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Introducción 

Los modelos f'armacocinéticos-farmacodinámicos son utilizados en medicina para 

determinar regímenes de dosificación basados en concentraciones de f'ánnnco en algún 

fluido o tejido biológico. Estos modelos aplican In inf"ormación disponible de fisiología 9 

unatomia .. farmacología y bioquímica para Ja determinación de la distñbución y disposición 

de fiirmacos y nos ayudan a hacer un escalamiento experimental permitiendo el 

planteamiento de investigaciones en animales que no se pueden realizar en el hombre. 

Actualmente~ hacen falta reportes en la literatura : en ·.Jos· cuales se aplique modelaje 

fnrrnacocinético-farmacodinámico-fi_siol~gic~ pa~ e~~lic:=ar:·~(-~o~~~rt.&miento del fármaco 

en el cuerpo humano y del c~erpO _8~t~.,\.el .;. ~á~~3#"~_:.·Y.~·' ~~~~:.·;~~··~~r · asf regímenes de 

==~::::i!~en::sbajs:~~:o~ci~ne:r;t'~p:;~f~~~ªJ;~~;i~]~;:;i:~ de predecir estos 
: , ·- .:"/'.·(~~:;·:~. ::~.<· :: ...... ~-~-.. ~.J¡Y~~!·.: 

Esta tesis forma parte de una inv~~~~.g~c~~:~,~~ .qu'7;·A~.~~(~e~.itlitiñí ·encontrar un modelo 

fürmacocinético-farmacodiná~ic:o ... fisi~·~ó~i-~,ó . .::;·::~~~:l. i~'~\~j~'~: '?~.~ dos anti inflamatorios no 

esteroides: Naproxeno e lbuprofeno' :~ .. -~~~~· .. :'i~~~~cifi·~6~;!.·;p~fánnacos, Naproxenato de 

Naproxcnilo e lbuprofenato de .lbu_~ro~~n:i,l.~.;-~~-r( ¡~\~·fci·~.·~ciÓn resultante, se podrán hacer 

predicciones de distribución y disp~·Si.~ió~ ·;~d~~~'.~~.;~.:~á~~~:;os· y profánnacos en humanos 

que dcrivarj de manera directa en la ~b~~rl-~.i.~.~~~~~ ·reSrmenes de dosificación para su mejor 

utili7..ación en la clínica .. 
' .. ·, ;_.:.:_.~;;·-

El uso clínico de un prof"ármaco. coní;,'el ·N=prd~enato de naproxenilo, esta condicionado 
por su paso a través de las cuairó., r8~~~-~~C).-.v~~du.cción de fánnacos. Para su estudio 

•• e ;" .-"." '··:''· •·•·•''f-.< 
fnrmacocinético y de toxicidad en animales .dC Ia.~o'ratorio es necesario un método analítico 

vnlidado que nos permita cuantiticarlo,'·junto··con la molécula activa y metabolitos 

relacionados .. primero en solución y después en plasma de animales de laboratorio. Así 

mismo. el desarrollo de una técnica con estas características permitirá generar Ja 

correspondiente para su futura aplicación en estudios en humanos. 
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Introducción 

Así los objetivos del presente trabajo son: 

Desarrollar un sistema cromatográfico para Ja cuantificación de naproxeno. 

nnproxcnnao de naproxenilo y naproxol en solución por cromatografia de líquidos 

de alta resolución, empleando técnicas de disei'io experimental. 

Caracterizar el desempefto del sistema desarrollado mediante la evaluación de Jos 

siguientes pnrá~'etros'·d~.\falidación de un método analítico: selecti~idad, linealidad, 

precisión. 
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Generalidades 

2.1 ANTllNFLAMATORIOS NO ESTEROIDALES (AINES). 

Los antiinflamatorios no esteroidalcs (A INES). al igual que Jos estcroidales., 

presentan actividad analgésica y antipirética; a excepción de que casi todos son ácidos 

orgánicos y tienen entre sí poca relación química., companen las actividades terapéuticas y 

ciertos efectos colaterales. El compuesto prototipo es el ácido acetilsalicílico pero a 

diferencia de este (que modifica a la enzima ciclooxigenasa de forma equivalente) son 

inhibidorcs reversibles de Ja actividad de ciclooxigenasa Ja cual cataliza Ja conversión de 

ácido araquidónico (AA) a prostaglandinas (PGs). Se excretan por filtración glomerular o 

sccrcckjn tubular por Jo que Ja duración de la acción depende de su cinética de eliminación; 

así. se dividen en dos grandes grupos: aquellos con vida media breve (menor a seis horas) y 

los que cuentan con vida media larga (más de 10 ho_ras). El hecho de que sean. ácidos 

orgánicos hace que se acunlulen en los sitios de in.namación, es decir., lugares donde se 

requiere su acción farmScológica. 1 

La clasificación quÍ,mi~a de:;~-~ an~·lgé~icOs~· anlipirét~cos y' anti inflamatorios no csteroidales 

es Ja siguiente: 

1. Derivados d~J° á~id~_~úC'-r-1i~o~ -

As~~·~~~~~~:-~~·¡¡·~,Ú~lo ~de sodio~ trisalicilato de magnesio y colina. diflunisal., 

ácido' SalicilsaliCilico., sulfasalazina., olsalazina . 
. . ·. 

2. DerivadoS del para-aminofcnol. 

Acetaminofén. 

3. lndol y ácidos indenacéticos. 

lndometacina .. sulindac., etodolac. 

4. Ácidos hcteroarilacéticos. 

Tolmctín., diclofenaco., ketorolaco. 

5. Ácidos urilpropiónicos. 

lbuprofcno. naproxeno ... flurbiprofcno .. 

oxaprozina. 

6. Ácidos antranilicos (fenamatos). 

Ácido mcfcmimico, ácido mcclofcmimico. 

kctoprofeno, fenoprofeno., 
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7. Ácidos cnólicos. 

Oxicam (piroxicam. 

oxitbnbutazona) 

8. Alcanonns. 

Nnbumctona. 

tcnoxicam). 

2.2 MONOGRAFIA DEL NAPROXENO '-'-' 

Generalidades 

pirozalidindionas {fcnilbutazona. 

El naproxcno es un derivado del ácido propiónico {ácido S-6-Metoxi-alfa-metil-2-

nufialcnacéti~o [ácido d-2-(6-mctoxi-2-na~il) pr~piónico. C1 4 H 1403]} y tiene un peso 

molecular de 230.26 g/mol. Su fórmula molecular se muestra en la figura 1. 

Es insoluble en agua p~r~,f;¡~Y:··g·~r:~b_i~·;_~n ·,;lo~of~rmo9 metanol. etanol y éter; tiene un pKa 

de 4.7 y Ju dosis letal ffie(f¡D'cLDSQ)'¡;j, "i-iilo~t!S-es 1234 mg/kg administrada de forma oral y. 
' ->e:-'-''·- < •• 

por Ja misma vía. én · ratas"Cs ~~ !~34 lng/kg. 

. ·\ .. _. '-: .. -.- ...... '.: ·~ 
Sus datos fUrmacOciÍié-Ú~~~-~S~~-;.1 · · 

Dispo~ibilidad o.;,J = 99% 

E~Cr~~ión ~riñaria :<1 % 

unión··~ ~~t~r~·~ ·del; 99.7% 

Depuración de 0.55 Uh/70 kg 

Volu·in~n de distribución: 1 1.2 L / 70 kg 

Tiempri de vida media t 1n = 14 h 

TESIS CON 
FALLA DE r~1GEN 

Las concentraciones efectivas son arriba de 50 mg/ L 

Su uso esta indicado en anritis reumatoide. ostcoartritis. cspondilitis anquilosante, gota. 

artritis reumatoidc juvenil. afecciones musculocsqueléticas y pcrif"erinrticularcs tales como 
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lu tcnosinovitis. bursitis. tendinitis y Júmbago; es administrado en traumatología y cirugía 

después de distensiones. esguinces y manipulaciones ortopédicas. junto con el ibuprofeno 

es utilizado para inhibir la fiebre'·". 

Se desconoce el mecanismo exacto de acción del naproxeno pero es claro su efecto en la 

inhibición.de la síntesis de prostaglandinas, se absorbe del tracto gastrointestinal después de 

ad1nínistrarlo oralmente y los niveles plasmáticos máximos se alcanzan a las 2 ó 4 horas 

cstabili7.ándosc su concentración en sangre después de 4 ó S dosis. La absorción es mayor 

con alimentos y puede acelerarse con la administración concOinitante de bicarbonato de 

sodio o reducirse con el consumo de óxido de magnesio o hidróxido· de ai~minio. También 

se absorbe desde el tracto rectal aunque por esta vía ·t~rda -~ás ~-~)teg~~· ~'.~onc_':nÍ~ciones 
máximns 1• 

J ... a Unitcd Statcs Pharmacopeial Convention"' registra en el 2001 dos f~~~--·~~~~acéuticas 
con naproxeno en forma de suspensión, diez p~esentaciones ·co~.:~~j,~-6-~~~¿,··~~rtitbl~ta para 

liberación retardada y cuarenta y cinco en forma dC t~bl.eta c·~~¿·~; ~<(j¡·f~-;~n'l~s. dosis, hay 
.• · ... ,: .•,!::....~,· •• ·.•·· >. . 

que añadir la existencia de dos geles de administración o;ral.' Pi:t.fil"-~_1'-~á"j)roxenO sódico hay 

registradas veintiséis presentaciones a diversas dosis Y. trCs p·rc;~é·ntaCiOn~~··de tablCtns con 

liberación controlada. Para México, el Diccionario, de :··Es·~¡;c;¡;ii.dádes. FBrmaceúticas ~ 
reporta quince marcas a diversas dosis y formas fa_rm~c_~-~~~i~~ ·~C~n naproxeno solo o 

combinado y tres para naproxeno sódico. 

Los programas de administración adecuados para el ~apr?~Crt~· son 5
: 

Anritis. 

Adultos: Tomar 250. 375 o 500 mg dos veces al día, la dosis puede aumentar 

según el caso hasta los 1500 mg por día. 

Niños: La dosis se debe basar en el peso corporal con S mg por kilogramo 

dos veces ni día. 

Bursitis .. tcndinitis. dolores menstruales y otro tipo de dolor. 

Adultos: 500 mg la primera dosis y luego 250 mg cada seis u ocho horas. 

Niños: a consideración del médico. 
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Gota. 

Adultos: 750 mg para la primera dosis y luego 250 mg cada seis u ocho 

horas. 

Niños: el uso y dosis debe ser determinado por el médico. 

Para las tabletas de liberación prolongada: 

Artritis y dolor. 

Adultos: 750 a 1000 mg al día 

Nii'ios: estas tabletas ~on demasiado fuertes para un niño. 

J)ara supositorios rectales: 

Artritis. 

Adult·~.~{~_~'Cf~~b~;:~~~~~~ ·',ª _nC:.che un supositorio de 500 mg, en combinación 
·' con f o~.i-1~ ;f ~;~~~é:~ti~áS ~~les. . 

Niitos;-'No·~t·k~:-_·iúP~~ii~fioS·~: ·' 

Sus mctnb¡,Ji~?S se ~~~~~-':1~~ri ~·~a:Si P,~r completo eri la orina. 30% del fármaco muestra 6-

dcsmctilaciórl, e! Pr¡,cÍ·~~~~- de -=-~sta reacción (naproxol, figura 2) y el . naproxeno son 

eliminados~~ ·g~n -~~~Po~iÓ~·c.Omo glucurónidos y otros conjugados". 

~OH 

HO~ 
Fig 2 Fóqnula molecular del 0:desmetilnaproxeno <naproxoll 

Como integrante de los antiinflamatorios no esteroidales9 causa efectos secundarios cuando 

se toma por periodos largos o en dosis altas. Los AINES pueden tener reacciones 

indeseables en el flujo sanguíneo del feto o recién nacido y en animales se ha visto que 

aumentan el tiempo de duración de Ja gestación o el tiempo de trabajo de parto; por estas 

razones. incluso los fármacos de no prescripción como el ibuprofeno y el naproxcno no 

deben administrarse durante el embarazo. 

f TESIS CON I 
FALLA DE ORJGEN 
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La administración de naproxeno en nif'los aumenta Ja incidencia de rash en piel. No debe 

tomarse sí hay úlcera péptica activa o hipersensibilidad; puede haber reacciones cruzadas 

de sensibilidad con otros antiintlamatorios no esteroides; se ha encontrado en leche humana 

y. udemós. cruza la placenta .. hecho importante ya que pai:a naproxeno específicamente .. sí 

se hon realizado estudios en animales que demuestran los efectos que causa en el feto sobre 

el flujo sanguíneo.~ 

Las reacciones adversas más -comun.es· son malestar abdominal, dolor epigástrico, cefalea .. 

náuseas .. ancmi8: aplásica y~hem~~ít.ica, meriingÍtis asépti~ incapacidad de concentración, 

somnolencia .. colitis .. neumonitiS COsinofTlica.. eritema multiforme, hepatitis fatal. falla renal, 

reacciones· de fÓto~~n~ibi'rfd~d ... ~asculitis .. trastornos visuales, etc. Debe evitarse si hay 

úlcera péptica aCii~il o male~ia~ abd~ri,inal. !' 

Esté fármaco ~ar:nbién ~.ü'~de encontrarse en form~Jación como Ja sal de sodio. La :fónnula 

molecular del naproxenato de sodio es C 14H 1]Na03 con un peso de.252.25 .. 'es un polvo 

blanco., prácticame.~te i~oloro; su·p~tente actuñi (con-el nombre :de NAP_RÉLÁ.N} vence el 

10 de junio del 2014 y debe ad~i~~st~~e-e~ un.a _d~sf; 10·%?~~~~~-.~-l~;~~P.~x~~~-
. . 

El uso de un profármaco que produzca en menor grado los ya Citados efectos colaterales 

causados_ por el naproxeno ayudaría a un mayor uso de éste como molécula activa. Un 

profiirmaco es un compuesto· biológicamente ina'ctivo modificado que regresa a la 

estructura activa una vez que se encuentra cerca del sitio de acción: o bien, cuando se hace 

la reconstitución (en el caso de polvos secos). Los profármacos son disef'lados para 

modificar las propiedades farmacocinéticas. tisicoquímicas o de toxicidad de la sustancia 

original 6
'
7

• El Naproxenato de Naproxenilo8 (ver figura 3) es evaluado como profánnaco 

del naproxeno .. esta constituido por dos moléculas de este y es sujeto a hidrólisis por 

csterasas para liberar In forma activa. El futuro uso del Naproxenato de naproxeni10 en 

clínica esta condicionado por su paso satisfactorio a través de las fases preclinica y clínica 

de desarrollo e investigación de un nuevo fármaco9
• Para su estudio farmacocinético o de 

toxicidad en animales de laboratorio es necesario un método analítico validado que nos 

permita saber su concentración en solución .. la cantid::id de Naproxeno como sustancia 
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activa y de NaproxOI (figura _2) como principal metabolito puesto que así se encontrarán en 

plasma. Fi~nl~~ntc~ el·-des'a~Úo de un método con estas características pennitirá generar 

el corrcspondicóte dcs~-i~ad_~ ·a su aplicación en estudios en humanos. 

·~·.····o~.._,,, 

CH,6 . . . ~ ~ OH
0

C 
.. 1 

Fig 3 Fórmula molecular del Naproxenato de naproxenilo. 

2.3 CROMATOGRAFIA. 

Ciencia analitica de las separaciones químicas (chroma es color y grophein 

escritura)~ la cromatografla fue documentada por primera vez por el científico ruso Mikhail 

Tswett en 1903; Tswett trabajo con extractos de plantas que hizo pasar por una columna de 

vidrio empacada de partículas sólidas de carbonato de calcio logrando una separación del 

extracto en bandas de colores. Actualmente> la cromatografia es una de las herramientas 

más poderosas para el químico analista con aplicación en diversos campos científicos lo 

que ha incentivado el desarrollo e investigación de nuevas tecnologías y métodos de trabajo 

para hacer más eficiente la separación de sustancias de una mezcla.'º 

En Ja Furmacopca de los Estados Unidos Mexicanos 11 se define a la cromatografia como 

un proceso de migración diferencial en el que los componentes de una mezcla son 

transportados por una fase móvil. ya sen gas o líquido. y son retenidos selectivamente por 

una fase estacionaria que puede ser líquida o sólida. La división de la cromatografia según 

Ja naturaleza de las fases involucradas y los mecanismos de separación se puede ver en Ja 

figura 4. 

TESIS CON 
FALLA DE OillGEN 
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---~rt*·I 

GAS-SÓLIDO 
Adsorción 

GAS-LÍQUIDO 
Partición 

EN 

·I PLAN 

Generalidades 

Fig 4. Tipos distintos de cromatograffa. 

Los distintos mecanismos de separación que se llevan a cabo en la cromatografia de 

líquidos dan Jugar a una clasificnción de este método analítico en particular: cromatografia 

líquida de partición, de ndsorción. de intercambio iónico y de exclusión molecular. En la 

primera (que es tipo liquido-liquido). las dos fases líquidas pueden llevar a cabo la 

separación pues presentan composiciones diferentes y son inmiscibles entre sí,. Ja fase 

cstacionnria forma una película delgada en la superficie de un sopone sólido y el soluto se 

equilibra entre este líquido estacionario y la fase móvil: en la cromatografia líquido-sólido 

o de adsorción el equilibrio entre el estado adsorbido del soluto en la fase estacionaria 

sólida y el soluto en Ja solución es la causa de la separación de las moléculas de soluto; en 

Ja cromatografin de intercambio iónico hay una interacción entre especies iónicas y de la 

fucr/.n de esta depende el tiempo de retención de la molécula a analizar; finalmente, en la 

cromatograria de exclusión molecular. el empaque es de un material poroso que solo 

permite Ja retención de partículas con un tamaño especifico. permitiendo así. su separación. 

