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CAPITULO 1 



¡ N T R o D u e e 1 o N 

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Existen normas oficiales en la Industria Farmacéutica que 

establecen que todas las materias primas y productos de uso 

farmacéutico, deben cumplir una serie d• especificaciones 

mediante las cuales se garantice su estabilidad, potencia, pureza y 

desde luego, su inocuidad ante el consumidor. Para determinar •i 

el producto o materia prima se encuentra dentro de aus 

especificaciones, se requiere apl !car métodos de an6.1 lsia 

debidamente validados. 

Las impurezas orgb.nicas volati les son los r••tos provenientes de 

los disolventes orgb.nicos volátiles utilizados en lo• prooe•o• de 

aintesla y/o purificación de materias primas, y •n la fabrlcaciOn 

de los preparados farmacéuticos. La presencia de estos di•olventes 

en los preparados farmacéuticos, pone en peligro la •alud del 

consumidor debido a su toxicidad, especialmente si lo• medicamento• 

destinan a la administración por periodos prolongados, como es 

el caso de la metildopa (la terapia con cualquier f&.rmaco 

antihipertensivo como la metildopa asi lo requiere!. Por lo tanto, 

el control de las impurezas org6.nicas -vo·l6.ti les en materia• primas, 

ha cobrado gran importancia en los últimos aftos, y empieza a formar 

parte del control de calidad de algunas de ellas C3,7,34,36,36,44, 

45,54,65,66). 



Es as i como surg:e 

determinación de 

la necesidad de un método de analisis para la 

impurezas orgAnicas volatiles metildopa, 

materia prima. Dado que hasta la fecha la Comisión de la 

Farmacopea y del Formulario Nacional de los Estados Unidos 

Americanos, es la única que ha establecido oficialmente que el 

benceno, cloroformo, 1,4-dioxano, cloruro de matileno y 

tricloroetileno deben controlarse en algunas materias primas como 

impurezas orgAnicas volatiles, adoptara su criterio para 

establecer cuales disolventes se determinaran en metildopa, materia 

prima. Debido a que en las rutas de sintesis purificación de la 

metildopa, reportadas en la literatura no se ha empleado al 

tricloroetileno, se excluye su cuantificación en esta materia prima 

18-19,21-29,31-33). 

1.2 OBJETIVOS 

Determinar cuantitativamente benceno, cloroformo, 1 1 4-dioxano y 

cloruro de meti leno en meti ldopa materia prima, por cromatografia 

de gases capilar - inyección de la fase vapor. 

Determinar los parAmetros de validación de selectividad, precisión, 

intervalo, limite de detección, tolerancia y exactitud para 

determinar si el método de analisis cumple con los propósitos para 

los cuales fué dise~ado. 
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1.3 HIPOTESIS 

La metl ldopa descompone térmicamente, por lo que no •• 

conveniente realizar la determinación de impurezas orgAnlca• 

volat i les, de acuerdo e. l método V propuesto por la Farmacopea de 

los Estados Unidos Americanos para esta materia prima, ya que se 

descompone dentro de la columna. Por lo tanto, alternativamente ae 

propone determinar las impurezas org6.nicaa vol6.tl lea en metl ldopa 

materia prima, por cromatografia de gasea capilar - inyección de la 

fase vapor lm6todo IV de la misma Farmacopea). 
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G E N E R A L 1 D A D E S 

2.1 DATOS MONOGRAFICOS DE METILDOPA 

2.1.l SINONIMIA 

Al fa-met i ldopa 

3-hldroxi-a-metil-L-tlrosina 

L-3-l3,4-d1hidroxifenill-2-metilalanina 

a-metll-8-l3,4-dihidroxifenill-alanlna 

L-C->-a-metll-8-C3,4-dlhldroxifenlllalanina 

C-J-3-l3,4-dlhidroxifenill-2-metil-L-alanlna 

a-metll-L-8-l3,4-dlhidr0xifenlll-a-alanina 

Acldo l-l-2-amlno-2-l3,4-dihldroxlbenclll proplónlco 

Acldo L-2-amlno-2-metil-3-13,4-dlhldroxlfenill proplónlco 

l6,26,27,29,3S,40,42,57,64l 

2.1.2 FORMULA SEMIDESARROLLADA 

Figura l. Fórmula quimlca de metlldopa t20,64l. 

CH3 

1 
'HO -e- COOH 

l 
NH2 



2.1.3 SlNTESlS Y PURlFlCAClON 

L.as primeras rutas de sintesis quimica de la metl ldopa estb..n 

reportadas a pa.rt ir de los ai"los sesenta. Todas el las se 

caracterizan por involucrar múltiples disolventes orgb..nicos. En la 

Tabla 1 se presenta una lista de los disolventes involucrados en la 

sintesis y purificación de esta materia prima. 

Tabla 1. Disolventes utilizados en la sintesis y purificación 
quimica de metildopa materia prima. 

Compuesto<sl precursorlesl 

3,4-Dimetoxifenilacetona 

OL.-N-Acetll-3-(3,4-dimetoxifenill-
2-metilalanina 

1-u-feniletilamina 

Quinina 
Me14,3-HOIMeOJ C5H3CH2J CClC02H 
DL-Me13,4-IHOJ2 C5H3CH2J CClC02H 
Estricnina 
Mel3,4-1Me0l2 C5H3CH2l CBrC02H 
Brucina 

DL-u-amlno-«-(3,4-dimetoxlbencil) 
proplonitrilo 

Isocianato ac•tlco 
DL-u-(3,4-dimetoxibancll>-«­

(w-carbalcoximetilureidol 
propionitrllo 

L-u-amino-u-valnillilpropionamlda 

7 

Disolvente< si 

Cloruro etileno 
Cloruro metileno 

Agua 

Isopropanol 
Metano! 
Butano! 
Agua 
Etanol 
Secbutanol 
Piridlna 
Benceno 

E ter 
Etanol 
Butanol 
Agua 

Isopropanol 
Terbutanol 
Meto.no! 
Aguo. 

Ref 

B 

10 

11 

12 



Tabla 1. Cont1nuaci6n. 

Compue&tolsJ precur&orCesJ 

Metil-vainillil-cetona 
l-canfor-10-ácido sulf6nico 

3,4-dimetoxibromobenceno 
L-«-amino-«-metil-8-bromopropionato 
B-cloro-«-amino-«-metilpropionato 

3,4-dihidroxifenilacetona 
Oxido de propileno 
3,4-dihidroxi-aminonitrilo 

3,4-dihidroxifenilacetona 
aencilamina 

L-«-acilamido-«-(3,4-dialcoxibencil) 
propionitrilo 

3,4-lmetilendioxiJfenilacetona 

metil-«-isocianopropionato 
3,4-dimetoxibencil-bromuro 

Esteres del ácido pirúvico 
Aminas primarias 

Sales de OL-metildopa 

Metildopa Cpurificaci6n) 

B 

Disolvente!eJ 

Isopropanol 
Dioxano 
E ter 
Acetona 
Piridina 
Cloruro m•tileno 
Terbutanol 
Agua 

Benceno 

Benceno 
Acetona 
Agua 

Metano! 
Cloruro metileno 
Agua 
Cloroformo 

Agua 

Metano! 
Agua 

Metano! 

Metano! 

Etanol 

Agua 

Ref 

13 

15 

16 

17 

16 

19 

26 

27 

33 



La via microbiol6gica también es una alternativa de sintesis 

de metlldopa ITabla 21: 

Tabla 2. Disolventes utilizados en La sintesls mlcrobio16gica de 
metl !dopa. 

Compuesto ta) 
precursor les> 

N-benzoll-DL-3-l3,4-
metllendloxlfeni10-
2-metilalanina 

a-metil-L-tlrosina 

2.1.4 ESPECIES 

Oénerolsl 
productor les) 

Alcallgenes 

Pseudomona 
Baclllus 
Vlbrio 
Streptomyces 
Asoerglllus 
Neurospora 

!P.M.= 211.22> 

1,5 H20 

Disolventes 

Metano! 
Acetona 

lno indica 
ninguno) 

!P.M.= 23B.24l 

Ref 

26 

29 

Clorhidrato (éster etllico)J C12H17N04 HCl 

135,64>. 

!P.M.= 275.731 

2.1.5 PROPIEDADES FISICAS 

Polvo fino o cristales monoclinlcos color blanco o blanco 

amari l l•nto que puede contener trozos desmenuzables. Muy 

higro&c6pica. lnodora e inslpida. Funde a una temperatura 

superior a los 29o•c lhasta 31o•c1 con deacompoalci6n. 

Solubilidad: l g en 100 ml de agua, 1 g en 0.5 ml de 6.cldo 
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clorhidrico diluido <o.1 10 ">• 1 q en 400 ml de eternol, in•oluble 

en éter y cloroformo. Sus conatantes de disociaci6n acida <pko.J 

son; 2.25 <-COOHJ, 10.35 <-NH2>, 9.0 l-OH> y 12.6 l-OH'J 

l4,6,20,30,35,40J. 

2.1.6 IDENTIFICACION 

Reaccionas coloridas (6)1 

Nitrato de plata amonio.cal; café rojizo-negro 

Cloruro terrico1 verde 

Reactivo de Folin-Ciocalteu; azul 

Potasa matanólicai amarillo-anaranjado 

Espectro ultravioleta; Haximos da absorbancia a 279 y 302 nm 

en solución acuosa ácida y alcalina respectivamente l6J. 

Espectro infrarrojo: Principales sefi.ales a 1600, 1268, 1261, 

1530, 1123, 1219 cm-1 en pastilla de bromuro de potasio l6J. 

Espectro de masas 1 

77, 51, 44 y 42 m/z l6J. 

2.1.7 ESTABILIDAD 

Principales ••Pi.alas a 124, 123, 89, 66, 

La metildopa ea estable a pH ácido-neutro hasta por 50 horas, 

en cambio, a pH de 6 se degrada en un periodo de 3-5 hora•. L.a 

inestabilidad de la matildopa en solución acuo•a ••tá ligada a la 

deqradaoión oxidativa del grupo oatacol de su ••tructura <-C6H502>, 

la cual aum•nta ••n•iblem•nte de forma directa en preaencia d• 

oxiqeno y con el pH, e inversamente con la cantidad de reactivo 

10 



inicial. La reacci6n de descomposicl6n se puede ca tal izar con 

iones manganeso, de cobalto, de ntquel, cúpricos y férricos. En la 

primera etapa de degradac i6n se forma al fameti ldopacromo l rosado­

roj izo I y en la segunda un pollmero de alfametildopamina lnegro> 

(351. 

2.1.8 FARHACOCINETICA 

Se absorbe pobremente por via oral l50 "'' aunque también se 

absorbe por vla intravenosa. Se distribuye en todo el organismo 

con un volumen de distribución de aproximadamente 0.6 l/kg, 

alcanza una vida media de 2 h y presenta unión a las proteinas 

plasmattcas del 20 "· Se metabol iza principalmente a su forma 

conjugada, el mono-O-sulfato, y en minima proporción tmenos del 5 " 

de la dosis 1 en 3-0-metl 1-al fameti ldopamina, al fameti ldopamina, 

3-0-metll-«-metlldopamina y 3,4-dihldroxifenilacetona; blén, 

permanece inalterada. Su principal via de eliminación es la fecal, 

aunque pequeñas cantidades eliminan en la orina lcon una 

depuración plasm&tica de 3 ml/min/kgl (3,6,42,431. 

2.1.9 PROPIEDADES FARllACOLOGICAS 

Se utiliza como antihlpertensivo en el tratamiento de 

hipertensión arterial mediante un mecanismo de bloqueo adrenérgico 

conocido parcialmente. El isómero levógiro de la meti ldopa actüa 

indirectamente a trav•s de la «-metll-noradrenalina ten quien •• 

11 



transforma! sobre neuronas adrenérgicas centrales relacionadas con 

la regulación cardiovascular (3,42,43,601. 

La hipertensi6n arterial es un padecimiento de presl6n 

sanguinea elevada, puede ser provocada por tarmacos, 

glomerulonetritis, producción y llberación excesiva de asteroides 

end6genos de actividad mineralocortlcoide, eclampsia del embara:o, 

tensión men\.al, estado emocional depresivo, ansiedad, angustia, 

estilo activo de vida, obesidad, alto consumo de electrolitos, edad 

avanzada, etc. Debido a que la• causas mencionadas por lo general 

astan presentes en el paciente, el tratamiento antihipertensivo 

requiere de ser prolongado, convirtiéndose asi los f6.rmacos 

antihipertensivos en medicamentos de administración crónica o 

prolongada l31. 

La terapia con rnatildopa produce somnolencia, tolerancia, 

nauseas, debilidad, cefalea, bradicardia, diarrea, alteraclone• 

sexuales, congestión nasal, fatiga, depresión psiquica y 

parkinsonlsrno l3,42,571. 

2.1.10 DOSIS Y FORMAS FARKACEUTICAS 

Para adultos se prescriben 0.5 - 2.0 g diarios por via oral. 

Para nlflos se prescriben 10 mg/kg al d1a repartidos en 2, 3 ó 4 

dosis como tratamiento inicial, y 65 mg/kg con un maxlmo de 3 gal 

dla como dosis de mantenimiento. Dosis mAxima diaria 3 g (42,571. 

Disponible en auspensión oral l50 mg/ml), comprimidos l 125, 

250 y 500 mgl y solución inyectable (en forma de •ster etilioo, 50 

mg/mll l421. 
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2.2 IMPUREZAS ORGAHICAS VOLATILES 

2.2.1 DEFINICION 

Las lmpurezas orgánicas volb.tiles <I.O.V.I son disolventes 

orgAnicos volátiles, que se encuentran presentes en algunas 

materias primas y preparados farmacéuticos debido a los procesos de 

sintesis, purificaciOn y/o fabricación; los cuales son 

potencialmente tóxicos, aún en muy bajas concentraciones lppml, en 

muchos de los casos de manera irreversible 17,341. 

Según la U.S.P. XXII, la prueba de orgánicos voló.tilas ea una 

prueba limite de impurezas tóxicas; la cual consiste en este caso, 

en demostrar que las impurezas orgánicas volátiles presentes en la 

metildopa no exced•n el limite de contenido ya establecido <Tabla 

3, pag. 14> 164-661. 

