 

b). Debe ser inerte al ataque quimlco y capaz de soportar 

al tas presiones. 

e). Debe ser preciso en cuanto a la cantidad de muesta~a 

introducida en el sistema. 
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d). No debe provocar diluciones importantes de la solución 

inyectada. 

e). En casos especiales puede .requerirse que opere "" altas 

temperaturas. 

5.4.2.2 INYECCION CON JERINGA A TRAVES DE UN SEPTIJM. (32,43) 

Los inyectores con septum están siendo sus ti tuldos 

rápidamente por válvulas impelentes de inyección sin septum. 

Las ventajas que presenta este tipo de inyectores son: 

a). Es barata, flexible y de fácil realización. 

Las desventajas de la inyección a través de un septum son: 

a). Desprendimiento del material del septum, obstruyendo de 

esta manera la columna y la contrapresión que debe vencerse al 

inyectar la muestra, lo cual obliga con caudales altos a su 

interrupción momentánea. 

b). Dependencia respecto de la técnica del operador cuando se 

usa en análisis cuantl tativos. 

En la figura 9 se muestra un inyector cuando se emplea una 
jeringa. 

RETEN DEL 
RELLENO ----G:~ 

SE EMPLEA UNA JERINGA. (43) 
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S.4.2.3 INYECTORES AUTOHATICOS. (32,43) 

las Válvulas d.e 1nyecc16n de 6 vlas, pueden accionarse 

eléctrica· o neumáticamente y se utilizan en ·la colíSti-Ucc16n ·de 

inyectores automáticos. 

Están .constituidas por un cuerpo Íljo·,'.· un rotor con un 

sello. que gira y_ un •'loop' 1 en el- ·cual. se. lntrodUC:e la solución a 
inyectar. El .1Ílyector que se .mu,~st_ra --e~-:i~---·ri~Ü~~- Íci~ lluStra éste 

sistema. 

FASE llll'IIL 

CARGA INYECCION 

F'IGURA 10. VALVULA DE IN\'ECCION DE 6 VIAS 
Y DOS POSICIONES. (32) 
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La precisión obtenida con estos inyectores es en general 

superior a la de· métodos manuales. porque no depende de la habilidad 

del operador. 

5.4.3 DETECTOR. (4,32,43) 

El ,,-.detector es la parte del equipo cromatográfico que 

permite 1 _•Ver'··~ y ·Ubicar en tiempo y espacio la posición de cada 

componente de una muestra a la salida de la columna cromatográflca. 

5.4.3.1 CARACTEllISTICAS DE UN DETECIOR. (4, 32, 43) 

a). Tener un amplio rango dinámico de respuesta. 

b). Poseer una respuesta lineal. 

e), No contribuir al ensanchamiento de banda extracolumnar. 

d). Responder a todos los solutos. 

e), Tener la senslbllldad apropiada. 

f), No afectarse por cambios de temperatura. 

g). Poseer una buena relación sef'ial/ruido. 

h). No destruir la muestra. 

1). Tener una constante de tiempo baja. 

5.4.3.2 DETECTORES GENERALES. (4,32,43) 

Los detectores generales miden el cambio de alguna 

propiedad fisica de la fase móvil que contiene el analito en 

comparación con la misma fase móvil pura. Ejemplos tipicos, son el 

detector de ldlce de refracción y el de conductividad. 

5.4.3.3 DETECTORES SELECTIVOS. (4,32,43) 

Los detectores selectivos son aquellos sensibles a alguna 

propiedad propia del soluto, por ejemplo el detector UV, que producirá 

una sef'ial proporcional a la absorbancia del so luto a una longitud de 

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

sensibilidad y rango lineal, y permite detectar analltos en el orden 

de los nanogramos. No es destructivo y puede empicarse con gradientes 

de solver,tes. Otro ejemplo es el detector de fluorescencia, empleado 

para la detección de solutos con fluorescencia natural o conferida por 

reacción 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 

separac16n. El material de empaque seleccionado dependerá 

básicamente de la separación que se desee hacer. 

Las dimensiones de una columna dependerán también del tipo 

de separación que se desea hacer. Si el objeto de la separación es 

aislar sustancias de una mezcla, se emplean columnas preparativas en 

la que las partlculas del empaque son de dimensiones mayores que en 

las columnas analltlcas y tanto la longitud como el diámetro interno 

son mayores; tienen la capacidad de contener cantidades elevadas de 

la muestra. Las más comúnes son las fabricadas con acero inoxidable 

aunque también las hay de vidrio. 

La longitud puede ser de 10 cm a 1 m. Al aumentar la 

longitud aumenta el número de platos teóricos y por lo tanto, se 

obtiene una mayor resolución aunque en ocasiones es más importante 

el tipo de empaque y el tamaf\o de particula de éste, ya que al 

elevar el área de superficie del empaque, se aumenta la interacción 

del sol u to con la fase estacionar la. 

La eficiencia de las columnas se ha elevado con dispositivos y 

técnicas de empaque que mejoran el contacto del soluto con la fase 

estacionaria en su paso en la fase móvil. Uno de estos sistemas 

consiste en la compresión radial de una columna hecha de un material 

flexible disminuyendo asi los espacios vacios que quedan entre la 

pared de la columna y las particulas. 

Por otro lado, se emplean actualmente materiales de empaque con 

particulas muy pequef\as que elevan el área superficial total, 

pudiendo asi reducir las dimensiones de la columna. Otra manera de 

mejorar la eficiencia y resolución es el empleo de hornos que 

mantienen la temperatura constante a lo largo de la columna. 

5.4.5 REGISTRADOR (43) 

El resultado del ensayo cromatográfico es, por un lado, la 

obtención de fracciones separadas de los componentes de la muestra, 

y por el otro, la de un gráfico o cromatograma, de cuya 

1nterpretac1611 puede extraerse conclusiones cuall tativas y 
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cuantitativas. Este registro y la eventual manipulación se obtienen 

a partir de la sen.al proveniente del detector por medio de un 

sistema de toma y procesamiento de datos entre los que se pueden 

el tar: 

a). Registrador gráfico. Convierte la sen.al en un gráfico del 

tipo X-V. 

b). Integrador. Se obtiene un registro gráfico (cromatograma) 

y su tratamiento matemático para el cálculo de concentraciones. 

e). Computadora. Básicamente, el integrador es una computadora 

de uso muy especifico. La computadora es üe tipo '•personal'' , que 

permite con el software apropiado tanto el registro gráfico del 

cromatograma como los cálculos apropiados, la manipulación de datos, 

el almacenamiento de ensayos, generación de reportes, e incluso el 

manejo global de varios cromatográfos. 

39 



6. ANTECEDENTES DE LA VALIDACION 

6.1. VALIDACION. 

Desde 1976, el énfasis por parte de la FDA para la 

valldac16n de métodos anal i tlcos ha tenido gran impacto en fármacos 

y en el proceso de manufactura. Históricamente, la FDA enfocó la 

validación para procesos de esterlllzac16n. A principios de los af\os 

80' s, la FDA empezó a dirigir la valldacl6n hacia procesos no 

estériles. (16, 19,36,42) 

De acuerdo a la FDA la valldacl6n de un método se define 

como: ''El establecimiento de una evidencia documentada que 

proporciona una gran seguridad de que un método estudiado, generará 

consistentemente un producto que cumpla con las especlflcaclones y 

atrlbU.tos preestablecidos'', (19) 

La evidencia documentada hace necesaria la preparación de 

un protocolo escrito de la valldaclón del método con las 

especificaciones y pruebas necesarias para demostrar la 

reproducibilldad y que proporcionen además una medida precisa para 

determinar la variabilidad en intentos sucesivos. 

La documentación de valldación deberá incluir la evidencia 

de que los materiales son apropiados y el desempel'í.o, confiabilidad 

de los equipos y sistemas. 

La validación de métodos anallticos es parte fundamental 

del desarrollo de una nueva formulación y de la técnica de análisis 

de control de calidad de una forma farmacéutica, ya que es durante 

esta secuencia de pruebas y análisis en donde el químico se da 

cuenta si el estudio, el cual está siendo evaluado sistemáticamente, 

cumple con los propósitos para los cuales fué disei'i.ado. (24) 

La validación de un método analitlco se define como el 

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

que la capacidad del método satisface los requisitos para las 

aplicaciones anali tlcas deseadas. (9, 11) 

La Industria Farmacéutica está interesada especialmente en 

la validación de métodos, debido al incremento constante de la lista 

de productos nuevos asociado con el interés clinico y el medio 

ambiente, ya que cada producto· requiere del establecimiento 

apropiado de un método de ensayo para cuantificarlo. (9) 
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6. 2. IMPORTANCIA DE LA VALIDACION. 

Son dos las razones importantes para la valldac16n de 

métodos analitlcos en la industria· fa;macéutlca. La primera Y la más 

importante es que la validación. de -~ét".>d0s analltlcos es una parte 

integral del sistema cont~c:-1.-~a11dB~. La segunda es que las actuales 

regulaciones de las, prácticas de buena manufactura requieren de 

métodos analltlcos -va_~i~ád~s. (24) 

Como -parte def. sistema control-calidad la validación de 

métodos analltlcos juega- un papel clave en el ciclo de control 

universal. 

Este ciclo incluye las siguientes etapas: 

a) F1Jacl6n de estlndares. 

b) Valoración conforme a los estándares. 

e) Tomar la acción apropiada cuando los estándares no son 

satisfactorios. 

d) Planeaclón para mejoramiento. 

