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1. INTRODUCCION 

Es de· ... ·~onsiderable importancia al dasarr.ol lo ·de nuevos 

medicamentcs'-pár·a 
0

la industria. f"armac:éutic:a,en nuestro pa.is¡ no·tan 
, . ·. . . . . . . - --~' .. " .· 

solo por ei. adelanto .,tecnológiC:o .del. mismo -:·en :'este./r-a~a~-. .,s{~o ... ~lle 
·. ·--: --_ . - .. - .·. ··:--- '· .·'·,._.·-.'··:·-'e, .. _ .. : 

lo es, .. ta~bié~·::POt'.' ·asegurar Gue. todo med).caal'ento :-.á'i: ~-5~;.::· ~-d~inl·strado 
,: .-·· ... :·-_._ ::.'. .-

c:ump l~ c:o1:·<:.1a .· efic;a·c:·i-á'; y_ 'eTect ivi ditd ;~-~-~~~-~--~-~-i.'~'.B..~é/p·~~-~ ~-:·_-iaa ·.c:~á l_es 

foe 

me)(icana. 

Aho1·a 

cal i d~,d~·-.: es··:~·de~_ (~_,: ::-~~?~~.:-:·-~-~:: :~~---· ~:~-b-i d~- ·q'U~ · .. i~· ~ali dad se Tabr ica ne 
':·_··-,: .... -. -

se controla,~ p·ar: . .i~- t~~to:,<es·t~ ~~pÜ_~_a. ·.fa -Fijación y aplicación de 

m~-~i~~s .d~·-:~-~:¡.,·d·~-~:'_,~~er~~-¡~~s>~ _s.eñcú las; como lo son el diseño de 

prócecÚ°mie¡.;t"éS--.~· .. t~cn~é::~s-·: "que: J:!ermit.an tener un conocimiento y 
. . 
ccintrcil · Ver'í~Ú:o5~ de_ lÓ ·que_ sucede y/e debe suceder con el 'Fármaco 

a lát:tJD 'plaza y .fámbiéñ ,antes y después c:le ser administrado a un 

organismo. 

En la actualidad, e>tiste pat·a. cada -fármaco an un medicamento 

un método analítico que lo determina exclusivamente; y se 

desarrollan nueves métodos mas completos para los .fármacos que adn 

no· tienen uno especi-Fico para SL.I evaluación. 
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El presente· trabajo esta enfocado hacia una pequeña parte de 

este gran- un,iYér~o .-d~: m·edi~~m~ntos'i ·~~:estudia el. L.ISINOPRIL en una 

·Tor~ulaciÓn_ d~.--t,~bi~~~~-L·-~~:.t~-~~;~,·::d~3 eval~ar esté fármaco con una 

tecno,logí~::-~~~- ~-~;~·¿;:~J~\'.~·~;{1,~;~~"~~-,~~-~~~~-~~n~-~-; · es decir, se modificüt-á 

e•p~rimei~~1;~~,~~:)'."¡S~~2¡¡,f~;~(~*C ~~al!tico para su determinación 
fundamentado~en·"'-"la:~técni~.aj_de:.._·CLAR ._y_: ~e comprobará la validez por 

mé-üjdaa· eSt~J~;~t-i~c~-~-:r~;f; ~\~~'.; 
~/~ . <-!Y:; ;~~f· ';~.\~_.,; 

f '~~,t;F;~152~r'.~~;d~ \i~inopril en tabletas por CLAR, se 
- r~~-1-~-~-~ __ :,~_:f~.~-~-~~~-~~E~-~ .. ~?:.P.~~~mer término algunas modi-Fícaciones al 

métod-ci .aOB.üt.·1t:D:,_-1 redaé:tádo·· án la USP XXll. Una vez que se hubo 

e?stabiecid~;·!:~·i.~-~·~{i~~';/se· prosiguió con la valid".1-ción dal mismo; la 

cual: ·~~-~;·i~{:;:~~;,~-}:'i\~~.~~:l.i~ad·- .. y precisión del sistema, y para el 

tnétOd;;; ·,:.~:::\-¡:~¡,~ai:icíiu~i~· .. ::; precisión, 
.. <· ~: ;' <'.;7- -.-' ., 

~·st'ab :t·i'i: dad·-¿~~:· 1 'a·c··;nuestra~, 

exactitud, especificidad y 

<..-.,,.;·,-::, 

-· -· .... -. ~-;,1:: '·.:::.:::'.~,,<··~,:.· ::-:·: 
- ..... -O-.;'.--·' ····-'""""-o'.·.O:.•, ... ..,;. 

:Lo'S· r~~U1tad-~~"~~~t;t.~ñ1d~·s; de- la .Validación demostraron que el 

método :·~s .:~·iit;~:~:~'.:~'.ih~A~:~·~;~:>:·~-r.~:~,'~s~·:·~,y.,. espec:iTico .Y la_ muestra es 

estable.. -~~(·: ,~~.:.~,-P~~~.~--~~~:_:~~~:A~?'..b.'.,hora&.:, ~or· lo men~~' .así qu_e 

el ~étodo-'.',·5~·. ·pu~de;'.ut:i1'1~-~~";.~r)-.. _la .. _~eter:·minac::i6ri. ~~ li5;~~0pf-il en 
,_.; 

t'abletS:s, :cc~c; ·u".' Íné~b:dt~) .'de·.: .. ~~ti.na· ~. ·P1

ar_a. est·abi i"i:~ad. 
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2. FUNDAMENTACION DEL TEMA 

2. 1. LISINOPRIL 

2. 1. 1. Propiedades químicas 

Fdrmula condensada: C:u H:u N:s Oe. • 2 H2 0 

Fórmula 

Figura 1. Fdrmul~ desarrollada del lisinopril. 

El liainoPt'.'i l. contiene no menos de 98.0Y. y no m.is de 102.0Y. de 

· c~::u -H::s.t. N~ o~, calculado en base seca. 

Peso molecL1lart 441.52 q/mal 

Nombres químicos: 

- L-Prolina, 1-(N:::a-<l-c:a.rboMi-3-feni lpt"Opi l)-L-1 Ísi l )-di hidrato)($) 
. . . . . . ' 

1-<N::i- < <S>-1-c:arbo)(i-~~:fe'ni lp·r<?P.'~ 1 > .:.~-i isi l )-L-prol inadihidrato. 
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2. 1. 2 Propiedades :Fts,icas·.· 

El lis1nopril es _un p~l~o blanc::o o casi blanco. 

:.,., _ _,;.' .. 

~~:·/;;:·;· ;):·· 
SolÚb.i 1 fda·d·I:: sCdúbl~·:.·.:~~~~ ·.-.-:i-gu_a, ·escasamente soluble en metano! 

'.' pr~h\~H~~t~ insoluble en etano~. 
y 

Residuo "de--i~~"¡'.~iúíi'.~N·o·~·má.5 dS o.1x. 

- ,,·.· ···" 

M~t~1es pe·s~~Q~_·: :N~;:~;~:. del o.001x. 

·seca. ,.·':':·-.:.· 
:i·b~~~-~¡.~;~. -~-·:;:~~~rarroJo, contra un Identii=ic~c:idn": .Esp~'i:~F,o 

estánda-~~ •.. :-:-· - -· . -

Tiempo· d~:.~~M~~i•ó~';(~~iA~t~~\,,;·.~;n fasemdVil de 

. solución .. de:'TosTatos·pH¡..;,5.0-acetonitrilo."(96:4) y 

· u·n~ .·: :c~·i·u~~~·;· ·-·~-:~~~-·~j-};'~/~5·~~~~~~{;t>~~'.~-:~~'.·'__~~~~~- ~~ntenga un 
.). ·'.;:. :,¡.·~··~· ,_, 

emp.~qu~·,:. 't:7.!: · cS~f~A~:~,~-_'P.~¿~·~;~·,} d'~?o.ci:Úsi lano que es 

.i.gua·l· a_":.~---~:~~--~·/·.~:~fU~~áS':·. ce ~o~ --.grupo .funcional 

51-éCHdt.i;-cH~i '.:_\¡~_:· 'S':;,1~ y que esté· mantenida a una 
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2. 1.4. Li~inopril, 'tabletas 

Las tabl'eta& de_ l~si~o~r·i~ C:ontieíien no menos del 90.0X y no más 

del 110.ox de. e~, H::u:: N;.~o~/:: 
>.: 

Identificacid-m.- ~:¡:~~?~· :á··~~~~~~~\~-~~ d~Í·- Pico mayar en CLAR. 

la enz_ima·:,·,con~er:t.id_o_t-a•~.d_e,>~.a:~~-,l~gipt_ensir:tá. ·(E.e. A.> de C\cción 

prolong~d~·>~c: ·~:~~~fi·~~:·'.·:I~~~~~--~;:.~:~~-· x-~·ra1 ~-- ;;;~~1':.:;_:)~~_ib_i_~ . la E. e·. A·.' el 

l isino~t.~_i_l ·:'d~ 5!'1~n-~-y~-~<1-~ ~~~~~~1~t::~"-~-~:n_a' .1.1_· e~ .. : el_ p1a_sma . y tá 'excrec idn 

de aldo~te~~-~a-;· . ~b~o-~:,.C:~~-;.;·e~~~·~ci~-~--:":<'l'.'eduC:e l~ presión.: arterial en 

los ·pacientes:--·hip~¡:.tenSó$ ·y_-._.mejo-~a~·-.).os.:·.síni.::.oma5i v: S1gnos de la 

se une a las 

protetnas=·p1a'SmáticaS dist'intaa·: de· 1a· E~C.~A., no 'suTre ninguna 

transformai::idn· metabóti~:~: en el', ol-ganis~·o,- y es excretado 
, ' " • e,:.,' 

totalme!Íte ·sin :~1'~~~~ .. ·:c~~~~·~.: corl '1 l~( éir._iil~.- · 

2.1.4.L lndic:aCi~:~.~~ :-~·~·~,~~~~~~·i:~.~~,--·: '·.-
. ~-~';.~<;e:,·, ,·,), •e: · i:'. .. ;.'· ,, .· 

El 1 isiní:ipri i::·es:ta~Hndicado:"an :iel_"_tratamiento. de ·:1a hiperten.si ón 

esencial y . .-de l~-~~-~·;;~~-=:~~-~-
1

~:~.f:rec~~ya'.sc.Uí.at-.,:_se,-.:·pÜ~de·- usa,r ~O~o o .. _,,·,:, '.'' ,. 

asociado a otra~·:~_ia~.~~?~~ )ge~teS::·~n~Í~ip~r\en~iYc::>~- ·:-" , 

El :1 isinopr·i l ·::.ta."1b~én~<-~~t.á·.: ir:&d~~~~dc( :.' ~,.;·:;:.,~~-~~ '.~~:.~t-~~-f~~-~º. '. .. d~-- ·la 

i nsuf ic ienc i a . c~·r·d.í·a¿~ ._, .. co~·g~~·~'."i ~~ ·~~e·· :::~o : .h~.Yt' ~_.,~~d.'?.~'.. c~!'ltro ~.a.da 
adecuadamente pot·.·-~t' .t;.'~t~·m¡e~to .cori· ~,i~it·~·l iC:o~" ·Y-~~-i-~_;:é't\~o~. 

Vi.a de administración:. Oral. 
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Posología1 Como la absorción de lisinopr:il no se a.fec:ta por la 

presencia de alimentos en el est6<mago, la's tabletas 

administrar ·antes. durante·o después d~ las_ c~mi.das. 

se pueden 

Se Gugieren dosis de .,2~5 mg irl.i-~i~Ú~e-nte, incrementando 

gr·adualmente hasta· mantener una ~-dOsi5 UsJa.1 . de· !o a 20 'mg por día. 
,· - ' ··-

Es . también usado en. e~- ~-;;~t-~m~~-~~º de· ~aúaS cardiacas, la 

dosif1cación efic:a::· usual es de _·s·-~a-·-2o···mg diariOs. administrados en 
- - . -

una sola dosis. c-·3,. ·,. 1 

2.1.4.2. Contraindicaciones 

·' ._ .-. 
El lisinopril· e!stá ·contraindicad~ ar\ p~cientE!s:_h.ipe_rsens~b~es a 

cualquiera - de _los ·comPonE'.f!'ltes, 'de este .-prodt.iC:t~ o que 

pr·ese·ntado. edem·a ·-angineurótico, en-: ~:~a~~~m·~·¡;n~~~·.;;~revio~ 
inhib.idor 

0

de la enzima conver.tidorá".·de,:.1'~·.an9i~t~nS·ina~· 

hayan 

con un 

Los slntomao de hi~otensión·.~a'~ ·~~~·i~E~~~:f~·:¡_~~ pac;entes con 

h1pet:teríSió'n rio- cOm-Pl"icíida ·t::rat"ádo5CC:cirl-:;-,rfs·i~opr·i'i-~yL·a hipotensión 

es más probable si .e}.: ~:~c·i·~-~~~;~:·_¡r~~J~-;Jg~·,~-1~;~~:i:~¿¿··i·Ó·~· d~l yolumen 
.·.' .,,,. ¡ ::.~·? ) . ·::¡· -:·' ~ : • 

: : ::~: ::::, r::btirdi:0c i ó:0:e l 1:t~~t ¡'i,~, ~~;:::~:::::si :.redvii:rre:0

: 

vomito. En los-pacientes ·ca"~.·i~Su.fi.C{e'~~i-~ ·~,'.~·~.d.ia.ca. congestiva. con 
. ' ·¡. . ' ,,._. 

o sin insuficiencia renai,·., ~·soci'~d~~··-·s~·-__ h~ ::obServado hipotensión 

sintomática. la cual 

mayores grados ~e, if1su.fJc.i.end.a.-_éar.diaca, que reciben dosis altas 

de dii.trét 1C05 del .·.as8 -·dé· Heiile y tienen hiponatremia o 

deter1ot"o de ·la fLinción t·erial. S~ debe vigila1· cuidadosamente a 

estos pacientes ta_nto al· iriiclar el tratamiento como cada vez quo 



se ajuste _la· dosificación de lisinopril y/o_ .del diurético. S~ deben 

hacer consideraciones similares en pa~ientes. con~ c~rdiopati'.a 

isquémica o enfermedad cerebrovascul_ar, en los que.'":'".'ª disminución 

eKcesiva de la preSión podri'.a ocasionar un ·infarto al miocardio o 

un accidente cerebrovascular. 

En algunos pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva y 

presión arterial normal o baja, ocasiona el lisinopril un descenso 

adicional de la presión. Este efecto es preVisible y generalmente 

no obliga a interrumpir e1 tratamiento., Si aparecen si'.ntomas de 

hipotensión, puede ser necesario disminuir la dosiTicación 

sus.pender la administración de lisinopril. 

No se ha determinado la sei;Jut".idad ni· la eficacia de lisinopril 

en niños. 

No se. han hecho esti.Úff~~·. ;_:~-~~~:~a~(c.S . '{. bien controlados ci:>n 

lisinopr:il 

indican que 

en n1uJere5.: .·embar.iZ-a:daS";:·:.-~·stí{· e~ba~-go, hay datos que 

la a·dmirii~t·r~~"t~-~:-~:::d~)1i~~-i:~~:~ores· ·~e la E.e.A. durante 
. . ·: .. .. .. -::<,··/'.. -:;·!:<.-:···~> ">-' ,"·' -~-:" . : '. 

el embarazo puede caus~.r .. n:i~r.b~.~ ~,~ª.~'',Y:_-" mo,rtal idad fetal y neonatal; 

por lo tanto, no se re;cci'mi~~da\'.~i' ,uso de lisinopril durante el ... 
embara_::o, a mE!nos c¡ue; 9~~:".'.· neF~sa~

1

ió ·porque no se puedan emplear o 

sean ine-ficaces :·otr-os niE?dica·me-ntOS. Si se usa l isir.opr1 l se debe 

ini=ormrir a. la pac:ie~te· ~obre el· riesgo. potencial para el feto. 

El lisino~ri~ pasa a través de la placenta. Se debe vigilar 

estrechamente a los recién nacid~s cuyas madres recibieron 

lisinopril "durante el embarazo; está contraindicado en mujeres 

embarazadas. e .. , 



a 

2.1.4,3. Intei-acciones medicamentosas 

a. Cuando Se. ·añade· ~un diurético al tratamiento con lisinopril 

gen"a~a]m~Óte'..81·::.é.f~cto -~~tihipertensivo es aditivo. 

En .~19~nos·c;:'aso~·,. l_os pacientes que ya están tomando diuréticos, 

eSPeCialmente si hace poco tiempo que empezaron a tomarlo&,, 

pueden. experimentar una disminución excesiva de la presión al 

.'clñadir:. Hsinoprll a su tratamiento. La aparición de síntomas de 

hipot~nsidn es menos probable si se interrumpe la administración 

del diurético antes ·da iniciar la da lisinopril. 

b. La administración concomitante de indometacina puede disminuir 

la eficacia antihipertensiva del lisinopril. 

Como sucede con; otros _medicamentos que aumentan la eliminación 

de. sodio, el li~Í~~Pr.i.1:-pu~de disminuir la excreción de litio. 
. . . ' . : ·. . .~, ':. . : ' . . . 

P.or lo~ tanto, si ;~se·:.a.dministr·an al mismo tiempo sales de litio, 
- ,·· ' :.e:: ':.-· 

debe~·-:vi9il~t: .. "claidádosamerlte las concentraciones de litio en 

el 

'. ·> ,.· ... 

d. Aunque·_·en ,.loS:·e~Sa.YDs~clínicos gener:a1mi::inte.·e1: potasio sérico se 

mantuvo d~~t·~·~·:·~·~·.- ~·~~-... lím.i_tés. ~o,r~~.1e,~. . en algunos casos se 

produce., :~,i~~·~P:~·t~~·~~i~·~' ~El us.;~, de· .suPlementos de potasio, 
-·· 

diurét'fc:0~.·· .. ·.~~~~:~:~-~~~.,~7:.~.,, de '·,P~~~~·i~ o sustitutos de la sal que 

contieíieii·:pot'áS'ii:i PUect~· · 'S'ume;;t&r·· ··Considerablemente el potasio 

sét~ii::o~· ~,~. -~~·~·tX~u~{~~~·,, ~·~-~~:c·~~~~es con deterioro de la Tunción 

renal. e ~···· 1 9 , 
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2.1.4. 4. Re·a~ci.One~ ~•ecunda~ias .. ·~ ádvere·a~ 
' ·.· "-... -- : - ... '. " . ~ 

En loS · estUc:Í(os·:,-,·~~-~iii'c.os ·cOntroladoa, el lisinopril -Fue 

·La _mayor 
,, · .. · .:: .·. \.-'':.::; .. 

colaterales· ob&ervadoS_':_-~ueron _lSVes y 

generaimente bien tolerado. parte de los afectos · 

pasajeros; estos fueron: 

mareos, · ce.falea; diarrea, fatiga, tos y náuseas. Otros efectos 

colaterales menos -frecuentes son efectos ortc;;státicos, incluyendo 

hipotensión, erupción cutánea y .astenia. 

Ha habido raros casos de edema angineurótico de la car-a, las 

extremidades, los lnbios, la lengua, la glotis y/o la laringe. 

También se han encontrado reacciones como ini=arto al miocardio 

o accidente carebrcvascular, posiblemente secundarios a hipotensión 

eKcesiva en pacientes de alto riesgo; palpitaciones; taquicardia. 

Alteraciones en el estado de ánimo, confusidn mental, dolor 

abdominal,sequedad de boca, hepatitis hepatocelular o colestática, 

ictericia, disfuncidn renal, insuficiencia renal aguda y uremia. 

2.1.4.5. Farmacología clínica 

Mecanismo de accidn: 

Se ha comprobado que el lisinopril inhibe a la enzima 

convertidora de la ang.iotens_ina <E.c_.A .• ~ seres humanos y 

animales. La E.C.A. es ~ria .,P_epti_di,~~ipe~tidasa que cataliza la 

conversidn de. la· aÍ1giot·en~·1.na·:;' i.:.·.'.-~~'./,~':lg~~tepsina II, sustancia 

vasoccnstrictora ·y.• ~sÚrn~~~~;~::;,~;;~;;~{~~~~eC:ló~ de aldosterona por 

la corteza supt-a·r·re'.ií~i:-~:-L.a-.:.Yn'h'ib'1·b·1··ó,;~,·d~".:ia· E.e.A. da por resultado 

~::.1::;::::t2~~~1i6(~1~S~~~f :;.2;;?Lc::ci:: :~ :1
1
d::::rºy: •. p:~ 

disminucid~ .de ·l:a· :·.~l.·~~~t:e_~~na:·. PU~de ocasionar un pequeño aumento 
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del potaSio s.éric~.':.En l~s p·ac:;/en~es.,' ~~~~"a:~o~>~º~- · .. 1 iS.i~oprÍl ·y un

diurat ic-o t i·acíd.ico_ .'~~o 'h~~~·~'. ':1i~g'Ó~.··:·.~~~~,i~:~'.~'i~~:~·r~·~·~te_·;: del. pota~i.o 

sérico.-· L.~--: s~~-r~,~-{ód 1·~-~~ il-_ajf-~-~~'.º.~~~-~-~~~/ ~~:~~~~,t~~t:i~:-~- ·!.~~:~~-~~~~ensina ·. 
11 sobre ·.1. s~~r'~~id~:"~i?~~i~.~ .~~~5Í~iiil;(ln•';;úm~¿n;~º'~;;'1'1 .. ªºtividad 

de ia -re~.~:~~ ~p~~-~:~'.~~.~{~~;~~~~~--_jj¡~:~~ ·;,¿.;'. _·;? ,._~:;«> ~-q¡/<·-· ,:: .. : "~ .. --
.-... -·. ' 

bradic i'riiria·~ ·-

que _degrada la 

~~·~~-~:ib ·- de la 
péptido 

del 

81 lisinopril 

d~smi nuye_~:-~~~? p .. :,~~:i __ d_í1?,~_~:~~-~-~:it~ '~:-~~-:: ~-~~~-~c--~-P-~~~~~-te > la_: inhibición del 

s ! ~tema • re'~¡'.~~;¿~~; ~}~i~H%'1~f~.~!;';~f {\::~'~¡·~/ ~~mp robado que el 

1 h•inopri"l'~'·; tiene;-,_·accidn- :7antihiper.tensiva :,.-aon- en los· casos de 
: < .. :· .. ;_,:re·:;~-~;\-, ·::~r(•.:;:·:.;,>ff.c.::1y·:;~:'~:.:.-;::;~!·X:-~,?1).-\'_<'· ·:;·:'/; -~-.-". 

hipertensi ~n !i con '_\)"eniná_(.baja.)"_Aur:ique~'"el/lisi nopri 1 no tuvo efect9 

·an·~:·¡~~,~~-~~~:~~~~1~-~~-.~~~·:J.~-~~-'.~--~J~·~-~;::;.~-;~~:::,~f~~~~~~ '.':~st.Údiadas, el promedio 

de'.,.r~~p~~~~~·:':~~1·;:J·~~'t~.~i~.nf~::.·~§~~-~-~)J~·~~'éi~F~ ~--·Solo fue menor en los 

hiper~~n~~~ ~~/~·"ª.;'i:~?§f;'Í~~{~~.~~n te~er la renina baja) que en 

los .·de: otras· razas;vrEsta ·.;difer.encia· .desapareció cuando se añadio 
' : 'l ·• .. ~ ··:'~. ,_ .• e, 

hi droclor~t-l.i.Z.id~~ á'1.:··tr.á·tafn1en.to ··con risinopri l. 
~ . , d.i < • (~¿;)'.~·: ~:- ·::.;,·· 

·.,·;(,:{,:. , '.'f\, 'f~.'.,,' ·::;· 
Far:ma~oci:,;t;t·i·~·a·.~~~~-~~·§·ab'Cú'i'~~~·;;-.~< ~ :; :'.'-. 

En fós:·,.:eStúdiOS<:~~~-it~ú:os · i.'a~ concentraciones sé ricas de 

lisinopri·~·:~·~·i¿á~,~·~:;~·~~: ;~~ ;·~~;~~~;_:;t~~~imC> seis .a ocho horas después de 

la administ~·ac1·ó~- P~r "~Í~·:'b~al·/· y· .. despüés ~e disminuir presentaron 

una Tase ·tk~~.,¡~~:-F::~~d~Oñg~d~ ~-~~··nc:i contribuyó a la acumulación-. del 

medicamento-. Dicha Tase terminal representa prob"ablemente una 
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saturación de la Tijaci~n a la ~.C.A.', y _.no Tue·. proporc:iOnal· a la 

dosis. Al parecer,·. el lisin.Opf-il .:~o 5~."un·~_:a nirig,~~·i:·~-tr'.a:·~'~oteina· 
plasmática. o~rante Ía ~d:~1~ist·r-ac'ió'n· -.:d~. ··das~~:·· .:::~~~:~.-~P:l~~; el 

lisi nopril tuvo. una, yi da'.'medta: ~~~~:¡:~ ~~ \~e a~~~~;~-~·i·~:~ ·de 12~:horas. 
-·- ,--:_".;_.--~-.- <·---::.:-.. ; 

. e.:,·· .. _·,~:... ., •;· ,- ···' ·-:~~-'.~- : ·~~ 

no_:·, SUf·r-é: :·~~-,.,~~~~-~~ia~~/~~~~~ ~ ~~~ta~-~~'t'c~~-;-'.= -y·· es 

excretado tot·aim~·nt~\ .sin ·-;nl~9 úrl .: Cain-bú'i ·-¿~~~~~y~ ~:,-~rin.L i-~SeijO~, J ias· .,. ' .. - •. 

datos de -reC:~p~;~~t"dri {de 
0

:-:i_l~~:~·:n?p_r_il. d~ -:·1a ~~-i:n~~:~; e~:,:;-,_i'~s·:··- ~~tudr6s-

cl t.nicos,_ 1sé'?absClt~.'~'id~·aP'~~~-1m·~da"mer:ú:'.é ··;.¿i:1;'.~;¡, i~' ... -dOSi~,{~d~·1n-1st·~ada. 
·.i.:ª ab;,;º'"1~~ d•.1 ri.1rif'i:>í-11~~~~ }'ueÍ·m~dú1~,á~fT~ii~· 1á~pre~'en.:1a 

de al im~~tos:en :.~.~, c::~~d~~~:0\~.19'~~~'.~~I?-~:;·:/:' ·e:: __ - :'. .. >'.-:·:."•:;·:-' :-'n.·:,~·./· ·, '. 
Uná. d~~~S .·({~:~~-;~de' 20 'mg de~ lis! n~pri l Produj;; co~centrac1ones 

:::::·.:::~ j¡;~JI~~r~~~:~t~r :~t~~::.::·:::: 
consecutivos. a -~6iü·~t~~Í~~·-·:·~~-~-¿.~-.;-jd·~e~·~·~.·>~-·'.vi~j~s· ·:¡".a pacientes de 

.·e:;..>_;·;_-:.: -·_, .. ,,;, 
edad avanzada co·n. ·i n6"ufú:1.enc1·a\cB.-~dia'C:a, C:Orig'estivcl. El. séptimo día 

las conc:erl_tr.ac;:~l~~-~'.~-- ·sériCils ~- m·áxiffiáS:·d~. i.~·s1·~~p'r_f i_ -~~er:o,n mayores en 

las personas \-~~,;~:~-;:-~·~f>~-d~d~-~-;~a-~'a:~~~d-~ ·-que-:.0:fan °··· 1as" JdveneS, y- aán 

mayores en ·:· l,~;~-:~:-~:~·~·i;~¡.:~~-/ :d~··:-'~·.a·da~ - ~ a~a~:-~d~ 
cardiaca .c_?~9es~t ~º~~:~ ~ Es't~~· · r:eSu 1 t·ados c-6~c'u-~t--d~-~ 

cOii i.nsú-ficiencia 

con el coni;:epto de 

que loS m:edtd·a~e~·t:Os·:.de-.-ba.J'~:· íip0So1ubtudad -:Ccom·o·- ei lisinoPriu 

tienen.\J~'t.me~6r .vo1'ú~~n·· de· dis.ti·i~~~·ión. e~.- l~~· --~~~·sena~: de edad 

av':'n-z~~·a, .-::~~e·:·:.tien.e~- disminu.~d.3 Ja·. r_elclc::~·~n. ·masa- corporal/grasa;_ 
. . ' ~ . 

además~ ·.1a· depuración renal de lisinoPril estaba· dism'inuida eri las 

personas de edad avanz:O.da, particularmente en las . que padecían 

insui=tciencia cardíaca congestiva. 
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E_n. los :pa·c-ientes ·con irlsu-ficieiicia renal,._ la i!liminacidn de 

lisincpril -FÜe _:s.i,m(~~r·"~~,'<:·(~:··d~_ .. '._l~~ _--~acien-t~~ con Turlcidn 'renal 

norma·l, nÍie~fr~-~·:.;T~:~'.~~,~-~\;~-~-!.~~:;_~lo_~-~~·u-~a~_-·fu~: mayor de 30 ml/nlin. 

