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INTltOl>UCCIÓN 

La CromatograJia en Cnpa Fma de Alta Ri.:~olución (l IPTLC) es una técnica que 1odavü1 110 

hu sido muy utilizada y difundida hasta el momento en nuestro país puesto que se licnc la 

idea generalizada de qut: esta se empica solo con fines cualitativos. sin embargo. se utiliza 

nllinarimncnte en muchos laborntorios del mundo para rcali7..nr ami.lisis cuantitativos 

ob1cnicndo rcsuhudos tan buenos o mejores c1uc los obtenidos por Cromatogrnfia de 

Líquidos de Alta kcsolucion (1-U-'LCJ. Algunas de lns ventajas que tiene el uso de Hi' fLC 

son su bajo costo. la facilidad para preparar la muestra antes de su aplicación. el amHisis de 

varias muestras a la vez. la capacidad de di:tectar componentes sin ncct:sidad de clución. 

CIC. 

El interés de desarrollar un método por HPTLC para Ja cuantificación de tensoactivos no 

iónicos surge debido a que los métodos descritos en 13 literatur3 para la dctcrn1inación de 

estos fueron desarrollados originalmente para el análisis en aguas de ríos y en aguas de 

desechos. adc"más emplean técnicas que requieren 1nás recursos y un gran nlunero de pasos 

para obtener finalmente un resultado de dudosa repctibilidad. En el presente trJbajo se 

muestra el desarrollo de un metodo mas rápido. preciso._ sensible y barato para la 

cuantificación de dos poloxameros. el 188 y el 407 (tcnsoactivos no iónicos). Estos 

poloxameros son lo::; más utilizados en la industria farmacéutica. Ainbos tien~n baja 

toxicidad. El 407 tiene la capacidad de fonnar geles claros tennorreversibles. lo cual los 

hace adecuados para aplicaciones fannacéuticas. como las ronnulacioncs dcnnatológic&1s u 

otlálmicas. asi como en el área de sistc1nas de liberación controlada. El 188 es uno de los 

pocos aceptados para la administración par-enteral. 

Para probar la confiabilidad del método desarrollado se recurre a evaluarlo mediante 

parñ1netros de validación. aplicando cálculos estadisticos. los cuales pennitcn detenninar si 

es conveniente el uso del 1netodo o se requiere de algún ajuste a las condiciones de trabajo; 

esto le da otra ventaja sobre los 1nétodos existentes. puesto que aquéllos no hacen uso de la 

estadística para su validación o no pueden ser sometidos a validación. 
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J. C..:ONC..:EP"l"OS Gl..:NJ-:1-l.Al,.ES 

1.1. DEFINICIÓN 

Los agentes tensoactivos. o también llamados surfoctantcs. son sustancias que. a bajas 

conc<..'"Tltrnciones. se adsorben sobre las superficies o interfases de. un sistet~m y alteran las 

propiedades de dicha interfase. Esms sustancias tienen uría cS1na'c111ra CarncterisÚca. poseen 

una porción polar (hidrotilica) y una porción no polar (hidrotObica). ambas en la misma 

molécula. Por lo anterior. se dice. entonces~ que los Surfactantcs son de naturaleza 

anlltilica lFigura 1 J. 

o-............. /'º·· ........ r·-...... /·-............... . 

Figura J. Representación de una molécula de tensoactivo ( :······-·-·- Porción hidrótOba. 
Porción hidrofilica) 

Los tensoactivos no sólo son importantes co1no el constituyente activo de los agentes 

limpiadores (iabones. detergentes. cte.). que es su principal uso. sino también son \.itales en 

la estabilización de e1nulsiones (por ejemplo. en alimentos y cosmC:ticos) .. como agentes de 

desprendimiento de moldes en la industria de los plásticos. en la suavización de textiles. en 

las pastas anticonceptivas. en h1 perforación de pozos petroleros entre otras :aplicaciones. 

Debido a sus propiedades únicas. los tensoactivos tienen un amplio uso en preparaciones 

fannacéu1icas. Estas incluyen. dependiendo del tipo de producto. el mcjora1niento de la 

solubilidad o estabilidad de un fánnaco en una fonnulacion liquida. estabili7.ación y 

modificación de la textura en una t'bnnulación semisólida.. o alteración de las propiedades 

de flujo de un granulado. ayudando así en la manufactura de la fonnulación sólida. 

Además de estos usos. los tensoactivos pueden ser incluidos en una fonnulacion con el fin 

de mejorar la eficacia o biodesempeilo del producto. Las propiedades de los surtactantes 

son tales que pueden alterar la actividad tcnnodinárnica. Ja solubilidad. la difusión. la 

dcsimegracion y la velocidad de disolucion de un fannaco. / 
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1.2. CLASll-'ICACIÓN 

Los tcnsoactivos se clasifican de acuerdo a la naturalc7 .. a del grui>o hidrotilico de la 

1nolécula. teniendo ·así 'cu•1tro gnapos principales de ellos: 

1. Aniónicos: . el grupo hidrotilico posee carga . negativa. como los gnapos carboxilo 

(RCOC)°). sulfonnto (RS0".1) o sulfito (ROSO">). 

Algunos, ejemplos de importancia fnnnacCutica son el laurato de potasio. 

CH,(CH2)"10COO"K+. y lauril sulfato de sodio. CH,(CH2)11S0°4Nn+. 

2. Catiónicos: el grupo hidrotilico tiene carga positiva (por ejemplo las sales cuaternarias 

de amonio. (R.~CJ"). 

Ejemplos de iinponancia fünnacéutica incluyen cctrimida. una n1ezcla que consiste de 

bromuros de tetradecil (65%). dodecil (22%). y hexadeciltrimetilamonio (7o/o). así 

como cloruro de benzalconio .. una mezcla de cloruros de alquilbencildimetilainonio de 

tOnnula general [Cc.HsCH:Nt(CH.ü~RlCI". donde R representa una mezcla de gn1pos 

:ilquilo desde Ci'H17 :i C1r.HJ1. 

3. Antbliticos: la molécula contiene. o puede contener. ambas cargas. positiva y 

negativa. (p. ej .• las sulfobctainas. RW(CH,)2CH2CH2SO-,). 

Ejemplos de imponancia fannaceutica son: N-dodecil-N,N-dimetilbetaina. 

C12H2sN.(CH,)2CH2COO". 

4. No iónicos: el grupo hidrotilico no posee carga. pero su solubilidad en agua se 

debe a grupos altamente polares.. tales con10 los grupos hiclrox.ilo o polioxietileno 

(-OCH2CH20-J. Ejemplos de imponancia farmacéutica son: esteres desorbitan (Spans) .. 

polisorbatos (Tweens) y los poloxameros. '· ~ 
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1.2.1. l'Ot.OXAl\.11-:Kos 

Los poloxamcros se cncucnlran clasiticadus dentro de los tcnsoactivos no iónicos y los 

nombres comerciales 1111is c01nuncs para éstos son: Pluronic® ... Lutrol® (BASF.. Corp.) y 

Tcnsapol®. Son copolimcros en bloque que consisten de unidades de polioxietilcno­

polioxipropileno-polioxietiteno C(>n t\."lrmuJa. general: 

l IO(C2l·l40>.(C3H<,O).,(C2H40)aH 

Donde: a son las cadenas de polioxietilcno y h las de polioxipropílcno. 

1.2.2. PROPIEDADES QUÍMICAS V FÍSICAS 

Todos los poloxmneros son quinticamente similares en composición .. sólo difieren en las 

cantidades relativas de óxidos de pr-opileno y elileno adicionados durante su manufü.ctura. 

La porción polioxipropilcno tl'OPJ representa Ja cadena centra• hidrotbbica .. tnientras que 

las dos cadenas laterales de polioxietileno (POE). representan la porción hidrotilica (Figura 

:n. pudiendo ser clasificndos cotno poliétcrcs o étcr--alcoholcs. 

-....... .... 
---··' 

ACEITE 
-....... . ., 

---·-' 

Figura 2. Esquema de moléculas de en una intertase agua-aceite. ("·········· 
hidr-ófoba .. POP; --- Porción hidrofilicu. POE) 
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Los grupos éter unidos a los mom'>mcros son pm1ic11lanncn1c Inertes a reacciones químicas. 

Ellos reaccionan sólo b~1jo condiciones vig.orn:ms con ilcido:; fuertes como 1 tllr ó Hl par:. 

dar el correspondiente haluro de alqmlo. Los ch:rcs en cadena l~uga. como los 

poloxamcros. pueden también tbrmar un complejo con mel&tles pesados .. basc:s. o iones 

,alcalino-térreos de un tamai\o apropiado. ·' Los poloxameros no n.mccionan con cationes 

como el calcio o magnesio. 

El estado tisico de los poloxameros varia de líquido a sólido al aumentar el contenido de 

óxido de etileno y el peso 111olecular. Los poloxnmeros gencr..-hnente se encuentran como 

gránulos blancos. cerosos. que fluyen libremente. Prncticamcntc no tienen ni sabor ni olor. 

Su solubilidad en agua aumenta al elevarse el conlcnido de óxido de etileno y disminuye al 

aumentar el peso molecular de ta parte correspondiente al óxido de propitcno. Por su 

carñcter no iónico son miscibles y compatibles tanto con tensoactivos no iónicos como con 

los aniónicos y catiónicos . ., 

Por el hecho de que en su thbricación es posible variar tanto el peso molecular de la pane 

hidrofilica como de la hidrofóbicn.. los polox:ameros presentan una composición muy 

variada. lo cual los lmce apropiados para muy diversas aplicaciones. 

La..o;; principales propiedades y elCctos de estos productos pueden ser: acción humectante,. 

acción dispersante. acción solubili:z.ante. inhibidor de la fonnación de espuma. entre otros. 

Pueden emplearse co1no auxilinres con acción imprcgnante. plastificante. hibrrostatica. 

lubricante. modificadora de la viscosidad .. despcganlc y díspcrsnntc. 4 

La denotación que se les ha dado a tos poloxameros consiste en lo siguiente: los dos 

primeros dígitos multiplicados por 100., corresponden aproxin1adamente al promedio del 

PM de la porción de polioxipropileno y el lercer d1glto. n1ultiplicado por 1 o. corresponde al 

porcentaje en peso de la porción polioxietihmo. 
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1.2.3. APl~ICACION•:s FAR:\IACt:UTICAS 

L.;1s aplicaciones que han tenido los poloxamcros en tbnnulaciones thrmacéulicas y 

h:cnulógicas son: como agentes de mojmJo .. en ungüentos, bases para supositorios, geles y 

en wblcras corno aglutinantes. Son agcnlcs csmbili7.antcs en emulsiones oleosas 

inlravcnosas y canto agentes solubilizantcs pnrn mantener In claridad de los elixires y 

ungüentos, como detergentes en limpiadores quirúrgicos y en soluciones limpiadoras de 

lentes de contacto.. ns1 mismo como dispcrsantcs y cstnbili;r .. adorcs en antibióticos .. 

dispersiones de vitaminas y en formulaciones tópicas. "'· -" Además de esto .. su baja 

lu."iciduJ y cupm;iJuJ Je funmu- gclc~ clm·us lu:t lmct:n pmliculanm:nh.: uJ1.:ctwdos pant 

aplicaciones farmacéuticas, como las fonnulacioncs dcnnatológicas u oftáhnicas, así como 

en e1 á1·ca de sist~mas de liberación ..:ontrolada."'· 7·~-9 Los quizá puedan usarse 

tcrapéuticmncnte con10 agentes de mojado en tbnnulaciones otlálmicas y como un agente 

de limpic7..a para pie1 herida o lastimada. 7 

La tbnna en que los poloxameros actúan como estabiliz.anles .. es mediante un mecanismo 

de efecto estérico. La estabilización estérica se refiere a la prevención de la floculación de 

parttculas coloidales por la adsorción de 1noléculas de polímero no iónico. El ténnino 

protección se usó antes para describir la estabilización por moléculas derivadas 

naturalmente. La estabilización estérica debe ser distinbwtiida de la protección porque en la 

primera hay ausencia de cualquier componente elcctrostatico. J!• 

La estabilización se atribuye a la adsorción del polímero en fOnna de espirales. de colas y 

de cadenas., sobre la superficie.. previniendo estéricamente a las panículas de estar lo 

suiicienternente cerca por las fuerzas atractivas de London-van dcr Waals y as1 llegar a la 

lloculación (Figura 3). La acción estabilizante de la pane sallente del polímero es 

cxtremada1nente eficiente; un solo espiral o cola proporciona una barrera de 20 kT (la 

repulsión total debe exceder a la atracción para que exista una barrera energetica que es al 

menos muchas veces mayor que la energía ténnica~ desib~ada por el ténnino k1). 11' 1 ~ 
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ESPIRAL 
BURBUJA o-0·º 

m~ ·~-·--·· ~ ~ y7)~$~ 
Figura 3. Un p;;,lin.1ero puede ser adsorbido en tOnna de cadenas .. burb~~aS: Y. ~~P~n:iles. 

