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CAPITULO 1 

IHTRODUCCION 

Este trabajo es una etapa del desarrollo farmacéutico de un 

produclo que contiene como principio activo 10 mg de Lorat.adina en 

tabletas elaboradas por compresión directa; t.rat.a de una parte 

fundamental del desarrollo: la implementación, optimización y 

validación de met.odologia analítica apropiada, en congruencia con 

las necesidades y posi bi 1 i dadas de la Compaf'U a que está 

requiriendo el producto, de tal forma que la met.odologia cuente 

con las caract.erist.icas óptimas como parte del aseguramiento de la 

calidad del producto. As! núsmo, en el presente trabajo se 

incluyen aspectos prácticos útiles para el analista que trabaja en 

Cromatografia de Liquides y en la Validación do Métodos 

Anal1t.icos. Para ello, basado en la bibliografía y en la 

experiencia prá.ctica en relación a los problemas mAs 

frecuentemente encontrados, sa hace un resumen sobre Cromatografía 

de.Liquides de Alta Eficiencia CCLAE) como introducción a ciertas 

:-ecc.1i.t:.r-.déi.c1cnes de Buenas Prac· .. lcas de Ld.boratoric para cb+.e-:--.o;ar

buenos resultados anal! ti ces, sobre todo durante la etapa de 

desarrollo del producto. Se hace énfasis en las columnas para 

cromat.ografia, ya que éstas representan el corazón de un sistema. 

cromalogrAfico. En el Apéndice C también se exlienden las 

recomendaciones sobre sistemas de cromatografia de alta 

eficiencia. 



?o;- otra parte, se realizó una revisión a fondo sobre el 

t.ema Validación de Métodos Anal1t.icos; Por qué valida'r? Muchas 

veces en el afán de obt.ener resul t.ados muy exactos o, en et.ro 

aspecto, por cumplir mer~mente con requisitos legales, se pierde 

la objetividad y queda inconclusa o mal hecha esla parte. Se 

remarca la importancia de la validación, los para.metros a evaluar 

y, como par-te importante -ya que mucho se ha hablado del t.ema

c6mo ahorrar tiempo en la validación de un método Cque puede ser 

de cualquier tipo) construyendo dos curvas de calibración de 

manera simple. Se presenta, en el Apéndice 8, una forma sencilla 

de arreglo de datos para su mejor manejo, y en el Apéndice A, la 

forma manual de realizar los cálculos estadísticos y la 

interpretación de resul lados, independi enlemente que se puedan 

realizar con sistemas automatizados. 

Espero que este trabajo pueda ser de utilidad para quien lo 

consult.e y requiera de cosas concretas que puedan ayudarle a:1 

mejor desempe~o de su labor. 
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CAPITUL02 

HONOGRAFIA DEL PRINCIPIO ACTIVO 

1. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS 

NombreCs) gu1micoCs)~ 1·2•9) 

11-CN-CEtoxicarbonil)-4-piperilidenol-8-cloro-6,11-dihidro-SH-ben 

zo CS,61 ciclohepta Cl,Z-bl piridina. 

Etil éster del ácido 4-CB-cloro-S,6-dihidro-11H-benzo CS,61 

cicloheptaC1,a-bJ pirldin-11-il!deno)-1-piperidincarboxilico. 

~ guimica condensada: cu 

CzzHzaNzCl Oz 

~~desarrollada: cu 

~ molecular: U> 

3Ba.9 

7Q784-7S-S 
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. ,,, 
Aseecto: 

Polvo blanco a grisáceo, inodoro. 

Solubilidad:"' 

Insoluble en agua; libremente soluble en acetona, cloroformo, 

met.anol y tol ueno. 

Punto de ~: "·" 

131-137°C 

Espectro ult.raviolet.a: cu 

Longitud de onda a la que presenta Disolvente 

máxima absorbancia 

246 nm NaOH 0.1 N/mel.anol 

264 nm met.anol 

274 nm HCl O. 1 N/mel.anol 

Espectro i nfrarro to: ' 4
> 

La dispersión en acei t.e mineral presenta bandas a 1706. 1690, 

1580, 1230, 830, 780 y 765 cm-•. 

Síntesis ~ f'á.rmaco: 121 

Esl.e compuesl.o puede obtenerse por 2 diferentes vias CEsquema 1): 

!) Por carboxilaci6n de 8-cloro-6. 11-dihidro-

11-C4-piperilideno)-5H-benzo t5,6l cilohepl.a tl,2-bl piridina CI) 

con cloroformal.o de el.ilo CII) en reflujo con benceno. 

4 
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2) Por re&cc16n de 8-cloro-6,11-dihidro-5H-benzo t5,6l ciclohepta 

[1,2l piridin-11-ona CIII) con el agente de Grignard Cill) para dar 

el carbinol terciario Cll), el cual es deshidratado con HzSO• al 85 

X produciendo 8-cloroazaladina CVI). Finalment.e el compuesto es 

tratado con cloroforrnat.o de et.ilo CII) en t.olueno. 

2. f ARMACOLOGIA 

La hist.amina es el mediador quimico primario en las reacciones 

alérgicas. Esta es almacenada en granules secret.orios sit.uados en 

los mastocit.os, basófilos y et.ros sitios tisulares, especialmente 

en las mucosas. En los individuos sensibilizados, las reacciones 

ant..igeno-anticuerpo estimulan la liberación de la histamina lo que 

causa cont.racciones en los músculos lisos y aumento de la 

permeabilidad vasculart2
>. 

Los trastornos alérgicos, como rinitis estacional y perenne, asi 

como la urticaria están relacionados con los signos y sinlomas de 

la liberación de histamina. Las manifest.ac1ones clínicas 

comúnmente asociadas con est.os t.rast.ornos incluyen estornudos, 

rinorrea, congestión nasal, prurito y conjunt.ivitis en úl caso de 

rinit..is alérgica, y con ronchas, eritema y prurito local en el 

caso de urt..icaria<2
). 

Los agent..es antihistam1nicos son sustancias conocidas por su 

eficacia para inhibir la acción de la hislamina sobre los 

receptores Ht. de la hist..arnlnatz>. 

Los antihist.aminicos llegaron a usarse ampliamente a mediados de 

los 40's. Rápidamente se establecieron para el tratamier.t..o de 

diversos t.rast.ornos alérgicos, particularmente rinitis, 

conjuntivitis y urticaria. El problema de sedación limito el uso 

6 



d• anti hi s lamí ni cos clisicos, y la i nvesti gaci ón de 

antagonistas-Ha sin potencial sedativo ha sido un reto y una meta 

dentro de la investigación farmacéutica. Recientemente varios 

ant.ihist.aminicos-Ht no sedantes se han introducido en la cl1nica y 

otros est.~n bajo investigación. Hace poco, la conversión del grupo 

b•Gi~o amino terciario del pot.ont.e ant.ihist.aminico Azat.adina CI) a 

un grupo funcional carbamat.o neutro, llevó a la preparación de 

compueslos con actividad antihislarninica significativa con 

pequef\'os o nulos efectos sobro el Sistema Nervioso Central en una 

variedad de especies animales. Una explicación a ésto es su débil 

afinidad por los receptores de SNC relacionados con la sedación, 

incluyendo los receptores de la hist.am!na, los 

ou.-adr~norrecept.ores y los receptores de la acet.ilcolina. Tiene 

una penetración pobre en el SNC y selectividad por los receplores 

periféricos de la hist.anúna. Es el caso de Lorat.adina <z? 

Estudios in. tJitro indicaron qua la Lorat.adina inhibe la 

liberación de leucot.rines e hist..amina en fragment.os de pulmón 

humano, células MC9 y células perit.oneales de rata . '
21 

3. F ARMACOCINETICA V METABOLISMO 

Est.udios experiment.ales demostraron que la Loratadina es bien 

absorbida y extensamente metabolizado en animales y humanos. 

Estudios farmacocinéticos en hombres con el fármaco marcado con 

1 'c administ.rado en una dosis simple de 40 mg, mostraron niveles 

séricos altos para Lorat.adina y su met.abolit.o activo 

descarbeloxiloraladina CID, después de a 1. 5 h. Los ni veles 

séricos declinaron rápidamente en las primeras 1 a 2 h. con vida 

media de 15 ~ 3 h para Loraladina y 12 ~ 3 h para el melabolilo. 

7 



La vida media de eliminación de radiactividad fue de alr;ededor de 

46 h, cerca del 40 '-í de radiact.1 vi dad es eliminado en orina y 40 % 

eh heces. Estudios de dosis simple con dosis de 10, 20 y 40 mg 

most.raron ni veles séricos después de 1. 5 h. La vida media de 

eliminación no se determinó par a 1 O mg. mientras que par a 20 y 40 

n1g la vida media varió entre 4 y 36 h para el fármaco y de 7 a 38 

h para el rnetabolito. En un esludio de dosis múltiple de 40 mg/d!a 

durant..e 10 di as, los ni veles séricos fueron 19-27 ng/m.l en los 

d!as 7 y 10"! 

CJO()l 
61 

11 
(II) 

La farmacocinética de Loratadina 40 mg via oral, se estudió en 6 

adultos sanos, 6 pacientes con delerioro renal y 6 pacientes con 

hernod11'1is1s. Las vidas medias de eliminación del compuesto sin 

cambio alguno fueron 8,7, 7.6 y S.6 h, respectivamente; y las de 

descarbeloxiloraladina Cel metabolilo) 18.2, 23.9 y 14.9 h, 

rospect.i vamenle. Los sujetos en hemodi ál i sis recibieron otros 40 

mg una semana después de la primera dosis y la diálisis se 

roaliz64 h después de la adnúnist.raciónt durante 4 h no se 

observaron diferencias en Lora.ladina arterial y venosa y en los 

niveles de melabolito en plasma durante la diálisis; y se 

encontraron concentraciones pequef'ias del metabolito y nulas del 

fármaco en el dializado'~> 

8 



4-. ESTUDIOS CLJNICOS 

Se compararon 160 mg de Loratadina, 4 mg de Maleato de 

Clorfeniramina y placebo para efectos sobre la inducci6n de 

histam.ina mediante su formación posl-inyección subcutánea de 

h.lslatr~na. LQ s~~~esi6n de la respuesta se cbserv6 despu=~ de l h 

de la Adnúnialra.ción. 

24 h'2>. 

fuo máxima a. las a h y la menor fue a las 

En un estudio se comparó el erecto de Loratadina 10, 20 y 40 mg 

administradas 2 veces al dia, con el Maleato de Clorreniranúna 12 

mg y placebo, administradas durante 28 dias. La Loratadina y el 

Maleato de Clorfeniramina indujeron un decremento estadislicamenle 

significativo en el área de superficie en las siguientes 2 h 

después de la administración, el efecto !'ue más marcado en 

Loratadina 40 mg cz>. 

Se reportaron dos estudios doble ciego en pacientes con rinitis 

alérgica. Se compararon los efectos de Lorat.adina 40 rng 

administrada una vez al d!a. Mequitazina 5 mg dos veces al día y 

placebo, durante 14 d!aS en un grupo de 40 pacientes . Se observó 

un decremento est.adistica.ment.o significat.i vo en el registro 

promedio de sint.omas para los componentes act.ivos comparados con 

el placebo<Z>. En otro estudio se comparó Loratadina 40 mg 

administrada una vez al día con Terfenadina 80 mg dos veces al día 

y placebo. No se observó diferencia en eficacia entre los 

tratamientos con los compuestos aetivos en el registro promedio de 

sint.omas, y los ~ármacos fueron significativamente mAs activos que 

el pl aceb62
,. 

Un estudio multicént.rico, doble ciego, randomnizado en 437 

pacientes con rinitis alérgica evaluó una combinación de 

g 



Lorat.adina 5 mg y Pseudoe:fedrina 120 mg administrada dos veces al 

dia como componenles individuales y placebo, durante 14· dias. La 

combinación fue significativamente má.s efectiva que otros 

tratami ent.os. con decremento si gni :fi ca ti vamenle mayor en el 

registro tolal de sintomas al dia 4 y al dia 14 , y la evaluación 

global de la respuesta fue significativamente mejor. La 

combinación 

sedación' 2 '. 

también fue tolerada con baja incidencia de 

En et.ro estudio doble ciego, randc;r.ni:;:ado, en 45 pacient.es cc.n 

rini t.is alérgica perineal, se comparó Lorat.adina 100 mg 

administrada una vez al dia con Terfenadina 60 mg dos veces al dia 

y placebo. Al :final del est.udio, el registro t.ot.al de síntomas se 

mejoró de forma similar con los componentes activos, y el efecto 

fue significativamente mejor que con el placebo; la evaluación 

global mostró que el 60 y el 50 Y. de los pacientes con Loratad1na 

y Terfenadina, respectivamente, tuvieron una buena respuesta y que 

cuando se administró la dosis de Loratadina, los pacientes 

mostraron seguridad y tolerancia, y no se presen.t.6 sedación, en 

tanto que con la Terf'onadina si se present.6 un caso de sedaci6n(2>. 

Se comparó la administración de Loratadina 10 mg una vez al dia 

con Ast.emizol 10 mg una vez al dia y placebo en 65 pacientes con 

rinitis •lérgica inducida por el polen en un estudio doble ciego. 

Al tercer dia se observó un mejoranúent.o si gnificati vament.e mayor 

en los sintomas con Lorat.adina que con Ast.enúzol, el cual no fue 

significat.ivameonte diferente del placebo, mientras que al dia 14, 

ambos compuestos mostraron eficacia similar. Los efectos adversos 

fueron minirnos y similares en todos los grupos12
>. 

Un estudio mult.icént.rico, doble ciego, randomnizado en 228 

10 



pacientes con rinitis alérgica perineal, evalu6 Loraladina 10 mg 

una vez al dia, Terfenadina 60 mg una vez al dla y placebo durante 

4 serna.nas. Se encontró que la Lorat.adina y Terfenadina fueron 

significat.ivament.e más efectivos que el placebo desde el inicio 

del t.rat.anúent.o, para reducir los sint.omas y ambos compuestos 

fueron efectivos de forma similar. La evaluación global indicó 

buena o excelente respuesta en 64, 58 y 26 % de los pacientes 

tratados con Lor-at.adi na, Terfenadina y el placebo, 

respect.i vament.e. Todos los t.rat.amient.os fueron bien tolerados, se 

reportó sedación en 3, 5 y 3 ~ de pacientes tratados con 

Lorat.adi na, Terfenadina y placebo, respect..i vamente(2>. 

Se compararon Loratadina 10 mg una vez al d1a, Clemast.ine 1.34 mg 

una vez al di a y placebo durante 2 semanas en 356 pacientes con 

rinitis alérgica de moderada a severa en un estudio mullicéntrico, 

doble ciego, randomnizado. El registro total de síntomas 

principales y los cambios principales en los registros de sint.omas 

de linea base en los dias 7 y 14 se mejoraron notablemente en los 

tratamientos con los 2 acLi vos, en tanto que con el placebo, no 

hubo cambios. La incidencia de somnolencia on el tratamiento con 

Loratadina fue similar a la del placebo, mientras que la 

diferencia entre Clemastine y el placebo fue significat.iva(2
). 

Se encontró que la Loratadina 10 mg administrada una vez al dia, 

es significativamente más efectiva que el placebo en eslud1os 

clinicos realizados en más de 2000 pacientes pediátricos y adultos 

con rinitis alérgica tratados durante más de 3 meses. El compuesto 

es t.an efectivo como la Clemastine y no-sedante como la 

Terfenadina y el Astemizol. La combinación de Lorat.adina y 

pseudoefedrina exhibió gran eficacia, especialmente en congestión 

11 



nasal. En pacientes con urticaria crónica y otras enfermedades 

alérgicas de la piel, la Loraladina también fue significativamenle 

mAs efectiva que el placebo y similar a. los antihislaminicos 

establecidos. Fue allamente efectiva C70 Y. ) en prurito mediado 

por hislamina acompa!"íado de condiciones alérgicas en la piel. Se 

ha reportado 'buena tolerancia. con incidencia similar de sedaci6n 

y efect..os colaterales anticolinérgicos al placebo. No se 

observaron efectos sobre la conducción de autos y máquinas de 

vapor cuando se co-admlnistr6 con alcohol o Diazepam. Tampoco se 

observaron cambios significativos en los valores de las pruebas de 

laboratorio'2,, 

5. Dosis V AOMINISTRACION 

Este producto, derivado de la Azatadina, es de larga acc16n. No 

tiene podar sedante o actividad muscarinica y .se usa para la 

liberaci6n s:intomát.ica de reacciones de hipersensibilidad, 

incluyendo rinilis y urticaria crónica. Se administra por via 

eral. En adultos y niNcs cuyo peso corporal sea ~~yor de 30 kg, la 

dosis es de 10 mg por dia. A los ni~os de 10 a 12 a~os. de bajo 

peso corporal, se recomienda admlnist..rar !3 mg por d1a<9 >, 

12 



CAPITULO 3 

VALIDACION DE METODOS ANALITICOS 

1. JUSTIFICACION 

Una etapa fundamental en el diseno de medicamentos es el 

desarrollo de metodolog1a anal1tica exacta y precisa que garantice 

la calidad del producto. La validación se define como el proceso 

para determinar la efectividad de una met.odologia dada para 

proporcionar datos anali tices aprcpiados <t9,l•) 
La USP XXII ..-NF 

XVII, indica: " De acuerdo a la Sección 501 del Federal F'ood, Orug 

and Cosmelic Act., los análisis y especificaciones de las 

monografias de la USP y NF constituyen estándares legales. Las 

regulaciones de las Current. Good Manufacturing Pract.ices [21 CF'R 

211.104 Ca.:>) requiGren quQ> loso mét.odo;: a.na.l1t.ico¡; que s;;o emplean 

para el asegurar.~ent.o de la calidad de productos farmacéuticos con 

especificaciones estable.cidas, cumplan lo~ estándares de exactitud 

y confiabilidad. También, de acuerdo con e~t.as regulaciones; (21 

CFR 211.194 Ca)CZ)l, los usuarios de mét.odos analiticos descrit.os 

en la USP y NF, no requieren validar la exaclit.ud y confiabilidad 

de estos métodos, sino solame:-ile verificar su adaptabilidad ·bajo 

sus condiciones de operaci6n 11u:u. Sin embargo, otras fuentes han 

argument.ado que los métodos establecidos en medios oficiales Ccomo 

la USP, AOAC y otros) deberán validarse igualmente, ya que nuevas 

condiciones de operación, reactivos, instrumentos y personal, 

pueden alt.erar sus caracter1slicas 1 u, .. ,,_ Asi mismo, se t..iene la 
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experiencia de que los mét.odos compendiales descrit.os en las 

Farmacopeas, no producen los mismos result.ados en product.os que 

tengan el o los mismos principios act.ivos, pero con diferent.e 

formulación por lo que e.s necesaria la validación analllica para 

cada product.o. Est.o es que, cuando se t.rat.a de formas 

farmacéuticas se debe t.ener en cuent.a que, debido a la gran 

variedad de formulaciones exist.ent.es en el mercado Csobre t.odo, 

ést.o se verifica principalment.e en Empresas Nacionales, las cuales 

t.ienen que desarrollar sus propios productos), los result.ados 

pueden no ser sat.isfactorios y entonces es necesario comprobar la 

validez del método en el caso particular que se esté 

anali2ando<&e>. De aqui que la validación nos dará una medida no 

solo de la eficiencia del mét.odo en forma Individual, sino del 

sistema analítico t.ot.al y un tanto del proceso de elaboración de 

la forma farmacéutica<18
''

41
• 

La validación de métodos analíticos debe hacerse con un objet.ivo 

bien definido: fines regulatorios, poli ti ca empresarial, 

desarrollo de un nuevo producto, et.e. Asi, la validación aplica a: 

a) Métodos analiticos establecidos: son aquéllos que so emplean de 

rutina en el anAlisis de productos en el laboratorio y éstos, a su 

vez, pueden ser optimizados y/o modificados durante el desarrollo 

del proceso de validación. 

b) Métodos analiticos nuevos: son aquéllos que se desarrollan 

duran~e la implemen~ación de un nuevo produc~o en la Empresa o los 

que se desar.rollan para mejorar la calidad del análisis de 

productos ya establecidos. 
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Siempre, ant.es de comenzar una validación, es necesaria la 

elaboración de un PROTOCOLO, que es un conjunto de direcciones 

bien definidas que deben llevarse a cabo, sin excepci6n, para la 

realización de las actividades; es decir, es la guia, paso a paso, 

de cada acli vi dad e?>. 