El clclo de control-calidad es un proceso evol~tivo, la 

necesidad para la válldaci6n de ensayos implica algunas formas de 

verificación continua a través de procedimientos o ensayos que estén 

en uso. 

La naturaleza muy variada de las diferencias entre los 

laboratorios de desarrollo analitlco y los laboratorios de control 

de calidad es una buena razón para los programas de validación. 

Otras razones importantes para llevar a cabo la validación 

de métodos anal! tlcos son: desarrollo de nuevos productos, métodos 

analltlcos, instrumentos y reactivos anaÜtlcos nuevos, puntos de 

ensayos nuevos (parámetros de calidad). cambios en la fórmula, 

cambios en el proceso, cambios en equipos analltlcos, etc. 

6. 3. CUALIDADES DE LA VALIDACION. 

6.3.1 LINEALIDAD. 

Es la capacidad del método para asegurar que los 

resultados son directamente proporcionales a la concentración del 

activo dentro de un intervalo determinado. (2, 9, 11, 16, 19,20, 30, 36, 39) 

Se considera el 100 ~ comu la concentración de la muestra 

en la solución final a analizar, que proporciona una respuesta 
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adecuada dependiendo del método de cuantificación. 

CRITERIO: 

CV. 1.5 X 

~ o. 99, 

m = 1, 

r
2 ?. O. 98 

b= o, 
Los porcentajes recuperados y los CV a cada nivel Y los 

globales de todo el intervalo de la linealidad deben estar 

entre un promedio de recobro de 98-107X con un coeficiente de 

variación menor o igual a 2Y.. 

Para suspensiones y semis611dos se acepta una apliación 

del lY. en el intervalo expresado en el promedio de recobro Y el CV ~ 

3 "· 
6. 3. 2 EXACTinlD Y REPETIBILIDAD AL 100 X 

La exactitud de un método anali tlco es la concordancia 

entre un valor obtenido experimentalmente y el valor de referencia. 

Se expresa como el porcentaje de recobro obtenido del análisis de 

muestras a las que se les ha adicionado cantidades conocidas de la 

sustancia. (2, 9, 11, 16, 19, 20, 33, 36, 39) 

CRITERIO: 

El porcentaje recuperado debe estar entre el 98-107Y. 

con un coeficiente de variación menor o igual a 2Y. 

6. 3. 3 PRECISION 

La precisión de un método analltico es el grado de 

concordancia entre resultddos analiticos individuales cuando el 

procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos de una 

muestra homogénea del producto. Usualmente se expresa en términos de 

desviación está.ndar o del coeficiente de variación. (9, 20) 

6. 3. 4 REPEIIBILIDAD. 

Es la precisión de un método analltlco expresada como la 

concoordancia obtenida entre determinaciones independientes 

realizadas bajo las mismas condiciones (analista, tiempo, aparato, 

laboratorio, etc.) (9) 

6. 3. 5 REPRODUCIBILIDAD. 

Es la precisión de un método analltico expresada como la 

concc,.ordancia entre determinaciones independientes realizadas bajo 

condiciones diferentes: diferentes analistas, en diferentes dias, en 

el mismo y/o en diferentes laboratorios, utilizando diferentes 

equipos, etc. )(2, 9, ll, 16, 19,20, 36, 39) 
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CRITERIO' 

Para métodos cromatográflcos el coeflclente de variación 

debe ser menor o igual al 2Y.. 

l. Dependiendo de la naturaleza de la muestra. 

el CV puede incrementarse. 

2. ·Si se requiere(n} establecer la(s) fuente(s) 

de variación del método (lo cual no constituye 

un requisito mlnlmo dentro de la vaUdac16n). 

6. 3, 6 ESPECIFICIDAD. 

Es la capacidad del método para cuantificar exactamente y 

de manera exclusiva a los princlplo(s) activo(s) en presencia de 

componentes de la muestra {impurezas, componentes endógenos de la 

matriz biológica, metabolltos), el método debe de separar y 

cuantificar sólo los compuestos de interés. La especificidad es una 

medida de la interferencia o carencia de la misma al analizar una 

muestra compleja. (2, 9, 11, 16, 19, 20, 36, 39) 

CRITERIOS' 

Verificar que los productos de degradación y/o sustancias 

relacionadas no interfieran con la cuantificación de la sustancia de 

interés utilizando el método desarrollado. 

En éste caso, ajustar las condiciones de operación para 

obtener la máxima resolución. 

6. 3. 7 TOLERANCIA. 

Es el grado de reproducibilidad de· los resultados 

analltlcos obtenidos por el análisis de la misma muestra bajo 

modlflcaclones de condiciones normales de operación: diferentes 

temperaturas, diferentes instrumentos, diferentes marcas de 

reactivos, diferentes colwnnas, diferentes sistemas de elución, etc. 

CRITERIO, 

Igual a precisión. 

Los parámetros que se evaluan en ésta etapa son el factor 

de capacidad, selectl vldad, eficienci8 de la columna, resolución y 

el factor de simetria, estos no deben encontrase alterados 

considerablemente con respecto a los obtenidos bajo las mejores 

condiciones cromatográflcas propuestas. (33, 32) 
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6.4. CATEGORIAS PARA LA VALIDACION DE METODOS ANALITICOS. 

Considerando la gran variedad de ensayos, los 

requerimientos difieren. Existe un esquema de valldaclón que 

clasifica ·las categorlas que cada método necesita para su 

validación. (41) 

La categoria 1 contempla a los métodos analltlcos que 

cuantifican componentes principales de sustancias a granel o 

ingredientes activos, incluyendo conservadores en producto 

terminado. 

La categorla 11 contempla a los métodos analltlcos para 

determinar impurezas en sustancias a granel o compuestos de 

degradación en producto terminado como son análisis cuantitativos y 

pruebas limite. 

La categoria III contempla a métodos analltlcos que 

determinan las caracter1stlcas flslcas como disolución y liberac16n 

del principio activo. 

PA!IAMEmos REQUERIDOS CATEGORIA CATEGORIA I I CATEGORIA 

PARA C/CATEGORIA I CUANTI- LIMITE I II 

TATIVA DE PBA. 

PRECISION SI SI NO SI 

EXACTITUD SI SI . . 
LIMITE DE 

DETECCION NO NO SI . 
LIMITE DE 

CUANTIFICACION NO SI NO . 
ESPECIFICIDAD SI SI SI . 
LINEALIDAD SI SI NO . 
REPRODUCIBILIDAD SI SI SI SI 

'""~" 11. Kt.<JUi:>i .u" """LA 
DE METOOOS ANALIT!COS. (41) 

• Puede ser requerido dependiendo de la prueba esveciflca. 
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7. DESARROLLO EXPERIMENTAL 

7 .1. MATERIAL. 

- Matraces volumétricos de SO, 100 ml 

- Matraces erlenmey~r de 200 ml 

- Pipetas graduadas de 5 ml 

- Pipetas volumétricas de 1, 2, 4, 5, 10 ml 

- Mlcrojerlnga de 25 mlcroli tros 

- Membrana O. 45 micras 

- Embudos de fil traclón 

- Papel filtro No. 1 

- Agitadores magnéticos 

7.2. REACTIVOS. 

- Estándar secundar lo de Albendazol. 

Pureza: 100. 00 Y. 

- Materia Prima de Albendazol. 

Pureza: 99. 85 Y. 

- Metano! absoluto 

- Metano! HPLC 

- Agua de osmosls inversa 

7. 3. SOLUCIONES 

- Acldo clorhldrlco al tr. v/v en Hetanol 

- Hidróxido de sodio O. 1 N 

7.4. EQUIPO. 

- Cromat6grafo de Liquidas 

de Al ta Resolución: 

Bomba L-6200 A 

Detector-UV L-4000 

Integrador D-2500 

- Columna Mlcro-Bondapak Cte 

(25 cm x 4 mm!, dp 5 µm 

- Equipo de fil traclóu. 

- Balanza anal1 tlca 

- Parlllas de agitación 
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(Pyrex) 

(Pyrex) 

[Klmax) 

CKlmaxJ 

· · (Hamlltón) 

(Hil llpore J 
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(Hegafarma S. A. J 

(Baker) 

[Herck) 

[Herck & HI tachl J 

(Herck) 

CMllllpore) 

[Sauter) 

(Cornlng) 



7. S. DEFINICION DEL SISTEMA PRELIHINAR. 

La etapa de desarrollo ·comprende de una revisión 

exhaustlva 1 con la finalidad de conocer las propiedades fisicas y 

quimicas, estabilidad, interacciones del principio activo, asi como 

las referencias para la cuantlflcaclón del mismo por Cromatografla 

de Liquidas de Alta Resolución. Cabe mencionar que muy poca 

información de albendazol se encuentra reportada en blbllografla. 

El primer punto que se evaluó en la deflnlc16n del sistema 

preliminar rué determinar los pasos preparativos para mantener el 

anall to en solución, en la concentración adecuada. En la preparación 

de la muestra se trató de evitar las extracciones e implantar un 

método más práctico para minimizar el tiempo de aná.llsls. 

Al albendazol se le realizó pruebas de solubilidad en 

diferentes disolventes normalmente usados, resultó ser soluble en 

metano!. cloroformo y muy soluble en soluciones ácidas. Debido a que 

el albendazol fué soluble en metano!, se preparó una solución de 

albendazol en dicho solvente a una concentración aproximadamente de 

100 µg/ml. 