Accualmentc. esistcn algunas modificaciones de los tipos arriba descritos. como la 

cromatografia de fases enlazadas que se realiza en fase normal (fase móvil no polar. fase 

· TESIS-CON :J 11 
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estacionaria polar) y en fase inversa (fase móvil polar y estacionaria no polar). la de par

itlnicO. de aílnidad9 cte.'º 

Lns técni~s,.comú":mente usadas en cromatografia de líquidos son las de fase nonnal y de 

fuse rcvcrS'u; La fase normal es la modalidad original utilizada por Tswett; opuesta a esta. la 

fase rcV:;;~¡;·~~·tiliza- una fase estacionaria de características no polares y los disolventes de 

ca~d~~~~:_.-,~?J~-~ ~ __ ¿~-ri ~uyo- caS09 la fuerza eluotrópica aumenta por la adición de algún 

diS0Jvc11te ÍriC_~oS' pOlar). Esta última técnica descrita es9 de las dos, la más utilizada dentro 

dC Ja ·~ró~'~Ú)g~~lfla de Úquidos de. alta eficiencia (CLAE) pues el uso de disolventes 

polares._ ~-~ri,~ .ci agU~~- ofr,ece ~entajas en el manejo instrumental y analítico al aumentar el 

rango de pH ·posible á manipular y el grado de polaridad de Ja fase móvil. Además, el uso 

de coluril~~~;;d~ "pa'rtíc~las dC· sil~no con moléculas orgánicas ligadas hace posible contar 

con uná faSe. esl~~i~~·aria no polar cuyas características químicas se pueden modificar 

adccuándonOs así,· a _las necesidades de separación de nuestra muestra aÍlalítica en una 

amplia variedad de compuestos que se deseen separar. Para seleccionar de inicio CI tipo de 

fase unida ni sopone podemos guiarnos en el siguiente cuadro (Tabla 1) donde se muestran 

Jos diferentes compuestos químicos que se pueden separar haciendo uso de la CLAE en sus 

diversas modalidades. 

Tioo de comouesto Modo· ··F•- -taclon•rl• ·· :-·· -F•- m6vll:;··: -·-
Neutros C18, C8, C4, ciano, Agua I orgánicos Ácidos débiles Fase inversa 

Bases débiles amino Modificadores 

lónicos, bases, Agua I orgánicos 

ácidos Pariónico C18.C8 Reactivo para par 
iónico 

Compuestos no Fase normal Silica, amino, ciano, Orgánicos solubles en aaua dio! 

Compuestos iónicos, Resina de Buffer acuoso Intercambio iónico intercambio aniónico iones inorgánicos o catiónica Counterión 

Compuestos de alto Poli estiren o Acuosa - orgánico 
peso molecular. Exclusión molecular Sllica Para permeación en 

Poli meros gel 
Tabla 1. Aplic•clonea de la Crom•togr•fi• de Hquldoa. 



Generalidades 

En la cromatografia de líquidos de alta eficiencia se ha tomado ventaja del desarrollo 

tecnológico para agilizar y hacer más eficiente el proceso cromatográfico para líquidos en 

columna: se aplica una sobrcprcsión que permite acelerar la separación con una 

disminución del tiempo de análisis, incluso en mezclas muy complejas (como podría serlo 

un producto biológico). además se permite el análisis de sustancias termolábiles que no 

podrían ser nu:mejadas por vaporización en un cromatógrafo de gases (se descomponen al 

vaporizarse). Actualmente es una de las técnicas de mayor aplicación en el área clínica y 

fhrmacéutica para el análisis rutinario de fármacos y sus metabolitos en fluidos biológicos: 

aporta sensibilidad, especificidad y es de fácil manejo instrumental. El siguiente es un 

esquema (Fig 5) de las partes con que cuenta un equipo para cromatografia de líquidos. 

TESIS CON 
FALLA DE OFJGEN 

En la tabla 2 se enlistan las ventajas de uso de la cromatografia de líquidos de alta 

cficiencin con las que podemos justificar su alto grado de aceptación y amplio uso en la 

<.lctualidad. 

Venta •• del uao de I• CLAE. 
Gran mercado en el mundo instrumental analltico 
Amplio espectro de aplicaciones 
Excelente capacidad para el análisis de trazas (ppb) 
Rapidez y adaptabilidad al análisis cuantitativo 
Variedad de mecanismos de operación 
Temperaturas de análisis próximas a la ambiental 
Información de separaciones históricamente desarrolladas 
Alta sensibilidad, especificidad, exactitud y precisión de ros resultados 
Tecnologla en instrumentación 
Amolio ootencial en investiaación v desarrollo 
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Simplicidad en metodologfas 
Compuestos no iónicos, iónicos e ionizables pueden ser separados por la misma 
columna y la misma fase móvil 
La fuerza de atracción superficie no polar·analito es débil 
La adsorción irreversible, frecuente en sílica gel, rara vez ocurre 
La fase móvil predominante es agua, abundante y económica 
El modificador orgánico predominante es metano! accesible en ·precio con calidad 
adecuada 
El orden de·elución es predecible, en función de la hidrofobicidad del analito 
Se necesita poco tiempo para el equilibrio del sistema luego de un cambio en la fase 
móvil 

Tabla 2. Ventajas de uso de la cromatografía de lfquldoa de alta •flclencia. 

2.4 EL PROCEDIMIENTO ANALÍTICO 

Un procedimiento analítico puede ser explicado con un esquema de ucaja ~egra"" 

representando una situación en la que nada se conoce sobre el proceso y/o componentes 

fisicos .. químicos. mecánicos o eléctricos involucrados y con el que sea posible .. transformar 

Ja muestra .. de composición desconOcida,' ~~:una ·de características conocidas. 

En In figura 6. las va~iabl-~~-~e"·c;,·;~~~~:-j{-:>.X~~~~i~ :.; ... Xn representan Ja concentración, las 

cantidades. e ide~~~~~-d~sp~~~-~t~~---;:~~~r-~:~C~ue~tra y las variables Y1 .. Y 2,. Yj ..... Ym 

representan las medic.io~-~~ c"4:1~J_~·,~-·~ .. ~~~~~~.di_fe.rentes) o variables salida. La relación que 

se du entre estos. do_s .,~-i~~.s.~»:d~~ ~:~~r!~~{i~-~~-, mu)' importante pues de esta depende Ja 

generación de los resu_'t~~-~s: ~"-~-~íti~O-S::·~:·~Srtir--de las mediciones. Las letras U con los 

diferentes subindiccs cO:rr~~~_ríde~~·~:_¡~~::~a¡.i~bles controlables .. éstas tienen gran influencia 

en Ja medición y por Jo tanto .. ~n la relación de las variables de entrada y salida X - Y. Las 

variables que no pueden ser controladas se indican como Z y generalmente se desconocen 

aunque se este consciente de su presencia y posible efecto. como por ejemplo. cambios en 

el voltaje de luz.. temperatura del ambiente. etc. 
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Flg 6. Esquema de caja negra de un procedimiento •n•Utlco. 

La información que se obtiene de Ja muestra a panir del procedimiento analítico puede 

verse como la diferencia entre la composición de esta antes y después del análisis: 

difCrcncia en la que influyen los cuatro tipos de variables arriba citadas. El procedimiento 

anulitico por el que esta muestra es procesada se esquematiza en la figura 7. 

Muestra 
Tratamiento 

dela 
muestra 

Medición 

Fig 7. Proce•o anaHtlco de Identificación de la mu-tra. 

Obtención 
de datos 

La composición .. como una propiedad de la muestra .. debe ser medida adicionando cieno 

nivel de ruido. La identificación es posible cuando la relación entre X y Y es conocida y 

cuando la scñ3I no se oculta con el ruido. 

:?.5 DISF.ÑO Y ANÁLISIS DE EXPERIMENTOS 12 

Un diseño de experimentos involucra una serie de pruebas en las que se inducen 

cambios deliberados en las variables de entrada de un proceso o sistema para poder 

ohscrvur e identificar las causas de Jos cambios en las respuestas de salida. 
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Los métodos de diseño experimental tienen aplicación en un gran número de disciplinas 

optimizando el trabajo de experimentación; se emplea en el desarrollo de nuevos procesos y 

para m~Jorar el rendimiento de Jos ya implementados; por ejemplo. algunas aplicaciones en 

el diseño técnico son al utilizar Jos resultados para evaluar materiales alternos. para 

seleccionar parámetros o condiciones de trabajo máximas y mínimas (datos de robustez). 

etc. Asf~ obtenemos productos con mayor confiabilidad y mejor funcionamiento en el 

campo de trabajo. menores costos y menor tiempo de disei'io y desarrollo del producto. 

Para que un experimento se realice de fonna eficiente se deben emplear métodos científicos 

en su plnneación y., con el objeto de pn:>ducir conclusiones válidas y objetivas, se requiere 

de un enfoque estadístico. el cual es .Otro aspecto dentro del planteamiento experimental., 

que debe estar estrechamente .V:inculado' dentro de todo el proceso. Esto es evidente al 

enunciar Jos tres principios básiC~s:e.;· ~l diseHo de experimentos: 

1.-0btención de·.re~J·¡¿á~~:··lo_ .. ~ue pennite estimar el error experimental y ser más 

precisos al prev~i:- Jos ef~~i.~~~: ·: 
2.-Aleato-:-izaCiÓñ~· pn;~esc;·qu~ elimina los factores externos que pudieran afectar a 

Jns vnriabl~S i~Ciep~~·di~·~·~«~~·~: .. 

3.-Análisis por .~foques., paso que incrementa la precisión del experimento al 

manejar ""p3qUetes" O porciones de material experimental más homogéneas en comparación 

con el total. 

Un procedimiento lógico y común para enfrentar un problema usando disei\o de 

experimentos puede enumerarse como sigue: 

1. Comprender y plantear dicho problema. 

2. Elegir factores~ niveles y variables con principal influencia una vez 

analizado el problema. 

3. Seleccionar la variable respuesta más adecuada que ofrezca la 

información deseada y sea capaz de medirse. 
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4. Elegir el disei'io experimental considerando el tamai'io de muestra y el 

orden de Jos ensayos tratando de eliminar los factores que pudieran 

intervenir y que no son controlables. 

5. Realizar el experimento acatando cuidadosamente las condiciones 

establecidas. 

6. Analizar los datos con métodos estadísticos obteniendo el error de Jos 

resultados. 

7. Concluir con base en IÓs reSultados y hacer recomendaciones prácticas y 

útiles para t~baj~~ ~·rut~~~:. . 

- . ··. '• 

El disei'io experimental factorial es una técnica general muy poderosa que pennite descubrir 

las interacciones directaS entre variables pues en estos se investigan todas las 

combinaciones posibles de los niveles de los factores en cada ensayo o réplica completa. El 

tipo más sencillo de experimento factorial es aquel donde intervienen solo dos factores a 

diferentes niveles (diferentes valores experimentales. los más sencillos implican un valor 

alto y uno bajo). 

Factor B 
A 1 Res uesta 
A2 Res uesta 

Tabla 3. Ralaclonea entre factores en un experimento f•ctorlal. 

2.6 VALIDACIÓN 1
"

14
·'" 

Un método analítico empleado para la determinación cuantitativa de un fármaco y/ 

o sus metabolitos tiene un papel muy importante en la evaluación e interpretación de datos 

en un estudio de biodisponibilidad. bioequivalencia o farmacocinética. El método analítico 

debe ser validado para garantizar Ja veracidad y confiabilidad de Jos resultados derivados 

de estos estudios. 

La validación de un método analítico esta definida como el proceso por el cual queda 

cstablccido9 por medio de estudios de Jaboratorio9 que Jas características de 
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cmnponamiento del método cumplen con el propósito para el que fue disei'lado, estas 

cnracteristicas se expresan en términos de parámetros de validación. 13 

Los parámetros analfticos que se incluyen como mínimos de validación son: linealidad, 

precisión (evaluada como repctibilidad y reproducibilidad), exactitud, recuperación 

absoluta. límite de detección. limite de cuantificación, estabilidad de Ja muestra analítica. 

selectividad y tolerancia. Las definiciones, según Ja NOM 177-SSAl-1998 13 que establece 

Jos criterios y requisitos que deben observarse en Ja realización . de las pruebas para 

demostrar Ja intercambiabilidad de los medicamentos genéricos Y.los requ,isitos que deben 

cumplir los establecimientos que llevan a c~bo dich'as pÍ"uebas, Son 1SS:·s¡'g~ientes: · 

;,,,·, "::,'> ,< ; 

La exactitud es. la_ concordancia erltre el·.-··va"Jor obie~idO. ~·x·p~~i~~~~l ·y el. valor de 

reícrcncin. 

:·.", ";·::,, 

La linealidad es la capaC::?idad, .. d~ ._U.~ nié(~d~ ·~~~;l~~i.~~·,: Cfl ~ ur( i.nt~Ñalo de~ trahajo, para 

obtener resultados que sea·n _ diréCia·m.;ntC p·~pOrCiO-na·rc:;s~ a-- ¡3· c·On~éntraCióÓ del compuesto 

en la muestro. .-·;<:.:.~··;:: <'.' : :;;:· :•':~ ~. . ·.:: '.; 
• ··~,~,-· .··' •• :. o :j·'.-~·.é~~~~;.~ ·0:" '._ -. -

El limite de detección e~ la'.c;,~~~~f~~¡¿,; ñír~~:.;'de'~n~~~~~esto en una muestra que 

puede ser detcctada/i pCr;,Fz~i5~n.~.i:i.··.,·.~.:~'.J,;~~~~~,f~~~~tifj~d..: ·bajo las condiciones de 
operación cstablcéid.,:;;;:~y~j '.}; ;,t, • '· . " ./.~\i ;':''':'T: ; " . . j 

El límite '/~·;cu~~t,i~,~~~~~t·,:t~I¡~·1~~i~~!.~}6~j?~~ ~ás baja que puede cuantificarse 
cumpliendo con la eXactitud y ,P·~ecisi~.~-e~tab~ec!das en· el método. 

La precisión es el grado de co~corch:'ncia entre re~Últados analíticos individuales cuando el 

procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea 

del producto. se evalúa como repetibilidad y reproducibilidad. La repctibilidad es In 

precisión de un método analítico que expresa In variación obtenida entre determinaciones 

independientes real i7..ndas en las mismas condiciones: en cambio. Ja reproducibilidad 
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intralaboratorio expresa la variación obtenida a diferentes condiciones de análisis9 tales 

como días .. columnas .. cquipo9 cte. 

El rango es el intervalo definido por las concentraciones comprendidas entre los niveles 

superior e inferior del compuesto. en el cual se ha demostrado que el método es preciso. 

exacto y lineal. 

La selectividad es la capacidad de un método analítico para cuantificar exacta y 

cspeciticnmente el compuesto a analizar9 en presencia de c;>tros co~puestos que _pudieran 

estar presentes en In muestra. :·.:·,.~·~.:·~{< .·,~,.-
L,." •.' J: ;:,., -~ '{~: :.< ... ·;:;~:·> 

Ln tolerancia es In capacidad del método p~~a ob~~~-~~. í-7.~U_1~~-~~!}'~~~·¡·.~~~~~-'.·~x~~t~·~·ª"t~ 

~:~~:::i::sª ~::u¡::~:::~:: ::':~e:~;,~b~~d5a~ ::zjff :~~1~,~~~~'.~~j~,~i}fr~.;.Joy que 
La revalidación es necesaria cuando hay cambios en el proceso de síntesis del fármaco 9 

cambios en In composición del producto terminado~ en. el procedimiento analítico y 

cualquier otro que lo pueda afectar. 