A os.t.e respecto, se ha propuesto una est.ruct.ura de 4 etapas para 

1 a validación de métodos 191
: 

1. - Identificaci6n de los pará.metros apropiados de 

validación. 

2. - Diserfo de experiment..os para la evaluación de los 

pará.metros CProtocolo). 

3. - Determinación de la eficiencia del mélodo para cada 

pará.metro CRealización). 

4.- Implemen~aci6n de los resultados al procodirnienlo 

original.COplimizaci6n o mejoramiento de la met.odologia). 

El procedimiento para evaluar cada pará.met.ro de validación no 

puede definirse univers~lment..e, pues depende de varios factores 

ent..re los que se enlist.an el propósito del método, el intervalo de 

concentraciones del analit..o. el rigor deseado en el aná.lisis, 

ele. <n> 

La forma más comúnmente usada para la validaci6n de métodos 

analit.icos es mediante la evaluación de parAmet.ros establecidos• 

de acuerdo a la USP XXII/NF XVII, e><isten 3 categorias de aná.lisis 

para los cuales se requieren dalos de validación diferent.esc!!S! A 

continuación se mencionan: 
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Cat.egoría I: Métodos analiticos para la cuantificación de la 

mayoria de los componentes de sustancias a granel o ingredientes 

activos Cincluyendo conservadores) en productos farmacéuticos 

terminados. 

Categoria II: Métodos analit.icos para la determinación de 

impurezas o componentes de degradación en productos farmacéuticos 

terminados. Estos métodos incluyen anAlisis cuantitativos y 

pruebas limite. 

Categoría III: Métodos analit.icos para la· determinación de 

caracterist.icas de ejecución Cpor ej.: disolución, liberación del 

fá.rmaco,et.c. ). 

A continuación se presenta la información analítica requerida para 

cada cat.egoria de análisis: 

l'l\JIME!llO ENSA~O 

AIW.ITICO r.AIEGORIA r.A!EGORIA 11 1'.AIEGORIA 
1 CUAHlliAIIUO FiilS. LIHllE 111 

Llnm14a4 SI SI Ita • 
l'reclslón SI SI Ita sr 
Exactitud SI sr • • 
Intervalo SI SI • • 
LI•. detección lb No sr • 
LI•. cunatlflcacl6n lto SÍ No • 
Especllicldd si SI si • 
Tolerancia sr sr SI sr 

•Puede ~uerlrso, depen41en<lo 4e la nduraleu do la prueba especifica. 
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Todo proceso de validación contempla criterios llamados de 

aceptación los cuales se han desarrollado para determinar y 

documentar la validez de los métodos. As1, un mét.odo es 

considerado válido cuando su eficiencia con respec~o a los 

criterios establecidos es óptima y el método demuestra, de esta 

forma, ser aceptable para su uso'18·"·'!:1! 

Un buen plan de validación de métodos analilicos permit.e evaluar, 

de manera rá.pida y prá.ct.ica, parámetros esladist.icos corno son: 

linealidad. exact.it.ud, reproducibilidad, ent.re et.ros. La mela de 

t.odo laboratorio analit.ico es "obtener en sus análisis resultados 

exactos, precisos, lineales y confiables 11
; exactos por la 

identidad enlre el valor real y el resullante del análisis, 

reproducibles por la coincidencia entre los resultados analíticos 

de una misma muestra efectuada por diferentes laboratorios; estas 

caracterist.icas forman parte de la confiabilidad, pero ésta además 

debe estar respaldada por un Sistema de Garantía da Calidad que 

permita reconstruir y c;:locumentar la historia del procedimiento 

analitico seguido". Es decir, un método analítico validado hace 

parte del Sistema de Aseguramiento de la Calidad de un producto. 

Para elaborar un protocolo de validación es necesario entender 

muy bien cada parámetro que se evaluará y cómo se realizará, para 

ayudar a ollo ~o han ostablecido algunas definiciones. 
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2. DEFINICIONES 

2.1 LINEALIDAD DEL SISTEMA 

Es la variación de la respuesta del sistema de medición con 

respecto a la ccncenlración del analit.o, ésla se realiza para 

asegurar la proporcionalidad directa sobre el intervalo de trabajo 

pre-est.abl ecido<a>. 

Se determina construyendo una curva de calibración Crespuest.a del 

inst.rument.o-sist.ema vs cant.idad adicionada de sustancia de 

referencia) de una núsma solución de referencia, empleando al 

menos 5 diluciones para 5 concentraciones que pueden ser: 50, 75, 

100, 125 y 150 % de la concentración nominal y que se realizan por 

triplicado. Los criterios de aceptación se determinan evaluando 

por el método de minimos cuadrados los resultados obtenidos 

Cregresión lineal). Estos criterios son: 

El valor de la pendiente, m, de la recta debe ser aproximadamente 

El valor del intercepto en Y debe ser cercano a O. 

El valor del coeficiente de correlación. r. deberá ser de O. 99 o 

mayor. 

El valor del coeficiente de determinación, r 2
, deberáser de 0.98 o 

mayor. 

Para ponderizar nuestros resultados se pueden realizar los 

cálculos con base en las unidades del eje de las ordenadas, éslo 

sera: 

m 
br=--:

y 
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donde: 

Para 

mr= pendiente relativa 

br= inlercopt.o relat..ivo 

métodos cromat.ogrAflcos: inyectar una serie de 

concenlraciones de sustancia de referencia que cubran el intervalo 

de trabajo de los anAlisis y registrar las respuestas. La 

respuesta debe relacionarse linealmente con la concent.ración de la 

sustancia de referencia o de la cantidad inyectada. La ecuación de 

regresión lineal deberA cubl'ir los criterios establecidos. Si no 

es asi, se debe documentar que ésto no tiene efecto sobre la 

exa.ct.i t.ud del si st.ema. El coeficiente de variación t.ot.al, CVT. 

debe ser menor de 1. 5 .v.' 19''"1. 

2.2 PRECISION DEL SISTEMA 

La precisión esta definida como el grado de concordancia entre 

los resultados de prueba individuales. Este parámetro considera 

sólo la cont.ribuci6n al error atribuible al sist.Qma de operación o 

medición. Generalment.e se expresa como la Desviación Estándar 

Relativa, DER, o Coeficient.e de Variación, CV, el cual debe ser 

menor de 1. 5 Y.; éste es una medida de la repetibilidad del 

sistema. Por otra parte, el vocabulario de terminolog!a en 

Met..rologia de las Normas IS0-9000, prefiere no emplear el término 

precisión como un parámetro de repet.ibilidad, e indica que ést.a es 

un concepto cualitat.ivo1cn. 

Se puede determinar tomando en consideración el an!lisis al 100 Y. 

realizado en la linealidad del sistema solo que realizado por 

sextuplicado. 
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Para métodos cromatográficos: inyectar 6 r~plicas de una solución 

de la sustancia de referencia y medir la respuesta. Si· el cv es 

mayor a 1. 5 Y., documentar que la reproducibilidad del sistema es 

adecuada para el método. 

2.3.ESPECIFICIDAD DEL METODO 

Es 1 a capacidad de un mét.odo. anal i ti co par a medir exact.a y 

especificament.e el analito en presencia de component.es que, puede 

esperarse, estén presentes en la muest.ra. 

Se demuestra estableciendo experimentalmente que el excipient.e y 

sust.ancias relacionadas al principio activo no interfieran con la 

medición. F"recuentement.e puede expresarse como el grado de la 

diferencia de los resultados del análisis obtenidos de muestras 

cont.eniendo impurezas adicionadas, product.os de degradación, 

compuestos qui micos relacionados o ingredientes placebo, 

comparados con las muestras .sin sustancias adicionadas. La 

especificidad es una medida del grado de int.erferencia Co aus.::-ru:.ia 

do ella) en el análisis de mezclas do muestras. 

Se det.ermina comparando los resultados de los análisis de 

muestras cont.eniendo impurezas, productos de degradación o 

ingredientes placebo con aquéllos obtenidos del anAlisis de 

muestras que no los contienen. Cuando las impurezas o product.os de 

degradación no se pueden ident.ificar o no están disponibles, la 

especificidad puede demostrarse por el análisis, con el mélodo en 

cueslión. de muest.ras que contienen impurezas o productos de 

degradación comparando los resul tactos con aquéllos obtenidos de 

análisis adicionales de pureza Cpor ej. análisis cromat.ográfico, 

solubilidad de fase, calorimetr1a diferencial de barrido). El 
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grado de c:incordancia de los resultados es una medida de la 

especificidad15
'. 

Para métodos cromat.ográficos: deberá tener especificidad adecuada 

para cumplir los criterios de precisión y exactitud entre el 

principio activo y todos los otros componentes que podrian 

interferir. Si existen componentes adicionales, se deberán 

cuant.ific.ar y deber~ existir especificidad adecuada'"'. 

NOTA: Se puede trabajar con las muestras de Linearidad del Método 

Cver abajo), con el nivel al O~ para ver efecto del placebo. 

2.4 INTERVALO 

Es la regi6n entre los niveles superior e inferior del analit.o 

Cincluyendo esos niveles) en donde se ha demostrado que el método 

es apropiado en cuanto a exactitud, precisión y linealidad, El 

intervalo es validado verificando que el método analit.ico 

proporcione precisión, exactitud y linealidad aceptables cuando se 

aplica a muestras conteniendo analito t.ant.o en los extremos como 

dentro del inlervalo'51
• 

2.5 LINEALIDAD DEL METODO 

Es la variación de la cantidad de fármaco recuperada en el 

anAlisis como una función de la cantidad de fArmaco adicionado a 

la muestra. El objetivo es conocer el intervalo de concentraciones 

en el cual la respuesta el lineal. Est.o se determina para asegurar 

la proporcionalidad directa sobre el intervalo de trabajo 

pre-est.ablecido. Se caracteriza por el estudio de recobros de 

placebos cargados a diferentes niveles de concent.raci6n por arriba 

y por abajo del 100 ~. incluyendo éste. La linealidad usualmente 

21 



•.a. •xproi;a en t..érminos de la varianza en t.orno a una rect.a de 

r•gra;ii6n lin11;ia.l calculada. de a.cuerdo a una relación Ñt.em.i.t.ica. 

establecida. En est.a det..erminaci6n s'e considera lo siguient.e<fl>: 

1.- Exactitud: Se analiza de manera semejante a la exactitud 

al 100 ~. pero ahora considerando todo el intervalo est..udiado. 

2. - Linealidad: Se establece comprobando que la grá.fica 

obtenida de cantidad recuperada tenga un comportamiento de y=m.x + 

b, donde la pendiente, "m", y el int.ercept.o, "b", no sean 

est.ad1s~icament.e diferentes de 1 y O, respectivamente. 

Se det.ermina por el método de recobro de sustancia de referencia 

o principio activo adicionado a placebo. Se adicionan al placebo, 

preparado integramente, cantidades conocidas del analito, cuando 

menos a 6 niveles de concentración, Generalmente se emplean los 

niveles: O, 60, 80, QO, 100 y 120 Y. S& recomienda analizarlo por 

sextuplicado y en dias diferenLes, al ~zar, incluyendo en cada dia 

la preparación de reactivos y soluciones de referencia. Cada 

muestra se analiza siguiendo el método propuesto. 

Ot.ro método es el recobro de sustancia de referenci~ o principio 

activo adicionado al producto. Se adicionan al product..o cantidades 

conocidas del analit.o, a los mismos niveles de concent.raci6n 

anteriores y de la misma forma. Este método se emplea cuando no se 

conoce la formulación del producto o cuando no se tienen los 

materiales para la elaboración del placebo"9 >. 

Para métodos cromatográficos: inyectar concentraciones de la 

sustancia de referencia que cubran el intervalo de trabajo. La 
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r9spuesla debe eslar linealmente relacionada a la concenlración de 

la sust.ancia de referencia o de la canlidad inyect.ada. El 

• int.ercept.o no deberá ser significat.ivament.e diferent.e de cero. Si 

se obliene un inlercepto significalivamenle di!"erenle de cero, 

document.ar que ésto no afecta la e><act.ilud del mél.odo. 

Cualquier desviación en la linealidad indica que el mét.odo no es 

adecuado para muestras con esa concentración de principio aclivo. 

En tales casos. el investigador deberá modificar y revalidar el 

método. Una roela de regresión, experimonlalmenle, puede tener las 

siguientes caraclerislicas: 

donde: 

CA:> muestra la recta "ideal" a obtenerse en un análisis de 

linealidad con intercepto en cero y que indica que el método es 

válido a todos los niveles de concenlración establecidos .. 

CD) es la misma que A, pero cuando se emplea el método de adición 

de sustancia de re!"erencia en las muestras por falla de placebo, 

el intercepto en y os positivo y representa la cantidad adicionada 

de sustancia de referencia 
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CCJ muest.ra que el método es lineal pero inadecuado a bajas 

concent.raciones de analito, y donde el int.ercept.o e'n 11yº es 

negativo significativamente. 

CD) indica claramente un método no lineal. 

2.6 EXACTITUD Y REPETIBILIDAD DEL METODO (AL 100 % ) 

Eiw la. medida de concordancia entre los resul t.ados de un método 

analitico, obtenidos experimentalmente y el el valor real para 

una muestra. Este parAmetro se examina por comparación de la 

cantidad recuperada con respecto a la adicionada al placebo. Esto 

demuestra que el método anal! tico es confiable cuando se efectúa 

en varias ocasiones por un mismo analista en las mismas 

condiciones de operación11
6>. 

Se determina empleando los resul t.ados del nivel al 100 ~ de la 

linealidad del método. 

Se determinan el promedio de recobro y el C.V., los cuales varian 

dependiendo del método empleado para el análisis. 

Cuando se evalúa la exactitud en todo el intervalo lineal, se 

determinan los porcentajes recuperados a cada nivel de 

concentración y se calcula el CVT el cual deberá ser menor del 2.0 

Y., y el promedio de recobro deberá est.ar"entre el QSY. y 102 Y. del 

valor t.eórico. El intervalo de con!'ianza para la media al QS ~ 

deberá. encontrarse entre el 96 y 104 ~. incluyendo el 100 ~'"s? 

2.7 PRECISION DEL METODO 

Es el grado de concordancia ent..re medidas individuales en un 

proceso. Se mide de la siguiente formaU.d\ 
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1.- Repetibilidad: Precisión del método analitico expresado 

como la concordancia obtenida entre determinaciones independientes 

realizadas por un solo analista, usando los mismos aparatos. Con 

finas práct.icos, el estudio está evaluado por el CV de la prueba 

de Exactitud al 100 Yo, asi como por la linealidad del método. El 

criterio establecido es que el CV S. 2.0 ~uz> 

a.- P.eproducibilidad: Precisión de un método analitico 

expresado como la concordancia ent.re det.er mi naciones 

independientes realizadas por diferentes analistas en diferentes 

dias"6 ! 

El diseno má.s práctico y rápido es el siguiente: 

- Analizar muestras de la rormulación Cproduct.o terminado) con dos 

analistas en dos dias diferentes. 

- Realizar un análisis de varianza. 

El método se considera.reproducible y, por lo tanto, válido si: 

i) No existe modificación estadisticamente significativa 

entre el porcient.o recuperado cuando el análisis se realiza por 

personas diferentes. 

iD No existe modificación estadislicamente significativa 

entre el porcient.o recuperado cuando el anAlisis se roaliza en 

dias diferentes. 



2.8 LIMITE DE DETECCION 

Es un pará.melro de prueba limi le. Es la menor concent-ración de 

analit.o en una muestra que puede ser det.ect.ada pero no 

necesariamente cuantificada, bajo las condiciones experimentales 

establecidas. Sólo se verifica que la concent.raci6n de analit.o 

esté por arriba o por abajo de cierto nivel. Esto signirica que 

esla prueba es aplicable si el anal! lo está en concentración 

pequeríisima Gnivel menor) o si es componente t.raza'5 ? 

Para evaluar este parámetro es necesario, en primer lugar, 

conocer y evaluar la variabilidad de la prueba en blanco. Es 

necesario repetir un cierto número de anAlisis Cpor ej.: 10 veces) 

sobre una muest.ra del blanco. Se obtiene asi un valor rnedio y una 

desviación est.ándar de la medición o de la serial en las 

condiciones previstas de analisis del compuesto'5 ! 

La det.er mi naci on puede var i .:..r dependiendo s1 SE- t.r.:.. t.a de ur. 

mélodo i nst.r urnent.al o no instrumental. Para métodos 

instrumentales, pueden emplearse diferenles técnicas. Algunos 

investigadores determinan la relación del nivel do ruido 

comparando los resul t.ados del análisis de muestras con 

concentraciones conocidas de analito con muestras blanco y 

estableciendo el nivel minimo al cual el analit.o puede detectarse 

confiablement.e, La regla general, según Font.ani, es que el limite 

de detección de una seNal o de una medición está dado por 3 veces 

la variabilidad del blanco, Este limit.e es subsecuent.ement.e 

validado por el análisis de un número adecuado de muestras 

conocidas preparadas al linút.e de detección, o cercanas'9 •, 

Para mét.odos no instrumentales, el limite de detección 

generalment.e se det.ermina por el análisis de muest.ras con 
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concentraciones conocidas de analito y por el establecimiento del 

nivel minimo al cual el analit.o puede detectarse 

confia.blement.e'~>. 

2.9 LIMITE DE CUANTIFICACION 

Es un pará.melro cuant.ilalivo para determinar niveles bajos de 

compuestos en muestras. tales como impurezas, en sustancias 

farmacéuticas y productos de degradación en formas farmacéuticas. 

Es la más baja concentración del analito en la muestra que puede 

ser determinada con precisi6n y exacli tud aceptables bajo las 

condiciones de prueba establecidas. El limite de cuantificación se 

e>cpresa com~ la concentración del analito Cpor ej.: %, ppb, etc.) 

en la rnuestra':5! 

La determinación puede variar también si se trata de un método 

instrument.al o no instrumental. Para métodos instrumentales se 

realiza de la misma manera que el limite de detección. Cabe 

subrayar que una se~al comprendida entre 3 y 10 veces la 

variabilidad del nivel de ruido, se considera cualit.at.itament.e y 

sólo si es superior a 10, la serial es utilizable para expresar 

numéricamente resultados cuanti ta ti vos. Es le limi le es 

subsecuent.emente validado por el análisis de un número adecuado de 

muestras conocidas preparadas al limite de cuantificación, o 

cercanas a él '71
• 

Para métodos no instrumentales, el limite de cuantificación 

generalmente se determina por el análisis de muestras con 

concentraciones conocidas de analit.o y estableciendo el nivel 

núnimo al cual el analito puede ser cuantificado con precisión y 

exacti t.ud acept.abl es '7 ). 
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2.10 TOLERANCIA 

Es el grado de reproducibilidad de los result.ados obt.enidos por 

el an.!t.lisis de las mismas muest.ras bajo una variedad de 

condiciones de prueba, tales como diferentes laboratorios, 

diferentes tiempos de anAlisis, diferentes t.emperat.uras de 

aná.lis:is, diferent.es dias, et.e. Se expresa normalmente como la 

influencia de variables operacionales y ambient.ales sobre los 

resultados anallt.icosm. 

Se establece por el anAlisis de alicuot.as de lotes homogéneos en 

diferent.es laborat.orios, por diferent.es analist.as, empleando 

condiciones operacionales y ambient.ales que pueden diferir pero 

que siguen estando dentro de los parámetros especificados. La 

reproducibilidad puede compararse con la precisión del análisis 

bajo condiciones normales para obtener una medida de la tolerancia 

del método anal1t.ico. Algunas veces se define como la evaluación 

do las condiciones operacionales para determinar cuales son 

crilicas. 

Se· puede det.erminar la est.abilidad de la solución de medición; 

esta determinación nos pernúte conocer las condiciones y liempo en 

que la muestra mantiene sus caracleristicas originales; es decir. 

el tiempo que una solución puede permanecer antes del análisis sin 

comprometer su exactitud. Para la determinación se recomienda usar 

un minimo de 4 soluciones en el intervalo de concentraciones de 

trabajo, y un minimo de 16 horas para !métodos cromatográficos a 

temperatura ambiente. El tiempo puede ir desde minutos hasta dias. 

O bien. se analizan muest.ras alma.cenadas en diferent.es 

condiciones: temperatura ambiente, 5°C, luz, a diferentes tiempos. 
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Est..as muestras corresponden a las soluciones finales de análisis 

Cseg~n el caso, las que se inyectan, a las que se les determina la 

absorbancia, etc.) 