Con -F'il.tt'-ácfOnes:~-g·rcunerui.ires· de>30 ;:ml/min "o menos, aumentaron las 

conce~t r á~ i o'.~-~~-: ~::··~~·i,~--~$tt;;~t~;:? ~}"~~ m~~-. :. de l is i noP r i l , e 1 tiempo 

necesario'·;·par·a --!1~.C~ryz,ai7-)a __ .cCJ~C~Ót..racidn máxima y, en algunos casOs 

el t"iemp.O~:Pª~-ª }i\~g~~~~~ .ii!:~-,~-~-t-~dO --de· equilibrio. 

Farmacodinamia: 

En pac iente·s 
'-.[._ .. ::_- .,, -

h·i_pertémsos,, el lisinopril disminuyó la presión 

arterial tanto __ -: ~~;'.:.'de·~~b·i~'~-·· C.omo "de pie, si~ causar taciuic:ardia 

compensadora. Gene'1~al~~-nte:~n,~ .:~e observaron síOtomas de hipotensión 

postural, aunqu~. se'~:i'.an; -d:~~:.-~~~·~ra.~_'iiie e~ :paC:ienteG c:on disminución 

del volumen cir~~ul·a~te:~:Y(.~,::~é~·.i~~~:\d~-:·:S~l. 
A las el efecto 

.antihipertensiyo·' del ·1.iGinOPr{(:se h·a ·mantenido hasta 24 horas. 

El efecto ~~·t·ú.;ip~·~~t.~·~·~·:{V~:.- del lisinopril se ha mantenido 

durante los, trat_amientos·~ p~o~óiigados. Al suspender bruscamente su 

administraci.ón,. 1.a ·~r~~·td~~:~:~:~'f~rial no ha aumentado con rapidez ni 

ha sobrepasado: 

tratamiento. e '. 3 • 

··:'·''.··:'· .·-.."', ... ,, ~~--~·--~~ .. :· .. , 

sus valores anteriore9 al 

··En la_' .:mayOr_ia:, ~-E'.·:·:_:~~os pacientes estudiados, el efecto 

3.ntihiperten~~~~f::~.e:.:;·~.-"~~~~.~p.·,~~Y- se inició una a dos horas después de 

la admÍnistra~-i'Órl'.fd~',·-~~a ··dciSis individual por vía oral, y se llegó 
~l •• ; 

'"' la. dtsminuc·i-Ó~"~~áxf"ñia "de, la presión en seis hor¿i.s. La reducción 

óptima.·.de_·-·1~-_.-p;..-~¿~·~n. ~r-.\:.~rtal puede reciuerir dos a cuatro semanas 

de· tra_t;amierÍto.:: .-.. · 
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El efecto antihiper_tensivo .de lisinopril se ha mantenido 

durant~ lo~.:. t~at~~i~rit~s ,.:P'~Qi~ng-~-d-~s •. Al suspender bruscamente su 

ad~inistrac·i:~n;·:<Í.:a'.· ~i~~~¡_d·~:.f~.~:~.~F{4\:~-~~ ha aumentado con rapidez ni 

ha sobrep_asado' -/~~'9n~.=~'i'é-~t'{~)á·~~ri·t'é· , sus valores anteriores al 
¡~.;-.:' -., "•'' 

tratami~ritc:i~~··, ···,,;~·-·_: __ ~· ::.~_-;:.:,'--·~,: :":''· 

Dentr~ ,~ª~~'~i'.~~7:~f,~¡fü~~2es'. usÚales de 20 a 80 mg diarios, el 

lisinopril -~uvo·:1~:·i:ntsma·:eficacia-·en pacientes hipertensos de edad 

avanzada'· ·c·¿5-;)~·~~~-;?~~f'.-~~~'~-~~i{~~-~-: en pacientes más jóvenes. En los 

- estudioS:·, C-Í'i~~~~~~;{~:a .. ~~;'.~~-~:':-.di! los pacientes na inTluyd en las 

E¡: ·\·i-~·i·-~~~>{f -.~ue· .bien tolerado y controld eTicaz,.ente la 

preS:idn ·~~t~·~:ia:~::~~~.'~ac:ientea con hipertensidn renovascular. 

El efecto antihipertensivo del lisinopril se ha mantenido 

duran~e los tratamientos prolongados. Al suspender bruscamente 

administrac:idn, la presidn arterial no ha aumentado con rapidez ni 

ha sobrepasado significativamente valores anteriores el 

tratamiento. 

En los estudios ·hemodinémicos realizados en ·pacientes con 

hipertensidn esencial. la disminución de la presidn arterial se 

acompaño de una reducción_ 'de la resistencia arterial periférica, 

con poco o ninglln. :c-arrlt>ió' ·de(- gasto o de la <frecuencia cardiaca. En 

estudios en tras la .administración de 

lisinopril. aUm.ent;f'.~'1~;:.,:··¡U'j'~·:·-.~~~Q~.íneo renal y no varió .el índice de 
. - '·r' -'.~··_; ·{'..;, .. 

tratamiento. ~on. ·. digt1:.á.1 diuréticos, la administracidn de 

lisinoprfl _se_ as?cid_:con disminuciones de la resistencia periféri=a. 



14 

y de la presidn arterial. Aumentaron la Tracción de eyección y el 

gasto cardíaca sin aumento concomitante de la frecuencia cardíaca, 

disminuyó l'a presión capilar pulmonar en cuña. y mejorar:on la 

toleranci_~· al es.fuerzo y la intensidad da la insuficiencia 

ca':"diaca. Todas esos eTectos se mantuvieron durante el tratamiento 

prolongi.do. e 4 • i.::ii. i.::s • .t.'7. a•. 

2.1.4.6. Teoría del Sistema Renina-Angiotensina 

La angiotensina a& U.na sustancia que ocasiona aumento en la 

presión arterial, y está presente en la corriente sanguínea; se 

produce por mediación de una enzima renal llamada renina. Existen 

algunos datos que sugieren que la hipertensina presente en el 

encéfalo forma parte del mecanismo de este ó.ltimo para la 

regulación de su propia presión arterial. 

Cada glándula suprarrenal se localiza en el plano superior de 

i::ada riñdn y se divid~ estructural y funcionalmente, en dos partes: 

la corteza, externa, que compone la mayor parte de la glándula, y 

la medula, intE"rna; la primera se deriva del mesodermo y la segunda 

del ectodermo. 

Desde el punto de vista histoldgico, se subdivide la corteza 

tres ::onas. Cada zona presenta las células dispuestas de manera 

diferente, y secreta grupos también diversos de hormonas. La más 

superficial de las tres, situada inmediatamente? por· debajo de lo. 

cubierta de tejido conectivo, recibe el nombre de ::::ona glomerulosa; 

las células de esta zona están dispuestas 

esferas o asas y secretan principalmente 

.:;irupos que forman 

grupo de hormonas 

llamadas mi neralocort icoi des. La ::ona intermedia, zona 
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fasciculada, constituye la 11ayor parte de la cortez• y consiste en 

células dispuestas en largos cordones¡ secreta principalmente las 

hormonas del orupo de glucocorticoides. La zona reticulada interna, 

cuyas célulai. están dispuestas en una red anastomosada, sintetiza 

sobre todo hormonas sexuales (9onadocorticoid11s), de modo 

particular los •ndrógenos, que son las hormona& sexuales 

masculinas. 

El 9rupo de mineralocorticcides participa en la regulación del 

metabolismo de agua y electrdlitos, de modo particular las 

concentraciones de sodio y potasio. La corteza suprarrenal secreta 

por lo meno• tres hormonas diTerentes que forman parte de este 

grupo, pero una de ellas lleva a cabo casi 95'l. de la activida.d 

mineralocorticoide1 la aldosterona. Esta hormona actúa en las 

células de los túbulos renale5 y ocasiona que las mismas 

incrementen la "reabsorci~n" de sodio y agua. Como resultado de 

dicho i=endmeno, los iones sodio son extraídos de la orina y 

regresan al torr"ente sanguíneo, con lo cual se evita la rápida 

disminucidn de las cantidades de sodio y agua presentes en el 

cuerpo. Por otra parte, la aldosterona origina disminución en la 

reabsorción de potasio, con lo cual se eliminan grandes cantidades 

de dicho ion a través de la orina. 

Estas dos -funciones básicas, es decir, la retencidn de sodio y 

el agua y la eliminación del potasio, originan diversos efectos 

secundarios. Por ejemplo, gran parte de la reabsorcidn de sodio se 

1 leva a cabo por medio de una reaccidn de intercambio en la que 

iones hidrógeno <positivos) pasan a la orina y sustituyen a los 

iones sodio (también positivos>:. Gracias a este mecanismo disminuye 
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la cantidad,·de. iones ·.hidrógeno presente en l~ sangre·,., Con ·io que 

ésta s~ vuelve menos ·ácida y se evita la acidosis~-·- El .,mo.Vimi~nto de 

los iones:. Na+ ~t.=~~bién:genera un campo de>c~~9B:~.?~·SitiVa :'en lÓs 
-, .... 

vasos sang~·t,flea~·:~u~ r~dean a los tllbulos del- ~.'i.fión~·:·.C·omO-re.su.lt.ado 

de ello, 'foS-- ione·s, b1é'arbonato: y ctOruro, -'de :~cat-'94 :negat1Va-,/ pasan 
' • • • " -- t " - - •• '• 

de la. or·i.na a 1-a --~¿\Í,gre. Por ii1 t.1mO, el . aU~eni·ó:: ~~:-¡·~ ~:_~d~'C'~-~t~ac·i-Ón 

de Iones• so~io .. en,·1a.sa~gre ~~~e ~~~8;ª~~;,ii:~i:rf*.i~~~c;~ls,·• de 
la orina_ a·- 1a· Bangre. Eri resumen,--:,,cab_rí.a·;~deci17.:_,que:i.la ~~}~~~'t.-er~na· 

::::::n•cr1i~gi::~r.e:ió:/~::;~?2~;º.t~vjf.:0f r~iff r~¡;~3i~tls~°:!~:y, Es:: 

retené·i ~:7~~ZH~If ;;;"~r~;'.;i~t,r~~:ó
1

~~1~f".l:.11Lerona es . b•s.tante 
compleja. Al"·.'·parecer.,:¡:·diversns ·.:mecanismos';par:ticipan en .el.la, uno 

: :' :'- ,:>·:; \ -~:.<;--,':- ;_:~~\,::~itif,.',::{,';f: .. ,;.:~:~;.<-i:::1,_,.:·<·~\:·:<~<.:::·_,, ... :. ·, :-:. __ · .. 
de los c:uale~'~:~-~<~--l>'.~-~-~-~:~f'!/_-"~-~~-rig~~t.f!!!1S.ina.·· La:'dismiriución en el 

volume~:--;:'.:t.~~~~ :~:~~~\./~,~~~~-~-;~:~~Jd~~ -~-i-;·~~~:lt:~do.·· ,de deshidratación o 

deficierl61~·:: éte'•·~·Na~~::·~Q-~'{9·1·~~~, --~>:.s_µ>"~~z-:-. dÍ_~~~-~_uc:._iÓn -de_ la presión 
... _,: 

arter {a~·,~- 10··:~~~:~~- >~:~tipr4.~#~~-:zt:'._'~~gÜnc\s :·~él~~.~-~~ :;.t-e~ale~; ·las llamadas 

e.e lulas yu>t ta.g lomf!'Ful ¡fr·e-s~: :- nli s~as·· ·ql~-e · SeCre·tan . Una ·.en: ima. rt amada 

renina. Esta·,; '.\tl·~:~~-~º~ 'J¡~~---~; :a·.,,· lá: .·· ·~·~ngre - y· 'tranSforma el 

angioterisirlógeno, ·qu.e _es -~·~a.· :~~o·i~~r;~.- ~-i~~-~~¡Íé:~,: .. pr~d~~·ida por el 

hígado, en angiotensina I, que ·ª en 
~ •' , ; ·.-:.·: 

piaSmática •. La angiotensina 11 por' acción··..,_ de: una - · enzima 
. . - :: . . .:~· . -.. .'·." ·-

a ng i o tensina 11 eStimula la pr:-oduci;.i~.n·.·.-~e/.~ªY.~res .¡caiifida~es_- de 

aldoste1·ona por parte de la ·corte·~~-"--~~P~'.~~.r-~,ri.~( y,· c'?n eÚo~ 
aumento en la reabsorción de Na..: ___ y ··ag~~'-'·>=§~··: lÓ .. ~.ue_ auinenta· el 

volumen de líquidos extrac:elulares. y_. ·9e. restau'ra la .presidri 
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D.rterial normal. El segundo mecanismo de regul_acidn de la 

aldosterona guarda relación· con ia:-c:Oncenb:ación de iorle~ potasio. 

El aumento de· esta .tlltima .ª" .e1 ),íqu~do ~>etracelular e~timula de 

manera di.recta la &acreció~ ·da la·· .a~dosterona por parte ·de la 

corteza y origina la eliminación,:. por los riñones, de los iones 

potas.io e·K~esiVOS., ~i·-fa ·cO·n·ce~tract"dn de los iones señalados en el 

1 íquido ·. ex~ra_celu_I_a~. __ di·~;·i~-~~e, máS allá de lo normal, también lo 

hará la prOduC_~i_dn <·de-: ai"c!c;Sterona y los riñones eliminarán 

cantidades de iOnes - í:>Otasio menores que las Usuales. Las 
., 

hemorragias son· otro .factor que estimula la producción de 

aldosterona e~ -la cor.tez~· su~rarrenal. t sa > 

2.1.4. 7. Inhibidores del Sistema Renin~-Angiotensina 

Derivados de la Prolina 

Un en.foque nuevo en la serie de -Fc\rmacos antihipertensivos es 

la inhibición de, la enzima·· convertidora de la angiotensina I en 

angiotensina II. Re¿ue~:dE!se que la renina es em:ima 

proteol!tica que .3.c:tll~. _iilobre,, ef angiotensinógeno. sustrato de la 

renina, dando .lugá_r>'.a la .3ngiotensina I, péptido prácticamente 

inact~vo qUe< Po:~: 'ª.~cidn de la enzima convertidot·a origina la 

angiotensi'!~: ·~I, 'péptido de potente accidn vasoc:onstrictora 

arteriol.~lr.'.·,-y presor·a. Si se inhibe la en:::ima convertidora, se 

pr:oducirá,_.una· reducción consecutiva de la presión arterial por 
i . . . . 

dismiiiucid"n de la resistencia peri-F~rica debido a vasodi latación. 
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Uno de los .Pt:""imeros Tár~acos: inhibidores del ·sistema renina

angiotensina es el Captcpril~ sUstalicia de··_, o_r_igen. ·sintético 

deriv.3da del ~~~'.~~á_¿i~,~~~-~P/~.lr~~~·~· .. :~:~ .:'.:·:,_ 
En el ho~br~.:i .. ~~·>i~·d'i~·td~'~~· ·.tli:i~~.~Í~·s-,; ·,~~~.·:~.·¿AP~cp~¡i" aÍ1tagoniza 

la accidn pr_es.ora .·;,·d~: .. 1:1a.-~:;~;:a·ngfóten.:i~~~~:<1b: .. p~~-Ci 1.<nO_ la . de la 

angiotensiná ·. II~ ._:. io'' ·:~-~~·~ :~i:.~-~(~~~~·:~~~'.;t~J~{~~yg¡'-~X~.¡:,>: de la en:ima, 
-':-: .. ·:~;' ." .. ;.,-1: '. - . 

convertidora de.:-:,, ta·:_~; P~irñ~fá.-~t~:·:: ~-~. '.:· p~~ientes '- hipertensos, la 

administra.e ión · bU~'s¡1::d1i:·~·aptO.Pr.~ 1: provoca· Un desceriso de la presi dn 

arterial sistól ¡ca~>~A-~~i¡-~.;¡'it~~;·:~:~~,~~~·:i'.i:~,~-~· 'poSicfón supina y erecta, 

que comienza-··a< c'ab·~-, ·de: -~~:~:~·~~~~6~/· .. Úeg~ af. mlbcimo a loa 60 a 90 

minutos y ~ur~ ~de ·.··2·'.·:.'.·~ -:3 hDrá.S~· Cori administracidn repetida, el 

descenso· ténsiona1-: m~~;~~o ;,~~"·~ ~;~ci~ce :a la semana~ que se mantiene 

.' ,,., ,,,.,•/ • • • r 

En tod~~·:'.Í~~-.~-c·a~~;~~-· .~la··. adffitnistrilci6n de diuréticos aumenta la 
»·,·.-.-.·.·-:··.·-·_ .-

acción antthip~rt~~·aiv'.:i .del caPtopril. 

Ahora, con ·el estudi0 de inhibidores más recientes de la 

enzima convertidora, la complejidad aparente del sistema y sus 

interacciones TisiolOgicas aumentan, se han encontt-ado otros 

f'ármacos antihipertensivos que aún se encuentran en proceso de 

diversos estudios como son el malea.to de enalapr1l (Hl(-421>, el 

ér;ter monoetil de MK-422 y el lisinopri 1 CMK-521). El enalapril se 

abgorbe más rapidamente en el hombre que. la· f'orma de inhibidor 

activo MK-422, las estimaciones de la absorción m{nima de enalapril 

son del 60-70%, en base a la recuperación urinaria, la excreción da 

enalaprtl y de MK-422 es principalmente renal. e 12 • 1 ~ • 
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2. 2. CROMATOGRAFIA 

El gedlogo norteamericano Oay, casi al mismo tiempo que el 

bioquímico ruso Tswett, efectuaba separaciones parciales de 

pett·óleo sin refinar mediante su paso a través de las columnas 

adsorbentes. (Cuadro 1) 

Tswett ideó una nueva técnica de separación que obligaba a la 

mezcla que se había de separar a atravesar una columna de 

adsorbente reducido a polvo Tino. La mezcla se depositaba en la 

parta superior de la columna después ?ª lavaba la columna con un 

solvente orgá.nico. A medida que se desarrollaba el proceso de 

lavado, los diversos componentes de la mezcla er-an elu:ídos de la 

columna a diferentes velocidades; finalmente se separaban por 

comp letc y se podían recobrar por lavado eluyéndolos fuera de la 

columna y recogiéndolos en fracc:iones separadas, o haciendo 9alir 

la columna del tubo en donde estaba contenida y cortándola aparte 

entre las zonas de los compuestos separados. La mayoría de las 

muestras de Tswett eran pigmentos de plantas, por lo que las bandas 

coloreadas que formaban los compuestos la columna et·an 

fácilmente visibles y, de hecho, estas bandas coloreadas 

Justi.f1caron el nombre dado de cromatografia a este metodo de 

separación. Tswett advirtió la separación y propuso que las 

moléculas de soluto eran adsorbidas en la superTicie del material 

reducido a polvo de la columna. Estas sustancias, que el sólido 

adsorbía muy fuertemente, no las desadsorbi. a fácilmente el 

solvente, y estos compuestos descendían muy lentamente por la 

columna. Los so lutos menos fLtertemente adsorbidos eran 
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transportados en la columna a mayores velocidades; as~ se lograba 

una separación a causa de las aí-inidades variables de los solutos 

por el solvente y el sdlido adsorbente. 

Ahora eH isten muchas forma.,. de cromatograof:ía, pero todas se 

ba!lan en este sencillo principio: oe produce la separación gracias 

a las distintas velocidades de migración de zona causadas por 

di-ferencias en las afinidades relativas por las dos fases. 

Obviamente, éste es el mismo principio puesto de manifiesto en 

el método de separación por extracción a contracorriente. La 

cromatogra-f:ía un proceso para la separa.e i dn de mezclas 

moleculares por distribución de lo& salutes entre dos -fases, las 

cuales están en contacto de una forma parecida una 

c:ontrac:crr iente c:cnt i núa. (Cuadro 2> 

Análisis de aminoácidos (1951) 

Stein y Moore 

C. líquida <1951> t-- Cromatograf-ía 0903) _. C en papel (1950's> 

Ste1n y Meare Tswett y Day Kirc:haer 

CLAR <1968) 

l<irkland 

C. gases ( 1940' s> 

Mart in y Synge .L 

C. en capa -fina 

Stahl 

Cuadro 1. Desarrollo de la c:romatograf-ía. • 7, •· 2o. 2:1. • 
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2. 2.1. Tipos de cr_o'!'á.tografta' .Ltqui~i~ 

La naturale:::a·: TÍsic:a :·de.- '.Ías- ·TaS'e·s, y2 -~1_D~.--~e.cariismos de toma de ·.:.-.. _-,,,:,. · .. ,_-:. 

contacto entre- élÍ~s~:~~---~<?dúcen'· '~-~l--ios.: ;.t:~p-~~~- dé cromatografía. 
<Tabla 1) ·': ·, :;·:~' ·· ,_.;,··, ;~ 

cro:::D:rz¡~q~t¡~~·¡~r;i~r~~~t~\;i~!~~i~:~~~~ti{:ª·· técnica, se llama 

~ ._·,-::; ·,, ?-·i·<:~.:.-. .::.·:;~_.,.::,~-:/·:::A,~:_::~?-:·~~\i ::< .. · · · 

·· ~~:~~;\~~}1~~f ~~::~1w.;:::::::~:::·:: 
Cuando la fase e·stacionaria ·:--.es .. ;un··, sólido.!:·. (Tás ·~r~p iamente la 

interTase .. ent~e- ~n--,~~¡·¡--d~;-~ y Ü~---:-i(·~~id·a·>\ el método es 
• '. - -_-'.',: 7_'·'-.' 

c:roinatograi=!~· de adsorcidn o cromat09ra'~-1~- ~Ó-lido~U:quido (CSU. 

E><isten también la cromatograf=í.a de ·intercambio i6nico y 

cromatografía de exclusión molecular. 

TIPO 

ADSORCION 

PARTICION 

FASE FASE CROMATOGRAF I A METODO 
ESTACIONARIA MOVIL 

sólido líquido sdl ido-1 íquido c. colum. 

sólido 

líquido. 
líquido 

gas gas-1 tqui do 

C. C. F. 
l. iónico 
CLAR 
c. gases 

líquido Uquido-líquido C. colum. 
gas gas~l íquido c. gases 

, .. : 

C. colum. 
c. capi 1. 

Tabla l. Tipos de, cro~.a~ografía. e :zo. ~' > 
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b. Por la forma experimental 1 En la columna cromatográfica (el 

"lecho") se halla en· un _tubo cili'.ndric·o, de ·vid~ic;; _-·~ m~tal por 
- . . .- ·. -: -. ,' -.. -.. : . . . . ' ·: ... ; ' . :: ':. ' . : . ~. 

lo general.. L.1.: crcmatograf!~ p la
0

na-:Se _.efectúa. en -una' superficie 

.·,,_: 

en. f>ilpel__ (que-.. _.:e~~~-. :io'.;;.;.g·e¡;era1_._::fact11a:-·';'por";. un mecanismo de 

partición> :y ·-~;-~~at¡;,~~~i-~_á?d::~_apa~_:fi~~'.-_((:cF.r, que suele ser una 

forma d~: c~oin~t~9Fá~:_i~-~~~~;;,-¡·8;~~~-~;~6-~;. -~ 

.. - :; -.:· z,~ <{{~:')::1:~i'J:<-,:<--~:·' 
Por la linea~ id~~--~~e·· 1-~_s.;isr:?.~~r.m~ss 'En la cromatografía lineal, 

el coeficiente de·:._p·ar~_iciór:'- o coe-ficiente de distribución es 

independi"e~te de la concentracidn, es decir, la isoterma de 

partic i dn es lineal sobre el margen de concentración encontrado 

en la zona. En la cromatografía no lineal, la isoterma es no 

lineal. La cromatografía de partición acostumbra ser lineal y la 

cromatografía de adsorción, a menudo no lineal. 

De manera que los métodos de separación por cromatografla llquida 

son: 

Cromatograf'ía de adsorción 

La fase estacionaria es un sólido que f'unge como adsorbente y 

la fa9e movil puede ser un líquido o un gas; le\ separación se 

basa e;i repetidas etapas de adsorción-deserción. El grado de 

separación depende por lo tanto notablemente de la superTicie 

activa del sólido, así que, el tamaño de partícula sólida que se 

emplea debe ser lo menor posible para tener una mayor superficie 

activa en relación al voh.1men del empaque~ 
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b. Cromatogra.fía ~e fas~. rev~rsa 

El lecho ·.-estaciÓnário'.-- es ... de ::natural~:a. apelar, mientras la 

fase mdvil es< ;---~;,-:·.'í·1·q:~-¡d~,--~~ol.ar, cuanto m..is apelar sea la 

muestra. mayor. será.~~· -~~tenc;~dn~ 

e. Cromatografía de .:'p~f:-_ti_C-idn l íquido-1 íqui do 

La fase estacionaria ·es un líquido que se mantiene fijo por 

ad1Sorcidn sobre un sdlidc inerte y poroso, en tanto que la fase 

móvil es un gas o un líquido. En este tipo de cromatografía la 

fase estacionaria esta saturada por la fase móvil y viceversa, 

de tal manera que la separación se efectúa entre dos fases 

debido a las d'u=erem:ias de afinidad de los componentes por cada 

una de las dos Tases, esto es, a sus diTerencias en sus 

coe-ficientes de reparto. 

d. Cromatograf!a de Tase normal 

El lecho estacionario es de naturaleza fuertemente polar y la 

fase móvil es apelar. Las muestras polares quedan retenidas en 

- la columna durante tiempos mayores que los materiales menos 

pola'res o apolares. 

e. Cromatografía de intercambio iónico 

El lecho estacionario tiene una superficie cargada 

iónicamente, carga contraria a la de la muestra. Esta 

técnica se usa casi e>eclusivamente muestras iónicas o 

ionizables. Cuanto mayor la carga de la muestra, más 

-fuertemente será atraída hacia la super.fic:ie iónic:a y, por 
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tanto, más tiempo tardará en '8er e luida. La f~se móvil es un 

tampon acuoso, en el que el pH y la polaridad· se utilizan para 

controlar el tiempo de elución. 

T. Cromatografía de exclusión molecular 

El relleno de la columna es un material que posea poros de 

dimensiones comprendidas entre ciertos limites, con lo que la 

muestra es r"etenida o -filtrada según sea su tamaño molecular. 

Si el material estacionario es un gel reticulado se le 

denomina filtración en gel y si es un poUmero rígido se le 

denomina pe1·meacidn en gel; pero en si el proceso de separación 

se efectúa por lo mismo, la diferencia de pesos moleculares. 

e ..,.. • , 

Gases 

gas-sólido 

líqiido
sol 1do 

Cromatografía 

ga<s-l 1.quido columna 

i1Auido
li'.qu1do 

fa~e 
química
mente 
unida 

1 capa 

inte~cambio 
idnico 

permeac:ió~ en ge~ 

fina 

Líquidos 

plana 

eKc:lusi ón 

1 

papel 

.filtración en ¿el 

Cuadro 2. Clasificación de la cromatograTla. 
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2.2.2. Cromatogt:aT!a L..lquid~ de Alt·a ReSoluc:idn 

2. 2. 2.1. Conceptos Generales · 

Para llevar a cabo la separación de una mue!itra problema por 

Cromatogra;:!a Líquida de Alta Resoluc:idn, el primer paso a seguir 

es disolver dicha .muestra. en un solvente apropiado, al cual en 

-forma ideal deber:ío. ser idéntico a la. fase móvil. A continuacidn la 

muestra se introduce por medio de un mec::anismo inyector en la parte 

supet-io..- de la columna. t..a muestra se mueve dentro de la columna 

por un ;:1uJo continuo da .rasa mdvi 1 que es impulsado poJ· una bomba. 