2.2.2 EMSAYO OFICIAL 

Apoyada en datos de los disolventes organlcos vol6tlles usados 

en los procesos de aintesis y purificación de la• materias primas 

utilizadas por la industria farmacéutica, y en la preparación de 

los productos farmacéut leos (propiedades 'f lslcas y qui mica•, 

t.racuencia de uso, farmacocinética y toxicologlaJ; asl como en 

datos de animales de laboratorio y humanos !promedio de vida, 

volumen de agua y aire recibidos al dia, periodo de gestación), y 

en estudios toxicológicos realizados a trav•s de loa cualea se 

determinó cual el órgano vi tal mA• sen• l ble a esto• 

disolventes, dependiendo de la vla de admlnsltraclón; la Comisión 
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de la Farmacopea de los Estados Unidos Americanos, determinó cuale• 

son los disolventes que producen efectos crónicos Cneurotoxlcldad y 

efectos reproductivos adversos> o 1 rreverslblea ( teratogen lcldad >, 

y los denominó impurezas org&.nlcas vol6.t1 les. Para cada uno de 

ellos estableció la cantidad m6.x1ma permisible o limite que podian 

contener algunas materias primas y los comprimidos recubiertos, 

mismos que se presentan en la Tabla 3 (34,45,65>: 

Tabla 3. Limites U.S.P. para I.O.V, t66>. 

Impureza Org6.n1ca Volat!I Limite lppml 

Benceno 100 
Cloroformo 50 
1,4-Dloxano 100 
Cloruro de metileno 100 
Trlcloroetileno 100 

En 1966 la Farmacopea y el Formularlo Nacional de loa Eatado• 

Unidos Americanos IU.S.P. Y N.F. >, introdujeron el control del 

contenido de impurezas org&.nicas volAtiles l "Organic Volatile 

Impuri ti es <467>• J com·o una nueva regulación ·Y como parte del 

control de laa materias primas que se emplean en la tabrioaoión d• 

medicamentos de administración prolongada Cal meno• 30 dia• 

consecutivos 1, y de comprimidos recubiertQa tambien de 

administración prolongada lsusceptibles de contener alguna o todas 

las I.O.V.J (45), 

No obstante, de la lista' de materias prima.a para la cual •• 

aplicable la prueba de I.O.V, <hasta 425>, pueden excluir•• 

aquellas cuya monografia indique la prueba de pérdida al ••cado 
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!siempre y cuando la impureza esté presente en la sup9rficie del 

cristal y pueda ser removida bajo las condiciones de la pérdida al 

secadal sólo si cumplen con los requisitos que sei\ala la Tabla 4 

145 l: 

Tabla 4. Criterio de exclusión para la prueba de X.O.V. en 
materias primas 1451. 

Limite de pérdida o.l secado Dosis mAxtma <mg/dlal 
<menor o igual que) 

Mayor o igual que 0.1 " 50,0 
Mayor o igual que 0.2 " 25.0 
Mayor o igual que 0.3 " 33.0 
Mayor o igual que 0,4 " 12.5 
Mayor o igual que 0.5 " 10.0 
Mayor o igual que l. o " 5.0 

2.2.3 METODOS DE.AHALISIS 

La U.S.P. propone seis métodos de anAlisls para l .O.V. en 

materias primas, todos consisten en el anb.lisia de una muestra de 

vapor o liquida por cromatografia de gases, ouya descripción es la 

siguiente 1661: 

Preparación de soluciones: 

1. Solución de referencial Disolver 1.0 ug de cloroformo, 2.0 ug de 

benceno, 1,4-dioxano, cloruro de metlleno y tricloroetileno en cada 

ml de agua o del disolvente especificado en la monografta. 

2. Solución problema: Disolver en agua o en el disolvente 

especificado en la monografia una cantidad exactamente pesada de la 
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materia prima para obtener una &oluci6n de concentración aprox.imada 

a 20 mg/ml. 

Sistema cromatográfico: Columna de silica fundida de 30 m de 

longitud, 0.53 mm de d.i. y 5 um de tase fenilmetil pollsiloxano. 

Guardacolumna de silica de&activada con fenllmetil slloxano de 5 m 

de longitud y 0.53 mm de d. t. Inyector sin divisor de flujo. 

Detector de ionización de llama y puerto de inyección a 260 y 70•C. 

Helio como gas portador a una velocidad lineal de 35 cm/••9• 

Programa de temperatura para la columna de 35•C <S mini, alcanzar 

los 175•C a una velocidad de calentamiento de e•C/min, y después a 

una velocidad de calentamiento de 35•C/min elevar la temperatura a 

260• e e 16 mi n J • 

Validez del aiatema: La resolución entre cada par de ••i\al•• del 

cromatograma de La solución de referencia debe ser al menea de 1.0 

y el coeficiente de variación de las respuestas individual•• quando 

mucho del 15 "· 

procedimientos Inyectar volumenes iguales y por ••parado de 1 ul 

de las soluciones problema y de referencia. Medir las re•pueata• 

de todas las ••~alea que aparezcan en el cromatograma 

correapondiente a la •oluoión pro~lema. ldent 1 ficar conforme al 

tiempo de retención cada .s•Pi.al y calcular la cantidad de I.O.V. 

detectadas1 la cual no debe exceder los lim~tds eapeclflcado• en la 

Tabla 3, a menos que la monograf ia individual lndlque otroa. 
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Método 11 

Emplea un sistema dlnAmico de inyecc16n de la fase vapor con purga 

y trampa <con nitr6geno como gas de purgal acoplado un 

cromatógrafo de gases. La trampa es de al menos 25 cm de longitud 

con un d.i. de por lo menos 2.67 mm, empacada con óxido de 2,6-

difenilo, silica gel y carbón de coco. El desorbedor tiene la 

capacidad de elevar la temperatura r6pidamente hasta 250•c. 

Preparación de soluciones: La preparación de las soluciones 

problema y de referencia es la misma que la descrita en el 

método 1. 

Sistema cromatogrAficos Columna de vidrio de 2.44 m de longitud y 2 

mm de d.i., con 1 ~de fase polietilenglicol-dlepóxido esterificado 

con 6.cido tereft6.lico sobre carbón como soporte. Detector de 

ionización de llama. Helio como gas portador a un flujo de 40 

ml/min. Programa· de temperatura de la columna: 45•c (3 minl, 

elevarla a una velocidad de e•C/min hasta 22o•c <15 mini. 

Procedimiento: Introducir 5.0 ml de ambas soluciones por separado 

en el sistema de purga y trampa, purgar durante 10 mln a T.A. 

Oeaorber las 1.0.v. de la trampa elevando au temperatura a 1eo•c C4 

min) e iniciar su separación cromatogr6.fica. ldentif icar cada 

seftal del cromatograma de la solución problema en base al tiempo de 

retención y calcular la cantidad de !.O.V. en la materia prima, la 

cual no debe exceder Los limites especificados en la Tabla 3, a 

menos que la mono9rafia indiVidual indique otros. 

Validez del aistemaz La resolución entre cada par de •eP.al•• del 

cromatograma de la solución de referencia debe aer al manos de 1.5 
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y el coeficiente de variación de las respuestas individuales cuando 

mucho del 10 "· 

Método Ill 

Emplea el mlsmo sistema cromatográfico que el método 11, pero 

uti 1 iza un espectrofotómetro de masas como detector y un alstema 

computarizado para la adqulsici6n y almacenamiento de datos. La 

preparación de las soluciones problema y de referencia •• la mi•ma 

que la descrita en el método I. 

Método IV 

La preparación de las soluciones problema y de referencia e• la 

misma que la descrita en el método 1, de laa cuales se transfiere 

por separado, una al icuota de 5 ml a un vial que contenga 1 9 de 

sulfato de sodio, calentar el vial sellado a eo•c durante 60 min. 

El procedimiento es el mismo que el descrito en el m6todo 1, •6lo 

que se inyecta 1 ml de la fase vapor. 

Sittema cromatográflco: Columna de 30 m de longitud, 0.53 mm de 

d.l., de silica fundida recubierta con 3.0 um de cianoproplltenll 

dlmetll pollsilo>Cano. Emplea una guardacolumna de 5 m de longitud 

y 0.5 mm de d.l. con sllica desactivada con tenllmetllallo>Cano. 

Programa de temperatura para la columnat 40•c C20 min) ha•ta 240•C 

(20 mln). Inyector sin divisor de flujo. Puerto de inyecol6n y 

detector de lolnlzac16n de llama a 140 y 260•c re•p•ctlvamente. 

Emplea hello como gaa portador a una velocidad lineal de 35 cm/••9• 

Valldez del slatema: La resolución entre cada par d• ••ft•l•• del 

cromat.ograma de la soluolDn de referencia debe ser al menos de 3.0 
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y el coeficiente de variación de las respuestas individuales cuando 

mucho del 15 "· 

Método V 

El sistema cromatografico es el mismo que el descrito en el método 

IV. La preparación de las soluciones problema y de referencia, y 

el procedimiento son los mismos que los descritos en el método l. 

Sigue el mismo criterio de validez del sistema que el método IV. 

Método VI 

Emplea un cromatógrafo de gases con detector de ionización de 

llama. La preparación de las soluciones problema y de referencia, 

y el procedimiento son los mismos que los descritos en el método I. 

El sistema cromatogrAfico se especifica en la monografia individual 

conforme a una tabla que aparece 

para I.O.V. que propone la U.S.P, 

la descripción de los métodos 

su capitulo ~organic Volatile 

Impurities <467)", Sigue el mismo criterio de validez del sistema 

que el método I, 

2.2.• TOXICIDAD 

Es tóxico por cualquier via de administración. Ea un 

fu•rte irritante de la piel causando dai'\o tisular y quemaduras 

dermicas si el contacto con el disolvente ea persi•tente. El 

contacto con los ojos inflama la conjuntiva y· produce quemadura& 

corneanas. La stntomatologia de la expoaición aguda· lel•V&da 

concentración por un periodo cortol al benceno consiste en 
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anorexia, inflamación resplratorla, edema y hemorragia pulmonar, 

congestión renal y edema cerebral: acompail\ada de tos, carraspera, 

cefalea, n&.useas, vértigo, somnolencia, flebre, cianosis, 

convulsiones y del lrio que pueden desencadenar la muerte. L.a 

exposición crónica (prolongada a bajos niveles) genera alteraciones 

en la producción de las células sanguineas, siendo las principales 

causas de muerte la anemia apl&.stica y la leucemia (5,3.9,43,67). 

Cloroformo: 

trastornos 

La exposición aguda este disolvente produce 

gastrointestinales, desvanecimiento, narcosis y 

arritmias cardiacas que pueden inducir el paro cardiaco. La 

exposición crónica produce degeneración del tejido hepb.tico y de 

las nefronas. Produce necrosis hep6.tlca severa debido a su 

metabolito, el fosgeno (5,43). 

Cloruro de meti leno: Es una sub•tancia hepatotóxica potencial 

narcótica, ademas <aunque no tanto como el cloroformo) muy 

irritante del tracto respiratorio y de la piel (39,43). 

Tricloro•tileno: Es narcótico potencial, por exposición crónica 

causa degeneración lenta del sistema nervioso y dlgeatlvo, y 

posiblemente pérdida de la visión. Es un poderoso irritante de la 

piel produciendo eritema y ampol.tas en l~ piel mas sensible. Sus 

efectos hepatotóxlco& son minimos t39,43). 

El cloroformo, cloruro de metileno y trlcloroetlleno 

pertenecen a la ·categoria de loa hldrocarburoa halogenadoa, la cual 

se caracteriza toxicolóqlcamente por producir d•pre•ión del alatema 
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nervioso central y lesiones a nivel renal y hepb.tico tan severas 

como la necrosis y el cAncer. La sintomatologia producida por 

exposición moderada a ellos, consiste en irritación ocular, nasal y 

de la garganta, cefalea, vómito y nauseas 143,67). 

1.4-0ioxano: La exposición aguda al 1,4-dioxano produce irritación 

ocular y de las vias respiratorias, vértigo, cefalea, anorexia, 

trastornos gAstricos, nauseas, v6mito, somnolencia, uremia, 

incluso coma muerte. Los efectos del contacto prolongado 

producen degeneración y necrosis principalmente a nivel renal, 

hepAtico, cerebral y de células epiteliales 151, 

2.2.5 PROPIEDADES FISICAS 

Tabla 5. Fórmula estructural de impurezas orgAnicas volé.tilas t58). 

o 
Benceno 

1,4-Dloxano 

21 

Cl 
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CH- Cl 
1 
Cl 

Cloroformo 

CH2- Cl 
1 
Cl 

Cloruro de metileno 



Tabla 6. Punto de ebullición de impurezas orgánica& vol&.tll•• 
(4,581. 

Impureza Orgánica Volb.tl 1 Punto de ebulllcl6n 
1•c1 

Benceno 60.1 
Cloroformo 61.2 
1 1 4-0loxano 101.5 
Cloruro de meti leno 40.7 

Tabla 7. Solubilidad de impurezas orgánicas volátiles l59l. 

Impurezas Orgánicas Volátiles En o.gua En alcohol 
lg/100 mll 

Benceno 0.06 . letilico) 
Cloroformo 0.62 . tetllicol 
1.4-0ioxano . muy soluble 

tetillc::ol 
Cloruro da metileno 0.196 . lmeti l lcol 

2.3 CROMATOGRAFIA 

2,3.1 CLASIFICACION DE TECNICAS CROMATOGRAFICAS 

Las técnicas cromatogrb.flcas se .~clasifican de acuerdo a la 

fase estacionarla en l531i 

1. Fase estacionarla s6llda ladsorcl6nl: 

- Fase móvil liquida lcromatografia sólido-liquido) 

- Fase móvil gaseosa lcromatografia sólido-gasl 

2. Fase estacionaria liquida lparticlónl: 

- Fase móvil liquida lcromatografla liquido-liquido> 

- Fase m6vll gaseosa (c::romatografia liquido-gas> 
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2.3.2 TEORlA DE LA CROMATOGRAFlA 

En cromatografia cada so luto l "s" 1 o componente de la muestra 

sufre una serie de equilibrios entre una fase estacionaria lFE> y 

otra móvl l lFHI, desde que entra a la columna hasta que eluye de 

ella <Figura 21 l6U: 

Figura 2. Proceso cromatogr6.flco l611. 

···1-~! 
FE SE~AL 

CROMATOGRAFICA 

r----- TIEMPO DE RETENClON ~ r----- LONGITUD DE LA COLUMNA 

Tales equilibrios astan relacionados por una constante de partición 

o distribución IKI <61,631: 

donde 

K e FE I e FM 

C FE Concentración de "s" en la FE 
C FH = Concentración de "s" en la FM 

<Ec. 11 

Esta constante de distribución K puede expresar•& en t6rminos de 

una relación de diatrlbución o partición, llamada también factor de 

capacidad lk' 1 y una relación de fases l6>: 
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K = k'.B <Ea, 21 

donde a es la relación del volumen de fe.se móvl 1 CVMJ y el volumen 

de fase estacionarla IVEJ; y k' es la relación del n~mero de mole• 

de "s" en la FM <nH> y el número de mol•s de "s" en la FE tnEI 

{61' 63): 

6 = VH / VE IEc. 3) 

k' 2 nE / nM <Ec. 4> 

Una vez que se establecen los repetidos equilibrios de "•" 

entre ambas fases, éste eluye da la columna a un tiempo llamado de 

retención ltR>, el cual se define como el tiempo que tarda "•" en 

salir de la columna. El tR es el resultado de la auma del tiempo 

que "s" permanece en la FE, el tiempo de retención neto lte>. y del 

tiempo quo "s" permanece en la FH, el tlempo muerto ttml 1611. 