3. CALC\A.OS 

El procedimiento para realizar los cá.lculos estadisticos 

necesarios, se presenta en el Apéndice A. 

4. DocUMENTACION 

Una vez que se han definido los pará.met.ros a evaluar en la 

validación, conviene generar una serie de tablas con los dat.os de 

validación requeridos. Después de completar la fase de colección 

de datos del proceso de evaluación de parámetros, deberá 

realizarse la determinación de la acept.abilidad de la eficiencia 

del mét.odo para cada parámetro. 

Algunos ejemplos de formatos se present.an en el Apéndice B. 

Se recomienda que toda documentación generada se consigne al 

Departamento responsable de la validación. Esta documentación 

constará de un inrorme detallado del trabajo realizado: protocolo, 

resultados, evaluación y anexos; cada uno con firmas y fechas 

correspondientes. 
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CAPITUL04 

CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA EFICIENCIA 

1. M10TORIA 

La c:romalografia de liquidos es la más v.leja forma de 

cromat.ografia. Es una técnica de separación de compuestos y la 

cuantificación, reproducibilidad y simplicidad estAn asociadas con 

la nueva inst.rument.ación, result.ant.e del avance t.écnicoczs: 

En 1903, el bioquimico ruso M. Tswet.t. desarrolló una nueva 

técnica de separación basada en el flujo de una mezcla a través de 

una columna con adsorbent.e finamente pulverizado y haciendo pasar 

un di sol vente orgánico. Los diferentes componentes de la mezcla 

salieron por el otro extremo da la columna a diferentes 

velocidades, formando algunas veces bandas coloridas, de alli el 

nombre de cromat.ografia para este método de separaci6n<21 ~ A 

part.ir de entonces se fueron desarrollando y optimizando las 

t..écnicas crornat..ogr á.f icas por varios investigadores has t. a 

t..ransformar la cromat.ografia liquida en columna en un método de 

separación de alla velocidad y alta eficiencia. Este método 

algunas veces está referido como HPLC, el cual alternalivamenle es 

expresado como Cromatografía de Liquides de Al.la Eficiencia CCLAE) 

o Cromalografia de Liquides de Alla Resoluci6n CCLAR)tl9 ! 

2. FUNCIONAMIENTO 

La tecnologia de la columna eslá basada en el uso de columnas de 

diá.metro pequel'!o C2-5 mm de DD y de empaques de tamal'!o de 
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part.icula pequel'!o C3-50 µm) que permiten el equilibrio rá.pido 

ent.re la fase móvil y la fase estacionaria. Est.a t.ecnolog1a de 

columna de tama~o de part.icula pequeNo, requiere si~temas de 

bombeo de alt.a presión capaces de dispensar la fase móvil a alt.a 

presión para ejecut.ar velocidades de flujo de varios ml por min. 

Ya que es frecuent.ement.e necesario emplear cantidades peque~as de 

analit.o Cusualmen\.e menos de 20 µg), son necesarios det.ectores 

sensit.ivos. Con esta t.ecnologia, la cromat.ografia de liquides 

puede dar separaciones a alta velocidad comparables con las 

obtenidas en cromat.ografia de gases, con la ventaja de que pueden 

analizarse materiales no volá.t .. iles o t.érnúcament.e inestables sin 

descomposic16n o la necesidad de formar derivados volá.t..iles""! 

La cromat.ografia básicamente involucra las separaciones debidas a 

la diferencia en el equilibrio de distribución de los componentes 

de la muestra enlre dos fases diferenles: la fase m6vil y la fase 

est.acionaria. Los component..es de la muest..ra migran a través del 

sistema cromat..ográfico ~olament..e cuando estAn en la fase móvil. La 

velocidad de migración de un componente es una función del 

equilibrio de di s t.r i buci ón. Los component..es que t.ienen 

dist.ribuciones preferent..es por la fase est..acionaria migran má.s 

rlenlamente que aquéllos que tienen distribuciones preferentes por 

la rase móvil. La separación, entonces, resulta de las diferentes 

velocidades de núgraci6n como una consecuencia de la diferencia en 

el equilibrio de las distribuciones'2 ª! 

Las t.res formas de la croma\..ografia de liquides más 

frecuent.ement..e usadas son: intercambio iónico, partición y 

adsorción. 
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~a cromatografia de intercambio iónico se usa principalmente para 

la separación de materiales iónicos o ionizables solubles en agua 

de pesos moleculares menores de 1500. Las fases estacionarias de 

la cromat.ografia de intercambio iónico usualmente son resinas 

sintéticas orgánicas con diferentes grupos activos presentes. Las 

resinas de intercambio cat.i6nico contienen sitios activos cargados 

negat.i vament.e y se emplean para. separar sustancias básicas tales 

como aminas, mientras que las resinas de intercambio ani6nico 

tienen sitios activos cargados positivamente, los cuales atraen 

sustancias tales como grupos fosfato, sulfonato o carboxilat.o que 

tienen carga negativa. Los compuestos iónicos ~ ionizables 

solubles en agua son at.ra1dos por las resinas y las diferencias en 

afinidad producen la separación cromatogrAfica. El pH de la fase 

móvil, la lemperat.ura, el t.ipo de ion, la concent.raci6n i6nica y 

los modificadores orgánicos afectan la atracción del solut.o y esas 

variables pueden ajustarse para obtener el grado de separación 

deseadoU.P~ 

En la cromat.ografia de partición, las fases móvil y estacionaria 

se usan de diferente polaridad. Si la fase m6vil es polar y la 

fase estacionaria no polar, la cromat.ografia se refiere como de 

fa.se irlversa, entonces se pueden separar compuestos no polares 

solubles en hidrocarburos de peso molecular menor de 1000, tales 

como vit..anúnas cleosolubles y antraquinonas que pueden separarse 

por su afinidad con la fase estacionaria. La modificación del 

disolvente fase móvil polar con un disolvente menos polar causa un 

decremento en la afinidad y la retención de los compuestos en la 

columna. Si la fase móvil es no polar y la fase est.acionaria es 

polar, ent.onces pueden cromatografiarse materiales polares tales 
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como alcoholes y aminas. ~a fase mOVil no polar puede modificarse 

con un disolvente má.s polar para disminuir la retención y cambiar 

la separacion''P). Se puede cromatografiar una amplia variedad de 

compuestos no iónicos por cromat.ografia de adsorción mediante la 

elección de las fases móvil y estacionaria apropiadas''P! 

3. CONCEPTOS BASICOS 

Consideraremos brevemente algunos términos básicos empleados en 

CL.AE necesarios para comprender el funcionamiento del sist.ema'22! 

Lo que se pretende en cualquier proceso operacional, es la 

capacidad de obtener resolución, que es una medida del grado de 

separación de un sistema de dos componentes: 

Vz-Vt 

R= 1/ZCWt+Wz) 

Está definida como la distancia entre los cent.ros de los picos de 

dos picos divididos entre ol promGdio del ancho.de la base de los 

picos. 

La resolución está 1ntimamente relacionada con la selectividad, 

la eficiencia y la capacidad de la columna: 

donde: 

o= retención relativa 

1 -1 k. 
Rs=-¡-c-a-)( N )( 1 +k •) 

Vz-Vo 
o= y¡::v;;--

N nümero de platos teóricos 

N= 16 ( ~ )
2 
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k'c factor de capacidad 

V1-Vo 
k·~--

Vo 

o relaciona la separación pico a pico de dos componentes y as una 

medida de las diferencias termodinAmicas en su distribución. 

Cuando a=1, la resolución es cero. Las columnas con valores 

suficient.emente altos, pueden proporcionar excelente separación. 

El número de platos te6ricos1 N, es una medida de la difusión de 

la banda de un pico a través del sistema cromatográfica. A menor 

difusión de la banda, os más alto el número de pla~os ~e6ricos. Es 

una medida de qué tan bien o mal está empacada la columna. Cuando 

se t.rala de una separación dificil, se requiere de columnas de 

alta eficiencia para obtener resolución satisfactoria. 

El factor de capacidad, k', puede interpretarse como la retención 

de un componente en términos de volúmenes. A mayor valor de k', 

mayor es la capacidad de la columna y más retenido será el pico. 

En esencia, espararlarnos valores peque~os de k' para separaeiones 

a alta velocidad, pero valores altos de k' para mejor resolución. 

k' se puede controlar variando la fuerza del disolvente. 

Ot.ra medida de la eficiencia de la columna es la altura 

equivalente a t.m plato teórico, CHETP) AEPT, est.e término se 

calcula dividiendo la longitud de la columna entre el total del 

número de pl at.os t.eór i cos. Se considera una buena columna cuando 

AEPT est.A entre O. 04 y O. 3 rr.m. Si una columna tiene buena 

eficiencia, para N debe corresponder un valor alt.o y para AEPT un 

valor bajo<21? 



Ot.ro t.érmino empleado comúnment.e es el t.iempo de retención, lr, 

que es el t.iempo que una muest.ra requiere para eluir. Est.e se mide 

desda el momenlo de la inyección hasla el máximo del pico, y es 

caraclerist.ico para cada muestra según el sistema empleado'22! 

4. CoMPONENTE.S DE UN SISTEMA CLAE 

El cromat.6grafo da liquides consiste básicamente de un sistema de 

bombeo, el inyector, 1 a columna cromat.ográ.fi ca, el det.ector, el 

integrador y el regislrador. 

4.1 BOMBA 

Los siste~as de bombeo de alta presión liberan el disolvente de 

la ~ase móvil del reservorio hacia y a través de la columna. 

4.2 INYECTOR 

Respecto al inyecto') existen dos medios para introducir el 

analito en la columna, son la inyección en una corriente do flujo 

y una inyocción "dete~iendo el flujo", Eslas técnicas pueden 

emplearse tanto con una jeringa o con una válvula de inyección. 

Para la técnica de inyección con jeringa se usa un septum a la 

cabeza de la columna donde las presiones son menores de 70 atm 

Cal.-ed. 1000 psD. A allas presiones se puede usar una válvula 

para introducir la muestra. Algunos sistemas con válvula 

inc:crporan un loop calibrado que es cargado con una muestra, la 

cual se transfiere por el sistema de vá.l vula a la corriente del 

flujo de la fase móvil. Olros sistemas de válvula permilen la 

introducción del analit..o a una cavidad usando una jeringa. La 
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cavidad cargada es entonces cambiada hacia la corriente de alta 

presión por el sistema de válvula. En la técnica de "deteniendo el 

f'lujo", se detiene el flujo de la columna y J,.a inyección se hace a 

presión ambiental. Después de inyectar el analito se reinicia el 

bombeo. La al t.a presión se reestablece rá.pidarnent.e. Tiene la 

ventaja de poder usarse a cualquier presión, proporciona mejor 

reproducibilidad de inyección que con el uso de un septum, y se 

elimina el problema del deterioro del seplum por los 

disolventes<19! 

4.3 COLUMNAS 

Un lipo de soporte o fase eslacionaria empleado en estos empaques 

consiste de microparticulas de 30 a 50 µm de diámetro con un 

cei1lro s6lido y una fina capa porosa. Algunos de esos maleriales 

peliculares pueden pre-act.i varse para darles propiedades 

adsorlivas, mientras que otros se recubren con una rina pelicula 

de f'ase estacionaria para las separaciones de parlici6n o 

intercambio iónico. La fase eslacionaria puede ser un liquido o un 

polímero. estar recubierta o quimicamente enlazada a la superficie 

del soport..e en una pelicula fina. que reduc~ la res1st.enc1a o. .:.a 

transferencia de masa para oblener un rápido equilibrio enlre la 

fase móvil y la fase estacionaria. Una fase estacionaria liquida 

puede ser grandemente inmiscible en la fase móvil; usualmente es 

riecesario pre-saturar la rase móvil con la fase estacionaria 

liquida para prevenir el det.erioro de la fase est.acionaria de la 

columna. Las fases est.acionarias recubiertas con polimero son más 

durables. Las fases estacionarias que han sido qu1micament.e 

enlazadas al soporte proporcionan mayor conveniei1cia para el uso 
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con una diversidad de disolvent.es y a t.emperat.uras elevadas. 

otras, con mal.erial de empaque con diAmet.ro má.s peque~o. de 3 a 10 

µm, son complet.amente porosas y dan separaciones mucho más 

eficientes. 

Las columnas normalmente usadas para separaciones analíticas 

tienen diámetros internos pequePíos C2-4 mm); las columnas de 

diAmetros más grandes se usan para etapas preparativas. Las 

columnas pueden calentarse para dar separaciones má.s eficientes, 

pero raramente se emplean a temperaturas mayores de 60°C porque se 

degrada la ~ase estacionaria o porque se volatiliza la fase móvil. 

Normalmente, la columna se mantiene a temperatura ambientectP! 

Dado que la columna es el corazón de un sistema cromatográfico, 

es importante darle un buen mantenim.ientoczo! para ello se 

recomiendan las siguientes precauciones1 

- Proteger la columna de la vibración o golpes. 

- No sobrepasar el limite de presión recomendado: 

3500 psi (columnas de acero) 

2000 psi· Ccarluchos) 

- No someter la columna a cambios bruscos de presión. llii cambiar 

la velocidad de flujo en incrementos mayores de 0.6 ml/m.in. 

- Proteger la columna de cambios rápidos en compo.sici6n de 

di sol ventes. 

- Evitar usar fases móviles con pH muy ácido o muy alcalino: 

i"ntervalo de pH 6plimo: 3. 5-6. 5 

- Nunca usar soluciones reguladoras de cilrato porque éste 

disuelve la silica del empaque de la columna. 

- Evitar usar carbonalo de amonio, CNH,)zCcia. pues su pH es 

demasiado al to. 
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- Evitar usar fases móviles o muestras, sin filtrar. 

- Usar agua grado crornatogr.ifico. El agua deionizada no se 

recomienda porque contiene ccnt.amJ.nant.es orgá.nicos que pueden 

alterar la eficiencia de la columna. 

- EvHar la prec1p1t.ac16n. Asegurar que la precipit.ac16n no 

ocurra cuando la muestra se inye6t.a en la fase móvil. 

Evitar pasar disolventes incompatibles, por ejemplo 

cloroformo/agua CVer t.abla 1 para la compat.ibilidad). 

- Separar las columnas que se usan con sistemas PIC y no PIC 

(formadores de par i6nico), 

Asignar las columnas a aplicaciones especificas. Cambios 

constantes de muestras y disolventes pueden causar cont.am.lnación y 

pérdida de resolución m.is rápida. 

- Proteger la columna usando una pre-columna. 

- Cuando las columnas dejan de usarse un máximo de 72 horas, no 

requieren almacenarse. 

- No almacenar las columnas con agua sola ya que ésto promueve la 

cont.aminac16n microbiana. 

- Almacenar las columnas en una solución met.anol/agua C50:50). 

- No dejar las columnas con soluciones reguladoras. Lavar con 

agua y después con un disolvente compa~ible. 

- Regresar la columna a su caja con los tornillos finales bien 

ápretados para evitar que se seque. 

- Es conveniente determinar la eficiencia de la columna Cnueva o 

en uso). Para ello se recomienda lo siguiente: 
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CONTROL DE uso DE COLUMNAS 
COWWA Ho. 

uso: 
lH!ClO DE imo: ___ 

PRlHC!PlOCSl ACl!IJOSCSl AHALll'J\DOCS>: 

ITCl!A n~& FASE MOVJL PRISIOH lir~18fi AHALIS!A OBSERVAC!Ot!ES 

' 

FOllM!O 1 
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NOTA:El proveedor garan\.iza la eficiencia, selec\.ividad y 

resolución de cada columna. Cualquier reclamación deberA 

efectuarse en un lapso menor a 30 di as a partir ·de la fecha de 

enlrega. 

Antes de realizar el primer análisis en la columna nueva, se 

vuelve a realizar la separación de la muestra de prueba se~alada 

por el proveedor. Determinar el número de platos teóricos cuando 

la columna se recibe y, periódicamente, ya que es (Jlil para 

monilorear el estado de la columna. La periodicidad de la prueba 

dependerá. del uso que tenga, o cada mes. Registrar los datos en 

una bitácora adecuada. 

4-.3.1 PROCEDIMIENTOS PARA DETERMINAR LA EFICIENCIA DE LA COLUMNA 

A) Cálculo del número de platos teóricos 

1.- Conectar la columna sólo a la bomba. 

2. - Humectar la columna con el disolvente adecuado durante el 

tiempo determinado. 

3.- Anotar la presión obtenida a estas condiciones. 

4,- Conectar la columna a lodo el sistema. 

6. - Equilibrar la columna con la fase móvil indicada por el 

proveedor durante 30 min a un flujo de 1 ml/min o hasta que la 

linea base sea estable. 

6.- Colocar el aparato en las condiciones de operación que seMala 

el proveedor Cvalocldad de flujo, longitud de onda, AUFS, 

atenuación, etc.) 

7.- Inyectar la solución de prueba por lo menos 6 veces. 

a.- Calcular el número de platos teóricos con el pico y el método 
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qua el proveedor seNale. 

Q, - Comparar el resultado obtenido con las especificaciones del 

proveedor. Si no cumple, dar aviso inmediat.amenle para efectuar la 

devolución de la columna. 

10, - Det.orrninar ol número de pl.a..los teóricos regularmente ya que 

ello da una idea del declive gradual de la resolución de la 

columna y proporciona int"ormaci6n de la vida de la columna por 

costo de análisis. 

11.- Si l.a.. columna cumple con los valores de N, aceptarla y darla 

de al ta. 

Bl Cálculo de la asimetria 

Ot..ro dato que reflej• la eeiciencia de la columna lQ 

asimetria, que nos indica la simetria del pico. 

T• 

donde: 

Wo.o:s 

2f 

T= f aclor de asimet.ria 

H 

Wo,o~= ancho del pico al 5 % de su altura medida desde la base. 

f= ancho del pico medido desde la linea que lo divide pasando 

por el vértice y la linea tangente, 

Para que la forma del pico se considere aceptable, el valor de 1 

no deba exceder do 1.4 
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C) Determinación del faclor de capacidad, k' 

Se puede determinar también el factor de capacidad, k',· que para 

col umn.as µBondapack C1a nuevas debe estar entre 4.. 5-6. O 

Después de probar la eficiencia de la columna, se recomienda: 

A) Asignar a cada columna, el número que la identifique. 

8) Llevar una hoja de registro de. la columnaCVer Formalo 1). 

Cl Anotar los datos que se proponen en el formato, cada vez que se 

utilice la columna. 

4-.3.2 PROCEDIMIENTO PARA LIMPIEZA DE COLUMNAS 

La fuerte afinidad de los organosilanos por compuestos orgánicos 

frecuentemente promueve la contaminación de la columna por 

excipienles que no eluyen bajo las condiciones empleadas para la 

muestra. El paso continuo de esos materiales da como resul lado 

pérdida da resolución y capacidad. La limpieza cuidadosa de la 

columna podría restaurarla a su condición original. 

Si se está usando un sistema simple metanol/agua, un enjuague con 

melanol puede ser suficiente. Si se están usando soluciones 

r9gul adore.a, ést...oa deben qui t.arse con agua anlos de la adición de 

metano! o cualquier otro disolvente orgánico. Conviene pasar 100 

ml de agua a un flujo de ml/mi.n y después 30 ml de una mezcla 

metanol/agua C50:50). Dejar la columna lavándose con agua durante 

toda la noche una vez a la semana. Cuando no se t.ienen est.as 

precaucionas, las soluciones reguladoras pueden precipit..ar en el 

inst.rumento, en las conexiones de la columna, en el inyector y en 

el detector. 