Algunos componentes de la rnuestra viajan por la columna más 

lentamEtnte que otrcs; lo~ componentes que tienen más afinidad por 

la columna, tardan más en salir de la misma. Comunmente un detec:tot" 

UV/VIS moni torea a los c:omponente!i cuando salen de la columna. Por 

C:Cltimo, el detector transmite señales a un mec~nismo de registro 

que gr4i=ica lo~ datos. El cromatogr~ma. obtenido pt.1ede 

proporcionarnos in.formac:idn tanta cualitativa coma cuant1ta.tiva en 

relación a la muestra. 

En realidad, la separación de los componentes ocurre, 

Tíuic:amente en l~ columna, la cual est.i empacada c:on pequeñas 

partl.c:Lllas sólidas llamadas material de empaque o resinas. 

Actualmente llama mucho la atenciCSn la tecnolugia. en los 

material.es de empaque, ya sea para diversii=icat los tipos 

molecular-etl con a.f!inidad, como para aumentar la estabilidad de las 

partl.culas en la c:olumna. <Tabla 2> 

El mayor potencial de la c:r-omatogra.fía líquida en comparación 

con la c:romatog,-a.fía de gases se debe dos factores 



TIPO DE 
SEPARACION 

C. Exclusión 

C. liquido
sdl ido 
Pase 
normal 

C. líquido-
1 iquido 
Fase 
normal 

C. l!quido-
1 íquido 
Fase 
revet·s..:i 

C. lnter
cambio 
iónico. 

MECANISMO 

Separa molét:u 1 as 
por tamaños. Las 
más grandes elu
yen primero •• 
Adson: i ón: separa 
en base a pola
ridad. La menos 
polar eluye 
pt·imero. 
Partición del 
soluto entre 2 
soh•entes inmis
cible&. "Fase 
e$tac:iomu-ia m.is 
polar". 
Partición del 
aoluto entre 2 
solventes tnmis
cibles. "Fase 
móvil mas polar" 
Iones de la 
muestf'a se in
tercambian con 
un contra-ión. 

HOLECULAS QUE 
SE SEPARAN 

Desde proteínas y 
<:arbohidratos 
hasta metacri la
tos y neopreno. 
Hidrocarburos y 
aromát 1.cos. 
Isómeros y com
puestos no 
polares. 
Monosac:á:r idos, 
Catecolami.nas y 
aromáticow. 

Herbic t das, 
ácidos grasos. 

Am~noácidos, 
Nucleóttdos. 
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SOLVENTES 
UTILIZADOS 

Tolueno, 
Dioxano, 

Acetona, H20 

Orgánicos no 
ioniza.bles· 
(hexano> 

Polar-no 
polar CAgua

.:icatonitrilo) 

Agua con mo
di-Ficadores 
orgá.nicoa 
<Hett?.nol> 

Diversos 
bu-ffers or
gánicos. 

Tabla 2. Tipos de cromatogra.fia. liquida de alta r-esolución. ' :u. ' 

primordialmente. El prim~ro es que máa moléculas pueden disolverse, 

a diTerencia de las que pueden ser volatilizadas y aún retener su 

estructura molecular origoinal. Es dt!cir~ la cr-omatCJgra.fia líquida 

es una técnica más suave que la crcmatogra.fia de gases y menos 

factible de dañar las moléculas delicadas. 

La segunda gran ventaja de la crom.:itografía. líquida es que 

puede manejar una gr-an variedad de moléculas; ionizadas y no 

ionizadas. de muy alto peso molecular, biológicamente activas 

<en:.:imas>. entre otras. 
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Una gran desventaja es el alt.o costo de este tipo de 

2.2.2.2. Términos, m.ds usados en .CLAR 

TIEMPO DE RETENC.IONJ Es el ·tiempo que transcurre desde la inyección 

hasta el ápice del pico, este valor siempre sorll igual en la misma 

columna y bajo las mismas condiciones de trabajo. En cromatografía 

de lí·quidos el tiempo de retencidn est.i dado por el flujo de la 

fase mdvil, su interacción con la muestra y la fase estacionaria 

dependiendo del tipo de separación, por ejemplo; adsorción, 

intercambio idnico, etc. Es característico para cada muestra, se 

usa cotrio ayuda para la identificación de los componentes. Se denota 

t,.. CFigura 2. > 

TIEMPO MUERTOS Cuando se inyecta una muestra a la corriente de la 

fase móvil, esta saldrá de la columna de acuerdo a la interacción 

que haya con la -Fase estacionaria, si un compuesto es retenido y 

sale a la misma velocidad de la fase móvil se le llama tiempo 

muerto Cto d tm>, pues es el tiempo cm que la fase mdvil se 

translada de un lado a. otro de la columna. 

TIEMPO DE RETENCION ABSOLUTO: E& el tiempo que permanece la muestra 

interaccionando con la fase estacionaria más el tiempo que 

permanece en la -fase mdvil (tiempo muerto). Se denota Tr. 

Tr = tm + T' r 
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TIEMPO DE RETENCION CORREGIDOz Es el tiempo de retención absoluto 

menos el tiempo muerto. T' r = Tr. - tm. 

VOLUMEN CE RETENCIONz El tiempo de r-etencidn puede cambiar a 

volumen de retención al multiplicar el tiempo por el caudal de la 

fase móvil. Se denota Vr • t=lujo ml/min x tR• 

COEFICIENTE DE DISTRIBUCIONz Es el coe-Ficiente de reparto comlln a 

todos los procedimi•ntos de distribución, también llamado 

coeficiente de partición, es; una propiedad física fundamental, es 

una constante termodinámica y mide la solubilidad de la muestra en 

la fase estacionaria. Este valor nos indica el tiempo durante el 

cu•l puede retenerse c•da componente de una muestra en la columna y 

es constante para una temperatura dada. 

/~ = \Cantidad de muestra/ml d• -Fase estacionar ial I CCanti dad de 

rhuestra/ml de .fase mdvt l > 

En cromatograría de líquidos K esta controlada por la polaridad 

del solvente, debiéndose encontrar el m.!s adecuado para una 

separació11 utili:ando desde un solvente de débil polaridad hasta 

uno de mayor polaridad; dependiendo de que tan rc1pido sale el 

primet" componente de la muestra, los valores dptimos son de 2 a 6 y 

en muestras con más de 2 componentes. el rango óptimo es 1 < d = K 

o - 10. 

K = T'r/tm < tR - tm ) I tm. 
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RELACION DE FASE1 Se denota por la letra griega beta < R >. 

(l = tml de .fase mdvill/tml de Tase estacionaria> 

Es decirJ que por c:ada sección de columna, equivale a la porción 

del volumen de dicha secc i dn ocupado por la fase mdvi l y la -fase 

e\itacicnaria. 

ANCHO DE LA BASE DEL PtC0: Se denota Wb y es la parte de la línea 

de base intersectada por las líneas tangentes del pico. Es igual a 

4 de un pico de forma 9aussiana y e& necesario para calcular la 

cantidad de platos teóricos y la reso luc i dn. El ancho del pico 

medido a la mitad de la altura es Wa/2H. 

NUMERO DE PLATOS TEORICOS: La eficiencia de la columna se mide por 

los platos teóricos, denota.dos por N, éstos miden el ensanchamiento 

de la banda del salute de la muestra a medida que pasa c. través de 

la columna. L.os platos teóricos se calculan directamente del 

cromatograma. Un plato teórico as un determinado equi 1 ibr io entre 

la fase móvil y la .f=au11 estacionaria. 

El número de plAto~ depende de la longitud de la columna, a 

mayor longitud de la columna mayor número de platos, aGi al haber 

una menor altura de plato y mayor número de estos habni una mayor 

e.ficiencia en la. columna. 

Existen varios factores que afectan el número de platos 

teóricos, como son el tiempo de retención, la longitud de la 

columna, el salute de la muestra, el caudal, tamaño de muestra. la 

técnica de inyección, etc. 

N = 16 ( tR/Wa ) :z 
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en donde t,. y Wto tienen: las m'ismas unidades de volumen, tiempo o . '"•··. ,._. -,... -
distancia ·en·· l~·/·gr.'á.f"ica. 1 .L'Os·. Platos- t.'edr.icos dan a conocer la 

calidad. de. la'; ~b·i·~~ri~·/ Úna·· ·.b~!';!na columna ·tendrá mavor nClmero de 

··:<· '.,~~~ 
platos;·-· ':"'':,':;;:_,){ ;--:;, 

··t:·'•.l .... ,, ' 

A~TURA EDÍJÍÍ¡~~E~T~;'J;:~,~~ATO' ~EORICO: Se 
-"-.· .. ·-· ·.·"-·" .j:;:.-:: 

su fórmula -.es1
1 

denota como AEPT. 

' ·-·:·:-:·_:_· . __ ,· ... · 
es el largo.:de' l~~·éolumna· necesario para un plato tedrico, es 

decir, es la ·tongitud de la columna requerida para obtener 

equilibrio de la. muestra entre la fase móvil y la Tase 

estacionaria. Un menor valor de AEPi significa un mayor namaro de 

platos teóricos por unidad de longitud y por lo tanto mayor 

eficiencia de la columna. 

F'ROMEOIO LINEAL DE LA VELOCIDAD DE LA FASE HOVIL: Se denota u, es 

usado cuando se presenta esquemáticamente AEPT en -función de /J para 

estudios de la eficiencia de la columna <Ecuación de Van Deemter). 

FACTOR DE SELECTIVIDAD1 El factor de selectividad es la relación 

del tiempo que dos picos permanecen en la· fase estaC.ionaria. En la 

fase estacionaria se realiza la separación y de acuerdo a la 

interacción q1,.1e haya con un compuesto y.~ otr.o se xe·a1(Zar,á: una 

selección de que pico sale primero y cual" al Tinai:· i.::~: s~l~ct'f~,idcid, 
.,· :. ', - ¡-_, ·· .. ·:-. 

se denota por la letra griega al-fa < a ) ; si el y~lor·:~e·· a .=···1 los 

dos picos tienen solubilidades iguales con ·.r:e.specto_···_a la .fase 

estacionaria y no se realiza la separac
0

ión, ~s< mi~ntras más 
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elevados sean lo\\ valores de et, mayor la selectividad de la Tase 

estacionaria, más f.ic:il la seParacidn y mejor resolución. 

ot =<T.- (b), - Tm ·>/. ... ( TR.<a>.:-.Tm > =< T'r (b) >(<T."r Ca)) 

' ·'.'..' » .• ;~. 

En _cromatogr:af .t·~·_,,d~f:<1 i·q!J~-d~s.; !'.>~ª·~e :.~.~.Jor~r~e_ la :_,~.electi~·idad 
po~i 

•• -: : '~ ., :;·" •" • - ! ·' .. :. _:.:: -

El cambio de .fase mó~/.1~ por ;j~EpÍh,' a~.;e~t~',;d~ <i.':': . pol~r i.lad, 

pH, y/o la.'_Tuerz~-~ Ú~nic".a~:-; -~>:_( ;-~·\··: :·;·· .. ::_\:·-:·· 

b. cambio de T"."se~ e~~:a:~i·D~'.á!_·~~~;~~-e-i\;~:~~-~~i~ ::·:de·;. -~·~:1-ú~~-~~; · var-ia·r el 

tamaño de par·t~cuía~- - ;:·<~---··· ·-:~ · 
c. Puede cambiarse ·aUment·ando o· disminuyen~o: la 

. . . - ·: -~ .. : . . . '. : ; 

temperatura, utiliz~ndºa''·~-~-.hDt-.ño pára columnas o una circulación 

de agua. 

FACTOR DE CAPACIDAD: Se .d~r\~ta por .k 1
• Es la relación del tiempo 

. . ~- - . . 
que el soluto ocupá· en' l~:;~a~e- estaCionaria y ·1a Ta~e mdvi.1. 

EFICIENCIA DE LA ··COLUMNA:· Al in·t.roduc:ir úna muestra en la columna 

ésta se. P~eserita. como. un ,_e;s~rec.ho perTi 1 de concentración (Tm), a 

medida que la muestra: s~·reparte entre la fase estacionaria y móvil 

·y es árrastrada por.-" la 01 tima ·a través de la columna, se extiende 

en una concentraci,ón ·de perfi 1 gaussiano o normal <Ti>. Mientras 

más tiempo permanezca el pico en la columna más se ensancha, 

volviéndose más corto y más ancho pero sin perder su forma 

gaussiana (T2 ). A la capacidad de una columna de proporcionar picos 
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altos y picos delgados se le· llama alta eficiencia de .la. columi:ia y 

se mide calculando.'.e·1,·núrñe.ro dÉ! Platos teóricos~· 

·. ' .· .. ,,,, '.;; ,;' . - ·.· .. ·. 

RESOLUC.I.c:>N= ·. De~~t.~~~·~,,: P~i/ .. ~-~··~:.:·,.,La;·_ ,r~~~.1·~Si1{~ '. e~ 'una . medida 

cuant i tat iVil'· de·:·1aFca·~:~-~~~~ .:~~~~· .i ie·ne•."úfl'¡3 ;:c·OiUmna ::~·-~·~~··:.~~~~~ra~ d05. 
_._;.,-,,... -~ .··-s ';;,;;<;·: .. ,..~-,/~- ,·~~~:~.'A ... ;;.'-/;;.:~ ~··~ ~~};;~-~·~tr_e ·91 · Céntro dé 

pi e os ~( ~.$.-~~'.~~~.~~:?-. i :~:r:~t~~·~;~-i~~J~~·~ ~~],~ .. ?~'.;;~·~- ~:-~r~ .. > ... . ... :-. . 
dos picos· d.ividida.: ~ntr.e··.~l:: Pt'.'.º.~e.d.io .. de· lá:s · a·Mchuras· de- los ·mismos. 

PaY:~ :··~i~.~~~·i~~l~~·¡:~~~:li~\'~S~~l,.ücf~'n· .. se utilizan los picos más 

difíciles· -c·/~.s~:'.'~d~\:J.~·~~·~{~{:;v.~~·1~:.'~~·t.~~: ·s~ pu~den separar con éxito, 

La -·résó·l~c.¡órl~,:~~:fa· ·~·~~a~io~ada con la eficiencia ya que al 

utilizar en '1a fórmula como denomina.dar el promedio de las anchuras 

de pico se ·maneja la velocidá"d de ensanchamiento de la banda en la 

columna y puede medirse como nó.mero de platos teóricos. 

Una resolución igual a 1 se considera como una separación 

t:ompleta aunque en realidad es 98Y.. Cuando R = 1.5 la resolución 

es completa y hay solo una s~breposición de·0.3Y.. 

Una forma de .explic::ar la resolución es observar que R = 1 es el 

número de picOs que. pueden, acomodarse entre los ~os picos de 

interés. 

Tanto ·la selecti°vidad, como la eficiencia N y el factor de 

capacidad k'·~· es'-tán · estt-ec.hamente ligados a la resolución al 

utili:ar' la ·siguiente ·Tdrmula: 

R= 5' < o. -1 / oc > < .JN > < k" .' 1 +k" > 
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·: .. -~ ; 

t, ~ .t.~ <f,.>, h y h/2 son la 

a.li:U~i{t[;,tal· y la· mitad ·de la.S.ttu'r.a ·de!.Í·p.ico; Wh/2 es el 

ancho del pico 'a ·1a: mita·d de-.la_:·:~{t~-~~-~-. w. -·~ ·W
2 

son los 

anchos de las bases de los .. picos·'1-Y 2 respectivamente. 

2. 2. 3. Componentes básicos de· un s,,i_S~~rii~~,~.i:-o;~a:~_o_gráf'ico 

Un sistema cromatográfica· eSta '.constituido por la fase 

móvil, bomba, inyector,'", colU~n~; · - detector y un integrador de 

resultados. (Figura 3>" 

Todo integrado por dos 

componentes, uno l l~mado -fase_ estacionaria y otro fase móvi 1. 

La fase estacionaria o .fija, es donde tendrá lugar la 

separacidn, y es también llamada soporte o adsorbente. Puede ser 

sólida o liquida. 
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La fase móy-~l o eluyente, es la que éfect(la la se!pa.ración .de 

la mezcla al ·de~P1_8.zar~e··:·.~ob~.e'. la:_fas~·-·._-F_ija. P~~.~e ·ª-~r<l:íqu~-d~ o 

gaseosa. 

·:-.··· :··._:: ·;<,.-_-- _-7-.>:.~--<: 

FASE MOVlL: ·En cLAR·! la :.comPOsii;:.ió~.\'de·:_:1os·: solventes '.p,·,:ase móvil 

que in-Fluencian·'. ::'.1~.::: ~~~~~:~¿:¡:óri\>\-''d~be'·:+;·~'.J·~~}ir:·' .con ·ciertas 

caracteri:sticas como:-.:·-~.~/;.. ··.~- .. -- ·-:·. -:. -,; ->:.:~,."' 
>'.~: __ ·, :;' ,r., ~' - ,~/ •"'.' , •. - . 

a. La muestra· de~~--S~r.: ~-6il.i't~i~~~~~:-:·1a·-.:f·~·~e ~~~~\~~;.¡~"'?Sé 1a· ·muestra ·no 

es sotUb_le :P:ued~)lre~~Pj~-~-~~·~,:-~ :ta·~·~r. :;·\~ ~~-~~-~-:~.:~.'..:'.; 
b. La fasé móviÍ debe-sei:;··~~r~·-_p-~t:'~ .. ,,no daf\ar·ta ·columna con las 

impurezas ni provo~ar· ·¡.nt·~~~e,.:~¡,~'i'a~ ~e:~~ .~·(·~ry~~i1~'1s. 
c. No reacc.ionar con eÍ:. e,;,pa.qu~. 

d. Ser. c:ompcitible. con ai: deteCt.·~r.: .-

e. Tener· baja viscosidad.· 

f. Fácfl · recuperación· de '1"a. · 

g. Estar· ~omer~ialine~~e '.d·i~·~~~:¡:b·le. a "bajo 'precio. 

h. ser de b~j:~ .~oxic'i·~-~~·.· .. 
i. c·OnOC~r· s~··:~~~:~~'·:de·.·~~~,¡-ri!~:i 6~.· . . 

·-------
j. No de9r.attar·:·o::;d(Sé:i1Y~"'-r.'::1"á·;; f-~·sa·: e·atilC ionaria. 

k. Tener·· -~-a ·.:;~~·~~'}~~_¡:~~~'.~;·~:~:,~~~~~:d.a ·· ~~ra permitir la retención 

. c~·nve·~~:e~t'~ :de''. .. 1r·~~~~.:s·~ .. ~~-\~~< ia-'-~oiumna. 
. ,,·~ .· . ' 

i. Valore~···~~·- k·~·.·~~.~~·t?~~::~~i;X:/r~:;;~.-~~ ;.P·~.1.ari.dad del 

controlada .P:~?:~.~~f·~:~~:~·1'.h~~:~\~r.~~, -~~:· .. k' entre 

solvente debe ser 

2 y 10. k' es el 

fa~·t~·~: d;.Í:·~·.;p,~~-~~~·~~(.~~~.:;·~~-~:+\.t.a_.(~i·~t:ribuc:ión de la muestra entre 

la. Tase ·es~a~·i'o~~,~~~~·::Y .. \~;··.fás·~:··m~v)i. Los valor·es de k' menores 
--, 
'casi no es retenida por la -fase 

.', ... :·' 

estac:iona"t•ia de:"' l~ c:olUmna y da como resultado sepat"aciones muy 
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pobres., Los valores de. k' mayores de 10 indican que la muestra 

se retiene ·excesivamente por la fase estacionaria de· la columna 

y d~rá como resultado un tiempo de análisis muy ~argo. Por: estas 

razone~, es· necesario ajustar el valor de k"_ en .ese rango, 

mezclando s~lventes de dtTerentes polaridades: 

m. ·La filtración del solvente antes de que entr:e a la.bomba es una 

que la contaminació.ñ de 1a:· bomba por 
. . 

etapa importante, ya 

partículas, daña el funcionamiento ·de laS· v'ái'Vulas ocasionando 

esCUrrimiento o _escape de Tase móvil. Esto. cambia la velocidad 

de -flujo ·Y reduce la rePr_od~C:.i b.i 1 ici"ad de los tiempos de 

reteiición y de las áreas d_e_ los picos. Ade:m~s, las partículas 

pueden ".'~'l:'~r la" -~up~_r-ficie· del pistón de la bomba 

permanentemen·t~~ '- .-

n. La -filtración de la ·~uestra, ya·que las· Partículas disueltas 

o suspendi~as da~~n resultadOs poccis satisfactorios y dañarían 

también la columna. 

o. En muchas ocasiones, en especial con fases polares existe una 

marcada tendencia -del oxígeno y otros gases a disolverse en el 

líquido,, si estos·gases se degasi-fican dentro del instrumento y 

forman- burbujas, pueden afectar seriamente el -Funcionamiento del 

detector y ·1a eficacia de la columna por lo que es necesano 

remover estos gases disueltos antes de comenzar el análisis. 

· Los sistemas de solventes más comunes son: 

a. F'at·a cromatografía de adso1·ción: hexano, cloruro de metileno, 

cloroformo, metanol y acetonit1·i10, comdnmente se usan mezclas 
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binarias de éstos solvent~s ·.para:;· .obtel"ler un valor de k~ 

favorable. 

b, Para los empaque~ de: fase r~vet·s~::-~~~de~ l~~·~~~·e· ésta~'i.~nari'a es 

no polar~'.. ~a. _f~S~~~\ ~ó.Yi i'.·~-~ d~~~-. é Ser \-~_ol~n:~:): Íc"~.':.:~Si~temas de 

solventes má~ ~~:do~, 5~,;,j~~:~~i}~~{~;-XJj~~;:~r~&~~~l í.;, ~9~a,· · · 
e. Para i ntercambio--i ónices·-.e 1·::so1 vente~::( es ~-agL1a;_r.\·· Generalmente se 

·'---:.-· .'.:'. <¡ :-::': '/. \','~'.~.;:?"~'i,.~.'2;'/,'.·~Ji:t:-i ~ ;, ¡:t~; .:i.{·~~,-~-0:~-if:~·f ":~;:;, . :· .. . 
usan soluciones·.amor_tigu.i\doras.: a~.pH ;,y['fuer:za··. ~ 6nica controlada. ·.. · .:. ·:., .<."> .2:-->-~~~~-----~}?.'··:.~~;~-~~::.~-~t'.f!:-~;_';)\'.f~~r"::,~::.·~ : .. ' 

En, la cromatografi'.a ,de:· intercambio:-.i.dnico·'.'. se usa comllnmente 
. . '·t .. ·.¡ .. 

la elucidri por: 9rádiente,: .la; cliál;. va· acampaFlada de un programa 

para el cambio ~~··:.:·~~_;-;~~~~~~'~c. :1:~
11

~1.·~~: de.1· ~olvente durante el 

análisis~ 

d. Para cromatografta de perm~~cidn en 9els la primera 

consideración es seleccionar el solvente que disuelva 

los pol,meros de alto peso molecular. El tetrahidrofurano 

y el tolueno son los solventes más usados~ 

LoS solventes usados en este tipo de cromatografía. deberán ser 

siempre grado HPLC. e ::10, ::11, za, :z~ J 

PRECOLUMNAS 

Ayudan a la mejor separación de mezclas de difícil resolución, 

éstas al igual que las columnas pueden tener diferentes fases 

estacionarias para brindar una mayor versatilidad de la técnica de 

CLAR, por lo que, las precolumnas pueden separar compuestos en base 

a su pe<So molecular, en base a cargas eléctricas, en base a su 

coeficiente de distribución entre dos liquides, de esta manera se 

puede obtener una mayor eficiencia .en la columna analítica. Las 

precolumnas también se ut;.ili:an con frec•..1encia en cromatog1·afí.a d~ 
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. ·' -· "' - '" -
fase invers-:a, para ·eV1tar.·);¡·ue/··.1·a .f.B~e,.md~'il .disu!=flva ·a ·la fase 

estacionaria dJ·· 1~·c.;lu~na'~n~1Úlé:a1 ell'ecte~as~la p~ecolumna, 
esta empac.iida · '. ce~, · ·'.·I ~·.~;, ~i?~·a<./fa~~ ·, est.·~~:~'?nar,~a .:~·'.de. - la ... columna_ 

afnaaseli,tm 1d. cvai··.,1.' ,.:.:~eevr .. -.-ºi-~'.:t~~~:a: ~n .. :: .. d:~o-~? .. _:ªa~;; -.: r·.r .. rq.:, ~u}e.':.-.:.:;';.~,o~-nl:u~_;,,~b~ni;;lii~t'. .. ~:.!'ó':;.·~-~-~~-::~.~f~~ ~~-·~q~~:.:,:_·.~~-~·:--.i~-~-b.~r~- . 1 a 
. lL - .. i;a:: f~~~if-~~é~~i-b"~-áFiJ~, de - fa 

colu~-n-~, ·ana~-.~-~¡¿~~;~·:::( :z~.,~'~~-::}~_~,~~~:~~~~~}{;,:'.~·H:'.~}~::' ,., ;l:: 

COLUMNAS 

La columna es la .. Part~\"má&-,.·{~Portante de todo el sistema 

cromatogr~:Fico, ya· que ··en·_ el fa ocurre la separación de los 

componentes de la mezcla en estu.dio. La columna está constituida 

por un segmerito de tubo de·material inerte, que comúnmente es acero 

iilo>ddable el m4s utilizado, de diámetro uni-forme, resistente a 

altas presiones, coñ una longitud de 10 a 50 cm en promedio. Las 

columnas más e.fic:a!=es son de diámetro pequeño de 3 µm, 

Las columnas ,.utilizadas en el sistema de alta velocidad se 
;, ·: " ·. 

basan en eHtensoS eStud.fos teóricos sobre las venti\jas de las 
·"···' . '• .. 

partículas · m.áS:}pe:q4;_~.i~t-~v·á·:' qúe. con -esto- se ha establecido que los 
-e -- -·-· ,--;c:,~ .. ;,r;?,\.·':·:- · · · · 

menores AEPT,·, :se.;;:--·obte~dr':ian.::.~·.usando partículas muy pequeñas e 

inc:r'em~nt~~,:; d~~.';?~~~~11-¿~.~;;~i;~;~~.°_< ~;--·10 largo de la longitud de la 
-. ···:·-;··-~ ·:: :::.':.::".-:\;:: '.: ;~2:> .::,.:,:, -_. "- ;."~ ,· ·i:. >' ~ :~ " .. ··.- . 

columna~."·'La:· redUcCidn··'c!e;:,1a~·.1o·ngitud~'.de" la columna y del tamaño de 
-~.:,~-... ,.:.-."/,-.:t-,:~: .'.E::·.:~:\_;;(:\;-::~·~·. ;.:(~r. ;',:_.'. ~.: :_-:·:~; ·. :.> '.. · 

pariícul_a prOdUce'.i'.:lci.~!diSmi¡-lt.icfdíi,''~deI::Volumen muerto lo que supone 

~::o:ees~u~c~i~~\ici~;~~~~!~~;::~~{~ii~~i~~v~s y tiempos de retención 

Las partículas::menor:-es·~permiten.'una e-ficacia mayor por unidad 
., .. ,. ·'·' .·.····- .. ., __ ... " .-« . 