Los partimctros de vnlidación del sistema solo incluyen linealidad y precisión 13• 

2.7 MÉTODOS ANALiTICOS PARA LA DETERMINACIÓN DE NAPROXENO 

El naproxcno~ ni ser un fármaco tan amplinmcnte utilizado~ es objeto de investigación 

constante tanto en el área farmacéutica como en la clínica y Ja variedad de información con 

la que se cuenta cubre necesariamente el área de análisis y cuantificación en muestras 

biológicas. Diversas publicaciones hay referidas a la determinación de naproxeno y sus 

rnctabolilos por cromntografin. Uno de los primeros trabajos, en el que encontramos en 

soluci<ln al nnproxcno en plnsma obtenido a partir de sangre human~ es el publicado en 

1976 realizado por J. P. Dcsager22
9 donde se reporta un recobro del 95% cuantificando por 

cromatogratia de gnses. A partir de este ai'io. se realizan una amplia variedad de 
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investigaciones que buscan realizar una cuantificación precisa y exacta de naproxeno por 

medio de técnicas ·sencillas involucrando al material e instrumental presentes en los 

diversos laboratorios de trabajo y que además, se puedan aplicar en muchos tipos de 

muestras: desde plasma y suero hasta orina, fluido sinovial e hígado, no solo de humano 

sino también de muestras de interés .en veterinaria 23.J•.2-"'i.26
•
27

• Del mismo modo, hay 

publicaciones con desarrollos de técnicas analíticas para la cuantificación del fármaco de 

interés en muestras donde no es la única molécula a medir, incluso se reportan trabajos 

determinando al mismo tiempo la cantidad de otros fánnacos antiinflamatorios no 

cstcroidales muy parecidos estructuralmente28.29.30.:Jl,;Jl.33.:M • Por otro lado, son de especial 

interés las técnicas en que se cuantifican Jos derivados metabólicos -resaltando el método 

de análisis desarrollado, gracias al cual fue solucionado en el laboratorio el problema de 

similitud estructural- lo cual implica, Ja mayor part~ de las veces, un ·~om~o~miento 
cromntográfico similar23.2~.26.27.:J!'i.36_ 

- .. ':·: ...... <_.- .... ; -, 

Dentro de todas las técnicas reportiid~_~a;··al~·~~~~~~J~~~i~nes que se repiten y que son de . . -
gran ayuda para establecer ei p~-~t~· d¿_p~·riid·~··y~_c;I canli~o ·ª s~guir para-desarrollar un 

-.- ··- ,.-·-· ,_, .,-." ·' - . ' .·.~ - - ... - .. ' 

método propio, Cuy~·. ca~ct~-~~·~t~~~~-~~~:~:\~~!~-~·-.~~.~~-t_ificiir_~~e~ás al 6-desmetilnaproxeno y 

al naproxcnnto de 0
: nap~xe:~.il.~~::-~~' 7s~':~~~~n .~:~~~¡-~.~zar~ cromatografia en fase reversa. 

panicularmcnte una fase e~ia~·~~~~~¡~-~~~,; r~·~-·~¡~~~~· ~J 8 a diferentes longitudes, 49 7.5, 1 o, 
12.S,. JS. 18,. y 30 cm 24.27.2.9~~~~~~~:~:-<g.~iJ'~~_í'Ol·enie de 4.6 mm de diámetro y con S 

micrómctr~~ _de. tamaño _de·:·~~~-í~ui~-;:~~:~~ 0>d·i-~lintas marcas. La fase móvil es ácida 

comúnmente, utilizando ácido 'r~~-fórico·:~ Un~ iolución amortiguadora de una sal de 

fbsf8tos para estnblecer ei pH jL_¡~~~ ~~n rTI~Utnol o acetonitrilo como la parte orgánica; hay 
· ... ,. ' 

que notar que las proporcioiles 'de cllda uno- de los componentes de la fase móvil dependerá 

de las características de la columna para así, obtener Ja respuesta deseada; como ejemplo 

tenemos el trabajo reportado por Upton et. a128 donde usa un 8% de acetonitrilo y un 92% 

de fosfhtos O.OS M·de pl-I de 7 para una columna C 18 de 4 cm: otro más es el publicado por 

Owcn29 donde se utiliza un 45% de acctonitrilo y SS % de fosfatos 0.03% pH 2.5 para una 

columna C 18 de 30 cm en la determinación de varios anti inflamatorios no esteroidales al 

mismo ticn1po. Esto nos deja abierto el campo experimental en un amplio rango de trabajo 

para llegar a establecer las condiciones finales para la fase móvil. 
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En cuanto n Ja detección de Ja respuesta cromatográfica._ Owen29 reporta buenos resultados 

a 254 nanómetros en detector ultaviolcta para diversos antiinflamatorios no esteroidales. 

otros trabajos.Jl..lH dan un valor de 260 nm como valor de longitud de onda. 

Los tie1npos de retención para naproxeno se prefieren mayores a 3 minutos. esto debido a 

que el proceso de extracción y concentración de la muestra deja impurezas que se pueden 

ver en Jos cromatogramas a un tiempo de J a 2 minutos después de inyectada Ja solución de 

extracción. Este hecho origina que el tratamiento de la muestra biológica para su 

introducción al cromatógrafo sea un paso clave para obtener datos confiables de 

concentración. Dentro de Jos trabajos más antiguos consultados, se utiliza Ja extracción por 

partición líquido-líquido para después pasar al uso de cartuchos Scp Pak._ sin embargo. 

algunas publicaciones más recientes han retomado la extracción liquido-líquido debido a 

que es un método rápido y relativamente sencillo de realizar. 

Respecto a los métodos de cuantificación más relacionados con el desarrollado en este 

trabajo~ encontramos la determinación simultanea de naproxeno y naproxol que realiza 

Shimek26 en 1982 con una columna C 18 de 25 cm y 45% de buffer de acetatos y mctanol. 

la detección es Ouorométi-ica; T. B. Vrec36 con una columna similar. determina además los 

glucurónidos dCI ·naproxcno (por lo que debe usar un gradiente) durante la cromatografia: 

A. J. Vangaa~~:U.ÍÍIÍ.za·una columna quirat AGO de 10 cm con fase móvil de fosfatos) 

propanolol parB.,detCCtar· por fosforescencia. Los tres métodos descritos utilizan material 
·-.: ...... ,._,.·. . 

diferente ·at.qUC Cxisda .. para iniciar el presente trabajo (Lab 113. Fac. de Química9 Edificio 

E). La cuan·á~~~~Íó~·:de naproxenato de naproxenilo no cuenta con reportes. 

Para iniciar Ja optimización del proceso de separación y cuantificación de naproxeno. 

naproxol y· naproxennto de naproxenilo se contaba ya con unas condiciones de análisis 

probadas anteriormente en el laboratorio de Biofarmacia y de las cuales se partió para 

lograr los o~jctivos de éste trabajo: 
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Cromatógraf"o de Modulo de análisis para Cromatografla de líquidos de Alta 
lía u idos Eficiencia AJ?.:ilent Serie 1100 
In vector Automático 
Detector Au;ilent UV-Visiblc 
Bomba 126 o equivalente 
Columna Novapack Cl8. 150 X 3.9 mm. 5 JJ,m de tamai'lo de panícula 
Flujo 0.7 mL /min 

Fase móvil 60 % Acctonitrilo 
40% Solución amortieuadora de fosfatos 0.02 M v oH de 2.5 

Vol. Inyección 20µL 
Solución en metanol RA de las siguientes sustancias: 

Muestra a inyectar: 20 µglmL de Naproxeno SR 
80 µglmL de Naproxol SR 
20 µg/ mL de Naproxenato de naproxenilo 

Tiempo de análisis 15 minutos para obtener Ja sei'lal de las tres sustancias. 

Con estas características particulares~ se obtiene primero la señal de la f"ase móvil .. después 

In del naproxcno .. casi inmediatamente Ja de naproxol y finalmente .. Ja de naproxenato de 

nuproxenilo. 

Suatancl•. ••ft•I. 
Na roxeno 
Na roxol 
Na roxenato de na roxenilo 

Tiempo de retención. 
mln. 
2.17 
2.36 
13.74 

Tabla "· Tiempos de retención de 108 •n•litos de interés • I•• condiclon- reportad•• en el 
laboratorio 113 de Blofarmacla. 

2.8 SELECCIÓN DE LOS FACTORES QUE MODIFICAN LA RESPUESTA 
ANALÍTICA EN CROMATOGRAFÍA DE LÍQUIDOS DE ALTA EFICIENCIA 

Con base en la inf"ormación bibliográfica y en los antecedentes de desarrollo del método 

(datos obtenidos en el lab 113. Biofannacia. Edificio E. Facultad de Química. UNAM} se 

decidió establecer los siguientes factores como variables dentro de los diseños 

experimentales a utilizar en este trabajo: polaridad de la rase móvil~ pH de Ja solución 

amoniguadora y tamaño de panícula. De inicio. son factores esenciales a modificar por Ja 
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gran influencia que tienen sobre las respuestas cromatográficas: la polaridad de la fase 

inlluye directamente en los tiempos de retención y en la fonna del pico cromatográfico así 

como en la resolución; el pl-1 tiene influencia en la resolución y formas de la señal, al igual 

que el tamm1o de partfcula, agregando que estos factores son de fácil modificación 

experimental. Determinar la resolución es muy importante y nos da una idea general de 

cómo funciona el sistema cromatográfico pues su valor depende principalmente de dos 

fbctorcs: ancho del pico y Ja distancia entre ellos. La eficiencia de la columna y la 

selectividad atectan la resolución. La primera de Ja columna esta en función del nujo de Ja 

fusc n1óvil. tamaño de partícula del empaque de Ja columna y Ja viscosidad del disolvente. 

La selectividad de la columna es resultado de la interacción del soluto con el disolvente y el 

empaque de la columna. 

En el esquema de Ja figura 8 podemos observar el proceso cromatográfico y las variables 

principales dentro de éste, haciendo Ja analogía con el diagrama de ucaja negra". 

Solución 
Naproxeno. • 
naproxol, 

Fase estacionaria 
•Polaridad 
•Tipo y% fase unida 
.Dimensiones 

Fase móvil 
•Disolvente orgánico 
•Fuerza fase 
•Buffer 
1. Tipo y cene de la sal 
2.pH 

EM2 
Vol muestra 
Long de onda 

naproxenato --"' 
de naproxenilo 

t Analista 
Instrumentación 

Ambienteintrumentoslnstrumentac 
ión 

Tiempo de retención 

Resolución 

Forma de la senal 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Flg 8. Esquema de caja negra de un procedimiento cromatogr6flco. 
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111 

PARTE EXPERIMENTAL 
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Previo al comienzo de la parte experimental,. se estableció un diagrama de flujo con los 

pasos o seguir: 

l. Recopilar información bibliográfica de Ja propiedades de los analitos y de 

métodos de análisis reponados de naproxeno y sustancias relacionadas 

por cromatografia de líquidos de alta resolución (Ver generalidades .. 

página 19). 

11. Evaluar los materiales que se pudieran utilizar y cuáles de estos se 

pueden conseguir para tenerlos disponibles durante el desarrollo. 

111. Establecer las condiciones iniciales de análisis (sistema preliminar) en 

las que se obtengan seftales de todos los analitos de interés. ·(Ver 

generalidades,. página 22, puesto que ya se contaba con refer.enCia 

experimental dentro del mismo laboratorio de trabajo, Biofarmacia.. · Iab 

112-113). .. 

1 V. Plantear el primer diseño experimental en base a las modificacione~ en 

las respuestas que buscamos y con el fin de conocer como se cé::nTIP'?·~ el 

sistema dentro de una superficie amplia de trabajo. , MOdificar 

características de polaridad y pH de In fase móvil. 

V. Plantear el segundo diseño experimental que pennita obtener las señales 

con resolución de 3 o más y con simetría menor a 2 (con un ideal de 1 ). 

VI. Definir si son necesarios más ajustes al sistema de análisis para 

proponer un tercer diseño con el que podnmos optimizar el análisis y 

disminuir el tiempo para realizarlo. 

VII. En buse a la información de los diseños experimentales realizados .. 

establecer las características finales de análisis. 
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VIII. Validar el sistema de análisis comenzando por la linealidad y la 

precisión; evaluar reproducibilidad intralaboratorio durante dos días de 

análisis. Trabajar con puntos control que nos pennitan asegurar la 

confiabilidad de los resultados de la validación. 

IX. Determinación estadística de los puntos control con Jos resultados de 

linealidad que nos permita hacer un estimado de Jos límites de detección 

y cuantificación. 

En este capítulo dCI. t~ba]'~,}s~·: ~-a'~'.j~··¡~~'.:;~ateri~j~~~::. rCa'c-tiV~S- y_ ~racterísticas del 

instrumental utilizado; ade'~áS·'dé ia~ ~·0·1~·Cior:.e~· .)/ J~',for.:n~ ~~ · qu.e se pre'PBraroli, antes de 

pasar al plantcamient~ _cie._J"a~·di~~i'los ·e~~~rime~tBJ~s:. 
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3.1 MATERIAL.ES V REACTIVOS 

3.1.I ESTÁNDARES 

Nuproxcno estándar de trabajo, lote H. 

Naproxol estándar de trabajo. 

Naproxenato de naproxenilo estándar de trabajo. 

Todos los estándares pertenecen al laboratorio de Biofarmacia J 12-1 J 3. Edifico e, Facultad 

de Química. 

3.1.2 ltEACTIVOS 

Ácido fosfórico al 85 % H3 P04, Baker Reactivo (0260-62), peso._mole~ular 98 

gimo l. 

Fosfato de sodio monobásico cristal NaH2P04.H2o;·J.T.Baker:'(3318-0I), pureza 
100.8%. peso molecular 137.99 g/mol. ., .... :;,:,'.;:;j~·:;~J/~~.-;.-- :··.~;::,· 
1-lidroxido de sodio perlas NaOH, J.T:B;;k~; (3722~01);[pureza-98.4. %; peso 

molecular 40.00 g/mol. _.:~;~y_;:·:;;~t~~~~:~~~f:~f:~~~¡~r~ ~i~('· _>~~:;_:.:.- ., 
Metano! RA MeOl-1, J.T. Baker (9070-03)y Metano! HPLc,··Ma,IHnckrodt (3041), 
pureza 99.9%. peso molecular 32.04 g/m~··~ ~· :,_,:(::,;~;:~¿:;:::~r:~.,i·ffJ~;-'-.\~';-·' ·. ', 
Acctonitrilo RA-l-IPLC CH3CN, J.T.Baker :'(?,Ol7c03),::. pureza - 99.8%, peso 

··-,, .... -,,- ;'• 

moleculnr41.0S gfmol. ·.<; -----· 
;': '• ·,_-_ ·-

Agua dcsionizada y desgasificada para trabajo en ·cr':?!'"~.togra~a. 

3.2 INSTRUMENTACIÓN 

3.2.1 EQUIPO 

Cromatógrnfo de líquidos Agilcnt serie 1100 con desionizador, bomba, inyector 

automático y detector UV conectados y manejados por el software ChemStation. 

Balanza Analítica Sartorius Tipo A 2 IOP 

Phmctro modelo 301 Orion Rcscarch. 
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3.2.2 COLUMNAS 

Novapack Cl8 AgilentCl8 

Marca Watcrs Agilent 

Dimensiones ISOX 3.9 mm 150X3.9mm 

Tamaño de partícula 5 µm, esférica J.5 µm, esférica 

º/o de carbono 7.3% 10% 

Tabla 5. Características de las columnai1 utilizadas. 

3.3 PREPARACIÓN DE SOLUCIONES 

3.3.1 SOLUCIONES REACTIVO 

J. Ácido Fosfórico 1:10 

En un vaso de precipitados de 200 mL agregar 45 mL de agua desionizada y agregar 

lentamente 5 mL de ácido fosfórico al 85%. 

2. Hidróxido de sodio 2 N 

Pesar en un matraz aforado de 50 mL·aprOximadamenlC.0.400 g-'de .hidróxido de sodio 

(pcrlus) y agresar .r.e~ta,;,en~~ .-? _~L.· ~e ·~g~; 
00

p~ia~ d·¡~~l~~r~. lleVa~ aÍ aforó ·c~n agua 
;:---

A 50 mL de agua desioni2.D.da se 1e·_aSregan ·1.35·. mL: de 'ácido foSfórico ·concentrado 

para después pasar a un matraz volúmetrico de. J L y. llenar Con agua desionizada casi 

hasta el nivel del recipiente. Medir el pH final con el pHmetro y ajustar con solución de 

hidróxido de sodio 2 N .. finalmente, aforar a volumen y desgasiticar por sonicación para 

poder utilizarla en el cromatógrafo de líquidos. 

ª.-\ l'ESIS CON t ::?s 

~ FALLA DE ORIGEN 
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b. pH 3, 4y5 

Pesar en un vaso de precipitados de SO mL la cantidad necesaria de NaH2P04 .H2 0 y 

disolver en agua desionizada, pasar esta solución a un matraz aforado y llenar con agua 

casi hasta el nivel del aforo. Medir pH y en caso necesario ajustar con una solución de 

hidróxido de sodio 2N o con una solución preparada a partir de la dilución 1:10 de 

ácido fosfórico -concentrado; finalmente. llevar al aforo con agua desionizada y 

desgasificar para su uso en cromatografia. 

Tabla 6. Cantidad de sal de fosfatos necesaria r-ra la 
preparación de las soluciones amortiguadoras. 

3.3.2 SOLUCIONES DE REFERENCIA DE NAPROXENOS. NAPROXOL Y 
NAPROXENATO DE NAPROXENILO 

3.3.2.1 Solución de referencia para todos los diseños experimentales 

Pesar con exactitud O.O 100 g de cada sustancia (naproxeno, naproxol y naproxenato 

de naproxenilo) en diferentes matraces volumétricos de SO mL, disolver con agitación 

n1ccánica y llevar al aforo con metanol RA para después tomar 1 mL de cada solución y 

llevar a un cuarto matraz de SO mL que se afora con el mismo disolvente. La concentración 

final de cnda ant11ito es de 20 µg/mL. 

3.3.2.2 Solución stock de Naproxcno, Naproxol y Nuproxcnato de naproxenilo 

Disolver con metanol RA en un mismo matraz volumétrico de SO mL: 

Sustancia 

Naoroxen 
Naoroxol 

Naproxenato de 
naoroxenilo 

Cantidad 

'º' 0.0050 
0.0050 
0.0030 

Concentración final 
11··-'mLl 

100 
100 
60 

Tabla 7. Peso de los analitos para preparar las ~luciones stock.. 

Finahncntc. llcv¡ir al aforo con mctanol RA. 

f TESIS CON I 
FALLA DE ORIGEN 
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3.4 PLANTEAMIENTO DE LOS DISEÑOS EXPERIMENTALES 

3.4.I DISEÑO A 

Parte Experimental 

Con el primer disefto experimental se determinarían las condiciones de polaridad de 

la fase móvil a la que obtendríamos bajo tiempo de retención y. en combinación con los 

otros dos factores. buena resolución (mayor a 3) y simetría (menor a 2) de las señales para 

el análisis de las moléculas. Las hipótesis de prueba fueron las siguientes: a mayor fuerza 

de fose móvil. se esperaba que el tiempo de retención de las seftales bajaray disminuira la 

anchura de pico: el pH también influiría en Ja forma de la seilal, esperando tener picos más 

sitnétricos a menor pH .como lo han mostrado los métodos analíticos ya desarrollados, y el 

tamafto de partícula afectaría el tiempo de retención (aumenta el tiempo de retención 

cuando disminuye el tamaño de partícula). El diseilo experimental se muestra en la tabla 8. 