COMPATIBILIDAD COLUHNA/DISOLUENTE 

• !Hf: !El"1H!DR011JllAHO 

Tt\BLA Ko. 1 

Dl~~!l!TP 
o pH\11:~ 

UOLUHENES DE PURGA PARA COLUMNAS 

DlltOOIOHES DE LA COUJVtA IJOUll!ll RECOlllllMDO 
(r.;i X CR) (Mil 

z.0 x 38 e.e 
3.9 X 15 15.8 
4.8 X 3é 38.8 
7.BX38 128.8 

Tt\BLA Ko. Z 
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REGENERACION DE COLUMNAS 

FASE NORMAL FASE INUERSA 
CC1B,CN> 

l~w~I lco~~I 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 

!AUA~' C: THF ................ lh'l1~:~6DMS0 ................ , ~¡~~~ 
1 1 
1 1 

CiH:~r 1 
1 
1 
1 
1 

IAUAR COH THF 

?' •• 

TIQJJIA 1 

44 

1 
1 
1 
1 

l!A~f~rl 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 

l 1f~f" 1 



REGENERACION DE COLUMNAS 

AX 

ANIONICA 

1cow~1 
1 
1 
1 
1 
1 

INTERCAMBIO IONICO 

ex 
CATIONICA 

1~w~1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 ~r~~ ¡ ................ ¡·~Nrºl···---.......... ¡~,~~~1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 

l 11~E" 1 : 
1 

1 

1 ~~'~r 1 

r1001111 z 
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Si la columna no se regenera por un enjuague simple con melanol o 

acelonitrilo, entonces se puede emplear dimelilformamida'. CDMF) o 

dimelilsulfóxldo CDMSO). Para iimpiar una columna C1a o fenilo de 

2 mm ID x 61 cm, generalmente se requerirá lavar con 25 a 50 rnl de 

DMF a un flujo de 1-2 ml/mln ""cver labla No. 1 y No. 2). 

Si se trabaja con grasas, lavar con lat.rahidrofurano CTHF) a un 

flujo de O. 5 ml/min a 35°C duranle 3 horas. 

Si. se sospecha de conlaminac16n con proteinas, lavar con agua. 

después con urea 8 M, y posleriorment.e enjuagar otra vez con 

agua. Este procedimienlo en general limpia y regenera.la columna. 

Si se han inyectado muestras en plasma, lavar con agua, metanol, 

cloroformo, pasando 50 rnl de e/u a un flujo de 1. 5 ml/min. La 

frecuer.cia Je dst.e lavado tendrá. que del~rmina.rse :.:!e a.cuerdo a. la 

experiencia123! 

4-.3.3 PROCEDIMIENTO PARA MANTENIMIENTO DE COLUMNAS 

Cuando se not.an anomalias en el sistema cromatográfico, como 

presión alta, picos deformes, picos cortos, pérdida de resolución, 

et.e. , la columna se repara por: regeneración, lavado o reemplazo 

de rtllro, reemplazo de material de empaque. La rrecuencia depende 

de la proporc.ión en que disminuya la ericiencia de la columna. 

Para cada tipo de columna exi sle un procedi mi en lo de 

regeneración. Después de realizarlo, determinar el número de 

plat.os teóricos. 

NOTA: Anles de iniciar la regeneración de una columna, se debe 

lavar ést.a durante toda la noche· con un disolvente fuerte; por 

ejemplo, para fase inversa usar acelonilrilo o THF a un flujo de 

O, 5 ml/mln o menor, si la presión es demasiado al la CVer Fig. 1 y 
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Fig. 2). 

Para lavar o reemplazar el filtro: quitar la tuerca de la 

columna, depués se remueve el "frit." sin disturbar el empaque y al 

final se lava o se reemplaza el 11frit.". Para lavar el "frit." 

primero se enjuaga con agua y después se hierve por una hora en 

una mezcla de ácido nit.rico/agua C50:50) o se sonica en agua, .á.c. 

ni t.rico 6N, agua y metano!, por 6 min en cada uno. Se procede a 

probar la columna. 

otro procedimiento es el reemplazo del mal.erial de empaque Césto 

puede disminuir la resolución de la columna): remover la t.uerca de 

la columna y qui lar, con una espátula poquena., el empaqu& 

cent.aminado - a simple vista se ve oscurecido-, con cuidado de no 

tocar la pared interna de la columna. Después se humedece el 

empaque nuevo con metano! y ya humedecido, se coloca en la columna 

formando una ''mont.artit.a••. Colocar las tuercas de la columna. 

Probar la columna. 

4.4 DETECTORES 

Los d~leclores comúnmente usados incluyen el fotOmet.ro 

ultravioleta, el refract.6metro diferencial y el fluor6met.ro. El 

fot.6melro U.V. de baja presión de mercurio es un detector común y 

estable, pero cuando se cuenta con detectores de longitud de onda 

fija, su uso está lim.i lado a la detección de materiales que 

absorben radiación a.una longitud de onda de 264 nm. Su limite da 

sensibilidad a los compuestos que absorben fuertemente luz U. V. 

puede ser alrededor de 1 ng. Los compuestos que no absorben luz á 

254 nm apreciablemente, con frecuencia son convertidos a derivados 

que absorben a esta longitud de onda; de esta forma se incrementa 
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ol int.orva.lo de aplica.bilida.d del det.eclor de longi lud de onda 

fija. La introducción de espectrofot6metros equipados con 

microceldas y deleclores capaces de operar a longitudes de onda 

adicionales ha extendido el margen de la detección U.V. 

Los detectores de refract6melro diferencial, determinan la 

diferencia enlre los indices de refracción del disolvenla puro y 

el de la muestra en el di sol vente. Entre los más aplicables es el 

menos sensible con un limite de detección de alrededor de 1 µg y 

responde a cambios pequertos en la composición del di sol venle, 

velocidad de flujo y temperatura, de tal forma que se requiere de 

una columna y de flujo de fase móvil de referencia para dar una 

linea base salisfacloria. 

El fluorómelro es un detector sensible para compuestos que son 

inherenlement.e fluorescentes o que pueden ser convertidos a 

derivados fluorescentes. ya sea por transformación quimica de los 

compuestos o por acoplamiento con reactivos fluorescenles a grupos 

'tuncionalos especificos. 

Con algunos reaclivos. la derivat.ización se ll&va a cabo antes de 

la separación cromat.ográfica de los derivados. En olros casos, el 

reactivo se introduce denlro del reservorio y el eluenle reacciona 

con el analit.o (n s( tu, y ent.onces: el derivado se expone al 

detector. 

Un detector electroqulmico que emplea electrodos de carbón 

blando, montados en una celda de pelicula fina de volumen muy 

peque~o. se puede emplear ventajosamente para medir cantidades muy 

peque~as C1 ng) de compuestos fácilmente oxidados; particularmente 

. fenoles y cat.ecoles. 
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En general, la se~al del detector se amplifica antes de pasar al 

regist..rador, el cual, usualment..e corresponde a un registrador 

potenciométrico con carta, donde se grafica la serial contra el 

tiempo. La se~al puede lr también a un integrador d1g1tal 

electrónico para la medición aut..omá.tica de las áreas del pico del 

cromatograma's.9 ~ 

4.5 FASE HOVIL 

La composición de la fase móvil influye de manera significativa 

en la eficiencia crornatográfica y debe ser controlada 

cuidadosamente. La composición puede tener un mayor efecto que la 

temperatura sobre el factor de capacidad. En la cromatografía de 

adsorción y partición, la fase móvil puede modificarse con otro 

disolvente, mientras que en la cromat..ografia de intercambio i6nico 

~ant.o el pH como la fuerza iónica y la modificación del 

disolvente, pueden cambiar los factores de capacidad. La técnica 

de cambio continuo de composición de disolvente durante la corrida 

cron.atct;:"'áf:.;:a es llamada 9raC:.er.·~e cie eluciC:"i o p:--:::grar.iaci6n de! 

disolvent.e 1 y algu¡;as v"eces se emplea para cro:r.atcgraf1ar rr.uestras 

complejas con componentes ccn factores de capacidad diferentes. 

Los det..ect.ores que son sensibles a cambios en· la composición de 

disolvente, t.al como el refract6metro diferencial, son má.s 

dificiles de usar con la t.écnica de gradient.e de elución'u>), 

En cromat.ografia de liquides, la fase móvil es relativamente no 

compresible. La difusión en la fase móvil es extremadamente baja. 

Debido a esta baja difusión en la fase móvil, se hace posible la 

cromat.cgrafia de liquides de alta velocidad. Además, los efectos 

de t.emperalura son s6lo de import.ancia secundaria y la resistencia 
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a la transferencia de masa en un liq:.iido es muy al t3.21n. Por lo 

tanto, es de fundamental importancia la calidad de los d!so!ventes 

empleados en la f'ase móvil. 

Los di sol ven~es usados en CLAE deben ajustarse a algunos otros 

criterios, además de ser di sol ventes apropiados para 

cromatografia. Los requisitos del disolvente para obtener una 

buena croma t.ogr ar 1 a son czz,z~> 

1. - l.a filtración del disolvente antes de que entre al sistema 

cromatográ!ico es importante, ya que la contaminación de la bomba 

por particulas da~a el funcionamiento de las válvulas, ocasionando 

fugas de la fase r..óvil. Esto cambia la velocidad de flujo y reduce 

la reproducib1lidad de los tiempos de retención y de las áreas de 

!os p1::-os. Ade::lás, las particulas pueden rayar la superficie del 

pistón de la bomba; por eso, es recomendable que todos los 

disc:ventes se filtren antes de entrar a la bomba. Pa;a este 

efecto, se coloca un filtro de acero inoxidable o teflón de 0.5 µm 

en el recipiente qug. contiene la !'asoli:I móvil. Es:t.e f'ilt.ro debe 

limpiarse frecuentemenie ya que con el tiempo se acumulan 

part.iculas que evitan el paso del disolvente. Como precaución 

adicional, se puede colocar un filtro anles de ent..rar a la 

columna '23 ! 

2. - Los di sol venles deben ser de gran pureza para no daf"!:ar la 

columna con las impurezas ni provocar interferencias con el 

"né.l1eis, otras consideraciones import.anles son: costo, 

viscosidad, toxicidad y punto de ebullición. 

3.- La muestra debe ser soluble en la fase móvil. Si ésto no es, 

la muestra puede precipitarse y tapar la columna. 
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4.- La polaridad del disolvente debe conlrolarse para producir 

valores de k • entre 1 y 10. Valores de k • menores de 1, indican 

que la muestra casi no es retenida por la fase est.aciOnaria de la 

columna y dan coma resultado, separaciones muy pobres. Valores de 

k' mayores de 10 indican que la muestra se retiene excesivamente 

por la fase estacionaria y dan como resultado un tiempo de 

análisis muy largo. Por estas razones, es necesario ajustar el 

valor de k' mezclando disolventes de diferentes polaridades. 

5.- Los disolventes que se emplean para separaciones por 

gradiente de eluci6n, deben estar libres da impurezas que absorben 

al U. V. Es de primordial importancia correr un blanco del 

gradiente para asegurar que los picos en el cromatograma no son de 

los disolventes. El uso de disolventes de alta calidad resuelven 

muchos de los problemas de impurezas. 

6.- El agua destilada es uno de los disolventes más dificiles de 

obtener en alta pureza para utilizarse como componente de fase 

móvil. Normalmente requiere purificación para remover materia 

orgánica. El agua destilada también promueve el crecimiento de 

bacterias. por lo que no deberá guardarse por largo tiempo sin 

redestilarla o filtrarla para eliminar bacterias. El agua también 

absorbe dióxido de carbono del aire. el cual altera el pH. Se debe 

tener cuidado para evitar este problema. 

7. - Las soluciones reguladoras pueden ser un problema debido a 

las impurezas que se encuentran en las mismas. En algunos casos 

las impurezas pueden eliminarse con un adsorbent.e. otro 

plant.eamiento seria considerar que la calidad de la solución 

reguladora podria mejorarse por la compra de materiales de muy 
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8,- Los conservadores se usan en muchos disolventes tales como el 

THF, cloroformo, ele., y ellos pueden allerar las caraclerislicas 

de los disolventes. La mejor solución al problema es adquirir 

disolventes libres de conservadores. otra opción as destilar los 

disolventes, pero tomando especial cuidado de investigar el 

peligro que involucra el quitar los conservadores'21! 

Los sistemas de disolventes más comunes son: 

a) Para la cromatografía de adsorción, los disolventes mAs 

frecuentemente ut.ilizados son el hexano, cloruro de metilano, 

cloroformo, metano! y acetonJ. tri lo. Comúnmente se usan mezclas 

binarias de éstos para obtener un valor de k' favorable. 

b) Para los empaques de fase inversa, los sistemas más usados son 

metanol/agua y acetonilrilo/agua. 

c) Para intercambio i6nico, el di sol vente es agua. Generalmente 

se usan soluciones amortiguadoras a pH y fuerza iónica controlada. 

En la cromatografia de intercambio iónico se usa comúnmente la 

eluci6n por gradiente, la cual se programa para el cambio de pH y 

fuerza iónica del disolvente durante el análisis. 

5.- PROCEDIMIENTO DE ANALISIS 

Uo nos detendremos en los procedimientos a detalle para 

identificación y cuantificación de compuestos ya que act.ualment.e 

se emplean integradores eleclr6nicos o computarizados. Para un 

trabajo cuantit.at.ivo exacto, es necesario que el detector langa un 

inlervalo de lrabajo dinánúco lineal amplio y que los componenles 

a medir estén separados de cualquier sustancia de interferencia. 

El inlervalo dinánúco lineal eslá definido como el intervalo del 

taman:o de muestra m!nimo delectable, al máximo laman'.o de muestra 
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sobre el cual el detector tiene una sel'lal de respuesta; por 

ejemplo. los picos de respuesta en la cart.a del regist.rador son 

linealment.e proporcionales a la concent.raci6n de la muestra. Para 

má.xima flexibilidad en un análisis cuant.it.ativo. el intervalo debe 

estar alrededor de tres órdenes de magnitud. Tanto la altura como 

el área del pico pueden estar relacionados a la concenlraci6n de 

la muestra. Las alturas de los picos son fáciles de medir, pero 

están influenciadas grandemenle por los cambios en los tiempos de 

retención causados por variaciones en la temperatura y en la 

composición de los disolventes. Por estas razones, generalmente 

las áreas están consideradas como un parámetro más exacto para la 

cuantificación. La respuesta del detector puede calibrarse 

relacionando áreas o alturas de picos de respuesta a una 

concentración conocida de. sustancia de referencia, empleando un 

procedimiento t.ant.o de estandarización interna o externa. 

Una desventaja del método de calibración externa radica en que al 

comparar directamente los picos de respuesta obtenidos de la 

cromatografía de la muestra y una concentración conocida de la 

sustancia de referencia, es que la exactitud y la precisión 

dependen de la raproducibilidad de la inyección del anali lo. 

Puesto que la reproducibilidad de la inyección a altas presiones 

puede variar considerablemente, los mejores resul t.ados 

cuanti t.at..i vos usualmente se obtienen cuando se usa el mt\>todo de 

calibraci6n interna. Un estándar ~nterno de concent.raci6n conocida 

se adiciona tanto a la muestra como a la sustancia de referencia 

de concentración conocida, y se comparan las relaciones de los 

picos de respuesta del fármaco con las del estándar interno. 
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6. AOECUABILIOAD DEL SISTEMA CSVSTEH SUITABILITV) 

El objetive de validar un método anal1 tlco es obtener los mejores 

resullados posibles. Por ello todas las variables deben ser 

consideradas. El empleo de aparatos más complejos para los 

an~lisis, impone t..ener bajo control su eficiencia. L.a calidad de 

los resultados dependerá de c6mo se usan los instrumentos. Es por 

ello que• es necesario realizar. prueba de "adecuabilidad del 

sist..ema"uz,t~,tP) 

Con respecto a la Cromatografia de Gases y a la CLAE, el problema 

ya se ha hecho objeto de particular atención por pa.-te de las 

Farmacopeas. Est.as técnicas requieren un sistema const.i luido de 

parles fijas Ctermoslalos, bombas, detectores, muest.reador, ele.) 

como ya lo hemos citado arriba, y de parles sustituibles 

(columnas, gan, et.e. :>"2! 

La sustitución da estas partes viene realizada por programac!6n y 

ésto ya nos dice que el sistema está sujeto a vari.a.ciones con al 

t...iempo. Las respuest.as diferentes pueden derivar de columnas de 

proveniencia diversa. De aqui la necesidad de fijar parámetros que 

garanticen que el sistema, al momento del an~lisis, responde a los 

requisitos f"ijados cuando se hizo la validación del mátodo. L.a 

prueba de adecuabilidad del sistema puede definirse como la medida 

de la respuesta del sistema en un determinado dia. entendiendo 

como sistema los component.es del "hardware", los disolventes y la 

electrónica, considerados todos en conjunlou.~! 
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definido, son; 

a) N. n(Jmero de plat.cs, leóricos, o bien, forma del pico. 

b) R, factor de resolución enlre dos picos. 

c) T, faclor de simetria. 

d) C.V., coeficient.e de variación o desviación est.ándar relativa 

del sistema, que se expresa como la reproducibilidad. 

La US? XXII especifica también: el tr, tiempo de retención, 

naturaleza de la curva de calibración, respuesla y recobro y 

aclara que estos parámet.ros deben ser respet.ados no sólo al 

moment.o de la realización del método, sino que deben ser 

controlados con el liempo y garanlizados cada vez que se aplica el 

método0
·
2 ! 

Un parAme\.ro empleado es la reproducibilidad de las réplicas de 

las inyecciones de la solución analitica. La reproducibilidad de 

las réplicas de las inyecciones est.á mejor expresada como la 

desviación est.ándar rela~iva. Para calcularla, se emplean dalos de 

5 réplicas de cromalogramas, cuando el limite establecido para la 

DER es 2 Y. o menos, y dalos de 6 réplicas de cromat.ogramas, cuando 

el limite eslablecido de la DER es más de 2 %u·
9 ! 

Según la Ph. Eur., N debe ser superior a 600 y R ~l. 

Para CLAE, la Ph. Eur. hace algunas indicaciones que es (ltil 

remarcar: 

- Se acept.a usar para el análisis la medida de la altura de los 

picos Sólo si Q,8 5_ T 5., 1.2 CT~factor de simetria) 

- Si. se usa la técnica de gradiente, se puede utilizar sólo el 

55 



- Si ae usa la. técnica de gra.diente, se puede utili&:ar sólo el 

valor de las áreas Cno las alturas de los picos). 

S.1 el sistema se emplea rutinariamente para el mismo análisis, 

puede ser suficiente una prueba abreviada seguida a intervalos de 

tiempo establecidos Cpor ejemplo, determinando el C. V. y R) 112 ~ 

Si se trata de anAlisis por CLAE que requieren el empleo de 

gst.á.ndar interno y la determinaci.ón de dos componentes activos CA 

y 8), los C.V. se calculan sobre 6 réplicas. 

Con este tipo ae controles y de resultados, el sistema puede 

considerarse seguramente garanlizado y validado en el tiempo!'21 

J. Guerra'1•: también afirma que cualquier modificación en el 

sistema integrador, tal como la adición de una interfase 

electrónica para la adquisición de datos analiticos, debe 

validarse para asegurar que los resultados son consistentes. 

La documentación relativa a las pruebas de .. ad&cuabilidad 11 del 

sistema requiere: 

- la definición de los parámetros a controlar; 

- los limites para estos parámetros; 

- la frecuencia de los controles; 

- el registro de los resultados y las conclusiones relativas. 



CAPITULO 5 

PARTE EXPERIMENTAL 

1. OBJETIVO 

Validar el método analHico por CLAE para la det.erminaci6n. de 

Loraladina en tabletas, de forma rápida y sencilla. 

Las tabletas presentan la siguiente formulación: 

Loratadina ..•.•.••••.. 10. O mg 

Excipiente c.b.p ..•..• 1 tableta 

Peso promedio: 100.0 mg/tab 

2. SELECCION DEL METODO 

Este método se seleccionó porque, en primera instancia, es el más 

viable, ya que al efectuar las pruebas para la determinación 

espectrofotomét.rica, se encontró que el principio activo absorbe 

luz U.V. en una longitud de onda en la cual no es posiblo asegurar 

reproducibilidad de resultados. Por esta razón, se optó por 

implementar y validar la met.odologia por CLAE, que además o!'rece 

la ventaja de ser rápido, lo cual facilita el análisis de 

muestras que se manejarán durante la fabricación del producto. 

3. ACTIVIDADES A REALIZAR 

a. - Opt.imizaci6n de la meto?ologia analit.ica. 

b.- Preparación del placebo 

c.- Ensayos de validación CEvaluación de parámetros) 

i. Linealidad del Sistema 

11. Precisión del Sistema 
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iii. Linealidad del Mé~odo 

iv. Exactitud al 100 Y. del Método 

v. Especificidad del Método 

vi. Reproducibilidad del Método 

vil . Tol er anci a 

d.- Resultados¡ 

i. Linealidad del Sistema 

ii. Precisión del Sistema 

iii. Linealidad del Método 

iv. Exactitud al 100 Y. del Método 

v. Especificidad del Método 

vi. Reproducibilidad del Método 

Vii. Tolerancia 

e.- Evaluación de los resultados 

f.- Conclusiones de la validación 

4.- PROCEDIMIENTO 

a.- Optimización de la Metodologia Analitica. 