de iongit~d, d~ ,~~·i~~-~X~/;·c~~\;-6·::·-~~~ .. }~~---columnas de alta velocidad 

m.is cort'a~ airee:~~ ·--·~f ¡-~:~~¡~·S· )-gu:a·'¡:~~~·. -O superiores a las de los 
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sistemas conv'enciOrlales. Üna verltaja· iidicioiia'l de lá. ~tiúZ.ició"n. d.e 

pat:bculas p~q·~:~ña~ ·p·~·,..~: anÁl i~is. ,.·~p_idO~. r~:~u-i~a: :~~·¡(~e~~,..:·:iérm·{~~ 
· .. ,-· 

de la resist'~nci·a:·:a· 1:!. ª.:;t_r.án~f~r~-~~i .. ~---~e· ,~~-~~~- .:~~--~~:~>~~~-~i:i~li ·de 

~::er::::::' ~~.·.:s~t;°i; ~::"::i::á1 :r:s•·:e·.~0¡:~t~K0Jlt:P;~~:~~~1m:~~ 
las·· coiÜmnas ··.de·. parti~ul~s ·p~·qu~ñas tod8Y!a· ~ ·op~;.ca~ '.,:~·'ei·~a-: de ··sus 

eficacias ópti.TiaS ·.y·; por tanto, SUS :.:FirOP'fedadeS:\'~úi=erent::rái~s ·con 

respec~~ - ~,, las ·col~mn~s- cco~~·~,~~¡'~~-:·i;~:;/)~·;~·:i'.ló.~~;~~r·~~;~"· . :~'ne luso 

mavores. -· ·· - ·-.---. · _._-.',;:_':,'..~!"-,,::;.>._y:~·-~ :> .. 
·.-,__ " ... · - .·. ,:\--'./~~-:~\;'.(L·:.:··_:~t.:~ ..... ~<::~) - ,·:·· 

.Las c:oiumnas de. alt~ Velol::idad-~también'.~o-fr:-ecen -.~-i9~i~i~·~tiVa~ 
ventajás cuand~ se oper~ :en ~ .. ~N~~~q;;¡~~::i'Ui·;;¿;~,~3;:LJ(:~""+" 

.volúmenes ·~u~;.·tos.'. de ·;:~~~· .. :.Columna·'",: p'e·t:-mitf;~)'.-.~quei'--'"e(. :·ti~~-~c,- de 

reequilib!·ación de ·';l:~ "~:{:-~~-;;<~ ~d~ú'-·· :b~A~;~J~:~·~t'~ ;;.~~~~~\<·~~~6~:::;_:d~ - 3 

minutos, -·por_': Ú> ta:~tó··~ ~~---~~.d_UCe'~,'l-~··~~ú)~'~·~;~-~-t~~ :-~l ·\l~~~:~--\'~~~~/_::~C·~~~-~- :. 
El pequeño ·VolÍ..t~~·n·:: iñUe·r·to~/dé'~---1a·:'_"c:ciiu'm'r1á, :>1¡_._··a1~·a·>e.fi.C.3cia y·· 

pequefíos volú~ene~ "d~ ·· -~-~'~·~¡;~:~~'~-~-~~-¡ ~~~- ':q~;f:. {~~-.._:: ~n-~";-¡~:i~ 
-·. -· 
-~-::~ita 

Natu~a_1_men~·~', ~-l_~s :,~~~~~:í·~~,1~~ -;~~~~·ore~ · riecesi t~n:· ~~-í·~·as .de ~~-~e-si_~~ 
superiores par'a.ma·nt·en~r:·1'os:-FluJos'deseados. ' 2~·: :s:z.>:s:s:·; :'· 

Para Una 'c:ol~~ria. d~da~ si la· v~scosÍda·~ e~~-}~·~~-u~~-i/'.,:~~'~:- misma"· 
.. ' -· .... ,'' ::.~ 

ca1da de· presión produC::irá una mayor velocidad. d_~",la· '.-Fase "irii:svÚ y 

por tanto un -flujo superi·or. La alta a-ficacia. '10~·.-flu'j6s· ~'1tcis y 

el peq~eño volumen muerto producen un· resu1t'ado _adi'c'i.on_a_Í-:" )a· 

anchura del pico se reduce signi-ficativamente; _esto supOné que. la 

al tura correspondiente la misma cantidad de -muestra· es 

incrementada o, dicho de otra manera, menores cantid.ides darán 

lugar a picos de la misma altura que los que se obtendrían a partir 
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de cantidades super.ior .. és 'en un 51.stema co~vencional· con·.una columna 
' '.. .·.• .. . -· 

convencional~. A'demás'~.: la. mi.sm~.: c~·~ti.dad .'.d~ · .. U~ -,~oin~~nente de una 

mezcla· estar.á. en\u~ ,;6iumen'm.eno~~e fas,9~·ó~l 1/'. ;~ ·ccmcentraclón 

en s~ banda ;:~e!: ~e~~¡, ·.·:él·-~¡~~m?Jl,~tne.7 .. ~.---.dtee···~·'.d'-~e:~tre:tci~~l-~d".'.n· j~s_:j:e~:~r-tá:~~ ú~~-.:~~:zcia- ser.i mayor¡ 
como re~~l t.~-~~~--:·: - ... . · -~'Uy · b~J~> a pesar de la 

reducc(d~~ de·1 ~~~·ma·fi·¿(';:t~,· m~é~·tr~.<: ·e· J~:~' ¡,~:i~}¡:-··;, ~-.:' 
""·; .. 

. L~·s·: efiC~ci~s: ~iá'Si·a'ú:·a~>·/')'Os'J~'t'i~·m'P~6>d~ r'etenció~· más cortos 

dan l~g·a'<:-~---~~~:.s~~~·~:~<~.-~v~~~~~~" ~~:: ~~--~~~:·~:~-~:~~ di!. _P.t:~~~~cidn de ¡ÚatoS se 
i ncf-ement~ .n6t'8b1~~~;,t~.'.-

Se han, ~~~~:~~~-~~~-;·-~.:¡:~ni~~-~ -:de r~t~Íici·Ó~::~lt::men~e-, red~cidOs. y de 

análiSis ·_dé :··~lt~·,; ye.~~Cld~:d. :·~at~~aÍmente_·~-el·::·.··~i~:~·p~·~ es:. r~lativo:. 
. . . ' ' . ; 

mientras _que::·:-eri·''.g~n"er.iil podría ·conGider.ir que ·un·.1.:lnáliSis se 

lleva::a~ :cab?··:¡¡;n· .. me~~& de ~-~ ~-inU~O' .c~-~nd~:-'· ~~r:- ~;~'-~·1Í-~a a cilta 

veiOcid~d;·;~ ~ . \,-~~·~~·:\~n--'.'_:~:~~-m~~~c;jr~~~- _que ·.·~¡-e~~ ·-_1u9~1· "en cinco o 

inCl~so·. ~-~ -:~-~'. ~i~;~;t~~- ~~mb,i~n.-1~.e~~e-~~~~~..:-:u'.~4_·- ,m~jora importante, por 

ejemp ÍO_,-._ :~i'· .f'.~·: t:i·~m-~.~- _;d~ :_~-~á1 i's~s_-_'r~~~~;.·ido anter'iormente era de 30 

mi~~to~·o:un~·:)~~~·-~: ·~·espe~~.i,JAment:~l~·' ·.~º· 

SISTEMAS DE 

En todo ·.sistema c~c:imat"~:lc;j~áfi~o. _la bomba es muy importante, ya 

que ésta reali:a la· -f~ncidn de-- proporcionar la 'fuerza neceas.ria 

para impulsar el liquido a elev"adas presiones. 

Las características de una bomba som 

a. Debe . ser químicamente inerte y capaz de man9Jai--.- los 
0

di-ferentes 

tipos de solventes. 

b. El sistema de bombeo no debe generar pulsos que ~e. tradUzcan cin 

un gran ruido por el detector. 



40 

;, ' .. 
Debe producir .alta pt~e9:i6.~.' · Sooo pSi .es sU"fil:iente··Para llevar··a 

cabo la ma"yOria~ de_;: las :>_seP~r-:a~)·~-~~-~ -:··~::~.~-r:o:~'.~f~~-~á·~·¡'.~~~--· ·con 

velocidades de f.~~jo;~n.i~:.h:l.i.~tr~>'.·fs~'~~!.};+~:/ '.· <· .·• 
d. La velocidad de i=Jujo.;de.·l~ .. :bomba,1 de~e':ser. 1,reprodu_cible.- Es· muy 

:::::tant: {:ue~~e~:~~~p~f :]e;~rf !~lt.'i~1K~·~z·1;~ ~~k~if r~hj~ le• la 
• 

1 
~--ti_~~~O~j~> : .. _:',re~erctdn 

reproduciblés.;~::-~- ,· ,, -. -~\-~.;;,. --;:?.-·;:: _:~:-·- · '': ---:. ; :,. :\.;· ." .. :.',~-~~:-;·: 
e. Un mecanismo que ,:p:r~;it

0

~ recicdar' ·'1á mt~strii. ·~··.·~~·~vés de. la 

columna. para i~crementaf- -. i~ · re&aluciÓ·~-_-

f, Capacidad para poder ·cambi~r de· un sistema d~ 50lventes a otro. 

TIPOS DE BOMBEO 

Los sistemas de bombeo se pueden div_idir en dos grupos; de 

presión constante y de .flujo constante lo desplazamiento 

~onstante>. e 20. :zt.. ::s:s 1 

a. Bombas de presión consta-ñte · 

La forma ~ás ·•;':'c·'.N5.~f°?':'~• bc~~a de presión constante 

consiS:~e ,en ~,n'.tú~.º·.'·.~~~«~~-~!"-c:':·.irio~fd~ble!-.e~.'.~orma ·de áspira1 con 

Tase .mov.i1· eñ\su.'.'.:i;;:t~íiO·~·J:_.á:1\'t'ú.ii---en u"n ·. ex'tt·emo se le- coloca 
.'.·.:','·f.."·.:-.:.; .. /,,.'''.'•'.''""' 

c:uunaan·d_:c0·.~.:·e~~l•.t.tu·ª:m;:~:1: .. Yn;·_ ... 1.·;~~ ... ;~et:~:r\0·;~º.:~.,;td/e,:;'::. ~.·1_,g~ta-.s~~~o:::~~·~;-.con·~~~ta.' a una fu-~nte de· gas. 
- _ ::i.7"~.·-.. -~c_ci?"ª·' el· gas desplaza a la 

.:_-_,>):: :·.~::>:.':SJ:.t}'· . ~-. ~ ··· 
fase- ·mdvi l ~-- -Fprzá.rldola"·PCr.:ef' Jt·~·te~~~ 

Existen···ot>r~;bombá~-}~~ ·:p.resión ·constante en donde el piStón 

se ,-e~~~~-~tr-~::<~~~r~'. el g.as Y' la -fase móvil. En genef-al, las 

bomba S. constante tienen las siguientes 
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características. 

1. Cámara de TB.se móvil: de .. volumen limitado.· 
, ... , ... , ::; .......... ·,. :·: 

2. Para una pfesid~·>-~Ons.~ant'e·.·de::1a bomba, la v&!locidad de 

flujo del si;tema:.:~~~{·..;.·.:con cambi·~ 
.' .. ''··: .. -.-......... ·. en'; lcl co'mposi~ión de l"a 

fase 'inóvil~:'.en ,,;;.la':· .t-~mperatura,· ··'vi.s17o~id~~,· -'.:resistencia 

generada··:··, Pa·r ·:·-- i~ -.~ c~l\.1mria f(.f·i i:tr~-~ --~b~tr:u/~~S> -~ entr·e ·otros 
Ta-et~-~~~;~·:.,::·: 

: -- '-,~ ·.,.:. :._ - ' '_._ ·, 
ta"rito~., es- nláS fácil de darles servtc:=io_ y son· menos costosas. 

b. Bombas· de flujo constante 

Estas· se pueden subdividir en-dos _tiposr 

1. De cámara reducida o tipo. jeringa; Mantienen ~onstante 

la velocidad de flujo, la forma más simple consiste en un 

pistón accionado por un .tot-ni,llo• si el tornillo se 

mueve a uha velocidad cons~a_nte·_ el_. desplazamiento del pistón 

ser.1 constante y una vez , que el sistema ha alcanzado la 

presión de·· operaci~n, -~ la velocidad de ·flujo será 

c.onst~mte, -y-di.O" ta:inbién-·flldos· libres de pulsaciones debido 

a su acc:~Ón. ttPó' -~-~-~i':~~:~':." 
···:::-· . '' 

Estas bomba9 ;::~ pr·esentaii una desventaj '': lieni:11 
. \,;,_•_ 

capacidad (~~·i:~-~~~;~{;S~.6·.~~-iido que interrumpir el flujo de 

la -fase m~~i_l . .'"'-5!~,P~~~ :·.'~·- ~o-1 ver llenar la cámara 

despla'zar '·. n'uev.l_m~~~~·: más volumen de -fase móvil~ 

ac:tualinent9 ·, ~st~:_'·. ,~'.~~·t.ipo: de bombas se utiliza para 

gradientes permitiendo una buena 

reproduc:ibilidad en la eluc:idn de muestras, y además 
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son t·elativa~ente costosas. 

2. Con cámar.a. 'de Volumen in.finito o tipo recíprOcor 

volúin~-n~s'.'.'.C:b'rl·StkMieS~~>'.dii · .. disolye~te, en -Forma·. a1·t~r-;.¡ada 
. ,;· :~-.i··t "" . ,._,• '·;¡---:·- ·. -·.-·. '.,_ .--. .-··· .;,:~' '. :, '- - _.' ··, 

pat-a pe~mit)~~.;_:e_~ ·: ifé'ña'da-_··'de ·las m~smas, miéñtras· Se ·b~~b~~':1.:,.:' 
. ""·" :·-··'.-· .,, 

-Fcls-e' : m'ó\d úf~~'.á_~~ t·~avés de 
",' '? '1,' 

tipo· ·.r'dé?-~~~bó-~b~'S:·.: es que 

la columna¡ la. desventa~_á. ~.~e:,_~~.te.

se obtienen pulsacione·s·,;:5{r~~-:·sa·: 

coroca ~~,-·~~;6~t·{~uador, es decir, un 
~ '. ·. : :, . . .. 

pO'dr:ía _. ·-~-~~~~ru~pir la 
si~·mpre ocurre, debido a que el ci-0~9.tdQ1:.aro . de 

· equipado con aditamentos qu~ corrigen 

estos pulsos, y por otro lado, al pasar la -fase móvil por 

·· 1a ··.'columna-,· · 1as part iculas de adsorbente, por la misma 
.. : '.-,. ..• 

;.e~i~t-~n~·~·~._.: :al -flujo que ofrecen, van atenuando las 
,_ ·.· .. ·'.·-:·;,,, ..... 

p~~':1~~.i~~-es ': dentro de la columna, de tal manera que se 

Obtie11·~_::a .. ·1_~>~_~Íi.da~. ~-e la'. misma, un -Flujo más continúo • 

. • . . • • ."'¡:~~ '} '.;::·;~.! .. :::.~~:: ·::-'.í: .:: ~- • 
. _:···:::·-;·::t.:f::-·~:.~> 

La separacio·nes~C:~~matográTicas pueden llevarse a cabo usando 

dos té.¿~i~~~':f':~·~·--~1:~:~~~~~'~tt~;~,·~·~;?crl~ica y la de gradiente. e ;zo > 

La ··~·l~~;¡:Ó~1~~j:~¿~·~·jf·'i~~'~;~·~'· .lleva a cabo con una fase mdvi l de 

ccmpos'.ci~%~~~~~~\~f:;;~Y~f~~r:toda .la cromatografía. La ~ase móvil 
puede ser ,·un :solo~·:solvente.~o:una ·muestra de vat·ios solventes. 

•. ... '-:. .. •. ",«· -·~''· • ,,,.;".!,: '. ' . 

. . '~ .... ;. . 

del sol\-'.ente' ;: d~ra:.nte ~{ tieÍnpo que lleva cabo la 
cro~at.og~afía._ Generai'nlent.e se usa un programador para controlar 

las .velocidades de flujo de dos o mas solventes para llevar a cabo 
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el gradiente. e inclusive algunos prog.r'amcldoÍ"es ·permiten el lavado 

del sistema con .un s~lv~MtE!. despJé.9:',,~e:tiab~r·~e. e·.f~ct~ado la eluc:idn 

por gradient~ .y :~-~~gura~· d-~~.·~~{-~t.:~~~~·r·i~··i~:\~:~·Pr~~Uci~i 1 i.dad. 

La ve~taJ·a ::~~"/<~·~.·~~.i·~~i~~;:'.~~{;;~.~~-~-"Í~~,~·~;fu'. e-~f~-'-~r, · ~.ª. obter:ic: i dn de 

mejor r-esOlu~~ ón·· y -~Ía-! -~~~.~-~~~;~!:::~~;_·~á-~\-~ tOdoS' ,~:'.-~-~-d~~ ~os ~om¡J_onentes 
de la muestra de,'.tª· co~~:'7h}fr{;Vii::"Y ':'!: ;F 

. '' . '<>"« :.,: ,: ~, •. ·"·0 -. ;:~:t<\, \:: ':.~; :_., 
INYECTORES·. • ,','.;}{ .é·hf.0,;{f %~JJ&ít}~i'. i_:• .;~;; •• ,. . ¡. 