Analogamente surgen loa parAmetros volumen de retención tVR>, 

volumen muerto tVm> y volumen de retención neto (Ve>. El VR es el 

volumen de FM requerido para que "s" eluya de la cOlumna. Vm es el 

volómen de FM requerido para que un soluto no retenido <Nz, Ar, He 

o CH4> eluya de la columna. Ve e• el resultado de la •U•tracct6n 

de VM a VR. La converst6n de un par6metro de tiempo a •u an61ogo de 

volumen •e consigue por 1ntroduccl6n del flujo de la FH <F> como 

por ejemplo (61,63): 

VR = <tR)(Fl CEc. 51 
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La separación de los componentes de la muestra obedece a que 

existe entre ellos, una diferencia en la velocidad de migración a 

lo largo de la columna cromatográfica; la cual a su vez radica en 

la diferencia de afinidades lpor la fase móvil y estacionaria), la 

cual es evidente en aspectos prácticos gracias al tR 153,61). 

La calidad o eficiencia de la separación cromatogrAfica se 

estima por otros parámetros como lo son el número de platos· 

teóricos INJ, la altura equivalente a un plato teórico IHJ, la 

resolución IRs J 1 el factor de capacidad 1 k') y la selectividad 

relativa la) 153,61). 

El número de platos teóricos representa el número de 

equilibrios que sufre ns" en la columna, se calcula con el ancho de 

la señal medido en la linea base corto.da por las tangentes a ésta 

CW> y con su tR. Este parámetro se relaciona con H, que se define 

como la sección de la columna en la que se efectúa un equilibrio, e 

involucra la longitud de la columna 11..J 153,611. 

N 16 ltR/WJ2 CEc. 61 

H L I N CEc. 71 

Van Oeemter estudió las contribuciones de diferentes factores 

relacionados con la velocidad de la fase móvi 1 Cu), en el 

ensanchamiento de las señale• cromatogr6.fioas, exprea&ndolaa como 

•l valor de H C53,63Ji 

H • A + B/u + Cu CEc. 81 
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"A" se refiere a la existencia de una diversidad de trayectorias 

que ofrecen las particulas del empaque a "s .. ¡ es independiente de 

la velocidad de la fase m6vil. Desde luego su influencia es nula en 

columnas carentes de soporte, donde la FE liquida está depositada 

directamente sobre el tubo <53,63). 

.. B/u" se refiere a la difusi6n longitudinal de "s" la FM, 

consecuencia del efecto del grodiente de concentración que se 

genera al entrar las moléculas de "s" a la cabeza de la columna: de 

manera que a mayor velocidad de fase m6vi 1, la separaoion de la• 

moléculas de "s" respecto al centro de la sef\al sera m6.s 

pronunciada. En cromatografia de gases, de los tres t•rmlnos de la 

ecuación de Van Oeemter, es éste el que contribuye mayormente en el 

ensanchamiento de la sei\al 1 debido a los grande• coeficientaa de 

difusión de la• moléculas gaseosas de "s.. en la fase m6vil 

(53,63). 

"C" se refiere a la resistencia a la tranaferencia de masa de "a" 

en ambas fases. Si la penetrac16n de "s" en la FE, o.si como su 

liberaci6n de la misma se dificultan, el establecimiento de un 

equilibrio de "s" entre ambas fases se retarda, La FM arrastrar& a 

aquellas moléculas que se encuentren Gn ella, dejando atr&s a la~ 

que se encuentran en la FE; por lo que el aumento de la velooldad 

de la FH produce ensanchamiento de la aeilal, y con ello aumento del 

valor de H (53,63>. 

La rasoluci6n entre dos aeftalea cromatogr&f lcaa •• define como 

al cociente que.resulta de dividir la diferencia de au• tiempo• de 
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retenci6n entre •1 promedio de sus anchos medidos en linea base 

'53. 61 t 64 ) : 

Rs = 2 ttR2 - tRll 
W1 + W2 

tEc. 9) 

L.a selectividad o retención relativa es la relación entre un 

parAmetro de retención de "s" y el mismo de un compuesto de 

referencia lsrl l53,63l: 

a= tR l"s"l / tR lsrJ lEc. 10) 

2.3.3 CROllATOGRAFIA LIQUIDO-GA3 ICLGI 

2.3.3.1 AHALISIS DE LA FASE VAPOR 

El anAlisis de la tase vapor tiene el mismo principio de la 

destilo.ción por arrastre de vapor. En este tipo de destilación la 

muestra se cal lenta a una temperatura tal que se previene la 

descomposici6n de ésta, de manera que los componentes volAtiles se 

reparten entre la• fases 1 iquida y vapor para ser arrastrados por 

una corriente de vapor de agua l50,53). 

En el anAlisis de la fase vapor, una muestra liquida o aólida 

contenida en un vial perfectamente sel lado, •• mantiene a 

temperatura constante un lapso dado, durante el cual •e eatablece 

el equl l ibrlo del aoluto "•." entre las faaes condenaada y vapor a 

esa temperatura¡ para que deapu6a se anallze cuantitativamente una 

muestra de la fase vapor por cromatografia de gaaes. De e•ta 
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manera, en la destilación por arrastre de vapor y en el an&llele d• 

la fase vapor, se establece el equilibrio de "s• entre la fa•• 

condensada y su fase vapor; de acuerdo a una constante de 

distribución <KJ y a temperatura constante <Figura 3> <501. 

Figura 3. Equilibrio de un soluto "&" en el an&ll•i• de la fase 
vapor <50>. 

FASE VAPOR 

"s" 

K 

"s" 

FASE CONDENSADA 
Temperatura 
constante 

CROHATOGRAFO 
DE GASES 

Los métodos de anA.llsls de la fase vapor se clasifican •n 

estA.tlco (sistema cerradol y dln&mlco lslstema ablertOJ. El m•todo 

est6.tlco consiste del an6.llsis de una muestra de vapor lde una 

etapa) tomada de un vial sellado; o bién, de mas de una .muestra de 

vapor tomadas consecutivamente !etapas mültlplea>. 

dlnA.ml~o consiste del anA.li•ls de dos muestras de vapor tomadas una 

antes y la ~tra despuea de pasar sobre la faee vapor del vial, un 

flujo de gas puro lalrel (501. 
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t.a principal aplicaci6n del an6.llsis de la fase vapor es la 

determinaci6n de trazas <~ 100 ppm> da substancias volb.tiles. En 

este caso, dado que "s" se encuentra en muy baja concentraci6n en 

la muestra original, se requiere recuperar la mayor cantidad 

posible de "s" en la fase vapor; es decir, aumentar la sensibilidad 

del anb.lisis. Para ello, se pueden aprovechar los beneficios de 

los siguientes efectos 150)J 

Aumentar la temperatura del vial, con lo que se desplaza el 

equilibrio de "s" hacia la fase vapor, aumentando asi su 

concentración en esta fase. 

b. La disoluciOn de un disolvente org6.nico <miscible con agua) 

agua desplaza el equilibrio de "s" hacia la fase vapor, si la 

solubilidad de "s" es menor en el agua. 

La adición de una sal lcloruro de sodio, cloruro de amonio, 

sulfato de sodio, sulfato de amonio, sulfato de magnesio, carbonato 

de potasio, citrato de sodio, entre otras! en proporción del 10 al 

20 % tambi9n desplaza el equilibrio de "s" hacia la fase vapor. La 

sal actúa como un inhibidor parcial competititvo. 

d. La retenci6n de la muestra de vapor previa a su entrada a la 

columna por medio de un adsorbente o una trampa criogénica 1 permite 

la entrada de una muestra de mayor volumen a la columna (sistema de 

purga y trampa 1. 
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Las ventajas del anAlisis de la fase vapor aon (47,SOJi 

a. Ofrece mayor sensibllldad que la inyección de la muestra 

liquida. La muestra de vapor puede ser de 1 6 3 ml. 

b. Elimina el riesgo de la contaminación de la columna con material 

volAtil. Util en el an6lisls de muestras biológicas. 

Evita un complejo pretratamiento de la mueatra antes de 

analizarla. 

d. Reduce considerablemente la se~al del disolvente. 

e. Elimina la interferencia de los componentes no volb.ti le• de la 

muestra. 

f. Puede aer automatizado aumentando con ello la precisión del 

sistema. 

2.3.3.2 IHSTRUMEHTACIOH 

La instrumentación bb.alca para el anb.l lsls de la fa•• vapor 

consta de los siguientes componentes CFigura 4) C55,61Ji 

1. Raserv6rao para el gas portador lRGP> 

2. Automuestreador de la fase vapor <AFVJ 

3. Cromat6grafo de gases CCGJ 

- Puerto de inyección CPIJ 

- Horno termostatizado CHJ y columna lCJ 

- Detector CD> 

4. Integrador o graflcador e I 1 
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Figura 4. Esquema d9-la inatrum•ntación para el anb.lisis de la 
fase: vapor. 

AUTOMUESTREADOR DE LA FASE VAPOR 

El automuestreador de la fase vapor opera mediante un sistema 

·de una vAlvula y un rizo para transferir la muestra de vapor al 

cromatágrafo de gases. La muestra condensada contenida en un vial 

se cal lenta a una determinada temperatura, la cual se mantlen• 

constante durante· un lapso dado (tiempo de equllibraclón). Una vez 

transcurrido ese tiempo, se inyecta gas portador a través de la 

aguja al interior del vle.l 1 pare. aumentar la presión interna 

tpreaurizaciónl; para que en la siguiente etapa se llene 

automáticamente el rizo con la f=ase vapor del vial 1 y finalmente 

•sta ae transfiera al puerto de inyección del cromatógrafo a trav•a 

de una linea de transferencia precalentada. El rizo y la aguja ae 

purgan con un flujo continuo de gas portador para evitar que queden 

en ellos residuos de la muestra de vapor anterior (471. 
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PUERTO DE INYECCION E INYECTOR CON DIVISOR DE FLUJO 

El puerto de 1nyeccl6n es la sección del cromat6grafo 

destinado a recibir la muestra, ya sea liquida o gaseosa. Deba 

estar diseñado para poder alojar los distintos tipos da 

inyectores; asi como para adaptarse a diferente• temperaturas y 

columnas. Dado que es en él donde se vaporizan las muas tras no 

gaseosas, debe estar a una temperatura que lo permita. En 

cromatografla de gases existen cuatro tipos de lnyectoress inyector 

con divisor de flujo, inyector sin divisor de flujo, inyector 

directo e inyector en columna l41.551. 

En el an~llsls de trazas resultan particularmente üt.iles el 

inyector sin divisor de flujo y el dlrectoJ sin embargo, algunas de 

sus caracterlsticas se convierten en desventajaa o llmitantoa de su 

uso cuando no es fácil implementar sus requerimientos. El primero 

9enera sef\ales anchas si los so lutos de la muestra (la cual •• 

grande) no se concentran antes de entrar a la columna; para lo cual 

se requiere una diferencia mlnlma de 1oo•c entre los puntos d• 

ebulllcl6n del disolvente y del soluto. El lnyector directo 

requiere de un diseflo y de 

muestra muy cerca de los 

(7,41.55), 

Jeringas especiales para depositar la 

primeros centlmatros de la columna 

El inyector en columna no s6lo requiere del implemento para la 

concantrac16n de solutos previa a su separacl6n, sino adema•, dado 

que la muestra se deposita en forma 1 iquida "'•n la columna• •• 

requiere que 6ata ast6 libre de mat•rial no vol6tll con objeto de 
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evitar que quede atrapado en la columna. También la muestra debe 

ser grande ya que se requiere analizar trazas (7,41,55). 

Aún cuando la principal aplicación del inyector con divisor de 

flujo es el anh.lisis de solutos presentes en altas concentraciones 

en la muestra, puede ser adaptado mediante una relaci6n de dl"vlsl6n 

de flujo baja (segun se vera mas adelante) para analizar trazas 

($ 100 ppm> de éstos (55), 

El fundamento de operación del inyector con divisor de flujo 

es el sl9uiente: El flujo total de gas portador previamente 

calentado se divide en dos flujos, uno que pasa por debajo del 

septa del puerto de inyeccl6n para realizarle una purga (2-5 

ml/minl y el otro mas grande, que entra a la cbmara de vaporizaci6n 

o inserto <consisten de un tubo de borosilicato de aproximadamente 

2-4 mm de d.l. y 5-10 cm de longitud) en donde se mezcla con la 

muestra vaporizada, Posteriormente, cerca de la entrada de la 

columna este flujo de gas portador-muestra vaporizada sufre otra 

divisl6n en dos flujos lestableclda mediante una vblvula), el mAs 

peque~o de los cuales entra a la columna y el restante e• eliminado 

a la atmósfera ( 55). 

L.a división del flujo gas portador-muestra se conoce como 

relación de divisl6n de flujo y puede adoptar do• expraaiones 

(41,55) i 

FT 1 FPC FPC 1 FT 
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donde FT ~ flujo total 
FPC = flujo parcial que entra a la columna 

Los valores nUmericos de estas relaciones oscilan entre 1 ;5 y 

1:1000 (de acuerdo a la expresión FPC:FT) (41,55). 

Las caracteristicas de este inyector son 1 ineal idad, 

reproducibilidad, amplia gama de relaciones de división de flujo, 

inercia quimica y estabilidad térmica. La reproducibi 1 idad es 

especialmente importante, ya que la división de flujo debe 

realizarse siempre a una misma proporción que además, deber ser 

representativa de la muestra. La reproducibilidad ea sen•iblemente 

dependiente de la reproducibilidad de las inyeccionea, por lo que 

la automatización resulta una alternativa excelente. La inercia 

qui mica es fundamental en el an&l isis de trazas para evitar la 

pérdida de los componentes de interés (55>. 

Las desventajas del inyector con divisor de flujo •ont ~•rdida 

de solutos de baja volatilidad lla vaporización de la mue•tra •• 

casi instantánea), restricción del an6.11•is de solutos termolábil•• 

y consumo de grandes cantidades de gas portador (55). 

COLIJJINAS 

Es en la columna donde se de•arrolla el proceso de separación 

de los componentes de una muestra. l.a cromatogirafia de ga••• •• 

inició con al uso de las columnas empacada•; •in embargo, 

posteriormente aparecieron las capilares (19561. La Tablo 8 
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compara algunas caracterlstlcas de columnas empacadas y capilares 

l41,51,6U. 