Con la solución anterior se realizó un barrido en el 

espectrofotómetro para seleccionar la longitud de onda óptJ ma, la 

cual fué de 293 run.. El detector utilizado fué de UV por su 

simpllcldad, robustez y conflabllldad. 

Se eligió una columna c
18

, ya que se deseaba desarrollar 

un método por cromatografla en fase reversa, como fase móvil se 

propusó como primera opción agua (abundante y económica) y metano! 

(es asequible en calidad y precios adecuados). Con la fase móvil se 

realizó un gradiente desde un lOY. hasta un lOOY., inyectando la 

solución de 100 µ.g/ml. Lo anterior permitió observar que el 

compuesto de interés podia detectarse a dicha concentración, y 

seleccionar la proporción de la fase móvil 1 el cromatograma se 

niuestra en la figura 11: 
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a 
o ... 

l.fJ 

FIGURA 11. CROHATOGRAHA OBTENIDO EN 
LA DEFINICION DEL SISTEMA PRELIMINAR. 

Se aprecia que este sistema favorece adecuadamente la 

aparición del pico de interés y elimina la inestabilidad de la linea 

base. Este sistema se toma como base para el inicio del desarrollo: 

fase m6vll: Metanol-Agua 60: 40, flujo O. 5 ml/mln, senslbllldad l. O. 

7. 6, OPTIHIZACION. 

Al examinar los resultados obtenidos de la deflnlc16n del 

sistema preliminar. se estimaron las posibles variables a modificar 

para optimizar el método. 
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Las modlflcaclones se realizaron controladame~te y una a 

la vez:, las cuales se mencionan a cont.lnuaclón: 

aJ Se-cambió el solvente del anallto. 

b} Se disminuyó la concentración. 

e) Se camb16 la fase móvll. 

d) Se cambió la atenuación. 

e) Se propus6 el uso de estándar externo. 

f') Se camb16 la \•elocldad de flujo 

Se determinó cambiar la concentración de la soluc16n, para 

definir más el pico y evitar que la muestra concentrada (100 µg/ml) 

saturará a la fase estacionaria. 

Se decidió cambiar el solvente del analito, porque se 

observó que el albendazol no se solublllzaba totalmente en rnetanol. 

La información blbllográfica y las pruebas de solubilidad 

realizadas evidencian que el albendazol es muy soluble en soluciones 

ácidas, resolviéndose usar ácido clorhidrico, 

Se pesó 50 mg de albendazol estándar y se transfirió a un 

matraz de 100 ml, adicionando 5 ml de ácido clorhidrlco al lY. v/v en 

melanol (ya que el albendazol es insoluble en aguaL se probó con 

ácido clorhidrico al 2Y. v/v en metanol. pero con ácido clorhidrico al 

lY. en metanol fué suficiente para solub111zar rápido al albendazol, 

sin embargo, el pH de la solución era de 1, por lo que se intentó 

agregar algo que pudiera elevar el pH, ya que sl se dejaba a ese pH. 

dicha solución daflarla la columna. A la solución de pH 

aproximadamente a 1 se le agregó 40 ml de metanol y después se 

adlclonó S ml de hidróxido de sodio al 0.1 N, quedando el pH 

aproximadamente a 1, se le agregó 40 ml de metanol y después se 

adicionó 5 ml de NaOH O. 1 N, el pH fué aproximadamente de S. O y se 

llev6 al aforo. La solución fué inyectada, el cromatograma que se 

obtuvó se muestra en la figura 12: 
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llevó al aforo. La solución fué inyectada, el cromatograma qui:o se 

obtuvó se muestra en l&. :>igJlente fl g41 a: 

1.n 
FIGURA 12. CROHATOGRAMA OBTENIDO DE LA 

SOLUCION ESTANDAR DE ALBENDA20L. 

La figura 12 se observa que el pico ha mejorado con la 

concentración de SO µg/ml, el cual tiene una asimt!trla de 1.0 1 se 

disminuyó la atenuación con el objeto de aumentar la al tura r.iel pico. 

Después se intentó con una muestra de albendazol suspensión, 

se pesó el equivalente a SO mg de albendazol (aproximadamente 2. 8 g de 

la si.1spensión) y se transfirió a un matraz de 100 ml, adicionando 5 ml 

de ácido clorhldrico al lX v/v en metano!, se le agregó 40 ml de 

metano! y después se adicionó S ml de hidróxido de sodio al O. l N, 
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quedandó el pH aproximadamente de 5.0. se llevó al aforo con metano!, 

filtrando ésta solución por papel Wh<:ttman No. 1, de ahl se tomó una 

allcuota.de S ml y se transfirió a un matraz volumétrico de 50 ml, 

llevando el aforo con metano!. La solución se inyectó, el 

cromatograma que se obtuvó se muestra en la siguiente figura: 

lt) 

O? 
c:o 

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

El cromatograma obtenido en la figura 13 tiene una 

aslmetria de 1, lo cual es aceptable, (32). 

Cuanto mayor sea el volumen de inyección mejor será la 

precisión. aunque se debe tener en cuenta que, aumentándolo por 

encima de cierto valor, aumenta el ensanchamiento del pico causando 

una pérdida de eficiencia no adjudicable a la columna, en la 

literatura recomiendan que para columnas menores de 1?. 5 P.~ •101umen 
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de inyección debe de ser de 20 µl (43). por lo anterior el volumen 

de lnyecc16n elegld6 fué de 20 µl 1 éste volumeñ resul t6 ser adeC:uado 

ya que en los cromatogramas mostrados se puede observar la 

buena definlc16n y precisión de los picos. 

La fase móvil se modlfiC6 ··Para_·. d.1Sminu1r la reten::16n de 

la muestra en la columna, por lo· que se ·aumentó la proporción de 

metanol en la fase m6vll 1 . quedando de: metanol-agua (65: 35) 1 esto se 

observa en la figura 14 en· donde· el cromatograma mostrado tiene un 

factor de asimetria de 1. 

La velocidad de flujo con la que se empezó fué de O. 5 

ml/min, la cual se modificó a O. 7 ml/min 

el tiempo de retención, esto no 

cromatográ.f'lcos, ver figura 14 . 

. . 
o:f."'1. 

con el objeto de disminuir 

modificó los parámetros 

FIGURA 14. CROMATOGRAMA CON LA MODIFICACION DE LA FASE MOVIL. 

51 



Para verificar las condiciones del sistema operativo, se 

inyectó un estándar secundarlo de albendazol por triplicado y se 

verificó, .el· c~eflciente·. de variación: el cual no fué mayor a tY.. Se 

preparó un dupllca~o- de las _muestras inyectando cada una de las 

muestras. vol.v.iéndose. a- inyectar al último la solución estándar, se 

calculó que el coefictérite de variaci~n del· estándar con respecto al 

prom~dlo··. Obt.~nido :.~~,la~ -primeras inyecciones y el último estándar no 

fuera mayoi:-. ·a· .tY._1 <~?-'_:c~al, Se· cumplió, y el porcentaje de recobro para 

las m~e~tr.as de:_~a.~beOd_~zoi.:~~a dei. tOOY. , para el calculo del anallto 

en la muestra· ver-- a¡léndice _l. 

Con lo~.<~eS~i't~d~s· obtenidos se determinaron las mejores 

condiciones. ·de operación para llevar a cabo la determinación de 

albendazol en suspensión, por la técnica de cromatografla liquida de 

alta :resolucióri. Las condiciones cromatográficas óptimas se mencionan 

en la tabla 11 I y en la figura 15 se muestra el diagrama de flujo del 

método optimizado. 

Sensibilidad: 

Ct e Fase reversa 
Columna Hicro-Bondapak C18 
(25 cm x 4 mm), dp S µm 

Agua-Metano! 

(35x-6Sx) 

293 nm 

0. 7 ml/min 

4 

O. 05 (Absorbance 

Unlt Ful! Scale) 

20 me! 

TABLA II l. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS OPTIMIZADAS 
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MUESTRA ESTANDAR 
PESAR L EQU 1 VALENTE A 50 mg 
DE ALBENDAZOL. (CORRESPONDEN 
A 2. B g DE LA SUSPENSIONl 

PESAR 50 mg DE ALBENDAZOL 
ESTANDAR. 

1------~ 
TRANSFERIRLO A UN. MATRAZ 

DE 100 ml 

DISOLVER CON 5 ml DE AC!DO 
CLORHlDR!CO AL 1 X v/v EN 

METANOL 

[ ADICIONAR 40 ml DE HETANOL 

:¡; 

[ 
AGREGAR 5 ml DE HIDROXIDO 

DE SODIO O. 1 N 
·~---' 

FILTRAR. POR PAPEL 
. - WHATHAN No.·: el 

TOMAR UNA ALICUOTA DE 
5 ml, TRANSFERIRLA A 

UN MATRAZ DE 50 ml 

LLEVAR AL AFORO 
CON METANOL 

INYECTAR AL 
CROMATOGRAFO. 

FIGU!lA l~. DIAGRAMA DE FLUJO DEL METODO OPTIMIZADO 
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7.7, VALIDACION DEL HETOIXI. 

Una vez optimizado el método de análisis, deberá 

validarse, es decir, se debe confirmar y documentar que los 

resultados por él producidos son confiables. 

7. 7 .1 ESPECIFICIDAD. 