Como ya se mencionó anterionnente. los poloxameros consisten,·de. una p3,rte o bloque de 

un polimCro al cual se le unen uno o dos bloques de otro p_o1imCro_ diferente. Estos dos 

politneros se escogen para ser selectivamente solubles en la fasC acuosa o- en la fase oleosa. 

respectivamente. Con un peso molecular adecuado de la parte polimérica. que es soluble en 

la fase: continua. se logra una excelente estabilidad. La interacción de los átomos de 

oxigeno de la cadena de oxido de etilcno con porciones polares de la superficie. 

detenninará la facilidad de la tbnnación del espiral y la extensión de la cadena de óxido de 

ctileno sobre la superficie. Las dispersiones coloidales estabilizadas cstéricamente 

presentan una mayor estabilidad a la adicion de electrolitos. a la ªb~tación mecanica. at 

congelamiento y deshielo. comparadas con las dispersiones que se estabili:zan 

electrostáticamente. Otra ventaja de la estabilización estérica es que ésta funciona bien 

tanto en sis1emas acuosos y no acuosos. 11 

De la amplia gruna de poloxanteros. los mas importantes en cuanto a sus aplicaciones 

fannacéuticas y/o cos1néticas. son el 188 y el 407. Esto se debe a que dichos poloxameros 

poseen diversas propiedades que los hacen particularmen1c adecuados para emplearlos en 

fOnnulaciones de dosificación tópica; éstas incluyen su baja toxicidad y su habilidad para 

formar geles claros en medio acuoso. Por ejemplo. el poloxarnero '107 es de particular 

interés debido a que puede tbnnar geles tennorrcversiblcs y es muy poco toxico. Mientras 

que los ditCrentes usos que se le ha dado al poloxamero 188 (p.ej. lubricante. estabihzante. 
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dispcrsantc.. r.:tc.) tmnhién lo han hecho un 111a1r.:riul i111r.:rcs:mte para la mdustria 

fonnac..!utica y cos1nética (anexo l ). 

1.3. l\IÉTOIJOS DF. CUANTIFICACIÓN 

Existen tres rm!todos descritos en la literatura para la detenninación de poloxmneros: d 

método con tiocianato de cobalto. el método de \Vickbold y el método de borato de tctrakis 

l4-halotCnilJ potasio.·• Todos estos mctodos fueron desarrollados originalmcnh: para el 

análisis de surfoctantcs no iónicos en agua de ríos y en aguas de desechos. 

El método de Wickbold involucra la tbm1ación de un complejo entre el poloxarnero y 

tctraiodobismutato (Reactivo de Oragcndorff 1nodificndo). El precipitado se disuelve en 

tartrato de amonio y se titula con ditiocarbamato pirrolidona. El método descrito por 

Wickbold incluye el uso de un aparato específicamente diseñado para ·concentrar el 

complejo. requiriendo un tiempo rclati·vamente largo de análisis:' El otro método 

dcsarrollndo por Tsubouchi y colaboradores u. involucra Ja titulación de poloxamCro con 

borato de tctrakis ( 4-halot'Cnil). En este método.. el poloxamero es extraído de la tase 

orgánica de una 1nczcla de dos fases y c1 punto final se detennina detectando el eKccso de 

bora10 de tctrakis (4-halofenilJ con un indicador.,. azul Victoria. Estos dos mCtodos 

requieren 1nucho tiempo y además un volmnen aproximado de muestra de 1 l. 

Un método más prometedor involucra la complejación de poloxa1nero con tiocianato de 

cobalto. 0 La nbsorbancia del complejo ya solubiliz.a.do se mide especlrofotométricainentc 

a 62:4 nm y se usa con10 una rnedida cuantitativa de poloxamcro 188. Este ultimo 1nétodo 

ha sido modificado por algunos investigadores que se mteresan en la cuantificación de 

poloxmnero 188 en cultivos de células anirnalcs.. ya que este surfactante se usa 

rutinariantente en procesos de cultivos de celulas de mam1tCros pant la produccion 

comercial de biológicos; en donde la tllnción del poloxamcro 188 es proteger a las células 

de Jos efectos deteriorantcs del rociamiento de burbujas el cual es necesario para la 

oxigenacion de las suspensiones de cultivos a larga escala/ 
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Lo:-; mélndos pan.1 la cu:ullllicación de h:nsoactivos no iónicos n.:portados to:mph:an h.!cnicas 

qur.: n:quir.:n.:n muchos 1·r.:cl1rsos y tiempo. N,I.~ Como se ha podido vr.:r. SI! han dcgidu 

pri11c1palmc11te l¡1s n.:acc1oncs compicjomc1ricas para dctcnninar la conccn1rncio11 del 

poloxamcro. pc:ro dio implicn un gran número de pasos para obh.:n..:r finalmcnlc un 

rr.:sultado. 

El prcst:nle estudio tiene la finalidad de desarrollar un método sencillo. barato. rúpido. 

sensible y preciso para la cua111ificnción de poloxamcros. /\. pesar de que aún se tiene la 

idea de que la Cromatogn1fm en Capa ~ina ( l'LC J. es una tccnica con fines cualitativos. es 

posible realizar amilisis cuantitativos con excelentes resultados.. tan buenos como los 

ob1enidos por HPLC. La Cromatob"Tafia en Capa Fina de Alta Resolución (HPTLC). es una 

tccnica anahtica que se emplea cotidianamente en muchos laboratorios del mundo y que sin 

embargo está poco difimdida en nuestro país. 

1.4. FUNDAMENTOS DE CROMATOGRAFÍA 

1.4.1. GENERALIDADES 

La crornatogratia es un método fisicoquimico de separación de especies qufmicas. en el que 

éstas se distribuyen en forma molecular entre dos fases no 1niscibles. /6 

La crornatogra,tia es una técnica que se utiliza para la separación, identificación y 

cmmtificación de compuestos. En todas las separaciones cromatográficas. la muestra se 

disuelve en una fase rnóvil. que puede ser un gas .. un hquido o un fluido supercritico. La 

fá.sc móvil se hace pasar a través de una tase estacionaria inmiscible e inene de 

composición fija. dispuesta en una colu1nna cilindrica .. en una placa o en una tira. Ambas 

tbses se eligen de tal manera. que los componentes de la muestra se distribuyan de fonna 

distinta entre la fase estacionaria y la fase móvil. 16 Las moléculas de soluto que se retengan 

prcfi;rcnh:nu.mh: en Ja fusc estacionaria .. t:Star.in una frdcción e.Je tit:mpo mas pequeña en la 

fase rnóvil y no serán transportadas a lo largo de la columna. placa o tira; por el contrario 
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los componentes que se unen débilmente: a la fose cstncionar-ia. se mueven con rapidc:.t;. 

Este proceso trae cuino consccucncia que los cumponenh;s de la n111cstra se separen en 

bandas definidas que pueden maai1zarsc cualitativa yto cuantitntiv-• .nncntc. 

La importancia del proceso cromatogrático es la distribución en el equilibrio de tos 

diversos componentes de la mucslrn entre las fases estacionnria y móvil. Lu relación cnlrc 

las concentraciones de una susmncia en ambas fases. dctcnninado en condiciones dc 

equilibrio. se llama coeficiente de distribución o de reparto. 

(1) 

donde Cs es la. concentración molar . del analito en la fase estacionaria y CM es la 

concentración 111olar en la.fase 111Ó\;il. La ir~~porÍancfri'de est~ coeficÍcnte,cn cromatob9Tafia 

radica en que S~ ·p~1cd~· dCt~nnin~r 1~·. ~.¡-~iÚd~~.f ·d~·-¡~~1~ -·~:~~a·~cfÓ~ y 1~ -~~l~cida.d a la que se 

mueve Una b_a~·dá_·~~ 1a·-co1u1~ma-~ pJ~c~- 0:(~¡·~'.7.· - · 

. . 
En Ja cromatogmtia en.pclicula~ __ en'papefO·:en capa.tina. la vel~cidad,d~ migración de la 

banda se mide por· el factor de rciención Rf... que es igual a la dislitncia rCcoÍTida por el 

centro de la' banda~ diVididó- por .. la· dis1anc::ia que recorre el frcnté ·del disolvente~ y está dado 

por la expresión: 

l?F= djstnncja recorrjda por la muestra (2) _ 
disumcia rcconida por el disolvente 

La selectividad de un sistema de cromatogratia depende de las interacciones de los 

componentes de la nluustra con las dos fases. Esas interacciones pueden ser: 

1) ion-ion: descritas por la ley de Coulomb. la cual dice que la interacción entre dos iones 

es función directa de sus cargas e inversa al cuadrado de las distancias entre ellos. 

2) ion-dipolo: esta interaccion se presenta entre iones y moleculas que poseen un 

n1omento dipolar. pennanente o inducido. Los dipolos surgen. respectivamente. de Ja 

distribución no unifonnc de electrones en los enlaces covalcntes entre átomos que 

difieren bastante en su clcctroncgatividad. y de la polari:t" .. .acion por los iones de 
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moléculas con electrones de valencia de u11a movilidm.l rdattvmnenlc alta. La 

interacción Jipolo-dipLllu c1cmTc. c:n la mayoría di.: los casos. por o.llim:ación Je los 

mismos y disposicion m.iynce111c de las cargns Lle distinto signo de cada dipolo. l~I 

ejcmplo mñs común de este llpo de interacción es el enlace por puente de hidrógeno. 

3) interacciones de tipo no polar: surgen de lo.1 interacción cntn: los dipolos instantáneos 

producidos por cJ dcspln7.n.mic1110 relativo de dcctroncs y nucleos: dichas fucr.l'.as 

aumcnu.m con el grado de s11nihtud de las nmléculas. con la focilidad de pérdida de 

electrones y con el nú1m.:ro de éstos. 