Tabla e. Columnas empacadas y capilares l41,61l. 

Caracteristicas Empacadas Capilares 

Longitud lml o.5 - 6.0 5 - 150 
Diametro interno <mm> z - 6 o.z - 0.75 
Espesor de pelicula <um> l - 10 o.os - 1.0 
Relación de fase llll 5 - zo zo - 500 
Flujo lml/min> 10 - 60 0.5 - 15 
Presibn lpsi 1 10 - 40 3 - 40 
N/m• Z500 5000 

• N/m nUmero de platos teóricos por metro, 

L.as columnas capilares se construyen con un tubo generalmente 

de vidrio lsilica fundida) de diAmetro y longitud variable, en cuyo 

interior se deposita la fase liquida estacionaria con o sin soporte 

sólido. Se clasifican como sigue l41,51161): 

Capilares de pared recubierta. L.a fase estacionaria se deposita 

en la pared interior del tubo: 

- Gran calibre o mego.boro: O.SO - 0.75 mm de d.i. 

- Pequafio calibre: 0.20 - 0.35 mm de d.i. 

b, Capilares de capa porosa. L.a fase estacionaria se deposita en 

la pared interior de un tubo atacado por algón medio fuertemente 

6.cido o bb.sico. 

c. Capilares con soporte, L.a fase estacionaria ae deposita sobra 

un soporte inerte finamente dividido (tierras sllic•a& o aluminaJ. 
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Oracias a sus peque~os dihmetros interno•, la• columna• 

ca pi lares sufren bajas caldas de presi On, por lo que soportan aer 

de tantos metros de longitud. Las relaciones de fas• de las 

columnas capilares y su gran longitud comparadas con las de las 

columnas empacada&, ofrecen mayor eficiencia. En el caso 

particular de las columnas con pared recubierta, el ensanchamiento 

de las señales por efecto de la multiplicidad de paso, debida a laa 

particulas del soporte, desaparece. Adamas, las columnas capilares 

ofrecen sobre las empacadas alta resistencia mecánica debido a la 

cubierta externa de poliimida o polio.mida ll,51,611. 

La fase estacionaria constituye la parte activa en la 

separación cromatográfica, cuyos atributos deseables son: 

selectividad, establ lidad quimica lno modifica •u estructura> 1 

estabilidad térmica lno se desprende al trabajar a temperaturas 

cercanas a su limite superior) y larga vida ütil. .Dada la 

necesidad de evitar que la fase estacionaria se desprenda con el 

cambio de temperatura de la columna l temperatura programada l 1 •• 

introdujeron las columnas con fase da enlaces entrecruzados, 

generando as i columnas mucho más estables térmicamente y de larga 

vida út11 ll,61J. 

Las fases estacionarias utilizadas columnas capilares 

abarcan todo el intervalo de polaridad. 1..Q& po11etilengllcoles y 

los cianopropi lpol isi loxanos son fases polares, las cual•• 

presentan interacciones b.cido-base e interaccione& entre el grupo 

CN y los electrones tt de solutos lnsat~rados. Los enlace• C-Cl 

(halógeno), e-o y C-N, actúan como dipolos permanentes y loa doble• 
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enlaces de los solutos sufren polarizaciOn formando dipolos 

inducidos 11, 611. 

La columna OB-624 "J & W Sclentific" con fase cianopropil-

fenil-dimetllpolisiloxano es columna de pared recubierta de 

pequeño calibre y alta polaridad, con intervalo de temperatura de 

-20 a 260 •e, útil en el anallsls de hidrocarburos halogenados 

152>. 

DETECTOR DE IONIZACION DE LLAMA 

El detector es el dispositivo del cromat6grafo destinado a 

generar una señal debida a aquel compuesto que llegue a él después 

de haber eluido de la columna, que sea de composición quimica 

diferente a la de la fase m6vil; y que adem&s, tenga la capacidad 

de hacer que el detector genere tal señal. El detector debe operar 

a la temperatura necesaria para impedir la condensación de los 

solutos provenientes de la columna, y el lo evitar su 

contaminación y el entorpecimiento de la emls16n de señales 

146,551. 

En cromatografia de gases existen los siguientes detectores: 

lonlz"lci6n de 1 lama IOILLJ, capturo. de electrones fOCE>, 

conductividad térmico. fDCT>, termol6nlco o ionización de llama 

alco.llna IDT DILLlU • fotométrico de llama <DFFJ 1 

espectrofotómetro de masas l CG-EH l e lnfro.rrojo lCG-IRl. Algunos 

son selectivos como el OFF !azufre y fósforo), CILLA lf6sforo y 

nitrógeno> y el OCE (elementos electr6n atrayentes>. El resto se 
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consideran detectores de respuesta universal, pues responden a una 

ampl la gama de substancias. Los espectrofotómetros de masas • 

infrarrojo son técnicas que se han acoplado a un cromatógrafo de 

qases con el objeto de identificar cada soluto proveniente de la 

columna mediante la obtención del espectro correspondiente. Debido 

al costo e instrumentación inherentes de estos detectores 

especializados, su aplicaci6n en el anb.lisis de trazas resulta 

imprActica; ademas de que en este tipo de anb.lisis lo que se busca 

primordialmente la alta sensibilidad del detector, la cual puede 

conseguirse con otro detector como el DILL o el OCT. No obstante, 

el OILL se prefiere sobre el OCT para el anb.liais de impurezas 

orgb.nicas volb.tiles a nivel de partes por millón, ya que es m6.s 

sensible, cubre un amplio orden lineal y ofroc• gran estabilidad y 

reproducibilidad (46,SS>. 

El principio de operación del detector de ionización d• llama 

el siquient&i 

Los solutos provenientes de la columna se mezclan con un flujo de 

hidr6geno para entrar a un quemador sobre la sal ida del cual, 

gracias a un flujo de aire u oxigeno que llega al mismo sitio, se 

p~Oduce una 1 lama. Es en esta llama donde_,fle queman los so lutos o 

componentes de la muestra; generando iones positivo•, negativos y 

electrones llbres1 quienes son atraidos por un par de electrodos 

situados a ambos lados de la llama. l..a corriente resultante •e 

captura en un convertidor anal69ico digital, el cual envla la aefial 

a un graflcador para que lo registre (46,55). 
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El OILL es un detector de alta sensibilidad, la cual esta en 

función de la relación de los flujos de aire e hidrógeno, siendo la 

óptima aproximadamente diez veces mayor el primero. con respecto al 

segundo. Responde a los compuestos orgAnicos linealmente. Es 

estable a las fluctuaciones de temperatura y del flujo de la fase 

móvil. En ausencia de muestra genera una linea base muy estable. 

El tama~o de su respuesta es proporcional al número de enlaces C-H 

de la molécula que detecta. No detecta al aire, agua, CO, C02, 02, 

N2• NO, N02, N20, N203, NH31 HCN, H2S, CS2 1 CCl4, SiCl4, CH3SiCl3, 

SiF4 , y gases inertes; además de que su respuesta se atenúa con la 

presencia de heteroátomos y grupos funcionales. La condensación 

del vapor de agua se evita con una temperatura superior a los 100ºC 

(46,55). 

INTEGRADOR 

Es un sistema registrador con integradores electrónicos para 

proporcionar información con respecto a la cantidad de soluto que 

llega al detector. Los parAmetros de integración se definen como 

sigue l46>: 

- Atenuación: Hedida del tama~o de las se~ales en el cromatograma 

expresada como 2n, donde n+l reduce la altura de la sei\al 

cromatográfica a la mitad, n-1 aumenta al doble la altura de la 

sei\al cromatogr6.fica l4B>. 

- Velocidad de carta: Corresponde al desplazamiento del papel 

graficador en el integrador, expresado en cm/mln <48). 
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- Ancho de la sei\al: Separación entre las tangentes de la aef\al 

cromatográfica, medida a la mitad de su altura y expre•ada en 

minutos 1461. 

- Nivel de ruido: Altura minima para la detección de la aeP'ial 

cromatográfica, donde una unidad de aumento duplica la altura 

minima aceptada para el cálculo y reporte correspondient•s (46>. 

- A rea de rechazo i Superficie total bajo la curva de la sef\al 

cromatográfica minima requerida para incluirse en el cálculo y 

reporte correspondientes 1461. 

2.3.3.3 TEMPERATURA PROGRAMADA 

En la retención la temp•ratura es el parámetro más importante 

después de la fase estacionaria. Las ventajas de la cromatografia 

de gases a temperatura programada son tiempos de análisis cortos y 

sef'lales menos anchas y coleadas. La cromatografia de gase• a 

temperatura programada <CGTPI consiste en iniciar el proceso 

cromatográfico a una temperatura inicial (To>, aumentarla 

disminuirla a una velocidad IV, •C/min) hasta alcanzar la 

temperatura final ITfl; pudiendo sostener por 

deseados las temperaturas inicial y final. 

tiempos C to y tf 1 

Un programa de 

temperatura se puede expresar de manera &impl iflcada como: To 

lto> - V - Tf <tf>. Utll en el análisis de mezclas complejas cuyos 

componentes cubren un amplio intervalo de puntos de ebul 1 iclón 

146,611' 
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2.3.3.4 HETODOS DE CUANTIFICACION 

La respuesta de 1a substancia de interés en sistema 

cromatogr6.flco, puede medirse como altura lde la linea base al 

punto máximo) como área lsuperficie total 1 de la señal 

correspondiente. La medida por altura requiere de una linea base 

estable para mayor precisión y exactitud. Es especialmente útil en 

la cuantificación de picos coleados y ligeramente sobrepuestos. t.a 

medida por área conveniente con picos bien resueltos y 

ligeramente asimétricos (61,621. 

Los métodos de cuantlflcaci6w con referencia externa e interna 

son comúnmente usados en cromatografia de gases: 

- Referencia Externa: 

t.a cuantlflcaclón de una substancia de interés consiste en 

interpolar el tamaño de su respuesta en una curva de calibración 

construida con una serie de concentraciones a diferentes niveles de 

la substancia de referencia del mismo compuesto (variable 

independiente 1 y la respuesta de cada concentración (variable. 

dependiente). Es requisito indispensable que la medida de estas 

respuestas provengan de un mismo sistema y bajo las mismas 

condiciones (621. 

- Referencia Interna: 

L.a cuantificación de una substancia de interés consiste en 

interpolar la respuesta relativa de la subatancia de interea en una 

curva de calibración construida con diferentes concentraciones de 
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la substancia de referencia del mismo compuesto (preparada• con 

volumenes diferentes de una solución de la substancia de inter•• 

adicionados de una cantidad fija de la substancia de referencia 

interna> <variable independientel, y la respuesta relativa de la 

substancia de referencia !variable dependiente> 1621. 

dondei 

RR SI RA SI 
RA SR 

CEc. 111 

RR SI = Respuesta relativa de la substancia de inter6s 
RA SI Respuesta absoluta de la substancia de inter6s 
RA SR a Respuesta absoluta de la substancia de referencia 

interna 

L.a cuantif1caci6n con substancia de referencia interna 

compensa los errores analiticos; pero para que una substancia 

funcione como tal, debe cumplir con los siguientes requisitos 

C61, 621: 

- Aparecer como una señal perfectamente separada del resto de las 

señales del cromatograma y tener un tR cercano al de la substancia 

de interés. 

- Ser altamente pura, no reaccionar con los componentes de la 

mueatra ni con las fases móvi 1 y estacionarla, ni formar parte de 

la muestra original. 

- Ser estable térmicamente y de volati l ldad y estructura quimica 

similares a las de la subatancia de interés. 

·- Estar presente en la muestra en una concentraci6n tal que. su 

respuesta aea de tamaño siml lar al de la substancia de lnter•a 

Cproporclonar una respuesta relativa cercana a la unidad). 
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2,4 VALIDACION 

2.4.1 DEFINICION 

La validación de un método analltlco se define como el proceso 

mediante el cual se establece que el método cumple con los 

requisitos para cuyas aplicaciones se desarrolló C64l. 

2,4.2 PARAllETROS DE VALIDAC!ON PARA !,O.V. IPRUEBA LIMITE! 

Los parAmetros recomendados por la U ,5 .P. XXII para validar 

métodos anallticos para pruebas limite sont selectividad, 

Intervalo, limite de detección, tolerancia y exactitud. No 

obstante, es conveniente evaluar la precisión obtenida ya que en 

este caso se manejan substancias volAtl les. 

validación se definen como sigue C64>i 

Estos parb.metros d• 

Selectividad: Es la capacidad del sistema para proporcionar 

la respuesta de la substancia de Interés, inalterada por la 

presencia de otros componentes de la muestra <impurezas, productos 

de degradación, componentes del placebo). Usualmente se expresa 

como la diferencia entre los resultados de la muestra adicionada de 

estos componentes y los resultados de la muestra que no los 

contiene. E• una medida del grado de interferencia (o ausencia d• 

ella) en el anAlisis de mueatraa complejas (64). 

Se avalúa mediante el calculo de la reaoluci6n entre cada par 

de sei\ales adyacentes en el cromatograma de la muestra de 

referencia al 100 "• e identificando cada sei\al del cromatograma 
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por comparación de los tiempo& de retención de cada l.O.V. y de la 

substancia de refer"eneia interna. El valor d• la resolución debe 

ser mayor o igual a 3 l64,661. 

Resolución lRslr 

Rs 2 ltR2 - tR11 
W1 + W2 

lEc. 91 

Precisión: Es el grado de concordancia entre re&ultados 

analiticos individuales cuando el procedimiento se aplica 

repetidamente a diferentes muestreos de una muestra homog6nea del 

producto. Usualmente se expresa en términos de desviaclón eatándar 

o de coeficiente de variación. Es una m•dida del grado de 

repetibllidad del método analitico. La repetibilidad •• la 

concordancia obtenida entre determinaciones independiente• 

real izadas bajo las mismas condicion•s (analiata, tiempo, 

laboratorio, etc.). El coeficiente de variación global d• la• 

reapuestaa individuales no debe .ser mayor del 15" l37,64,661. 

Media aritmética lX1: X = tx I n 

D•sviación estAndar l51: S =- i; bel - ;:p2 
n - 1 

Coeficiente de variación te.V.Ir 

C.V. = IS X 1001 / x 
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Intervalo: Esta definido por las concentraciones comprendidas 

entre los niveles de concentración superior inferior de la 

substancia de interés 1 incluyendo estos niveles>, en el cual se ha 

demostrado que el método es lineal, preciso y exacto. Usualmente 

se expresa con las unidades obtenidas en el método analitico 

lporciento, partes por millón> 1641. 