Uno de los parámetros a evaluar para la validación de 

métodos analitlcos es la especiflcldad. Se debe comprobar que 

nlngúno de los excipientes interfieren en t.l ensayo. Para determinar 

este parámetro se preparó un lote placebo, se analizaron tres 

muestras usando el método anali tlco optimizado. 

7.7.2 LINEALIDAD DEL SISTEMA 

Se determinó construyendo una curva de cal lbraclón a 

partir de una solución estándar 'de albendazol (500 µg/ml), 

analizando 5 niveles de concentración ( 80, 90, 100, 110 120), cada 

nivel por triplicado. La ilnealldad del sistema se realizó en dos 

dias diferentes. 

7. 7.3 PRECISION DEL SISTEllA. 

Se determinó a partir de una mlsma solución estándar, cuya 

concentración corresponde a la del lOOY.. El análisis se realizó por 

sextuplicado, en dos dias diferentes. 

7. 7. 4 LINEALIDAD DEL HETODO. 

Se evaluó utilizando un lote placebo con adición de 

principio activo a diferentes concentraciones. Las concentraciones a 

las que se trabajaron fueron 80, 90, 100, 110, 120Y. . El análisis 

fué realizadó por triplicado para cada concentración en dos dias 

diferentes. 

Las concentraciones se eligieron en base a los llml tes 

especificados para el activo (21). 

7. 7. 5 EXACTITUD. 

Se determinó con lotes placebo y adición del principio 

activo. Se analizó la concentración del lOOY. por sextuplicado en dos 

dias diferentes. 
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7. 7. 6 REPRODUC!BIL!DAD 

Se realizó con dos analistas. Se obtuv6 del porcentaje .de 

albendazol de muestras homogéneas, cuya concentración era cercana al 

100 Y. de la concentración teórica establecida. Se hizó por 

sextupl lcado en dos dlas diferentes. 

7. 7. 7 REPETIBIL!DAD. 

Para evaluar la repetlbllldad del método se emplearon los 

mismos datos que para exactitud, ya que la repetlblhdad se 

determina de la misma forma que la exactl tud. 
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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 siguiente tabla: 

CONCE!ITRACION 
DIA 1 DIA 2 

(µg/ml) 
AREA AREA 

1) 3131S4 1) 31S010 

~o.o 2) 31362S 2) 309690 

3) 312410 3) 312007 

1) 3S440S 1) 3S2196 

4S.O 2) 3S3346 2) 3SS831 

3) 3S392S 3) 3S7078 

1) 393408 1) 39670S 

so.o 2) 393842 2) 3941SS 

3) 3937S9 3) 397619 

1) 43478S 1) 437669 

SS.O 2) 433196 2) 436164 

3) 434461 3) 4384Sl 

1) 47432S 1) 4761S2 

60.0 2) 472684 2) 473535 

3) 476096 3) 476791 

TABLA IV. VALORES DE AREAS OBTENIDAS PARA 
LA LINEALIDAD DEL SISTEMA. 
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8. 2. PRECISION DEL SISTEMA. 

Los resultados para preclsl6n del sistema se reportan en 

la siguiente tabla: 

CONCENTRACION 
DIA 1 DIA 2 

(µg/ml) AREA AREA 

398038 392113 

397526 392745 

397034 394262 
so.o 

396676 393438 

396080 389148 

STO REF. x 395145 391003 

TABLA V. AREAS OBTENIDAS DE ALBENDA20L, 
PARA PREC!SION DEL SISTEMA. 

El STO ref. X, es el estándar de referencia promedio de un 

triplicado de estándares, con el objeto de determinar la estabilidad 

de la columna, como se mencionó anteriormente este triplicado de 

estándares deben de tener un coeficiente de variación menor a 2X. 
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8, 3. LINEALIDAD DEL HETODO. 

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 

(X) (mg) (mg) (X) 

80 40. ! 313792 39. 8309 79.46 

80 40.0 313033 39. 7346 79.47 

80 40.1 314044 39. 8629 79.53 

90 4S. o 347496 44.1091 88. 22 

90 45.1 356198 45. 2137 90.22 

90 4S.O 3S2441 44. 7368 89. 47 

100 SO.! 393!S6 49. 9049 99.61 

100 SO.! 393149 49. 9040 99.61 

100 so.o 392234 49. 7879 99. 57 

110 SS.O 433143 S4. 9806 109. 96 

110 SS.O 432!SS S4. 8SS2 109. 71 

110 SS.! 433326 SS. 0039 109. 81 

120 60.0 468398 S9. 45S7 118. 91 

120 60.0 467692 S9. 3661 118. 73 

IZO 60. ! 470200 59. 6844 119.17 

STO REF. x 393905 

TABLA VI. l'ORCENTAJE RECUPERADO DE PLACEBOS 
CARGADOS DE ALBENDAZOL EN EL DIA !. 
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LINEALIDAD DEL KETOIJO, 

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 

(Y.) (mg) (mg) (Y.) 

80 40.1 308648 39. 7599 79.32 
80 40.1 307929 39. 6672 79.13 
80 40.0 305070 39. 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 so. S025 100.60 
100 50.1 388202 S0.1080 100.01 
100 50.2 392142 so. SlSS 100.63 
110 SS.2 429969 SS. 3884 110. 37 
110 SS.O 420213 S4.1316 108. 26 
110 SS.1 425766 S4. 8470 109. 49 
120 60.8 476060 61. 32S8 121. 03 
120 60.8 4782S8 61. 6089 121. S9 
120 60.6 472343 60. 8470 120. 49 

STD REF. x 388140 

1AB A VII. PORCENTAJt: ttE<.:UPt:J ADO Dt: PLACEBOS 
CARGADOS DE ALl!ENDAZOL EN EL D!A 2. 
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8. 4. EXACTITIJD Y REPETIBILIDAD. 

Los porcentajes de recobro para exactitud y repetlbilldad 

del dia 1 y dia 2, al tOOY. se indican en la tabla VIII. 

CANTIDAD 

ADICIONADA 
(mg) 

so.o 
so.o 
so.o 
so.o 
so.o 
so.o 

STO REF. x 

DIA 1 DIA 2 

AREA " CANTIDAD AREA 

ALBEll ADICIONADA 
(mg) 

390836 100.61 so.o J6S089 

38S933 99. 3S so.o 367378 

391243 !OO. 72 so.o 366626 

388903 100.11 so. o 369992 

388537 100.02 so.o 3698JS 

387481 99. 7S so.o 36S704 

388455 STO REF. x 366S42 

TABLA VII l. PORCENTAJES DE RECOBRO DE ALBEllDAZOL 
DEL DJA 1 Y 2. 
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8. 5. REPRODUCIBILIDAD 

Los porcentajes obtenidos de Albendazol para 

reproducibllldad se muestran en la Tabla IX. 

ANALISTA 1 ANALISTA 2 

CANTIDAD AREA Y. CANTIDAD #.REA X 

ADICIONADA ALBEN ADICIONADA ALBEN. 
(mg) 

so.o 
so.o 
so.o 
so. o 
so.o 
so.o 

STO REF. 

so.o 
so.o 
so.o 
so. o 
so. o 
so. o 

STO REF. 

(mg) 

DIA 1 

390836 100. 61 so. 1 39S639 

38S933 99. 3S S0.2 396637 

391243 100. 72 S0.2 396918 

388903 100.11 so.o 393034 

388S37 100.02 so.o 393829 

387481 99. 7S so.o 392771 

x 3884SS STO REF. x 392790 

DIA 2 

36S089 99. 60 S0.4 381491 

367378 100.23 . so. s 3831S7 

366626 100. 02 SO.! 379222 

369992 !OO. 94 S0.3 381736 

369835 100. 89 SO.S 383067 

36S704 99. 77 so.o 377908 
)( 366S42 STO REF. )( 37S804 

TABLA IX. PORCENTAJES DE RECOBRO DE AL8ENDAZOL 
PARA 2 ANALISTAS EN 2 DIAS DIFERENTES. 

61 

100. S2 

!OO.S7 

!OO. 6S 

100.06 

100.26 

99.99 

!OO. 71 

I00.9S 

!OO. 71 

100.99 

100.92 

!OO. S6 



B. 6. ESPECIFICIDAD. 

En la tabla X se muestran los datos obtenidos para 

especlflcldad. 

H\IESTRA ADICIONADO RECUPERADO 

1 

2 

3 

(mg) (mg) 

o.o o.o 
o.o o.o 
o.o o.o 

rnuwn. h. rLÁCEBOS PARA DE11:.1m.LNIU1 

LA ESPECIFICIDAD. 

1,J:f 

t>:j?i 
........ 

•SI ...!i 
...... •SI 

0::1) 

-1' o 

l.'l 

111111111111 
lf) 1:s:1 

...... 
FIGURA 16. CROMATOGRAMA OBTENIDO 

i'Aft' ESPECH 11'.lDhll. 
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9. ANALISIS DE RESULTADOS. 

9. t. ESPECIFICIDAD. 

Con el objeto de conocer la especificidad del método, los 

placebos sometidos al anállsls cromatográflco, no presentaron 

respuesta, por lo que la respuesta obtenida fué llnicamente a el 

principio activo. 

9. 2. LINEALIDAD DEL SISTEMA. 

Para evaluar la linealidad del sistema se llevaron a cabo 

diferentes tratamientos estadistlcos ( ver apéndice III). 