Por lo tanto. los adsorbentes polares tenderán a adsorber compuestos polares. El orden en 

el que las especies químicas son preferentemente adsorbidns depende de Ja naturaleZ3 

quimicn del ndsorbente y deJ disolvente. adetnas de la concentracion en la solución de las 

sustancias n separar (Figura 4 ). 

FASE 
E-.CWTACIOl-Ti\ .... ~A.. hl..U Yl:..N I"C. 

' A POLAR 

'--oH -
OHG MUY\ POLAR) 

p -OJ·J ----
0 
L 
A 
R. 

-OH 

OH/;~ 
OH lP0i:A.R) 
OH .....____,. 

FASE 
MOVIL 

1:AS.E 
ESTACIO?-TJ\~~-

""-· ----CH3 .r::::::::.. 
. -\----CH3~ 

: ·---CH;;. 

0 ·---CH3~ 

3\_ ----cn:J ~ 
R ----·~H3 

---·<:H::; ~ 

.. - - -CH3 ( ?;;~R) 
---·CH3 ~ 
".... 

l'Ol.AR 

FA.SE 
MOVJL 

Figura 4. Esquema de la cromatogratia liquida en tllse "normal y en tase inversa. Los 
círculos representan los diíerenrcs tipos de compuestos presentes en rnuestrJs y su posición 
relativa en Ja dirección del flujo de la tase móvil indica su orden de clución. 
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l • .&.2. Cll01'1ATOGKAl'ÍA t:N CAi',~ FINA llt: ALTA H•:so1.UCIÓN (lllGll 

PEH.FORi\ol.Ai'i'Ct-: TlllN LAYl-:R CI 1 l{()i\.IATOGH.APll\", llPTl.C) 

1..&.2.1. ASl'•:<.:TUS (a;Nt:KAl.t:S Ut: llPTI.<.: 

Todo.S los 111étodos' cro1l1atográficos involucran el mismo proceso para la separación de una 

1nczcla de suStanci:iS~ el cuul se bas;1 en la mig.ración de los co1nponcntcs individuales ~• 

diferentes velocidades debido a sus distribuciones únicas cnlrc la rase estacionaria y la fose 

1nóvil. 

La Cromatografin en Capa Fina (TLC) es un tipo de crotnatogralia de líquidos. en la que la 

fase estacionaria es una capa delgada y unifonnc de particulns finas de un adsorbcntc sobre 

una placa ~\: , .. idrio. alurninio o plastico. En el procedimiento básico en TLC. una solucion 

de la muestra se aplica en la parte baja de la placa. que es entonces colocada en una cámara 

cerrada. cuya base ha sido cubierta con una cierta cantidad de la fase móvil. usualmente una 

111czcla de solventes. DcspuCs del desarrollo de la placa .. es1a se saca de la enmara. y se 

111arcu el frente del disolvente para calcular el Rt: que es la distancia que recorrió la muestra 

dividida entre la distancia recorrida por el disolvc11tc. 17 

La HPTLC. se inició por el año de 1975 con la introducción de placas comercialmente 

disponibles de alta eficiencia. las cuales son más pequeñas (10 x JO ó JO x 20 c1n). tienen 

una capa 1nás delgada (0.t-ú.2 1nm) co1npucsta de un ndsorbcntc con tamm'lo de pan1cula 

1nás fino (5-6 µm) y una distribución del tamaño de particula más unitbnne (4-8 ).Un). y el 

cromatograma se desarrolla en distancias tnás cortas (3-7 cm); comparadas con las de TLC. 

que son generalmente de 20 x 20 cm con una capa de 0.25 mm conteniendo particulas con 

un tammlo promedio de 10·12 µm. 17 l\si. la principal diferencia entre HPTLC y Ja TLC 

convencional es el tamai'flo de poro y de partícula de los adsorbentes. Los adsorbcntes de 

1-lPTLC son producidos con un tan1año de panícula y de poro más unifonne y pcqucño. 1
"' 

El uso de las placas de alto desempeilo mejora la resolución, reduce el tiempo de análisis. 

au1nenta la sensibilidad y tnejora Ja cuantificación in si111. La TLC cualitativa o 
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semicuantitativa tradicional es simple de usar y requiere mah:riah:s de muy bajo costo (una 

cúmara imra cronmtogrnfia .. un c:1pilnr de vidrk, .. una placa pr\:cubic.:rta y un rc:1ctivu de 

dr.:tcccion o rr.:vcladoJ.r~ 

En HPTLC cuantitativa se requiere de instnum:nlos 111áS caros· y es un poco más compleja 

de efectuar; sin embargo .. utiliza el proccdfrúicr-110 '.básico de: TLC par..t desarrollar el 

cromatog.ranm. con la diferencia dC, que la aPÚcuci.On d~- 13. ~~~~1cstr~ .rlo se hñcc ·con capilares 
',,, 

de vidrio .. sino que ésta se realiza con aplicado.res· automati7..ados que reducen errores y 

variaciones, :idemás de aplicar el volumen requcrido. 17 

1.4.2.2. VENTA.IAS 

Las ventajas de utilizar HPTLC son: 

a) Bajo costo (utiliza. aproximadmnente el 5% de disolvente con respecto a HPLC). 

bJ La preparación de la 1nucstra antes de la aplicación suele ser serlcilla .. ya que 

frecuentemente no se necesita remover aditivos u otras inlPurezas. pues las placas se 

usan una sola vez. 

e) No es necesario elu1r los componentes para detectarl~s. Todos. los componentes se 

detectan sobre la placa. 

d) No hay restricción en cuanto a la elección de la fase:_ mó'\-il (p~r_ eJen:1plo. pueden usarse 

disolventes de baja transparencia ai· uV.-.pues--cStos son - c~porados antes ,de la 

detección). 

e) Es posible correr muchas muestras al tnisíno. tiempo (por ejemplo ... en una placa de 20 

cm de largo pueden correrse hasta 70 tnuestras). 
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A) Preparación de la muestra 

Los procedimientos para preparar tu nmc:stra son similurc:s a aquéllos usados en HPLC y en 

cromatog:n:uia de gases. Las muestras deben ser representativas. de tamm)o adecuado para 

que seu posible la detección del mt.alito de interés y lo suticicntcmcnlc puras parn que el 

analito pueda ser scparm.Jo corno una zona o nmncha compacw. Si la concentración dt:I 

anali10 es alta. h1s fonnas tb.nnaceuticas pueden ser simplemente disueltas en un disolvente 

que solubihcc por completo al analito y deje a los excipientes o compuestos extrai'los sin 

disolver para dar una solución del mmlito que pucdo.1 ser dircetmncntc aplicada para análisis 

en TLC. l"ara obtener una optilna resolución y sens1bihdad. el punto de apticac10n no debe 

ser tnayor que t -3 tnm de diámetro. Si et nnalito se encuentra en bajas concentraciones en 

una muestra compleja~ se debe extraer el solvente. purificar y concentrar la 1nuestra. antes 

de realizar íLC. esto con el fin de 1naximizar al analito y 1ninimi7 .. a.r componentes extra'i\os 

de la solución de pn1eba. 17 

B) Fases Estacionarias 

Ln placa y la fase 1nóvit se eligen de acuerdo a ta naturaleza de los analitos y de la matriz 

de Ja muestra. Las placas precubiertas comerciales son utilizadas en la mayoria de los 

casos~ excepto cuando placas con caracteristicas especiales se necesitan para un análisis en 

particular (Figura 11 ). Las placas de silica gel con una fase menos polar. como clorofonno­

mclanol. han sido usadas en mas del 90~/o de los analisis rcponados para fnnnacos. 

Las separaciones en silica gel se basan principalmente en uniones de hidrógeno e incluyen 

interacciones dipolo-dipolo entre la placa polar y los gn1pos funcionales del compuesto. 

Las placas lipofilicas qmmicmncntc moditicadas. tales canto: C-8 toctasihl). C-18 

(octadecilsilil) y tCnilo. se usan para TLC de tase reversa. En este tipo de crornatogratla~ la 

fase estacionaria es no polar. Las placas de fase reversa comercialmente disponibles "-arlan 

en la longitud de la cadena unida desde trimetil a 22 carbonos. l:.I alargamiento de la 

cadena alquilo. incrementa la retención del analito y promueve la separación entre mezclas. 
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La síhca gel puede s..:r imprcgnadn con varios disolventes. amortiguadores y reactivos 

selectivos para mcjurar las sc.:par;1cio11cs. Las placas algunas veces se limpian mediante un 

prcdcsarrollo con fase movil o clontro de mc.:tilcno-mctanol (. l: 1) antes de la aplicacion de.: 

la muestra. 1
" 

C) Fases Móviles 

La fase móvil para una separación en particular se selecciona algunas veces empíricamente 

usnndo la experiencia personal o los reportes de la literatura de scpan1cioncs similares. Los 

sistemas de disolventes generales que han sido utilizados comúnmente. basados en sus 

diferentes propicdndcs de selecti'\.;dad .. son dictil éter. cloniro de tnetilcno y clorofonno .. 

combinados individualmente o juntos con hcxano como el disolvente que ajusta la fuerza 

para TLC de thse nonnal. así como metanol .. acetonitrilo. y tetrahidrofurano mezclados con 

agua para ajustar la fuerLa en TLC de fose reversa. 17 

D) Aplicación de Muestras y Estándares 

Purn lograr ta máxima resolución y el ntejor análisis cuantitativo. ta aplicación debe ser 

pequct'\a., de tbnna rcbrttlar y prccismnente colocada en la zona deseada. sin daiu1r la 

superficie de la capa. El disolvente debe ser removido por evaporación antes del desarrollo 

del cromatob"Tama para que la selectividad y la zona de aplicación no se vean alteradas. El 

coleo de ciertas zonas puede originarse s1 toda o parte de la muestra se sohditica o adsorbe 

en la superficie de la capa. 

L.as muestras y estándares se aplican ntanualmente en Ja parte interior de la placa con 

micropipetas de vidrio o con microdispensadorcs dib~talcs. Asimismo. instrumentos 

manuales y automatizados cstñn disponibles para Ja aplicacion de la solucion. Las zonas 

iniciales .. en tbnna de manchas con un diámetro variable (se recomienda que sean de 1-3 

nun). son aplicadas y los volúmenes de dichas aplicaciones pueden predetenninarsc. 