Exl.;t~n · dos~mét~~os pr'.Qcipales:ipara:·.introdÚcir la muestra en 

~~~::~~~~~~~~h!11~~i53::~-~:~~~:.~ 
en la ~01,umXü~~~~~~"~rs~1~.[;;~6~;~'.~~:.ri,j ;i,~~º v el prooeso de 
separación. comienza.~~ El; inétodo~·más>comOn:· para·· introducir la muestra 

e& usa.ndo·=~~:~~{~6~:tHfri~~~W!{~~~g:~~~; 2 ¡:, 
El':, 11 loop 1!_,..;·de~ .. ;la·.~mue.stra·:se· saca;·.del!'..fluJo cambiando la válvula 

a ia Po.siC:idn~:d~'.~~~~~·;·~-~.:;Er:-~~-~-~-~:.:~~6:~·~,~dn··~~. f-lujo de la fase móvil 
. ;·"':!"' 

pasa a·· trav.és · de~·:;·i'a :.·Vil vUi"a: idi~eétá.nlénte :,.de la coluinna. Ahora es 
..• 1-. ;•'. 

cuando, se · ~-ryt'~a·d~c'e.,:_ia :·."m_l:lª~.~,.~~---~~.;.:.'~·. ~oop~~ ··de la .válvula, usando una 

jer. inga. E;l. ''. l00p·~: 5;ie: .. PY.e.d.~.: 1 ~.~~-~t:·~ pa1~ci_al o·. tot;almente, pero si 

requiere preCisi·Ó~ .. se."V~~~-~i~~~d·~. __ llenarlo totalmente. Cuando 

cambia la vá1~u1a con fa \nu~'st'~'a· a 'l~: .. posicidn da inyectar, la fase 

móvil ahora Vi ajá.· por el: 11 lOOp ''. Y_. lleva la ~uestra hacia la entrada 

de la columna. El -flujo de ·1·a columna sdlo 

momentáneariiente p~r el ·C~mbio .de posición de la válvula. 

interrumpió 
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En la actualidad l·á:·{~y~~Cid·~·:d~ la muestra se puede hacer en 

Torma automática. ,·.Ar:'.~,~O~.~i·~:1~e~;~, los inye_ctores automáticos 

consist~n de ·.-un(\1ái~~~-~-~->~'e·-::;·-iñY~~-C:-i_~n_·-:.a~t~omática, un sistema de 

:::::::ardef~~::iC:J:~if ¡'6;~~~l~~ftí::l~:o:
1

~:1r:::::ci::~ :~:::º:ª:: 

~~:::~:~~~:i1~if i\1iif ¡~4re:E:~.~:::~:: 
~,\;··~·:,-·; "t~I '•t1•:···:·'•• ~;~:';~,~~::•C 
. ·•: : ! ~~> : .. l~:;~ 

Existen p~i.ncipalm·ent'e~~J\lnéfodÓs·:.por· medio de los cuales los 

sellar el vial que·~C~h'tf'~hé:'j~.:~~e·~·trá. cuando se lleva a cabo 

la ca~g~ :d~ · ~a·:-.mu~.s~:r,·~~<-~-~~-;-~'~uJ~ .. dObte· pasa a través del sello 

Y el'.· aií~e<.',' pe~St'ijf: i-~-~-~-~:~'U~O.~dB~~ l~s ·conductos de la aguja. Este 

aire: prési..lr\Z'.i~:·::éi;;./.~·i"ai\~.: Y~ ~:·¡;b·úg~ a la muestra a sal ir por el 

2 • ::::~:~.~O";J:~{~~iii$t!~i~~::{:,: 1

:e vá~:ul:~estra se hace por 
succión S"e._uti,l~;t~;::ya;,sea~ui:i''.sistema de vac.Co o una jeringa de 

::v::t::l~:~ff~I1A~{~~;i~f'~~º# ~~ntienen la muestra normalmente 
. >!:·/ )·.;,~: ;1 ·~::::~; ;~:: '< 

.>. Con jer"inga:'~ ~:~-·~~-~~/i.~~~\-~··~a.Jeri.nga para CLAR. La jeringa 

~s. a~~6~·~f·-¡~~:· ;/· g~~~r~/~~'~te puede ajustarse ·para· dar varios 

·vo1t:imeñes;·-~s.i'n c·á~~i-~'"~.-«~ .... Y~. sea 1a Jeringa º e1 "loop" cte ta 
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v.ilvula. Los viales .,de la muestra pueden estar sel lados o 

abiertos~ para· este --~é~odo. de introduccidn. La aguja de la 

Jeringa' ·ant-ra ·en_.- 'é1 :vial de la muestra y saca el volumen 
.. ·, .. ·~ '..' --- ,. __ 

requer:i"?i:(:de>)~. -~¡}~~f"'r~/ l
0

ueg~:»la Jeringa carga la muestra en la 
··,' .. ··_, 

v.1lvu1a· ·de' .iny"Etéci"dn./i .. d'é·, ia iñf~ma manera como si la válvula se 
-· ... , .. "'" ,• ,. .. ' ' . 

usara en for~a ··_man'~á-~.:~_>f-~."~,~·--~~:r1~~: i'S: válvula es accionada y la 
. . - . . . . . . . - ' .. ;.\ , ' . ~· 

muestra· se. introduce: en :-1a·-columna·. 

presentan manejo 

DETECTORES 

En CLAR, un detector es esencial y debe se1· sensitivo para un 

monitoreo continúo d" los efluentes de la columna. 

Desafortunadamente, la sensibilidad a las bandas efluentes puede 

ser difícil, dado que las propiedades físicas de l.;.; .fase móvil y 

los solutos a menudo son bastante similares. Varias consider·aciones 

han sido perseguidas en el desarrollo de la moderna cromatogra.f:ía 

de líquidos en sus detectores. e ª• 20 , 

1. Medida diferencial de una propiedad de cantidad de soluto en 

volumen o general de la muestra y del solvente. 

2. Medición de una propiedad de la muestra, que no posea la .fase 

móvil. 

3. Detección posterior a la eliminación de la. -fase móvil. 

Un detector:·.,i dea1 ·p·ara .cromat~·gra.fía de 1 íquí dos sería uno con 

las siguíen.tes ~ár~~~~,~:"i'~~·.ic~.~~ · 
a. Ten"er ·~na ·_a·l~~- 'Sér:i.~°H:>i~¡ ~-~~d. y la misma respuesta predecible. 
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b. Responder a todos los salutes, .º de otro.inodo 1 ·' especi-Ficidad 

predecible. 

Tener un amplio rango cte linealÍda·d. 
•. .·. 

d. No ser afecta.do por cambio$ e-ri -. l'°".-: tí!mP~t:~tUr_a., o er:i el flujo de 
. · .. -.~., ~,· . 

la Tase móvil. '.:;<::;· ',,-::_'~>: 

Responder iridependientem~·nte. ~ la :fa~é :m·ov·ú' utiÍÍZad~.' 

g. Ser confiable y converiie-~te'.::~'.~~~~-:~-~~/~',;'; :;:< ?~r~_:--:,~·-· 
respu~Sta: qu~\~-~iñent·e · -l l~~·~·l·m~~t~ . ~~~ -la- éant i d~d, de 

-:·,,::·,°". 
h. Tener una 

soluto. · 

i. No ser destructivo._ 

j. Pr:oveer inform~cid~ Cu·~~;~~~\~~ del pico detectado. 
. . . ' . . 

h. Tener una ~espués1:a ráPt·d~. · · .. 
·.· - ., - - .·.:;< _. '> _: -;_ ' 

Cuando· se evalú~ u'n· detecto'r'-,-~:iara~~c:ro~~togr~~ía· cte' líquidos, 

·~onsi·d~-~~~·~s' 'p,a~{ ~~ie·h~r:::- ~~,u.so óptimo de 

estos apar~~os·¡ ·-. -: :.·:>··.:.(::- <;~: :>··· ·,~·{::e\~·; ·~~'>;.e ~,~\::;~ 
En __ ·~r-:i~e·r·-· l~,9a:~~~'. e1/ rLri'd~~~~~~1·;~:_~~-~~~~~:~~~~-~~~~~'.~.:. ser_ ~-~~-oc_i.do. (sin 

flujo de s~l~e"~ª>~.'.:, :G:,;,>:L,, ·~.::·· .. ':> {~;:. : > 
El nivel:. de,:•.rUido.;;del;; dete 

1 
:'~Cd~~~-n'idD ~b~0:· 1a amplitud 

::::::~:~~"10io~~'.'~?1~~~t'!~~~~c~~i;~tf~~~~~~f;f~~~f:r:t 1~::.:::::uª::: 
instt"umi:lnto·,>f1úC:tUaCi'onE!s.::dS {tiiniper.:i.tU!-:a't;}é:cinlbios· en la linea de 

~ · ·:,.·"1 .··,;·.:~r :!:·-;:;:·<;·J:!:-.: ·{'tr,/.~-;r~~--\i~.:~ \'.J'.0~i·:~F·:::;>.~:;;~:·>·,··/:\·: ·::_:.:2_'.::.· . : , 

vol taje,_ .Y. .~tro_s.·:~~~-~~-~ .. >~º ::·~.t.~~-~~:ib~:~~-: ~~-re~~a.~ente al so luto. 
Las ' ~~r .. i ~-~-:~~~~-:. ~-~/,·~~·{ ~~?:~~;~~~<1::~;i·~· · ~~-t~.¿~or también pueden 

oc:ut·rir' ~amo" result'~do'«de": c~~~·i·~'~·::e~::.'~1 :~1u . .io" y pulsaciones de la 

bomba, tam'~i:~m_:·pu.~de; '~~,~~r.,."'d"e~·p·la~~~·-i~ent·~~ ~e la linea base hacia 
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arriba o hacia abajo debido a cambios en la respuesta del detec:~or 

por un uso muy prolongado, 

El -ruido del detector no, puede_ ~er medido con ex.ac,:ti~u~ al 

menos q1Je -la_~ag.nitu~-.del desplazamient? sea ~equeíla en relación al 

ruido. M~ch~S proble'!las ·'i:¡u~. aparentemente s~.n: ru~dc:>·., y 

desplazamiento·. d,/ '.1-a'~·~r.-esP~eSia' ·dei dete.ctor .son .funCióri': de· fa" 

totali d~·d···, d~i) -~-i·~~~~-~'J;:~~\¡~:~~~~%,as ·del - sol vente, ~arf~:~,'-¡-~~~~~~: ·de 

temperatur~) · ·;/. :;'i~~;:;~'.~-~-~~~ ~'.::/Í-:i'~:¡~~é{i:~~:_, i'nhE!rente · deF -d~,~~:~~~-t~·>· .. ~ La 

senSi ti vi d~d :'.. iiba~lú(a :~(~e;Í :,;'.: ;etector . e~. ·.'~-¡ :.::,' ca~b~~-::· :·t·~f~i-l:·>'~~ri.'.' ·Un· 
~···,·;:.;;."? ':':-'.· ,·::',,.· -~ _ .. , ',"-; ,;;.~~¡:.;· '•.· ~:: .. _ 

par amet r_º ·.: .t ~:-~·:,;:~.:::-;;~~~t-~::~C;~~;?~ ·~~~~\.¡,:~t~· ·'. :~~~: '.::::~-(\~:~:~~r;~ .. ~~~~~:~1~l;:._;~:J~~::~f ~,~-=·~.~-~~ 
para una deflecc~dn,"·:d~·¡. escala· total: deh: oraficador,,~,;·a·::;.:l_a';\máxima 

senaitivi,dad,'hU:d~~E~~~;~{t:,,~;;~N-!~f '~f~~t~~;~~;i[}~fft~~ttf.~:\E?· 
1 :Cmi te de ,,deteccidn ·· o ·t'sel')si ti vi dad,_:. de:~;~ 9etector.-~.: es'.J· ,generalmente 

~orno {a ~~~c~e~-~;.~·c~-d'.n · ~-,- 'm;;.~a. d~~-·~s~i~~~ ~·:·~.4~:·::·~~~.~~_ie~a.·~·:~i :d~~~~~ór 
por unidad de tiempo que provee ··~~a-."~ef:t~1.· -d~1::do:bí"~: -~\j'~ -~1--~-~om~dÍo 
de la del ruido. 

Para un detector que se utilizará par_a análisi5 cuan.'l=:itativo, 

la señal de salida deberá ser lineal con la concentracidn (g/ml) 

para un detector sensible a bajas concentraciones y con la masa 

para un detector sensible a la cantidad de materia (g/seg). 

Los detectores más utiliza dos en cromat~gra-fía de 1 :Cqui dos 

son; 

a. Detector Espectro-fotoniétrico <UV/VIS> 

Estos detectores son los de ·m.is.uso en CLAR y responden 
. . . 

aquellaS su.Stañc~as q·ue· abSOrben luz· visible o ultraviole.ta. 
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A la salida de la c:Olunína "ef haz:de luz· es enfocado.a través 

de la celda de. fl-ujo· h·acia· el fiisteina de fotodetección. Cuando 

los so luto?: que~ a~so~·~e~ -.1uz .·s~·.·.·k·~~~e~·tran- ~'i¡','la·~·fase: ~dvi 1 ~ la. 

intensidad . ~:~---_,_: l ~ · .. "it~;·: -, .. -~~e~-: --¡~:~;.-~:~{. --~~-, ·:1 a ... ~o-tcicel-~fa .se reduce 

producie~do ui; -~a,ffi~1~:~~-~~~;:~·~:·-::~~;~-~(.:~1-~~~r-(C~~ · .l~~--C~~l puede ser 

ampliTiccldá-:e irit·~c;·d~~"icÚ;~·a.;ün.':::F~Ó{~~-r6··~·-:·s1·s~~-ma de da~os.; Lá 

relación entre'.--1a. a~~~;~id~-·)Je~l~~~·;~·k· i:~;(~ c~~:i~~~" de fi~jo y la 
""'·'' ,. :,._ ;.(.,."-~ -

concentraC:i'dn:der'.,'S01;,¡to·:~;-~~-- cf~d8>POr/'1a~i'8Y de· eeer: ·.·A.= ELC, 

=> Ab~-.~~~-~~-¿~a.·~ ':\.:.,,,,:.•_:..·:. :\/~·//_: ·.·.j · ..... ·.·. 
donde: A . . .. ; .. ;.: :· .. "-··•->" ~·.:";"; .~~~.~.::-/ ::.: 

E = coer1cúmte .d~ eXtúiCidí( c;!Sl ~~li.~'f~·,a una .i~-ngii:~d d7 
- - :¡¡ -":~;-Y':.~t .,,,, · ; .. ·"-

onda, :'.:. · ·:;.-",',,;, :":.,_" .. '' ,_ :;:; ,.., . ., ~-~:¡'/' ';.<;;:;: 

~ : ::~:e::·r:foJ~~1tf.~f !~~~-r~/~~:0rj;,;~ ;~ 

.. ~.-:.·::j~f ~~~if~1[~~~?~~f .::~~·::0:::.:: 
L~ maYo~i'.lf:_:-~·e-'.''1-¿\~-.::~~-·¡~~~.;;.:~lEiri~:fG.~~?-~;~~~~~~;:~~~::~~·~·-.ent"r·e 1 y 10 mm 

y var·i'.an_ en·".:~~i~~a~n· de· o.s· µ1,a·'.'20··:µ1·~-; '.;;·,~º· 

EKisten .· 

espec t ro.fotomet r. i _~Ps.:. .' 
·. <· .. ;::, 

lo.~gitlu:i :,·de··"-Onda ·-fijas 1. Detectores de 

de mercurio cuya 

detectores 

Usan una lámpara 

Unea de emisión 

principal se encuentra a·2s~:Offi: ·:.El- uso de -Filtros permite 

aislar las l t. neas de em-~s(Ó~ ::~i-t=er.~~t.e·~:··a 254 nm. 

2. Detectores de longitud: de onda·, var.iable:· Usan una lámpara 

de deuterio ·como -Fuente· cuyas 1 i neas de 
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emisidn·son disperscldas.·por un·monoc~·omador. y dividida en d_os 

haceSJ · ~n~·~. q~~-:··p:~·~~·¡/ a···,~(~r:~~-és: de la ··mi.testrá ··y: e.l .:· otro: .. qu_e 

pasa· a t~~v-és··.··c¡;;._:·;j~'.::~-~~~i (~~;r; \~;~t~~~~
0

ia'·~·{:;··'El~ \::,;¡~~~~to~:: mide 
así, la ·:;-~ú.~~-;:i;~~iai/ _:-~~.'::·-·-~~~~~~~;~·¿¡-~~;:~ :-~~~~~---~-i~-~~~~~-~á·: ;· ·1·~ 
rer~:~ª~:~:~:a~::-.: ~~t~-.-::~?··;z~~ \~1~~;-;,: ; :-;~;::·(·/ :< _:'.-·-<:~ ·"!.-.. ..· ..... 

3. oetéCtor'eS· :, ~~~<:-~:~l~ri~ft~á" ~:-~:~-~~-0~~-a-·.::s~;.'J~-~:f~~~-~~:e:- Eri· -~~t-~~ 

smd eel j'rec.rui:r· :l:o':.~'::;:i~!~¡~~¡¡¡. '.'.J,f,,º ... }.:.f gi~~~~:(;~a'.~::~ti::on:: 
';·:: ·' .. ;::: : ~{/:·.' ---- - - !~>'. ... t·':·'" 

4. Det-ectcres ··,' dé'.· ·s~-~~~~~-~~:~·~u l:'ª~\~:J.2:~:s~i;~Í:1:~;~.~~·:·:'. a 'los· anteriores 

pero tienen. 'un··:._:~·is·t·~~~;:·~:,~·d~"bi.~\· de:· d'~t~cci~n :.que permite 

monitorear la· celd~ d~· ';=),~JO:'..a·"dos· longitudes de onda, con 

lo cual 
::··.· "\ 

ge puede conocer la relac i dn entre ambas 

longitudes. Esta relación·es útil para identificar picos y 

conTirmar su pureza. 

5. Detectores de barrido CUV/VIS): La característica principal 

de este detector es que puede barrer rápidamente por 

varias longitudes de onda.. durante la elucidn de 

un pico de cromatograTía. Esto permite obtener un 

espectro de absorción para identi-ficar la longitud de onda 

óptima. Con los detectores de barrido pueden 

realizar varias -funciones en Terma simultánea tales 

cromatogramas a dos o más longitudes de onda, gráficas de 

relación y barridos rápidos. También posible 

programar cambios la longitud de onda mientras se 

real iza una corrida. lo cual permite optimi:::ar aún más 

la longitud de onda. 
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b. Detector de ,lndiCe de RÍ:!fraCcíórí 

Este detector también es conocido como ··ra·rractdmetro 

diferencial. ·s~ basa en el hecho de que la mayoría· de los 

líquidos tienen diferente índice de reTracción. El detector mide 

la diferenéia entre· la .fase ·móvil pura y el soluto que eluye de 

la columna. El detector de :índice de re-fracción es casi un 

detector universal, pero poco popular en cromatografía 

1 íquida por las sioui•nte~ razonesi 

1. Ti•ne menos sensibilidad que los detectores por 

Tluorescencia o ultravioleta. 

2. Es sensible a variaciones de temperatura. Esto se debe a que 

el índice de re-fracción cambia con la temperatura. Por 

otro lado los elementos dpt ices del sistema est.in diseñados 

para detectar cambios pequeños en el ll.ngulo de la luz y por 

lo tanto c•mbios en la temperatura ocasionan variaciones 

dpticas. 

3. Tendencia a romperse y sensible a la presión, también la 

celda de -flujo d•l detector es muy Triloi 1. 

4. No puede usarse normalmente para gradientes. Si la 

composición de la Tasa móvil cambia, el índice también 

c:amb1ia. La elución con gradiente &dlo se puede hac:er 

dividiendo el 'flujo de la Tase mdvi 1 usando dos columnas, 

una para la muestra y otra de reTerencia. 

c. Detectot· de Fluore~cencia 

Las ventajas más grandes de la .fluorescencia son la 

selectividad y la sensibilidad. Se trata de una técnica muy 
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poderosa cuando se···reali_zan análisis de sustancias que existen 

en muy pequeña cantidad <tra::as). 

Cuando una molécula absorbe energía ocupa un estado de energía 

excitado; esta energía debe disiparse antes de que la molécula 

regrese a su estado normal o nivel de energía basal. Si la 

molécula cae instantáneamente a su nivel basal con la emisidn 

de energía en forma de luz se dice que fluoresce. La luz 

emitida es generalmente de baja energía <mayor longitud de 

onda) que la radiación de excitacidn. Es importante hacer notar 

que la -Fluorescencia no se presenta a menos de que haya primero 

absorción de energía. 

La cantidad de -fluorescencia o eficiencia se puede de-finir 

sencillamente como la relación entt"e el número de <fotones 

emitidos con el número de <fotones absorbidos. De tal manera que 

la e-Ficiencia tiene un valor mli><imo de 1. Las moléculas con un 

valor de e-Ficiencia mayor de 0.3 son altamente <fluorescentes 

mientras que los compuestos que tienen un valor de ei=iciencia 

menor a 0.1 tienen muy poca -Fluorescencia. 

d. Detector de arreglo de diodos 

Es un detector que presenta mayor resolución y scnsitividad 

en un sistema de longitud de onda variable. Este detector de alta 

resolución o-frece un mapa espectral con monitoreo continúo de la 

muestra~ pudiéndose trabajar en región UV/Vis, y presenta la 

ventaja de una mayor sensitividad cromatográi=ica y espectral y 

reporta las gr.ii=icas en tercera dimensidn. e :zo. ::u ) 
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E~isten también detéé:t'6re·s e'lectroquímicos, . i.nfrarroJos~ de 

c:ondµc:tividad, ·de .radioactividad··~·. por esP~Ctro.~~~O~e~i·t~ de mas'~s--
e .,., •• 21 , 

f L~~.C:i:t====::;::::~=======:'.".:::'.'.'."~: 
: COLUHNA1 SITIO DE Sl.-PARAClON 

1 
1 COL&CTOR 

~ GRAFICADOR 
D& RESULTADOS 

Figura ~·· Componentes básicos de un sistema cromatográ-fico. 
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2. 3. VAL 1 DAC ION DE METODOS ANAL 1T1 CDS 

En general, los métodos analíticos que se llevan a cabo 

pueden comprender identificación, determinación de impure::as y 

valoración cuant i tat.i va. Las características -fundamentales que 

deben poseer los métodos analíticos son especificidad, 

sensibilidad, exactitud y precisión. Estas características deberán 

comprobarse empleando las técnica& estadísticas adecuadas. 

Los métodos .:.nalíticos pueden dividirse por su origen en los 

siguientes grupos: 

1. Métodos Tarmacopéicos: Son aquel los que aparecen en la 

Farmacopea de loa Estados Unidos Mexicanos. Si por alguna razón 

éstos no pudieran aplicarse, se utilizan los métodos consignados 

en las farmacopeas de otros países. 

Cuando estos métodos se uti 1 izan para el análisis de materias 

primas, no es indispensable c:.omprobarlos estadi'.&ticamente. Sin 

embargo, cuando se trata de formas farmacéuticas debe tener 

presente que debido a la gran variedad de formulaciones 

existentes, los resultados pueden no satis-factor· ios 

entonces es deseable comprobar la validez del método en el caso 

pa1-tic:ular que se está anali.::ando. 

2. Métodos o.fic:iales: Se c:onsiderán metodos o.ficiales a aquel los 

que aparecen consignados teHtos C6dex, etc. 

Como estos métodos generales son sometidos estudios 

estadísticos antes de incluidos estos te::tos, no es 

indispensable comprobarlos antes de su empleo para el análisis: 

de materias primas. Para productos terminados valen las mismas 
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consideraciones: que i:?":'ra los métodos Tarmacopéicos. 

3. f':léto,dos 1Ío Oficiales:. Son aquellos que aparecen en la literatura 

técnica. algÚnas veces como métodos tentativos o propuestos para 

su ··incÍus,Ídn en ·.farmacopeas y demás textos oi=iciales. 

Tanto pára su empleo en el análisis de materias primas como en 

el de productos terminados, estos métodos deberán ser 

comprobados previamente a su utilización veriTicando su 

especificidad, sensibilidad, e>eactitud y precisión, aplicando en 

cada caso los métodos estadísticos necesarios. 

4. Métodos Desarrollados Internamente por el Laboratorio para 

Materias Primas, Productos Intermedios y Terminados1 Cuando no 

existan métodos analíticos correspondientes a las categorías 

descritas en los inc:isos antet"iores, o bien cuando por alguno:\ 

ra::dn pat"ticular éstos no puedan utilizanie, se desea mejorarlos 

o bien se hayan obtenido resultados dudosos al aplicarlos, el 

laboratorio podrA. desarrollar su& propios métodos. 

En ese caso, si~mpf7e deberá ser comprobada estadísticamente la 

validez del ~éto.do, · por lo que se reTiere a especi.ficidad, 

sensibilidad, eKactitud y precisión. 

s. Meto dos Analítico~- .. -Desarrollados por el Solicitante del 

Anál isis2 En algunos casos, el sol ici tanta del análisis 

proporcionará. su P.ropio método analítico (como en el caso de un 

método particular enviado con la solicitud de.l reg1stro del 

me".licamento ante la Secretaria de Salud>. En estos casos el 

método se considerar.t como ya comprobado, el laboratorio lo 

aplicará al análisis de la muestra. y se limitara a reportar los 

resultados obtenidos con dicho método. ' 34 , 
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La validac:ión de métodos anal_iticos se ·define como, el 

proceso por el cual queda establecido por ·e~tudios de laboratorio, 

que la capacidad del método satisface los requisitos para las 

aplicaciones analíticas deseadas. <Tabla 3) 

En la validación de métodos anau:ticos se debe validar tanto el 

sistema como el método1 el sistema es con el cual se estudia el 

problema de interés (por ejemplo, cromatógrai=o de líquidos de alta 

presión, espectrofotdmatro); y el método es el procedimiento que a 

través de técnicas nos permite conocer o determinar laa sustancias 

de interés. 

2.3.1. Definiciones y Determinaciones 

2.3.1.1. Linealidad: La Linealidad de un sistema o método analítico 

es su habilidad para asegurar que los resultados analíticos, los 

cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio de una 

transTormación matemática bien de-finida, son proporcionales a la 

concentración de la sustancia dentro de un intervalo determinado. 

a. Linealidad del Sistema 

Se determina construyendo una curva de calibración 

(concentraci dn vs respuesta medi dal uti l i ;:.ando cuando menos 5 

diluciones preparadas a par.tir de una misma solución patrón y 

haciendo análisis cuando menos por duplicado para cada dilución. 

El intervalo entre las concentraciones a analizar dependerá 

del propósito del m~todo: para control de calidad y de 

seguimiento de l<l estabilidad de una -forma .farmacéutica, deber.l 
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estar incluida la·coñcentración selS.cciOnada·'como ·100/.·, 

NOTA: Se consi·d~t"l\ ·e~: ~-1,."lq'l. -·~offio -~;=< corlC~~traéión de la 'muestra en 

la solUcidft, final.::~. ·ª"·ª·.1i·;:,~u·.: que ··proporciona una respuesta 

adecuada ·:·d~pendiend-c:J·: del' :_· mét~do de cuantificación. Se ut i 1 iza 

estánd·~~ .~r·¡-~~~¿~-/~' >· 
';•'. 

cRlrEÍiÚJs~( CV. -r í-:f~~-~,<: e 

· ·r~.·6:.q<t.: 

''=-~ ·.·~- ~:~-;~_~_-}·. 
b. Linea:'t idad del Mét~do~ 

. se· d~f·~r~~¡-~~;.' ~.:·~~artÍr de placebos adicionados de cuando menos 

5 di~~-;.~:~¿~-~·,:, ~-~-~-~i~a·d~s de la sustancia de interés, (placebos 

cargado~-~---:.·~~-<~.~~-i·;~~ -~--~na ··mezcla de e>tc1pientes más una cantidad 

cono-e ida'." d-~)~~::{·~:~:f~t~--~~~-¡VO;, cada uno de manera independiente, 

hac i e~'.d~ > ei:'·.~J~ ;~.·~·¡·~·~, ~~·~;.:.~ ~ ip 1 icado. 

LaS · c~n~eilt~-~é:y~-n~~· .: de . .' iós placebos cargados deben ser las 
•'' ' ' .. 

- adecuadas >~-Para. ;·que,, ··utilizando el método propuesto, las 

conc9ntr.¡.Cio~~s d; las soluciones finales a analizar esten 

dentro del intervalo de la Linealidad del sistema, incluyendo 

siempre la correspohdiente al 10')%. 