Se determinó el coeficiente de variación para cada nivel 

de concentración para los dos diferentes dlas en que se realizaron 

las curvas de callbraclón, estos resultados se muestran en las 

siguientes tablas: 

CONCEllTllACION 
DIA 1 DIA 2 

(µg/ml) AR!;AS C. V. AR!;AS c. v. 
X :¡ X :¡ 

40.0 313063 0.19 312236 0.8S 

4S.O 3S3892 O. IS 3SS03S o. 71 

so.o 393670 0.06 396166 0.4S 

SS.O 434147 0.19 437428 0.26 

60.0 474368 0.36 47!;493 0.36 

TABLA X!. VALORES UE COEFICIENTE DE VARIACION 
PARA CADA NIVEL DE CONCENmAC!ON. 

De acuerdo con los criterios de aceptación, para métodos 

cromatográflcos el coeficiente de variación debe ser menor al 2Y., se 

puede apreciar que los valores obtenidos son menores al valor 

establecido. 

El análisis estadistico de regresión ·y correlación para 

los datos de linealidad del .sistema para el principio l'lC'tlvo 

indicaron que la relación que existe entre las variables es 

altamente significativa y se observa un comportamiento lineal, 

esto se muestra: en la figura XI. 
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PARAMEmo DIA 1 DIA 2 

PENDIENTE 8057. 32 8178.14 

LIMITE SUP. INTERV. CONF. 8123. 718972 835 l. 456624 

LIMITE INF. !NTERV. CONF. 7990. 921028 8004. 823376 

t tab (O. 975, 13) 2.16 2.16 

ORDENADA AL ORIGEN -9037. 933333 -13635. 466670 

LIMITE SUP. INTERV. mNF. -2855. 336804 2502. 535548 

LIMITE INF. INTERV. CONF. -15220. 529860 -29773. 468890 

COEFICIENTE DE DETERMINACION o. 999811 o. 998750 

COEFICIENTE DE CORRELACION o. 999905 o. 999375 

COEFICIENTE DE VARIACION o. 40 o. 82 

TABLA Xl l. TRATAMJENTO ESTALIISTICO PARA LA LINEALIDAD LIEL SISTEMA. 

En la tabla XI 1 se puede apreciar que el coeficiente de 

determinación es mayor de O. 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 variación del dia 1 y 2 es 

menor al tr., lo cual es aceptable, ya que para métodos 

cromatográflcos el CV = 2X. 

La ordenada de la relación lineal concentración y área no· 

pasa por el origen con este intervalo de r:oncentraciones, ~in 

embargo, la correlación eR slgnlficatlvament_. al ta entre ambas 

variables. 

Los interceptes para cada una de las curvas de la 

linealidad del sistema son con un 9SY. de confianza, estadistlcamente 

iguales a cero. 
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Para la linealidad del sistema para el dla 1 Y 2 se 

analizaron los datos por medio de un análisis de variancia, los 

resultados se muestran en las tablas XIII y XIV. 

DIA 1 

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE KEDIA DE F exp. Ftab. 
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS 

REGRESION 1 4.8690x10 1 º 4. 8690xto
10 68701. 5 9.07 

ERROR DE 
REGRESION 13 9213397. 9 708722. 9 

FALTA DE 
AJUSTE 3 5603979 186799. 3 0.22 3. 71 

ERROR 
PURO 10 8653000 865300 

F tab lO. 99.1, !31 = e;>, 07 
F tab (O. 95, 3, 10) = 3. 71 

T11BLA XIII. ANALISIS DE VARIANCIA PARA EVALUAR 
LA LINEALIDAD DEL SISTEMA DEL DIA 1. 

DIA 2 

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE KEDIA DE F Ftab. exp. 
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS 

REGRESION 1 5.0161xto10 5. 0161xto10 10388.1 9. n1 

ERROR DE 
REGRESION 13 62773675. 4 4828744. 3 

FALTA DE 
AJUSTE 3 20516675. 4 6838891. 8 l. 61 3. 71 

ERROR 
PURO 10 42257000 4225700 

F tab tO. 99, 1, 13¡ - 9. 07 
F tab (0.95,3,10) = 3.71 

TABLA XIV. ANALISIS DE vARIAN~lA PARA EVALUAR 
LA LINEALIDAD DEL SISTEMA DEL DIA 2. 
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El análisis _de: v_arianc_ia 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 X, por.·10 que existe_ una relación altamente significativa entre 

la concentración y· _la respuesta; por lo tanto, el modelo se ajusta a 

un modelo lineal, ver figura-17. 

En cuanto F fa exp. , podemos observar que es menor que F 

tab (3. 71) con un nivel de signiflcancia de 95 X para ambos dlas, es 

decir, que no existe falta de ajuste a la relación lineal 

concentración y la respuesta medida, por lo que el modelo lineal 

representa de manera correcta la cantidad adicionada contra la 

respuesta medida. 

La relación que existe entre la concentración y el área 

indica tener un comportamiento descrito por la ecuación que se 

observa en la figura 18, inciso A, en donde el área es directamente 

proporcional a la concentración, lo cual resulta ser del promedio de 

los datos del dla 1 y 2. 

La diferencia entre el valor observado y el valor predicho 

para las 30 experiencias es casi nula, es decir el porcem:.aje de 

error relativo es menor al lX, ver figura 18, inciso B. (Ver 

apéndice 11) 

FIGURA 17. GRAFICA DE 
LINEALIDAD DEL SISTEMA. 

600~A~RE=A:.c......~~~~~~~~~~~~~~, 

460 

400 

360 

300 

260 L--.1....---'---'----'--~-~-~---:"~--'- __ __,__ __ 

~ ~ ~ ~ Q ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 
CONCENTRACION (ug/ml) 

-o- DIA 1 ~ DIA 2 
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FIGURA 18. MODELO DETERMINADO 
AREA • -11336.70 + 8117.73 x 

VALOR DE AREAS•MILES 

ORD.ORIOEN CONC. 

COEFICIENTES DEL MODELO 

FIGURA 18. GRAFICA DE 
PORCENTAJE DE ERROR RELATIVO 
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9. 3. PRECISION. 

Para precisión del sistema se reallz6 el tratamiento 

estadlstlco indicado en la tabla XV. 

PARAllETRO DIA 1 DIA 2 

MEDIA ARITMETICA 396749 392118 

DESVIACION ESTANCAR 1036. 55 1832.83 

COEF'ICIENTE DE VARIACION 0.26 0.46 

TABLA XV. PARAMETROS PARA EVALUAR LA PRECISION. 

La desviación estándar y el coeficiente de variación de 

ambos dlas tienen un valor menor a U!, para determinar la precisión 

de un método cromatográflco el coeflclente de variación debe ser 

menor a 2. OY.. En este caso el sistema es preciso, ya que los valores 

obtenidos son menores al valor establecido. 

En la siguiente figura se muestra la gráfica del 

porcentaje de error relativo de los valores observados y predichos, 

el porcentaje de error relativo es menor a 1Y. (ver apéndice II), por 

lo qu~ el sistema es preciso, para realizar éste calculo se calculó 

el porcentaje de albendazol 

FIGURA 19. GRAFICA DE 
PORCENTAJE DE ERROR RELATIVO 

:::f DE ALBEN~ 

·::~ -~: ~-~~-~~_, 
1 4817101011'2 

Na. DE EXPERIENCIA 

-- VALOR OBSER'ADO -- VALOR PREDICHO 
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9. 4. LINEALIDAD DEL KETODO. 

Para evaluar la linealidad del método se llevaron a cabo 

diferentes tratamientos estadlsticos (ver apéndl~e. ~ 1I ~:)~a~~: ~10·s ~Os 
dlas en que se realizaron las curvas de callbra~i6i1, éstoS reSul tados 

se muestran en las siguientes tablas: .. ;>·~, 
. .:. <<.: . .:·: ··::·.:·.:-

CONCENTRACION 

(µg/mll 

40.0 

4S.O 

so.o 
SS.O 

60.0 

DIA 1 

X c. v. 
Y. 

313623 0.17 

3S204S l. 24 

392846 0.13 

43287S 0.14 

468763 0.27 

DIA 2 

X 

307216 

3S1061 

39079S 

42S316 

47SSS4 

c:v. 
':t, 

0.61 

1. 20 

O.S7 

1. lS 

o. 63 

TABLA XVI. VALORES DE COEFICIENTE DE VARIACION 
PARA CADA NIVEL DE CONCENIBACION, 
DE LA LINEALIDAD DEL METODO. 

PARAMEIBO DIA 1 DIA 2 

PENDIENTE o. 994316 l. 03211G 

LIMITE SUP. INTERV. t~ONf. o. 99S058 1. OéS476 

LIMITE: INF. INTERV. CONF. o. 993S74 o. 998744 

lt.ab 2:16 2.16 

ORDENADA AL ORIGEN 0.0001S8 -1. 601589 

LIMITE SUP. INTERV. CONF. l. 895460 l. 454128 

LIMITE INF. INTERV. CONF. -1. 89S777 -4. 6S7307 

COEFICIENTE DE DETERMINACION o. 998840 o. 997096 

COEFICIENTE DE CORRELAl alN o. 999420 o. 9?8547 

TABLA XVII. IBATAMIENTO ESTADIST!CO PARA LA LINEALIDAD DEL METúDO. 
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En la tabla XVI se puede ·observar que el coeficiente de 

variación para cada nivel de concentración es menor a .1. SY., · 10 cual 

cumple con el valor estabi.ecldo' 'del coeficiente de vari~ci6n el cual 

es menor al 2Y. •. 