,,,,,~ -~~~-m- ~,~w. ma. ·"'*-~-... 
Polaridad o fuerza pH de Ja solución Tamanodc 
de Ja fase móvil. amortiguadora de partícula de la 

íosfalos usada en la fase fase 
móvil. estacionaria. 

. "1· .. 60%ACN 2 3.5 m 
'.+('.e 40%ACN 5 5.0 m 

Tabla 8. Factores y niveles del Disefto A. 

Se trabajó con dos niveles para cada factor, y se utilizaron Jos valores numéricos para cada 

nivel evaluado. 

Los factores que permanecen constantes se muestran a continuación: 

Cromatógrafo de Modulo de análisis para Cromatografla de Hquidos de Alta Eficiencia 
1 iquidos Agilent Serie 1 100 
Inyector Automático 
Detector Agilent UV-Visible 
Bomba 126 o equivalente 
Columna Ct8. 150 X 3.9 mm 
Flujo 

Fase móvil 

Vol. Inyección 

0.7mL/min 
Acctonitrilo 
Solución amortiguadora de fosfatos 0.02 M 
20 µL 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Muestra a inyectar: 
Solución en metanol RA de las siguientes sustancias: 
.:?O µglmL de Naproxeno SR 
80 µg/mL de Naproxol SR 
20 µgl mL de Naproxcnato de naproxcnilo 
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Es necesario realizar varias repeticiones para así poder evaluar los tiempos de retención9 las 

resoluciones correspondientes entre cada par de señales y las simetrías. En el caso del 

diseño experimental A Jos experimentos se realizaron por 6 y se dividieron por bloques. 

Las variables de respuesta a anal izar: 

Tiempo de retención del naproxeno 

Tiempo de retención del naproxol 

Tiempo de retención del naproxenato de naproxenilo 

Resolución entre señales (de naproxol y naproxilo) 

Simetrías para cada analito (las medibles). 

La tabla 9 muestra el diseño factorial 2 3 completo ~ndicá.,n~~s.c:: todos l~s fact<:>res evaluados 

en cada bloque. 

F7..aFM T•m p•rt trN CrNOH: ,, .. 
mln':', 

sNOH 
ª/o,ACN µm mln 

40 2.4 5.0 

60 2.4 3.5 

60 2.4 5.0 

60 4.8 3.5 

40 4.8 5.0 

40 2.4 3.5 

40 4.8 3.5 

60 4.8 

Donde: 

F7..aFM: Fue~ o pota~idad C-n % de.acetonitrÚo- de Ja fase móvil • 
. _, .,... ' 

pll: pl-f de la solu'cióli amortiguadora de fosfatos en la fase móvil. 

Tam part:· tamSño ·cÍe plÍrlícula de Ja rase estacionaria o columna en µm. 

TrN: tiempo de retención del naproxeno. 

tr NOll: tiempo de retención del naproxol. 

tr NN: tiempo de retención del naproxenato de naproxcnilo. 

R...,. 1: Resolución entre las señales respuesta del naproxeno y naproxol 

s N: simetría de la señal correspondiente a naproxeno. 

s NOH: simetría del pico correspondiente a naproxol. 

Tabla 9. Respuestas a medir en el Discfto A. 

TESIS CON ¡ 

FALLA DE ORIGEN ·. 
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3.4.2 l>IS.:!'10H 

Con la reali7..nción del Diseño B, se trato de disminuir el tiempo de análisis en 

general variando para tal efecto solo dos factores: polaridad, la cual influye mucho en el 

tiempo de retención y pH de la solución amortiguadora, y así obtener Ja señal del 

napro.xcnato de naproxcnilo más pronto de lo logrado con el disefto anterior optimizando al 

mismo tiempo la forma de los picos cromatográficos. Las condiciones: 

Cromatógrafo de 
líquidos 

Modulo de análisis para Cromatogratla de líquidos de Afta Eficiencia 
Agilent Serie 1 100 

Inyector 
Detector 
Columna 

Flujo 

Fnsc móvil 

Vol. Inyección 

Muestra a inyectar: 

Automático 
Agilent UV-Visible 
Novapack CJ8, 150 X 3.9 mm, 3.5 µm tamaño.de panícula. 

0.7 mL/min 
Acetonitrilo 
Solución amortiguadora de fosfatos 0.02 M 
20µL . 
Solución en metanol RA de las siguientes sustancias· a las 
concentraciones citadas: ' ' 
20 µglmL de Naproxeno SR 
20 µg/mL de Naproxol SR 
20 µgl mL de Naproxenato de naproxenilo 

De nuevo. trabajamos con nivel alto y bajo en cada factor tabulando Jos valores reales 

numéricos que codificados corresponden a nivel alto como +I y nivel bajo como-1 • 

. +t"' 80% ACN S 

Tubla 10. Factores y niveles del Diseño B. 

Es necesario realizar varias repeticiones (seis) en cada condición y establecer las variables 

respuesta a analizar que en principio. serían como en el Diseño A: 

Tiempo de retención del naproxeno 

Tiempo de retención del naproxol 
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Tiempo de retención del naproxenato de naproxcnilo 

ReSolución entre scflales 

Simetrías para cada analito. 

La tabla 11 muestra el diseño factorial completo indicándose todos los factores evaluados 

en cada bloque y la secuencia de realización. 

F;r.a .... M lrN trNOll trNN 
plf R.d sN sNOH 

•/.oA.CN mln mln mln 

90 3.0 

80 3.0 
90 5.0 ·. 

80 5.0 ·.' 
Donde. 

FzuFM: Fuerza o polaridad en% de ac!=tÓnitrilo de la f'ase móvil. 

pll: pH de Ja solución amortiguadora de fosfatos en la f'ase móvi,,_---TE--S-J_S __ C_Q_N ____ "ll 
trN: tic1npo de retención del naproxeno. 

tr NOH: tiempo de retención del naproxol. FALI.A. DE ORIGEN 
tr NN: tiempo de retención del naproxenato de naproxenilo. 

Rs 1: Resolución entre las señales respuesta del naproxeno y naproxol. 

s N: simetría de la señal del naproxeno • 

.s NOH: simetría del pico correspondiente a naproxol. 

Tabla 11. Respuestas a medir en el Disefto B. 

3.4.3 USO DE DRYLAD PARA LA OBTENCIÓN DE GRADIENTE 

Con el análisis de Jos datos del Diseño B se pudo utilizar el DRY-LAB ® para 

ohlcner las condiciones de gradiente de polaridad de la fase móvil. en caso de que este sea 

viable. Este programa nos dió. con la entrada de los datos de un número cono de corridas 

en el cromalógrn.fO. del valor de volúmen muerto de este y la temperatura de trabajo, las 

caructcristicas cromatográficas en que se podrían obtener respuestas o scftales con 

resolución mayor a 3 y tiempos de retención menores a 12 minutos con el gradual cambio 

de polaridad de la mezcla de disolventes. 
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Los datos que se introdujcrón en el paquete DRV-LAB ® fuerón: 

Nombre de los disolventes utilizados. características de la fase acuosa (solución 

amortiguadora). 

Concentración en porcentaje de cada disolvente al inicio de las corridas. 

Concentración deseada de cada disolvente al final de cada corrida. 

Dos diferentes tiempos de gradiente. entre Jos cuales deseamos qu·e se encuentre 

nuestra corrida analítica. 

Flujo en mL/min. 

Volúmen muerto del equipo cromatográfico. 

Tiempos d". rctenc:ión oblen'i,~c::>S~finalmente para cada corrida o para cada tiempo de 

gradiente. 

Se realizaron por triplicado in)'.ecciones d~ Ja solución en metano) de los tr~s analit~S a dos 

condiciones diferentes de gradiente. condiciones que previamente se estab.~eci~ron con los 

diseños A y B. y así poder obtener el promedio y proporcionárseloS al DRY~LAB ®· 

Permanecieron iguaJCs en ambas condiciones de gradiente: 

Cromatógrafo 

Inyector 
Detector 
Columna 
Flujo 

Fase móvil 

Vol. Inyección 

Modulo de análisis para Cromatografia de HquidOs de ·Alta 
Eficiencia Agilent Serie J 100 
Automático 
Agilent UV-Visiblc 
Novapack C J 8 9 J SO X 3.9 mm. 3.S µm tamai'lo de partícula. 
0.7mL/min 
Acetonitrilo 
Solución amortiguadora de fosfatos 0.02 M 
20µL 
Solución en metano( RA de las siguientes sustancias a las 
concentraciones citadas: 

Muestra a inyectar: 20 µglmL de Naproxeno SR 
20 µglmL de Naproxol SR 
20 µg/ mL de Naproxenato de naproxenilo 

Se modificó el gradiente de Ja siguiente manera: \ 
TESlS CON 

FALLA DE ORIGEN \ 
Primeras condiciones: Sel!undas condiciones: 

· ~~c~f: Com~i~-ión f~ .Tióvil ~mm}~' ~P:!s~ci~t;F1bóvil. 

O ~g~;º ~~l~ción buITer -:~~-~~·~: '.:/~ :~ ~~~ción buffer 

JO ~5o/~;;~,~~ón buffer .:.;.r?':t-~~~ ;so/;;,~,~~ón buffer 
Tahlu 12. Condicion~ d~ 2radicntc a medir con el DRY LAB ®· 
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Una vez que DRY-LAB ® nos sugirió el tiempo de gradiente adecuado se comprobo 

experimentalmente dicho tiempo y se corroborarán los datos en laboratorio con los 

teóricos. 

3.4.4 DISEÑO C 

Debido a cambios en el equipo de trabajo (cromatógrafo de líquidos), se tuvieron 

que realizar modificaciones al método, y con esto, el planteamiento de un nuevo diseño que 

nos permitiera optimizar Ja respuesta. <:;on Jos cambios·en el cromatógrafo, se encontraron 

respuestas cromatográficas distintas en ·~uantO a la· ~~rn'Í~ ~y, tiCmpOS ·~·~que Se: había .JJCgado 

con los anteriores diseños (A, B) y el q.RY::.:L.A.B,®: ,·: 

Cromatógrafo de 
líquidos 
Inyector 
Detector 
Columna 

Flujo 

Fase móvil 

Vol. Inyección 

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

Modulo de análisis para Cr<?m~to~fia de ,¡~¿¡~~~de Al~ 0Éfi~¡~:~'cia 
Agilent Serie 1 100 '- -
Automático 
Agilent UV-Visible 
Novapack C 18. 150 X 3. 9 mm. 3.5 µm taman~ de partícul~ 
0.7mL/min 

Acetonitrilo 
Solución amortiguadora de fosfatos 0.02 M 
20µL 
Solución en metano! RA de las siguientes sustancias a las 
concentraciones citadas: 

Muestra a inyectar: 20 µglmL de Naproxeno SR 
20 µg/mL de Naproxol SR 
20 µg/ mL de Naproxenato de naproxenilo 

El dise11o de tipo factorial con dos niveles, bajo y alto, es el siguiente. Esquemáticamente, 

presenta una forma de cuadrado 2 x2. 

s 
{ __ TESIS CON 
l.fAfJ.A DE ORIGEN 

•;'·i .. '· :.·'.:;'; Polaridad o fuerza pH solución 
de la fose móvil. amortiguadora de fosfatos 

fase móvil. 
. -1 '\· 600/o ACN 3 
+1'' 45%ACN 

Tabla 13. Factores y niveles del Discfto C. 
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Se realizaron tres repeticiones en cada condición y no seis ya que el presente disefio solo se 

usó para precisar los efectos de pH y constitución de fase móvil sobre el sistema. Las 

respuesta a analizar de inicio fuerón las siguientes: 

Tiempo de retención del naproxeno 

Tiempo de retención del naproxol 

Tiempo de retención del naproxenato de naproxenilo 

Resolución entre seflnles 

Simetrías para cada analito. 

indicándose todos los factores evaluados 

en cada bloque. 

Donde: 

pll: pl-1 d~ la ~o,i~ciÓn nm~niguadora de fosfatos en Ja fase móvil. 

trN: tiempo de retención del naproxeno. 

tr NOH: tiempo de retención del naproxol. 

TESIS CON 
FALLA DE ORlG'EN 

Rsl: Resolución entre las señales respuesta del naproxeno y naproxol. 

s N: simetría de Ja señal correspondiente a naproxeno. 

s NOlf: simetrfn del pico correspondiente a naproxol. 

Tabla 14. Respuestas a medir en el Discfto C. 

Cuando se ha hecho el estudio del efecto de Jos factores sobre las variables respuesta. 

simplemente se establecen las condiciones de análisis y se prueban experimentalmente 

realizando pcqueílas modificaciones finales para mejorar las respuestas. -que en este caso 

serán las pruebas de las condiciones de gradiente que ya se habían establecido antes de Jos 

cambios en el cromatógrafo- a este nuevo sistema de análisis cromatogrático. 
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3.5 VALIDACIÓN 

Se realizó Ja validación del sistema probando los parámetros de linealidad y precisión. 

Además. se probó la rcproducibilidad analizando el efecto de los días para un mismo 

nnalista. Se introdujeron al análisis puntos control a tres concentraciones: alta. media y baja, 

como una tOrma de seguimiento del método analítico; estos puntos control se distribuyeron 

y midieron a lo largo de cada corrida analítica bajo el mismo procedimiento y al mismo 

tiempo que las muestras problema. Su análisis debe mostrar que cumplen con los criterios 

de precisión y exactitud establecidos durante la validación del método. Las muestras control 

sirven como criterio de aceptación o rechazo de una corrida analítica. 11 

3.5.1 LINEALIDAD DEL SISTEMA 

Probando la linealidad durante dos días diferentes. se hicierón tres curvas de 

calibración partiendo de la misma solución stock en metanol y realizando las diluciones 

correspondientes en tres ocasiones (para cada curva): 

1 
Suatancl• C•(:,~•d 1 Concentniclón fln•I 

Solución atock 1 ..... /mL' 
Naoroxen 0.0050 100 

1 Naoroxol 0.0050 100 
1 Naoroxenato de naoroxenilo 0.0030 1 60 

Tablo IS. Cantidad de analito presente en la solución stock. 

La concentración final de las soluciones a inyectar esta en la tabla 16: 

Napro:m:enaito Volumen Volumen Naproxeno Naproxol de aln•tock ....... 
nanroxenllo 

uQ/mL ua/mL ··-•mL uL ML 
0.25 0.25 0.15 25 10 
0.5 0.5 0.3 50 10 

0.75 0.75 0.45 75 10 
1 1 0.6 100 10 

2.5 2.5 1.5 250 10 
4 4 2.4 400 10 
6 6 3.6 600 10 
8 8 4.8 800 10 
10 10 6 1000 10 
15 15 9 1500 10 

1 

1 
1 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Tabla 16. Concentración de cada analito en los puntos de la curv11 patrón. 
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3.5.2 PRECISION DEL SISTEMA 

Con los datos de linealidad, se realiza la división del área obtenida para cada 

concentración entre dicha concentración, se obtiene el coeficiente de variación para las tres 

rectas y este debe ser menor al 2% • 

.3.5.2.1 Reproducibilidad 

La precisión y Ja linealidad deben ser comparables y presentar un coeficiente de 

vnriación menor al 2% en dos días distintos realizadas las mediciones por el mismo 

analista. 

3.5.3 PUNTOS CONTROL 

Se establecieron las concentraciones de los p~~tos_ cont,Í-ol éon base en el rango 

lineal de los analitos. es decir. un punto a una concentración baja, uno a una concentración 

media y uno más a concentración alta situándonos dentro del intervalo de concentraciones 

Juego de la obtención de Jos resultados de linearidad del sistema. Para naproxeno y 

naproxol. las concentraciones fuerón: 0.75 .. 4.0 y 10.0 µg/mL y para naproxenato de 

naproxcnilo fueron: 0.45, 2.4 y 6.0 µg/mL. Cada punto fue evaluado por quintuplicado. 

3.5.4 LIMITE DE DETECCIÓN Y LIMITE DE CUANTIFICACIÓN 

Los límites de detección y de cuantificación se pueden estimar estadísticamente a través de 

las curvas de calibración realizadas para la linealidad del sistema con las siguientes fónnulas: 

Limite de detección LD = 3 • (desviación estándar de las ordenadas al origen I 

promedio de las pendientes obtenidas). 

Limite de cuantificación LC = 1 O• (desviación estándar de las ordenadas al origen I 

promedio de las pendientes obtenidas). 
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4.1 RESULTADOS DE LOS DISEÑOS EXPERIMENTALES 

4.1.1 DISEÑO A 

Resultados 

La hoja de resultados del Diseño A se muestra a continuación (tabla 17), Jos 

espacios en blanco o con guiones. se deben a que las señales no contaban con buena 

resolución (resolución de cero) por lo que fue imposible determinar la simetría de Ja señal. 