La amplitud del estudio dependerá del uso y aplicaciones del 

método. <Control de Calidad. Estudios de Estabilidad, etc.) y 

deberá llevarse a cabo por un mismo analista en las mismas 

condiciones de operación. 

CRITERIO: Cantidad adicionada vs cantidad recuperada: m = 1. b o, 

r:;;i: -' O. 98 

Para método cromatoqráfico el promedio de recobro debe1·á 



57 

ser de.".98-102'X :Y los CV deberá ser i 27. para cada nivel y 

los globa1es,,-~e--:t-odo el ·intervalo de la L.inealidad. 

: ';·. :-':;':·>:::_ -~' 
2.3.1.2. 'Int'é~~~íci~~~- 'E1/· ·1nter-Va10 ·.de· un método analítico está 

definido por'.las''c~n~~~~;an~nes comprendidas entre los niveles de 

conce~t~a.~l_6'.~;"~~f:.jf!fRf ~j~~~eri6r de· l~ sustancia (incluyendo estos 

niveles>.,,7, en: e1·, · c:ual' ·'se ·-ti~·:. derriostrado que el método es preciso, 
' - ~ ··' . ~ ·"''..'.." -,•, º"'" '. • .. 

exaCt·o:·Y ú:·h:~~'{~~;;~ "<.,;,<,·) ._(//> ., 
>'!; -/.>\' 

2.3. l.3. 

con'7orda~c·i~- e~tre ·un valor obtenido experimentalmente y el valor 

de referencia. Se expresa como el por ciento de recobra obtenido del 

análisis de muestras a las que se les ha adicionado cantidades 

conocidas de la sustancia. 

Se determina de, cuandci menos, 6 placebos cargados de manera 

independiente con la cantidad necesaria de la sustancia de interés 

para obtener la concentración del 100:'., utilizando el método 

propuesto. Haciendo el análisis en las mismas condiciones de 

operación y por el mismo '3.nalista. 

CRITERIO: PROMEDIO DE 7. DE RECOBRO entre 98-102% 

cv s 27. 

2.3.1.4. Precisión: La precisión de un método analítico es el grado 

de concordancia entre resultados analíticos individuales cuando el 

procedimiento se aplica repetidamente a di-ferentes muestreos de una 

muestra homogénea del producto. Usualmente se expresa en términos 

de Desviación Estándar o del Coe-ficiente de Variación. 
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La precisión es una medida del grado de reproduc ibi 1 i dad y/o 

repetibilidad dE!I métÓdo ·an.ilitico bajo las condiciones normales de 

operaeión. 

2.3.1.4~1. "Repetibilidad: Es la precisión de un método analítico 

expresada como la concordancia obtenida entre determinacioñes 

independientes realizadas bajo las mismas condiciones (analista, 

tiempo, aparato, laboratorio, etc.). 

2.3.1~4.2, Reproducibilidad1 Es la precisión de un método analítico 

expresada como la concordancia entre determinaciones independientes 

realizadas bajo condiciones diTerentes <diferentes analistas, en 

diferentes días. en el mismo y/o en diferentes laboratorios, 

uti li:::ando el mismo y/o diTerentes equipos, etc.}. 

a. Precisión del Sistema 

Se determina por el análisis sextuplicado de una misma 

solución est4ndar correspondiente al 100Y. establecido en la 

Linealidad del sistema. 

CRITERIO: CV f. l. 5r. 

b. Precisión del Método 

Reproduci bi l idadz Se determina de una muestra homogénea del 

producto cercana al 100Y. de la concentración teórica, analizada 

cu.::indo menos por dos analistas, en dos días dif'erentes y por 

tr ipl ic:ado. 
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CRITERIO: CV TOTAL i 2Y. 

Repetibi l idad "'1 IOO'l.1 Se determina de cuándo .menos, 6 

placebos cargados (placebos adicionados del pri~cip·i·º·· ~ctivo), 

de manera independiente con la cantidad necesaria- de la· 

sustancia de interés para obtener la concentración-'d&1· .. ~o"o'i, 

utilizando el método propuesto. Haciendo el a'nálisis en· las 

mismas condiciones de operación y por el mismo analista. 

CRITERI01 CV s. 2%, el método es preciso. 

2.:s.1.5. Especificidad: Ea la habilidad de un método ~nalítico para 

obtener una respuesta debida únicamente a la sustancia de interés y 

no a otros componentes de la muestra. 

Con el método propuesto: 

1. Analizat· placebos del producto. 

2. Identificar la respuesta del activo, y si procede, de los 

eKcipientes y/o de otras sustancias presentes. 

CRITERI01 Confirmar que el método desarrollado es capa;: de 

cuantiTicar la sustancia de interes sin que exista interferencia 

de otras su&tancias presentes. 

2. 3. 1. O. Estabilidad de la muestra: Es 1 a propiedad de una muestra 

preparada para su cuanti.ficación, de conservar integridad 

Tisicoquímica y la concentración de la sustancia de interés. 
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después de almacenarse durante un tiempo determinado bajo 

condiciones espec!.ficas. 

Se determina mediante la comparación de los resultados de los 

análisis iniciales de 3 muestras con los obtenidos de las mismas 

muestras después de permanecer por un tiempo determinado en 

diferentes condiciones. 

Almacenar las muestras analizadas bajo disti nta.5 condiciones 

<temperatura ambiente, refri.geración, protegidas de la luz, etc.), 

durante un tiempo preestablecido por el analista dependiendo de las 

propiedades .fisicoquímicas de la sustancia. 

Reanalizarlas baJo las mismas condiciones de operación, 

utilizando una solución de referencia rectentemente preparada, para 

cada tiempo, de acuerdo a lo establecido en el método analítico. 

La determinación debe ser efectuada por un mismo analista. 

CRITERIO: La muestra es estable si el IC para la diTerencia de la 

media de la muestr-a con respecto a la media del anál isiG inicial 

incluye el valor de cero y/o la magnitud del efecto no exceda para 

metodos cromatográ-ficos el más o manos 2%. ' º• • > 

CV: Coe-f1c1ente de Variación 

te: Intervalo de Con-fianza al •95·1.. Un intervalo de confianza es una 

estimación del parámetro por un intervalo al azar. 

2.3.1.7. Límite de detección: Es la mínima concentr.acidn de una 

su<a:tancia _en una muestra la cual pL1ede ser detectada, pero no 
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necesariamente cuantiTicada~ bajo las condiciones de operación 

establecidas. 

2.3.1.8. Límite de cuanti.fic:ación.1 ·Es la menor.concentración de una 

sustancia en una. muestra q~e.,.Puecte .. ser. determinada con precisión v 

exactitud aceptab·les .b~jQ -. las· condiciones 

establecidas. 

de operación 

2.3.1.q·. Tolerancias 1-a tole!rancia de un método anal{tico es el 

grado de reproducibi 1 i dad de los resul.tados. anal í.t ices obtenidos 

por el análisis de la mhsma muestra bajo modi.ficaciones de las 

condiciones normales de operación, tales como diferentes 

temperaturas, lotes de reactivos, columnas, sistemas de elución, 

tipos de empaque <soporte, Tase eetacionaria,_ etc.), condiciones 

ambientales, etc. e =· •. "º• &s. 



PARAMETRO 

LINEALIDAD Y 
PREC IS ION DEL 
SISTEMA 

LIMITE DE 
DETECCION 

LIMITE DE 
CUANTIFICACION 

EXACTITUD Y 
REPETIBILIDAO 
AL 100% 

LINEALIDAD 
DEL METODO 

CONTROL DE 
CALIDAD 

PRECISION 
<REPRODUCIBILIDAD) 

ESPECIFICIDAD 
(CONTROL DE CALIDAD> 

ESPECIFICIDAD 
<ESTABILIDAD> 

TOLERANCIA 
DEL SISTEMA 

ESTABILIDAD 
DE LA MUESTRA 

INDICADORES DE 
ESTAB I L !DAD 

ó2 

BIODISPO
NIBILIDAD 

Tabla 3. Parámetros que se deben evaluar considerando para que -Fin 

será utilizado el método analitico. 



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La val idac:.ión de métodos analíticos es una parte i=undamental 

del desarrollo de toda nueva -formulación y también lo es de la 

técnica de análisis de control de calidad de una forma 

farmacéutica .• va que será aquí donde se notar~ si el es.tudio que se 

está evaluando sistemáticamente, cumple con los propósitos para los 

cuales ha sido diseñado. 

Actualmente, la mayoría de laa 'formulaciones farmacéuticas, 

contienen además del principio activo, una gran variedad de 

materias inertes con las cuales se debe asegurar la C:llidad y 

estabilidad del producto final. Para reali:ar un análisis del 

principio activo se debe seguir un tratamiento previo como medida 

de eliminación de los e><cipientes y c.uanti-ficar solo el principio 

activo. 

Para la determinación de LISINOPRIL en tabletas se hará un 

estudio previo de modii=icacion del método analítico reportado en 

.fat·macopea, ya que en éste~ se habla de un sistema cromatográ-Fico 

en <?l cLtal se debería utilizar una columna de 4.6 mm x 25 cm 

empacada con partículas de 5 um de L7 <octilsilano) y la cual 

debería ser mantenida a 50° Celcius; esto último no se tiene al 

alcance en el laboratorio. es decir no se puede mantener la columna 

a 50Q Celcius. por lo que se buscan algunas modificaciones al 

método analítico. que se.:\n igualmente e-ficaces y una ve;: 
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encontradas las nuevas ·condiciones, se .Podrá p_!·oseguir con la 

validación del método analítico pa..-a· control'_ de calidad. 

Los parámetros tentativos ser.tn ia· b05Cúled.a de una nueva -fase 

móvil, un tiempo de retención más- corto,. -vefocidad de -flujo, y 

medio de disolución; son principalmente las: modiTicaciones para 

proceder a evaluar el método anaUtiC:o. 
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4. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Madi Ti car y validar un método analítico para control de 

calidad para la 'determinación y cuantificación de lisinopril 

mediante cromatogra.fia de liquides de alta presión, acorde a las 

necesidades del laboratot·io. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

a. Realizar una investigación bibliográ.Tica amplia y detallada 

del principio activo (lisinopril). 

b. Realizar las modificaciones necesaria9 al método analítico 

aplicables al equipo y al método, de acuerdo a las 

necesidades, instalaciones y posibilidades del laboratorio. 

c. Validar el método modificado para establecer la capacidad del 

mismo de satisfacer los requisitos para lo que fue diseñado. 
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5. HlPOTESIS 

Mediante la aplicación correcta de la metodología de trabajo, 

se obtendrá un método analítico validado para la cuantificación da 

Lisinopril, con resultados confiables y reproducibles basados en 

un método estadístico que demuestren que esté satisface los 

requisitos para lo que fue creado, con lo cual se contribuye al 

desarrollo de normas de calidad de nuevos productos farmacéuticos. 
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6. METODOLOG!A 

El desarrÓl lo exper:imen.t.il se llevó ·a .cabo mediante la 

siguiente 

Validación del método analítico mcdi-Ficado 

Evaluación del sistema Evaluación del método 

Análisis de re9ultados 

Diagrama 1. Metodología general para el desarrollo experimental. 

b. I. MATERIAL 

- Matraces voluméi:.ricos de 10, 25, 50, 100 y 1000 ml Marca 

KIMAX. 

- Jeringa de aplicación de 100 ul Uni.me~r.ic~ ·corporati~:ms No. 

TP5100R 

- Pipetas volumétricas de 1, 2. 3 1 · 4. 5 y 10 · ml< Marca. KIMAX 

- Jeringa con válvula para -filtración Marca BD, 

- Microesp.itula Marca Stainless 

- Perilla de succión 

- Espátula Marca Stainless 

- Matraces Erlenmeyer de L:25, 250, 500 y 1000 ml Marca PVREX 

- Embudos de tal le coi-to de plástico 
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- Papel filtro. Whatman No. 

- Frascos viales. ámbar' cO.n "t~pón y
1 

capacida·d p~ra· 10 ml, MARCA 

VITRIUM. 

- Papel Par.3:f_il~<..·• 

- Membranas de .fi1traCt"dn.1 · 

de nylon de o. 2 um 

"~.~:,~~:-···::~or~sid~~ y 47 mm de diámetro, 

catálogo 66602. 

no. 

Para filtrar agua: Harca Mil Upare type GS de o. 22 um 

de porosidad y 47 mm de diámetro, no. 

catálogo HIJM9:S477. 

Para filtrar la muestra a inyectar: Marca Gelman Sc:iences de 

nylon de 0.2 um de porosidad y 13 mm de 

di.imetro. no. catálogo 66600. 

- Probeta graduada 100 y 1000 ·ml Marca P. K. 

- Pipeta Pasteur 

- Vasos de precipitados Marca PVREX 200 ml. 

ó. 2. EQUIPO 

- Sistema de -filtración a vacío Marca PVREX 

- Balan:;:a analítica ER-180A, Marca AND Comp. Capacidad máx. O-

180 g, d=0.1 mg 

- Potenciómetro Beekman· Zeromatico 69-3 

- Baño ·de ultrasonido Cole Parmer 9850. Instrument Company 

- Cromatógrafo de líquidos Perkin Elmer MODELO LC 250 

- Bomba Tipo !socrática LC 250 con inter-fase mod. 900 series 

1nter-face 
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- Detector" ~erkin '-·1Üme·r- uV/vls LC-290 .. -: .. :-"· . 
. - Columna ··.cB ;:,N~.·'.~_26\_ '..;., ci'~/: -~o -um > K. 25 cm de longitud, de 

acero inD>e.id~bú;,'', M~·rc·~·::Perkin Elmer 

- Column~ Cie :N~';~:-6·67-~·'d-e''.1!0 -um·.,c·. 25 cm de longitud, de acero ... ---;·.-: --,-.-. ···-:· - - ·.' 

inoxtd~ble~ M~-~c:~ _·Pefki .. ri- Elmer 

- Columnil ClB , NO. 1230 de 5 um >C 15 cm de longitud, de acero 

inoNidable, Marca. Perkin Elmer 

- Computadora PrintaTorm modelo 6551 

6. 3. REACTIVOS 

- Acetonitrilo grado HPLC Marca Mallinckrodt, ChromAR HPLC 

CACS>, Lote: LOT 2856KHAH, No. Catálogo NA1648 

- Agua grado HPLC, Marca Baxter, Lote: BC320, No. Catálogo 

365-4 

- Metanol absoluto grado HPLC. Marca Mal 1 i nckrodt ChromAR 

HPLC, Lote: 3041 KJAL, No. Catálogo UN1230 

- Fosf'ato de Sodio Oibásico Dodecahidratado, Cristales; R.A.; 

Marca J. T. Baker, No. Cat.tlogo 3822, Lote: F14452 

- Fosfato de Sodio Oibásico Anhidro. polvo; R.A.; J. T. Baker, 

No. Catálogo 3828-20, Lote: E41453 

- Lisinopril estándar primario grado USP. Lote: F. F'=lOO~~ B.S. 

- L1sinopril estándar secundario, H=B. 861. K. F., P=91.12i!. B.H. 

Pi:s99. 98% B. S. 

- Placebo para tabletas de LisinoPril, Lote: 004-~013 

- Acido Percldrico concentrado, Marca J. T. Baker grado R.A., 

Lote: 39343, No. Catálogo 9652-20-1 

- Tabletas de Lisinopril de 5 mg Lote: 021-045, Pi:i9S.12Y. B.H. 
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6. 4. METDDOS 

ó.4.1. Modificación· del método analítico 

~1odificación_del·-método analítico descrito en la United States 

Pharmac.~pe,i_a xx·i¡:~·::.P·~>a -i~-. cual 5e requiere de lo siguiente: 

Solución" ·de ·:;·}os;~~'.Ó~~. Disolver 2.7b g de -Fosfato de sodio ·.-.,-
monobásico·-·."e~~~,aguB.,.: · ájustar a pH 5.0 Na.OH 1N~ en un matraz 

vol~mé-~~··{~:~-. d.~-~--i900 ~i:. diluir con agua a volumen y mezclar. 

Fase·: móvil: Preparar una mezcla de solución de fosfatos 
::. ,. 

ac~-to~itr.ilo 9614_, filtrada y degasiTicada. 

Prepar~ción del eatándari Disolver una cantidad e>eactamente pesada 

de _Lisi_nopril USP en agua y diluir cuantitativamente hasta obtener 

unci. ·solución con una concentración de 0.3 mglmL 

Preparación de la muestra: Trans-ferir 30 mg de Lisinopril 

eNactamente pe9:ado a un matraz volumétrico de 100 ml disolver y 

di luir a Volumen con agua y mezclar. 

Sistema cromatogr~-fico: Se equipa el cromatOgrafo con un detector a 

210 nm, una columna de 4.6 mm K 25 cm que contenga un empaque de 5 

um de octilsilano y que '.le mantenga a una temperatuta de 50ªc, con 

velocidad de flujo de aproximadamente 1 ml/min. 

Tiempo de retenc1ón esper.ado: 3.2Ct a 3.60 minutos. 

En donde se experimentó hasta encontrar las condiciones adecuadas. 

que sust1tuyeron principalmente el empleo del calentamiento de la 

columna. <Diagrama 2) 
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Para modificar el método se estudiaron experimentalmente los 

siguientes parámetros: 

- Fase móvil <concentración de los componentes de está) 

- Velocidad de flujo 

- Medio de dilución 

- Columna, cromatográfica 

Preparar fase móvil 
(medio de di lud ón) 

Preparar STD 2• Lisinopril 
<muestra) 

Aplicar por triplicado 
al cromatdgrafo 

modificando parámetros 

V,;alidacidm método analítico 
con parámetros establecidos 

Diagrama 2. Metodolog{a general para la modificación del método. 
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Para la modificación del método se realizaron los siguientes 

ensayos por triplicado para encontrar los parámetros más adecuados: 

FASE MOVIL COLUMNA/TAMAi'<O VELOCIOAO CQNCENTRACION 
CE PARTICULA CE FLUJO <ug/ml) 

<•> <ml/min> 

Na:;¡HPD ... H:zO-NaaHPO .. -HeOH C18, 10 1.2 50 
Acet-Na 2 HPO., 4: 9ó C18, 5 1.0 so 
Acet-Na2HPO.,. 4: 96 c1a, s 1.e 50 
Acet-H:zO 60: 40 c1e, 5 1.s so 
Acet-H20 pH 2 451SS CIB, 5 1.5 so 
Acet-H:zO pH 2 4S:SS c1e, 5 1.0 50 
Acet-H::zO pH 2 45155 ClS, 5 0.4 so 
Ac:et-H::zO pH 2 45:5S ClB, 5 O.á so 
Acet-H::zO pH 2 45:55 ClS, 5 0.5 so 
Acet-H:zO pH 2 45:55 C18, 5 o.s 20 
Ac:et-H:zO pH 2 45:55 C18, 5 o.s 10 
Acet-H:zO 45:5S c1e, 5 o.s so 
Acet-H::zO 45: 55 c1e, 5 0.2 so 
Acet-H20 40: 60 ClB, 5 . o.s so 
Acet-H:zO pH 2 45: 55 Cle. 5 0.6 so 
Acet-HaO 45: 55 c1a, 5 o.s so 
Acet-H::zD 45: 55 pH 4 C18, 5 0.5 so 
Acet-H:zO 55: 45 pH 3 Cl8, 5 0;5 so 
Acet-H:zO pH 2 50:5(1 Cia. 5_ o.a 50 
Acet-H:zO pH 2 55:4'5 C1B, 5 1.0 so 
Acet-H:zD pH 2 55:4S C18, s L5 so 
Acet-H20 6(1: 40 c1e. 5 1.5 so 
Acet-H:zO pH 2 55; 45 c1a. 5 O.ó so 
Ac:et-H:zO pH 2 55: 45 ClB, 5 o.a so 
Acet-H:zO pH 2 4S:SS ClB, (0 1.2 :30 
Acet-H20 40:60 pH 2 ca, 10 1.0 50 
Acet-H20 45:S5 pH 2 ce, 10 1.0 so 
Acet-H:zO 40:60 pH 2 ca. 10 1.0 30 
Hc:et-H2U •15: 55 pH 2 ce, 1(1 o.e 30 
Acet-H:zO pH 2 45:5S ca. 10 1.0 3t) 

Tabla 4. Ensayos para establecer parámetros del método analítico. 

a. Se prepar·ó cada -fase móvi 1 de manera i ndepend1ente y 

utili::a también como medio de dilución. 

b. Para las muestras con concentración de 50 ul, se pesó 25 mg de 
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Lisinopril. STO 2°. se aforó ~ 2!'.i ml, de esta solución 6e tomó 

una al!cuota de.1 .ml y "se aforó a_-10 mi;·· de esta última solución . . . ' ' . 
se tomó uria alícuota ·dé 5~1-··Y·se··:·aTÓ~ó a 1o·m1 con· la misma fase 

móvil en estudi'o. 

c. Para las muestras con concentración de 30 1-11, se pesó 30 mg de 

Lisinopt-il STO 2~ y se aforó a 100 ml, de esta solución se tomó 

una·alí.cuota de 1 ml y se aforó 10 ml con la misma fase en 

estudio. 

d. Para ambas concentraciones, 50 JJl y 30 1.11, las 5oluciones se 

agitaron y se colocaron en el baño de ultrasonido durante 30 

segundos, se llevaron a su aforo y aplicaron al c:romatógrafo. 

e. Cada fa$e móvil se estudió con aplicaciones por triplicado 

para observar su repetibilidad. 

f. Una vez encontradas las condiciones en las que el método 

respondió adecuadamente. observándose esto mediante el tiempo de 

retención detectado en CLAJ?, se procedió a validar el método 

analítico para Control de Calidad. 



ó.4.2. Valldacidn del Método· Analítico 

ó. 4. 2. 1. .Eva_l~aci Ón.· c~Í~i", Sistema 
...-~~~~~~~~~~~~~~-. 

:· va.1 idación del método analítico 

Linealidad 

Solución patrón 
(30 mg/ lOOmll 

Sistema 

Preparar 5 niveles 
de concentración por 
triplicado 

Solución patrón 
C30 mg/100ml> 

Dilución 
C'30 1.1g/ml> 

por sextuplicado 

Aplicar al cromatógrafo 

Diagrama 3. Evaluación del sistema. 

6.4.2.1.1. Linealidad del Sistema 
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a. Se seleccionaron cinco niveles de concentración: 40, 60, SO, 100 

y 1207.. 

b. Se preparó suTiciente fase móvil de acetonitrilo-agua pH 2 45:55 

de la manet·a siguiente: la fase móvil se preparó con agua grado 

HPLC filtrada por membrana y se llevó a pH 2 con ácido 

percldt"ico, en seguida se .filtró por separado el ac:etanitrilo 

grado HPLC en membrana para sol ventes, una hecho esto se 

mezcla el agua y el acetonitrilo en una pro~orc:ión de 45 ml a 

55 ml respectivamente. 
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c. Se pesd 30 mg de Lisinopril. ·estándar: primclrio y' afar6 a 100 ·mi 

con medio da di iuC.ión :~·: .. "<"-fase_., ~ ... ~~y·i_l h :::~·~; a~·i ¡(( y·_.-~olo~ó ·en el 

baFlo de ultrasonido 5 ~~¡·~~t~~: ',·'~·~·f:~i"a~-.-/: ~S_t~ .;f~é .. · '1'.~-~'.;:~~-1ai~¡·-,;n 
patrón. ,·.(:/·,: r<:';~;;·:~·;·~ -. ;·->_.;. ··.- .. , 

d. Nivel 40Y. · <1~ :,·t-~/~i·-ú~~: ~~t~~~:~--~:d:~fi¡~~6-1~~_id:~ P,~~~:1'.-~ -:~~~: al:ic~ota 
de 1 ml -~. a~~~~.'~'.~:~-~~-~·~~t~:~f~¡/·_:·~~-~~~é~~-ico~ ~~, 2~f -~1··~~-~n .. ~~dio d~ 

·di luc_'i.'dn·/·.~e·/'1:':~(~.~--· ha~t~--.. dis~lución .completa y colocó en el baño 

(agitar y colocar en el baño de 

ultr"~~--Ont'do ,~~; __ .h{~_d .-~S-.1~ misma manera para cada nivel y cada 

repÉ!~ Íc id~-)'),-
. ·,. _.-.·.,· .':'_,- :-.;-_. ",•, 

e.' NiveL'óOX :"UB· ug/ml) 1 Se tomd una al icuota de 3 ml de la 
'.. ·.: ........ --··:'-• 

~~1U~td.~.'p·~t·r·óri\, .aforó a 50 ml con medio de di lución. 

f. Ntv~l-SO~: (24,'ug/mllt Se tomó de la solucidn patrón una alícuota 

de 2:ml.·y sé-aforó a 25.ml con medio de dilución • . -· . '" __ . 

g. Nive1·-10o:<."(3o~u:g/mU: Se tomó de la solución patrón una 

~~·~~~ot~·_:,~~} ml y se a.foró a 10 ml con medio de di.lucido. 

h •. ·¡..ú_~eLÍ2.0:Í. ·, <36 ug/ml> 1 Se tomó de la solución patrón una 

alié:·~~:t·~·>de ::s·.'m~ _y se aforó a 25 ml con medio de dilución. 

i. Para· ,.Cada ~ nivel se tomaron las al lcuotas respectivas por 

triplicado. 

j. Se·filtr'ó cada solución en membrana y aplicó 20 ul con jeringa 

al cromatogr.tfo. 

b.4.2~J.2. Precisión del Sistema 

. Se esqUem~ti:a en el Diagrama s. 

a. Se pesó :SO mg de Lisinopril estándar primario, se colocó en un 

"matraz volumÁtrico de 100 ml y se' aforó con medio de di lución. 
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b. De la solución anterior se tomó una alícuota de 1 ml--y llevó· a 