En la tabla ·xvu se pUede apreciBr que .. existe una· relación 
' ·.· , . . 

de tipo y=. mx ~ b,·-~.entre el porcentaje adiclonado"·y,e1-p·ocentaJe 

recuper~do ~n e{·:i~'terV~lo de ConCentraCio?ieS·. t~~ba.J~da~, Pa;a ainbós 

dias ya qu~ el.: coeflCiente de correlación _es .apro~ima~o· a o,'99. El 

valor de la. pendiente es cercana a 1 y· la ordenada al origen se 

aproxima a cero y están dentro de los limites, con un intervalo de 

confianza del 95Y., para ambos dias. 

Para la linealidad del método del -dia 1 y 2 se analizaron 

los datos por medio de una análisis de varlancia, ver tablas XVIII y 

XIX. El análisis de variancia refuerza los resultados anteriores. 

DIA 1 

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F Ftab, oxp. 
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS 

REGRESION 1 739. 5579 739. 5579 11198.39 9.07 

ERROR DE 
REGRESION 13 o. 858538 o. 066041 

FALTA DE 
AJUSTE 3 o. 160038 o. 053346 o. 76 3. 71 

ERROR 
PURO 10 O. b985 o. 06985 

r tao tO. 99, 1, 13J - 9. 07 
F tab (O. 95, 3, 10) = 3. 71 

IABLA XVlll. ANALlSIS DE VARIANCIA PARA EVALu..n 
LA LINEALIDAD DEL HETODO DEL DIA !. 
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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 o. 188750 

FALTA DE 
AJUSTE 3 o. 545226 o. 181742 o. 95 3. 71 

ERROR 
PURO 10 !. 90853 o. 190853 

F tab (O. 99, 1, 13) = 9. 07 
F tab (O. 95, 3, 10) = 3. 71 

TABLA XlA . ANALISIS DE VARIANCIA PARA EVALUAR 
LA LINEALIDAD DEL METODO DEL D 1 A 2. 

El análisis de varlancia para el dia 1 y 2 permite apreciar 

que Fr exp., es mayor que F tab (9. 07) con un nivel de slgnlflcancla 

de 99Y., por lo que existe una relación altamente significativa entre 

el porcentaje adicionado y recuperado, por lo tanto el modelo se 

ajusta a un modelo lineal, ver f'lgura 20. 

En cuanto Ffa exp., podemos observar que es menor que Ftab 

(3. 71) con un nivel de signlílcancla de 95 'l. para ambos dias, es 

decir, qoe no existe falta de ajuste a la relación lineal 

concentración y la respuesta medida. por lo que el modelo lineal 

representa de manera correcta la cantidad adicionada contra la 

respuesta medida. 

La relación que existe entre la cantidad adicionada y la 

cantidad determinada indica tener un comportamiento descrito por la 

ecuación que se encuentra en la figura 21, inciso A, en donde 

gráficamente se representa dicha ecuación. 

La diferencia entre el valor observado y el valor predicho 

para las 30 experiencias es casi nula, menor al lY., ver. figura 

21, inciso H. (ver apétidlCl' C I) 
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FIGURA 20. GRAFICA DE LA 
LINEALIDAD DEL METODO 
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FIGURA 21. MODELO DETERMINADO 
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FIGURA 21. GRAFICA DE 
PORCENTAJE DE ERROR RELATIVO 
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9. 5. EXACTITIJD Y PRECISION. 

La exactitud del método analltico fué evaluada 

con un nivel de concentración, los resultados del 

tratamiento estadistlco se muestran en la .siguiente tabla: 

PARAMETRO 
·. 

DlA 1,' 
EVALUADO 

MEDIA ARITMETICA 100.093333 

DESVIACION ESTANDAR ' o. 516862 

COEFICIENTE DE VARIACION 0.516380 

LIMITE SUP. CONF. PARA LA MEDIA 100.635624 

LIMITE INF. CONF. PARA LA MEDIA 99. 5510423 

texp. o. 442321 

ttab. {0.975 1 5) 2.57 

TASLA XX. RESULTADOS DEL TRATAMIENTO ESTADIST!CO 
REALIZADO A LOS DATOS DE EXACTITUD. 

DIA 2 

100.241667 

o. 564178 

0.562818 

100. 833601 

99. 649732 

l. 049243 

2.57 

El mét~dO. resul t6 ser exacto con un 9SY. de confianza con 

el nivel de ·.conCentración del lOOY., en la tabla XX se puede observar 

que tex~« '~S- : nie~Or.:- que hab para ambos di as en que se real izó la 

ex~ctil~d.~·po~~.-l~·;·qU:e la hipótesis de x=u, donde u es el lOOY., se 

acepta.:·. ~ _ ··: ~ :< _ 
'.El Cóerlclent'e de variación debe ser menor al 2Y. , en la 

tabla XX ·:se : ~~~·~~~a_:·_ qu~· el método optlmlzado para ambos dlas es 

_ . . ,-:"':'. ' preciS~~ 

~ ~~~~,:fÚiUra. 22. se muestra la gráfica de porcentaje de 

er~or. rela.tlvo; ·:entre el valor observado y el valor predicho, no 

existe difer17nclas 0 significativas entre ambas, ya que el porcentaje 

de error relativo . es menor a O. OS % de los datos obtenidos para 

exactitud. ,<ver ,apéndice II) 
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GRAFICA DE PORCENTAJE 
DE ERROR RELATIVO . 
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FIGURA 22. GRAFICA DE PORCENTAJE DE ERROR RELATIVO PARA EXAC'.TITUIJ. 

9. 6. REPRODUCIBILIDAD. 

Los resultados del aná.U.sis estadistlco para establecer la 

reproducl.bllldad del método se encuentra en la siguiente tabla: 

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F exp. 
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS 

ANALISTA 1 o. 992284 o. 992284 2.77 

DIA ? n. 714600 ú. 3S7300 2.06 

ERROR 20 3.462SOO o. 17312S 

Ftab (O. 95, 1, 2) = 18. so 
Ftab (0.95. 2, 20)= 3.49 

TABLA XXI. ANALISIS DE VARIANC!A (ANADEVA) 
PARA REPRODUCIBILIDAD DEL METOOO. 
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En el análisis de variancla reallzadó se observa q1Je f exp. 

es menor que F tab., por lo que se ~echaza Ho, con un intervalo del 

9SX de confianza que no hay influencia del analista para renllzar .la 

cuantlflcación del albendazol en suspensión. El análisis pu~de 

realizarse por dlferentes analistas bajo las mismas condlchmes de 

validación. ya aue tampc.·':O hñy lnfluencl~ entre anaHstas._ 

Para la evaluación de la preclsi6ri del· rnétOdo se 

obtuvieron los siguientes resultados (ver apéndice 1 I I) '; loS cuales 

se muestran en la siguiente tabla: 

COEFICIENTE DE VARIACION TOTAL 

REPROr.UCIBILID•D TNTER DIA/AN41.ISTA 

HEPRCJDUCIBILIDAD INTER ANALISTA 

REPET IB 1 L !DAD DEL METOOO 

o. 472332 ll i 
0.175?.02 ~ 
0.230033 11 

o. 416083 j 
TABLA XXI T. RESULTAOOS OBTENIOOS PARA EVALUAR 

LA PRECISION DEL METODO OPTIMIZADO. 

El coeficiente de variación establecido es del 2Y., en éste 

caso el coeficiente de variación es menor al valor establP.c:do. En 

cuanto a la reoroducibi 1 idad y repetll"' 1 ldad del método preseritan 

una varJetción menor al l.I. sr.. poi lo que la· variación no es 

significativa. 

En la figura 23 se observa. que la diferencia entre el 

valor observado· y el predicho no es slg~ificO.tiva·, ya que el valor 

de. el porcentaje' de error relativo eS menor a O.Sr.. (ver apéndice 
11) 
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CONCLUSIONES 

El método· ci~aÍi,tlco - para determinar albe1tdazol en 

suspensión. e~·-··cO~í·i~o"le,·:~:~:dadci . __ qu~. ".umple .. _con l~s Pf:U~m~.~.ros 
estadistlcos . de-.-; Í1-~e~~{id~d~;~---~xa~t.·1·tud y_ pr~cislóii,.: éSte' ú.l.tl~o 
paráinetro- ~stá.·;~'~·~-~~t~·r~"l'ño·s·_::i:~·e-.'/rep~t.1c16n y', r_e~roducl_b~lld~d entre 

anal lstas· y- dias.·~;_''.' -· '{>~;;;.{(:t/ ·i~ .. ' '' ~-: 
'-·~:;. , . ..',:; ·- .. - . - -

-u U~ :r;;~~ll:~~¡:¡;•r:e;c.tu:pee.dr~a~d;o:. 1~:::a=~~n m::o~= 
temp~rat~~~ ·~~h·l~~,f~: so~b~e" el :-~~~-~~~~-~ji? 

:;::~' -:~\ ;> 

~' '" ~V•:: .. ~;~>'.{> 
'··' : .... 