Bloque F7.aFM pll 
T•m part trN trNOH lrNN Rsl sN sNOH ª/o ACN um mln mln mln 

40 2.4 s.o 4.8S9 5.18 so 1.142 1.673 0.904 
60 2.4 3.S 4.23S 4.S76 45 2.74S 0.963 0.87 
60 2.4 5.0 2.118 2.392 13.416 o - -

1 60 4.8 3.5 3.848 4.541 50 5.378 1.84 1.038 
40 4.8 s.o 4.007 5.106 45 3.66S 1.075 0.783 
40 2.4 3.5 13.68 13.68 50 o 0.939 0.939 
40 4.8 3.S 9.776 13.842 so 12.432 2.862 l.47S 
60 4.8 5.0 2.003 2.393 12.994 o - -
40 2.4 s.o 4.815 5.154 50 1.2ss 1.652 0.89 
60 2.4 3.5 4.301 4.655 45 2.803 1.067 1.015 
60 2.4 5.0 2.115 2.39S 13.42 o - -

2 60 4.8 3.5 3.82S 4.546 so S.692 1.777 1.032 
40 4.8 s.o 3.998 S.147 45 4.339 1.077 0.76 
40 2.4 3.S 13.647 13.647 50 o 0.918 0.918 
40 4.8 3.S 9.534 13.689 50 13.041 2.836 1.476 
60 4.8 s.o 2.002 2.4 13.312 o - -
40 2.4 s.o 4.782 5.127 50 1.273 1.678 0.929 
60 2.4 3.5 4.311 4.666 45 2.914 0.988 0.956 
60 2.4 5.0 2.111 2.261 13.379 o - -

3 60 4.8 3.S 3.644 4.320 so S.2S2 1.754 1.078 
40 4.8 s.o 3.671 4.747 45 3.163 1.572 0.816 
40 2.4 3.S 13.621 13.647 so o 0.906 0.906 
40 4.8 3.5 9.482 13.588 50 12.893 2.928 1.47 
60 4.8 s.o 1.952 2.282 12.963 o - -
40 2.4 s.o 4.815 5.158 50 1.271 1.603 0.919 
60 2.4 3.S 4.311 4.66S 4S 2.806 1.063 1.0IS 
60 2.4 5.0 2.13 2.393 13.382 o - -

4 60 4.8 3.S 3.691 4.379 50 5.3S4 1.81 l.07S 
40 4.8 s.o 3.516 4.602 4S 2.909 1.631 0.842 
40 2.4 3.S 13.63S 13.63S 50 o 0.898 0.898 
40 4.8 3.S 9.276 13.S59 50 13.227 3.07S 1.46 
60 4.8 5.0 1.878 2.237 12.703 o - -
40 2.4 5.0 4.801 5.144 50 1.272 1.718 0.931 
60 2.4 3.S 4.309 4.66S 4S 2.829 l.06S 1.012 
60 2.4 5.0 2.124 2.393 13.385 o - -

5 60 4.8 3.S 3.708 4.395 50 5.354 1.752 1.068 
40 4.8 s.o 3.696 4.780 45 3.246 1.563 0.831 
40 2.4 3.5 13.621 13.621 50 o 0.891 0.891 
40 4.8 3.S 9.119 13.542 50 13.972 3.198 1.491 
60 4.8 s.o 1.901 2.249 12.724 o - -
40 2.4 5.0 4.806 5.151 50 1.275 1.601 0.917 

u TESIS CON 
o 

FALLA DE OPJGEN 
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60 2.4 3.5 4.312 4.668 45 2.782 1.074 1.025 
60 2.4 5.0 2.114 2.391 13.369 o - -

6 60 4.8 3.5 3.724 4.412 50 5.37 1.742 1.056 
40 4.8 5.0 3.578 4.651 45 2.942 1.74 0.851 
40 2.4 3.5 13.639 13.639 50 o 0.891 0.891 
40 4.8 3.5 8.951 13.529 50 14.373 3.285 1.521 
60 4.8 5.0 1.902 2.270 12.732 o - -

Tabla 1 7. Respuestas del 01sefto A. 

Nota: Los valores de pH tabulados no corresponden exactamentese a los que Ja tabla 8 tiene 
pues en la tabla 17 son Jos medidos con el pHmetro . 

.i.1.2 DISEÑO H 

La tablu de resultados es la que se muestra a continuación (tabla 18) .. los porcentajes 

altos de acetonitrilo se probarán con el fin de conseguir condiciones isocráticas de análisis. 

En todos los casos .. la resolución y simetrías de naproxeno y naproxol no se pudieron 

obtener. ambas señales siempre salen juntas por Jo que como resolución se dan valores de 

cero y para las simetrías los espacios permanecen en blanco por esta razón (guiones). 

Bloqueo FzaFM 
pH TrN trNOH trNN sNN rcnclición %ACN Mln mln mln 

90 3.0 2.547 2.677 2.590 0.835 
1 80 3.0 2.665 3.018 11.437 0.883 

90 5.0 2.494 2.725 5.952 0.845 
80 5.0 2.682 3.021 11.582 0.877 
90 3.0 2.522 2.676 5.561 0.836 

2 80 3.0 2.652 3.014 11.490 0.880 
90 5.0 2.492 2.725 5.957 0.848 
80 5.0 2.712 3.037 11.699 0.875 
90 3.0 2.536 2.678 5.580 0.839 

3 80 3.0 2.677 3.039 11.615 0.883 
90 5.0 2.577 2.726 5.960 0.849 
80 5.0 2.702 3.034 11.722 0.873 
90 3.0 2.552 2.685 5.591 0.839 

4 80 3.0 2.692 3.034 11.626 0.881 
90 5.0 2.500 2.727 5.961 0.846 
80 5.0 2.424 3.038 11.739 0.874 
90 3.0 2.553 2.687 2.901 0.838 

5 80 3.0 2.697 3.033 11.653 0.882 
90 5.0 2.491 2.731 5.972 0.847 
80 5.0 2.454 3.034 11. 733 0.873 
90 3.0 2.561 2.687 5.646 0.838 

6 80 3.0 2.706 3.036 11.687 0.880 
90 5.0 2.500 2.729 5.970 0.848 
80 5.0 2.401 3.039 11.738 0.875 

Tabla 18. Rcspu~las del D1scfto R. 

Nota.- Los valores de pi 1 son Jos reales medidos experimentalemente con pHmetro Orion. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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En el apéndice 1 se pueden ver Jos cromatogramas correspondientes al diseño B .. un ejemplo 

por cada condición analítica. 

4.1.3 USO DE DRVLAD PARA LA OBTENCIÓN DE GRADIENTE 

Los dá.ios fUcrOn introducidos ni sofhvare DRY-LAB: 

Disolventes utilizados: 

Acctonitrilo HPLC. 

Solución de fosfato dibásico de sodio 0.02 M a pH de 3. 

Con el gra'diente .. se tuvieron de inicio condiciones muy parecidas a las manejadas en el 

Diseño A .. el valor de pH se decidió con base en la buena resolución que se obtiene 

(aproximadamente 3.5 .. ver gráfica de contornos de resolución en función del pH y fuerza 

de fase móvil para Diseño A ó Gráfico 12) a 60% de acetonitrilo. 

Concentración de cada disolvente al inicio de las corridas. 

Acetonitrilo 60% 

Solución de fosfatos: 40%. 

Un gradiente en cromatografla puede aportar diversas dificultades al método .. por ejemplo~ 

puede dar una señal base poco estable .. mientras el gradiente sea lo menos drástico posible 

esperamos tener una linea base Jo más estable y mantendremos igualmente condiciones de 

presión constantes para mantener las condiciones de empaque de Ja columna. 

Concentración de cada disolvente al inicio y al final de las corridas. 

Concentraciones de inicio 
Concentraciones finales 

Acetonltrilo 
% 
60 
95 

Solución de fosfatos 
% 
40 
5 

Tabla 19. Variación de ha composición de la rase móvil durante el gradiente. 

Dos difCrcntcs tiempos de gradiente. 

Condiciones 1: 1 O min de gradiente 
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Condiciones 2: 20 min de gradiente. 

Flujo en mL/min. 

0.7 nlL/min 

Volumen muerto del equipo cromatográfico. 

0.0123 cm'. 

Tiempos de retención obtenidos finalmente. 

Condiciones 1. a 1 b (10 min) 1 
¡:•proxeno 4.126 4.13 
Naproxol 4.4S1 4.4SS 
Naproxenato de naproxllo 12.913 12.918 

Condiciones 2. a 1 b 1 <20 mini 
¡raproxeno 4.196 4.179 
Naproxol 4.S36 4.S23 
Naproxenato de naproxilo 18.224 18.217 

Resultados 

e Promedio deav %CV 
-t 

4.126 4.126 0.0020 o.os 
4.454 4.4S3 0.0021 o.os 

12.913 12.91S 0.0029 0.02 

e Promedio deav %CV ••l 
4.176 4.184 0.0101 0.24 
4.523 4.S28 0.0087 0.19 

18.199 18.213 0.0129 0.07 

Tabla 20. Resultados de los gradicnlcs para DRY LAP..-------------"""'\ 

4.1.4 DISEÑO C 

Los resultados del disei'io experimental son: 

Bloqueo FzaFM pH trN trNOH 
sN rcnetición •/.ACN mln mln 

1 45 3 9.514 10.02 0.70 
1 60 3 4.279 4.654 0.84 
1 45 5 5.329 10.147 2.2 
1 60 5 3.458 4.785 1.96 
2 45 3 9.474 10.017 0.70 
2 60 3 4.434 4.819 0.88 
2 45 5 5.290 10.153 2.16 
2 60 5 3.443 4.777 2.02 
3 45 3 9.472 10.022 0.70 
3 60 3 4.434 4.822 0.89 
3 45 5 5.300 10.150 2.10 
3 60 5 3.439 4.776 2.00 

Tabla 21. Respuestas del Disefto C. 

sNOH 

0.70 
0.77 
0.64 
0.78 
0.70 
0.83 
0.64 
0.77 
0.70 
0.84 
0.70 
0.77 
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1.10 
1.48 

10.23 
4.85 
1.09 
1.43 

I0.39 
4.92 
1.11 
1.42 

10.30 
4.94 
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4.2 RESULTADOS DE LA VALIDACIÓN DEL SISTEMA 

4.2.1 EVALUACIÓN DE LA LINEALIDAD 

En las tablas 22 a 27 se muestran los resultados de las curvas de calibración para 

evaluar linealidad (concentración y áreas) por día y para cada analito y las gráficas 1 a 3 

son las correspondientes para dicha prueba para el primer dfa de análisis. siendo similares 

las del día 2 de trabajo de laboratorio . 

..a.2.1.1 Na,proxeno 

Áre•• 

5.3168 
14.1574 
21.2265 
28.1511 
73.3388 

115.1115 
174.8532 
234.1397 

1 290.2040 

Áreas 

6.9355 
14.1659 
21.1637 
29.0054 
73.3912 

115.2070 
172.0715 
231.5846 

1 288.2670 

DI• 1 NAPROXENO 

2 3 rornecllo 
6.7570 5.911 5.9949 

14.0300 13.9661 14.0511 
21.3211 20.9321 21.1599 
28.9658 28.885 28.6676 
73.8500 72.598 73.2622 

115.0746 116.607 115.5978 
174.8859 175.102 174.9473 
233.7074 236.666 234.8378 
299.6451 299.879 296.5763 
442.3522 441.513 441.1531 

Di• 2 NAPROXENO 

2 3 Promedio 
6.4901 6.9578 

14.0120 14.0685 
20.8421 20.9427 
28.9420 29.0136 
72.4915 71.949 72.6106 

114.8907 114.816 114.9714 
171.9271 174.647 172.8820 
234.4083 234.5121 233.5016 
288.3245 287.956 288.1827 
444.8312 439.085 440.4493 

DE 
0.72374 
0.09738 
0.20288 
0.44912 
0.62951 
0.87435 
0.13563 
1.59824 
5.51978 
1.41412 

DE 
0.47919 
0.08474 
0.19158 
0.07611 
0.72842 
0.20744 
1.53052 
1.66102 
0.19797 
3.88389 0.8 

Tablas 22 y 23. Resultados de la evaluación de la linealidad del alatema. áreas da I•• curvas 
patrón correspondientes a naproxeno. Dfa 1 y Dia 2. 
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Resultados 

Linealidad Naproxeno Ola 1 

i 
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1 

Concentniclón N•prox.eno (µg/mL)1 

Gráfico 1. Llnealldad del n•prox.eno. primer dla de análisis, 
Área contra concentración. 

: 

4.2.1.2 Naprox:ol 

Áreas 

7.6745 
11.4492 
17.1546 
23.0000 
57.4496 
91.0573 

135.0128 
179.0252 

1 222.7965 

DI• 1 NAPROXOL 

2 3 
5.3840 7.444 

11.4565 11.520 
17.2412 17.151 
23.0087 23.252 
58. 1933 58.234 
91.1739 92.1141 

135.1092 134.822 
179.3218 179.065 
222.8826 223.329 
338.6003 335.444 

Promedio 
6.8342 

11.4752 
17.1825 
23.0870 
57.9591 
91.4484 

134.9816 
179.1376 
223.0030 
336.8982 

DE 
1.26116 
0.03893 
0.05086 
0.14319 
0.44175 
0.57945 
0.14580 
0.16081 
0.28637 
1.59269 
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D•• 2 NAPROXOL 

Áre•• 
1 2 3 romecllo DE 

5.6637 5.1911 5.5711 0.3432 
11.4491 11.5674 11.5755 0.1305 
17.3803 16.8425 17.1200 0.2693 
22.8965 22.6468 22.7283 0.1457 
55.5847 55.7730 55.9514 0.4814 
88.5689 88.7262 88.659 88.6515 0.0789 

131.9812 131.8842 133.166 132.3439 0.7138 
176.9358 177.7091 178.036 177.5605 0.5653 
219.4671 219.3493 219.519 219.4453 0.0871 

337.4474 332.925 334.2977 2.7352 0.82 

Tablas 24' y 25. Reault.doa de I• ev•lu•clón de I• llne•lldad del alatema, áreaa de lea curve• 
patrón correspondiente• a naproxol, Dia 1 y Di• 2. 

400 
350 
300 

;,; 250 
-< 200 

150 
100 
50 

o ... 
o 2· 3 4 5 

Linealidad Naproxol Oia 1 
-- --· --- -····--·-··1 

6 7 e 9 10 11 12 13 14 15 16 17 10 i 
Concentración del n•proxol (µg/mL,¡ 

1 

Gráflco 1. Linealidad del naproxol, primer día de análisis, 
Area en función de la concentración. 
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4.2.1.3 Naproxcnato de naproxilo 

~--~----=<º'- 1 NAPROXENATO DE NAPROXILO 
Áre•a 

1 2 3 rornecllo DE 
1.6526 4.0292 3.106 2.9294 1.19604 
7.2830 7.3366 7.33 7.3187 0.03085 

10.6228 10.6143 10.771 10.6696 0.08848 
14.5161 14.4921 14.6741 14.5607 0.09886 
36.6264 36.3537 36.673 36.5511 0.17253 
57.9900 56.0473 57.995 58.0111 0.03150 
85.0930 85.0613 85.614 85.2562 0.31052 

112.1181 112.1637 113.482 112.5882 0.77506 
138.9793 139.2253 139.449 139.2180 0.23523 
209.3087 209.8702 209.925 209.7013 0.34109 0.1 

DI• 2 NAPROXENATO DE NAPROXILO 
Área a 

1 2 3 Promedio DE %CV 
3.1062 4.8160 5.0810 2.11983 41.72 
7.3366 7.3512 7.3477 0.00986 0.1 

10.6228 10.6143 10.6696 0.08848 0.83 
14.5161 14.4921 14.5549 0.08874 0.61 
36.6414 36.4136 36.4696 0.15180 0.42 
58.0341 58.6517 58.2946 0.31997 0.5 
85.0930 85.0613 85.614 85.2562 0.31052 0.36 

112.1637 113.4827 113.895 113.1806 0.90453 0.80 
138.9793 139.2253 139.902 139.3691 0.47818 0.34 
209.3087 209.8702 210.317 209.8322 0.50547 0.24 

Tablas 26 y 27. Resultados de la ev•luaclón de la linealidad del alatema. llireaa de la• curvas 
patrón correapondient- a naproxenato de naproxllo. Dia 1 y Ola 

250 

200 

~ 150 

100 

50 

o 

2. 

Unealidad Naproxenato de naproxenilo Dia 1 

---
4 6 7 9 10 

Conc. Nlllproxen.Co de n•proxenllo (µglmL). 

Gráfico 1. Linealidad del naproxenato de naproxenllo. primer dia de •nlitl•i•. 
Área contrw concent,..cfón. 
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4.2.2 EVALUACIÓN DE PRECISIÓN Y REPRODUCIBILIDAD DEL SISTEMA 

Para demostrar Ja precisión y reproducibilidad del sfstema. se realizó la división 

A REA/Concentración de Ja muestra para cada analito durante dos días consecutivos (datos 

de linearidad) y se obtuvó el coeficiente de variación, el cual debe ser menor al 2%, los 

resultados se encuentran tabulados (tablas 28 a 30) a continuación por molécula y al final 

de cada tabla están Jos coeficientes de variación con y sin Ja primera concentración. 

4.2.2.1 Naproxcno 

21.2672 
26.3147 
26.3020 
26.1511 
29.3355 
26.7779 
29.1422 
29.2675 
29.0204 
29.3062 

Df• 1 
2 

27.0276 
26.0600 
26.4262 
26.9656 
29.5400 
26.7687 
29.1477 
29.2134 
29.9645 
29.4901 

Todos datos 
Prom 28.5811 
O EST 1.361 
0/o CV 

27.7420 
28.3319 
28.2182 
29.0054 
29.3565 
26.8018 
26.6786 
28.9481 
26.8267 
29.1621 

Dia2 
2 

25.9605 
26.0240 
27.7895 
26.9420 
26.9966 
28.7227 
26.6545 
29.3010 
26.8324 
29.6554 

Promedio deev ••t 
25.9054 3.045 
28.1196 0.164 
28.0684 0.283 
28.6406 0.344 
29.1746 0.282 
28.8211 0.166 
28.9658 0.248 
29.2712 0.203 
29.2379 0,577 
29.3667 0.1762 

n rea/concentración para naproxeno durante loe doa di•• 
de análisis para cada curva patrón. 