10 ml en matraz volumétrico para tener _una conce,n.tración. de_ 30 

µg/ml correspondiente al nivel del 100~~ se agitó·. y ~Qr.,cÓ en el. 

baño de ultrasonido cinco minutos. -Se r~pet.,i~ toda. :"~i:it4 

operación 6 veces, menos la pesada. 

c. Se filtró en membrana para solventes y apl icd 20 · iii. -cori :je',;' inga 

al cromatógrafo. 



6.4.2.2. Evaluación ·def Método 

Linealidad 

<Placebo cargado) 

Nivel 100Y. 
r---~~~~~~-.1 

Preparar 5 nivele Lisinopril 

de concentracidn STO 1'"" por 

Lisinopri l STO 2"" triplicado 

por triplicado 

285 mg 

placebo 

Lisinopril 

por 

triplicado 

método analítico 

y repeti

bil idad 
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15 mg STO 

OOmg polvo analítica 

ab. Lis., 

2c. Lisino- a-Forar, 

pril -t· 285 diluir 

mg placebo 

por sextu- lO. 9 mg 

plicado isin. 

Muestra y 

STO igual 

a repro

ducib1-

l i dad 

t--~J_~~-.~-T_D_2_g"f'"~-'lpor tri

STO l"" Lisi 

nopri l, Ni ve 

100:-:.. 

plicado 

Dividir 

muestras 

T.A v REF 

Apl icai- al cromatcSgrafo 

Aplicar O, 3, 

6, 12 y 24hrs 

Diagrama 4. Evaluat1Cin del método analítico. 
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6.4.2.2.1. Line.11idad del .Método' 

a. Se seleccionaro·n i::úlC:O · ~-i~~·Í:~~ --de. c:~~~:entrac'·¡~n: 40, 60, 80, ·100 
~· <;.• 

v 120'l., con 3 repl"icas··~cada ·.nivel·.; --

b. se· ~r'.épar.ó:.'. sU-~·~·¿}~r,i~; ·.:'.T~~~-· ·~~'S'f"~··::· '.de :~ce~·O~itrilo-agua pH 2, 

45155. . ,,.-, ... , .·.:t~: '~~;,; .::~t::·i ::i_:/~;,-.: ¡:;·<-' ' 

Ni ve·1: 4or.·,: ~~·>~:¡~~~~Ú;~~~f¿~{~~·:~~:~·l:~;~i~6-~~.'i l aSt.ándar secundario más 

:::º::.:: .~:!·!1ft~t~Gf.f;~~§t)ltitS:6· ::~ 1 :::::ªr ª: m:ª:~ 1 d:ed;: 
·····~.' ¡' (~~:- ,, •.• , ·.¡ ,,,-, -

de· --duí.i~Íd·~·~·t<~.~;~~·é.~·1~~~.;~(.~~~:..-~1-··bafio de ultrasonido durante 5 

minutos/; ~e :~·.f~~-d--'.~:::1'ó:\"~1:.·y. ~i 1 t·~d por gravedad c:on papel watman 
'. '""·"-.» ¡· - ··. -· 

No. 1,.S9 .. t0md._Cina·.·Segunda·alicucta de 2 ml y aTcró a 10 ml, se 

filtró por membrana para solventes, aplicó 20ul al cromatógrai=o. 

d. Nivel óO'l..: Se pesó 9 mg de Lisinopril estándar sec:undar io más 

285 mg de placebo para Lisinopril, tabletas; se c:olocó en un 

matraz volumétrico de 10 ml y se prosiguió de igual Terma come 

en el nivel del 40Y.. 

Nivel SOY.: Se pesó 12 mg de Lisinopril estandar secundario más 

285 mg de placebo para Lisincpril, tabletas; se c:cloc:ó en un 

matraz volumétrico de 10 ml y se prosiguio de igual "forma como 

en el nivel del 40Y.. 

f. Nivel 10óX& Se pesó 15 mg de Lisinopril estándar secundario más 

295 mg de plac:ebo para Lisinopril, ,tabletas; se c:oloc:ó en 

matraz volumétrico de 10 ml y se prosiguió de igual Terma como 

en el nivel del 40X. 

g. Nivel 120'l.; Se pesó 18 mg de Lisinopril estándar secundario más 

285 mg de placebo para Lisinopril~ tabletas: se colocó 

matraz volumétric:o de 10 ml y se prosiguió de igual "forma como 



en el nivel del 40%. 
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h. Para cada nivel se repetiO la pesada por triplicado y se 

apl-icó por triplicado al cromatógrafo. 

a. Se pe!!ó .. ·15-.mg·, de_.Lisinopril estándar primario <Nivel 100~0, 

se .. agregó: .. 5·,'~f·",~·de .. ··_~e-dio.-~de d,i.~ución; Se.colocó en el ba~o de 

~~;;:~::~1~~lf ~¡~,f~'tt~1~~~f &~i~:~~,:~:::: 
b. Se pesó 285 mg de ·~pl•~t.~~;~~n~¡f$~;i~~fa1i, t"bleta&; agregó 5 ml 

de medio de dilución.··.se·:,; .. colocó;:::~;ery~e1·: baf\o de ultnasonido 5 

::~::::, ::~:;:;;r ¡~f ~f l'if i!~;;~: ":: ::::::::"~: 
la repetición- d:; toda esta, operación por triplicado. 

'.~~ r·-· -,_..-. 
'\/ü:i::;:~~· _;."~~' __ ,·. 

:·-/:.: .. ~~:;~ -

··t;'·" 

,'; 

a. Se pesó 15 mg de Li.sin0Pli1 ~.!;it'áridar. ··secundario más 285 mg de 

placebo, se colocó en ~·n~~:·n:i~~~~~·; .\:~,fum~trico de lOml, se agregó 5 

ml de medio de diluci.óri,>;Sé ·colocó.en el baño de ultrasonido 5 
. . .. . : . 

minutos, se aforó a 1~· mÚ '.Se tomó una al1cuota de 1 ml y 

se aforó a 10ml, se tomó de esta \l.ltima solución una alícuota de 

2 ml y se aforó a 10 ml, se agitó, se filtrd y aplicó 20 ul al 



ªº 
crom.3:tógYa.-fo •. 

b. Se hi:ó toda: la ~~e~-~~-i~·n, por ·5e~:tUplicado_para exactitud y para 

repet ibi l i dad •. -, 
··. ·.· . ' 

Se comp.~r·ó < c:oiltr-.i . __ . ,·. un: - ::~stÁndár ~ pr inlar io ··de Lisinopri i· 

ccrr8s~-~~;·~e~~~--~--~i : ·~1:)~1· '.!~,~-~'..: ioor.·:-~' 
·_;,. -- -<·, __ '._;;_~'.~.~~ ~~:ó~ .:;i'L.:.:~.:·~}.•.-~-.~-.:.'.::·f> -:-!..:,.~ -<-

' -1- · -}~-~[7.'-.1'·~,'.'C :f::;.e : :__'; - .'" _·,;c.-

Óo 4. 2.2: 4~ Pre·~1-6i-~2'···\R·~~?~~u·c·.i'bii.'fd~dl ":f <(:_;;. __ .,: _, ";--
s l~i .ó·c. ···-- - t·-;-.··:·1'f·.;,d -~~'.-~.'d~'~:~~~rÍ'aÍi~tas 'difere'nte!s y en dos 

d;2:i~:~;~~J~t~',~P~2~~.~i;ú·t~;:,{:~'!:~?É~'.Jt ;_;~~e····· :·').. .. 
b. Se pe~~rO'f;·: 2'({-tabletas:· de:. Lisinopr i L::y.;-se-;mueleri·'.en: un\mortero. 

c. se pes1f 2?_.ój~'.:~~i~}~~~ftbf~~·ft:~;i;!~~{J~,~~:f'~l¡!~~:~~·~;i·J~\;),~~~;;:~~~-~~~-¡~~e 
, .. ~ ::/·,_-J~:~.·.· .. ~(~~"-.:.;;:.'Li.~:'.~·:·:f:J.:1 ::'.~~;.;.: ~~1i.\';;;t1~~1V;~}·.f~.:ix·:?i·; .-":.!.<< :\·.i·: .\ · 

a un m·atr.az :,_·dé .-:1cr~ ml;<"agrt!g.ól5"ml ~de úriedio ·.de/di luCi ón~:· ~C?,l~có 

en e 1 .. ba f + ~~'~;l':f~~~:i:~~v:~:,·;r~:JJt~~;~~~~r{~i~i{~i;s~61,·;~ntró 
pOr_ gravedad;·, ea·· .t·orñó.-:-~dE!l',<,f,i l t'radci .·ÍJna'~·a1 icuOfB';/di:!.~ r; ml '-y afor-ó 

: :: ':;.b ::!i~~~:¡12~~~f ~itfi~~,.-.·.,·y··.,·•.·~.',i.•.-'.·.'.,:'-•.~-'.•-P-1_, .•. ·.·.:·:.• .. t .• r~~~. , :: 
cro~a~.dg~~:~~-~?i:i\~;/:~~:.:~·'.:(.tf _ .. - ;:I ~· 

d .. :ªu:ª::~·;:~;~~;~§h~:g:~~~~-~~1~l~I~~~:;~~~i~R~~;.;dE:1.r~:.~~::;:: 
que en la· preparación :'de ,.las".~mu"i!str.as:~hasta·:O.su,apl icac:ión. 

6.4.2.2.5~· .• Est•Ú1.~i~d3{~if~i1i~~~~J~~:<il2'I·;·?'·· .. <~. ·.·. 

se· Pi·e~~~~,~-~f;\~;~:~~:·t,~~-~~\~~~:; ~~:-.·:,.\ª-~{~.~·~~~~'..'_~~,~m·~ ::,·~~~O. se prepararon 

paf-a'·: ·rePrOduc~bii 1da·d;;·<tt-es ·pe·Sadas -'inde·p'é·ri-di~ntes>"; 
,.., ....... ,.> ;,_> - .·"··.-- .. ·, . 

b. Se p·~~epa)~ó' ~~~:-~~t'.~~·d~·~·-_:s~CJ.~da~i~- -de· ~-~-~~--~:~p.~-¡·Í ·--.~~ .. -i9úal forma 

conlo-,s~ prep·aró. en· ~ep rod~Ci b(1 i .:!ad~ 

c. Se aplicó·e:1,eStáridar y l.as muestras (20 _ul_) .. al ·ct·omatógrafo. 
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d. se· dividió cada muestra en dos _partes\'. ur:-ª:. ·.~~ra. t~~perat"ur~ -

ambiente s:>rot_eg~·da ... de· ·1a · lu::· ·y. :i:.~··:.'.·~~,-r'a.·~~~:a-~~.~~}g~rclcidn 

protegidá· ·.de.'· ;J.a·, :~uz; d~:id reposando ·cada muestra 

en-su respect-iVa "i;:orldi~·idn-2f'iempo •. 

Después de "transcurridas tres horas, se aplicó al cromatógrafo 

cada muestra, in.cluido el estándar y se dejó reposar las mismas 

muestras hasta las 24 horas en su respectiva condición-tiempo • 

.f. OespLtés de transcurridas las 24 horas, se aplicó cada muestra 

nuevamente al cromatdgrafo de la misma manera como se hizo 

inicialmente; incluido también el estándar. 
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7. RESULTADOS 

7.1. MODIFICAÍ::JON DEL_~lETODO,ANALITICO 
Los.:_ ··,~-~suit~,do~··-,~bt·en:ú1~~; . .'.~-eñ los ensayos· diseñados_ pani 

encontrar · lo·~ ~-ará~~~·:~~'~)~~-~:~~;·~d~cuad~s,. que-. ofrezcan un -,~áto.do 
•• ,!' • • ~ 

ana i r t i cO:-. i-~~~L;.~;~!~:-_~;~{{~~~~q.:t?~: Yjj~~~{~~:~:.·~ ~"~r~-~-\ ~._\.;:~;~ ~~~:~J 0 · 

en el labcratorio'.C1ue.•eLseñalado:;,en .. 1a·.·11teratura-·son: -··-

cotidiano 

:··.··:--~o:-~-'.~~~-1·. ¡.·:·::!{.:· ._.,~ -~-,,.--.., 

- F_a•e_ --~~f ~-~ '{.f,é~~~~~-~:[~-~f;~;~.:~;H '7\~~~i~~t': 
- Medio :<de di lUc'i.~fu'.!Acet_~riitri~~".".'H:zO_>pH_!2'.:··( 4_5-,~.5'_ 

-~:~::::d'. c:5-fof.~!-f ~~:1f~~lr~,;1Kd~\·•t~·~~-l·d~d · 
. Velocida'd d'e·-·~l·uj~~~~·.::t\~·;¿~i(j·~t~~ :F·: 

25 cm de 

. ... -' . :~f... . ~ ~~:.-.. í"=-
- Volum.en de apl ica~.i,~,11: \:2.0 .:~i::/ ···: 
- Longitud· de ondaz ·)10 '1rrf 
- Tie.mpo de. corrida: 5 ··"m-¡·~~~~s « ' 

- Tiempo dii! retencióm' 3.:29. a 3.60 minutos. 

Figura 4. Crcm~tog"rama, cbtenic:I .. º· ~º~-~ .res.':l_l tádo· de les parámetros 

arriba ·men.c:icnados para la mod.i.ficación del método. 
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ne· manera _'ejcmpliTi¿ativa_ y comParativa se. p.resentan algunOs 

cromatogramas ·de. 165 e~·\sayos para enc:~ntrar .. _la fas~ cTióvi 1, que se 

descartaron p~ra_ establecer el método analítico. 

••••••••••••••••••• .. 12-03-l'l'1:' l!h:;o1~6 ..,.,,.•Ion 1~.1 •••••••••••••••••u••• 
t Ga..pl .. tlll1UK LllllUOf'RlL D1ot.s Fl 1•1 CtNllf'1 1 
• lJ.lt111 t!?·0-:•1'1'1:? \!>11\7112 t111thod1 LIG 
• 1nt11rf11t:t'l ll• i:1ctu11 7 Opcir..itDI'" tK>n c111•11•1•1111 n v1"1'1 14,n, 

: 1 ~!=~~!~~-~~:~1 ~!~j:~! 11 !~. t ,!~~:=~~!~! .;~. 1 ~~: 0 :~·:~=~I~!~!. ':~~)? 0 0 10111111: 
1 ln•tr~••l'f•l 1V1>"1 DCTtCTOR U:="•l C•Jlu"n T .11111 r'u•:u•1phm 11 t.IU, :;u,. • 
• ~11• •1,L Dv1crlptlu111 t'\t(.TDUllf'<lLO·lt.'0 1:;1<;;:; 1 
• t:unJJtlun1111 1).2 rnll111l1> - tlu. ~a1u .... 1a 1'2~Q 

" l\o•!rt.tur C•1 210 ""' "'"''°' tiw h Lrfl 
• Mise, lnlu•.,.,t.tvn1 LllTE 
••••••••••••"'••••••'t,•••••••••••••••••••••••••"' ••••••U•H•~·•••••o•••••• 
st .. r-tlm,¡ ua1 .. y1 •J.O'l 1tun H""°1 1::i:.oo 

(\r-t111s, \.l<M!1o1 011iJ hnlo,iht.o •ti:tt"•d ln1 C1NOP7oATU 
n.1t11 Fll+t • C.:11101"7.rTD rrtntuiJ on J";:·Ol·l'i'12 al l::i1:W1~:s 
tlt;ir-t. t.l•ul o.o<) ,.¡,., Slop u .. 111 t:s.oo •In. Off••t1 o ..... 
t.uoi Vi\huu !ibbb ,,... m1,111 VA\U<>I ~~('l(i:'i uv r.rfllC' f.ir.tor1 1.0 

. "-, ·. ···_: .. ··:·;:cr··.:>·"~:'):;::~\:-b,:~>1:\··.)·.',.:: '.~::: ,.. 
Cromatograma obten~·d~\ c~n~·~n~ j'.~ase .;~~~~.l 'de acetoni tri lo

·:~-:· '.¡ .... ·<~:.: ,:7·:-:.'»:j¿t:::_i,::-~ .. >;,'.<'._>t·~~·:.·,~:!~·;.:t'~·· ~'. ·. ' .. · 
H::;:o 45-55, ·colu_n;irí~_:c1~;--;~.:·~~,.·<~Y-el~ci"dad de_ flujo de 0.2 

ml/min, concentra'c'~d~~~ d~-.:'50':,'µ~}~:i-~ ~ t ie~po de retención de 

7.65 min, es por:·.·~~'~:~;~~~¡.~-i-~6-·;:·i p~r·á~Stro. por lo que se 

descartan estas·' ccndiclones. 



L15'M111'1!1L ;,,,,1· 1·1h 17.•ll,'··l',".';' \l1'lt:·:,, ~1·11t,.•11!. 1, 1:.,1.;L1• tll 
1:r.H :.nrn ~r ... 'E1: 11: 1 11.i: c.:11rw1t1.t'lrt 

••••:uou:tsr.;·~L·"''' 1::··1J1·•1??,· ll1•:;·1:....: 'lr"1iihu1 U.I 1·1.:1 .. 1.-1.t·!l11t11!U•11u 
.. Si.1nul11 ll¡•1n.:: Ll!HNIJPl;ll. . 1•.:.tlJ r; lt•t CHlm~u.1 
• D.,1,.,1 1::·•)7·1"":''.? ll:!i•:Ott'.•!i Mcll1•••!1 Lt~: 

r lnt1:1"1 .. c.1:1 ''~ 1:{cJu:1: 10 "pn .• LiW r.'" .. ,, \:\1 n 'h¡ 1:h u.n. 
1 OL .. u·Ur1..i f'.l.11. Ul1lth1 l!i rhr,.. ::111lrl! :;o 1'11, ,. 1111·¡1N\11 l•h •1:.;n.~ <t 
,.,.., r· r.ifrl'r n11:; • ·•~r,.1 t~ ·, 1t.:"t•~• '· 1., • r.rr.•.~1 ~•. •,. · • r M1•1 r.· ~ • •1•r·~•':11 • • •• •r. 
• l11:.l,;t\tm1111I;. l)l•r.I lll:1l:l:llll• lt:.:<;"•l l"<.1\u_.,, 1 1:"!1 ,.,,...,,;¡11\•111. C\01 Ju111 11 
• ::;u1v•11-t lh•!:;tlpti~n: 11:1..111rnt1~IL'l ll:'l1 11:11:•:; 1•11 :-. 
• Co1hllli<.mu1 1),!'i ml/r.1l11 - f1(1, c.1l1.1mn,., t::JO 
• Ut tct:l:lll· 111 :'11) "'~ U1 l1;~·1.11r 11 l.l''fl 
• Huic, lnf.i. ni:i~i('lnt L.Urt 
•r •r lflol11•11• r ~~; :l""I• ••t.' tf',,r•11,:1JL:l't ·''"'" ,.~ 1 tlr111 r :·"• f!H ~ t'l•, 11•1o••'l•••11•• 
St.a.1-tlll'J 0fdl~;1 1),1)1) h•m rlf1U11 U,1.'•l 

PI~ llitl ill"l'll I~ ""'''· 111111 .. ult::t•d t1r~il/ 
Nu. Tlmn i'. l. llt. ~·. ll·11ght 

:.62~ 
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tut.1.1 r..-ui\1 '-' U1n• t,:111.•l•J p1.o1· ~.SO•J tJlrt:. 

i'\r1J11:. 1 tln•11i,; 1 ,,1 .• 1 l1111•1h1 , ·.L~u··"I 11. r.111Uru1.1HI) 
D.1t.q llln •1 1:;1mr111.1>1~: 11 lnt.•·111~•1 1:.."-\•/··t•,--:~· I\\, 11111:1111 
St:. • .wl: llr•.11 1:.1)11 11,11, -::1. •p 1.t.:"1•:0 11,i:i,., 1~1·•· 11rhwt.1 Q n1-., 
Ll,11 1J:11 Utrt 1, ~· .', 11• 1111 11 ".".11 11.: 1•;:~;.1, 1 •11 •;, ,.¡,,. 1,,. I • 1•t ---1 

r- :i.gura 6. Cromatograma obtenido con una Tase móvi 1 de acetonitri lo-

H:zo 45 55 pH 3, columna C18, 5 um, velocidad de -flujo (1,5 

ml/min~ concentración de 30 ug/ml. tiempo de retención de 

2.625 min, el cual se encontró por abajo del tiempo 

esperado. 



1¡¡.,tt,u••·IOr .. ~.·.;:·111 1:· 11 ·1?'1:.! ll134:Hi \\•1·~1.m :¡, 1 t•1t•ll•A..in., •• ,.., •••• A 
ti t~·· .. 111111 11.h•llfl t.IUlllLll'r111 n.11. .. í-tl!il 1:1t10PJI • 
-. n.1!.•:1 l~?··l 1 ··•';'7:• ll 11-:11-: 11••tlio-11 l n· 
~ ~· .. :,::1¡i::~j";~, :.;: !·1'i:;•,::,•;:111::'I lh~'.~·,'¡1~1~~~': :;•) ~~ .. :•:•···.:,:·.: .. •:._,1 l!'J;~:,',~~I U.,¡, r. 
r11.·· HllrMI~ •:•!!':l•t'••· 11r~•111t.f'tU1,rP·"'l•':"•1.• ~\:'r ,1 • ,,. •t: .. 11 :.rr• n~1:"1:'1• 

• 111.ll,1 ur,1~,fll Typ1•1 1:c n:i: 111:i 1.r:?.?~· C'o1l"""' 1 >I'"' 1'·. "· 1 !, •• , ., t.: :, 111u111 
.1- ·J11l,,1:nl 1:1!1.1.r:l11Ll•111 nc::101-111111.1.111•.:1) ·h1 •• ·• 1111 ;• 
• CtJ11tlll:lo11u1 ',I) 1nl/11l11 -· N,., -.:olu111o1._. :Z~I 

IJ.•t •1.:Lw· 1°1 :!10 r.iu T•cl•.t.l1w '1 :.r11 
r !11!'.•;, J11f1~r~i.•l:.lrn1; LOTC 
l~~nr1~J:lrt'll·'"'· ~1•~~1111~t.tll •l'' ·~·•l.• ~~, ,r.•r .• ~• h::n.; 1• .•11• 1~J1i 11.••••1 
9t•wtill~ U11:uy: 1),(1(, 1;111. ,,~·~I 1.1;tO 

n r.l.t '\11 il u ri;111 IJ.~ ..... 1: 0:"'' ' .... t¡t/ 
Nu. rlo~a :: L :n:. % ll•Jl1111t 

:"';.(•!JI J t.7 
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•,I 11111• "'''"lºI(• ¡lfOIº l,t:.1111 \-11•1 .• 

Q !'1'· 
j,(I 

Figura 7. Cromatograma obtenido con una Tase móvil de acetonitrilo-

H::zO 40;60 pH 2, columna ca. 10 um, velocid.;..d de -flujo de 

1.0 ml/min, concentracion da 50 µg/ml. con un tiempo de 

retención de 3.475, pero en estas condiciones el 

resultado no -Fue repetible. 



·" 11 f"rL•l ... '!"hlll1 11· :'l..··1•1•1;: ·~·C•Ui!.a:, tiUUfllt!Ut. 11 c:yc:lv lb 
nAW IJ/\Hl Cl\Vt~I) rn l'ILE C1ílHLl.et.rl!J 

•••• , ............. "'""""' 11-:u.-\?'12 17.1•)'/1::0 Vut ... 1011 !j.I ••••••'lfUilltllillll-'11111 
• UaU1pt11 Hm11a1 .,.rl 1 Da.tu 1:11cu Ctl~RtLlt. • 
• D~lrH 1 l-:.Ur1?'1:? 10:1•.•9:07 t1ot.fl111l1 Lt\l'fltt 
t l11t11rl;11:u1 lt• 1:ycl11ll~ lb ll¡lf'l·•lur l;huut»IDI (1 \'i¡•llh U.1,. 
• Dt..i.1·t.l111J re• •k Hhllht l:i l11nl1füutdi ::o l'\l'UJ lhrca.huhJ: ll!iQ<J 1 
lllfllll'lflltlft•tlll,l1l•llllrl1till!lll,l .. ll111'llill,,.l'"Jl .. Jttt1:'11tt1H'11Hf:IM.·:ft•l'llll'lli111 

• t11ut.ru1111:nt Ty¡1"l1 UEfCCIOI~ LC:O:'IO CulU1ftn ly¡i.u rc .. :ut11'lllU H CIEl 1 ~ Ulll 1 
... 51JIV'fllt D1tUl:l'i¡.tLlu111 ncElOlffílll:..0-14.ill~PUll.H;?U 41'76 
• CcmJltlanu1 1.0 mllmln - No, ..:olumna 1~31) . 
• u .... t.,:1;L.11• 01 ~to lhtlt•ut11r lr u·11 
• tli ¡e,, l11fnni.t1l·tu111 l.J<jlJICPIUL Rf2 
lft'~ •I •f•I ... ~·11 .~. f>i •f •'l'.lfl••••111•f'.• 1>• .. 1 •• ~11 ••• ~ •lf "'l:<lf'f~lllli•••• llli•ll~· 

St.arllnu Dola11 1).0ó Run 1 lo-1e1 10.00 

nroJ IJ Pcutl; Unr rnnl 1 U•tl n.-eou/ 
'f. L tll. 1. HalQht 

:S.:SQO '<!?1~'130 lQtl.QO•)V 1 'i'Sbll3 11J0,1JOO ;s1. t 

Bb 

Totnl <~·c.:a1 2?1S4U(• lu-r,.a lhtJor:t: ti Un11 r;,1nl(!lC1 ptii- 1.500 cure::. 

tln?wi 1 l;h"l'l 1 onr• hnlo~lll:.~ gt;orud In: C1PRILlb.1\l"O 
D .. t{o 1"1111.,. C:FfULtl,,PT~~ r1·lntod tm 11-:,::.~n•n 11l 1:.~10'11'111 
Slol1·~ Uma: ,,,1)0 ~1111, t>t:or. t:l.n1•: l•J.Oll r1lr1. Q(t'tir.'a 1) llV· 
Low Vnhm1 :\101 '"' 1111111 '.•1,111.•1 111~u1 •n m:11lfr ~;.r f(r~1 1.0 

Figura e. Crcmatogralna obte~id¡;· ... con las condiciones indicadas en 

11 teratura1 Tá.se móvi 1: solución de Tos-fatos-acetoni tri lo 

4z 96 pH 5. o, columna C18 de 5 um, velocidad de -Flujo de 

1.0 ml/min, concentración de DE 0.3 mg/ml. 



7.2. VALIDACION llEL METODO ANALITICO 

1.2 .. 1 .. Evaluación del Sistema 

1.2.1.1. Linealidad del 5istema 

Modelo estadístico: Y1., = cx¡QO + fl.,.,X, + E.1u> 

C•"tidad adicionada. 

X <ugl 

12.0 

12.0 

12.0 

lB.O 

lB.O 

10.0 

24.0 

24.0 

24.0 

::s:o.o 

30.0 

30.0 

36.0 

3ó.O 

36.0 

Respuesta obtenida 

Y <ABCl 

591569 

592091 

599825 

894559 

889705 

885299 

1181315 

1186291 

1186500 

1478486 

1477810 

1483911 

1775215 

1700217 

1772049 

87 

rabla 5. Resultados de Linealidad del sistema en A.rea Bajo la Curva 



7, 2, VAL IDAC l ON DEL METODO ANAL l TI CO 

7.2.1. Evaluacidn del Sistema 

7.2.1.1. Linealidad del sistema 

Modelo estadístico: V, .. 

Ciilntidad adicionada 

X (µg) 

12.0 

12.0 

12.0 

ta.o 

!B.O 

!B.O 

24.0 

24.0 

24.0 

:so.o 

30.0 

30.0 

36.0 

36.0 

36.0 

Cita+ BaX, + E.1c1.J 

Respuesta obtenida 

Y <ABCI 

591569 

592091 

599925 

984559 

899705 

885299 

1191315 

1186291 

1186500 

1478486 

1477810 

1483911 

1775215 

1780217 

1772048 

87 

Tabla 5. Resultados de Linealidad del sistema en Area BaJo la Curva 



Cié.lculos1 

R.egresión lineal1 

PrCm. X = 24 

X .. n .,. 8.4852 

rx2 • 9720 

·i:x.= 360 

<EX>"'·= 129600 

n =.15 

Prom. Y = ·1184256.06? 

. V rn = .4.18130. 6,42~· 

Y rn-a =:·. 4:3'2806·~ 3334 

I:Y2 =· 2. 36459 x 1oa:s 

¡:y = 17763841 

EXY = 4 79549988 

Pendiente B Prueba de hipdtesis: 

= 0.9988 

Ordenada al origen Prueba de hipdtesiss 

Ha= O 

H. = « 'i' O 

.. = 0.0331 

Desviación estándar de la regresión Sv;-xl 

Sv,,c = 0.0674 

Intervalo de confian::a. de la pendiente B: 

o. 9942 i n i 1. 0033 

t de Student calculada para 11: 

t ... 1n = -0.5765 

lntervcqo :·de· confiaiiza de la ordenada al origen 'x: 

-0. 0827 i.· OC. ;S 0. 1489 

t de studenf calculada p.:ira oc: 
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Coeficiente de determinación r 2 : 

r= = 1). 9999 

Coeficiente de correlación r: 

r =·Ct.9999 

Ecuación de la recta: 

V = <0.998BX> + 0.0331 

Criterio: El sistema carece de error sistemático proporcional 

consistente y constante. 

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE CALCU~ADA 1 VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS 

REGRESION lC.77.3690 lt."177.3690 224983. 8000 

E~"ROR DE 
REGRESION 13 0.0713 0.0048 

FALTA DE 
AJUSTE 0.0193 0.0064 1. 2363 

ERROR 
PURO 10 o. 0520 0.0052 

Tabla 6. Resultados de análisis de varianza de la linealidad del 

sistema. 

Criterio: Fti"• 

224983. 8000 9.07 y 1.2363 < 3.71 

Por lo tanto. se considera que el modelo lineal 

representa de manet·a correcta la relación entre cantidad adicionada 

con área bajo la curva. 



LINEALIDAD DEL SISTEMA 
LISINOPRIL, CLAR 

AREA BAJO LA CURVA (Mllel) 
2000~~~~~~~~~~~~~~~..--~~~~~~~ 

16001--~~-r-~~~o--~~-+-~~----<~~~--~~--f 

1oool--~~-+-~~~1--~~-t-7"'~-lr-~--:-r~~-¡ 

500L-~~-1---:;¡.,¿.:¡_~~-1-~~-t-~~--t--~--'¡ 

8 12 18 24 
CANTIDAD ADICIONADA (mcg) 

Gr.tllca 1. REPRESENTACION LINEAL DEL 
SISTEMA. 
B•0.9988, A•0.0331, r2•0.9999 

30 36 
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Figura 9. Cromatograma tipo obtenido en la 1 ineal idad del sistema 

para Lisinopril, por CLAR. 



7.2.1.2. Precisión del sistema <Repetibilidad) 

Cantidad ~die ionada Cantidad recuperada % Recuperado 

Cálculos: 

Criterio: 

X (pgln11> Y <ug/mU 

30 29.8873 99. 6245 

30 30.2281 100. 7603 

30 29.8661 99.5538 

30 29.8787 99.5958 

30 29.9378 99.7920 

30 30.2017 100. 6725 

Tabla 7. ReSultad~s de precisión del sistema. 

Yr:tn-' = o.16e4 

Promo ·y·= 29.9999 

C.\~•-Hp.· .~ 0.5615 

c.v.~. 

0.5615 1.5 

por lo tan~o. el sistema se considera preciso. 
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7.2.2. Evali.tación del Método 

7.2.2.1. Linealidad del método 

Modelo estadístico: V,.J = ªª + O"'X' + e_,u, 

Cantidad adicionada Cantidad recuperada 1. Recuperado 
X <mgl V <mg> 

6. (1 5. 9657 99. 4283 

6.0 5.9570 99, 2833 

6.0 5,9937 99. 7290 

9.0 8.9816 99, 7955 

9.0 9.1211 101.3455 

9.0 9.0860 100. 9555 

12.0 12.0434 100.3616 

12.0 11.8615 98. 8458 

12.0 12.0562 100.4683 

15.0 14.9385 99.5900 

15.0 14.8060 98. 7066 

15.0 15.1039 100.6926 

18.0 18, 2670 l!H .4833 

1a.c1 18.0llB 100.1)655 

18.0 18. 3080 101. 7111 

Tabla 8. Resultados de linealidad del método en i! recuperados. 
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Cálculos: 

Regresión lineal1 

·Prom. X = '12 Prom~ Y = 12.0327 

XO'n = ~.2426 VO'n • 4.2924 

-XO'n-t. = -4.3915 Vv,..-1 = 4.4430 

i:x2 =, 2430 1:'12 = 2448. 10so 

!:X = 180 !:V = 180. 4914 

<l:Xl 2 = 32400 !:XV = 2438.9583 

n = 15 EYt. 2 = 7344.1629 

Pendiente Ba Prueba de hipótesis: 

Ha1 B = 

H.; a 'f 1 

fl = 1.0113 

Ordenada al origen or.1 Prueba de -hip~tesis: 

Ha: a = O 

H.1 ex t- O 

a = -0.1033 

Desviación estándar de la regresión s..,,., 

s..,,. = 0.1293 

Intervalo de confianza de la pendiente l'h 

0.9943 1.0283 

t de Student calculada para íl: 

tc• lP = 1. 4401 

Intervalo de confianza de la ordenada al origen a: 

-0.3198 S a S 0.1132 

94 
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de Student calcul.a~a para on 

ta•I.;. .=,· .. -1.~~09 ~ ,. 

Coeficiente de· ·d~~~et-rilinaCidn· r2 ~ 
- ·-'' _-. -'-· 

-~2 :~~.:o. 9§9~---:: -- __ .;,:-.:.' 

·- ... -, .. 
r = 0.9996 

Ecuacidn de. la recta: 

Y = C 1.0113x ) + C-0.1033> 

Criterio: El método carece de error sistemático proporcional 

consistente y constante. 

FUENTE DE GRADOS DE 
VARIACION LIBERTAD 

REGRESION 

ERROR DE 
REGRESION 13 

FALTA DE 
AJUSTE 3 

ERROR 
PURO 10 

SUMA DE 
CUADRADOS 

276. 1565 

0.2192 

0.0884 

0.1309 

MEDIA DE 
CUADRADOS 

276. 1565 

0.0167 

0.0295 

0.(1131 

F 