· ~. La!(·:::~·cai:-a~le'r:i.st~cas ·· _de~ método anali tlco son las 

slgu1e·nteS:· ·'·~-1~:·.'mé:tod~·;.-déSar·ro-llado para preparar las muestras y 

det,~r~i~~-r--fa·:··~~~~~~si·~ po·~· · cLÁR es sencillo y rápido. el tiempo de 

anál\:S~~-- '·es -~~r~~im~d~~~~te ·de 30 minutos. es confiable, ya que . . - . ·. -
cump~e con los ·pa~ámetroS estadisticos realizados en la validación. 

minlmiza la c~ntldad .. de solventes, minimiza tiempos y por lo tanto 

costos. 

í.a valldacion· dt.1 métod'l analitico para albemlo-zol 30 

suspensl6n expresa la Confiabilidad y exactitud del mismo, para que 

el producto salga al mercado con el contenido de principio actlvo 

es llpulado. 
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APENDICE l. 
EST.ii TES'S 

SALIR DE LA 

1. CALCULO PARA LA CONCENTRACION DEL ANALITO. 

rm BEHf 
BIBLIBTECM 

La concentrac16n del anallto en la muestra se determina 

comparando el área del pico en cuestión con el área correspondiente 

al estándar de referencia. 

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

conocer el volumen de la muestra en mllill tros. 

(2sºc> 
Densidad = peso picnómetro e/muestra - peso plcnómetro vaclo 

peso plcnómetro e/agua peso picnómetro vacio 

Vm Volumen de muestra en mililitros. 

Pm Peso de la muestra en gramos. 

pm Densidad de la muestra. 

La concentración de anall to en la muestra puede obtenerse 

malemátlcarnentt: utilizando la siguiente ecuación: 

(Am ) (IOO mi) (50 mi) (PSTD ) ( 5 mll (Pureza STD x) / 
1 (ASTo) "cv.;;-n;rr~5iiill ~100 ml)x(so mllx( 100 :¡ ) = mg m 

Aitt : Area de la muestra. 

Asro: Area del está.ndar. 

Vm : Volumen de la muestra en mililitros. 

Psro: Peso del está.ndar en miligramos. 

Pureza sro· Pureza del esté.ndar en porcentaje. 

Para la precisión de la metodologia se realiza 3 

inyecciones del está.ndar y dos inyecciones de cada muestra. 
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APENDICE 11. 

En las siguientes tablcis se muestran los valores 

observados y predichos que se emplearon para cada cualidad de la 

valldac16n en la evaluación del porcentaje de error relativo. 

como el Y. de error relativo. Los datos de porcentaje se obtuvieron a 

partir de las áreas y empleando la fórmula del apéndice l. 

No. DE VALOR VALOR r. DE ERROR 

EXPERIENCIA OBSERVADO PREDICHO RELATIVO 

1 79. 55 79.37 0.18 
2 79. 67 79. 37 o. 30 
3 79.36 79.37 O.O! 
4 79.55 79.37 0.18 
5 78.17 79. 37 l. 20 
6 78. 76 79. 37 0.61 
7 90.02 89. 63 o. 39 1 

ll 89. 76 89.63 0.13 
9 89.90 89.63 0.27 

10 88.90 89. 63 o. 73 
11 89.82 89.63 0.19 
12 90.13 89. 63 o. 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 o. 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 1 
~~ 110.10 110.15 o.os 
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~· .l. Ui'UV.:> VE DE""' UtttlE!:AT IVO 
PARA LA LINEALIDAD DEL SISTEMA. 
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No. DE VALOR VALOR Y. DE ERROR 

EXPERIENCIA OBSERVADO PREDICHO RELATIVO 

1 W0.32 99. 97 0.32 
2 100.00 !OO. 00 o.oo 
3 100.19 100.00 0.19 
4 100.16 100.00 0.16 
5 100.07 100. 00 0.07 
6 100. 55 100, 00 o. 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 o. 76 
11 99.59 100.00 0.41 
12 99. 72 100,00 0.28 

TABLA XXIV. DATOS DE PORCENTAJE DE ERROR RELATIVO, 
PAl\A LA PREClSIUN DEL SISTEMA 
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No. DE VALOR VALOR Y. DE ERROR 

EXPERIENCIA OBSERVAIJO PREDICHO RELATIVO 

1 79.46 79.17 o. 29 
2 79. 47 79.17 0.30 
3 79.53 79.17 0.3ú 
4 19, 32 ·:9. 16 0.44 
5 79.13 79. 76 0.63 
6 78.60 79. 76 l. 16 
7 88.22 89. 30 l. 08 
8 90.22 89.30 0.92 
9 89.47 89.30 0.17 

10 91. 18 89. 89 l. 29 
11 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 !OO. 02 0.58 
17 IDO.O! 100. 02 O.DO 
18 !DO. 63 100.02 0.6.1. 
19 IU9. 96 10~. 56 0.40 
20 109. 71 109. 56 O. IS 
21 109.81 109.56 0.25 
22 110. 37 110.14 0.22 
23 108. 26 110.14 l. 80 
24 !09. 49 110.14 0.65 
25 118. 91 119. 69 o. 78 
26 118. 73 119. 69 0.96 
27 119.17 119. 69 0.52 
28 121. 03 120.27 o. 75 
29 121. 59 120.27 l. 31 
30 120.49 120. 27 0.21 

fAllLA .AY. UIUU:> DE .......... Uh•W DE tJ'UUK tu:;W l.l'IU 

PARA LA LINEALIDAD DEL HETODO. 
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No. DE VALOR VALOR ll DE ERROR 

EXPER l ENC l A OBSERVADO PREDICHO RELATIVO 

1 100.61 !OO. 63 0.02 
2 ~~- 60 99.62 0.02 
3 99. 35 99.33 0.02 
4 100.23 !OO. 23 o.oc 
5 100. 72 !OO. 73 O.O! 
6 100.02 100.03 o.oc 
7 100. ll 100. 11 o.oo 
8 100. 94 100. 92 0.02 
9 100.02 !OO. 02 o.oc 

10 100. 89 !OO. 88 O.O! 
11 99. 75 99. 74 O.O! 
12 99. 77 99. 78 0.01 

PARA LA EXACTITUD DEL METODO. 

No. DE VALOR VALOR ll DE ERROR 

EXPERIENCIA OBSERVADO PREDICHO RELATIVO 

1 100.61 !OO. 57 0.04 
2 99. 60 99. 71 0.11 
3 99. 35 99. 77 o. 42 
4 !OO. 23 100. 08 0.14 
5 100. 72 100. 64 o.os 
6 100.02 99. 96 0.06 
7 100.11 100. 25 0.14 
B !OO. 94 100. 51 0.4.3 
9 1ao. 02 100.19 0.17 

10 !OO. B9 100. 48 0.40 
11 99. 75 100.02 0.27 
12 99. 77 99.Bl 0.04 
13 !00.52 100.30 0.22 
14 100. 71 100. 86 O. IS 
15 100.57 100.31 0.26 
16 100.95 100.97 0.02 
17 100.65 100.35 0.30 
18 !OO. 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 o.oc 
~-4 IO'J. 5f. •00.'!11 ¡¡ 0.35 

l\DLA MV l l. - ·--.......... Ut:; c.n.n1 1n Ht:LA.l .i. ru rrutA ·-· '1LlUA 
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APENDICE 111 

CALCULOS Y CRITERIOS DE ACEPT ACION PARA LA VALIDACION 
DE UN METODO ANALITICO 

1. LINEALIDAD. 

CALCULOS 

1.1. Tabular los resultados en base al slgulente formato: 

CANTIDAD ADICIONADA 
Cx! 

1. 2. Calcular 

Ex =----­
tx• =-----
E xy =----'"""" 

t =---·-
r = ----·-·.:._ .. 

CllNTIDAD HEDIDA 
(y) 

E y = 
. 2 ----.EY .. = ___ _ 

EYÍ = ___ _ 

. n =-----

1. 3. Cal~~i~~· ,·i;;l '~~i~·r~ d~ la pendiente: 

=~E~Y~i:;x i:;Y 
m · n I: x2 

-· <I: x) 2 

·, .. ·. '· 

i-.- 4. Calcular el valor de la ordenada al or 1gen: 

b = m [ x 
n 

TOT:4Lz 
Cyl. ) 

1. 5. Construcción de la tabla del análisis de varianza 

(ANADEVA)t 

1. 5.1. Calcular la suma de cuadrados de regresión (SCr) y la 

suma de cuadrados del error de regresión (SCer)' con las siguientes 

ecuaciones: 

Ser = m • Sxy + b (Sy) - ( (Sy) 2/n] 

Seer = sy2 - m (Sxy) - b (Sy) 
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l. s. 2. Calcular la suma de cuadrados del error puro (SCep) y la 

suma de cuadrados de la falta de ajuste (Sefa) con las siguientes 

ecuaciones: 

seep = sl - [ (Syl. 
2
)/r] 

dOJtde~ 

r = número de réplicas 

sera = Seer - Seep 

1. S. J. Tabla de ANADEV A 

FUENTE DE GRADOS DE SIJMA DE MEDIA DE 

VAIUACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS 

REGRESION ser ser 

ERROR DE seer 
REGRESION n - 2 seer gler 

FALTA DE sera AJUSTE (n-2)-t(r-l) sera 
glra 

ERROR 
Seep PURO t Cr-1) seep g!ep 

F exp. 

~g:r = Fr 

Mera = Fra 
Meep 

TABLA XXVII!. CONsmueeION DE LA TABLA DE ANAL IS IS DE 
VARIANeIA CANADEVA). PARA LA LINEALIDAD 

1. S. 4. Determinar en la tabla de distrlbucl6n de ''F'' los 

valores para Fr (qlr, oler¡O.ol) y Fra (9lfe.,qlep;o.os>. 