4.2.2.2 Naproxol 

Dia 1 
2 

30,6980 21.5360 
22.8984 22.9129 
22.8727 22.9883 
23.0000 23.0087 
22.9798 23.2773 
22.7643 22.7935 
22.5021 22.5182 
22.3781 22.4152 
22.2797 22.2883 
22.4434 22.5734 

Sin primera 
Todos datos concentración 

Prom 22. 799 ·::. -·~- --

o EST 1.4761 ~ 
0/o CV 

Dia2 
2 3 Promedio deav ••t 

22.6549 20.7644 24.8105 4.311 
22.8983 23.1348 23.0507 0.204 
23.1738 22.4567 22.8663 0.23 
22.8965 22.6468 22.9077 0.2351 
22.2339 22.3092 22.7621 0.469 
22.1422 22.1816 22.5125 0,394 
21.9969 21.9807 22.2771 0.252 
22.1170 22.2136 22.2936 o. 117 
21.9467 21.9349 22.1224 0.195 
22.1680 22.4965 22.3732 0.163 
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... 2.2.3 Naproxcnato de naproxilo 

4.8 

Prom 
OEST 
º/a cv 

6 
9 

1 
11.0185 

24.2768 
23.6063 
24.1935 
24.4176 
24.1625 
23.6369 
23.3579 
23.1632 
23.2565 

Ola 1 
2 3 

26.8613 20.7081 

24.4554 
23.5873 
24.1535 24.456 
24.2358 24.448 
24.1864 24.165 
23.6281 23.781 
23.3674 23.642 
23.2042 23.241 
23.3189 23.325 

01.2 
2 3 

20.7081 32.1065 48.806 

24.4554 24.5039 24.518 24.4440 
23.6063 23.5873 23.937 23.7102 
24.1935 24.1535 24.427 24.2630 
24.4276 24.2757 24.235 24.3402 
24.1809 24.4382 24.2491 24.2303 
23.6369 23.6281 23.781 23.6823 
23.3674 23.6422 23.728 23.5176 
23.1632 23.2042 23.3171 23.2156 
23.2565 23.3189 23.368 23.3074 

Tabla 30. Relación área/concentración para naproxenato de n•proxllo dunmte 
los dos dlas de anaUi•I• para c•d• curva patrón. 

4.2.3 EVALUACIÓN DE LOS PUNTOS CONTROL. 

Además de estas medicioncs9 se añadieron puntos control: en cada día 5 mediciones 

individuales en una concentración baja. una media y una alta dentro del intervalo lineal. 

Estos datos dcbierón estar dentro del intervalo de predicción de las rectas ajustadas por 

mínimos cuadrados después de reali7..ar el análisis . 

... 2.3.1 Nuproxcno 

Primer día de 

e 

\ TESIS CON \ ~FALLA DE OR!GE~ 
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1 ·~ 293.548~ 1 ·~ 290-449~ 1 29'.211 1 290.179 
Tabla 31. Relación concentración area p•r• loa puntoa control de naproxeno . 

..a.2.3.2 Naproxol 

4.2.3.3 Naproxcnato de naproxilo 
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4.2.4 DETERMINACIÓN DE LOS LiMITES DE DETECCIÓN y 
CUANTIFICACIÓN 

Se utili7-.arón los datos de pendiente y ordenada de cada una de las tres curvas (en Jos 

dos días) realizadas en la evaluación de Ja linearidad. Los resultados se encuentran en las 

tablas 34 a 36. 

4 .. 2 .. 4.1 Nupro"cno 

Ordenada Pendiente 1 
Promedio: 1 -1.173231 29.403071 
Deav eat: 1 0.47547 / 0.233021 
Lfmite de detección oara naoroxeno: LO - 0.048 ""'mL 1 
Lfmite de cuantificación oara naoroxeno: LC 0.1&2 ua/mL 1 

Tabla 34. Limites de detección y cu•ntlflcaclón pan1 n•proxeno • 

.... 2 .. 4 .. 2 Naproxol 

Ordenada Pendiente 
Promedio: 0.52665 22.255151 
Desv est: 1 0.56359 1 0.147621 
Limite de detección cara nanroxol: LO - 0.076 LJa/mL 1 
Limite de cuantificación para napro)(ol: LC - 0.253 uQ/mL 1 

Tabla 35. Limites de detección y cuantificación para naproxol • 

.... 2 .. 4.3 Naproxcnuro de nupro"ilo 

Ordenada Pendiente 
Promedio: 1.04175 23.21287 
Deav est: 0.07219 0.05938 
Limite de detección para naproxenato de naproxilo: LO - 0.010 .. nlmL 1 
Limite de cuantificación para naproxenato de naproxilo: LC = 0.031 ua/mL 1 

Tabla 36. Límites de detección y cuantificación para naproxenato de naproxJlo. 
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5.1 DISEÑOS EXPERIMENTALES 

5.1.1 DISEÑO A 

Discusión de resultados 

Los rcsu hados obten idos como respuesta a los diseños experimentales se anal izaron 

con el software STATGRAPHICS ®.Para el Diseño A, no se registran la resolución por 

naproxol y naproxenato de naproxilo (Rs2) ni Ja simetría del naproxenato de naproxilo (s 

NN). este último analito no se detecta a menos de 30 minutos de análisis en muchos de los 

casos. STATGRAPHICS ®nos muestra páginas de análisis del diseño como la siguiente 

que se refiere al tiempo de retención del naproxcno. 

Olsel'\o: Factorial 2•3 
1.iumero de factores experimentales: 3 Numero de repeticiones: 6 Nwne~o de' -
respuc!lltas: 6 
Numero de corriddls: 48 

t: ~ tlOH 
t r N?I 
¡>,; 1 

=~ 
~ ?;·:Ht 

Bajo 

40.0 
2.4 
3.5 

Unidades 

min 
min 

Grados de l.ibartad del. error; 36 Experimento aleatori.zado: 

Alto 

60.0 
4 •• 
s.o 

Unidades Continua 

't ACN 

Este primer diseño experimental nos muestra datos muy interesantes sobre el 

co1nponamiento del sistema. que .'también ·podemos observar a través de las dif'erentes 

gráficas o bien. con una .ecuación qué_':se ajuste a Ja señal cromatográfica. El paquete 

estadístico nos da los efectos estimados para cada variable y el ajuste al modelo matemático 

o R~ con lo que se puede construir dicha ecuación; sin embargo. hay que considerar 

igualmente el análisis de varianza proporcionado también por el paquete; entre otros datos. 

podc111os observar los valores de F de Sncdecor y el valor de P. F debe ser menor a la 

proporcionada en tablas para poder considerar que una variable no es significativa o bien. P 

debe ser mayor a O.OS. 
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Para tie1npo de retención del naproxcno lr N tenemos: 

F~ le n .. mct Ct\M.is doeumentos\Mir.i.am\nueva\me~cl.a 1 con 6 k 2.efx 

~~t.un.tt••d .. , [ects Cor tJ'." N 

.~v~_·raq"! - s. 45613 •/- O.Ol.73053 
t.; F~dl ,,, - -4.86483 . /- 0.0346106 
li:pll - -1.52208 •/- 0.0346106 
e: t part - -4 .60442 •/- 0.0346106 
AU - 1.15433 •/- 0.0346106 - 2.61533 •/- 0.0346106 - 0.84825 •/- o. 0346106 - -n.7095 ,,_ o.0346106 

!>t:1nd.1rrt c-rrors a1.·e ba.sed on total. eJ'."ror with 35 d.f. 

An...,ly.sis o[ Variance fer tr N 

Sum o f Squares 

A: F:.n. CM 283. 999 1 
n:pH 27. 8009 1 
r.::t. part 254. 408 1 
AR 15.9898 1 

82. 0796 1 
9.68224 1 
6. 04068 1 

0.225392 5 
T<;tal e1.·ror 0.503114 35 

T,.,.t<'lll lcorr.) 680. 729 47 

P.-s-:;¡u<11i·ed - 99.9261 percent 
P-squ<11n!'d Cadju.sted for d.f.) - 99.9132 percent 
:;t .. nd<1rd Error of Est. - 0.119895 
t·l·~iln al)><o1ute error - 0.0738247 

Mean Square 

283.999 
27. 8009 
254.408 
15.9898 
82.0796 
9. 68224 
6.04068 

o.0450784 
0.0143747 

F-Ratio P-Value 

19756.89 º·ºººº 1934 .01 o. 0000 
17698. 31 0.0000 

1112.36 0.0000 
5710.01 0.0000 
673.56 0.0000 
420.23 º·ºººº 3.14 0.0192 

En todos Jos casos F experimental es mayor a F de tablas que es igual a 4.08 (con 1 grado 

de libertad en el numerador y 35 grados de libertad en el denominador a un a.=: 0.05) y el 

v:.ilor de Pes menor n O.OS~ por lo que en la construcción d~· la ec~~~i~.:. d~l ~~~lci para Ía 
. ; '.· .. · . ." 

respuesta tiempo de retención debemos considerar I~ influ~nciB. de toda.S l&s Vaí-iablCs. Hay 

que notar que el efecto se debe dividir entl-e d~:~>P~e·~~-ó\¡~-~·,·.é.St~.:Pu~d~":se,~ .. uil vá-lor hacia 

arriba o hacia abajo del promedio. 

5.1.1. J Efectos estimados para tR N: 
ti{ N = 5.456 - 2.432•FzaFM - 0.76J•pl-! - 2.302•tpart + 0.58J•FzaFM•pl-! + 
l .307•f7~"1FM•tpart + 0.449•pl-f*tpart- 0.354*FzaFM*pH•tpart 

Con mm correlación: 

R,= 99.9261 TESIS CON 
FALLA DE OPJGEN 
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Gráfico 4. Superficie estimada de respuesta para el tiempo de retención del 
naproxeno 

en función del pH y de la fuerza de la fase móvil. diseño A. 

Cunndo aumentamos el porcentaje de acetonitrilo en la fase móvil o bien. el pH o el tamaño 

de partícula. baja el tiempo de retención del naproxeno; el efecto del pH es poco. sin 

embargo. y como más adelante veremos también en las gráficas S y 6 • este efecto aumenta 

con el porcentaje de solución amortiguadora. 

1-lacicndo lo mismo para el tiempo de retención de naproxol. tenemos: 

5. 1.1.2 Efectos estimados para tr NOl-f· 
tr NOH = 6.377 -2.938*Fza FM - 0.077*pH -2.710*tpart + 1.609•Fza FM*tpart 
+ o.oss•FznFM•pl-f•tpart 

Con una R cuadrada: 

R'= 99.9694 TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Gráfico 5. Superficie estimada de respuesta para el tiempo de retención del 
naproxol 

en función del pH y de la fuerza de la fase móvil, diseño A. 

La combinación de factores Fza FM-pH y pH-tpart para el tiempo de retención de naproxol 

no son significativas. Para cualquier juego numérico de factores. dentro de esta área de 

lrahajo. el tiempo de retención del naproxol es menor que el mostrado por el naproxeno y 

su componamicnto es similar a este; es decir. aumentando el valor de Jos factores. 

disminuye el tiempo de retención. 

5.1. 1.3 EfCctos estimados para tR NN· 
tR NN= 39.537 -9.213•FzaFM - 0.061•pH - 9.213•tpart + l.189•FzaFM•pH -
7.962•fzaFM•tpart- 1.311 *pH•tpart - 0.061 •FzaFM*pH•tpart 

Con una correlación: 

R,= 99.9979 

Supcrfic;:u: n11mada de l"e!il"UC!>la 
1 run•J s 

TES1S CON 
FALLA DE ORIGEN 

Gráfico 6. Superficie estimada de respuesta para el tiempo de retención del 
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naproxenato de naproxilo en función del pH y de 1• fuerza de la fase móvil, diseno 
A. 

El naproxenato de naproxilo se ve mucho más afectado por la f"uerza de la fase móvil y a un 

porcenlajc de 40 de solución amortiguadora el efecto del pH es muy pronunciado. 

5.1.1.4 Efectos estimados para Rs 1 · 
Rs 1 = 3.2701 - 1.216*FzaFM + 2.254*pH - 4.113*tpart -1.608*FzaFM*pH 
1.722*pH*tpart + 1.078*FzaFM*pH*tpart 

Con una R cuadrada: 

R 2= 99.5513 

SuJ11Crficie eslimada de respucsra 
lpun-JS 

'lUJS CON 
FALLA DE ORíGEN 

:¡r:ldlii§J~ 
40 44 48 5:! 56 {>() :?~ 8 - p 

Fza FM 

Gráfico 7. Superficie estimada de respuesta para la resolución entre naprox.eno 
y naproxol en función del pH y de la fuerza de la fase móvil, disefto A. 

Sólo In combinación de factores Fza FM-tpart no es significativa para Ja resolución entre 

naproxeno y naproxol. 

Pura las simetrías no se puede obtener un modelo de ajuste al comportamiento experimental 

pucslo que hacen falta valores para complelarlo; sin embargo~ podemos llegar a 

ohscrvacioncs interesantes anali7..ando los valores numéricos (tabla J 8). En la tabla 18 

observamos que manteniendo los factores constantes y variando únicamente el tamailo de 

paniculu 1cncmos las mejores simetrías (más cercanas a 1) pero con un tamaño de partícula 

de 3.5 µm y no de 5 µm 9 hecho que fue útil al decidir entre estas dos fases estacionarias; 

adcm¡is. con las gráficas de contornos para resolución entre naproxeno y naproxol (Gráfico 
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8 y 9). en donde se mantiene fijo el diámetro de partícula. podemos notar que con S µm 

ja111as se obtiene una resolución mayor a 3 por lo que nos decidimos definitivamente por el 

uso de Ja fase estacionaria CI8 de 3.5 micrometros como tamaño de partícula. 

Contours of Estimatcd Response Surface 

~··· --rn --2.s 

¡¡ 
60 

F7..aFM 

Gráfico 8. Contomos estimados de respuesta de la resolución entre n•proxeno y 
naproxol en función del pH y de la fuerza de la fase móvil a tamafto de p•rticula de 

3.5 µm, diseño A. 

40 

Contornos de superficie de respuesta 
t rart•S o 

44 48 S2 

FzaFM 
60 

Gráfico 9. Contornos estimados de respuesta para la resolución entre naproxeno y 
naproxol en función del pH y de la fuerza de la fase móvil a tamafto de particula de 5 

µm, diseño A. 

Las ecuaciones arriba escritas (5. J. J. I a S.1. J .4) son muy útiles cuando queremos saber que 

valor nu111érico tomará cicna variable a condiciones dadas de fuer.La de la fase móvil. pH o 

temperatura: sin embargo. para observar el efecto conjunto de los factores y las condiciones 

:.t que obtenemos respuestas óptimas. es más útil ver las diversas gráficas de superficie 

mostrndas para cada analito (Gráficos 5~ 6 y 7). 

58 



Discusión de resultados 

En las siguientes gráficas de contornos del tiempo de retención para naproxeno y naproxol 

(Grjticos 10 y 11) se mantiene fijo el tamai"io de partícula de Ja fase estacionaria, es decir. 

J.5µm. De esta manera podemos predecir que valor tomará la variable que es graficada 

c.xpcrimcntalmentc. 

Contours of' Estimated Response Surface 

Fza. FM 

uN _,, -·· -4.S 
-so _., 
-•o 

Gráfico 10. Contornos estimados de respuesta para el tiempo de retención 
de naproxeno en función del pH y de la fuerza de la fase móvil a 
tamaño de particula de la columna constante (3.5 µm). diseno A. 

T ,_ 
,. 
,. 

Contornos de respuesta estimada 

\1\\ \ \jJI 
FzaFM 

Gráfico 11. Contornos estimados de respuesta para el tiempo de retención 
del naproxol en función del pH y de la fuerza de la fase móvil 

a tamaño de partícula de columna constante (3.5 µm). diseno A. 

En Ja gráfica 12 se muestra el comportamiento de Ja resolución entre naproxeno y naproxol 

(lineas horizontales) y del tiempo de retención del naproxol (en lineas verticales,. cuyos 

valores en minutos corresponden a los del grjfico J 1) el cual es el segundo en salir y por lo 
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tanto es del que haY que establece-:-. un tiempo requerido (menor a 6 minutos o cuarta linea 

vertical) y así controlar la d~:ración del análisis. A un pH mayor de 2.8 se obtiene buena 

resolución. entre 40 y 60% de acetonitrilo., este último factor es el que se debe modificar si 

queremos ticrnpos de retención pequef'ios. 

;Jb 
2.R 

24 
40 

Contornos de supcrlicic de respuesta 
1 puM•l.S 

52 

Fza FM 
56 

Gráfico 12. Contornos estimados de respuesta para la resolución entre naproxeno 
y naproxol en función del pH y de la fuerza de la fase móvil a 

tamaño de partícula de la columna constante (3.5 µm), diaefto A. 

5.1.2 DISEÑO D 

En este disei\o experimental. se trató de obtener condiciones isocráticas con una 

fuerza de fose móvil grande pues el naproxenato de naproxilo presenta, como se ve en el 

Diseño A. un tiempo de retención muy grande. El pH se dejó entre 3 y S por Jo visto en los 

resultados del diseño anterior y se modificó solo para observar su efecto en la fbrma del 

pico respuesta. caracteri~tica que no se pudo ver en el Disei'io A. 