Se evalúa mediante el calculo del coeficiente de variación del 

factor respuesta de todo el intervalo estudiado lal menos tres 

réplicas de por lo menos tres niveles de concentración, inferiores 

y superiores al 100 % inclusive). También mediante el calculo por 

el método de minimos cuadrados, de los coeficientes de 

determinación y de correlación del grAfico partes por millón contra 

respuesta, asi como un anb.lisis de varianza de regresión lineal 

simple. El coeficiente de variación del factor respuesta no debe 

ser mayor del 15 % 137,64,661. 

Factor respuesta IF)s 

F respuesta relativa 
ppm experimental 

Media aritmética del factor respuesta 1F1: 

F = EF I n 

Desviación estb.ndar del factor respuesta ISFJ: 

SF = lfl - f)2 
n - 1 
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Coeficiente de variación del factor respuesta lC.V.F.lz 

C.V.F. = ISF X 1001 I F 

Coeficiente de determinación lr2Jz 

r2 = b2 l~x2 - <Ex12/n1 
lty - ltyl2/n1 

Coeficiente de correlación lr>: 

r = .,¡-;2' 

Pendiente lb) z 

b ~ n (txyl - ltxllty1 
n <Ex21 - CJ:x12 

Ordenada al origen tal: 

a = ty - b ltx > 

An8lisis de varianza de regresión lineal simple: 

Suma de cuadrados de regresión tSCR): 

SCR = b ltxyl + ~ IEyl 1 lty12 / ni 

Suma de cuadrados residual <SCrJ: 

ser = ty2 - b 1txy1 a lEyl 

Suma de cuadrados total lSCTI: 

SCT = SCR + ser 

Grados de libertad de regresión IGLR>: 

OLR = N~mero de variables - 1 

Grados de libertad residual IGLrl: 

46 

IEc. 181 

IEc. 191 

IEc. 201 

lEc. 211 

IEc. 22) 

<Ec. 231 

lEc. 241 

IEc. 25) 

IEc. 26) 



GLr = Número de pares de datos - 2 !Ec, 271 

Grados de libertad total IOLT): 

GLT GLR + GL..r !Ec. 281 

Cuadrado medio de regresión ICMRI: 

CMR = SCR I GLR <Ec. 291 

Cuadrado medio residual ICMrl: 

CMr = ser / GL..r !Ec, 301 

Razón de varianza lRVl: 

RV = CMR I CMr <Ec. 311 

Limite de detección: Es la concentración minima de una 

substancia que puede ser medida y reportada con un 95 " de 

confianza I« = 0.051 de que la concentración de esta substancia as 

mayor que cero. Para aspectos cuantitativos, el limite de 

detección debe ser al menos cinco veces menor que el 100 " de la 

substancia de interés. Usualment• se expresa en términos de 

concentración lporciento, partes por billón, etc.> (2,49,641. 

Una alternativa para calcular el limite de detección 

mediante la ecuación 33. La conversión del limite de detección a 

las unidades de concentración del método (en este caso, partes por 

millón> se realiza calculando "x", y substituyendo en "y" el valor 

del LO, a partir de la ecuaciOn de regresiOn <ecuación 341 12,371. 

Desviación est&ndar de los puntos observados X,Y IS y/xi; 

S y/x n....=.....!. e sy2 
n - 2 

!Ec. 321 
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Limite de detección lLOJ: 

LO a + < 1 t) l 5 x/y) 1 lEc. 331 

Ecuación de regresión lminimos cuadrados); 

y bx + a <Ec. 34) 

Tolerancias Es el grado de reproducibilidad de los resultados 

analiticos obtenidos del análisis de una muestra homog6nea del 

producto, y al aplicar modificaciones de las condicione• normales 

de operación a algunos parámetros crlticos. En este caso se 

evaluará cantidad de sulfato de sodio, presión, temperatura y 

estabilidad de la muestra a 24 horas. La cantidad de sulfato de 

sodio en el vial, la presión de presurización del vial y la 

temperatura del bafao del automuestreador de la fase vapor aon 

variables que afectan la sensibilidad del análiais. La estabilidad 

de la muestra es una caracterlstica particularmente importante para 

muestras constituidas por componentes volA.tilesi ya que ráp.ldamente 

pueden cambiar las concentraciones sin proporción, debido a que 

generalmente existe una diferencia de volatilidad entre ello• 

(47,64). 

Se evalUa mediante el coeficiente de variación global de las 

respuestas individuales, el c.ual no d•be ser mayor al 15 " 

164,66). 
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Exactitud al 100 ": Es la concordancia entre el valor 

obtenido al aplicar el método analitico a la muestra y el valor 

verdadero. Se expresa como el porciento de recobro obtenido del 

analisis de muestras a las que se les ha adicionado el 100 ~de la 

substancia de interés <placebos adicionados) (569641. 

Se evalúa mediante el calculo de la media aritmética y el 

coeficiente de variaci6n de los porcientos de recobro de al menos 

tres muestras placebo adicionado de solución de referencia al 

100 "· Debera realizarse por el mismo analista y bajo las mismas 

condiciones. El coeficiente de variación de las respuestas 

individuales no debe ser mayor del 15 ~ <56,661. 

Porclenfo de recobro l% recobro); 

% Recobro = Cantidad recuperada X 100 
Cantidad adicionada 
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CAPITULO 111 



PARTE E X P E R 1 M E N T A L 

3.1 DIAGRAMA DE FLUJO 

1 PREPARACION DE SOLUCIONES Y DE MUESTRAS 1 

1 
1 CONDICIONES DE OPERACJON DEL SISTEMA 1 

1 
1 PRUEBAS PRELIMINARES 1 

1 
SELECCION DEL PROGRAMA DE TEMPERATURA PARA LA COLUMNA 1 

1 
1 SELECCION DE LA SUBSTANCIA DE REPERENCIA INTERNA 1 

1 
PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE REFERENCIA AL 80,100 Y 12D .. 1 

1 
1 SELECCION DE LOS PARAMETROS DEL INTEGRADOR 1 

1 
1 EVALUACION PRELIMINAR DE LA PRECISION 1 

VALIDACION: 

SELECTIVIDAD, PRECISION, INTERVALO. LIMITE DE DETECCION 
TOLERANCIA Y EXACTITUD AL 100 .. 



3.2 MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO 

3.2.1 MATERIAL 

Pipetas graduadas IS y 10 mlJ 

Pipetas volumétricas <1 y 5 mlJ 

Pipetas automáticas Eppendorf 

Pipetas Pasteur 

Proplpetas 

Matraces volumétricos 150, 100, 200 y 500 ml) 

Matraces erlenmeyer 1500 y 1000 mll 

Probetas de vidrio 125, 100 y 500 mlJ 

Vasos de precipitados 125 1 50, 100, 250 y 1000 ml) 

Tubos de ensaye 113 X 100 mml 

Tubos ca.pi lares 

Viales para análisis de la fase de vapor incoloros (10 ml) 

Septaa de slllc6n con una cubierta de teflón 120 mm dl6metro) 

Casquillos de aluminio 120 mm diámetro> 

Hlcrojerlngaa 110 ~l> 

Jeringas con sello de teflón y vAlvula de paso 10.5, 1.0 y 

2.0 mi J 

Engargolador de viales de 20 mm de diámetro 

Oesengargolador de viales da 20 mm de diámetro 

Gradilla para tubos. de ensaye 

EspAtulas de diferentes tama~os 

Burbujómetro 
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3.2.2 REACTIVOS 

Sulfato de sodio. Grado reactivo. Merck. 

Acldo clorhldrico. Grado analltico. Baker. 

Agua. Grado CLAR <2 14 Hohml. 

Benceno. Grado CLAR. Aldrlch. 

Ciclohexano. Grado alta pureza. Baxter B & J. 

Cloroformo. Grado CG-capllar/CG-EM. Baxter B & J. 

1,4-Dloxano. Grado alta pureza. Baxter B & J. 

n-Heptano. Grado analitlco. Merck. 

Isobutanol. Grado analitlco. Baker. 

Cloruro de metlleno. Grado alta pureza. Baxter B & J. 

Alcohol metlllco. Grado ChromAR CLAR. Malllnckrodt. 

n-Propanol. Grado alta pureza. Baxter B & J. 

Tetrahidrofu~ano. Grado LiChrosorb. Merck. 

Tolueno. Grado analltlco. Merck. 

Xlleno. Grado analltlco. Baker. 

Hetildopa, sesqulhldrato, materia prima. Grado u.s.p. 

Proveedor Soahlmla. Lote único. Libre de cualquier residuo 

de disolvente or9Anlco voldt11. 

3.2.3 EQUIPO 

Agitador mecAnlco Vortex. 

Aparato para punto de fusión en capilar Thomas Hoover Serle 

70-460 con intervalo de temperatura de -10 a 360•c. 

Automuestreador de la fase vapor Hewlett-Packard 19395A, 

equipado con un rlzo de 1 ml. 
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Balanza analitica Mettler AE-260, con sensibilidad de 0.1 mg. 

Cromatógrafo de gases Hewlett-Packard 5890 Serle 11, de 

temperatura programable, Equipado con un detector de 

ionización de llama, inyector con divisor de flujo • 

inserto de borosllicato. Columna DB-624 •J & W Sclentific• 

de s1llce fundida de 30 m de longitud, .-0.32 mm de d.i., 

1.8 um de espesor de fase del polimero de cianopropllfenll 

dimetilpollsiloxano, con intervalo de temperatura de -20 a 

26o•c. Helio como gas portador. 

Integrador Hewlett-Packard 3396A. 

Parrilla de calentamiento con agitac16n magnética. 

Refrigerador Ojeda RV2P-30 con intervalo de t•mperatura de 

2 a e•c. 

3.3 METODOLOGJA 

3.3.1 SOLUCIONES Y MUESTRAS 

3.3.1.l AGUA LIBRE DE RESIDUOS VOLATILES 

Hervir la cantidad necesaria do agua CLAR en un matraz erlenm•y•r 

durante 20 min y dejar enfriar a T.A. Preparar un dia antes de •u 

uso. Toda el agua que se utl l ice en este trabajo aerll de ••ta 

calidad, por lo que en lo subsecuente se referir& a ella como agua 

a implemente. 
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3.3.1.2 SOLUCIONES DE ACIDO CLORHIDRICO 

De acuerdo a la Tabla 9, transferir el volumen aproximado de 6.cido 

clorhldrico concentrado a un matraz volumétrico de 50 ml que 

contenga 20 ml de agua. Diluir, llevar a volumen y mezclar. 

Tabla 9. Soluciones molares de &cldo clorhldrico 

Solución de HCI Mil l 1 itros de HCl concentrado 
lconcentración aproximada> Cvolumen aproximado) 

0.1 M 0.42 
0.5 M 2.12 
1.0 M 4.24 
1.5 M 6.36 

3.3.1.3 SOLUCION DE REFERENCIA AL 80 % 

La preparación de esta solución se indicara una vez establecida en 

La sección 3.3.3.4. 

3.3.1,4 SOLUCION DE REFERENCIA AL 100 % 

La preparación de esta solución se indicara una vez establecida en 

la sección 3.3.3.4. 

3.3.1,5 SOLUCION DE REFERENCIA AL 120 % 

La preparación de esta solución se indicara una vez establecida en 

la sección 3.3.3.4. 
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3.3.l.6 MUESTRA DE IMPUREZAS ORGANICAS VOLATILES !MUESTRA IOVJ 

a. Transferir 5 ml de metano! a un vial de 10 ml. 

b. Adicionar 5 ul de cada uno de los siguientes disolventes: 

benceno, cloroformo, 1,4-dioxano y cloruro de me ti lene. 

c. Sellar perfectamente y mezclar suavemente. 

3. 3.1. 7 MUESTRA DE IMPUREZAS ORGANICAS VOLATILES Y REFERENCIA 

INTERNA !MUESTRA IOV-RIJ 

a. Transferir 5 ml de metano! vial de 10 ml. 

b. Adicionar S ~1 de cada uno de loa siguientes disolventes& 

benceno, cloroformo, 1,4-dloxano, cloruro de metl lene y el 

disolvente elegido como substancia de referencia interna. 

c. Sellar perfectamente y mezclar suavemente. 

3.3.l.B MUESTRA PROBLEMA 

a. Pesar 2.5 g de sulfato de sodio en un vial de 10 ml. 

b. Adicionar lo• mg de metlldopa establecidos en 3.3.3.1 <pag. 60». 

c. Adicionar 5 ml del medio de dlsoluclbn elegido en 3.3.3.1 lpp. 

59-601. 

d. Sellar perfectamente y mezclar suavemente. 

3.3.1.9 MUESTRA DE REFERENCIA AL BO ~ 

Pesar 2.5 de sulfato de sodio en un vial d• 10 ml. 

b. Adicionar 5 ml de la soluc16n d& referencia al 60 s. 

c. Sellar de inmediato perfectamente y homogeneizar •uavemente. 
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3,3.1.10 MUESTRA OE REFERENCIA AL 100 % 

a. Pesar 2.5 g de sulfato de sodio en un vial de 10 ml. 

b. Adicionar 5 ml de la solución de referencia al 100 ~. 

c. Sellar de inmediato perfectamente y homogeneizar suavemente. 

3.3.1.11 MUESTRA DE REFERENCIA AL 120 % 

a. Pesar 2.5 g de sulfato de sodio en un vial de 10 ml. 

b. Adicionar 5 ml de la solución de referencia al 120 ~. 

c. Sellar de inmediato perfectamente y homogeneizar suavemente. 

3,3.1.12 MUESTRA PLACEBO ADICIONADO DE SOLUCION DE REFERENCIA AL 

100 % 

a. Pesar 2.5 g de sulfato de sodio en un vial d& 10 ml. 

b. Adicionar los mg de m~tlldopa establecidos en 3.3.3.1 lpag. 60>. 

c. Adicionar S ml.de la soluc16n de referencia al 100 ~. 

c. Sellar de inmediato perfectamente y homogeneizar suavemente. 

3.3.2 CONDICIONES DE OPERACION DEL SISTEMA 

El sistema consta del automuestreador de la fase vapor, del 

cromatógrafo de gases y del integrador. Las condiciones de trabajo 

del automuestreador se establecieron en un trabajo previo. 

AUTOMUESTREADOR DE LA FASE VAPOR 

- Temperatura del ba~o: es•c 

- Tiempo de equilibraci6n: 45 min 
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- Temperatura de la válvula y del rizo: go•c 

- Programa de lnyección1 

Tiempo de presurizaci6n1 7 seg 

Tiempo de llenado del rizo: 5 seg 

Tiempo de transferencia de la muestras 30 aeg 

Tiempo de purga del rizo y la aguja: 5 min 

- Flujo del gas portador: 15 ml/min 

- Presi6n de aire (para el sistema pneumáticol: 3.5 bar 

- Presi6n del gas de presurización Chelio)a 1.2 bar 

- NOmero de inyecciones por vial1 1 

CROHATOGRAFO DE GASES 

- Presión a la cabeza de la columna: * 
- Flujo a la salida de la columna: * 

- Temperatura del detector: * 

- Temperatura del puerto de inyección: * 

- Flujo de gas auxiliar: 20 ml/min 

- Flujo de hidrógeno: 35 ml/min 

- Flujo de aire: 350 ml/min 

- Flujo de la purga del septa1 2.5 ml/min 

- Flujo total de gas portador: * 

- Programa de temperatura de la columna: • 

- Tiempo de equilibrio de la temperatura del hornea 0.5 mln 

Condición que se determinara durante el desarrollo del 

procedimiento <3.3.31. 
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INTEGRADOR 

La atenuacl6n, velocidad de carta, ancho de la' señal, nivel de 

ruido y area de rechazo, se determinaran en la sección 3.3.3.5. 