1. 6. Calcular el coeficiente de determinación (r2
) y correlación 

(r) por medio de las siguientes ecuaciones: 

r = r 2 
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Donde: 

CRITERIOS 

S 1::11 Desviación estándar 
1/2 

5 =[:¡;'ex -x>2] 
n - 1 

t. - El valor de la pendiente (m) debe aproximarse a l. 

2. - El valor de la ordenada al origen (b) debe aproximarse a O 

3.- ANADEVA 

Establecer la decisión en base a lo siguiente: 

51 Fr ~ F (g!r, gler; O. 01): 

Existe una relación altamente significativa ~ntre la 

cantidad adicionada y la propiedad medida. 

~1 f¡ ~ F (glr, gle¡¡ 0.01): 

No existe una relación altamente significativa entre la 

cantidad adicionada y la propiedad medida. 

51 Ffa ~ F (glr, gler; O.OS): 

Existe falta de ajuste a la relación lineal simple cantidad 

adicionada y propiedad medida. 

51 Ffa ~ F (glr, gler: O.OS): 

No existe falta de ajuste a la relación simple cantidad 

aa1cionada. y propiedad inedlda. 

4. - r
2

: ~ O. 98 

r : ~ O. 99 

s. - c. v. = 2. o Y. 
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1. 7. Intervalo de confianza para la ordenada al origen. 

1. 7.1. Calcular .ia· de::.Sviacl6n estándar de la regresión (Syx) 

con la sigui_ent7 ecu~c~6ni 

!. 7.2 .. 

origen: 

. Syx '.' (S~er/ glerlu
2 

Sb=syx[·-nt. + . ;/ l 
· (Sx2 l - (Sxl 2/n 

t. 7. 3. Determinar en la tabla de distribución ' 1t' ' de Student, 

el valor para t (n-2,0.975). 

t. 7. 4. Calcular el intervalo de confianza para la ordenada al 

origen {IC(b) 1 por medio de la siguiente ecuación: 

IC(b) = b ! t (n-2,0. 975) (Sb) 

1.8. Intervalo de confianza para la pendientf>,, 

t. 8. t. Calcular la desviación estándar de la pendiente: 
1/2 

Sm=Syx[ 2 1 2 J 
(Sx ) - (Sx) I n 

1. 8. 2. Calcular el intervalo de confianza para la pendiente 

IC(m): 

IC(m) = m :!: t(n-2,0. 975) (Sm) 

1. 9. Calcular el coeficiente de variación por nivel 

de concentrac16n. 

C.V.=~ 
x 
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2. EXACTI11JD 

2. t. Tabular los resultados de porcentaje recupera.do. 

PO.~C1."NTAJE RECUPEJlAJJO 
(y) 

2. 2. Calcular la suma del porclento recuperado (Sy), la suma de 

cuadrados del porclento recuperado (Sy2 ) y det~rmlnar el número de 

recobros (n). 

2. 3 Calcular la media arl tm6tlc.a. 

Y= s~ 

2. 4. Calcular la desviación esU.ndar. 

5 a n • s/' - (SyJ2 ] 

n Cn - 1l J 

2.5. Determinar en la tabla de distrlbucl6n de ''t' • student el 

valor de t (n-1, O. 975). 

2. 6. Calcular el intervalo de confianza 95% para la media. 

re = ¡; + to. 95 s 
n 

2. 7. Calcular el coeficiente de varlacl6n 

C.V .. = +X 100 
X 
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CRITERIOS DE ACEPTACION. 

1. - Hacer prueba de hipótesis para la media. 

"º : ;¡ µ 
HI : x = µ 

Donde: 

µ = 100 Y. adlconado 

Nivel de slgnlflcancla Cu) = O. 050 

Calcular la ''t'' experimental 

X - µ texp = -----r12 
S In 

Donde: S = Desvlacl6n estándar. 

1. c. = X :!: t tab 5 

---;;rn 
Buscar el valor de ttab en las tablas para n-1 grados de 

libertad y et = O. OS (mismo valor que el IC). 

Comparar el valor de T experimental con el T de t.ablas. 

Si el valor de t O. 025 < Tcal < t O. 975 no se rechaza Ha y 

el método puede considerarse exacto con un « = O. OSO. 

El valor del C. V. debe estar de acuerdo al valor 

establecido, el cual es del 2Y. 
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3, PRECISION. 

3. 1. Calcular la media aritmética. 

3. 2. Calcular la desviación estándar. 

3. 3. Calcular el coeficl.ente de variación. 

4. REPRODUCIBILIDAD. 

4.1. Tabular los resultados de acuerdo al siguiente formato: 

ANALISTA (cxj) 1 2 

Ylll Y211 

1 Yll2 Y212 

Yll3 Y213 
DIA (~ji) 

Yl?.1 Y?..21 

2 Yl22 Y222 

Yl23 Y223 

TABL.A '-"'h· MATR! ui:; rnATAM!ENTO PARA REPRODU<.;IB!LlDAD. 

Donde: 

Primer subindlce = Resultado de cada analista ''Y'• 

Segundo sublndlce = Resultado de cada analista en cada 

día. 

TercE:r sub1nalt.c = Resulb.do de cada analista pat·d cada 

repetl.:::lón. 

Modelo matemático: 

Y1Jk = µ + cxi + ~J e 1) + ck e ij) 

2. - Calcular las siguientes sumatorias 

Y = (Yl 11 + Yll2 + Yll3 + Yl21 + Yl22 + Yl23 + Y211 + 

Y212 + Y213 + Y221 + Y222 + Y223) 
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Vl (Vlll + Vll2 + V113 + V121 + V122 + V123) 

V2 = (V211 + V212 + V213 + V222 + V223) 

Donde: 

a-= ·analista . 

. •>·L:{:,c.:··· .. ·· .. ·•·· 2 
se analista =;:• (Vll. •• l + (V2;'~.:) ·. 

. 2 
(Y.•.• l 

. ,- · · ·;:::::.- ·á.r }; \·;:;~-,._- adr 

se dtn = cvú; + ·~1~~,'.1··~t{~:.;¡22:'li:. ,-/ (~1 •• Í2 + . cv2 •. i 2 

--:/ r-~;'.;.-··1/'· -~,~-;},:·~:~;:;I·. ~- .. {_·-.-:··. dr 

se error = (xÍ.Jkl2 - · 

4. 3. Construir con los datos anteriores la tabla de an;111s1s de 

var1anc1a (AHAVSVA). 

FUDITE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F exp. Ftab 
VARIAeION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS 

Cll a - 1 sea. sea / gla Mea/MCd Fgla/gld 

~1 (d - !la sed la sed / gld Med/Mee Fgld/gle 

ex (r - l)ad SCerror SCe / gle 

TABLA XXX. ANAL!S!S DE VARIANe!A (ANADEVA), 
PARA P.EPRODUe!B!LIDAD DEL METOOO. 

4. 4. Calcular la var1ac16n 1nteranal1sta de acuerdo a la 

siguiente ecuación: 

[ 

1/2 

Var1ac16n lnteranallsta = :!: MCa ~d HCd j 
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4. 5. Calcular la variación interdlas para cada analista a partir 

de la siguiente ecuacl6[n: •· . j liz 

·+MCd-MCe 
Varlaci~n lnterdhs ·=·- -.. -.-- :-- .. -. -.. -

-.. ·, ,.-.:_-,.::,·; r: :··-. ·. 

4. 6. Calcular la 

~<:::.~:<~: ::.·.\' \.· '.-' 
repet1biuc1~~ •. dé_1 méfodo. 

-_:~· _> ·-

• .. •..:·• •·•"'ili· . 
Repet1bil1dad t'.\.:. (MCe\:<· · 

4. 7. Calcular el co~Íl~i~~te~;-~i~·>~~ria:~·ló'n · iotal. 
··,-·--

•'.· -, '• 

4. 7. 1. Calcular - la· ñléciíá:: afi ÍméÜca total, con la siguiente 

ecuación: 

Donde: n = adr 

4. 7. 2 Calcular la desviación estándar total con la siguiente -

ecuacl6n: 

s = n D:y1Jk2 - (y, .. J2 

n (n - !) 

4. 7. 3 Calcular el coeficiente de variación total. 

C.V, =~X 100 
y 

CRITERIOS DE AC:EPTAC:ION. 

l. - MA'DSVA 

Regla de dec\slón: 

Si Fcal > Ftab, Ho se rechaza. 
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51 Fa < F(glB,gld; O.OS): 

El método anali tlco: es reproduc,lble por los analistas. 

51 Fa > F(gia,gldi: a: OSl,:_ 

El método -analltiCo«ño '.,es-~reProdUc1b·1e-_·por l.o.s .·an&ii.stas. 

:1):'. -- ~-,- :,~~·"·~-·-?~"· .. ~::-.~:.. .'._;'. 
5i..·Fd•~.•Fc~Íd;iii~(;?::~si1~i':; .~:,;:¡.· : • •••.... 

= ··-2·~~1~1~~::~:.~.·:·:::::.::· .:~ 
por un· mismo· analist~_~;':>:-' 

-'.~~~< r· 

2.:. -C~er1Ci8nte --de ~,variación. Este debe de corresponder al 

valor reportado, el ·c·ua.1 es del 2 "· 
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