Para el Diseflo B. obtenemos nula separación entre naproxeno y naproxol en todas las 

condiciones por Jo que la resolución es de cero y para las simetrías de naproxeno y 

naproxol no se saco el valor numérico. Únicamente f"ue posible detectar el naproxenato de 

nuproxilo en un promedio de 8.3 min pero no es suficiente tener una técnica que lo 

cuantifique a él solamente. Los cromntogramas correspondientes se pueden ver en el 

upéndice J. Las ecuaciones de respuesta del modelo se muestran a continuación y en todos 

los casos las gráficas de superficie son muy similares a las del Disei'.io A por Jo que si se 

desea ver el efecto de un factor sobre In respuesta se puede referir a sus resultados (gráficos 

4. s y 6): 
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5.1.2. J Efectos estimados nara tR N: 
rR N - 2.580 - 0.053•FzaFM - 0.033•pH +O.O l 9•FzaFM•pH 

Con una R cuadrada: 

R'= 61.2891 

5.1.2.2 Efectos estimados para tr NOH: 
lr NOH =2.867-0.163•Fza FM + 0.012•pH + 0.0IO•Fza FM•pH 

Con una 1~ cuadrada: 

R'= 99.9377 

Los efectos de los factores para naproxeno y para naproxol. por separ:ado, erl este disefto, 

son similares entre si (como en el diseño A). si aumentamos la cantidad de acetonitrilo en la 

fose móvil disminuimos el tiempo de retención. El efecto en conjuritO dC pH y f"uerza de 

fase móvil es igual; sin embargo, vemos diferencias en el ~fect~·de1 PH. estos-e debe a que 

el porcentaje de correlación.del modelo obtenido para naproxeno re:~Jlñente es muy bajo 

(61%) .. Ja resolución entre ambos analitos prácticamente no: eXiste. y Jos tiempos de 

retención de naproxeno que se introdujeron no pueden distingÍ.Jirse completamente de los 

del naproxol .. 

5.1.2.3 Efectos estimados para tR NN· 
tR.NN - 8.2947 -2.515•FzaFM -0.296•pH + 0.478*FzaFM*pH 

Con unn R'~ua:droda: 

R'= 74.3076. 

Con estos v:ilorcs de fuerza de la fase móvil (90 a 80 % de acetonitrilo), obtenemos un 

tiempo de retención promedio de 8.3 minutos, esto es una gran diferencia en relación con 

Jos 39.5 minutos que. se obtienen cuando nos movemos en un rango de 40 a 60% de 

acctonitrilo como en el diseílo A, con esto podemos confinnnr la gran influencia que ejerce 

este factor sobre el tiempo de detección para naproxenato de naproxilo. El efecto del 

segundo factor. el pH. es pequeffio a altos porcentajes de acctonitrilo en la fase móvil. 
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5.1.3 USO DE DKYLAD PARA LA OBTENCIÓN DE GRADIENTE 

Para poder cuantificar al mismo tiempo el naproxeno. el naproxol y el naproxenato 

de naproxilo dentro de estas condiciones de fase móvil. fase estacionaria, equipo9 etc .• se 

debe realizar un gradiente puesto que los Diseños A y B nos muestran que isocráticamentc 

no puede haber cuantificación con buena resolución a un tiempo menor a 15 minutos. Las 

condiciones de gradiente pueden ser establecidas con el uso del DRV-LAB ®. Nuestros 

datos de tiempo de retención que se introdujeron a este programa para que realizara el 

análisis. reafirman el hecho de que el naproxenato de naproxilo esta muy influenciado por 

Ja cantidad de fase orgánica en la fase móvil. Estos tiempos de retención también sugieren 

que podemos aumentar el flujo de Jos disolventes para disminuir el tiempo de la corrida 

cromntográfica. DRY-LAB predice que a un tiempo de gradiente de 5 minutos. podemos 

obtener la señal de este compuesto a 10 minutos. Lo que siguió fue probar estas 

condiciones de gradiente y efectivamente, obtenemos un tiempo de 9.7 minutos para el 

naproxcnato de naproxilo. Las condiciones de análisis son: 

Cromntógratb 

Inyector 
Detector 
Columna 
Flujo 

Fase móvil 

Vol. Inyección 

M ucstra a i nycctar: 

Gradic111c: 

Modulo de análisis para Cromatografia de líquidos de Alta 
Eficiencia Agilent Serie 1100 
Automático 
Agilent UV-Visible 
Novapack C 18. 1 SO X 3.9 mm,. 3.5 µm tamai'io de partícula. 
0.7 mL/min 
Acctonitrilo 
Solución amortiguadora de fosfatos 0.02 M. pH 3 
20µL 
Solución en metanol RA de las siguientes sustancias a las 
concentraciones citadas: 
Nnproxcno SR 
Naproxol SR 
Naproxenato de nanroxilo 

: I~:ro-; ~~~~ó~ ;.~:~~·: 
-- 60o/oACN 

O 40 % Solución buffer 

'fE~TS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Los tiempos de retención obtenidos con estas condiciones para cada analito se encuentran 

en Ju tabla 37. 

Su•tanci•. ••ftal. 

Na roxeno 
Na roxol 
Na roxenato de na roxilo 

Tiempo de 
retención. min. 

3.3 
4.34 
9.7 

Tabla 37. Tiempo• de retención de lo• •n•lltoe • •-condicione• de 
gr11diente •ugerld•• par el eoftw•re DRY LAB ®· 

Después de realizar cinco inyecciones de Jos analitos a 20 µg/ml las áreas y Jos tiempos de 

retención mostraron un coeficiente de variación menor al dos por ciento Jo que nos habla de 

Ja repetibilidad del método. 

5.1.4 DISEÑO C 

Este discfio fue planeado con el objeto de d~te~~nar. la respuesta a cambios en el 

pf-1 y la fuerza de la fase móvil después de que el Crorn"aiográfo de líquidos con el que se 

trabajó fue modificado en Jos empaques y los cO~dué·t~s .. de Ja fase móvil. Al realizar una 

corrida cromatográfica con las condiciones· a la~(·~·ue··~ h~bía llegado con el uso del DRY

LAB antes de los cambios. simplenlenr~'loS·tf~:nfP~ti~f~o coi!lcidían y la resolución entre los 

dos primeros nnalitos se vió disminuida h~~ '~~;~~·.: 

Para el análisis estadístico de los ~s~lni'dos de cSle disefio O, debemos tomar en cuenta una 

F de tablas es de 5.99 (con 1 gñldo de libertad en el numerador. 6 en el denominador y a un 

nivel de confianza del 95%).·· Las eCuaCiones aportadas por el STATGRAPHICS ® se 

presentan en los puntos 5.1.4.J ~.5.1.4_.5 (después de corroborar con el análisis de varianza 

que la F calculada sea mayOr que la de tablas para considerar a un factor influyente en la 

respuesta). 

5.1.4. I Efectos estimados Para tR N· 
tR N -5.655- 1.741*FzaFM- 1.279*pH + 0.811 *Fzar-·~M~•EP:!:HL-~-::::-=-:;::;~ü°---1 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Con una R cuadrada: 

Rº= 99.9726 
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z 

Gráfico 13. Superficie estimada de respuesta del tiempo de retención del n•proxeno 
en función del pH y de la fuerza de I• fase móvil, disefto C .. 

Todos los factores son significativos y el comportamiento es el esperado: a mayor fuerza de 

la fose móviJ y mayor pl-f, baja el tiempo de retención del naproxeno y como ya se había 

detcrrninado en el anterior diseño experimental, ese efecto es mayor si aumenta la cantidad 

de solución amoniguadora. 

5.1.4.2 Efectos estimados para tr NOH: 

tr NOll = 7.428 - 2.656*Fza FM + 0.036*pH 

Con una R cuadrada: 

R'= 99.9833 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Gráfico 14. Superficie estimada de respuesta del tiempo de retención del naproxol 
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en función del pH y de la fuerza de la fase móvil, disefto c .. 

Aquí .. la combinación de factores no es estadísticamente significativa por lo que se puede 

clirninur de la ecuación. en la gráfica de cubo (gráfico 14) se observa una pendiente similar 

en todos los valores de pl-f. Por las constantes negativas de la ecuación, vemos que a mayor 

cantidad de acctonitrilo tenemos menor tiempo de retención, la forma de la gráfica es muy 

sirnilar n Ja obtenida en el Diseílo A (gráfico 5), sin embargo, los tiempos de retención para 

naproxol son mayores a Jos obtenidos con dicho diseílo experimental por Jo que se espera. 

en comparación .. obtener mayor resolución dentro de la misma superficie de trabajo .. 

S. J .4.3 Efectos estimados para RS: 
Rs =4.438- l.265*FzaFM +3.166*pl-I--, l.436*FzaFM*pl-I 

Con una correlación: 

R 2= 99.9903 TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Gráfico 15 .. Superficie estimada de respuesta para la resolución entre naproxeno y 
naproxol 

en función del pH y de la fuerza de la fase móvil, diseño C .. 

f.a resolución es mucho más inOuenciada por el pH .. a mayor pH mayor resolución y el 

clCcto es contrario con Ja fuerza de Ja fase móvil~ para valores específicos de resolución se 

puede resolver Ja ecuación correspondiente o ver Ja gráfica de contornos (gráfico J 8). 

5.1.4.4 Efectos estimados para sN: 
s N = 1.4291 + o.644*pl-I - o.os2•FzaFM•p1-1 
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Con unn R cuadrada: 

R'= 99.8498 

~ ::Gálll88@!:J. .. 
45 48 51 S4 57 60- 3 3.4 3.8 pH buffer 

Fza FM 

Gráfico 16. Superficie estimada de respuesta para la simetrfa del naproxeno 
en función del pH y de la fuerza de la fase móvil, disefto C. 

El efecto de la fase móvil en cuanto a polaridad no es muy importante en este caso9 pero si 

lo es el pH y la polaridad en conjunción con el pl-f; se obtiene mejor simetría con valores 

bajos de pH. de 3 a 3.3. 

5. J .4.5 Efectos estimados para sNOH: 
sNOH = 0.736 + O.OS6•FzaFM -o.02o•pl-f 

Con una R cuadrada: 

R'= 92.774 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Gráfico 17. Superficie estimada de respuesta para la simetria del naproxol 
en función del pH y de la fuerza de la fase móvil, dlsello C. 
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El cfocto de los dos factores en conjunto no es importante (valor de p de O) pero sí el de 

cada uno por separado. La mejor simetría es a pH de 3 y un porcentaje alto de ACN,. aún 

así. en esta superficie de respuesta no tenemos simetrías de uno. que sería Jo ideal. para 

nupro.xol. 

En Ja gnílica de contornos para resolución (grá~co 18) observamos como. a diferencia de 

los diseílos A y B. necesitamos un v8Jor de pH-mayOr para tener una resolución de 3 (pH 

más grande que 3.4 en cualquier valor de porcentaje de acetonitrilo). por Jo que para de.finir 

las condiciones de análisis se fija un valor de p~ de 4 (o línea más gruesa) y asegurar así Ja 

resolución. esperando que esta se mantenga. Similar aunque se modifique el flujo 0.5 

mL/min. 

Contamos estima.dos de respuesta. resolución ne.proxeno yne.proxol 

Fze.FM 

Gráfico 18. Contomos estimados de respuesta para la resolución entre naproxeno 
y naproxol en función del pH y de la fuerza de la fase móvil. 

Cuando vernos el efecto del pl-J sobre la simetría de naproxol. está no se ve 

sig.nificatinuncnte afectada si subimos el pH de trabajo (gráfico 20) .. a diferencia de lo que 

ocurre con el naproxeno (gráfico 19). La simetría de naproxeno se midió después a valores 

de tlujo ma)·orcs (ver abajo. condiciones finales de análisis) viéndose mejorada al aumentar 

el flujo y qucdundo finalmente el pl-f de trabajo en 4. 

\ TESTS CON l 
FALLA DE ORIGEN 
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Contours of Estimatcd Response Surface 

J 

~NO.R 
-0.9 
-1.0 
-1.1 
-1.2 
--1.3 

!'il S4 51 60 

FzaFM 

Gráfico 19. Contomos estimados de respuesta para la simetri• del naproxeno 
en función del pH y de la fuerza de la fase móvil, disefto C. 

Contours of Estimated Response Suñace 

JZ /] 
45 4R 51 54 51 60 

FzaFM 

sNOH 
-0.7 
-0.78 
--0.86 

Gráfico 20. Contornos estimados de respuesta pa .. la almetrla del naproxol 
en función del pH y de la fuerza de la fase móvil, dlsello C. 

Finalmente .. se realizó una optimización del método partiendo de las condiciones obtenidas 

para naproxeno y naproxol en el Diseilo D (pl-I de 4) pero ahora con gradiente de polaridad 

de la fase móvil .. gradiente del cual ya se había establecido su utilidad gracias al uso del 

DRY-LAB. La polaridad inicial de la fase móvil es de 50 % de acetonitrilo y según la 

ecuación del disei\o C para resolución. el valor de esta sería: 

Rs=4.589 

Para Jos tiempos de retención y simetrías de naproxeno y naproxol: 

tR N = 6.235 min 
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sN=l.215 

tr NOH = 8.312 min 

sNOH = 0.717 

Con estos valores a obtener,. se pudo entonces modificar el flujo,. dichos valores solo dan un 

indicativo puesto que el diseño final tendría un grodiente de inicio y esto modificaría las 

respuestas cromatográticas y además se modificaría el flujo en caso necesario. para agilizar 

el tiempo de análisis total. 

5.1.5 MÉTODO DE ANÁLISIS DE NAPROXENO, NAPROXOL Y 
NAPROXENATO DE NAPROXILO EN SOLUCIÓN POR CROMATOGRAFfA DE 

LiQUIDOS DE AL TA RESOLUCIÓN 

Cromatógrafo 

Inyector 
Detector 
Columna 
Flujo 

Fase móvil 

Vol. Inyección 

Muestra a inyectar: 

Gradiente: 

Modulo de análisis para CromatografTa de líquidos de Alta 
Eficiencia Agilcnt Serie 1100 
Automático 
Agilent UV-Visible 
Novapack C 18~ 150 X 3.9 mm9 J.5 µm tamai'lo de partícula. 
J.O mL/min 
Acetonitrilo 
Solución amoniguadora de fosfatos 0.02 M 9 Ph=4 
20µL 
Solución en rnetanol RA de las siguientes sustancias: 
Naproxeno SR 
Naproxol SR 
Naproxenato de na roxilo 

ACN 
50 o/o Solución buffer 
95%ACN 
5 % Solución buffer 
95%ACN 
5 % Solución butTer 

El gradiente ayuda a la cuantificación del naproxcnato de naproxiJ0 9 las condiciones 

isocriiticas iniciales permiten mantener de inicio una 1inc3 base horixontal y la velocid3d de 

flujo subió del plantenmicnto inicial que era 0.7 mL/min a 1 rnUmin con el fin de acelerar 

el tiempo de análisis. los tiempos de retención finales son: 
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Suahlnci•. aeft•I. 

Nacroxeno 
Naoroxol 
Naproxenato de 
naoroxilo 

Tiempo de 
retención, mln. 

4.60 
5.34 

10.70 

Tabla 38. Tiempos de retención •n I•• condicion- fin•I- de •nliliaia 
del naproxeno, n•proxol y n•proxen•to de n•proxllo. 

En el apCndicc 11 se pueden ver los cromatogramas correspondientes del método de análisis. 

5.2 RESULTADOS DE LA VALIDACIÓN DEL SISTEMA 

5.2.1 EVALUACIÓN DE LA LINEALIDAD 

En las siguientes tablas se muestran los resultados de regresión lineal por día y para 

cuda analito .. el análisis por mínimos cuadrados fue realizado con un a= 5% y en el caso de 

que el coeficiente de variación de los datos fuera mayor del 2% (cómo ocurre para todos los 

analitos en la primer concentración medida) entonces no se tomarón para hacer dicho 

ami lisis. 

5.2.1.1 Nuproxcno 

Dla 1 NAPROXENO 
Total de datos 9 
Ordenada b: -1.0827 +/- 1.4295 
Pendiente m: 29.5288 +t- 0.2024 
Coet correlaciOn: 0.99997 
R• 0.99994 

Tabl• 39. R-ulbldoa del •nlilial• por minfmos cu•draidoa .,.,. I• curv• 
area concentración de neproxeno, primer d'• de •nlillala. 

Dla 2 NAPROXENO 
Total de datos 9 
Ordenada b: -1.26367 +/ 2.1623 
Pendiente m: 29.27739 +/ 0.3061 
Coet correlación: 0.119993157 
R 0.99986315 

Tabla 40. Resultados del •mili•I• por m'nimoe cu•drados para I• curve 
area concentr•clón de n•proxeno. •egundo d'• de •nlillai•. 

~ TESIS CON 1 
ruLA DE ORIGEN 
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Rcali7_.ando una prueba de hipótesis entre las pendientes de las dos curvas para ver si son 

con1parablcs. obtenemos: 

Valor de la pendiente, segundo dla. b = 29.27739 , riesgo a=0.05 
Ho: b =129.5288 tnendiente nrimer dfa\ 

Hipótesis 1 j 
alterna: t Student t de tablas Resultado: 

H1: b .,..,,_ 29.5288 -1.942 f 2.364 1 igual Aceptar Ho Laa pendlent .. 
aon lnu•I-

5.2.1.2 Naproxol 

T•bla 41. Prueb• de hlpót-la de lgu•ld•d de pendiente• 
entre I•• dos curv•• control del n•proxeno. 

DI• 1 NAPROXOL 
Total de datos 9 
Ordenada b: 0.88129 +/ 1.1203 
Pendiente m: 22.35059 +/ o. 1586 
Coef correlación: 0.911997 
R' 0.991194 

Tabla 42. Result•dos del análisis por mfnlmoa cuad ... doe P• ... I• curva 
area concentración de naproxol, prlm•r dla de anállaia. 