Existen pipetas de capilares de vidrio o de platino-iridio que estan colocadas en un 

dispositivo mecánico para hacer los puntos de aplicación y que se encuentra controlado 

t:lcctrónicamentc; éste nparato gui:i. ni capilar n In posición desc:i.cb. y la regresa. poniéndolo 

en contacto unifonne con la placa para que así descargue la solucion. 
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Un aplicador compli.:1an1cn1c nutn111at1zallo. !'OC c11c11cntra controlado por una compu1adon1 y 

consis1e de un c:1pilar dc :acero inoxidable conectado :1 urm jeringa de dosilicación. 1:1 cual 

es operada por un motor. La mm:s1ra es rocmda por un atomi7.ador conlrolado por prcsion 

de nitrógcmo. Esta clase de dispositivo. puede aplicar secuencialmente (en banda o en 

punto) un vohunen constan1c o variable di: la nrncstra. eligiendo entre un número de viales 

<JUt: estrin en un soporte. Este instnuncn10 ha sido cJ 1nás utilizado que cualquier otro para 

la cuantificación dcnsilotnétrica en anólisis fannncCutico. 17 

El paso siguiente es la deh:cción. la cual st: realiza mediante la aplicación de un reactivo 

<1uc pcnnita visuali7..ar la 111ancha. Hay pocos rc:1ctivos de detección parn surfactuntcs no 

iónicos. Los reactivos que se encuentran disponibles generahnente se decoloran 

rápidamente. excepto el ácido sullllrico. aunque Cstc no es especifico. El reactivo ntás 

usado es el de DrngendortT modificado. una ntczcla de iodobis1nutato de potasio/cloruro de 

bario en ácido acético concentrado. el cual reacciona con cicna especificidad con los 

grupos polialcoxi. La habilidad de los poloxameros .. que tienen grupos poliéteres. de 

fonnar complejos con cationes grnndcs tn1cs corno K+ ó Bai• es usada en este estudio para 

la deteccion de las muestrns aplicadas y obtener una respuesta cuantitativa tri.rea bajo la 

curvn o altura). El complejo se fbnna como un par iónico con un anión lipotilico grande 

que se detecta o mide por su espectro de absorbancia en la región visible o UV. Una 

desventaja del reactivo de Urag.endorft~ es su baja estabilidad .. debida a que el ion yoduro es 

liberado.. lo cual afocta la dctenninación porque el ion triyoduro compite con el ion 

tetraiodobismutato para unirse con el complejo entre el bario y el surfactante no iónico.19 

Se propone que la estructura del complejo poloxamcro-tctraiodobismutato de bario es 

debida a una complcjación del ion Ba.!• (Mi•) con Jos grupos oxigeno en el élcr para fonnar 

d iuu o.xuniu. ~stc n:u\.:ciuna con un uniúu adt:cuaJu (X~) cumu el tcln1iuJol>ismulalu:' 

La cstrnctura propuesta del complejo se muestra en la Figura 5. 
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( f~(X:l·b - (CI-1,0Cl-b) - (CHC..X:I b) - CH20I-f ( • X-

I 1 
M CH,, 

Figura 5. Estn1ctura del complejo. polox3mcro-tet~aiodobismutato. X: un anión. en este 
caso, el tc1rnindnhism111ntn; M-: un metnl 1 aquí se lrntn ele Ra::.•. 

Sin embargo. se encontró nuis tarde que muchos átomos de oxigeno del éter interactúan con 

el ion inorgánico (un métnl pesado. una baSe .. o iones de metales alcalino térreos) y que el 

complejo fonna una contigurnción de helice para acomodar el ion en el cent~o.j 

Con los surfüctnntes no iónicos. el desarrollo del coloi- no . sólo se . relaciona a la 

concentración molar. sino que también es una función de la longit~d ~e- la Cnd'?,"ª etóxi~a y 

el hidrófobo correspondiente. Sin en1bargo. el análisis cuantitativo_eS--dificil,.ya .que el 

tamai\o e intensidad de las manchas son dependientes del ~rcentaje .. ~c óxid<>:.de etileno en 

la molécula. así co1no la masa de la mancha.'"' 

1.4.3. CUANTIFICACIÓN EN llPTLC 

La cuantificación de analitos por HPTLC se puede realizar mediant~ dos tnétodos: 

a) Indirectos: involucran la remoción del analil~···-,J'e--~~ plncn •. seguido de un paso para 

cuantificarlo. 

b) Directos: involucran algún tipo de medición dirccta~ente sobre Ja placa. como cálculo 

del área. comparación visual o dcnsitontetria. 
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1.4.3.1. l>ENSITOMETIÜA 

Un th:nsitómi.:tro es un dispositivo qu1.: tit:ne ajustada una lámpara de haz de luz simple con 

una ubcrtum rcct:mgular o circular que sirve pm11 n:uliz....-ir :mdlisis cuantitativos en J-t_PTLC 

111 ... ·1111. midiendo las zonas de las muestras y cstandares 

Todos los dcnsitómctros tienen ciertas características en comím. Estas incluyen una ti.lente 

de luz. un dispositivo e.Je selección de la longitud de 011da.. sistemas de enfoque y 

condcnsucion. y un dc1cctor fo1oscnsiblc. Ademas. se necesita de un mecanismo que 

permita mover a lo placa bajo el haz de luz cntbcado con el lin de c.xaminar la placa. 

El dispositivo que selecciona el haz de luz es un monocromudor (l\.1C) y el detector es un 

tubo tbtomuhiplicador (FM). Cuando el tbtomultiplicador se coloca debajo de la placa~ el 

instrurnento opera en el modo de transmitancia (T). Colocando el fbtomultiplicador arriba 

de la placa se tiene el modo de rctlcxión (R). Esta configuración se muestr..t en la Figura 6 

para un insmm1cnto de haz de luz simplc. 1
Y 
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Figura 6. Diagrama de un densitórnetro configurado en haz simple. F: füente. MC: 
monocromador. Flvl: fo1omuhiplicador. R: rnodo de reflexión. T: modo de trdllsmitan~ia~ 

En la FigurJ 7 se muestra un densitórnetro de haz de luz simple ájuSuido 'para 1itedic.iOnes 

de absorción en el modo de reflexión. Una lámpara de tungsteno o halógeno es la fuente 

para examinar las zonas coloridas labsorción visible} y una: lámpara de deuterio para 

examinar zonas qm: absorben en UV directamente. El monocromador puede ser un prisma 

o una reja siendo csla Ultin1a ta más frecuentemente usada. 

tb1omuhiplicador o tbtodiodo. I'f 

El detector es un 

Figura 7. Diagrama que nmestra la configuración de los densitómetros comerciales para un 
barrido de absorción. G: t.rntbadora. 1: integrador. F: fotomuhiplicador. P: placa. E: espejo. 
MC: monocromador. L T: lámpara de tungsteno. LDeu: lámpara de deuterio .. LM: lámpara 
de mercurio. 
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Exislcn varios dcnsi1ómctros co1111.:rcialmcn1e disponibles que tienen dífé:rc:nles capm:idadcs 

de 1ncdición. Se puede efectuar una medición simultánea de rcllcxión o transmilunci;a. o 

solamente transmitancia. mcdianh: un segundo detector colocado en cJ lado l'lpm:sto de la 

placa. 

El dcnsitó1netro se conecta a una grabadora. a un integrador o a una computadora. siendo 

ésta última la rmis uti1i7 .... ,da. Algunas de las tareas que puede realizar la computadora son: 

a) adquisicion de datos. b) busqucda automática de Jos picos y optirni7..acion del scanning 

de cada zona deseada. e) scanning a múltiples longitudes de onda y d) cálculo de •ircas bajo 

Ju cun.'a o alturas de muestras y estándares. 

Las curvas de calibración densitométricas relacionadas ·cor( una· scñ;]l de absorción {altura o 

órca del pico) y cantidad (concentración o peso) de.'est.ó."nd~~s sobr~··~ ~Ínca~~Í;enerahncntc 
son no lineales. espcciahnente a ahas .concentracion~s. Y.~~o ~~~~~· P:or. ~J orÍ.i;en. ~7. 

1.4.3.2. TEORIA DE l~A .DENSITOMETRÍA 

Las ecuaciones de Ku_béika y Mu~k constituyen la base de la teoría aplicable en el análisis 

cuantitati\.'o sobre·plac:iS de cap3 fina por densitometria. Estas ecuaciones están dadas por 

una ecuacion difeiencial (ecuaciones J y 4 ): 

_ QL= - (S + K)i + Sj 
dx 

_ ..!!i_ = - (S + K)j + Si 
dx 

(3) 

(4) 

donde i es Ja intensidad de la luz que viaja adentro de la placa hacia la superficie alejada 

{no ilurninada). j es la intensidad de luz que viaja en la placa hacia la superficie cercana 
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(ilurninadnl. S es el coeticicnte de dispersión por unuJm.1 de proH.mdidad (grosor). K es el 

cucticil!nlc de ;1hsorción por unidad de profundidad (grosor) y x. es la distancia de la 

superficie ;1Jejada de ia placa.''". 

En csh!' caso. la dispersión se define como la desviación irregular de luz en superficies 

intcnrns. 

Algunas condiciones implícitas cstún asociadas con estas ecuaciones: 

a) el haz de luz incidente es perpcndiculur a Ja superficie iluininada 

bJ las rctlc.xioncs y nbsorcioncs ocurren :t distancias iniinitcsinmles y son constanlcs por 

encima del rango de la longitud de onda de la luz. el área ilutninada y la prolimdidad de 

In plncu. 

Resolviendo las ecuaciones (3) y (4) se obtienen finalmente las siguientes ecuaciones: 

T To = 
SX+I 

R = Rn = SX 
SX+I 

(5) 

(6) 

Donde Tes la transmitancia. R la reflexión y X el grosor de la placa. 

Se estableció de acuerdo a bases teóricas. que las mediciones por trnnsmitancia eran más 

sensibles que las que se hacían por reílcxión,. y probaron esto experimentalmente. Sus 

conclusiones fueron las SÍb'UÍentes n: 

1. La luz que ilumina no necesita ser exactrunente paralela y perpendicular a la superficie. 

Sin embargo,. la distribución anbP\llar de la luz. debe mantenerse constante. 

2. L.a luz monocrotnatica es imponante para que se cmnpla la ley de lieer. 

3. La apenura del haz de luz debe ser pequeña para que se cubra un intervalo limitado de 

absorciones. 
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..t. Las mcdlcinncs por rcllcxión son nu'is sensibles a Ju no tmitf..lnmdnd de la aplicación de 

la muestra que las nu:dicioncs por absorción. 

5. Las variaciones en el coeficícntc de dispersión ~. como una funcion del arca de 

iluminación. intervalo de la longitud de onda. y profundidad de la placa. son 

probablc1nc111c 111c11orcs que las variaciones en absorción. 

1.4. VALIDACIÓN 

Cuando ha sido desarrollado un método de análisis el paso siguiente es validar dicho 

ntétodo pan1 tener la seguridad de que los resultados obtenidos a partir de él son confiables. 

La validación de un mctodo es el proceso para establecer. mediante estudios de laboratorio. 

que las características de desernpei\o del método analítico son adecuadas para la aplicación 
dcscadn. :!tJ.:!I.~ ,:! • .z.•.:!-1 

1.4.1. PARÁl'IETROS DE VALIDACIÓN 

Los parámetros que comúnmente se evalúan para 1nétodos en 1-IPTLC son los si~uientes 

a) Linealidad de la curva de calibración 

b) E.xactitud 

CJ Precisión: 

i. Repetibilidad 

ii. Rcproducibilidad 

dj Limite de deteccion y cuantificación 
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Al LINEALIDAD 

Es la rclm:ión que se establece mediante mrn recta entre urm propiedad lisica. químic:t o 

bioiógica con la conccntracion del anuJito. L.a respuesta mmhtica puede ser obtenida 

directamente o por medio de una lranstbrnmción nmtcmáticu y debe ser proporcional a Ja 

concentración de la sustancia dc:ntro de un intervalo dctcnninado. 

l"ara su detcnninación se prepara una serie de al menos cinco muestras con el estándar._ 

Cs1as muestras se inyectan al menos por duplicado y se dctennina la curva de regresión Y= 
lllX .,., h.:o.:i.::,:-1 

B) EXACTITUD 

Es el grado de concordancia que existe entre un valor obtenido cxpcri1nenlalmentc y et 

v;ilor de referencia (.cifra verdadera). Se detennina con la diferencia numérica entre la 

media de una serie de mediciones replicadas y el valor real (se puede expresar como el 

porcentaje del valor verdadero). 