CALCULADA 

16497.6300 

2.2512 

Tabla 9. Resultados de análi5is de varianza de la linealidad del 
m~todo. 

Criterio: F.. > F-..- y Fe.,.. 

16497.6300 > 9.07 y 2.2512 3.71 



LINEALIDAD DEL METODO 
LISINOPRIL, CLAR 

CANTIDAD ADICIONADA (mg) 
20~~~--.~~~-.-~'--~-,-~~~,.--~~--,~~~-, 

151---·~~¡--~~-r~~~+-~~--+~~~-.J.<:::::::::__~_j 

101--~~-1-~~~1--~~-+-_,_'-'----l~~~-1-~· 

51--~~---+-~~.c--+-~~--+~~~-+--~~~1--~~--1 

3 8 9 12 
CANTIDAD RECUPERADA (mg) 

Gr6flca 2. REPRESENTACION LINEAL DEL 
ME TODO. 
8•1.0113, A•-0.1033, r2•0.9982 

15 18 
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Po~ -lo tanto,_ .se ~o~s~de~a , 9u~_:_--~~ ··:~étoda l inaal 

representa ·de manera correcta la rel~_cid~ e'~t·r~.- i:~~tidad' recuperada 

i:on cantidad adicionada. 

·• ..,..., M- ............ f·\l..Clo'!:A Pt!.ACliN 1 1 Cl:Il"'UR 1 •« ...... •« ... .... 

ntu1111u11111•111 lc.>-:.Ol~l't'U UU1141o:I Vwalun t.o.I ••••••H1ttu•11Uoou 
• ~llOSllcr H.i11<11 LllUHul-IUL U.al.a fl1•1 Uinop/UZ t 
1 U•t1.11 IV··t·1~l'fY,l. l'114;e1:U1 tlllthadr LIB· 
1 lnterl•CN 16' l;'fclDlt 75:l Upor•lat'" tkin l.h,111n,,lll IJ Vl,1U1 tl,f\, 

:. ~~~:~ ! '~~. ·;~ ~·~ 1 ~~·:~';~ •• !~ ... !~~~~~~~. !~ .. '.~~: .!';'.~~:~ ~~. '!~;'; .......... : 
• ln1tr:u .... .,1 l<111rt ut:.11::t.:ll*t U.2't() 1.:0111 ... 1 l'fl'*' l'tt.t'llll•"""r l.; 11,1u.c; o 

1 • w1•11<t1t 1tuac.r-111uau l\U>l1l11U IJll .! c:u~~ • 
f '""°''di l1C111U 1,.., •11•111 CUl.lffM\ lbo 26'1 
• Untadl)r U1 :llun• O.ulm:tur lt U!.lYll 

• : 11~~ !~~ • !';~ ':::~~~':;~ u11 u••uu u1;~!~~1• !~;. ':;~~ • ! ~":! .... •• 10, u 111 u uu: 
tol .. rll11q 1111l.i(1, \t,1:i,1 flw1 11-.in 

IW-•a U f'•"~ Uar .. Uzod Or"t:"I 
t. L llt, : ll1'11,1t1l 

lato1l 1r11,u 

..... 111 r·llu ".lilloop/to;!,1'19 ,..,.,"tail lNI IU-21-1?'13 al VIU14tl:> 
Ul.v·t tt-1 l).(l(J •In. Stop u-1 ~.UJ •In. Ufrnot1 o.,,., 
LCl'I, V•luat •• !!!!_.l...... 11J11h \'•h•l.'I ""'~~;.> ""' U&:•lt< f11~t1>11 1.t• 

Figura 10. Cromatograma tipo obtenido en la linealidad del método 

para Lisinopril, por CLAR. 
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7. 2. 2. 2 •. Espec;, ric i dad del método ·: 

?. R = ·º' p:o.,..-~10\t'an·t~·/- 110 ·e~-¡~~-e~ --~~-t~r'f'.ereÍlcia para la 

det'.ermina~ión:·· .. :·dii'·. Lisinopril en tabletas par parte del 

placebo;. ;:,J.·u~~ci'f:\ .~~~CÚ,~~-~~, \·--e·l .métOdo se considera 
'•;:..:;,

e:spec í-FicÓ .. ~'- -- i 

'.lili' ct"!.I'.\ pe.n:t;.1.+.1 ... 1· 11Cu::r~u1 < 1 • .. • "' ..... " .. " ., . 
•••••1t11r11001Ht1r IU.,19~1tY.S ll1J't1!>\I Vn1lon ~.I •••••t1tl•1011•n11101 
• •••111 lki.,u l,lt.lllUM11t. ' D•t• fllt!I ltllllll'tr'U '1 
1 llAt .. 1 11.1 ·IU• l'NJ 1'11 J•/1 l'I "-lhudl 1.18 
1 lnt•rl;IC•I I• 1.vcl••• MU llclPr•lDI ICl't u. .. onr111 ., '.'1-11111 11.11. 

: • ~!!~! ~·;~ .·~~:: 1 ~~ :~ ~~ •• !! ... ~ ·~: !!~!~: ~-!~ .. ::: 1 ~·:.::;~~ ~! • ~~ .... ·; .......... . 
,. l111tr'*l1UI h'lll'I llEIEl!IOR Lt..~¿-N Ccttu.-i1 lypc.o1 Pt-C1:1r.pl1prr.< 1; 0 0 11.Not.' 
1 t.ul ... 1.mt lH11cr·l11Uoro fll.EIUOlllll..lllllotlJ f>ll ~ 4:S1M• 
• t:nMtlll•••hl 1.t .. l••l11 ClA.1 ... w. No. ~61 
• lHtlC'Ctor-UJ<?I~ WIP<::lrw- l1 l,I,.;"'" 

. • lll•f'• lnHot-lluru IUll'IE~CltlCll•lll 1 
••••11U•111111u1111111•ll•1111111111111•1111111111111111111•••11111111111 

~l•rtfloQ llul•lft kuu 111.a1 

PI: lml ........... 1r111a U f-1t.it.. lk>f'•llllltltd 1'11"1'•" 
~ 1 llt, i:. 1to111tot 

., 1lr'<1• H•J~t1 u 11111• 111"4'11• ''"'° 
1.o111t• J.1111 n h1llf'c.•,.:.1•19 t•rlutr..I 1111 IU"l't•l'f'f;\ fil 111.,915· 
~torl tl ... •1 11,IJll •111, f:ltW lf9Ctl tl.UU •lllo UffNll 
l·ull º"''ºº' •. ,, .......... ~·~!.- ___ .R ___ _ 

Figura 11. Cromatograma obtenido en la determinación de la 

especificidad del método, en el cual no se detecta 

interTerencia alguna. 
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7.2.2.3. E>eactitud y Repetibilida.d al 1007. 

Cantidad adicionada Cantidad recuperada Y. Recuperado 

<mgl y (mg> 

15 15.1154 100. 7693 

15 15.2124 101.4160 

15 14.9546 99. 6973 

15 14.9595 99. 7301) 

15 U5.0674 100. 4493 

15 15.2688 101. 7920 

Tabla 10. Resultados de exactitud y repetibilidad al 100%. 

Cálculos: 

Prom. )( = 15 

ex=- = 13so 

EX = 90 

n = 6 

¡;y = 9057. 8085 

Prom.. Y = 100. 6423 

Yrn ::::s O. 7851 

Ycrn-a • 0.8601 

tY2 a 60776.9545 

¡;y = 603. 8539 

Criterio: c.v ...... 1.5 c. v ..... p ... o.9546 

1.8409 2.5706 

Interyalo de confianza para el % Recuperado 

99. 7454 < Y.R < 101.5392 
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•••••••••,•••••""''"" 10--¿1-1yy;:; uE11JU15:t Vorslon ::i.1 •••1t1-•••••••1u11•1u111 
• &oi'mplt' Nm11«.11 LISJlfüPl<ll. 1J;.1la •·t lm U1no111u~ 
• U~te1 l•J •lY•·l'l'IS l/a5j¿140 11oLhach LUi 
• lnli:rraco1 lb 

0

l;"·claM1 705 Cl¡nl'r'1h•r NGtl l:l1oJ.111mJll1 1) Vi1-1Jth N,fl, 
• Stllrttnq Pooll: Htdlhs l~S lhrvuhultl~ J.I.> llr"IM lhr¡¡ol\hald1 4~UU • 

..................... f!lil l .................... ' ................................ ., •••••• 

* lnutr·unumt 1.,.1uu 111.;lt:.CllJI~ l.!;2'"10 l;ah1m11 1 ypr.tt Pr.:r:aaphgra C U,lUmc 
• !::ic•l <11111l Ul~r.crt11L1u111 J\t;H1H:.:u pll 'Z 115135 
• Condttiono;11 t.•J mllit1\n L:Ul.Ul1Nn Na. ¿:bl 
• 11atoc.Lar ~11 ~1Ur1m Uut1¡1ct'ar ls LC'..!'lo 
• 1111;c, Jntormatloni LO!Esi:!XACI l lllU IUOl. 
• fll 1·11!*1llt1 •• f lifi 1 t r • 1fiti1 ... ~· 1t•t1ti1tI!1111kl''*"'1att1ltr**1 ..... *"1 • .. • IU *I!• 1 **•ti 1***1 

st..,.tlng Unl.iY,: t. .. •Jl.l Run 1111101 t..vo 

f'I: Hol llr"tA U l'r.fllC tlormallzud nr1n•1' 
tln. lhlll :~ L 111;. ~~ -: 11a1911t. · 
.. -·· ··-·------ ·····- ----··•· ----··-----·-- ········-... -------:-----~ . ·----········----

W1'1421 luO.c:Nilu l </b94U 100.voo 16.3 

Figura 12. Cromatograma obtenido en la ,detef"minacidn , de eXactitud 

del método, en el que solo se identifica el pico 

principal del Lisinopril. 



7.2.2.4. Pre~isidri <Rep.r.~du~,ibili,da.d) 

Modelo estaétist.icó:·:y .. _.~ =u.+ a .. + O.su, + e .. u .. u 

.Hipótesis Planteada: 

D 

A 

Analista: H .. 1 oc = a .. 

11 

99.3435 

98.4228 

99. 4521 

100.3311 

98.8437 

99.5972 

ANALISTA 

Oia1 H .. : O = o .. 

H.: ó" f &~ 

Il 

100. 7788 

99.6102 

98.8389 

100.6426 

100.2327 

99.8903 

101 

Tabla 11. Resultados de rept·oducibilidad en porc:ientos recuperados. 

CALCULOS: Y1.1.. = 297.2184 

y 1.2. = 298. 7720 

Y2a.. = 299.2275 

Y2:2. = 300. 7656 

Y1.. • e 595.9904 

Y2 •. = 599.9931 

v ••• = 1195.9835. 

(V ••• ) 2 = 119204.1128 

tY1.J. 2 = 357600.5282 

tttv, .... 2 = .1430376.5320 

Prom. Y = 99. ó652 

n = 12 



FUENTE DE 
VARIACION 

ANALISTA 

DIA 

ERROR 

GRADOS DE 
LIBERTAD 

2 

8 

SUMA DE MEDIA DE Fea! 
CUADRADOS CUADRADOS 

1.3750 1.3750 3.4851 

0.7891 0.3945 0.8012 

3.9395 o.4924 

102 

Ft 

18.51 

4.46 

Tabla 12. An4lisis de varianza para precis16n del método. 

CRITERIO: F • ..,,.. F.~ y F.,. 
3. 4651 18. 51 y 0.8012 4.46 

D. E ..... ,,.. = o. 7427 

c.v .... p. = o. 7473 c.v .. t.. = 2r. 

El método analiticc es reproducible por los analistas y también 

es reproduc:iQle en distintos días por un mismo analista; es decir, 

el analista no presenta e'fecto sobre la valorac:idn y no existe 

efecto de los días para un analista en la valorac:ión. 

Por lo tanto. se co!'sidera que el método es reproducible. 



7. 2. 2. s. Estabilidad de la muestra analítica 

CONDICION-TIEMPO. 

MUESTRA INICIAL TEMPERATÜRA AMBIENTE-HO~As· 

3 b" 12 24 

100 100. 6558 100. 4609 101.5588 102.0390 

2 100 99.9436 100.1985 101.5328 100.9943 

3 100 100.3965 99. 7553 101.5464 102.0447 

<Y,.> 100.3286 100.1411 101.5460 101.6926 

v •. 300.9859 300.4233 304. 6380 305.0778 

RESULTADO ESTABLE ESTABLE INESTAl!l.E INE8TAllLE 

Tabla 13. Estabilidad de la muestra analítica en Z recuperado 
para temperatura ambiente. 

CONO I C ION-TIEMPO 

MUESTRA INICIAL REFR I GERAC ION-HORAS 

3 6 1~ 24 

100 100.1006 100.5962 102.1052 102.5412 

2 100 99.8840 99.6589 101 .. 0814 102.2281 

3 100 100.7870 100.0124 101. 4876 101.8657 

<v,_ > 100.2572 100.0891 101. 5580 102. 2116 

v •• 300. 7716 300.2673 304. 6740 306.6348 

103 

RESULTADO ESTABLE ESTABLE INESTABLE INESTABLE 

Tabla 14. Estabilidad de la muestra analítica en f. recupet·ado 
para re-fr igerac i ón. 
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CALCULOS1 

TEMPERATURA AMBIENTE REFR I GERAC ION 

i:i:y,_,:;: 122242. 4802 122493. 4921 

z:v ... :z 366723. 4_463 367475.1537 

4 

3 3 

SCe 1.3314 1.0000 

MCe 0.1664 0.1250 

gle 8 8 

tot 3.02 3.02 

to.,, .. 1 

TEMPERATURA AMBIENTE REFRIGERACION 

3 0.9867 0.8911 

b o. 4237 0.3087 

12 4.b426 5.3984 

24 5.0828 7.6632 

Tabla 15. t de Dunnet calculada para cada condicidn-tiempo. 
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INTERVALO DE.CONFIANZA 

HORAS TEMPERATURA AMBIENTE REFRIGERACION 

L.S.I •. L. l. I. L,S, I. L. l. I. 

3 1.3342 0,6770 1.1287 0,6143 

6 1 •. 1467 0.8645 o. 9606 o. 7824 

12 2,5516 o. 5404 2. 4295 0.6865 

24 2. 6982 0.6870 3,0831 l. 3401 

Tabla 1ó. Intervalos de con.fianza para cada condición-tiempo 

de la t de Dunnet calculada. 
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B. ANALISIS DE RESULTADOS 

La mod1-ficacióf{ del ·m~~~d~;·~,na.-1 ~·t:¡·C~::·:p~~·:~ ).~ · determinacidn de 

Lis1nopr1l 'e~' .. t;ab·i-~t~~,,_por\\ne~i-C:, -d~;·c:~bmá·tc~ig-,.~--F·1··~ de l~quidos de 
•" ' ' .... - ·- ... ~ - - . '""' . . . ~ . ' . ,~· 

·al ta re~o_luc i:Ó_~:":~-~\'.:}_~-~-í/~-~ ::;2f {~:!'~;+~~~:~~~~:·:P.'.~;{:~~':.:~~.~·-; necesidades de 1 

::b~::~~ ... ~~~:~~~:~~1sE;~f :;tt1rrr~~i;r-~~1.z~ff ::~! :::º:: .. ª:: 1 :: :::: 
considerando tarñbién~·:--. .ioS:,_rtigi'itiilentos; mínimos· ·establecidos para la 

va.i i ~-~~~d~': ~~-~--:~~~:;\~~~~'.~~~~~~~~~~·:i~~~:i~~\~i~~~'2 :~~~:~~ado·s · por dependencias 

ofic: i a) es_::-· ·.;-i.:'·-~;}' :~.;/~<- ·:::;·r:·:r,;x.;;~~~~. 
Cas' :~~·d_i~i~-~~i·?-ne-~'..:~~,~~:~~~:'.'h·i~f~r~n al método, fueron e'ficaces 

y ef1cient~~~: va., c:¡U·a·:.'Co:ri ,eSté·.SEr pU·ede'. detectar muy bien el pico 

crine: i p·al del' "i·i'~~·'n~~·r·i-~::·:e·~ :·~l -~~~m~ta'9t~ama y sobre todo que tiene 
.. ·. ·'·. -... , '' 

un tiempo· de .. co·t·1~ida·:cor_to (S"minutos>; lo que ayuda en gran medida 

al análisis é~tidi·~.n~-.-~·~··el" iaboratorü•. 

La encontró más adecuada al método .· ·.. '.'.··,.··:.·.,.. >· '. .. ...... 
compuesta:· d~'.'. :·a.C~tc~l~·;i ~r::i lo-:ag~a pH 2 45z 55, es una me::cla de 

en la 

oracticá :;·de·' :·.ra·:_:~pl;¡.cacidn:~d1~·i;~~étodo,_· aunado a. esto, fue de mucha 
~ ·~'"· ... ;. : ... '~~ .. :~.:::~:-;:~·:":,:-:·:;"-,:::-'.>;: .. -.\ '. 

ayuda· ·e 1: ··hecho ~-~-'~_d:<:~ue_; ,~·~_j,:~'::~·i.º."-.~~. diluc i dn '..fuer a el mismo c:¡ue la 

.;:~se móVi 1 ~:~.:.··:V~.-;:._· q_'-:1~--H~: .. c:ó:n:'. -,:. es·t_~'.· Se evitan interferencias e 

intera~ci~~~~: ;;~t;:~;; l·i~,~~f1,/~'~1~s;q\l~ forman parte con la muestra 

orobl~~-a·~·-.">.-: :.-.~.:._ ~'::·.~: ·· '.~'.::,''··: 
-·con:·~'~:·:;~61~~~:.;~:~ {;~-{í''i\:~,d~ ca coctilsila.no> que tiene una 

.: . . 
poros i dad:.de' ··10 ··um·,,·;~ .. ~~yci"r ·:':·a:' 'iá repOrtada en la· literatura <511m). 

con velocidad de -flujo de 

1.(1 ml/min,- e.en una· ·longitud de ond.i d~ 210 nm, se obtuvo un 
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cromatograma en el que: se detecta un solo pico correspondiente al 

lisinopril, que no· esta 11 coleado 11 , se obtuvo un· tiempo de retención 

de 3.20 ·a 3~60. mt'nU.toS, Q~¡..-~~ie~~o·,:~~t~.:·~un :tiempo de corrida corto 

presentó una buena 

·· eHc:ac: !a; l l~~~~d~ '~,$~~ ~'",~;,::t)o~_isep~rac:lón de la muestra • 

. ··~~~.~"-~:;~_·.: .-,_;,:_; .:¡~..::_'_,.::,C,: 

E,n:·to ··~.~?~,~~f:t:~-'~'8::~~!~~~*'~-~-d~·~·(&~ 'del :·~ét'ado analítico, Con los 

lineal 

c:on el 

ni por 

e>ec:ipie~t~~:.·d~ ·1_~·_-f,~.~-~:~~~~~"~ó-~ :_:·de .. t'as tabletas, por lo que puede 

consfdera~se '.-'para:{:áñ;ú~:i~-is~ rut(narios y también posi_blemente como 
•,¡·;:··· 

se encuentra que el método es 
,··,• ,r•,, "' ,·, 

·exacto y repetible_·al _100%, <Tabla 10) por lo tanto. pl.1ede usarse 

para la-deté~;ni'naCión y- cUan1:.ificacicin de lisinopril. 
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Al determinarse.". Que .el .inétodo: es- ~eP.".".~du'C:~ble, «Tablas 11, 12> 

se puede aolicz.r al~· an.ú1·s1S de:·i·~b~~a:~~r:i~·~or toda persona que 

labore·como qu{ffi,¡Có -anali'st~··y, ~h-·:~·~~1.~µi~.r. día. 
,,·;· 

En los result-~do·s. de···ek'tabi·ú·d;ld/de.<1a muestra se detectd que 
.. \.,;>;' -··~·:;,. 

ésta es eSt.ab·1·e 9010""··-dU'rálít~-~-6;:-hOr:\~s:·y·á-'.seci a temperatura ambiente 

o en re~r~gerac1·~·n·::.-./;·'~r~~~JY;~~-~~~~J:·'-'I~--~:l:~~·,· a las 12 y 24 horas la 
.. --;~;/.:_:·'.!_, ... -,~::;;.;:l;:p·-t·i<·,·,.; 

la mues"tra es,-_.: inestable .. ;-·' po.rque ~.'~~menta estadísticamente 

concentra~1ó~ ;.de:~.~'.~~~~t~~~~~~~:~c1)Yo .·en· la misma <Tablas 13. 14, 15, 

16) , . esto·. es" ~-·~ob~~i'·~~·e·~~~': ··d-~b ido. a que el punto de evaporac: i ón del 
~1 

i:1c:et~ni~~Ú·o.·.:·; ~~/:?.:)!!L~Y.:· bci'jo el c:aso de las muestras en 

reTrigerac:1.ón;: eL.c:ambio de ·temperatura hace que el ac:etonitrilo 
' ~ _, . : 

evapore r:.l.p~da~e~t-~·~.· o probablemente que al princ:ip10 ac:tivo se 

llegase a pr~c:ipit'ar, esto fue observado como una evidencia 

elloer imenta 1. 
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9. CONCLUSIONES 

1. El método'analitico bajo las condiciones establecidas en 

los· resultados, es útil para la determinación de 

lis'i_nopril.~ tabletas por CLAR. 

2. La ·respUesta encontrada por el sistema es lineal y preciso. 

3. Dentro· ·de las condiciones de operación establecidas, 

.estadísticamente, el método es lineal, especí-fico, exacto, 

preciso (repetible y reproducible) y la muestra analítica 

es estable en un término de 6 horas bajo las condiciones de 

preparación estable.::idas. 

4. El método que aquí se propone es especí-fico para pruebas 

cotidianas en el laboratorio de control de r:al idad y 

posiblemente indicativo de estabi 1 idad y,;1. que no 

detectó inter-fer""encia presencia de productos de 

degradación o con los excipientes de la -formulación. 



110 

10, SUGERENCIAS 

1, Peali:~r un esT..udio.de·estabilidad de la muestra analítica mas 

cu1 dadoso. ·es_ ~ecir~ · éontrolando la temperatura ambiental de 

refrigera~c1~~.:/~J~~~taÍ1do el tiempo en cada condición; y sobre 

:~:"~:.,·e >t:·~-·";, _ . 
que· de; ;·.~sta __ ~·:;/_orm~ ::(se tenga plena seguridad de los resultados 

obt-~~i~~~!-~~ri.··~'-~~-~~--~?,~~e-~·a, y de ser posible ! levar a cabo un 

est'~d-10:~-~~"t~-~-Á~}J;··d~"·.~t~·s muestras en el que se detecte, tanto el 
·> '<.:· .. \~_,}· . . ·,-::-': ::.,:::;··· ,.: 

meJo_~ ~~~~~·1:a.1::~u_e-;pueda ser usado como la for-ma de manejar las 

mue~·t_rá'S.~--~~'~.;¡<e_Yit~f'- Plf:rdidas del activo o de tiempo al analizar 
-.. ·,-__ , 

é1 pr~dUé:to;-·1 \~'' 
) ··: '·-.-·. '·"¡~.: :::~ ¡'.;< 

2. f'.eali:?at~ · -~~'.<:é~t'Ud~o·~· d~. especificidad completo, intentando 

-~~cO~~~·-~,~~: ·-~i·~~··.-:~~roductos de degradacidn que se pudieran obtener 

~ot" ·~~~¿:i'.i;.:¡_~¡~'.:-~~d·~·dli~is ácida o básica, para que se tenga la 

seguridad· de-,' qué ·.runcione como indicativo de estabilidad • 

... Plantear. un· estudio de estabilidad acelerada bajo condiciones de 

anal 1sis de tiempo cero. treinta. sesenta y noventa d!as. 
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12. ANEXOS 

12.1. VALIDACION DEL METDDO ANALITICO 

12.1.1. Evaluación·.del ··sistema 

12.1.-1. L p,.:e·c1S-fói1 .. ,_dél-·sist'e;ma 

ct-.'iteri~1-.~.-'fr~V::.;,;:~~~:~<i i~·s; e,~. sistB"ma !'iª considera· preciso. 
:.::·:·.~ ! -:::>.: "r' o ;i- ';','.:-~! ,_.; 

.. .(,:.:> ;, -,;,).'~·.:. ·: 

12. 1. 2. Eya1u·~c·i-,fn_;~~~-~-~:i:Mé'(~~?tS;-2.: ., .. :~: .. · ·' ·" 
12

• lo 

20 

l, ~:::::i~1tl~~~:~~~r,1~{f,'~~~Dt~:::r ,+.e;<'> 
. ·.\ -. -~)'.:V_';._;_~~::·.~,·~.:·.·.·'" / .... i .. . ' 

donde: V_ij · -~-;~re~p1:1e~~C!J.~btenida ~(c~ntidad 
\ >:J---~\~~y::';)/~~-- '.._~-:.:~ .:.,-~':." -'· 

··7~_-_ _ ; ~-_ri~c~pi_o':~c_t~~~} ·' 

~;.:: ~: ~~-d~~~~If~i~ :;'~:(~e-~ .. 
-~ -~~·,:•:- ·-'·,_< •;,·o 

!1~.=-,~ R~-;,d~'_;~t"eJ;;:_:.::'-- · 

. - -'~,~·; ,.'~7~~.:.!~~~~::~·~~i----~1st~ma o método. 

Por mét~·ci6 ¡:d~~ ":~·{·~-1~-~~:.;- ~-~a-drados. 
Pendi:~n¡~·~"n 7 :· .. ~-~~iV~--~;·~··: i:x\~v·> 

: :n O:X 2 ) ·;-:«EX) 2 
,_,·.··-; · .. ,· 

. orden~d-a·j~·( o·r'1-ge'ñ\'oé :.~'·~ 
. ·,.::~~· - .. · .. - . . ·. n 

DeSvt'acúf;.i.:~S~.i·~·d~r;: é:J~ '._la .reg.resi dn 
~ .. -~.,.:. 

Sv ... x =·-.,¡ <J::\~~ -~· ·~-Cr:Y> .;:.:.: B cr:~v> > (Cn-2> 
-· ;. ,._ ' 

Intetvalo-:de c·o~fia·nza de ~~ pendiente 

recuperada de 

B ±. t ro •• ,.e. "_;, "~ .. Sv~~- >e .Jl/ CEXª - <EX> ::!/n> 
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Int~.rva.~~·~~~ ~~.~/~~~.z~,: ~ar::a· \~. o~~-~·ry~~d~ al- or~g~n .. ;°' 
a ± t. ,c;,.~',':7:s.:. ",,_2, -sv;»<-.J<P'rom. x=y u:x:z - o:::x> 2/n> + · 1/n) 

tc:.1• = ex 
Sv,.x-.J<Prom.X 2 /(I:X 2 - Ct:X> 2 /n) + 1/n) 

Coeficiente de determinación 

r2 == CnEXY - I:XItV> 2 

<nCEX2 ) - o:::x> 2 > (n(J:Y2 ) - U:!V>:a 

MEDIA DE F CALC 
CUADRADOS CUADRADOS 

REGRESIDN ru:xv+o:t:Y-< u:v> 2 tnl SCr/GLr MCr/MCer 

ERROR DE n-2 I:Y2 -(lt:XY-at:Y SCer/GLer 
REGRESIDN 

FALTA DE n-2-o:::r,-1 > SCer-SCep SCfa/GL.fa MG-fa/MCep 
AJUSTE 

ERROR I:Cr,-1> r:v 2 -o:::v2 , ir .. > SCep/GLep 
PURO 

Tabla 17. Análisis de varianza para linealidad del sistema o método 

Prueba de hipótesis: Ha: Y = a + BX 

H.: Y 'f "' + BX 

Criterio: Frc:-1c: > Fr~ y 

Fr, 9 1..-.a1.,.. •• , Fr,1.,,:s.o .... , = 9.07, oc = 0.01 

a =o.os 



12. 1.2.2. Especificidad dSl método 

i' ~es~uesta i: Prom: X~.Y '.=:' O; el· método es específico. 
,·.~;- ~~: ·:··- ~ ·, . 

1:. i.:.s. Exactitud,.-y Re~e~;i.~i--~-~~~~d~~~·;_ 100% 

Prueba de •~i~i~:~;~~ttf,~~f,~J u~ 
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· ·., •·; :; •;·> ;.,H;.,L U;;f. ~a 

donde: µ.:.:-~:m:~~:i·~~:·~/g::;C~~b.l~~~orlal de los recobros 
- e.><~,_~_r.i_m_e~ta,les_.:er:i porcentajes 

:~a .:~~~-~~~'.i'~~J/-~~-1. ·del p~rámetro. 
ta ... ¡~:-.=_ e·~-~~~y· .t::.\ ü;< 

.c.v./Jn 
. :·_ .. _.\-:.::·· :: 

Intervillo :. de. ~Dnfi-anza ·para Y. Recuperado 

Prom.~/.-'.± ··t-:~º· ~~~~:~:-~~~ ~·-~·D~ E. /.Jn 
.• ,-,..-¡'.' 

t c_o.~.;.:3.~~--:.:=·. 2~·57_06': 

-'--.-.·· - -· .. · -

12.1.2.4. Precisión <R~~-~O~-~c:·-~bilida~)_. 

·.··,, ·.· 
donde: Yt..,3tc = ensayo del principio activo de la k-ésima 

mue.stra. analizada· por el i-égimo analista 
en el j~6si·mo dí a. 

u = media pobl-ac:·i-Ó.naC del,, ensayo del princ:ipio 
en la muestra; · · 

ci, = efecto del analista en el ensayo 
(donde " = 1 •••. al 

8,Jci• =efecto del· día anidado en el analista 
~dor:td~ .. .J = .. 1 ••• d) 

e ... uJ• = error : · del método analítico 
(repetibilfdad. donde 1c = 1 ••• r> 

.• . 

Y,J .. = Sumatoria -de·-·¡·as ~ombÍn~ciones analista-día. 

Y,.. Sumatoria "para c:ada analista. 

Y ••• = Sumatoria total de._ los datos. 
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EEI:V •.Jk2 = Sumatoria de cada dato elevado al cuadrado. 

FUENTE DE GRADOS CE SUMA DE MEDIA DE Fc:.1 Ft:. 
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS 

ANALISTA gla=a-1. C U:V, •• 2 >/dr>-<V ••• 2 /dra> 5Ca/gla 

DIA gldi:: (d-1> a ( (EI:V:1..J. 2 ) /r)-( u::v "·. 2 ) /r} SCd/gld '* 
ERROR gle=Cr-l>ad <I:EEV:1.,sk2 >-<U:I:Va_,. 2 )/r) 

Tabla 18. Análisis de varianza-para reproducibilidad <precisión) 

* F.c:.1 a MCa/MCd 

** Fdc:ai = MCd/MCe 

~ F~t:. =·.F~o-1.•oOl.do•> = Fc1 0 :z 0 0.•1::n :1:1 18.51 

'•• F.u:.·:=Fco;¡11d 0 o&•o•• =Fc:z.• 0 0.•=:t• =4.46 

.· .. 

- ~-.. -~'.-ilÍvel ·de ·aigni-ficancia = 0.05 

~ ~ r~-;~· -~ci~ero de di as 

.. , ·.::,(:>-"'~ .:~~~~-;~ ,_de replicaciones 

: ·, :, ... ,, _ ~'..:!-';;._i:::_';_r:u;i~et;o ·~e analistas 

D. E. T. = .. D.esv:i,aci .. ó.n · .. Es~~n-~ar;-,!otai ":-~-:- -

0.E.T. = C:,<rl~:~~'.t:/,~~~~:}~~::;t~:~~·\·~:~.:)./:.(.~{?-Ú ~ )M 

c. v.T. = ··cc·eT1C1eMtF/"."Ct1i::.vat-iacfÓn Total. 

e. V. T. = -. <ÓE;~·~",:::o~~'.~-;·:·~ i66 :>::~': 
.,· ~ ,• ' ·[ 

CRITERIO: . .' F~-~~1··~·.\'f~::·~~'.·:·.-Y(·:~:F~~·~i < Ft 

El ,·mét:~~ó- ah~i·ít.ico·, es reproducible por los anal i~tas y 
" . .,: ' . . ~. " . .. . 

en. d_1~·tJnt~·~:·-.d-1a:S. Pc~»r. u'~ mi sino anal iSta. 



12. 1. 2.5. E~tab-i 1\d~d· de -la'. muestra anal itica 

Mee· si:é :i.'.<t <r-'1 i.> 

gle -~'~{\~;l',·:<L-:;~--,. _. 
donde: sce·· '=i :~~m:~-;~~--\~-~~-~;~·:i~~ del error 

Mce;;~··H~-~i~-?~~::'. ~~~,~~~dOS-del <error 

g-1·e .·=·_:g~i_d6~\~d~ :-i.~E~r~a'd · de_l_ error 
. , .. ,,,·-
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:CI:Y 'i.-~:z ·=:=:;·sU_~a '. d.é ·,_lé:::is_':-~~-~dr-ados de las valóraciones 

l:Y-t.:~ 2 . ~~- s~ma~:de":\os-:-.: Cúádrados del total de la 

·-~~-~~--¡·~' ¡:~·~:·~ ~-~~p~ 
.'.,, ·- - ' 

t = Número ·de 't~~t~am.ient~~ 

r = Número de- r"eplicaciones por tratamiento. 

tD~•l =' (V 1 /t") - 100 
<HCe<21r> )~ 

et = Nivel de. significanc:ia 
a = 0.05 - · 
m. = Número· 'de combinác:i'ones condición-tiempo 

combinación 
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