Ola 2 NAPROXOL 
Total de datos 9 
Ordenada b: 0.17201 +/ 1.3955 
Pendiente m: 22.15970 +/ 0.1975 
Coef correlación: 0.99995 
R 0.99990 

Tabla 43. R-ulhldos del •niillala por minlmoa cuadrados para I• curva 
area concentración de naproxol, segundo di• de •nállaia. 

H.ealizundo una prueba de hipótesis entre las pendientes de las dos curvas~ para ver si son 

cornparablcs. obtenemos: 

22.15970 , riesgo a=0.05 

Resultado: 

igual 

Tabla 44. Prueba de hipótesi• de lgu•ld•d de pendiente• 
entre las doa curvas control del naproxol. 

5.2. J .3 Naproxcnato de naproxilo 

~ TESIS CON , ¡ALI.A DE ORIGEN 
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Di• 1 NAPROXENATO DE NAPROXILO 
Total de datos 9 
Ordenada b: 1.02564 +/ 1.0124 
Pendiente m: 23.1987' +/ 0.2388 
Coef correlación: 0.99993 
R"' 0.99986 

Tabla 45. Resultados del an1Uiaie por minimo• cuad ... doa p•r• la curva •rea 
concentración de naproxenato de naproxllo, primer di• de •n,Uala. 

Di• 2 NAPROXENATO DE NAPROXILO 
To tal de datos 9 
Ordenada b: 1.05786 +/ 1 .0892 
Pendiente m: 23.22700 +/ 0.2570 
Coef correlación: 0.99992 
R 0.99985 

Tabla 46. Resultado• del an1Ul•I• por minlmoe cuad ... doa .,.,.. la curva •re• 
concentración de naproxenato de naproxlfo, aegundo dia de anjllala. 

Realizando una prueba de hipótesis entre las pendientes de las dos curvas~ para ver si son 

cor11parablcs. obtenemos: 

23.22700 , riesgo a.=0.05 

Resultado: 

igual Aceptar Ha La• pendiente• 
aon 1 uaf-

Tabla 47. Prueba de hlpót-la de Igualdad d• pendlent- entre la• 
doa curva• control del naproxenato de naproxJlo. 

El cocticicntc de correlación en todos los casos cumple con las especificaciones, la 

ordenada al origen incluye~ dentro del intervalo de predicción al cero y además. las 

pendientes para Jos dos días son comparables por Jo que el método es lineal en el intervalo 

de concentraciones que se muestran en la tabla 48: 

Ana fito 
Concent,..ción Concent,..clón 
mfnlm• 1 ..... 1mn m.txim• ,,,..,¡mi) 

Naoroxeno 0.5 15.0 
Naoroxol 0.5 15.0 
Naproxenato de 

0.3 9.0 naoroxilo 

Tabla 48. Lfnearid•d probada para cada an•llto con el mltodo de anjll•i• fin•I. 

S.2.2 EVALUACION DE PRECISIÓN Y REPRODUCIBILIDAD DEL SISTEMA 
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Discusión de resultados 

Par..i todos Jos analitos, se obtuvo un coeficiente de variación menor a 2% lo cual es 

suficiente para garantizar la precisión del sistema,; cómo el cálculo de este coeficiente se 

rcalizú con Jos datos de áreas obtenidas durante dos días, podemos asegurar también Ja 

rcproducibilidad. bajo las mismas condiciones., variación intradía. 

5.2.3 PUNTOS CONTROL 

Los puntos control que se añadieron fueron analizados estadísticamente., la 

concentración obtenida a partir del área medida' coÍl las ecuaciones de regresión caía dentro 

del intervalo de predicción y en todos los casos ocurre de esta manera por lo que se acepta 

que Ja concentración calculada es igual a la nominal o concentración teórica, según la 

cantidad pesada de analito. El análisis se muestra en las tablas 49 a 54. 

S.2.3.1 Naproxcno 

Primer dia de análisis. 

X~m Vobs Xc•lc +/. lnterv•lo Ha: Jlc•lculMI• .,. X•c• ... •ble 

C(ug/mL) Are a Cf1· ..... 'mL\ nredlcclón ~ •ceptar hln6t-la nul•? 

o.n 19.9992 0.714 +/. 0.106 Aceptar, muestra dentro del Intervalo 

o.n 21.748: 0.773 +/. 0.106 Aceptar, muestra dentro del lnlervalo 

o.n 19.9681 0.713 +/· 0.106 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

o.n 22.472! 0.798 +/. 0.106 Aceptar, muestra dentro del Intervalo 

0.75 21.993E 0.781 +/. 0.106 Aceptar, muestra denlTo del lntervaJo 

4 115.24681 3.940 +/. 0.101 Aceptar, mueslra dentro del intervalo 

• 114.735~ 3.922 +/· 0.102 Aceptar. muestra dentro del lnlervalo 

• 118.618 4.054 +/- 0.101 Aceptar, muestra dentro del inlervalo 

• ~~=:~~6~ 4.034 +/· 0.101 Aceptar. muestra ctentro del intervalo 

·j-"~ 
•.0.3 +/. 0.101 Aceptar, muestra dentro del Intervalo 

10.052 +/. 0.106 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

1 292-9490¡ 9.957 +/. 0.106 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

1 295.007~ 10.027 +/· 0.106 Aceptar, muestra dentro del Intervalo 

9.978 +/. 0.106 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

~a~:!:~~J 10.000 +/. 0.106 Aceptar. mueslra denlro del intervalo 

Tabla 49. Evaluación de los puntos control para naproxeno, concentración obtenlid• 
a partir de la recta ajuatada, primer dfa de anállsfa. 

Sci:undo día de análisis-
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+/- lnterv•lo 

redice Ión ..,. t.rhl 

+/- 0.161 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

+/- 0.161 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

+/- 0.161 Aceptar. muestra dentro del intervalo 

+/- 0.161 Aceptar. muestra dentro del inlervalo 

+/- 0.161 Aceptar, muestra dentro del inlervalo 

+/- 0.165 Aceptar, muestra dentro del inlervalo 

+/- 0.155 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

+/- 0.155 Aceptar. muesrra dentro del intervalo 

+/- 0.155 Aceptar, muestra dentro del Intervalo 

+/- 0.155 Aceptar, mueslra dentro del intervalo 

+/- 0.162 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

+/- 0.162 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

+/- 0.162 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

+/- 0.162 Aceptar, mueslra dentro del tntervalo 

Tabla 50. Evaluación de los punto• control pmr• naproxeno, concentr•clón obtenida 
a partir de la recta aju•t•da, segundo dfa de anállala. 

5.2.3.2 Nu¡Jroxol 

e 

Primer día de análishl. 

+/- lnterv•lo Ho:Xca~·--

redlcc6ón -· t.rhl -••nul•? 
+/- 0.110 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

+/- 0.110 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

+/- 0.110 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

+/- 0.109 Aceptar. muestra dentro del intervalo 

+/- 0.109 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

+/- 0.105 Aceptar, muestra dentro del Intervalo 

+/- 0.105 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

+/- 0.105 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

+/- 0.105 Aceptar, muestra denlTo del intervalo 

+/- 0.105 Aceptar, mue~tra denlro del intervalo 

+/- 0.110 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

+/- 0.110 Aceptar, mueslra dentro del intervalo 

+/- 0.110 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

226,060 +/- 0.11 O Aceptar, muestra dentro del intervalo 

1 224.975 +/- 0.110 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

Tabla 51. Evaluación de loa puntoa control pmra naproxol, concentración obtenid• 
a partir de la recta ajustada, primer di• de aniHlala. 

Segundo dia de anaili5i!I. 
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+/-

+/-
+/-
+/-
+/-
+/-

+/-
+/-
+/-
+/-
+/-

+/-
+/-
+/-

+/-

lnt•rv•lo 

IWdlcc:lón 

0.138 
0.138 
0.138 
0.138 
0.138 

0.132 
0.132 
0.132 
0.132 
0.132 

0.138 
0.138 
0.138 

0.138 

Discusión de resultados 

Aceptar, muestra dentro del intervalo 
Aceptar, muestra dentro del intervalo 
Aceptar, muestra dentro del intervalo 
Aceptar, muestra dentro del intervalo 
Aceptar, muestra dentro del Intervalo 

Aceptar, muestra dentro del intervalo 
Aceptar, muestra dentro del intervalo 
Aceptar. muestra dentro del intervalo 
Aceptar, muestra dentro del mtervalo 
Aceptar, muestra dentro del intervalo 

Aceptar, muestra dentro del intervalo 
Aceptar, muestra dentro del intervalo 
Aceptar, muestra dentro del intervalo 

Aceptar, muestra dentro del intervalo 

+/- 0.138 Aceptar, muestra dentro del intervalo 
Tabla 52. Evaluación de los puntos control para naproxol. concentración obtenld• 

a partir de la recta ajustada, eegundo día de anaili•i•. 

5.2.3.3 Naproxcnuto de nuproxilo 
Primer dia de análisis. 

+/- Intervalo 

C( .... lcclón •e• tarhl 

+/- 0.096 Aceptar, muestra dentro del lntervalo 

+/- 0.095 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

+/- 0.095 Aceptar, muestra dentro del Intervalo 

+/- 0.095 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

+/- 0.095 Aceptar. muestra dentro del intervalo 

+/- 0.091 Aceptar, muestra dentro del intervalo 
+/- 0.091 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

+/- 0.092 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

+/- 0.092 Aceptar. muestra dentro del intervalo 

+/- 0.091 Aceptar. muestra dentro del intervalo 

+/- 0.095 Aceptar. muestra dentro del intervalo 

+/- 0.096 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

+/- 0.096 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

+/- 0.096 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

+I- 0.096 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

Tabla 53. Evaluación de loa punto• control para naproxenato de naproxUo, concentr•clón 
obtenida a partir de la rectal ajuetada, primer dia de anailf•i•. 

Sc~undo día dht de análisis. 
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+/-

2.410 +/-
2.433 +/-
2.410 +/-
2.351 +/-
2.329 +/-

5.958 +/-
6.071 +/-
6.059 +/-

6.058 +/-
6.041 +/-

TESIS CON 
FALLA DE ORIG N ión de resultados 

e Ión •e• tllr hi 
Aceptar, muestra dentro del kltervalo 

Aceptar, muestra dentro del inleNalo 
Aceptar, muestra dentro del intervalo 

Aceptar, muestra dentro del intervalo 
Aceptar. mueslra dentro del intervalo 

0.098 Aceptar. muestra denlro del intervalo 

0.098 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

0.098 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

0.098 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

0.098 Aceptar, muestra dentro del infervalo 

0.103 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

0.103 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

0.103 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

0.103 Aceptar, muestra dentro del intervalo 

0.103 Aceptar, muestra dentro del Intervalo 

Tabla 54. Evaluación de los puntos control para naproxenato de naproxllo. concentración 
obtenida a partir de la recta ajustada, segundo dia de análisis. 

Con la prueba de que Jos puntos control entrdn dentro del intervalo de predicción de las 

rectas obtenidas por mínimos cuadrados para linearidad verificamos Ja confiabilidad de Jos 

resultados. 

5.2.4 DETERMINACIÓN DEL LIMITE DE DETECCIÓN Y LIMITE DE 
CUANTIFICACIÓN 

Los valores de pendiente y ordenada para cada curva de calibración en los dos días 

nos dieron las herramientas para obtener los límites de detección y cuantificación (tablas 34 

a 36). Como se mencionó anteriormente. estos límites son obtenidos por estimación 

estadística y hay que sumarles además. el nivel del ruido. el cual no nos pennitiría., sobre 

todo en el caso del naproxenato de naproxilo (que presenta un LD estimado muy bajo), 

observar Ja señal buscada: para este último. observamos que la linealidad del sistema nos 

hace estimar un límite de cuantificación muy bajo también, sin embargo, hay que hacer 

notar que a concentraciones de 0.15 µg/ml Ja variación en cuanto a áreas ya era de 40% por 
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Discusión de resultados 

Jo que con 0.031 µg/mL .. una concentración cinco veces menor que O.IS µg/mL .. realmente 

no se espera el poder cuantificar al naproxenato de naproxilo. Para naproxeno y napro.xol. 

los valores obtenidos son un buen estimado para el valor experimental que se podria 

obtener y son congruentes con la Jinearidad obtenida en el presente trabajo para el sistema. 
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Conclusiones 

6 CONCLUSIONES 

Se desarrollaron y optimizaron las condiciones analíticas para Ja cuantificación de 

naproxeno. nnproxol y naproxcnato de naproxilo en una corrida analítica empleando diseflo 

di.! experimentos. 

El rango lineal evaluado es para naproxeno y naproxol de O.S a IS.O µg/ml y para 

n:.iproxcnato de naproxilo de 0.75 a 9.0 _µglml Y, el siste'm.a es_preciso ~.reP:r~ducible para 

lns condiciones de evaluación. 

,.. ·. ., « 

La cuantificación de ros tre~ ~naii'tóS.'se~ .~~~:~~ 1 ~ mi~utos mediar!t~:·e, 'P~Sé'n_t~."rTiét~dO 
Se pueden cuantÚi~r-~l_~ .... ~-i~~-~-~'~¡~~··~~:_~~Bpr~~e:~O. n&proxol y "¡'..~-~~~~~~Bt~.;~:~_e_'·~~pro.~i1o 
cuando estos se" efl~~~-~~t.~~,.:~,i:'ry,i_~~-~~.'~~e~PO -~n -~~~ soluc_iÓn eri 'n,,~~~~J_:¿~·;;·:~I :~éi_odo de 
nnúlisis cromat_ográ.ÍicO_-c:fes~~l.lad~ éri~~·,· p~esCntc trabajo •. , . . . ~_: - . 

79 



Apéndices 

VII 

APÉNDICES 

80 



7.1. APl-':NDICE l. CROMATOGRAMAS DEL DISE1'10 O 

Ver Jos resultados en la página 41. 

Cromalogruma a. 

Apéndices 

90% de acctonitrilo en la fose móvil y pl-f de la solución de NaH2P04.H20 de 3 (-1.-1) 

Crornalograma b. 

80% de acctonitrilo en la fase móvil y pH de la solución de NaH2P04.H20 de 3 (+l.-1) 
- _,_ - VtiVOi A:Wavelength•254 nm CC:WIFUAM\bATA!NltRU24tOM\24tóMó21.0.) 

mAU801 f 
id 

.. ~ /\ /'¡' 

..,,~ 'i' • 1 

!!! 
~ 
/' '. 

·1 ~ . 1 
O·:---~-----"'."\-.:::-!=:!::~:=::;::=::=::::=:=:;:::=:=::::::;:::=;::::::=:=:=::;==::::==:::::::::~ 

-··_2,_ ____ __,. _____ _._ _____ ..__ ____ _,, t2J 

G TESIS C".'J J 
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Cromatograma c. 

90% de acctonitrilo en la fase móvil y pH de la solución de Nal-l2P04 .H20 de 5 (-1,.+I) 

,,_ ____ . ___ _,,,_ ___ _, 

Cron111to~ruma d. 

80% de acctonitrilo en Ja fase móvil y pH de Ja solución de NaH2P04.H20 de 5 (+1,+l) 
---- - • - ·.;..,.,o;"· W~·2'54 nm (C:\M1RiAM\bA'TAíM1Ri\2<itóM\24íí1Óidó5.b) 
1 mAU j 

100~ 

TESIS Cr>·~J 
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7.2. APÉNDICE 11. CROMATOGRAMAS DEL MÉTODO ANALiTICO 

DESARROLLADO 

A continuación se muestran Jos cromatogramas obtenidos con las condiciones aquí 

dcsarrol ladas: 

Cron1atoi:run1u J 

Fase móvil utilizada en el método con gradiente. 

-· VW01 "• W......_..•:zMnm{MIR ....... ---...-.... J 
~-, PMP1. SOfwnl C 

mAU201 .. ] 
'º' 

• .. 
Cro1nato~rumu 2 

Solución de referencia Napro~,~"'?'. eri· ni~tB~~I. q-"~ =· 4.6~ min), 

1A,W 
PMP1,SollMtlfC 

:J ~-~ 
·1 
º1------~-----...L~----- --------------....¡ ·• . 
-'o-Í-------~----------------~-----~-------l 

Cro1nalo~n1ma 3 

Solución de referencia Naproxol en mctanol (Tr = 5.34 min)r----TE--S-J_S __ ('_ti_l\'] ____ .. 

FALLA rs r"'~JGEN 
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V\iVÓ1 A. W-'-ngth•254 rwn (MIRIAM'OCiDBAó5ií.Ó) 
PMP1,~C 

1 -~1 ~~ 

Apéndices 

1 :i ~ 
l .1..__} __ -_-_-_-___ J_l" -=--=--=---=--=-------;¡;---~--d---l' 
Cromatograma 4 

Solución de referencia Naproxenato de naproxilo en metanol (Tr = J 0.70 min),. 

f3 vwb1A.w~•B4rwn1M1R~.cr·---·-·--·-----·----------~ PMPt.smv..c 
rnAU -~ 

20~ 
t5 l 
10~ 

.:}---· ···--

·•D l --------~-----~-----~-----------~ o -----ª'-------"------"''-------""' 

Cromatogr...1ma S 

Solución de referencia Naproxeno9 Naproxol y Naproxenato de naproxilo en metanol.. 

mAU 1 
20-~ 

15' ! 

'º'°ª 5~ 

r-_ 

ºi-----·•, 
.10 L-----~--º L ________ ~------"''------·~-----.. ------''"'------""· 

TESIS C"'""'J 
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