La recuperación del analito debe estar cerca al 1 OO'Yó para considerar que el mCtodo es 
exacto. ·'"''·.!l . .!.!.:u 

C) PRECISIÓN 

Se define como la concon.lancia rdativa ol>teniJa entre .una s~rfo Je medicio.nes repetidas 

realizadas por un solo analista. utilizando los mi7imos apru:-atos y las mismas condiciones 

d..:1 sistema de medición.-'"''·~' 

Es una caractcrislica del método analitic0:-·-18 cUal COrlSiSte en indicar la concordancia de los 

resultados analíticos entre si. Usualme~·t~::~~::-~~.~:~~~~c.~i(t¿~¡'nos de desviación estándar o 

del coeficiente de variación. 

La precisión mide el grado de reP~tib·i·J-id~d _y/t;J reproducibilidad del método bajo las 
'. •: ;;, ·-•C 

condiciones nonnalcs de· operación: 

i. Repetibilidad: es la precisión de un método analítico expresada como la 

concordancia obtenida _ enfre ·~--determinaciones independientes realizadas bajo las 

misrnas condiciones (analiSfa.· tiempo. aparato. laboratorio) pero en diferente dra. 
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1i. Rcproducihilidad: es la pn:cis1ón de: un método analilicu expresada como la 

cuncordancia entre dch:nniuacioncs imlepcndicntes reulizadns bajo difi:renlt:s 

condiciones (difcrenlc mmlis1a. en d mismo y/o en diferentes labormorios. 

utili7...ando diferentes equipos. ele.). •• 1 

D) LIMITE DE DETECCIÓN: 

Permite conocer la n1i11inta co11cc111ració11 de principio activo llUe puede da.- una respuesta. 

pero no puede ser cuantificada. bajo condiciones nonnales de operación. Se expresa 

nonnalmcntc como la concentración de analito ...:n la muestra" . . w.~i.~~ 

E) LIMITE DE CUANTIFICACIÓN: 

Es la mínima concentración cJe principio activo que pue~e se .. cJeten.~1i11aJ~ con precisión y 

exactitud aceptables bajo condiciones nom1ales de operaci61~.:.•1··.u·~~ 
. . 

Los limites de detección y cuanlificación pueden ser determinados 'de la sibruiente fonna ~1 : 

a) Cuustruir una curva de culibraciún a bajas cUncc::ntnt~iunC::s d~ 1.a s~~tanCia ·je:: inlt::rés. 

b) Dctcnninar el intervalo de confianza para cada n-ivC1-de C~n~e~i~6ióó . 
.::) El limite de detecdón será la concentradón esthnada.d~l líl~~ite 'de ~t;fianza_superior­

dcl intercepto de la recta de regresión (respuesta· en ti.uición' de :·¡a,·-· Conc~~tfación) 
(Figura 8). 

dJ Proponer concemraciones cercanas al lnnite de dct~cc~~n ,estit:!'_~-~~- r.-dCtenni~!lr sus 

intervalos de confianza. 

e) El limite de cua.ntificación será aquélla concentrn~ión que .. tenga :_un··jf~ite' Ínf~rior de 

contianza semejante al intervalo de confian~ superior del intercepto (Figura 8) 
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Cu11ccntt·dcio1L 
Figura 8. Gráfico representativo de In dctenninación del limite de detección (LD) -y el 

limilc de: cuantificación (LC) con ~1yuda de los límilcs de confianza. _superior (LCS) e 

inferior tLCIJ. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

24 



2. 01ut:·r1vus 

(icncral 

Desarrollar un método para la cuantificación de tensoactivos no iónicos de tipo 

poloxa1ncros mediante la tCcnicn de Cr0111atogratia en Capa Fina dC Alta Resolución 

tHPTLCJ. 

l'articu/ar~...-

Desarrollar un proccdintiento mediante HPTLC definiendo las condiciones óptimas de 

trabajo .. tunto quitnieas como instnuncntnles entre las que se cncucntrJn: fase 1nóvil .. 

fase Cstacionaria. tiempo de saturación de In cámara. tie111po de lavado de placas. 

tiempos de secado. volurnen aplicado de reactivo revelador .. h. de lectura. etc ... para la 

cuantificnción de los poloxnmcros 188 y 407. 

Octenninar los siguientes par.itnetros: linealidad. precisión. repetibilidad. 

rcproducibitidad. exactitud. límite de detección y lfn1itc de cuantificación. utilizando 

calculos estadísticos para establecer la confiabilidad del método. 

3. HIPÓTESIS 

Si el método desarrollado por HPTLC para cuantiticar polox.ameros es lineal. preciso. 

repetible .. reproducible .. exacto y tiene definidos el lirnite de detección y de cuantificación, 

entonces se obtendrán resultados confiables. 
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4. ·'IATEIUAI. '\" t:QUIPO 

l3alun:f.a mmlilica BBC32 (llm:co); Gcrnmny 

Cromatógrnfo de Capa Fina de Alla Reso1ución. Automalic TLC Smnplcr 111 (Cmnng); 

S\vitzcrlnnd. (Figura 9) 

Scanner 3 para Cromatogrntia de Capa Fina (Camag); Switzt!rlmu.J. (Figura 10) 

Ph~cas de silica gel CtS. fose reversa (Machc:ry-Nagcl); Gcnnany. (Figura 11) 

Aspersor de vidrio (Figura 12) 

Cñmaras cromatográficas de fondo plano (Figura 13) 

Cris1alcria en general 

Figuf"a 9. Aplicador automati7..ado. 
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Figura 1 O. Dcnsitómctro con computadora adaptada. 

20 x20 cm 

t t t t l l T 

' 10x20 cm 

l 1 iiif !1 _J '"ii1t 
Figura 1 1. Placas para cromatogralia 

.·•':°":-.-J . ..... ~. . .. 
-~· 

~ ''· . ·~::i·-~:· 

Figura 12. Aspersor de vldrio. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

~7 



Figura 1 .:l Cúmarns cromatográlicas 

REACTIVOS 

a) Suifactantes 

Poloxamcro 188,. copolhncro en bloques de polioxictilcno-polioxipropilcno; (Pluronic 

F68®) BASF. Corp.: Gennany 

Poloxamero 407. eopolfmcro en bloques de polioxictileno-polioxipropileno; (Pluronic 

F127®) BASF. Corp.; Gennany 

b) So/ve 11 tes 

Mctanol. reactivo analítico. Fcnnont; México 

C.:lorofonno. reactivo analitico. Fcnnont:. México 

e) Reactivos para el reactivo de Dragcndorff 

Ácido Acético Glacial ... reactivo analítico. Mcrck ; México 

Cloruro de liario. Productos Qutmícos Monterrey ... S.A. de C. V.; México 

Nitrato de Bismuto ... J.T. Bakcr J\.nalizcde Reactivo; ti.1éxico 

Yoduro de Potasio. J.T. Bakcr Analized9 Reactivo; México 
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Diagrama de flujo de la Metodulogia 

Realizar ensayos prcl'ios ekcción de la fase 
mó1il, tiempo de lal'ado de placas, tiempo de 
secado de las mismas, método de rel'elado, 

determinación de la ). de lectura 

E11luar la confiabilidad del método propue~o mediame los siguientes parámetros: 

Comparar las can1idades 
teóricas con las 

experimentales de cada 
punto de la curva 

Precisión Repetibilidad Reproducibilidad 

Aplicar por triplicado 
)cantidades diferentes. Lo 

efectúa el mismo analista en 
2 dias dinstintos 

Aplicar por triplicado 
cantidades por debajo 
de aquélla que tiene 
mctilud )' precisión 

Secar 10 minutos y 
correr placa en mezcla 
Cloroíorrno·Metanol 

Aplicar por sextuplicado 3 
cantidad~s diferentes a los 
puntos de la curva en 2 dias~ 
dis1in1os 

Aplicarportriplicado
1 
~--'---~ 

3 cantidades 
diferentes. Lo 

efectúan 2 analistas 
en 2 dias distintos 

Sl!Car y rociar reacti\·o 
de DragendortT 

Realizare! 
an.ilisisestadistico 

Construir una 
gráfica y calcular 

los limites de 
Confianza Superiur 

e Inferior 

Interpolar en dicha gnifica 
el LCS del intercepto 

Limite de 
Cuantificación 
~ 

Proponer 5 cantidad 
cercanasallimiled 

detfüión 

Cakular '"' AUl 
y sus limites de 

confianza 

Determinarellll 
que esté mis 

cercano del l'alu1 
de LCS del 
intere<pto 

IJ 

"' 
L---------------.i correspo11diente ie----------------



S. METODOLOGiA 

5.1. Preparación del n.:activo rcvr.:lndor (rc¡1ctivo de Dragcndorft) 

Solución A: 

Se p&.:saron 0.17 g dC Nitrato de Bism\110 y, se disolvieron ·con 2 1nl dr.: Ácido /\célico 

úlacial. l .. or otro lado se pcsarc:>'•.1 ·4 .. u: g ·dC YOd-ll~o ·d.; 1' .. 01·~-~io y· 'se lcs_3.it~dio 1 ú fnl de agua 

destilada para· disolverlos. Dr.: _esta últfrna sol~_1ción s~- "toniaron :s mi 'y se n;czclaron con los 

2 rnl de ~ solución de Nitrato de l3i~iliut,;: 
Solución li: 

Se pesaron 1.5 g de Cloruro de Bario· y'se disolviCrOn con} .5 1nl_dc ugua_ destilada. 

Reactivo final 

Se mezclan los lü mi de la solución A·.con·s mi de la solución u. Cste es el reactivo de 

Dragcndorff. 

5.2. Dctcnninación de la A de lectura 

Se preparó una solución de 5.004 mg/ml de poloxamcro 188 y de ésta se hicieron diez 

aplicaciones en banda de 2 1nm de ancho y con 1 O mm de distancia entre cada una. sobre 

una placa de fase reversa de l U cm de largo por S cm de ancho. La placa fue previamente 

Hlavadaº durante 30 ntinutos dentro de la cámara de elución de tbndo plano con 10 mi de 

fase móvil. esto se hizo con la finalidad de mejorar la fonna de la inancha. Dicha fase 

móvil consistió de una mezcla de Clorotbnno-Mctanol (90:10) y Ja elección de ésta se 

realizó mediante ensayos de prueba y error. Una vez transcurridos los 30 minutos. la placa 

se secó a temperatura ambiente durante 20 minutos. Et volumen aplicado fue de 1000 ni 

(correspondiente a 50ú4 ng). Transcurridos 1 ú minutos. se introdujo la placa en la cámara 

de elución que contenía 1 O mi de la 13.se móvil. la cual se dejó correr a una altura de 4 cm. 

Una vez seca la placa. se roció con el reactivo de Drngcndorff. empicando un aspersor. 

hasta la aparicion de manchas anaranjadas. Inmediatamente se reahzo un barrido en rcgion 

visible (rango 400-800 nm .. con lámpara de Tungsteno. modo Absorción-Retlexión) para 
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dctcm11nar la A de onda adecuada a In cual se !cedan las pruebas posteriores. Se hizo lo 

111ismo par:1 d poloxamcro -Hl7. pero i.:sta vc.1: In fusc móvil consistió en mm mezcla d..: 

Cloro1onno-Me1anol l88: 12). 

C::bc sc11aktr que J:is placas se !cyeron dentro .de tos pf-imeros 1 O minutos de h:iberl:ss 

rocim.Jo con el reactivo revelador. ya tJUC se observó que las numchas · pcrdian Su color 

prog.rcsivan1cntc. 