3.3.3 PROCEDlHlENTO 

3.3.3.1 PRUEBAS PRELIMINARES 

Para que las t.O.V. se liberen de la estructura cristalina de 

la metl ldopa y pasen a formar parte de la fase l lqulda lmadlo de 

dlsolucl6nJ, es necesario que la metlldopa s• disuelva. Dado que 

la molécula de metlldopa es estable en soluci6n neutra y Aclda, 

sólo se probaran estos medios de disolución lAcldo y neutro). 

Una vez el~gldo el medio de disolución, se determinara la 

cantidad mAxlma de metlldopa que es soluble bajo las condiciones en 

las que va a estar en la muestra problema <temperatura del ba~o del 

automueatreador). 

SELECCION DEL MEDIO DE DISOLUCION DE LA METILDOPA 

a. Preparar los tubos de ensaye como se indica •n la Tabla 10. 

Agitar y observar. 

b. Determinar cual de los dos medios de disolución disuelve 

completamente a la metildopa. 
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Tabla 10. Solubilidad de matildopa en soluciones molares de &cido 
clorhidrico. 

Tubo Concentración aproximada Agua Metildopo. 
de HCl IHJ <S ml J lmlJ <mgJ 

1 0.1 o 200 
2 o.s o 200 
3 1.0 o 200 
4 1.5 o 200 
5 - 5 200 

DETERHINJ\CION DE Ll\ Cl\NTIDJ\D Hl\XIHJ\ DE HETILDOPJ\ QUE SE PUEDE 

l\NALIZJ\R 

a. Preparar los viales como se indica en la Tabla 11. 

b. Sel lar los perfectamente, ag 1 tarlos suavemente y mantenerlo• a 

temperatura constante de a5•C durante 45 min y observar. 

Tabla 11. Solubilidad de metildopa en una solución molar de áoido 
olorhtdrico en presencia de sulfato de sodio. 

Vial Sulfato de sodio Me ti ldopa Medio de Di•oluci6n 
lgl Cmgl lmll 

1 2.5 100 5 
2 2.5 150 5 
3 2.5 175 5 
4 2.5 200 5 
s 2.5 500 5 
6 2.5 o 5 

c. Establecer como cantidad máxima de metildopa ~9u• se puede 

analizar a la cantidad tmgJ más grande que eaté completamente 

solubl 1 izada. 
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DETERMINACION DEL COMPORTAMIENTO DE LA METILDOPA CON RESPECTO A LA 

TEMPERATURA 

a. Colocar una pequef\a muestra de met l ldopa en un tubo capl lar 

especial para determinar punto de fusión. 

b. Insertar el tubo capilar eón metildopa y comenzar a elevar la 

temperatura aproximadamente 5•C/mln. 

c. Observar cuidadosamente el comportamiento de la metildopa y 

determinar cual es la temperatura 

descomponer. 

la que se empieza a 

3.3.3.2 SELECCION DEL PROGRAMA DE TEMPERATURA PARA LA COLUMNA 

Según lo especificado por la U.S.P. XXII, se requiere que la 

resolución entre .dos señales adyacentes sea mayor o igual a 3.0 

C66l. Si las señales cromatogr&flca.s no presentan tal rasoluciOn, 

aju•tar las condiciones de trabajo <temperatura inicial, tiempo 

inicial, velocidad de calentamiento, tamparatura final y velocidad 

lineal). 

a. Acondicionar el sistema durante 20 min a la temperatura mAxima 

da trabajo da la columna. 

b. Preparar una ~uestra IOV l3.3.1.6, pag. 56). 

c. Inyectar la fase vapor (1 ul) de la muestra IOV recién 

preparada. 
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d. Ajustar las condiciones del sistema cromatogr6.fico tal que •• 

cumpla el criterio de resolución establecido por la u.s.P. XXII 

<Ecuación 9, pag. 27J. 

e. Identificar cada componente de la muestra IOV de acuerdo a loa 

tiempos de retención (por inyección de la fase vapor de cada 

disolvente por separa.del. 

3,3,3,3 SELECCION DE LA SUBSTANCIA DE REFERENCIA INTERNA 

a. Elegir todos aquellos disolventes que cumplan con la mayoria de 

los requisitos para funcionar como substancias de referencia 

interna (mismos que se describieron en 2.3.3.4, pag. 42, y que •e 

tengan disponibleaJ. 

b. Acondicionar el sistema durante 20 mio a la temperatura m6.>cima 

de trabajo de la columna. Uti 1 izar el programa de temperatura 

elegido en 3.3.3.2. 

o. Inyectar por separado la fase vapor (1 ut> de cada uno d• loa 

disolventes elegidos como substancias de referencia interna. 

d. Observar sus tiempos de retención e impurezas, y seleccionar el 

que se comporte de la forma m6s adecuada, 

e, Preparar e inyectar la fase vapor de una muestra -IOV-RI 

(3.3.1.7, pag, 561. Calcular nuevamente la resolución (ecuación 9, 

pag. 27>, si se -cumple el criterio ya establecido, las condicione• 

d•l sistema quedaran tal cual, si no se cumple, volver a ajustar 

los parámetros de trabajo hasta q~e cumpla el criterio. 
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t. Comparar el tamaf\o de la sei'\al de la substancia de referencia 

interna con el de las sef\ales de las 1.0.V. Ajustar de una manera 

aproximada la concentración de la substancia de referencia interna. 

3,3,3,4 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE REFERENCIA 

En la validación del método analitico para la determinación de 

1.0.V. en metildopa, se requiere de una soluci6n de referencia al 

100 " para todos los ensayos, y de soluciones de referencia al 80 y 

120 " para el ensayo de intervalo. El benceno, cloroformo, 1,4-

dioxano y cloruro de met 1 leno deberán estar contenidos en las 

soluciones de referencia al 80, 100 y 120 "' a una concentración 

tal que en 5 ml de cada una de ellas, encuentre el equivalente 

al 60, 100 y 120 " del limite U.S.P. de cada disolvente. Estos 

equivalentes se c·alcular6.n en base a la cantidad de meti !dopa que 

se puede analizar (determinada en 3.3.3.1, pag. 60> y considerando 

que el limite u.s.P. de cada LO.V. corresponde al 100 "· L.os 

limites U.S.P. para las r.o.v. expresados en ppm aparecen en la 

Tabla 3 (pag. 14>. l.as so 1 uc iones de referenc 1 a también deber6.n 

contener a la substancia de referencia interna a la concentración 

ajustada en 3.3.3.3. 

a. Proponer por medio de diluciones seriadas (utilizando metano! en 

la primera y medio de disolución en las restantes), la preparación 

de las soluciones de referencia al 60, 100 y 120 "' de manera que 

las impurezas or96.nico.s volb.tiles estén contenidas en las 
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soluciones de referencia a las concentracion•& que r•sulten de 

aplicar la ecuación 36 para cada I.O.V. y para cada •oluclón de 

referencia. Asegurar la completa disolución de cada disolvente en 

cada dilución conforme a los datos blbllogr~ticos de solubilidad de 

las l.O.V. y de la substancia de referencia interna. 

<Ec. 361 

donde: 

1.0.V. = concentración de la• impurezas orgAnicaa volAtil•• en 
laa soluciones de referencia expresada en mg/ml. 

MOP • cantidad de m•tlldopa que puede ser analizada expre•ada 
•n mg (determinada en 3.3.3.1, pag. 60>. 

ppm = partes por millón de cada t.o.v. conforme a la Tabla 12. 

Tabla 12. Concentración lppm> de X.O.V. en cinco mililitros de la• 
soluciones de referencia. 

Partea por millón para preparar 
Impureza Orgb.nlca la aoluclón de referencia al 

Voll>.ti l 
60 ,. 100 • 120 ,. 

Benceno 60 100 120 
Cloroformo 40 50 60 
1,4-Dloxano 60 100 120 
Cloruro de metlleno 60 100 120 

3.3.3.5 SELECCION DE LOS PARAMETROS DEL INTEGRADOR 

- Atenuación: elegir una atenuación tal que •• regl•tr•n todaa la• 

sefaales de los componentes de la muestra de referencia al 100 "• 

sin que abarquen toda la carta. 
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- Velocidad de carta: elegir la velocidad de carta con la cual 

todas las sei\ales se puedan distinguir con claridad. 

- Ancho de la sei\al: 

todas las sei\alas. 

elegir aquel valor que cubra el ancho de 

- Nivel de ruido: con el sistema acondicionado, programar el 

integrador para que evalúe el nivel de ruido de forma automática. 

- Area de rechazoi elegir el área de la sei\al de interés mas 

pequei\a, calcular un 10 ~ menos en el área y asumirla como área de 

rechazo. 

3.3.3.6 EVALUACION PRELIMINAR DE LA PRECISION 

Según lo especificado por la U.S.P. XXII, se requiere que el 

coeficiente de variación de las respuestas individuales sea menor 

al 15 " (661. 

Acondicionar el sistema durante 20 mln de la forma indicada 

anteriormente. Utilizar •1 programa de temperatura establecido en 

3.3.3.3 y loa parámetros del integrador elegidos en 3.3.3.5. 

b. Preparar cinco muestras de referencia al 100 " <3.3.1.10, pag. 

571. 

c. Inyectar las muestras de referencia al 100 "· 

d. Cálcular el C.V. (ecuación 14 1 pa;. 44) de las respuestas da las 

l.O.V. y de la substancia de referencia interna. 
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3.4 VALIDACION 

3.4.1 SELECTIVIDAD 

a. Preparar dos muestras de referencia al 100 " (3.3.1.10, pag. 

571. 

b. Inyectar las muestras de referencia al 100 "· 

3.4.2 PRECISION IREPETIBILIDADI 

a. Preparar quince muestras de referencia al 100 " (3.3.1.10, pag. 

57) a partir de tres soluciones de referencia al 100 "• preparada• 

de forma Independiente el mismo dla y por el mlamo anallata Cotnco 

muestras d• cada solución de referencia al 100 ">· 
b. Inyectar las muestras de referencia al 100 "· 

3.4.3 INTERVALO Y LIMITE DE DETECCION 

a. Preparar al meno• tres mueatra• de referencia al 80 "• al meno• 

tres muestras de referencia al 100 " y al menos tres muestra• de 

referencia al 120" C3.3.1.9, 3.3.1.10, 3.3.1.11, pp. 56-57). 

b. Inyectar la• mueatraa de referencia al 60, 100 y 120 "· 

3.4.4 TOLERANCIA 

3.4.4.1 ESTABILIDAD DE ~A MUESTRA 

a. Preparar al menos seis muestras de referencia al 100 K 

13.3.1.10, pag. 57). 

b. Inyectar la mitad de las muestras de referencia al 100 " al 

tiempo cero o inicial 1 t 0 ). Iny•ctar el resto de las mue•traa a 
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las 24 horas 1 t24 J, cuyas condiciones de almacenamiento son 

temperatura ambiente c2o•c ~ 2•CJ e iluminación natural. 

3,4.4.2 CANTIDAD DE SULFATO DE SODIO 

a. Preparar al menos sel& muestras de referencia al 100 "· la mitad 

de el las deberb.n contener 2.49 g de sulfato de sodio y el resto 

2.51 g de sulfato de sodio (3.3.1.10, pag. 57). 

b. Inyectar las muestras de referencia al 100 "· 

3.4.4.3 PRESION DEL AUTOMUESTREADOR DE LA FASE VAPOR 

a. Preparar al menos seis muestras de referencia al 100 " 

C3.3.1.10, pag. 57J. 

b. Inyectar la mitad de las muestras de referencia al 100 " 

operando el automueatreador a 1.0 bar, e inyectar el reato de las 

muestras de referencia al 100 " a 1.4 bar. 

3, 4, 4. 4 TEMPERATURA DEL BAAO DEL AUTOMUESTREADOR DE LA FASE 

VAPOR 

a, Preparar al meno a •• 1. muestra& d• referencia al 100 " 
(3.3.1.10. pag. 571. 

b. Inyectar la mitad de las muestras de referencia al 100 '" 
operando el baf\o del automuestreador a e4•c, e inyectar el reato d• 

las muestras de referencia al 100 " a e&•c. 
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3.4.5 EXACTITUD AL 100 • 

a. Preparar tres muestras placebo adicionado de solución de 

referencia al 100 % 13.3.1.12, pag. 571. 

b. Inyectar las muestras placebo adicionado da solución de 

referencia al 100 %. 
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CAPITULO IV 



R E S U L T A D O S y D I S C U S I O H 

4. 1 RESULTADOS 

4.1.1 HETODOLOGIA 

La solubilidad de la metlldopa en los medios acuoso• de 

dlsoluclón Acldo y neutro fue comparable. La meti !dopa a una 

concentración de 40 mg/ml Ca BS•C) es perfectamente soluble en una 

solución de ácido clorhidrlco 0.5 H en presencio. de 2.s g de 

sulfato de sodio. Por lo tanto el medio de disolución apropiado 

para disolver 150 mg de metildopa es la solución de HCl 0.5 M 

(concentración que daba quedar en el vial, es decir, en una muestra 

de referencial. A&i pues, la preparación de la muestra problema•• 

la siguiente: 

Muestra problema 

Pesar 2.5 9 da sulfato de sodio en un vial de 10 ml. 

b. Adicionar 150 ± 1 mg de metildopa. 

c. Adicioñar 5 ml de una solución de Acldo clorhldrlco 0.5 M. 

d. Sellar~perfectamente y mezclar suavemente. 

En el analisls del comportamiento de la metildopa con re•pecto 

a la temperatura se encontró que ésta se descompone a los 27S•C. 

Entre el tetrahtdrofurano, xileno, tolueno, cicloh«!)(ano, 

isobutanol, n-heptano y n-propanol se seleccton6 al n-propanol como 



substancia de referencia interna para el benceno, cloroformo, 1,4-

dioxano y cloruro de metileno. 

Las condiciones de operacl6n del cromatógrafo de gases e 

integrador establecidas durante el desarrollo del procedimiento 

fueron: 

Cromat6grafo de gases: 

- Presión a la cabeza de la columna: 7,5 psi 

- Flujo a la salida de la columnai 1.eo ml/mln. 