~ Cromat.ográ.fico: 

Equipo: Cromatógrafo de Liquides Perkin-Elmer 

Columna; µBondapack Cio , 4 mm X 30 cm 

Detector: U.V. a 264 nm 

Vol. inyección: 20 µl 

Vel. flujo: 2 ml/min 

Temperatura: Temperatura ambiente 

Fase móvil: Metanol/Fosfato de potasio 0.01 M 

C90:30), pH 7.9 z 0.2 
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Sensibilidad· Seleccionarla de manera que la altura 

del componente mayor ocupe el 60 ~ de la 

escala. 

Material. reactivos~ equipo empleados: 

MATERIAL: 

Pipetas volumétricas de 2, 3, 4, 6 y 6 ml 

Halraces volumétricos de Z5, 100 y 1000 ml 

Mortero con pistilo 

Papel glassine 

Espátula de acero inoxida:ble 

Probeta graduada de 500 ml 

REACTIVOS: 

Sustancia de referencia de Loraladina 

Materia prima de Loratadina 

Tabletas de Loraladina 

Malarias primas para elaboración del placebo; 

Al mi d6n de mai z Lactosa DC 

Estearalo de magnesio. 

Hetanol grado HPLC 

Fosfato de potasio R.A. 

Agua grado HPLC 

EQUIPO: 

Balan:a analitica 

Bar.o ~e ultrasonido- Cole Parmer 9850 

Cromat6grafo de Liquides Perkin Elmer 
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Unidad CPIJ IBM adaptada al cromat6grafo de liquides, para 

regislro, integración y graficación de los dalos analitic"os. 

Método opt.imi zado: 

w Preparación de la muestra analitica: 

Pea~r y moler 20 t.0t.blet.a.s hast.a polvo fino y mezclar. Pesar una 

cant..idad de polvo equivalente a 2.5 mg del principio activo C250 mg 

de polvo) y transferirlos a un matraz volumétrico de 25 m.l. 

Adicionar 20 ml de metano! y di sol ver con ayuda de ul lr asoni do 

durante 5 m.in. Enfriar. Aforar con metano! y mezclar. Filtrar por 

papel Whalman No. 1. desechando los primeros rnl. Medir una 

alicuota de 1 ml y transferirla a un matraz volumétrico de 25 ml. 

Ar.orar con metano!. Fil t.rar por membrana de O. 22 µm. 

* Preparación de la sustancia de referencia: 

Transferir 25 mg de la sustancia de referencia de Loratadina y 

llevarlos a un matraz volumét.rico de 25 ml. Adicionar 20 ml de 

metanol y disolver con ayuda de ultrasonido durante S min. 

Enfriar. Aforar con metanol y mezclar. Medir una alicuota de 1 ml 

y transferir a un matraz volumétrico de 26 ml. Atorar con melanol. 

Filtrar por membrana. de 0.22 ~m. 

Para el anAlisis, inyectar 20 µl de cada solucl6n al cromatógrafo 

de liquides. 

Este procedimiento involucra las minimas cantidades de material y 

da reactivos redundando en una significante reducc16n de costos dé 

anAlisis. 
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b.- P~eparación del placebo: 

Las t.ablet..as se disef"l:aron para fabricarlas por el método da 

compresión directa, por lo que el placebo se preparó con la 

formulación al 100 %, mediant.e el t.amizado y la mezcla simple de 

las mat.erias primas: Almidón de malz, Lact.osa DC y Est.earat.o de 

magnesio C18:71.3:0.7). 

c.- Ens¿yos de validación CEvaluaci6n de parámetros) 

i.- Linealidad del Sislema. 

Construir una curva de calibración de la respuesta del equipo 

contra la cantidad adicionada de principio activo, a los niveles 

50, 75, 100, 125 y 150 ~~ , parlier.do de una soluci6n Patrón, de la 

siguiente forma: 

Pesar 25 mg de la sustancia de referencia de Lorat.adina y 

lransferir a un ma.t.raz volurnét.rico de 100 ml. Disolver y aforar 

con rnel.anol C Sol. Patrón con 250 µg/ml). Tomar el volumen de 

alicuot.a de acuerdo con la siguiente tabla y llevar a 25 ml con 

met.anol: 

Nivel Vol. alicuola Conc. No. de 

% ml µg/ml réplicas 

50 2 20 3 

75 3 30 3 

100 4. 4.0 6 

125 5 50 3 

150 6 60 3 

Inyectar 20 µl de cada solución en el cromat.ógrafo. 
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Registrar los resultados de la respuesta oblenida en áreas de los 

picos, y calcular los valores de m, b, mr. br, r y r 2• 

ii.- Precisión del Sistema: 

Tomar los result.ados obt.enidos con el nivel al 100 Y. y calcular 

los valoro!iil do X, q y gl C. V. 

iii.- Linealidad del Método: 

Construir una curva de calibración de canlidad recuperada contra 

cantidad adicionada de principio activo, a los niveles : O, 60, 

90, 90, 100 y 120 Y., medianle el mélodo de adición de suslancia de 

referencia a placebo, de la siguienle manera: 

Pesar 226 mg de placebo y lransferir a un malraz volumétrico de 

25 ml, para cada vez, adicionar la canlidad especificada de 

Lorat.adina de acuerdo con la tabla siguiente, proceder como indica 

el método de análisis Cdiluci6n 1:a5). 

Nivel mg conc. 

% adicionados µg,.ml 

o o o 

60 15 a4. 

so ªº 32 

90 22.5 36 

100 as 4.0 

120 30 4.8 

Realizar cada pesada y análisis por sextuplicado y, de ser 

posible. al azar. Calcular los mg recuperados, m, mr, b, br, r y 

z r . 
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i .,, - Exact.i tud y Repet.ibilidad del Método Cal 100 Y,) 

Emplear los resultados del nivel al 100 X obtenidos en la 

linealidad del método y determinar el C. V. 

Para. todo el intervalo de concentraciones, excluyendo el O %, 

calcular el% recuperado y det.ernúnar el C.V.T. 

v.- Especificidad del Método. 

I.- Preparar las siguientes muestras en frascos viales de vidrio: 

a) Disolver 20 mg de Lorat.adina en 5 ml de met.anol y 

adicionar Z ml de solución de HCl 1 N. Colocar a 60°C 

dur ant.e 2 semanas. 

b) Di sol ver 20 mg de Lora ta di na en S ml de metano! y 

adicionar 2 ml de soluci6n. de NaOH 2 M. Colocar a 60°C 

durante 2 semanas. 

II. - Evaluar periódicamente la posible degradación del principio 

activo mediante Cromatografla en Capa Delgada CCCO). 

La fase eluent.e para las pruebas de CCD correspondieron a los 

siguier\les disolven.les en varias proporciones: 

Tolueno:Met.anol:Ac. acético glacial 

Clor·oformo: Met.anol: Dimet.ilformamida 

III, - En caso de encont.rar degradación, someter las muestras a 

análisis por CLAE, con el mét.odo propuesto, para evaluar 

interferencias. 

IV.- Determinar el~ de respuesta del placebo cont.ra la sustancia 

de referencia al 100 ~. inyectando al cromatógrafo de 

liquidos y obteniendo las respuestas de la fase móvil, de la 

sustancia de referencia y del placebo, para ident.ificar 

posibles interferencias. 
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vi.- Reproducibilidad del Método. 

Realizar el análisis como se indica en la parle Ca) de este 

capitulo, con 2 analist.as, en 2 dias diferentes,, por triplicado. 

Calcular los mg recuperados. 

Calcular el C.V. y realizar el análisis de varianza. 

vii.- Tolerancia 

CEslabilidad de la muestra analilica) 

Para evaluar la tolerancia, emplear los dalos de reproducibilidad 

del Método. Para la estabilidad de la muestra analilica, lomar las 

3 muestras de cualquiera de los analistas, dividirlas en a parles 

para obtener 6 soluciones, mantener 3 de ellas en refrigeración y 

las otras 3 en a la luz y temperatura ordinaria. Inyectar a las 24 

horas comparando contra una sustancia de referncia recién 

preparada. 

d.- Resultados 

1.- Linealidad del Sistema. 

Los resul lados de las respuestas obtenidas se muestran en la 

tabla No. 3, referidas como áreas de los picos y se representan en 

la Gr,fica No. 1. 

Los resultados de la curva da calibración son: 

b= -19947.4 

m= 8954.976 

r= 0.9999 

br= - O. 0228 

mr= 1. 0228 

r 2= O. 9999 
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LINEALIDAD DEL SISTEMA 

KllJEL COllC. REPLICA RESl'\JESTA y a c.v. 
X 11t9/RI Ko. ABC X 

1 431821 
59 u 1 431643 mm 3678 B.854 

3 mm 

1 642186 

75 39 z 6481196 '""' 6251 e.m 
3 mm 

1 883864 
1 mm 

1911 49 3 8811178 882844 84118 11.m 

4 89mZ 
5 8863113 
6 881395 

1 111741311 

m 58 1 11177134 11197128 3917 a.m 
3 1191891 

1 1314473 

m 69 z 1333446 13126118 ma a.m 
3 13199117 

TABLA lfc1. 3 



LORATADINA 
LINEALIDAD DEL SISTEMA 

R~ES~P_U~E_S_T._A~(_A~B~C_X~10_0_0~)~~~~~~~~:71 
1400~ 

1200-----·--------··-

10001----------~---~

BOOt---- ~ -----------

6001 -

400- ?_.,. 

200~--~,..,,.__ ____ -'---

20 40 60 80 . 100. . '.120 140 160 
CONCENTRACION (m~ml). 

GRAFICA No. 1 
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Por los dalos obtenidos se concluye que existe una relación 

altamente significativa entre la concentración del analito Cµg/ml) 

y la respuesla obtenida CABC. área bajo la curva), por lo que.se 

infiere que el sistema es lineal en el i nler val o de 

concenlraciones especificado. 

il. - Precisión del Sistema. 

Tomando el nivel al 100 Y. de la curva de linealidad del 

sistema, se llenen los siguientes resultados: 

Conc. Réplica y y (1 c.v. 

µg/ml No. ABC Y, 

40 883064 

2 86Q652 

3 891078 882944 9408 0.952 

4 895582 

5 886303 

6 991385 

El C. V. es menor al 2. O ~ establecido, por lo que se concluye 

que el sistema es preciso en la concentración trabajada C100 ~~. 

iii.- Linealidad del Método. 

Los resul lados obtenidos se muestran en la tabla No. 4 y se 

representan en la GrAfica No. 2. 
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25.115 
25,SZ 

24.98 
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ME TODO 

y q e.u. 'l. 
'l. Recuperado 

1 g 9 g 

97.29 

97.117 

14.99 9,28116 1.8848 11111.47 

99.27 

199.99 

191.88 

99.71 

99.91 

19.93 9.2m 1.3391 98,11 

11111.61 

m.51 

98.ZI 

192.41 

191.11 

ZZ.76 9,3998 1.7579 199.19 

192.71 
192.41 

98.13 

191.32 

11111.21 

25.18 1.zm 1.ma 192.98 

99.92 

'9.12 
99.32 

192,59 

181.99 

39.55 9,2m 8.8961 192.61 

11111.33 

m.u 
1112.1111 
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Los resullados de la curva de calibración para la linealidad del 

mét.odo son: 

b= -0.1526 

m= 1. 0145 

r= 0.9998 

br= -O. 0081 

mr= 1. 0081 

r 2= 0.9997 

De lo anterior se infiere que existe una relación altamente 

significativa enlre los mg adicionados y los mg de principio 

activo recuperados, por lo que se concluye que el mát.odo es lineal 

en el intervalo de concentraciones establecido. 

iv.- Exaclilud y Repelibilidad del Mélodo Cal 100 ~~ 

Tomando el nivel al 100 Y. de la curva de Linealidad del Método, 

se tienen los siguientes resultados: 

mg Réplica mg 

adicionados No. recuperados 

25 

2 

25.33 

25.05 

:¡ c. v. 

3 25.52 25.08 0.2896 1.1548 

4. 24.98 

5 24. 78 

6 24. 83 

El C.V. es menor al 2.0 Y. establecido, por lo que se concluye que 

el método es repetible en el intervalo de concentraciones 

especificado. 

Para lodo el intervalo de concentraciones: 

x= 100.4s,,, o= 1. 641<! C. V. T= 1. 6338 Y. 
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Indicativo de la exactitud del método en el intervalo propuesto. 

v.-Especificidad del método. 

No exist.e degradación significat.iva del fA.rmaco, invest.igada por 

eco, por cualquiera de los sistemas eluent.es, a pesar de ser ésla 

una molécula con aparente suscept.ibilidad de hidrólisis Acida o 

alcalina, puest.o que se t.rat.a de un éster, por lo demás estable. 

Por otra parte, como se observa en los cromat.ogramas CFigs. 1, 2, 

3 y 4), no a>dst..e int..erferencia del placebo, por lo que se 

tconcluye que el método es especifico para los fines que se 

requieren. 

vi.- Reproducibilidad del método. 

Para evaluar este parámetro, se fabricaron lot.es piloto de las 

tabletas con el principio activo y se analizaron por dos analistas 

diferentes y en dos dias diferentes, por triplicado. Los 

resultados se muestran en la tabla No. 5. El Análisis de Varianza 

para determinar el efecto de los analistas y de los dias sobre el 

análisis se representa en la tabla No. 6 

x= 109.10 Y. a= i. 0907 C.V.T= 0.9997 l: 

Como observamos, de acuerdo a los cálculos: 

Como Fcal<Ftab para la fuente de variación Analista, ~l analista 

no presenta efecto sobre la valoración, 

Como Fcal<Ftab para la fuente de variación Dia/Analist.a, no 

existe efecto de los dias para un analista en la valoración. 

Por Lo anterior, concluimos que el método es reproducible para 

Los fines que se requieren. 
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'• 

Figura 1: Crornatograma de la Fase Móvil 

Figura 2: Cromatograma del Placebo 
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Figura 3: Cromatograma de la Sustancia de Referencia de 

Lorat.adina 

Figura 4: Cromatograma de la muestra de tabletas de 

Loratadina 
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REPRODUCIBILIDAD DEL METODO 

RISUL!ADOS OOU:SAl>OS llt X DE PlllHCIPIO ACllUO OBllJUDO llt LA UALOJ!ACIOft 

DIA 

l 2 

A 
1 lli.117 1119.14 

" 1117.54 119.24 
A llB.21 1111.79 
L 
1 198.94 1117.75 
s z 198.l!O 198.85 
T 198.15 1117.91 
A 

IABLA Ho. 5 

IABIA DE A~LISIS DE UARIAll!A 

11Jllt!E DE Ut\JllACIOlt GAAOOS DE SlM DE llEDIA DE Fcal Ftab 
LIBEll!AD ru\DMDOS ru\DMDOS 

PMLIS!A l 5.119ll 5.8'lll 8.112& 7 .4001 

DIA/MIS!A z 1.375 8.6875 8.5ZS7 8.11271 

ERP.OR B 6.l'MS 8.8386 - -
l· 

IABLA Ho. 6 



vii.- Tolerancia 

CEstabilidad de la muestra analitica) 

Resultados expresados en Y. de Principio Activo obtenido en la 

valoración a las 24 horas, mant.eniendo las muest.ras en las 

condiciones que se indica: 

COliDICIOH 

Rl:FRIODIACIOH IDIP, AKBlllllE 

18'.!6 114.52 
1118.13 113.116 
108.88 111.Bl 

;¡ IB!.1! r. llJ.15 r. 
~ B.6118 1.32ll 

e.u. B.6146 r. 1.1138 r. 

Uo existe variación signif1cat.iva en las muestras guardadas en 

refriger.aci6n, por lo que se recomienda que, una vez preparada la 

muest.r~. y si no se emplea inmediatamente, se cons~rve en 

refr.igeraci6n, ya que es estable en esas condiciones, durante el 

tiempo establecido en este estudio. 

Con respecto a las muestras mantenidas a temperatura ambiente, se 

nota casi un 4~ de incremento en la concent..raci6n del principio 

activo con respecto a la inicial, pero ésto puede deberse a la 

evaporación del disolvente. 
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CAPITULO 6 

CONCLUSIONES 

1. - Hast.a el momento no exlst.e sustancia de referencia USP ni 

Nacional de Lorat.adina, por lo.que, para realizar este trabajo, 

se procedió a estandarizar malaria prima contra una sustancia 

de referencia proporcionada por el proveedor de la misma. 

a.- En relación a la controversia que existe en utilizar, en la 

Vali daci 6n de Métodos Anali li cos, l ot.es pil ot.o, lot.es 

preparados manualmente o lotes de la producción real. para la 

preparación del placebo; en este caso, no existe diferencia 

entre el placebo preparado manualmente y las tabletas ya que se 

trata de un proceso por compresión directa. Prueba do ello es 

el resultado de la evaluación de la exactitud del método. Si se 

tratara de granulación y secado, tal vez se presenlaria alguna 

modificación en las propiedades de las tablelas lales como la 

liberación y/o disolución del fármaco. 

3.- Se consideraron las concenlraciones O, 60, 60, 90, 100 y 120~ 

para la conslrucción de la curva de calibración para la 

Linealidad del Málodo, porque inicialmenlo se consideró la 

posibilidad de desarrollar ol mét.odo analit.ico indicador de 

estabilidad; sin embargo, se decidió no emplearlo para dicho 

fin especifico, debido a que la Loraladina es una molécula muy 

estable. Por otra parle, con las concenlraciones propueslas, se 
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trabaja en un intervalo mis amplio de concentraciones, lo cual 

es conveniente ya que muchas veces no se cumple con la Ley de 

Lambert-Beer en el intervalo seNalado. 

4.- Se realiza el cálculo de la pendiente relativa Cmr) y del 

int.arcoplo relativo Cbr), an las curvas da calibración par~ la 

Linealidad, para la ponderizaci6n de unidades, ya que en la 

curva de Linealidad del Sistema las unidades son diferentes. En 

la curva de Linealidad del Método no es tan necesario este 

·cálculo, puesto que las unidades de ambas variables son las 

núsmas. 

6.- Respecto al OY. en la Linealidad del Método; se introdujo esta 

11concent..raci6n 11 para evaluar la especificidad del mét..odo en 

relación al efecto del placebo. Se realizó por sext.uplica~o con 

el fin de tener un cri t.erio aplicable estadisticament.e válido 

sobre la respuesta. 

6, - En la Linealidad del Método se propone realizar las pruebas 

al azar para determinar la variabilidad d1a-d1a del analista, 

efectuando -al mismo tiempo-, ensayos sobre la tolerancia del 

sistema y del método de análisis. 

7.- Las pruebas de degradación del fármaco y su interacción con 

los excipientes se realizaron durante la fase de desarrollo de 

la formulación, sin encontrar inestabilidad o incompatibilidad: 

En estas pruebas· se basó la especificidad del método, ya que no 

se encontraron referencias sobre la degradación del fármaco. 
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9.- La Roproducibilid•d dgl Mó~odo GQ ro•liz6 con un lolo piloto 

de tabletas elaboradas con un 10 X de exceso teórico del 

principio activo en el polvo comprimido; as! también, al 

evaluar la recuperación de la cantidad adicionada, se certifica 

que el método funciona como se esperaba, dando una idea también 

de la eficiencia del proceso de fabricación. Se puede decir que 

ést.e es otro ensayo sobre la tolerancia del método analilico 

propuesto. 

9. - El Método de Análisis Rut.inario de Control de Calidad para 

cuantificar Loraladina en tabletas es Lineal, Exacto, Preciso, 

Especifico. por lo que se le considera apropiado para lo que 

fue di sel'íado. 

10. - Con respecto a la tolerancia del método y estabilidad de la 

muestra analitica. es recomendable almacenar la muestra 

preparada a bajas temperaturas Cpreferent.ement.e en 

refrigeración) con el fin de evitar pórdida. de disolvente por 

evaporación. Si se desea inyectar la muást.ra después de 24 

horas, es necesario preparar una sustancia de referencia en el 

momento de la determinación. 