5.3. Linealidad dit:I sistcnm 

Se dctcnninó preparando una solución madre de poloxmncro 188 de 5 mg/ml. De esta 

solución se hicieron las aplic:1cioncs .. sobre pl:1cm; lavadas con anterioridad .. de cantidades 

conocidas: 1000. 1 SúO. 2000. 2Súú. JúúO. 3500. 4000 y 4Súú ni;; cada una por triplicado 

con 2 mm de ancho y 8 mm de separación entre ellas. Se dejaron secar 1 O minutos y se 

corrió la placa hasta la ultura antes mencionada. Enseguida se rociaron con el reactivo de 

Uragcndorff y se leyeron a SI_\ 11111 en el scanner evahmndosc con el Soihvarc Cats 4. 

Postcrionnente se obtienen las ABC y se gralica la cantidad contra ABC para obtener la 

regresión lineal. 

Ademas los pro1nedios del AliC de cada nivel de cantidad aplicada se graticaron 

relacionando cantidad contra ABC y se realizó el correspondiente análisis de regresión. 

El proceso que se sigue para la detcnninación de la linealidad del sistcrna se erectuó en dos 

d1as diferentes. obteniendose una curva por d1a y a las cuales se les hace la prueba de ...- para 

verificar si se tiene una relación lineal entre la cantidad y el ABC. 

Para el 407 se preparó una solución madre de 5 rng/ml. Las cantidades aplicadas fUeron de 

1750. 2000. 2500. 2750, 3000. 3250 y 3500 ns. Las placas se leyeron a 5 12 nm para 

constntir el grálico cantidad de poloxamcro 407 contra el AliC y se decennino Ja linealidad 

con un análisis de regresión lineal. Esta curva fue preparada en dos días. y se hizo la 

prueba de F para demostrar la linealidad de la curva obtenida. 
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SA. Exactitud del sistema 

Tanto para el 188 como para el 407 la cxactitm.l. se valoró comparando la conccmracíón 

teórica de cndn uno de los puntos tfo ht curv:.i (como el 100~1>) .y la concentración 

experimental. calculrindosc cJ porcentaje de! rccupcrnción de cada nivel. Los distintos 

porcentajes de recuperación se suman y se dividen entre e1 .·nÍJlnerO de eStándarcs par.a 

obtener 1a recuperación promedio. la cual mientras más cerC:iOa sc-·é~cucntrc de 100. 

indicará una tnayor exactitud. 

S.S. Precisión del sistctna 

Para el 188: se detem1inó mediante el anáti~i~. por sextup~iCrid? de· tres_ cantidade~ aplicadas 

correSpondientcs a 1500. 3~.00 )·. '1500. ng; ~st~ _M?lisis -~c_.real.izó'"en d~s_ dfas. ~l c~terio ~e 

precisión del ~istemn se d~fi~c cO_n e.1 pÍoij¡edio:·dc'. lcis _c~:~·ficiénleS de"-_.variac::ió.;. de. Jos dos 

días. . . · " _:. ~~ .- ,: :.· 

Para el 407: se fc~Íhzi>' 0 ei::·;nis·1~·~· proced_imi~ntO-:riOteri~~. p~r~:l_as. c:mtid".ldcs'-aplicadas 

fueron 1 750. ·is_~o ·y ~~s~· i-lg: ·-· 

5.5.1. Rcpctibmdad (Precisión e:<prcsada ·en té~·inos de rcpelibilidad) _ 

Para el 188: se evaluó con los resulta-dos obtenidos por un mismo analista.-con el mismo 

equipo y en dos días diferentes. mediante el análisis por triplicado - de - tres diferentes 

cantidades aplicadas t J 000. 2500 y 3500 ng). La pntcba estadística que se hizo para 

comprobar Ja repetibiJidad ti.Je Ja de t-Student. 

Para el 407: se hizo el mismo procedimiento y las cantidades aplicadas fueron 2000. 2750 

y JSOO ng. 

5.5.2. Reproducibilidad (Precisión expresada en términos de reproducibilidad) 

Para el 188: se evaluó mediante el análisis por triplicado de tres cantidades aplicadas: t 150. 

2800 y 4 100 ng. Las dctenninaciom:s se realizan con dos diferentes analista..<i y en dos 
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ditCrcntcs días y se hace un análisis de vanancm _1cn.in.1uico para comprobar que si hay 

rci1roducibilidnd. 

Para el 4ú7: en este caso las cantidndcs aplicm.ins fueron l 85ú .. 2<iúú y 3401) ng .. por 

triplicado y se analizaron cstadisticm11c111c igual que para el 188.-

5.6. Limite de detección 

Para el l 88: se hicieron aplicaciones a partir de la l1hinm cantidad que cumple con los 

requisitos de precisión y exactitud (500 ng). y éstas J_'hcron: 100 .. 200. 250. 300 y '100 n¡; 

por triplicado. Luego se hizo unn g.ratica de la cantidad aplicnda contra los promedios de 

las ABC a partir de la cual se pudieron calcular y grnlicar los intervalos de conlianza para 

obtener el limite de detección. 

Para el 407: las aplicaciones se hicieron a punir de la última-cantidad que cumple con los 

requisitos de precisión y exactitud (1750 ng): 550. 600. 700. 800 •. 900 y 1000 ng. Se 

construyó la gráfica de cantidad aplicada contra Jos promedios de las ABC y se calcularon 

sus respectivos J1111itcs de confianza. 

5. 7. Limíte de cuantificación 

Para el 188: a partir de la curva construida para el limite de detección. se propusieron cinco 

cantidades: 12. 14. 18. 22 y 25 cercanas al lilnite de detección y se determinaron sus ABC 

correspondientes. Se calcularon los limites de confianza superior e inferior de esas 

cantidades. 

Para el 407: la cantidades propuestas en este caso fueron: 35. 45. SO .. 60 y 65. Se 

dctcnninaron sus ABC correspondientes y se calcularon los límites de confianza 

correspondientes. 
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"· 1a:su1.TAOOS \ºDISCUSIÓN 

(1. l.a. LIN~ .. ~1 .. ll>AD 

En la tabla 1 se muestran las ABC obtenidas para cada nivel de cantidad aplicada del 

puloxmncro 188 y con Jos cuales se evaluó Ja lincalid~1d del sistctna. 

Tabla 1. Resultados para dctcnninar la linealidad del sistema de poloxamcro 188. 

CURVA 1 CURVA2 

Cantidad"~..A ABC(mm~ P!'omedao ABC (mm':iH Cantidad r ... Jt ABC(mft\~ Promedio ABC (mm~ 

>008 2.5.51.2 

~ 
>01 2 2872.1 

~8 2478.9 2.535 6333 >01 2 2923_1 2919:.667 

>008 2S76 R !I >01 2 2?fi3 5 

10016 46646 i 1002.4 43.53.3 

1001 6 47806 "41579000 10024 46:;.9.3 4762.2333 

1001 !i ~ZS..!- 100:?.4 4774.1 

1.}CJJ:4 o~;¿ l.!14.UO "/1.H".JI 

¡j.ú,¿4 01tú"~ ooú7.13.H 1..\1.ll ó ri7UU oS'o477óó7 

lj.()24 6467.4 JXJ3.6 703.S.2 

0003 2 9-1~ . .5 20CM.S 93-16.1 

:nn2 04">1 n Q"i'l16'll'l 2m4~ 0242n 02n'llól'l7 

2003 2 97144 2004.8 =>o 
:?:-C40 1042~:? :?~.e 111::?7'6 

2>040 109$0 1 10677."1000 2>060 107878 10838 0000 

.t:<J4U ~~8 :..?.!>06U IU}~ó ----
30048 l:Z6670 3007.2 11637 1 

30048 12498 5 12.549 0000 3007.2 11596 1 11671 8667 
30048 12481..S 30072 117824 

3$0$.6 1'9645 3.xJ8.4 14335..9 

350.!i ó 154924 153140000 3>084 139272 14392 7000 

J~.!ió 1~.!i.l :J.!i08.4 14?1.!iO 

17~1 l'\.47""t0 

4l06 4 174282 17411 30ClO 40096 15617.9 1.!i624ó333 

..ao64 173166 .UJ?C 1S7e:: 1 
45072 198768 4.Sl08 180143 
.i;o7 .. 1~.:;io 1977:2.0333 4.'ilO.ó 10:603 G 101ú:i6Jn 
4.!'i07 2 19492 7 4.5108 182700 

El análisis estadisuco se realizó aplicando el software Excel 2000 . 

...-~~--~~~--:::::-::~-=-~~~ J4 
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Las ec11m:io11es obtcnidas de las dos curvas a partir dd um\hsis de regri:sión se muestran en 

la siguiente tabla. 

Tabla 2. Ecuaciones de rc&.oresión que explican la relación llneal que existe entre las 
caruidudes úd potoxmnc:ro 1 SS y su n:spccliva úrea. 

CURVA ECUACIÓN 

A.B<..!= 4.2S/8*Cant:1dad de Poloxamero HU:~+ 40!>:/8 

2 ABC= 3.6877*Cantidad de Poloxamero 188 + 1263.30 

GlvL.:J .ABC- 3.SIG2T .. C.".uliJ..,,J Je Fvlv.A..Um:1v 1S~ + 334.53 

A pnnir de estas ecuaciones file posible calcular Jos siguientes parámetros estadísticos 

(Tabla 3). 

Tabla 3. Parámetros estadísticos calculados para Ja linealidad del sistema. 

! PM:Ultt!"ti·os estadisti<'os de 111 rec;resión C'un~:o¡ 1 Curv:t:? 1 Glob:d 

ICoeficiente de correlaci6n ( r) 0.9982 o 9969! 0.9981 

ICoefictente de detenninaci6n (r2) 0.99ó4 0.99381 0.9962 

¡Intercepto {b) 405.7842 1263.3000 834.5300 
Pendiente (m) 4.2378 3.6877 3.9627 

icoeficiente de variación (C. V .• ~1,) 1.9202 1.8298¡ 1.8750 

Se observa.. a partir del análisis estadístico de regresión. que existe una relación lineal 

alta1ncnte significativa entre las cantidades que se aplicaron del poloxamero 188 y su 

respectiva ABC. teniendo asi que el 99.62 o/o de la variación del Al3C esta explicada por 

los cambios en Ja cantidad del poloxamero 188 (Figura 14). 

En 1a Figura 14 se puede observar la relación lineal que existe entre la cantidad y el ABC 

evaluada .. en el intervalo de cantidades de 500 - 4500 ng. 
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Figura 1·1. Curva de regresión global parn poloxamcro 188. y 
0.'J'Jú:? 

:l.9627x +- 834.53. r.: = 

""'"' l 
¡ ......... I 

lr-.C•tol j 
1..JUlll 1 

~·¡ IZUJO 

- ""'"' 1 ~ 
:::: 1 
...... ,1 
, ... , 1 

'-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~---

Cantidnd (n") 

Purn Lh:111us1.-ar si c.xisle uua rc:lacióu linc~"tl culre las vndnUles c:sluJiaJas (cnuliJaJ aplicada 

y ABC) se realizó un análisis de variancia y se estableció Ja sit.."Uiente hipótesis. 

Prueba de hipótesis: 

Ho: No existe relación lincnl entre la cnntidad de.poloxamcro 188 y 

su respectiva ABC. 

Hi: Existe una relación lineal entre Ja cantidad de poloxainCrO 188 y 

su respectiva ABC. 