- Temperatura del detector: 260•c 

- T•mperatura del puerto de inyección: 1ao•c 

- Flujo total de gas portador: 35 ml/mln 

automuestreador de la fase vapor), 

- Programa de temperatura de la columna: 

15 ml provienen d•l 

so•c tl.5 mini - 2o•c/mln - 2oo•c to.1 mini. 

Integrador: 

- Atenuación: 20 ltR=O a tR=S.91 2-l ltR~6 a tR=9.11 

- Velocidad de carta: 0.7 cm/mln 

- Ancho de la se~al: 0.04 mln 

- Nivel de ruido: 2 

- Area de rechazo: 1000 unidades 

Los tiempos de retención de cada disolvente, correspondientea al 

programa de temperatura establecido se presentan en la Tabla 13i 
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Tabla 13. Tiempos de ret•nción de I.o.v., sub•tancia de referencia 
interna y disolvente con el programa de temperaturas 
so•c <1.5 min) - 2o•C/min - 2oo•c <0.1 min). 

Disolvente tR lminJ 

Hetanol 2.6 
Cloruro de metileno 4.0 
n-propanol 4.5 
Cloroformo 5 .1 
Benceno 5.6 
1.4-Dioxano 6.3 

Dentro de la revisión de loa factores que afectan la exactitud 

del método analitico, se propuso la preparación de la• soluciones 

de referencia al 60, 100 y 120 % y de las muestra• de referencia al 

BO, 100 y 120 % como sigue: 

Soluciones d• referencia 

1. Solución d• I.O.V. 

1.1 Solución de cloroformo 

Diluir 1.0 g Caproximadament• 0.66 ml) de cloroformo con mezola 

metanol/agua (9:1) y llevar a volumen de 100 ml. 

1.2 Solución d• benceno, cloroformo, 1,4-dioxano y cloruro d• 

metileno. 

Diluir una alicuota de 10 ml de la solución de cloroformo, 0.2 g 

Caproximadamente 0.22 ml > de benceno, 0.2 g (aproximadamente 0.20 

ml J de 1, 4-dioxano y O. 2 g (aproximadamente O .15 ml > de cloruro de 

metileno con mezcla metanol/agua l9:11 y llevar a volumen da 100 

ml. Diluir una allcuota de 5 ml de la solución anterior con a_gua y 

llevar a volumen de 100 ml. 
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2. Solución de substancia de referencia interna 

Diluir 0.4 g <aproximadamente 0.5 ml 1 de n-propanol con mezcla 

metanol/agua 19:11 y llevar a volumen de 100 ml. Diluir una 

all~uota de 5 ml de la solución anterior con agua y llevar a 

volumen de 100 ml. 

3. Solución de referencia al BO % 

Diluir una alicuota de 4 ml de la solución de I.o.v. y una alicuota 

de 5 ml de la solución de substancia de referencia interna con agua 

y llevar a volumen de 100 ml. 

4. Solución de referencia al 100 • 

Diluir una allcuota de 5 ml de la solución de I.o.v. y una alicuota 

de 5 ml de la solución de aubstancia de referencia interna oon agua 

y llevar a volumen de 100 ml. 

5. Solución de referencia al 120 ~ 

Diluir una alicuota de 6 ml de la •oluci6n de I.o.v. y una allcuota 

d• 5 ml de la solución de substancia de referencia interna con agua 

y llevar a volumen de 100 ml, 

Muestras de referencia 

l. Muestra de referencia al ·ao ~ 

a. Pesar 2.5 g de sulfato de sodio en un vial de 10 ml, 

b, Adicionar 2 ml de una solución de HCl 1.25 H. Mezclar 

vigorosamente y refrigerar 1s•c1 durante 60 mln. 

c. Adicionar 3 ml de la solución de referencia al 80 ~. 
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d. Sellar de inmediato y perfectamente. Mezclar suavemente. 

2. Muestra de referencia al 100 % 

a. Pesar 2.5 g de eulfato de sodio en un vial de 10 ml. 

b. Adicionar 2 ml de solución de HCl 1.25 M. Mezclar 

vigorosamente y refrigerar 1s•c> durante 60 min. 

Adicionar 3 ml de la solución de referencia al 100 S. 

d. Sel lar de inmediato y perfectamente. Mezclar suavemente. 

3. Muestra de referencia al 120 S 

Pesar 2.5 g de sulfato de sodlo en un vial de 10 ml. 

b. Adicionar 2 ml de una solución de HCl 1.25 M. Mezclar 

vigoro•amente y refrigerar t5•C> durante 60 min. 

c. Adicionar 3 ml de la solución de referencia al 120 s. 

d. Sellar da inmediato y perfectamente. Mezclar auavemente. 

Las partes por millón nominales del benceno, cloroformo, 1,4-

dloxano, cloruro d• metileno y n-propanol en la• mueatra• de 

referencia al 80, 100 y 120 ~son tTabla 14li 

Tabla 14. Partes por millón nom!'f'lale• de 1.0.v. y •ubatancia de 
referencia interna en las muestras de referencia. 

Mueatra d• referencia al 
Disolvente 

80 " 100" 120• 

Ben cano 80 100 120 
Cloroformo 40 ~o 60 
1,4-Dioxano 80 100 120 
Cloruro de metileno 80 100 120 
n-Propanol 160 200 240 
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4.1.2 VALIDACION 

4,1,2.1 SELECTIVIDAD 

En la Figura 5 aparece el cromatograma del anallsis de la fase 

vapor de una muestra de referencia al 100 "· y en la Tabla 15 el 

valor de resolución obtenido entre cada par de se~ales adyacentes. 

Figura S. An6.llsis de la fase vapor de una muestra de referencia 
al 100 "· 

1-" 2 .7 

1.155 
3.990 

5 .135 ... 5.6 
,_ 6.300 

Tabla 15. Resolución entre cada par de aefiales adyacente• en una 
mue•tra de referencia al 100 "· 

Par de liel\ales Tiempo de Re•oluc16n 
retención Cmln> 

Cloruro de metileno - n-Propo.nol 4.0 - 4.5 3.63 
n-Propca.nol - Cloroformo 4.5 - 5.1 6.67 
Cloroformo - Benceno 5.1 - 5.6 5.17 
Benceno - 1,4-Dioxano 5.6 - 6.S 6.30 
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4.1.2.2 PREC!SION lREPETIBILIDADI 

Tabla 16. Preclsl6n (repetlbilldad> del sistema CrespU••tas 
relativas al n-propanoll. 

Impureza Solución de referencia 
Orgánica Parámetro o.l 100 " Volb.tll Estadlstlco 

1 2 3 

n 5 5 5 
Benceno ;:¡ 11. 6647 11. 7226 11.1945 

c.v. " 3.95 3.71 4.71 

C.V.G. " 3.11 

1 2 3 

n 5 5 5 
Cloroformo ;:¡ 0.4296 0.4305 0.4034 

c.v. " 3.26 2.28 4.04 

C.V.G. " 3.65 

1 2 3 

n 5 5 5 
1, 4-0 l o>eano ;:¡ 0.1843 0.1829 0.1820 

c.v. ·" l.47 1.15 2.53 

c. V.G. " 0.63 

1 2 3 

n 5 5 5 
Cloruro Met lleno ;:¡ l.5445 1.5236 1.4616 

n 
x 

c.v. " 
c.v.o. " 

c.v. " 2.91 2.10 

C.V.G. " 2.86 

Número de datos 
Media aritmética de respue•ta• i:-.elo.tlvaa al 
n-propanol 
Coeficiente de variación 
Coeflclont• de variación global de la• tres 
•oluciones de referencia al 100 ~. 
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4.1.2.3 INTERVALO Y LIMITE DE DETECCION 

Tabla 17. Intervalo del sistema <niveles nominales de 80, 100 y 
120 ppm para el benceno, 1,4-dloxano y cloruro de metileno; y de 
40, 50 y 60 ppm para el cloroformo). 

Benceno Cloroforao 

Nivel experimental Respuesta Nivel experimental Respuesta 
lppml relativa lppml relativa 

9 .2625 0.3356 
9.4074 0.3366 
9.4106 0.3399 

76,66 9.4246 39.69 0.3370 
6.7626 o.3160 
9.5601 0.3410 

11.2253 0.4073 
12.0640 0.4336 

96.60 11.0261 49.67 0.3956 
11. 0136 0.4007 

14.3730 0.5179 
116. 32 14.1347 59.64 0.5091 

13.1315 0.4605 

1,4-Dloxano Cloruro de -t.ll•no 

Nivel experimental Reapueata Nivel experimental R••puesta 
lppml relativa lppml relativa 

0.1446 l. 2472 
o .1391 1.2466 
o. 1342 1.2602 

65.72 o .1480 81.52 1.2256 
0.1433 1.1536 
0.1432 1.2210 

0.1732 1.4904 
0.1876 1.5698 

107 .15 o. 1742 101. 90 1.4390 
0.1707 1.4857 

0.2141 1.8eoo 
128.56 0.2146 122.28 1.8588 

0.2112 1. 7774 
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Tabla 16. Datos estadisticos del intervalo y limite de detección 
del sistema (niveles nominales de ao, 100 y 120 ppm para •1 
benceno, 1,4-dioxano y cloruro de metlleno; y de 40, 50 y 60 ppm 
para el cloroformo). 

Parámetro &6tadlstico Impureza orgbnica volátil 
y 

L.1mite de detección Benceno Cloroformo 1,4-Dioxano Cloruro 
metileno 

n 13 13 13 13 
f 0,1169 0.0083 0.0011 0.0149 

c.v.F. " 3,70 3,47 3.91 3.20 .. 0,2227 0.0011 -0.000017 0,0077 
b 0,1144 0.0083 o.00165 0,0148 
r 0.9753 0.9605 0.9659 0,9637 
r2 0.9512 0.9614 0.9721 0,9676 

Limite de detección 
lppml • 9 4 7 8 

n 
F' 

N~mero de pares de datos o puntos ob•ervados lX,Y> 
Media aritm•tica del factor re•puesta 

c.v.F. " .. 
b 
r 
r2 

Coeficiente de variación del factor re•pueata 
Ordenada al origen 
Pendiente 
Coeficiente de correlacl6n 
Coeficiente de determinación 
L.D •a+ llt><Sxly>>1 «=.o.os 

Tabla 19. AnAll•i• de varianza de re9r••i6n lineal •imple .del 
benceno en el enaayo de intervalo. 

Fuente de 5uma de Orado& de Cuadrado 
variación cuadrado• liJ;>ertad medio 

Reg:real6n 42.3219 l 42.3219 
Residual 2.1590 11 0.1963 
Total 44.4609 12 

F t0.95,1,11) = 4.64 
Ho1 X y Y no astan relacionadas linealmente 
Ha1 X y Y ••t6n relacionadas linealmente 
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Tabla 20. Anb.lisls de varianza de regresión lineal simple del 
cloroformo en el ensayo de intervalo. 

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado 
variación cuadrados libertad medio 

Regresión 0.0569 1 0.0569 
Residuo.! 0.0024 11 2. 16 'l 10-4 
Total 0.0593 12 

F <0.95,1,11) = 4.84 
Ho; X y Y no están relacionadas l lnealmente 
Ha: X y Y están relacionadas Linealmente 

Razón de 
varianza 

261.01 

Tabla 21. Anb.llsis de varianza de regresión lineal simple del 1,4-
dloxano en al ensayo de intervalo. 

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado 
variación cuadrados l lbertad medio 

Reorealón 0.0105 1 0.0105 
Residual 0.0002 ll l.61 X 10-5 
Total 0.0107 12 

F (0.95,1,11) = 4.84 
Ho: X y Y no están relacionadas linealmente 
Ha; X y Y están relacionadas 1 inealmente 

Raz6n de 
varianza 

560.11 

Tabla 22. An&.lisia de varianza de regresión lineal simple del 
cloruro de metileno en el ensayo de intervalo. 

Fuente de Suma de Grado• de Cuadrado 
variación cuadro.do& libertad medio 

Regresión 0.7556 l o.n~s6 

Residual 0.0296 l1 0.0027 
Total 0.7656 12 

F l0.95 1 1 1 111 • 4.84 
Hoi X y Y no e&t6n relacionadas linealmente 
Haa X y Y est&.n relacionadas linealmente 
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Las Figuras 6, 7, e y 9 Cpp. 81-84) correaponden a la 

representación gr6.flca del intervalo para el benceno. clorotor•o• 

1,4-dloxano y cloruro de metlleno respectivamente. 
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Figura 6. Intervalo del Benceno. 

Unidades de respuesto relativo 
15.--~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~-. 

1~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

78.88 98.60 

Portes por millón 

Réplicas -e- Ecuación 

Y 0.1144 X + 0.2227 

61 

118.3 



Figura 7. Intervalo del Cloroformo. 

Unidades de respuesto relativo 
0.6.--~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~-

0.2'-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

39.89 49.87 

Portes por millón 

Réplicas -e- Ecuación 

Y = 0.0083 X + 0.0011 
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Figura 6. lntervalo del 1,4-Diox4no, 

Unidades de respuesta relativa 
0.25~-------------------~ 

0.05 ,__ ___________________ __, 

85.72 107.15 

Partes por millón 

Réplicas -e- Ecuación 

Y 0.00165 X - 0.000017 

63 
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Figura 9. Intervalo del Cloruro de metil•no. 

Unidades de respuesta relativa 
2.--~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~-. 

1 ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~---' 
81.52 101.90 

Partes por millón 

Réplicas -e- Ecuación 

Y O.O 148 X + 0.0077 

64 

122.2 



4.1.2.4 TOLERANCIA 

Tabla 23. 
propanol). 