11. - Aún no existe ninguna Norma Oficial o Norma Voluntaria 

Mexicana CNOM- o NMJC-) que legisle la calibración de sistemas 

CLAE. asi que nos guiamos por criterios de quienes poseen mayor 

ex~eriencia en este campo. 
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CALCULOS ESTADISTICOS 
Las pruobas nlad!sllcas n rdhron do acuordo al concepto utablocldDI 

llLin.,aridad del Sist.,Mall 
La rtlacl6n ontrt Cll\tldados •dlcionadas do prinolplo activo y la rtlputsh cbhn!da 

pol' ti sishM11 croM&togrÍf'ico (CtAE~ CG>, volUMÍtrico, gravh.itrlco, absorcio..ttrlco, 
etc., debe srr una función linnl dtl tipa1 

dond" 

y: rtSPllHla obhnlda 

b: ordtnada al orlgon 

y: b + ox + € 

o: ptndhnh (coor!chnte do oxtlnci6n, titulo, tlo.l 

x: cll\tld&dts ad!clon&du dt prlnolplc active (pmdas !ndoptndltntn, dlluclonu> 

E= orrcr do! slsh .. <o,,,> 

EstlMacio'n ~~!~~!.!,Método ~ MÍniit0s ~· 

FÓl'MUl&S '"Pltadas1 

n<txil>-U:x)(ty) 

"" n<ti<'>-<1:x1 • 

dondti 

o: utl•ado do la ptndlontt 

b: <ty>-<tx> <!ley>_ ry-otx 

n<tx'l-<tx>' 

. 
y: b • "" 

b: ostl•ado dt la crdtn&d& al crl;tn 

S1,,: OSl!RldD dt o,,,Cdtsviaclón ts!Índar dt h rtlJl'fSIÓn) 

~= tsllRldo dt la rtspuuta a partir dtl .. dolo do rt;rtslón dado • 



DEFIH!C!Off DE "' 
Es !• rtlación dt c .. bio dt I• rospursh dod• can rt5Pfcto •! callblo dt I• conttdad 

dt principio octtvo. 

lnhrtnci11 
• Ll•I tts dt! lnltr'lllo dt canflonu1 

dondt1 

• ! t,, "'n·2 • s,,J l 
rx•-u:x>' 

n 

t,,,,.,_
2
: valor dt t dt Studtnl con irn baJo la CUl"'Ja dt B.975 y n·2 lll'ldOI dt 

!lbtrtod, 

• Proobi dt hlpÓltsi11 

Realirws la prueba para"•~ª ya que en un ststua de Medición adecuado, 11 va.riu 
la cut1d1d adicionada debf variu h ttspu.nh obhnlda. 

•Distribución MZ!Slrtal: distribución t de Student con n·2 lll'idos dt !lbfrhd • 

..... 
t:-------

rx'·<rx>' 

• Ishdí11nfo dt contrut11 

te.,=-------

rx•-u:x>' 

11 



DEFIHICIO!t DE b1 

lnlertncla1 

• LÍ•itts dtl !ntorvalo do ccnflanlll 

dond!I 

1,,,,.n·Z= valor dt 1 dt Sludtnl con írn baJc la Clll"la dt 9,975 y n·2 fl'ldas dt 
l!btrtld, 

• Pruoba dt hipÓtesis: 

Rnlln"°s la pr<1tba para b0:9 ya 'IUf 1n ltoría ""'"°I 1l1t .. u dan rtsputsla ctrc 

a ocnconlraclón ctrc. En esta Pr<Jtba u busoa quo H, n cu•ph, per lo qu1 1! 11 11~ 
tua de inttrils na cUMplt con la supasJoión anhrlor, uta pr~nb1 no debt de inter
prttun, 

• Distribución """lrtal 1 distribución 1 dt Sludont con n·2 rradcs dt llbtrlad, 

1:--------

• Estadírratc dt ccnlrult1 

;. 1 
S'l'/X---+

l:J<Z·(l:J<)Z 

te.u=--------

;. 1 
·~/)( ---·

i:x•-u:x>' 

8Z 



1111SI H UI IHTDIPREUClilt41 
SI 11,,.10.,,,.,_

2
, l• lnltrpret1clón d1 resulhdcs IS '1111 la ordonod1 P•H por •I 

crlg1n. 

SI lt,,.l!t,,,,.,_
2
, I• lntorprtlaclón d1 resultados IS '1111 I• crd1n1d1 ne pua por 

ti erigen, 

lnflrtnch sobre llnurld1d, 

Ascci1CiÓn ;;;¡;;; ~dlclonad1 y prophdld .. dida • 

• Pru1bl dt hipót15!51 

H•1 -=•• 
H1: •In, 

Rullu""s la pru1bl t .. biln para •,19 Y• '111• tn ltcría un slslt•• d1 11tdlolán IS 
ldecuadc cuando al variar 11 oanlidad ldlolcnad• lwlin varl1 11 rtspunta obtenid•. 
St busca ftecto altutntt slgnUic1Uvo1 u decir, que Ht u cUMph.. 

• Dlslribuoión MU1Slrul1 Distribución r con un gr1dc dt llbtrt&d tn 11 nUMradcr y 
n-2 grados dt libtrbd tn tl dtnoJllinador. 

11 tstadlgraJ'o dt con tristtt 

dcndi1 
R:: rt!l1'fs1Ón 

IJI: 1rrnr dt rtgrtslón 

llC= 11tdl 41 di culdradcs 

o' 
r:..2.. 

o' .. 

llft• .. inaclÓn d1 !! ~ ~ ~ ! propildad ~· 

f l'rutba dt hipótUiSI 
H,1 y: b t ox 

H1: y~ b t ox 

lltdhnto utt plan1t .. 11nto d1llrMlna .. 1 si la uochclón 1nlrt cantidad y PrDPltdad 

11tdld• st dmrlbt Mdlanlt un "'dile llnul • 

• Dlstrlbuolón MUtslrtal: dlstrlbuclcn r con (n·Zl·t<r,·U l'l'•dcs de llbtrhd tn ti 

nUMrador y t<r1·ll l'l'•dcs dt llbtrtad tn ti d1nc•inador. 

13 



• Estad!rr&l'o dt cont•ut11 

dondu 

fA: !alta de 1Just1 

IP: error pu.ro 

TABLA DE AIMLISIS DE UARIAHZA 

mm.~ f!i~Mr cai~ft.,~ 

RIGRISIOH 1 oixii•bl:r!Ctyl1/nl 

lr~f~ n·I 

r1wM1 r!~;~li 

fmR E<•1·1l 

dond11 

SC: IWll dt CUldNdDI 

GL: ll'ldOJ dt 11 bt•hd 

o: pendhntt do la l'fcta 

b: ord1n14a al ori11n 

ty1-Jll:xy·bDJ 

se., • se., 

DJ'·ty1/r 1 1 

mtft.,!!s 

se, / GL, 

se., / GL., 

se,. / GL,. 

se., / GL., 

n: nÚMtro total do Pll'fl dt cantidad adlclonada•l'flFUtsta 

CAIÁLAlll 

llC, t MC., 

"" / nc., 

•,= nÚMtro dt l'tPlic•cionu dt iísi"° nivtl dt cantid•dts adiclon1du 

K= cantidad ldicicn1d1 

y: propltdad Mdida 

y1: total dt la propiod1d Mdida dtl iishoo nivol dt cantidadts 1dlcion1du. 

llASE DI LA IHlIRl'RITAelOH1 

SI '"' dt h lutntt dt mi1ción·l'ffl'tsión ts ••Y•• 1 l.llS, la lnltrp.,tación dt 

Nsull•dor u 'l\lt no ••islt Nl•ción ont" h cantidad adicionada y la "'FUtsh 
cbttnida, .. 



Si rtu dt h lutnlt dt vuholón·r111rt1ld• 11 •nor a 8,11 1 .. yar a t.11, la 

lnltl'Prtlaclón 4t rtsul lados t1 '111• txl1t1 una rtlacllo strnllloall•a tnlrt la 

canli4a4 adlclcnada y h "''""'ª cbltnUa, 

SI FtAL 4t h lutnlt dt vuhctdn·rtfffllln 11 Mnor dt 8,91, la lnltl'Prtlacl6n dt 

multados H '1111 txislt una rthoidn alt&Mnlt strnillcallva tnlrt la canli4al 

adicionada y h rospunla obltnlda, 

Si F"L dt la !utnlt dt vutaoión·hlla dt ¡J.,lt 11 MlYor a 8.115, la inltl'Pl'thcldn 

dt rtsullados u '111• ti 100dtlo linHI rtprtstnl• dt "'""ªcometa la rthoión tnlrt 
cantidad y la rtll'UHh obltnida. 

SI F"' dt la lu•nh dt vulacidn·hlta do ¡J.,1, 11 Mnor • 8.115, la inltrprtlaoi6n 

dt rtsullados 11 'lllf ti IOOdt lo li'HI no rtprtstnh dt •antra cometa 11 rthcidn 
tntrt canlidal y la rtspu11ta obhnida, 

• C4rrthoión 

So tualúa calculando h ral1 cuwad1 dtl DOllioltntt dt dohroinaoidn Irª>. 

r•:--ln_<ll<Y_>_·<_J:x_>_<t_.Y_IJ_• __ 

ln<J:x1HJ:x>1l!n(J).¡ªH:Y> 11 

~Exaotitudij 
Es 11 concordanoia txlshnlt tnlrt un valor lthrolnado y su valor rtal. 

DD'IHIC!Cll DE µ: 

Es la Mdia.pablacional dt los rtccbros 1mrl••nlah1 •><Pttnda tn pcrc1nlaJ1, 

ln!trtnci11 

1 ~hipÓIHIS: 

fffl ll=I'• 

H,1 l'Iµ, 

llnllnMOs la pru1ba pua µ0:11!11 , ya '1111 tn ltorla si ti MÍta4o cartct dt 1rrcr 

sisluilico consl10lt, ti rtcobrc txPtrlMnlal •><Pttndo tn parc1ntaJ1 dtbt ur 188. 

Distribución IOllllrtal: dislrlbuolón 1 do Studtnl con n·l gj..aos dt libtrhd. 

y-µ, 
1:--

sl[n"" 
dond11 . • J).¡ 

y: valor proMdio do '" datos <tsll•ador 41 µ): y:-
1'•= valor rul dtl puÚWtro n 

1,c.J;: uror ntinbr 
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dondti 

2 (y.;¡,. 
s:~ 

n·l 

s= dosvhclán utl'ildU' 
n: nÚlltro d• rtccbros 

• !sl1dflJl'll'O do contrul11 

• LÍ•I tu del lnhr'Jllo de conrtan111 

y + 10 m Cstfn> 
• • n·I 

• R1Pttlbllld1d1 

Es h oonoordancla •nlrt les rtcobros lnd1Ptndl1nt11 gtntr&dCI blJc lu •111111 con· 
dlclcn11 dt anillsls C Mino dh, MISMO analista, MISOI corrida, MISMOS rucllvcs, -

"''"° equipo, tic.> 

Cl.96)s 

BASE DE !A IHTllU'REIACIOH: 

SI tc 111 L( t•.t"n·, li inttrprthción dt resulhdos u qu1 el Mitodo c&Nct dt error 
slsttttitico constanlu pori lo tanto, el Método u t><acto al 198 1. 

SI lm! t'""n·I' la lntorprohcián do rtsultadcs os quo 11 Mitcdc prtsrnla orror 
sist1Mitico ccnstant11 por le tanto, ti Mitcdo no u •mio al 11!8 Y. · 

Eearidad del Me3I 
La rolación ontro las cantldadu 1dlclcnadu y cantldadu rocuPoradu do principio 

active IMPlnndc 11 Mitodo anal!tico debo ser una !unción llnul d1I tipo1 

y: b t ox +E 

dende: 
y: cantidad rtcuPorada d1 principio 1ctlvc 
b= ord1nad1 al erigen 
o: ptndl1nl1 
x:: cantldadu &dlcionadu dt principio ¡ctlvo 

e= orror dol oitodc ca,,,> 



rara la 111iml~n d1 •y b ro• 11 !Mtodo 41 olnl.a• ouallr&dos 11 111Pl1an lu •ls•u 

fil'MUIU ••• 1n la llniarldd 411 slst'"•• tntonou, . 
y: .... , 

dondtr 

o: HllMldo dt la ptndltntt 

!f HliMldo dt la ardtnada al orl!ltn 
y: Y HllMlda dt la cantidad l'ICuporada dtl principio aatlva a partir dtl "°delo d1 

l'lll'ISIÓn dada x1, 

MFIHlClOlt n •: 
Es la !'Ilación 41 owlo do la cantidad l'ICUptrada oan resptata al ouhlo dt la aan· 

tillad adlclanada dtl l'l'lnclpio 10tlvo, 

lnflrtnciu 
• ¡;¡;;¡¡;;-¡-1 lnttrnla dt cantianu1 

u:x>' r.•---
n 

dand11 
t,,m,.

2
: valor de t dt Sludrnt con irn b¡Ja h curva dt g,175 y n·2 !ll'&das dt 

llbtrhd, 

• Prvtba dt hlpÓttsl11 

H•I R=Rt 

11,: ~·. 

Rtalila..os la prutba pua "•:1, 1'1 qut st tl Mtodo cll't'ct dt trror slshMitlco pro
PGl'Cional conslshntt, la Pfndhnte ts uno. 

•Distribución "'1tSll'tal: distribución t d• Studrnt can n-2 !ll'adas dt llbortad. 

M .. MI !=--------

¡;,¡•.~ 
n 

• EstadÍ!ll'lfD dt cantrut11 
•. l !"'::--------

r.•-~ 
n 

17 



DETIHJCIOH »E b: 

Es h rtSPlltsll dtl oitodo 1 h canlldid idlcfcnada dt ctro, 

lnltrtncf11 
• ¡;¡;;¡¡;;d,"¡ fnt•rvalo dt conlfann: 

;a 1 ----·-
i:x•- (J:x)I 

dondtr 

t1, "'n-z' ualor dt t Studtnl con Ítt• b&Jo la curva do f,'7S y n·2 rrados dt lfbtrtad, 

1 rr.Jtbl dt h!pcj'ltsfSI 

H1: b:b, 

H1: btb, 

Rnllzuos la prutba para h,=11 ya 'IU• '" horía ti oltodo 1 cantfdid idiolonada dt 
erro dtbt rtCUPfril" ctroJ u decir, ti Mtodo cutce dt trror ststr"ítlco proporoional 
constlntt. 

Un Mtodo s~ oonsidua qut cartct dt nror sishKÍUco proptcion1I cuando no prtn~ 
ti ni trror sistuáUco proporcionil consishnh ni trror sisO!Ütlco proporcioul 
constintt. 

• Dislrltución ""ulrt1l1 distribución 1 de Studtnt con n-2 rrados dt lfbtrtad, 

;z 1 ----·-
i:x•- (J:x)' 

• Estadlrrato dt conlruhr 

tcu= ---------

;1 1 ----·-
i:x•- (J:x)' 
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BASE Dl LA IHIDPRITACIOff1 

1) Erro• slstuállco Pl'OPorclonal conslsltnl11 

SI 11 .. ,10,.,,.n·Z' la lnt,.prolaolón dt rts•lladas u '111 ti llitods caroot dt 
tmr slsltdtlco PNPorolonll nonslstonlt. 

SI 11"~1~ 1,,,,.
0

_
2
, la lnltrprtlaoión dt rosulhdor u '11t ti llilodo prostnla 

toro• slrltMlllco PNPooolonal conslstonlt. 

ii) Error sistetti.tico propcrcional con1tant11 
SI 11, .. 10,,.,,

0
_
2
, la lnltrprohclón do rosulladas u '111 ti llÍlodo Oll'fct dt 

•rror slsleMillco Pl'OPorclonal conshnlt. 

SI 11",I~ l"'"n·!' la lnltrprtholón dt rosulladas u '11t ti llilodo proStnla 
trror sisttdUco proporcional constantt. 

lnftroncla sobro llnt1rldad1 

hoclaclón ;,;¡;; ~dlclonada y cantidad rtOUPfr&da. 

• Prutb.a dt hlrótul11 

H•1 M:•• 
H,: Mi•, 

RnllzlllOs la prutb.a para •,Is, ya 1ut tn un .ttodo dt Mdlolón ldtc•ado, al variar 
la cantidad ldlolonlda, dohl variar la cantidad rtCUPtrada, 

• Distribución IOltslroal 1 distribución F con un 9rado dt llhlrhd tn ol nu..rador y 
n·2 9t&dos de llhlrtad on ol donooln1dor. 

' J, 
r:

• a 
" 

• tstadígrato df contrastr1 

dondt1 

Mea 
r =-c • L flCn 

Me: .. dla do CUidr&dos 
1: regresión 

u= trror dt rurtsión 

llthrt1ln1ción ~ ~ ~ onlrt cantidad adicionad& ! ~ rtCUPfr&d&. 

M Prutb.a do hipÓIHISI 

"•' y:h."" 
H11 y:b t"" 

lftdlanlt ult plantnoltnlo, dtltroln100s si la uoolaolón tnlrt cantidad adlolo· 

nda y cantld1d rocuporad& st dtsorlhl .. dlanlt un oodtlo llnnl. 

" 



• Dlstrlhuclán 001tstrul1 41strlhuclón F con 1Cn·Zl·t<r1·111 !ll'adOI 4t llbtta4 tn ti 

nUMra4or y t<r1·11 !ll'ados 4o llbtrta4 tn 11 4•no•lna4or. 

• Esla4(!Jl'ato 4e contrash1 

4ondt1 
FA: lalla 4t aJush 
EP: error puro 

llC,. ,, __ 
11e., 

IABUI DE Al'1LISIS DE UARIAlllA 

m1%~ GRADOS DE 
LIB[J!!AD c]~rAA8§s 

llIGllSIOll 1 lll:Jcy•bt:y·l<ty>'lnl 

Rrus!~ n-2 

'mME tl~;~li 

JHroR tlr1·U 

dondt1 
SC: •Wll dt cuadl'ados 
Gl.= !ll'&dos dt llbtrtad 

"" l'tn41tnh dt h rtcla 
b= ordenda ll origen 

ty•-.rxy-bty 

sen - se., 

ty•-ty•tr 
1 ¡ 

~,m~Us CAJ°I.ADA 

se, / GL, llC, l llC., 

se,, / GL., 

se,,. / GL,,. M,. I MCu 

se,, / GL11 

n: nW..ro total dt Pll'f• dt canlldad a41olonada·oanlldad rtcuPtrada 
r 1: nÚlltro dt repllcaclonu dt li'sioo nlVti dt cantidades adicionadas 
r- cantidad adicionada 
y: cantidad rtCUl'fra4a 

y1: total d1 la oanlldad rtCUPtr&da dtl li'sloo nlv1i 41 oanll4a4u a4loionadas 



1111Si DE IA IH!DPRE!ACOlh 
11 fcu 4t la fUtnlt dt VlfllOIÓn-rtll'fllÓn ti .. yor dt 1,115, la lnltrprtlUIÓn dt 

rtsultado1 is qut no t•lslt rtlacUn tnlrt la oantldad adicionada y la cantidad rtcu

Ptr&da. 

SI '"' dt la tutnlt dt vathci,n-rtll'frión u otncr a 1,11 y uyor a 8,11, la In
terpretación dt ruult&dos u fl\lf exish una ffhción signittc1Uva tntrt la cintldad 
adicionada y la cantidad recupmda. 

Si 'cu de 11 fuente dt Yll'itoión-regresión ts MtnOI' de a.et, 11 inhrprttación dt 
resultados u qut txish una rtlación allwnlt sl1111iflcallv1 tnlrt la cantidad adi

cionada y la cantidad recupanda. 

SI r,., dt la futnlt dt VatilCIÓn·hlh dt aJuslt tS •ayor a 9.115, la lnlttprtlaclón 
de resul hdos rs que 11 MOdelo llnnl rtprtnnta dt unera corrtcta la rtlactón entl"t 
cantidad adicionada y cantidad rtcuperada, 

SI r, .. dt la futnlt dt variaclón·hlla dt aJuslt u otncr a 9,115, la lnttrprtlaclón 
dt rtsulhdos u que ti ..adeto linnl no rtPrtstnta dt Mantra corrtata la rthclón en· 
lrt cantidad adicionada y cantidad recuperada. 

• Ccrrtlación 
[s el grado df ucci1ción tntrt 2 urilhhs dado ti Mdtlo de rt!ll'fslón. 
St ovalúa calculando la nis cuadrada do! ccttlcltnlt dt d1hr1inación !r1>, 

,,, __ cn_<l:xy_>_-1_i:x_>_<r_w_>1_• __ 

lnllJ<'HM'lln!ty'HM'J 

,Exactitud al i00X 

Is l& concord&noia f)(istenh entre un valor dthrMlnido y su Yalor rul, tXPrtsado 

tn Y. 