Criterio de aceptación: Si Fcal > Fcrítica se rcclm7...a Ho._ y por lo tanto. 

existe rck1ción linc:il entre la cantidad de polox:amcro 188 y su respectiva 

ABC. 
La tabla"'+ 111ut:suu 1u:. 1t;:.unauu:. ut:1 a11a11:.1s ut: va11a11c1a. 

Tabln 4. Análisis de variancia para evaluar la linealidad del sistema. 

Fuente de 

Do:a1v1 .... 1ú11Jo:: 
medias d~bid..-,, 

,. Jn ,,..,...e•16n 
D"'sviac1&n 

debida .i la 

tot""'"I 

Gt111do• d .. 

:.it. .. ,"t~..:J 
~ 

4R 

SlMna de Promedio d.,, F calculada 
c.u.:r.4..-.:r..;1.:.:: 1.:;..:: c.u.:r.d.o·.:1..:J.:.:: 

7~38720427.4 1 :53774400::..:; 30:533.:5275 

241739R 9 50362 5 

! F critieo 
(.:it ...... o.OS"\ 

! 
24:500 

1 

! 
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De acuerdo con la hípú1esis que se eslablcció y n los rcsul1mJns ohrcnidos dd :mülisís de.: 

varia11cia. se dcblJ rcclm:r.;.ar l lo. y entonces hay evidencia cswdistica con un nivel de 

signiticnncia de l1.ú:i que.: la varincion del AUC se explica por una vnriacion en la cnmidad 

aplicnda de poloxumero 188. 

También se evaluó si los valores de ordenadas al origen eran significativmncnte ditCrentcs 

del valor de cero. con un nivel de significancia de O.OS. por lo que St: estableció la siguiente 

hipótesis: 

Prueba de hipótesis: 

Ho: L:i ordennda al origen es igual a cero. 

Hi: la ordenada al origen es diferente de cero. 

Criterio de aceptación: si t cal < 1 critica .. no se rechaza 

Ho. v oor lo lnnto el interccoto es hmnl n cero. 

En l:i tabla 5 se nmestran los valores obtenidos para el intercepto y para t. 

Tabla 5. Resultados de In prueba del intercepto. 

Paráinetro Curva 1 Curva2 

0:-dcn:icb::l 405.7!143 1263.2657 
ongen 

t calculada 2.2885 6.9334 
t crítica. 2.0555 2.0555 

Observando los resultados obtenidos y de acuerdo a la hipótesis establecida, existe 

evidencia estadística de que la orden:ida al origen de Ja recta de regresión es diferente de 

cero (con una probabilidad del 9Sv/o) esto se debe a Ja existencia de errores indctenninados 

del sistema. debido a causas comunes de variación en la ternperatura .. hwnedad. variaciones 

de voltaje que afecta a los equipos. etc. Aden1ás se sabe que las curvas de calibración 

dcnsitometricas relacionadas con una sci'lal de absorción (altura o arca del pico) y cantidad 

(concentración o peso) generalmente son no lineales y/o no pasan por el origen. /7 
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l1.2.u. 1-:XAL"l'l"l'UI> 

Como la exactitud puedr.! variar dependiendo de In cnnlidnd nplicm.la. ésta se evnluó en todo 

el intervalo de las cantidades de In curva de c:ilibrnción para obtener los porccntnjcs de 

rccuperac1on o recobro. Los n:suhndos se muestran en In rabia b. 

Tabla 6. Resultados para detcrmmar la exactitud del sistt:mn. 

Canbcfad Canttdari Promedio ABC Rer.:uperac16n 

teónca (no'\ eXDerunental (ncs'\ ABC <mm'J estunada (nun2) ("/o) 

500 501 2727 6000 2R19 84::!7 96 7288 
1onn 1nn2 47ñ0 06ñ7 4~05 1554 99 Oñ17 
1500 l:i03 6777 4500 6790 4681 99 8083 
;:ooo 2004 '.>377.5000 cns.7:::oc 106.::::566 

2500 2505 10757.8500 10761.0935 99.9699 
3000 3006 12110 4333 12746 4062 95 0106 
3500 3507 14853.3500 14731 7189 100 8256 

4000 4008 16517.9667 16717.0316 98.8092 

4500 4509 18967.7333 18702 3443 lúl.419ú 

El promedio de los porcentajes de recuperación es 99.8322o/o. por lo que se concluye que el 

sistema de medición es cxaclo en ese intervalo de cantidades aplicadas. puesto que dicho 

valor se encuentra dentro del rango de porccruajcs especificados para metodos 

cromatográficos (98-102%)_.:.f 
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Pnra evaluar si lns AllC en el intervalo propuesto son precisas se analizaron por 

sextuplicm.lo lrcs niveles diferentes de c~1ntidadcs aplicadas y se les hizo un tr:itamicnto 

estndistico. En las _tablus 7 y 8 se muestran los resultados 

Tnbla 7. Rcsultmlos obtenidos par:t dctcnninar la precisión. 

Cantidad(ne) 

1502.4 6646.2 
15-707.8 

3004.8 12667.0 
12498.5 

4507.2 19876.8 
19949 o 

1502.4 7093 1 

6715.0 
3004.8 11637. 1 

11596.1 
4507.::: 1S014.3 

18203.6 

ABC (mm2) 

DÍA 1 

6467.4 
6578.3 
12481.5 
12364.2 
194927 
19969?. 

DÍÁ2 
7035.2 

6989.7 
117824 
11529.3 
12~70.0 

18315.6 

6628.1 
6634.7 
12569.5 
12511.1 
19879.4 
19657 6 

70264 

7032.9 

11838.4 
11798.3 
18435.5 
18524.7 
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Tnbla 8. Rcsullados del promedio .. desvlac1ón eslúndar y cocticicnlc de v..1nació11 de cada 
caiuiJud ;iplic~1Ja. 

CNltid~<:! (r..e)f Pr*'."'m~riin 1 [) .. ~v1r.r1..:0n 1 ~*'."'~fii:-!"'!'flh~ <:I~ ABC (nun') estándar variación l°/o) 

DÍA 1 

1~02.4 ! CG10.41G7 1 u1 """.::.vu ! 1.2318' 
3004 8 1 12515.3000 1 100.2238 1 o 8008 
4507.2 í 19804.1167 í 188.4896 1 0.9518 

DÍA 2 
15024 1 6982 0500 1 134.9695 1 1 9331 
300-4 s l_ 1169_?.9333 -1 12ó.0483 1 1.0, 16 

4507.2 18293.950_~_ 179,27l6 __ 1 0.9800 

Se observa que en todos los niveles de cantidades aplicadas el coeficiente de variación es 

menor de 2o/o, valor límite especificado p;tra mCtodos cromatob"Táficos. por Jo tanto el 
- .... 

sistema es preciso. --

6.3.1.a. REPETIUILll>AI> 

La repetibilidad se evaluó.mediante la pn1eba de ... , .... de student con los datos obtenidos en 

dos días diferentes para 1000 .. 2500 y 3500 ng (ver datos en tabla 1) y para eso se 

estableció la sig_~,¡~~tc_ ~i~~~-esi_s. 

Prueba ·de hi,,Ótes.is: 

·:··Ha~· 'N~ ~~i~te efecto del día en el análisis. 

Hi:"'·$¡·~::Ciste ~Íecto del día en el análisis. 

Criter:io de .aceptación: Si t cal < t critica no se rechaza Ho. y por 

lo tanto hlly repctibilidad entre días. 

Al probar la hipótesis propuesta se obtuvieron los resultados que se muestran en la tabla 9. 
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Tul>la 9. Puni1m;tros cslndisticns calculados para evaluar la rcpc11hilufad. 

1 é~tid.>d de 1 Media J Desviac1ón 1 cv t cal t critica 

F68 fnol estAndar (%) 0<= O. 0512. Ri= s 1 
1000 4760.0667 91 1507 1.9098 -0.0582 2.3060 1 
2500 10757.8500 265.3259 2 4662 -0.7399 
3500 14853.3500 639.2393 4.1915 1.7650 

Con éstos datos se dc1crmi11a. con un 95o/o de conlianl"' .. a. que no exislc dili!rencia estadística 

significaliva del mCtodo desarrollado entre difcrcnlcs días. en ninguna de las Cantidades 

evaluadas. 

6.3-2-a. llEPKUDUClllll-IDAD 

La reproducibilidad se dctenninó en dos días por dos analistas .. analizando tres muestras 

aplica.das correspondientes a las cantidades de: 1 150 .. 2800 y '1100 ng._ bajo las mismas 

condiciones de analisis. 

En Ja tabla l O se muestran los datos correspondicnlcs a la rcproducibilidad. 

Tabla 10. Datos para dctenninar Ja reproducibilidad. 

1 
Cantidad de ABC (rnm2 l 

Poloxamcro 188 Analista 1 Analista 2 
rn~' Dí"' 1 1 D" ~ Di.:al Dí"'2 i ... ~ 

1 
6742.7 

1 

7326.2 4742.9 4577.3 
1150 70644 7273.1 4971.9 4668.6 1 6593.1 7338.8 4895.4 4523.2 

1 
13242.0 

1 

14231 5 10076 3 10505 3 

2800 i3220.7 l4i3V.J 9óS8. 9 10597.0 
13412.9 14260.7 9999.8 9854 1 

1 
17695.3 

1 

16694.7 

1 

13466 5 13281.5 
4100 17696 4 1'57.;¡_7 13027.3 13058 1 

17235.5 17546.4 13942 6 13064.0 
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Eslos dalos se mmlizaron n1cdiantc un amilisis de vnriancin anidado o .1.:rárquico para 

dch.:rminar si cxistia diferencia signilicativ:1 cnlrc los resultados obtenidos por dos mmlistas .. 

para cada nivd de cantidad aplicada .. estableciendo la síg.uicntt.: hipotcsis: 

Prueba de hipótesis: 

Ha: No existe efecto del analista en el análisis. 

Hi: Si existe efecto del analista en el análisis. 

Criterio de aceptación: Si F cal < F critica no se rechaza Ho. y 

entonces existe rcproducibilidnd entre difCrcnrcs analistas. 

En la tabla 1 t se 1nuestran los resultados del análisis estadístico. 

Tabla 1 1. Análisis de variancia para evaluar Ja reproducibilidad a diferentes cantidades 
aplicadas. 

Para 1150 ng.: 

Fuente de Grados de Swnade 
variación hbertad cuadrados 

.A.~:+..:: 1 15237805.7500 
Día 2 512097.6033 
Error 8 151)414.2200 

Para 2800 ng: 

variación libertad cuadrados 
39G57488 9417 

Día 2 1499081.1283 
Error 8 457325.8600 

Cuadrados 
medios 

16237805. 7500 
256048.8017 
19551.7775 

medios 
39G57~83 9417 
749540.5642 
57165.7325 

F cal 

53.4168 
13.0959 

52.9091 
13.1117 

F critica 
(a= 0.05) 

18.51 
4.46 

F critica 

(or-= 0.05) 
18.51 
4.46 
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1 >ara .. 1100 ng: 

Fuent;d-~ 1 &;dos de Swna de 1 Cuadrados 1 F cal 1 F cót.~a ·¡ 
variaeión bbertad cu .... dradc.s 1 medios 1 (or-=0 05) 1 

Anilliob l 47153675.3333 !47163575.3333 152 7424 ! 18.51 ! 
Día 2 617558.5333 1 308779.2667 2.3721 1 4.46 1 
Error 8 1041357 5333 i 130169.6917 

Co1no se puede observar. la F cal > F crítica se rccha7Ál Ho. entonces se atinna que el 

analista tiene efecto sobre el nnñlisis. parn los tres niveles de cantidndcs aplicndns. 