Tolerancia del sistema l respuestas relativas al n-

Impureza Orgánica VolAtll 
ParA.metro 

Condición estadlstlco Benceno Cloroformo 1,4- Cloruro 
Oioxano Metlleno 

n 4 4 4 4 
o x 11. 3322 0.4093 0.1764 1. 4962 

Estabilidad c.v. " 4.38 4.12 4.29 3.62 
de la 

muestra n 3 3 3 3 
lhoras> 24 x 11.4224 0.4116 0.1774 1. 4394 

c.v. " 1.04 0.59 0.86 1.56 

C.V.G. " 0.56 0.40 0.40 2.74 

n 4 4 4 4 
2.49 x 9.6956 0.3856 0.1739 1.4437 

Cantidad de c.v. " 6.96 6.01 4.08 4.47 
sulfato 

de sodio n 4 4 4 4 
!gramos) 2.51 x 9.9579 0.3954 o .1770 1.4614 

c.v. " 5.04 6.55 1.02 5.12 

c.v.a. " 1.89 1."17 1.25 0.86 

n 5 5 5 5 
1.0 x 10.7989 0.4164 0.1670 1.5268 

Pr••lón c.v. " 4.31 3,94 1.50 2.47 
de preaurl-

zaclón n 4 4 4 4 
lbar) 1.4 j( 10.7870 0.4158 o. 1689 1.5137 

c.v. " 3.02 3.05 0.74 1.57 

C.V.G. " 0.00 0.10 0.00 0.61 

n 4 4 4 4 
Temperatura 64 ;¡ •• 5101 ú.3623 0.1735 1.4562 
del bafto del c.v. " 6.47 s.21 2.19 4.15 
mueatreador 

autom6.tlco n 4 4 4 4 
d• la fa•• 86 x 10.0783 o.3949 0.1750 1.4552 

vapor c.v. " 4.74 4.20 0.97 3.09 
l"Cl 

C.V.G. " 3.65 2.29 0.61 o.os 

n 
j( 

Número de datos 
Media aritmética 

c.v. " 
c.v.a. " 

Coeficiente de variación 
Coeficiente de variación global 
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4.1.2.5 EXACTITUD AL 100 % 

Tabla 24. Exactitud del método al 100 ~ (porclentos d• recobro 
con respuestas relativas al n-propanol). 

Par6.metro 

estadistico 

n 
x 

c.v. % 

x 
c.v. % 

4.2 DISCUSION 

Impureza organica vol4tll 

Benceno Cloroformo 1,4-Dloxano Cloruro meti lene 

3 3 3 3 
106.46 109.02 96.43 109.03 

7.06 6.23 3.72 

Número de datos 
Media aritmética del porclento de recobro 
Coeficiente de variación 

6.05 

La temperatura del bafto del automuestreador d• la fase vapor, 

•1 tiempo de equlllbraclón de las muestra• y el efecto salino •on 

las variables que determinan el desplazamiento del equilibrio 

l iquldo-vapor en al vial. Una temperatura de es• C favorece el 

enrlqueclmlento de la fase vapor con los componentes volátil•• de 

la muestra (cuyos puntos de ebullición astan incluidos en •l 

intervalo 40 - 102•C) sin provocar sobrepr••ión en el lnt•rlor del 

vial, lo cual muy probablemente lo harta ••tallar o •• produclrian 

fugas, y con ésto la subestimación la cuanti'flcacl6n 

correspondiente. Asl pues, al someter a las mue•tra• con •Ul'fato 

de sodio a es•c durante 45 minutos, el equilibrio liquido-vapor d•l 

benceno, cloroformo, 1,4-dloxano y cloruro de metlleno se desplaza 

hacia la fase vapor por aumento de sus constantes d• distribución. 
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El puerto d& inyección a una temperatura de 1eo•c evita la 

condensación de la muestra de vapor que se deposita en él, la cual 

se encuentra a 9o•c1 de lo contrario ésto provoca ria 

irreproducibilidad en la divisl6n del flujo, y la fracción de la 

muestra que entra a la columna no serla representativa de la 

muestra original, situación que mermarla considerablemente la 

precisión del sistema. 

Dada la baja capacidad de muestra de la columna, ésta podria 

saturarse con la muestra de vapor que toma el automuestreador l 1 

mll1 •ln embargo, ésto no aucede ya que con la relación de división 

de flujo empleada (1:16), sólo entra a la columna aproximadamente 

1/16 de la muestra. 

Con el detector a una temperatura de 260•C Ctemperatura 

superior a la temperatura final del programa de la columna) lo• 

componentes de la muostra provenientes de la columna no se 

condensan al llegar a él. De lo contrario se contaminarla el 

detector y se alterarla la estlmaciOn de los componente• de la 

mu••tra. 

Con el programa 50•c Cl.5 mini - 2o•C/min - 2oo•c co.1 mini 

obtiene la completa separación de los componentes de la muestra 

en tiempo de anAlisis de 9.1 min. Con los valores de los 

para.metros de integración establecidos, las seftales de laa 

impurezas org.tnicas vol6.tiles y substancia de referencia interna 

cubren aproximadamente desde el 20 haata el 100 ~ de la carta y se 

obtiene una linea base caracterizada por ruido casi imp~rceptlble. 
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La metildopa es un derivado aminoacido 1 cuyos grupo• carboKllo 

<-COOH) y amino (-NH21 pueden cargarse eléctricamente aegl'.Jn •l 

medlo en el que se encuentren. En medio 6.cido la molécula se 

pro tona (especie 6.cida 1 y en medio neutro tagua J permanece con 

carga neta de cero <especie neutra>. t.a especie acida ea m6.a 

soluble que la neutra, por lo que es razonable que la metildopa se 

disuelva mejor en la solución de HCl 0.5 M que en agua. 

El cloroformo y el cloruro de meti lene presentan uniones 

dipolo-dipolo con la fase estacionarla, el benceno lnteracclOn 

dipolo-dipolo inducido, y el n-propanol y 1,4-dioKano interaccines 

dipolo-dipolo y puente de hidrógeno. Debido a estas interacciones 

ea posible su retención en la columna, cuyo orden de •lución se 

debe a la m•zcla de los efectos da •u• puntos de ebullición y laa 

fuerzas lntermolecular••· 

Cona iderando que para obtener una mezc 1 a homog•nea •• 

lndiapensable la completa disolución del soluto en el dlaolvente, 

en la preparación de las soluciones de referencia, •• utilizó en la 

primera dilución una mezcla metanol/agua (9:1> debido a que ol 

benceno. cloroformo y cloruro de meti lene aon muy •olubl•• en 

alcohol y casi no lo son en agua; en tanto que el 1,4-dioKano y el 

n-propanol son muy solubles en ambos dlsolventea. t.a• di luc"ion•a 

subsiguientes sa real izaron con agua eKclualvamente, y no oon una 

soluci6n de HCl O.S M, para evltar que se verifique una reaccibn 

6.cido-base al momento de mezclarse la solución de referencia oon •1 
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sulfato de sodio en el vial. Dado que se esta trabajando con 

substancias volAtiles 1 no es conveniente que produzca una 

reacción de esta naturaleza, ya que se puede alterar su 

concentración en la muestra. 

No obstante. como se requiere que en el vial quede una 

concentraciOn 0.5 M de HCL, se propuso adicionar 2 ml de una 

solución de HCl 1.25 H al vial con sulfato de sodio y refrigerarlo; 

y después, adicionar 3 ml de La solución de referencia. De esta 

manera, previene La reacción exotérmica y se obtiene una 

concentraci6n 0.5 M de HCl en el vial, El vial se re'frigera para 

controlar mejor la concentraci6n de los componentes volátiles, 

De las cuatro impurezas org6.nicas volátiles al cloro'formo 

deberla de tener la respue•ta de menor tamafío en el detector de 

ionización de Llama, por tener s6lo un enlace C-H y ••tar a la 

mitad de la concantracl6n que el resto de •llaa. Sin embargo, as 

al 1,4-dio)(ano el que produce la menor respuesta debido a que su 

solubilidad en agua es infinita; y por tanto su equilibrio esta. 

desplazado hacia la fase condensada del vial y su recuper~ci6n en 

la fase vapor es pobre1 comportamiento que no presenta el 

cloroformo. El benceno tiene 6 enlaces C-H y adem6• su equilibri_o 

está desplazado hacia la fase vapor dada su casi insolubilidad en 

medio acuoso, de alli que su respuesta sea tan gr~nde. El cloruro 

de matileno tiene 2 enlaces C-H, sin embargo su respuesta es mayor 

que la del n-propanol que tiene 7 enlaces de ese tipo, lo cual se 

debe a que la solubi 1 idad en medio acuoso del primero es mucho 
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menor que la dei ~egundo, y ésto favorece el despla~ami•nto hacia 

la fase vapor. Asi la respuesta del cloruro de m•ti leno •s mayor 

que la del n-propanol a pesar de que este último •• encu•ntra al 

doble de concentración que el primero. 

La resolución entre cada par de sei'iales adyacentes en el 

anAlisis de la fase vapor de una muestra de referencia al 100 " es 

mayor que 3, por lo tanto, se cumple el crit•rio ••tablecido por la 

U.5.P. XXII, 9o. suplemento. 

Los coeficientes de variación de las respuestas individual•• 

del benc•no, cloroformo, 1,4-dioxano y cloruro d• m•til•no en todoa 

los ensayos de validación no exceden •1 limite establecido por la 

U.S.P. XXII, 9o. suplemento (15 ">· 
Aproximadamente el 95 " de la variabi 1 idad total de la• 

respuestas relativas del benceno, cloroformo, 1,4-dloxano y cloruro 

de metileno, es explicada por la regresiónJ ea decir, la ecuación 

de· regresión deacribe adecuadamente la relación entre la• variable• 

partes por millón y respuesta relativa. Amb&• variables •• 

relacionan linealmente en los intervalos nominales de 80 a 120 

partes por millón para el benceno, 1,4-dloxano y cloruro d• 

metileno y de 40 a 60 partes por millón para el cloroformo; con una 

intensidad minima del 97 "· 

El limite de detección del benceno, cloroformo, 1,4-dioxano y 

cloruro de metileno es al menos cinco veces menor que la 

concentración equivalente al 100 " de cada uno de ellos, por lo que 

su cuantificación es confiable en el sistema propuesto. 
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Los porcientos de recobro promedio astan incluidos en el 

intervalo de 96 a 110 %. 

Conformit los resultados de validación, la manera de 

determinar benceno, cloroformo, 1,4-dioxano y cloruro de metlleno, 

en el control de calidad de un lote dado de materia prima, deberá 

ser la siguiente: 

1. Preparar cinco muestras de referencia al 60 %, cinco al 

100 % y cinco al 120 %, como se indica en la sección de resultados 

lpp. 72-741. Conetruir con ellas una curva de calibración con 

niveles nominales de 80, 100 y 120 ppm para el benceno, 1,4-dloxano 

y cloruro de metlleno1 y de 40, 50 y 60 ppm para el cloroformo. 

2. Preparar tres mueatras problema como se indica en la 

sección de resultados (pag. 70). 

3. Inyectar la curva de calibración y las mueatras problema en 

al sistema acondicionado durante una hora las aondlclone• 

eatablecldas <pp. 57-58,71). 

4. Calcular las partes por millón de cada. impureza org6.nlca 

volAtil en el lote problema de metlldopa, aplicando la ecuación 37, 

cuyo resultado promedio (de las tres muestras problema> no deber6. 

€>XCeder los l iml tes que indican en la Tabla 25 para establecer 

que se encuentra dentro de especlficaclón1 ya que de lo contrario 

se deber& rechazar el lote: 

ppm = <resouesta relativa - ordenada al origen>C150) 
Cpeso de la muestra)tpendlente) 
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Tabla 25. Limites de aceptaci6n de impurezas or96.nlca11 vol6.t11•• 
en metlldopa, materia prima, por el m•todo de an6.li•ls de la faae 
vapor. 

Impureza org6.nica vol6.til Limite de aceptaci6n 
lppml 

Benceno 120 
Cloroformo 60 
1,4-Dioxano 105 
Cloruro de metileno 120 
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CAPITULO V 



e o N e L u 5 I o N E 5 

El análisis de la fase vapor por cromatografia de gas•• 

capilar permite la adecuada determinación cualitativa y 

cuantitativa del benceno, cloroformo, 1,4-dloxano y cloruro de 

metileno en metildopa materia prima, evitando la descomposición de 

ésta. 

El método analltlco y sistema propuestos, cumplen con los 

requisitos de selectividad, preclsi6n, intervalo, tolerancia y 

exactitud establecidos por la U.S.P. XXIl, 9o. Suplementos 

Ambos son selectivos para el benceno, cloroformo, 1,4-dloxano, 

cloruro de metlleno y n-propanol Csubatancia de referencia 

lnternaJ. 

El sistema es preciso con coeficientes de variación de 3.11, 

3.65, 0.63 y 2.66 "• para el benceno, cloroformo, 1.4-dio>cano y 

cloruro de metileno, respectivamentet todos inferiores al 1~ " 

estableo ido. 

El sistema es lineal en el intervalo de 80 a 120 partea por 

millón para el benceno, 1,4-d1oxano y cloruro de met1leno, y de 40 

a 60 partes por millón para el cloroformo. 

El sistema es tolerable los intervalos de cantidad de 

sulfato de sodio de 2.49 a 2.51 g, presión de 1.0 a 1.4 bar, 

temperatura de 84 a 86• C1 y la muestro es estable hasta por 24 

horas. 



El método analltico es exacto con coeficientes de variaci6n 

para el benceno, cloroformo, 1,4-dioxano y cloruro de meti lene de 

7.0B, 6.23, 3.72, 6.05 "' respectivamente; lodos ellos también 

inferiores al 15 " establecido. 

La calibraci6n por referencia interna mejora considerablemente 

la precisi6n del sistema y del método analitico, lo cual 

particularmente importante en un andllsis de trazas de substancias 

vol6.tiles. 

Deben evitarse los cambios bruscos de temperatura al preparar 

y manipular las muestras, las cuales preferentemente y en la medida 

de lo posible, deben permanecer a una temperatura menor que la 

ambiental. 
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ABREVIATURA 

Ar 
•c 
CH4 
CLAR 
cm 
c.v. 
d. l. 
Ec. 
g 
h 
Ha1 
HCI 
He 
Ho1 
!.O.V. 
kg 
1 
m 
M 
mg 
min 
mi 
mm 
Mohm 
m/z 
\19 
ui 
um 
Nz 
nm 
pag. 
P.M. 
pp. 
ppm 
psi 
"a" 
seg 
T.A. 
tR 
u.s.P. 
w 
X 
y 

APENDICE 

AllREV l ATURAS 

SIGNIFICADO 

A.rg6n 
Grados cent1grados 
Metano 
Cromatografla de Liquldos de Alta Resolución 
Centimetro 
Coeficiente de variación 
Olametro interior 
Ecuación 
Gramola) 
Horas 
Hipótesis alterna 
Acldo clorhldrlco 
Helio 
Hlpóteals nula 
Impurezas org6.nlcas vol6.tlles 
Kilogramo 
Litros 
Metro 
Molar (expresión de concentración) 
Ml·l lgramo 
Minuto 
Mililitro 
Hl l lmetro 
Megaohm• 
Relación ma•a/carga 
Mlcrogramo 
Mlcrolitr.o 
Micra<•> 
Nltró;eno 
Nanómetro<•> 
P6.9lna 
Peao molecular 
P6.glnas 
Partea por millón 
Libra por pulgada cuadrada 
Soluto <o componente de la muestra) 
Segundo 
Temperatura ambiente 
Tiempo de retención 
Farmacopea de los Estados Unidos Americanos 
Ancho de la se~al cromatográfica 
Variable independiente (partes por mil16n) 
Variable dependiente (respuesta relativa) 
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