DD'IHCC!Off IE ~· 
El h •odia Pohl1clcnal dt lcs recobres t><Ptri11tntllu •>CPruada tn PorttnlaJt, 

lnftrtncla1 

• Ll•itts dtl lnltNalc dt ccntlanm 

1 Prutba dt hipÓlniSI 

"•I µ:µI 

K11 >*~, 

y t 10 ,,, . (stfn> 
• • n·! 

llullu"'' la prutba p&tl ~,=1118 , ya quo 1n ltor!& 11 ti Ritodc Dll'fct dt trrcP 111· 
t'"alico conshntt, ti rrccbrc t>CPtrlMnhl t>CPrtudo on PorctnlaJ• dtbt Hr lllll. 

,1 



• Dlslrihucidn Mltslrul: dhtrlhucidn 1 dt Studtnl con n·l 1rndos dt libtrtd, 

Y· io t=--
,.<Jii 

dcndt1 
- - ti¡ 
y: valor proMdic dt los datos (tsllMldor do i>. y:

µ,: valor l'fll dol PlrÍlltlro 

stfn: orror uUndlr 

dcnd11 

~(y -y>' 
s=~ 

n-1 

s: dt1Yiloión tsti'ndll' 

n: mlMl'O dt rocobros 

• Estad{gralo dt conlraslt1 

BASE DE IA IH!ERPllETACIOH1 

n 

SI 1,.,< t0, 175n- , la lnltrprollclón dt rtsullados u '111• ti ,.;todo carooo dt trror 

slslt,.¡llco proporcional ccnsistenltJ por le tanto, ti Miedo ts txuto al 11111 X 

SI lcu! t,,.,.n·I' la intfl'Pl'flaolón dt rtsullados ts quo ti o/todo prounta trror 

sisltdllcc constanlt1 por le tanto, el .;todo no n oxacto al 11111 X 

~Precisidn CReprcduoibilidad>~ 
Es la ccnco1'<1111ola dt un conJunto dt valorts !XPtl'IMntalts rtSPtctc al valor otn· 

tral. St clutrlca •• rtproduoibllldad y l'fPtllbllldad, 

Ivaluaoión1 lnftl'fncla tshd(stlca sobro la variabilidad do los resultados cbhnldos 

al ullllslr ti :oilcdo tn tsludlo. 

La lnftl'tncla Hhdlslloa '!Ut ... ,J.., .. s st basa tn un ntudlo do l'IPl'Oduolbllldad 

lnteranallsta t lnltrdla-anallsla, por lo qut ti "°dtlo hipotético 'IUI l'tPrtHnta utt · 

CUO HI 



don4tr 

y111: ti tn11yo dtl principio 1ellvo 4t la ... íslM ouulr& 11111lnda eor ti l·ishlO 

1111lilla tn ti J·lsl .. d!1 

11: •tdll POhlaolonll dtl lnSIYO 4tl principie ICtlVO lft la OUfllfl 

A1: tltcto dtl 11111lsl1 tn ti tnnyo, ldondt 1:1 ... a) 

11111: tf1Cto dtl día 111ld1dc tn ti 11111lst1, (dondt J:l, .. d) 

1, 1.,1: trror 4tl llÍtcdo 1111llllcc lrtettlhllld1d, dondt K:l ... r> 

1: 1W.rc dt 11111lstu 

h: nW.rc dt dlu 

r: nW..ro dt rnsayos 

• Pruhl dt hleótuls: 

H,r A:A1 

H11 A:A1 

Rull11J10s la enr•hl p1r1 A1:1, Y• '111• si un 114tcdo rs l'f Produclhlt eor los 1111111· 

tu, no 4tht hlhtr 1f1clo Poi' les 11111lstu. 

• lhlrihucUn outstrtall distribución f ocn 1•! llJ'adOI dt libtrlad 1n ti nWll1'14tl' y 

1<4·1) llJ'adOI d1 llbtl'lad tn ti dtn••lnador. 

¡ 
1 
ft1:+11r1: r:----

• Est1dflll'lfc dt contr111t1 

• l'nr•hl dt hlpólulsr 

H,1 1:10 
H11 lltl, 

1 ! 
11+1"111 

lltlli11J10s la pnrohl Pll'I 11:8, y1 'IUt si un llÍlodo H l'tPrcduolhh tn distintos d!u 

p1r1 un •is"° 11111lst1, no dtht hlhtr tftctc dtl 11111isl1, 

• DislrlhuclÓn llUtslHal: distribución F can 1Cd·U grados dt llbtrt1d tn ti nuotr&dor 

y adCr-U !ll'•dos d• liht•l•d tn ti d•nc•inodor. 

l ! 

I':~ 

• lsl•dÍllJ'lto 41 coalrultr 
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TAB!.A IE lllALISIS DE UARIAHZA 

~m~.~ fft~ME 

•, a-1 

1•111 a!d-11 

D,¡IJ 
1Cd-U 

E, IJJJ ac!Cr-11 

dondr: 
SC: swu. dt cuadridos 
GL: ,,.111,. 4• libertad 

llC: Mella dt CUldrldOS 

JifAA~ 

ty1 /d1•i .. 1111r 
J ••• 

r:r.y 
1
1c1r-u '11c1r 

" 1 ••• 

r:r.y' y • ldr 
JJ ¡, ! • 

m:/- El).¡
2 

Ir 

"' " 

y 1: lot1I d• onsayo dfi 1-isl"° analista 

rH!bUs CAJ°LADA 

se. / GI., llC, l llC, 

se, / GI., llC, l llC, 

se, / GI., llC, l llC, 

se, / GI.1 

1.,: total 4• tnsaYo d• 11 cooblnación d•I 1-isl .. 1nlllsta, J-isl"° dÍI. 

s= ,,. .. total dol tnsayo 

IMSE DE LA lllfERPRETACIO!t: 
Si r,AL de li luenh d~ V1tl1ción-A1 es Mayor de e.es, la inttrprttación dt l't'SUl

tidos es que ti analista no prtunta tfecto sobre la va.lor¡ción. 

Si Fctii. dt la luentt dt varhción-A 1 es 1tenor de 8.BS, la inttrprttación dt resul
tados 1s qu1 el analista prtsrnta ehcto sobre 11 valorición. 

Si r,AL de h tuentt de vuiaciOn-D..ql) u MlYOr de e.BS, h interprth.ción dt rt· 

soltados ts 'IUt ti dh anidado en el anal is ta no prtsrnta efecto sobre la valoración. 

Si r,,., dt 11 tuenh de varhción·D,, [I} ts Menor de 8,85, Ja inhrPrthoián dt re
sultados ts l(Ut ti d!1 1nid1do fn fl analista prrnnta. fftcto sobN !ª valoración. 

S• calcula la ropotibllldad cs,1, la roproducibllldad lnt .. día anidado •• •I ana-

lista eS,> y la roproducibilid¡d inttranalista eS,l con 115 Si!lllifntes fÓNOUIU: 

S1: (1,'6HllC,> 1" 

s,: !1.96HellC, - llC1Jlrl 11
' 

s,: !1.96HellC, - 11e,11rc11 1
" 
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APENDICE 8: 

PROCEDIMIENTO DE OPERACION: 

VALIDACION· DE METODOS ANALITICOS 
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CAl!El(O 1-CAllAIUUI> 

Laboratorios ______ _ 

PROCEDIMIENTO DE OPERACION 

UALIDACION DE METODOS ANALITICOS 

llétodo: _____________ _ Pro')ccta No.: ____ _ 
Ncllibre del Producto: _________ _ 

Fól'lllla ltaestra llo.: ___ _ bhre Genérico: __________ _ 
Fom Far11acéut1ca: __________ _ Uaildación O 
De¡>Al'W.Cnta: ___________ _ l!euoildación O 
Fecha inicio: ___________ _ Fecha tért1ioo: ____ _ 

11EIOOO 11.JlilWUO DE CO!llROL DE CALIDAD O llEIODO IKDICAOOR DE ES!ABILIDAD D 

PAl!AllE IROS A EIJAILW! 
Lll«ARIDAP1 SISIDIA _ llEIOPO _ 

PJIICISIOH_ 
OOCTllUP _ 

RIPROPUCIBILIDtlP _ 
LIMITE PE PEIECCIOH _ 
LIMITE PE CUAHrlFICACIOll __ 

ESPECIFICIDAD _ 
IOLEllAHCIA _ 
01!!051 __________ _ 

ESTE ESruDIO DE IJALIDACIOH CERTIFICA 11JE EL llEIODO.WIPLE COH LOS 

~!SITOS "IHl!m ESTABLECIDOS POR LO 11JE SE COHSIDEM ACEP!ADO 

l'11llA EL MISIS DEL PRODOCIO SID1PRE Y aW!DO HO SE llODIFll1JE 

AUDIO DE LOS l'AAAllE!ROS CONSIDERADOS ~ EL "ISl10. 

11 REALl7.ADO POR: 

'=· RlVISADOPOR: ~I 
IFm~: b__Jj 11™: 
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(AllDIO Z> 

Laboratorio•---------

UALIDACIOH DE METODOS AHALITICOS 
llétodo.: _______________ _ Proyecto Ho. :. ____ _ 

lblbre del Producto.:_----------
lblbre Gerértco:. ___________ _ FIÍrtllla llaestra Ho.: ____ _ 

ForM FUMcéutica:. ___________ _ 
~part.wmto:. ___________ _ 

PROTOCOLO DE UALIDACIOM 
1,- OBJE!IUO DE UI UALl»ACIOlh 

lstabhoor h<s> ru~n(ts) d• la rtallraoión dti ostudio dt nlldaoión d• la Mlodoiorla 

analltica, Y• m rutinaria dt Control de Calidad o para finos dt utudlo d• Estabilidad, 

111 qut dt acuerdo 11 obJrtivo, nrin los parWtros a tvaluar. 

a.- l\IHllAllOOO DE UI llllOl>OLOGIA AlilLlllCA1 

l\llld&Mntar oitntlfio&Mnlt la Mlodolorla analitica ••Pitada. 

3.- RTJICTIUOS1 
Indicar todos los rflctivos y disoiutnlts a '"Pitar, ul coMO oantidadts dt lstos. 

4,- IQUIPO V MTIRIAL1 
Listar todo ti equipo involucrado tn ti 11tudlo 4• valldaoiln, ul ºº"° ti Nltrial, 

5.- PllOCIDl~llll!01 

Dtscrlbir dtlallad&Mnlt la Mlodoiorfa ana!Ílioa a validar, 

»tscribir d•lallad&Mntr la tvaluaoión dt los parÍlottros dt acu•rd• al tipo dt Mlodolor[a 

ISptOlfiDldl tn ti obJttiuo, 

6,- RESULTADOS Y AlilLISIS1 
Un1 vn r111i11dos los anilisis corresponditntu, ordtnar y tahulu los rtsultados para su 

MJor ..n1Jo tn ti análisis tshdlitioo. 

? ,- COHCLUSIOllES1 
Dtl anílisis uhdhtico dt los resultados, concluir si ti Mtodo CUAple o no con los 
rtquisilos •fni .. s noctrarios, y si " apto o no para •MPlnrlo para los linos otabhcidos. 

HOIAt AntXll' al utudlo, todos los rríttcos y cro•1togr1.MU dt los anilists, así COMO los cálculos 
y todo lo rtiacionadó a ult utudio. 

97 



WllXO U 

UALIDACION DE METODOS ANALITICOS 

llétodo: __________ _ Proyecto No.: ____ _ 
bhro dol Producto:. _________ _ 
bhro Geuórlco:. __________ _ Fnla llaestra No,:. ___ _ 
ForM FUMC!futlca:. __________ _ 
Departuanto:. ___________ _ 

REPORTE DE LINEARIDAD DEL SISTEMA 

Sulancla dt Rtfll'tncl111 __________ Hi0tlts dt Conc1nlNclón11 ____ 
1 

lfo, dt Lolt dt la Sul, Rtf1 _________ Unidad dt Rtsputsl11r _____ , 

Ftcha lnlclct Ftc"1 rirolnot ______ _ 

DESU 6rD e.u. 
O X 

m 

(2) 

[ (5) 

CWq>h con les crllll'lcs dt aotplaclÓn 1 
ConclulÓn1 ________________________ _ 

11 lllVISADO POR: 

llrrc11A1 

-¡¡ APROllllDO POR1 

llrICllA1 

!B 



IAl(IJ(O 41 

Labarataria1 

UALIDACJON DE METODOS ANALITICOS 

llétodo: l'rojecto llo.: 
lbtbre de 1 Producto: 

Fól'llUIA llaestra llo.: llollbre '8nérlco: 

FCl'M Fl!'llAcéutlca: 
De)IAl'tuento: 

REPORTE DE PRECISION DEL SISTEMA 

Sustancia dr Rthrtnci11 Kiueirs dr Concrnlr1ción1 

!to, dt Lotr dr la Susl, llt!.1 Unid&d dr Rtspurslai 
f1Chl lnicio1 Trchl Tí.,.1no1 

~~CA llISPIJESIA 

<U DE RESP> 

f 

1 

z 
3 

4 
5 
6 

X: 
¡¡: 

c.v.: 

Cwoplt con los oritrrios dt mphción1 slO "'º Conctustón1 

lll RIALllADO POR1 

natA1 

11. llIIJISADO POR1 

natA: 

llJ APROBADO POR 1 

TWlA: 11 
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<IHIXO 5> 

UALIDACIOH DE HETODOS AHALITICOS 

Hétoao: __________ _ Proyecto No.:. ____ _ 
lblbre del Producto: _________ _ 
lbibre Genérico:. ____________ _ Fórouia llaestra lto.: ___ _ 

FOl'lla FarMcáitlca: __________ _ 
Departwnto: ___________ _ 

REPORTE DE LIHEARIDAD DEL HETODO 

Sustancia dt l!lftroncia1___________ HivtlH dt Conctnlmióni ____ 1 
Ho. dt Lolt dt Ja Sus!, lid .1 Coroctnlmión d• Phcobo1, ___ _ 

rtcha lniclCI rocha tÍ .. JnOI ______ _ 

m 

(4) 

m 

"" b: •,=Co/yl b,:<bly> .x 
CWlplt con Jos ,.iltrios dt actphoión1 SI O 

e.u. 
y, 

_J 
Conolusión1 ________________________ _ 

JllVISADO POR: 

l1C11A1 11 

11!11 



(AllE)(O 61 

Laboratorio•---------

UALIDACION DE METODOS ANALITICOS 

r.étodo: _____________ _ Proyecto lb.: ____ _ 
bbre del Pro.!ucto: __________ _ 
lblbre Genérico: __________ _ Fórt111IA !IAestrA lb.: ___ _ 

FDl'llll Fuucéutlca: _________ _ 
Departwnto: __________ _ 

REPORTE DE EXACTITUD ~ REPETIBILIDAD 
DEL METODO CAL 100 x> 

Susl111oia dt Atltrtncf11 __________ _ Hivtlu dt Conetnlrufón1 ____ 1 
Ho, dt Lolt di la Sus!, Att,1 ________ _ Unidad dt llfSPllHlll _____ _ 
Ftchl Inicio: _____________ _ rocho TÓrofno1 ______ _ 

Tolll!' los rtsullados de r. RICUPIJIJl»O dtl rtporlt dt Lfntarfdad dol .llftodo y llmr 
tu 1Jruiutu detu .. inacionHI 

X:: 

e.u.: 

ualor t d• studonl oon n-1 grados d• lllltrlld y Pl'Ohllflldad dt e.m 
t: 

lnltrvalo dt conthnza para la •dla1 

lo: 

<lc dobe incluir ti 1119 Y.) 

CWIJol• con los oriltrfos d• •ctPllcfóni ttoO Conclusióni _________________________ _ 

iWILllADO POR1 RI\llSADO POR1 APROBADO POR1 

IICllA1 IICllA1 IICllA: 
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IAHIXO 71 

Laboratorio1 ________ _ 

UALIDACION DE METODOB ANALITICOB 

nétodo: ___________ _ Pro.¡ecll> No.: ____ _ 
lblbre del Producto: _________ _ 
Nonm 6cnérico: _____________ _ FóN1Ula l\!~tra No.: ___ _ 

Fol'tlA Fart1acéut1ca: __________ _ 
Deputwnto: ____________ _ 

REPORTE DE ESPECIFICIDAD DEL METODO 

Susl111cla d• llllu•tncla1 __________ _ 

Ho, dt !.oh do la Sul. Jld.1 ________ _ Unidad d• llupuuta1 _____ _ 

Ftcha Inicio•--------------- Fecha ?Írtdno1 _______ _ 

Para 1111 .Otodo r111inario dt Control d• C.lid1d, toW' los ruullados d• Ja 
Nspuuh al 8 X d• ' riplioas involuorando solo •I 11111 X do plmho y evaluar 
su inttrffttnch, 
Para 1111 OÓlodo indicativo de [stallllid&d, nlluar h inlfl'ffrtncil de Jos produclos 

d• d•rradaciÓn 1obrt 11 rtspuuta noniat del PJ'incipfo 1ctivo. 

X: 

¡¡: 

e.u.: 

Cwlplt oon los cri tnias clt 1c1phción1 
ConclusioÍu ___________________________ _ 

~ RIVISAJ>O POJl1 

llFICHA: tfICHA: 

~ llillLIZAJ>O POR: 

llFICHA: 

APROJlllt>O POJ11 

11 



CAHDIO 11 

Labaratorio1 

UALIDACION DE METODOS ANALITICOS 

lléto4o: Proyecto Ha.: 
lblbre del Producto: 

Fn la llaeatra Ha. : lbbre Genérico: 
r- FUMCéutlca: 
Departuento: 

REPORTE DE LA PR~~is~~~o~ftEPRODUCIBILIDAD> 

Sustancia dt lt!trtnch1 Ho. dt Lote dtl l'roducto1 

Ho, dt Lolt d• la Sust. ltf.1 Ho. de Répllcu1 

ítcha Inicio: Ficha tlrMino1 
Anallsla 11 

Analista Z1 

AHALISTA 
:,,.:[ 1 2 
D UJ, 1 JU, l 

X: 

1 1 ur. 2 JU, Z e= ur. J ur. J 

au. 1 ur. 1 
e.u.: 

A 
2 ur, z au. z 

lUo J ur. 1 

TABLA DE Alt1LISIS DE UARIAHZA 1 

111Dl!E DE UARIACIOff orirmi~ cl~B°1AA~ ~UM~s JLC rie 
[ Alt1LISIA 1 

DIAIAHALISTA 2 

IRROR e _J 

Cwliplt con los crl tl!rios dt ac1pt&ciÓn 1 s1D ""º ConcluslÓn1 

11 REALIZADO POR< 1 llElllSADO POR1 

1 

APROBADO POR1 

I! rECHA1 rECHA: !FICHA: 



APENDICE C: 

FUENTES DE ERROR Y RECOMENDACIONES 

PROPUESTA PARA LA VERIFICACION DEL FUNCIONAMIENTO 

DE SISTEMAS CLAE 
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• FUENTES DE ERROR Y RECOMENDACIONES 

Como s.e revisó en el Capit.ulo 4 -Cromat.ografia de Liquides 

de Alta Eficiencia-, en ocasiones se presentan algunos problemas 

durant..e el análisis, debido a alguno de los componentes del 

sistema cromatográfico y ésto se refleja básicamente en lQs 

cromat.ogramas obt.enidos . A continuación se menciona una serie de 

problemas un poco más especlf'icos, 

recomendaciones para su solución. 

su posible causa y 

~ V Cuando después de inyectar la muestra no aparecen 

picos o éstos son muy pequeNos. 

Posibles causas y recomendaciones: 

a) Revisar que la lámpara del detector correct.ament.e conectada y 

encendida ya que el problema podria deberse a que la lámpara 

del det.ect.or se encuentre apagada. 

b) Revisar que haya corriente eléctrica entre el det..ect.or y el 

regist.rador-int.egrador. 

c) Verificar el f'lujo correcto de la fase m6vil. 

d) Revisar los viales con la muest.ra, si se t.rat.a de un inyector 

automático, y/o evaluar la eficiencia del sistema con una 

sustancia de referencia recién preparada, para confirmar si la 

muestra es la fuente del problema. 

e) También es recomendable verificar la atenuación del detector 

y/o registrador. 
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PROBLEMA Si Cuando no hay flujo, 

Posibles causas y reecomendaciones: 

ª' Revisar que la bomba se encuentre encendida. 

b) Verificar que el flujo no esté interrumpido, para lo cual, 

revisar el reservcrio de la r_ase móvil, el sistema de flujo, 

ol loop y ol filtro de la fa~e móvil. También asegurarse que 

los componentes de la fase m6vil sean miscibles entrEt si y que 

ésta est~ bien degasificada. 

e) Verificar que no haya fugas que ocasionen este problema, para 

lo cual, es recomendable revisar las conexiones del sistema, 

especialmente en la bomba. para asegurarse de que no haya 

acumulación de sales ; si es necesario, cambiar los empaques. 

PROBLEMA ª' Cuando hay problemas con la presión. 

Posibles causas y recomendaciones: 

a) Cuando se presentan fluctuaciones de presión, puede deberse a 

aire atrapado en la bomba. Para verificarlo, es necesario 

desconectar la t.uberia y revisar el flujo. Es recomendable 

purgar la bomba a alta velocidad de flujo C10 ml/min). Si el 

problema continúa, pasar metano!. Si aún asi persiste, llamar 

a un técnico especializado, de preferencia. el mismo proveedor 

del equipo. 

'b) Cuando la presión es baja Ccon respecto a la normal, por ej. 

de 1000 a 700 psi), puede deberse a fugas. Ver Problema a, e). 

O bien, es posible que el flujo esté interrumpido. Ver 

Problema a, b). 

105 



c) La presión baja también puede ser ocasionada por fugas en la 

columna. En est.e caso, se recomienda bombear disolvente a 1-2 

ml/min. Si la presión continúa baja, revisar las conexiones de 

la columna. 

d) La presión baja también puede deberse a qua existe aire 

atrapado en alguna otra parle del sistema¡ es necesario 

entonces, desconecta; la columna analilica y purgar el 

sisterr.a. Si el problema persiste, pasar metanGl pcr un t.iempc 

prolongado. 

e) Si los empaques de la bomba est.An muy det.erirados, pueden 

originar fugas y por lo t.ant.o, disminución en la presión; en 

este caso, es necesario reemplazarlos. 

f) Cuando la presión aumenta demasiado con respect.o a lo que 

normalmente se trabaja Cpor ej. de 1000 a 3500 psD, el 

problema puede provenir de la bomba, del inyector o de la 

t.uberia. Conviene desconectar la · columna, bombear a 2-6 

ml/min. Si ést.o no resuelve el problema, se recomienda 

identificar la causa por eliminaci6n sistemá.t.ica de los 

componentes, comenzando por el det.ector hast.a llegar a la 

bomba. 

g) Otra de las causas de que la presión aumente, es que la 

columna o pr ecol umna Cen caso de utilizar se) , esté tapada. Se 

recomienda que en el caso de estar empleando una precolurnna, 

conviene qui lar la y verificar la presión; si el problema no 

desaparece, reemplazarla. Si es la columna la que está 

obstruida, invertirla y pasar flujo de fase móvil. Si el 

problema persiste. significa que la columna liene 

contaminantes fuert.emente retenidos, entonces es necesario 
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proceder a regenerarla. Si a pesar de las acciones tomadas aún 

es muy alt.a la presión, verificar los "frit.s", esp~cialment.e 

el inicial, y como til timo recurso, si el problema no se 

resuelve, proceder a reemplazar la columna. 

PROBLEMA ~.: Cuando var!an los tJ:empos de retención. 

Posibles causas y recomendaciones: 

a) Puede deberse a la presencia de fugas. Ver Problema 2, e), 

b) El problema puede presentarse también debido a cambios 

realizados en la composición de la fase móvil, es conveniente 

recordar quo peque~os cambios en su composición, pueden 

provocar cambios grandes en los tiempos de retención. Conviene 

verificar la prepal"'aci6n de la fase móvil y suplirla, si es 

necesario. 

e) otra causa del aumento en los tiempos de retención, puede ser 

la presencia de aire atrapado en la bomba. En este caso es 

necesario purgarla y revisar las válvulas. También s& 

recomienda revisar los empaques y asegurarse de la 

degasificación de la Case móvil. 

d) Otro de los factores que pueden causar este problema es la 

f'luctuación en la temperatura de la columna, por lo que es 

necesario tener un buen control de ésta. 

e) Cuando la columna se sobrecarga, es decir, se excede su 

capacidad, los tiempos de retención tienden a disminuir. Es 

necesario, entonces, inyectar volúmenes pequeNos de muestra ~ 

diluir 1:10 ó 1:100. 

f) Puede deberse también a que el disolvente en el que se preparó 
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la mues'lra sea incompatible con la fase m6vil. Se recomienda 

que en lodas las veces que sea posible, se empleen los 

disolventes de la fase móvil para preparar las muestras. 

g) Es posible qua la causa del problema esté en la columna, ya 

que con su uso, los liempos de retención tienden a disminuir 

gradualmente. Se recomienda sust.it.uir la columna para 

confirmar que sea la causa del problema. Dascar~ar la columna 

usada si no son aplicables los procedimientos de regeneración. 

PROBLEMA §: Cuando se pierde resolución. 

Posibles causas y recomendaciones: 

a) El problema puede deberse a la contaminación o a la 

descomposición de la fase móvil. Para verificarlo os necesario 

·revisar su preparación o su~t.it.uirla. 

b) Otra causa podria ser la obstrucción de la columna. Ver 

Problema 3, h). 

PROBLEMA ~: Cuando los picos se parlen. 

Posibles causas y recomendaciones: 

a) Est.e problema puede deberse a que la columna est.é obstruida. 

Ver problema 3, h), 

'b) Olra causa puede ser la incompat.ibilidad entre el disolvent.e 

de las muestras y la fase móvil. Ver Problema 4. f). 
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PROBLEMA 1: Cuando los picos no son simétricos. 

Posibles causas y reco~endaciones: 

a) Puede deberse a posibles factores que interfieren en la 

muestra. Se recomienda verificar la eficiencia de la columna 

con sustancias de referencia. 

b) El coleo de loa pieo5 en. oca$ionea se debe a que el lipo de 

columna no es el adecuado ·para el anAlisis que se esté 

realizando. Se recomiendz. int.ent.ar con et.ro t.ipo de columna. 

c) Es necesario verificar el pH de la fase m6vil ya que éste 

puede ser la causa del problema de coleo. 

d) Hay ocasiones en que la muestra reacciona con sitios activos 

de la columna y los picos salen "'coleadosº; en este caso es 

recomendable adicionar un reactivo formador de par iónico. 

e) Si sucede que los picos salen con "frente", una de las ca.usas 

puede ser el aumento gradual de la linea base antes de que 

salga et.ro componente de la muestra. Se recomienda incremenlar 

la eficiencia o cambiar la selectividad del sistema de elución 

para mejorar. Si es necesario, intentar con otro tipo de 

columna. 

f) El problema puede deberse a la sobrecarga de la columna. Ver 

Problema 4. e). 

g) El problema se puede presentar por alguna interacción 

muestra-columna, por lo que se reconúenda realizar uri análisis 

previo de la est.ruclura del soluto para ayudar a evitar est.e 

tipo de problemas. 

h) Es necesario verificar siempre los ajustes realizados al 

detector y/¿, registrador ya que valores muy altos pueden 



i) Si los picos salen "redondeade>s", puede ser porque el detector 

no esté operando dentro del intervalo din&mico lineal. En este 

caso es recomendo.ble reducir el volumen y/e la concentración 

de la muestra. 

PROBLEMA g: Cuando hay problemas en la linea base C No se refiere 

a Ruido). 

Posibles causas y recomendaciones: 

a) En algunos casos, pequert'os cambios en la t.emperat.ura de la 

columna causan elevaciones ciclicas de la linea base. Esto 

problema frecuent.ement.e afecta a los delect.ores de indice de 

refracción, a los de conductividad y a los det.eclores UV de 

alta sensibilidad. Es necesario controlar la t.emperat.ura t.ant.o 

de la fase móvil como de la columna. 

b) Ese problema también puede ser ocasionado por la falta de 

homogeneidad de la fase m6vi l. Siempre es recomendable emplear 

di sol vent.es grado HPLC, sales y adi t.i vos de al t.a pureza; es 

necesario degasificar la fase móvil ant.es de usarla o bombear 

con helio durante su uso. 

e:> Ot.ras causas pueden ser que la fase móvil no esté bien 

mezclada o que se cambió la velocidad de flujo, Para evitar el 

problema. es necesario monilorear r uti nar i amen t. e la 

composición y la velocidad de.flujo. 

d) También es frecuente que se presente este problema porque 

cuando se cambia la fase móvil, el equilibrio de la columna es 

m~y lento, por lo cual, en estos casos, es necesario pasar por 

la columna un disolvente de fuerza int.ermedia y después pasar 
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la fase móvil. 

e) Es posible que la fase móvil se haya preparado con materiales 

de baja calidad o que se contamine o se descomponga. Verificar 

sus preparación y reemplazarla, si es necesario. 

f) Los materiales que se ret.ienen fuertemente en la columna Ck' 

a.lt.o), puodGr"l eluir como pico~ muy anchos y aparecer como 

linea base en ascendencia. Los aná.lisis por gradiente pueden 

agravar el problema. En estos casos es necesario emplear una 

precol umna. Cuando se requiera, pasar un di sol vente ruert.e 

entre las inyecciones o periódicamente durante el análisis. 

g) El problema puede deberse a que en la celda del detector haya 

aire o alg(Jn contaminante. Es conveniente limpiar la celda 

dejando fluir mst.anol u otro disolvente fuerte. Si es 

necesario. limpiarla con HN03 Cnunca con HCl). 

h) En algunas ocasiones se recicla la fase móvil per·o no se hacen 

los ajustes necesarios en el detector. Cuando el intervalo del 

detector no se puede ya ajustar, es conveniente emplear nuevos 

materiales y dejar de recircular la rase móvil. 

i) El problema también se puede presentar cuando la longitud de 

onda del detector no es la adecuada, entonces es necesario 

buscarla. 

PROBLEMA ~: Cuando hay ruido en la linea base. 

Posibles causas y recomendaciones: 

a) Puede deberse a aire en la rase móvil. en la celda dei 

delect.or o en la bomba. Es necesario degasificar la fase móvil 

y pasarla por el si slema para qui lar el a1 re de 1 a celda del 
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det.ect.or o la bomba. 

b) Puede presentarse por fugas. Ver Problema 2, c). 

e) Es posible que el problema se deba a que no se haya mezclado 

bien la fase móvil o t.al vez es necesario emplear un 

disolvent.e menos viscoso. 

d) Olra de las causas puede ser un diferencial de temperaturas 

entre la columna y el detoctor. Es necesario reducir este 

diferencial. 

e) El problema también se puede presentar debido a la 

interferencia de otro equipo electrónico sobre la misma linea 

de corriente. Para detectar si ústa es la causa, se recomienda 

aislar p~rte por parte del sistema. 

f) t-a.s pulsaciones de la bomba también ocasionan ruido en la 

linea base. Si es necesario. incorporar al sist.ema un 

amortiguador de la pulsación. 

g) Puedo deberse también a problemas de contaminación de la fase 

móvil. 

h) Se recomienda verificar la lámpara del detector y 

reemplazarla, si es necesario, porque puede ser la causa del 

problema. 

PROBLEMA !.Q: Cuando los picos son anchos: 

Posibles causas y recomendaciones: 

a) Verificar la composici6n de la fase móvil y preparar una 

nueva, si es necesario. 

b) Revisar si la val oci dad de flujo no es demasiado baja y 

ajustar! a. 
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e) Puede deberse a fugas, principalmente entre la columna y el 

detector. Revisar este sistema. 

d) Asegurarse da los ajustes realizados en el detector. 

e) Es posible que el problema se deba a que el tiempo de 

respuesta del deleclor sea demasiado alto o el volumen de la 

celda doma.~iado grando. Veririear o~t.o~ ract.oros. 

f) Puede suceder que la causa sea que la tuberia entre la columna 

y el detector sea demasiado larga o que el diámetro interno 

sea demasiado grande. En este caso se recomienda emplear 

piezas cortas y de diámetro interno pequel'!o CO. 007-0.10"). 

g) También se puede presentar el problema cuando la concentración 

de la solución amortiguadora es muy baja. Verificar su 

preparación. 

h) Si se está empleando una precol umna, puede suceder que eslé 

contaminada; es necesario verificarlo reemplazándola. 

i) En caso de que la columna esté cent.aminada, es conveniente 

reemplazarla para regenerar la anterior. 

j) Est.e problema también se puede presentar cuando la temperatura 

de la columna .:rs muy baja. Es necesario incrementarla para 

mejorar la eficiencia, cuidando da no exceder la temperatura 

recomendada por el fabricante. 

PP.OBLEl·!A ll: Cuando cambian las alt.uras de los picos. 

Posibles causas y recon;endaciones: 

a) Puede deberse a que uno o más componentes de las muestra se 

hayan descompuesto o a que la eficiencia de la columna haya 

disminuido. Es recomendable emplear muestras r.ecién preparadas 
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para confirmar la fuente del problema. Si éste continúa, 

reemplazar la columna y tratar de regenerarla. 

b) Es posible que el problema se debe a qua existan fugas, 

principalmente entre el puerto de inyección y la entrada a la 

columna. Ver el Problema 2, e). 

e) Ot.ro de los factores que puede causar este problema, es que 

los volúmenes de las muost.ras sean inconsistentes. Es 

conveniente verificar que los viales en el inyector automático 

contienen la cantidad de muestra suf'iciente o que el loop 

funciona adecuadamente. Verificar también si no hay aire 

involucrado o precipit.aci6n de sales. 

d) Verific~r el ajuste del det.eclor, as! como la lámpara y la 

contaminaci6n probable de la celda, pues éstos podrían ser la 

cau~a del problema. 

~!.E_: Cuando cambia la selectividad de la columna.CCambios 

en los tiempos de retención). 

Posibles causas y recomendacionos: 

a) Puede ser ocasionado por incremento o decremento de la fuerza 

i6nica del disolvente, el pH o la concenlración de aditivos. 

Es conveniente verificar la preparación de la fase móvil. 

b) Si se cambió columna, es posible que la nueva tenga diferente 

selectividad con respecto a la que se usó anteriormente. Es 

conveniente aju~tar las condiciones. 

e) Verificar que la muestra no se haya inyectado en un disolvente 

incorrecto. 

d) Verificar la temperatura de la columna, pues pequeNas 
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dif'oroncia&, pueden dar lugar a cambios grandes on ot.ros 

parflmetros. 

e) Veriricar el tiempo de vida de la columna. 

PROB~EMA 13: Cuando se presentan picos negativos. 

Posibles causas y recomendaciones: 

a) Revisar la polaridad de las lineas de conexión eléctrica del 

registrador. 

b) El problema puede deberse a que el indice de refracción del 

solut.o sea menor que el de la !'ase m6vil Cprincipalmente en 

detectores de indice de refracción). En este caso, es posible 

invertir la polaridad de las lineas de conexión. 

e) Puede presentarse cuando el disolvenle de la muestra y la fase 

móvil, difieren grandemente en composición, Se recomienda 

homogeneizar los disolventes. 

d' ot.ra eausaa. puede ser quo la fase móvil abs:orba m.á.s radiaciOn 

electromagnética, que los compuestos de la muestra en 

longitudes de onda UV, ésto puede deberse también a la 

cont..aminaci6n por reciclaje de la fase móvil. Es conveniente 

cambiar la longitud de onda o emplear fase móvil con 

disolventes nuevos y evitar la recirculaci6n pro.longada. 
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~ ~: Cuando aparecen picos fanlasma CPicos no esperados 

ni deseados) 

Posibles causas y recomendaciones. 

a) Principalment.e los picos fantasma se deben al arrast.re de 

muestra por contaminación del inyector o la columna. En este 

caso. se considera una buena práctica de rutina pasar fase 

m6vil por el inyector, entre los análisis. Si es necesario, se 

recomienda pasar un disolvente fuerte a través de la columna 

para lograr remover todos los cent.ami nantes. Es conveniente 

incluir una etapa de enjuague final en los anfllisis por 

gradiente para eliminar los compuestos retenidos fuertemente. 

PROPUESTA PARA LA VERli'ICACION DEL ·FUNCIONAMIENTO DE SISTEMAS CLAE 

S. recomienda verificar el funcionamiento del sistema cada 6 

meses o despuás de haber realizado servicio de mantonimient.o 

correct.i vo. 

No es posible realizar l.a. verificación del sistema total, sino 

que se hace por componentes. y se puede efectuar si gul endo el 

esquema general: 

1. - Registro de instalación.: 

M Funcionamiento de la f'uent.e de poder. 

M El equipo debe estar aislado de vibraciones. 

M Uevar un registro de la temperatura y humedad del 

área de inslalaci6n del equipo. 
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a.- Realizar pruebas de rutina: 

• De bombag 

ti De columna 

M De inyector 

3.- Evaluación indirecta de cada medición. 

4.- Evaluación global del sistema. 

6.- Pruebas rutinarias de confiabilidad. 

EVA6UACION: 

1.- Calificación de la bomba. 

1.1 Determinar la precisión de la velocidad de flujo. 

Cómo? Determinar el volumen liberado por unidad de tiempo 

pero alternando los niveles de prueba. 

Se recomienda hacer 4 niveles y 6 réplicas alternadas. 

La especificación sugerida es C.V.~ 1.0 ~ 

1.2 Determinar la exactitud d~ la velocidad de flujo, 

Cómo? Determinar el volumen liberado por unidad de tiempo. 

Se recomiendan 4 niveles y 6 réplicas. 

La especificación sugerida es c.v.~ 5.0 ~ en todo el 

intervalo de trabajo. 

2.- Calificación del inyector. 

·2.1 Determinar la precisión del volumen de inyección. 

Cómo? Determinar las respuestas de sustancias de 

concenlrac16n conocida. 

Se recomienda hacer 30 inyecciones con un blanco cada 3 

muestras. 
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La especificación sugerida es C. V. S.. 1. O Y. de 

cada nivel evaluado. 

a.a Determinar la linealidad del volumen de inyección. 

Cómo? Determinar la respuest.a de vol(rmenes represent.at.ivos 

del intervalo de trabajo. 

Realizar un intervalo lineal de respuesta contra volumen. 

Se recomienda realizar 6 niveles por t.riplicado cada uno. 

Las especificaciones sugeridas son: 

br= -o.oa a O.Oa 

mr= O. 98 a 1. oa 

Error est.Andar de regresion ~ 0.03 

r2~ 0.98 

a. 3 Det.ermi nar el acarreo de muestra. 

como? Determinar la respuesta de muestras blanco a lo largo 

de muestras de análisis. 

Se recomienda inye·ct.ar 2 muestras y un blanco cada vez. 

La especificación sugerida es C.V.~ 1.0 X para cada volumen 

evaluado. 

3.- Verificación del detector. 

3.1 Determinar el ruido y la desviación. 

C6mo? Determinar las fluct.uac1ones provenientes de la unidad 

electrónica y de otras fuentes. 

M Ruido: Se sugiere conectar la bomba al deleclor y 

determinar el ruido proveniente de la se~al eléctrica del 

detector; es decir, sin flujo. Esto se realiza para 
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conocer el limit.e de det.ección en t.razas. Se sugiere 

det.erminarlo cada medio minut.o. 

" Desviaci 6n: Si se van obteniendo desviaciones 

significantes, se recomienda evaluar la Absorbancia a lo 

largo de 60 minutos. 

3. 2 !)&terminar la ex.act.Hud y· repet.ibilidad de la escala de 

absorbancia. 

Cómo? Det.erminar la respuest..a comparat.iva de dicroma.to de 

potasio a longitudes de onda representat..ivas del 

int.ervalo de trabajo en condiciones est..át.icas. 

Se recomienda conect.ar la bornba al det..ect.or. 

La especificación sugerida es C.V.~ 5.0 Y. 

3.3 Determinar la detección mlnirna. y el intervalo lineal. 

Cómo? Determinar la respuesta de una sust.ancia de 

concent.ración conocida en un intervalo rná.s amplio que 

el lineal. 

5" recomienda t.rabajar con 5 niveles y 6 réplicas de cada 

nivel. 

Calcular el Cact.or CF); Respuest.a/Concent.raci6n. 

Graficar F vs log Concentración. 

La especificación sugerida para el intervalo es ~ 5.0 Y. 

4.- Calificaci6n del integrador. 

4.1 Det.erminar la velocidad de la carta. 

Cómo? Hacer mediciones de la distancia recorrida por unidad 

de tiempo. 
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