También con este análisis se puede evaluar la rcpct1b1hdad y se observa que para 1 1 SU y 

2800 ng existe una dilt:rcncia sigmlicaliva entre días. y sólo para la cantidad de 4100 ng se 

observa que existe repctibilidad. De:: ncucrdo a esto se considera que el nnálisis de variancia 

no siempre puede llevamos a tomar una decisión adecuada en cuanto a Ja aceptacion o et 

rechazo del método. 

Posiblemente estas variaciones son debidas a factores como Ja temperatura de trabajo .. Ja 

humedad. o el criterio del analista en cuanto al manejo de instnnncntos y/o equipo. Otro 

f3ctor de importancia es el hecho de que en el proceso de manuth.ctura de éste Poloxamero 

no se puede purificar tolalmente .. existiendo otros co1npuestos como restos del catalizador 

de In rcaccion tKOHJ. polietilcnglieol y pollpropilenglicol. residuos de oxido de etllcno o 

de propileno. e impurc7..aS de bajo peso n1olecular (OE. OP. 1.4-dioxano .. acetaldehido. 

ctilenglico1. dictilcnglicol) de las reacciones paralelas de los óxidos.'" 

Esos productos indeseables pueden ser causa de las variaciones en los resultados obtenidos 

por diforentes analistas y en ditCrentes dias. Finalmente. con este tipo de surtHctantes el 

desarrollo del color se relaciona tanto con Ja concentración n1olar como con la longitud de 

la cadena etóxica y el hidrofobo correspondiente.. resultando en un analisis cuantitativo 

dificil debido a que el ramailo e intensidad de las n1anchas dependen del porcentaje de 

óxido de etileno en la molécula. así como del tamaño de la rnancha. ,.,, 
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6.4.a. L.Íi\llTE l>E DETECCIÓN Y LÍMITE DE CUANTll'ICACIÓN 

Para detenninar el lin"Íitc de detección y de _cuantificación se anali;r..aron aplicaciones de la 
'.- ... ' - ·. 

solución madre. de poloxnn~C~o. 188 pero· a bajas_ cantidades -:;,~ se determinó su i\BC 

correspondiente •. La Íabla·· t 2_ ,n:~~e~~~a l~s ABC que se obtuvieron. 

Tabla' 12. Áreas BajO. la Curva obtenidas para aplicaciones a niveles bajos de poloxmncro 
188 para detcnninar los liÚtites de detección y cuantificación. 

1 Cantidad (ng) ABC(mm') 

1 
723.2 

100.04 752.0 
751.4 
1367.5 

200.08 1305.8 
1364.9 

1 
1655.3 1 250 10 1653 7 

1654.8 

1 1953.0 

300.12 1979.7 
19-n.3 
24:;1.6 

400.16 2426.8 
2452.3 

Se realizó un análisis de regresión lineal con dichos datos y se obtuvo la siguiente ecuación: 

ABC = 3.9627• Cantidad de Poloxamern 188 + 834.5300 (Ecuación 7) 
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Con est:t ecuación se estimó el l\.13C correspondiente p:trn cada nivel dc cantidad aplicada y 

se les <..l&:tenninó sus n.:spcctivos interv;1los de contit111z:1 {lilnitc:s de confiaÚ;r~1 ). esos 

rcsuhados son los que mucs1ra Ja tabla 1 J. 

Tabla 13. Limites de contianzn de las npl1cac1oncs de poloxamcro 188 a cantidades bajas. 

Cantidad (ng) Promedio LCI al 95% del LCS al 95% del 

ABC tmm2
) ABC ABC 

0.00 133.769 264.7876 
100.04 772.0790 728.2169 815.9411 
200.08 1344.8781 1317.6737 1372.0802 
~50.10 1631.~776 1$06.?47::? 1655.6078 
300.12 1917.6771 1890.4727 1944.8792 
400.16 24904761 2446.6141 2534.3382 

(LCI = Lirnite de confian7 .. n interior .. LCS =Limite de confianza superior). 

El valor de 264.7876 .. que corresponde al limite de confianza superior para Ja cantidad 

0.00 ng .. se interpoló en la curva de regresión que se obtuvo para los datos de la tabJa-12 

(ABC vs Cantidad de poloxamero 188). Se estimó la cantidad· de 1 1.4412 ng.. Ja cual 

corresponde al limite de detección. 

El limile de cuantiticación se evaluó proponiendo S cantidades a aplicar cercanas al limile 

de detección y se detennina.-on sus ABC aplicando la ecuación 7. En la tabla 1 '1 se 

muestran dichos resul1ados. 
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T¡1hla 14. Limites de confian:t".u para las A13C pronosticadas por la ecuación d~ regresión. 

Cantidad (ng) ABC estimada LCide ABC LCS de ABC 

(rrun2) 

12 2673884 2:05.1775 330.1;93 
14 279.4398 217.0770 341.8026 
18 302.3426 240.8744 363.8103 
22 325 2454 26 ... 669~ 385 8215 

25 342.4225 282.5139 402.3311 

La cantidad de 22 ng corresponde al limite de cuantificación. debido a que su limite de 

confianza inferior (264.6693) es el que se cncucntr.i rnas cercano al lílnitc de confianza 

superior del intercepto t204.7876J. 

En In Figura LS se muestra el gráfico obtenido con los datos calculados de los limites de 

confianza. 

Figura IS. Gráfica"de~-los-limites de confianza de las ABC en función de Ja cantidad 
aplicada de poloxamem ·J SS.c· c·--·---ABC estimada. ---LCI y LCSj 

3000,----------------------

25~1 
- 2000 ~ 
! 15001 

~ 1 1000 

5001 

o 100 200 300 400 500 
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Con base al intervalo de cantidades bajas di.: 100 a 400 ng se determinó cxpi.:rin11.:n1almentc 

el límite di.: cuantiticución nh.:c..iiantc la evaluación del cocficicnh; de v:u-i:1ciún de los 

porcentajes de rccupcracion para cnda nivel de cantidad aplicada. 

En tos resultados que se presentan en Ja tabla 15 se observa que el menor coeJicienh! de 

variación corresponde a Ju cmuidad de 250 .1 O ng. además se tiene la mejor prc;cisión y el 

porcentaje de rccupcracion es cJ que mas se acerca al 1 Oúo/o l I O t .4297.,,-oJ es por esto que el 

limite de cuantificación detenninado experimentalmente es de 250.1 O ng. 

Tabla 15. Porcentajes de rccupcrnción a cantidades bajas de poloxamcro l 8N con sus 
respectivos coeficientes de variación (C.V.). 

Cantidad~ Yo Recuperaciór c.v.(%) 
93.6692 

100.04 97.3994 2.2174 
97.3216 

101.6821 1 200.08 97.0943 2.5925 
101.4888 

1 
101.4726 

250.10 101.3745 0.0495 
101.4420 
101.8420 

300. 12 103.2343 0.7498 
103.1091 
98.4390 

1 400. 16 974432 o 5944 
98 4671 
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6.1.h. 1..INKAl....ll>AIJ 

Los datos que se obtuvieron para cada nivel de cantidad de poloxamcro 407 aplicada pura 

r.:valuar In linealidad del sish.:ma se mucstr •• 111 en la tabla 16. 

Tabla 16. Resultados para dctcnninar la linealidad del poloxamero 407. 

1 CURVA l CURVA., -
jcanridad (ng)J ABC (rrun2

J J Promedio ABC (mm2) 

1 1751.4 

1 
2791 2 

1 17S1 . .; Z7317 :::::o:..;ooo 

1 1751.4 1 2831 3 1 

r.;antidad (ng) ABC(mm1) Promelbo ABC (mm2) 

1 
1751 4 

1 
2464 3 

1 1751.4 ::.;t;J !: z.;4' t;COO 

1751.4 2421.0 

1 
2001.6 

1 
3444 9 

1 2001.6 343) 1 3439.0000 

1 2001.6 
1 

3439 o 
1 :sn.o s::J::: s 

1 2502.0 1 5242 9 1 5283.6333 

2001.6 2796 6 

2001.6 3005. I 2966.8000 
2001.6 3098.7 

1 
::so::. o 

1 

J!:6S.O 

1 2502.0 3910 9 3867.7667 

1 
2502 o 

1 

5375 s 
1 2752.2 6589 o 

1 2752 2 
1 

6452 o 
1 

óó70.óóó7 

Z7!i2.2: C:.97i ü 

l 3002.4 1 7243 9 
1 

2502.0 3827.4 

2752 2 4696 7 

2752.2 4g23• 4744.1000 

""'52 2 ..;712.2 

3002.4 5186.0 

1 
3002 4 

1 

7065 1 

1 

7219.0000 

3002 4 7328 o 
3002 4 SI 13 3 5189.5667 

3002.4 5269.4 

1 J252 6 
1 

7910 8 
1 JZSZ 6 7?SS 6 7'JlC.7!:CO 

3252.6 5&45 8 

JZSZ 6 s::D.6 5739 :~67 
3252 6 7865 9 3252 6 5708 4 

3502 8 8615 5 3502 8 6452 9 

3502 8 8754 7 8991.6667 3502.8 6895.7 6783.6333 
3502 8 9604 & 3502 s 7002 3 

1 

1 

Mediante el anáhsís de regresión que se les hizo a las curvas elaboradas los dos días se 

obtuvieron las ecuaciones que se tnucstrnn en la tabla 17. 
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Tabla 17. Ecuacim1cs de rcg.rcs1ún que explican la relación line.al que ex1sh: entre las 
cumiJac.ic:s e.le p1.1i1.1xw11cro 407 y :-.ti 1cspcc1iva inca h<1ju ia c111va. 

CURVA ECUACIÓN 1 
1ABC=3 5766*Canudad de Poloxamero 407 - 3541 91 

2 ABC= 2.3959*Cantidad de Poloxamero 407 - 1881.1 

Los parálnctros estadísticos qth! se calcularon a partir de esas ecuaciones se presentan en la 

tabla 18. 

Tabla 18. Parámetros estadísticos calculados para la linealidad del sistema. 

R Pararnetros estadísticos de la reeresión CURVA l CURVA2 GLOBAL 1 
lcoe6c1ente de correlación ( r ) 0.9965 0.9934 0.99691 

1Coe5ciente de detenrunación (r::) 0.9931 0.987 o 99391 
L1tc:1·..:c::¡:.t..;. (t.) -3541.? -lGGl. l -2714.11 

IPendiente (m) 3.5766 2.3959 2.9871 
ñcoe5ciente de vanación re V . %1) 2 1262 2 2577 21920i 

Con el análisis cstadistico de regr.;:sión,. se puede observar que existe una relación lineal 

altamente significativa entre las cantidades que se nplicaron del poloxru11cro 407 y su 

respectiva AIJC. La variación del ABC se explica por los cambios en la cantidad de 

poloxamero 407 en un 99.39 %. 

En la figura 16 se puede ·obse'"".'~- la reláción lineal que existe entre la cantidad aplicada de 

poloxamero 407 y el ·ABC e·valuada,. en el intervalo de cantidades de 1750 - 3500 ng. 
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Figura 16. Cu1·va de regresión global para poloxa111ero -107. y= 2.9871x - 271-1.I~ r.: = 
U.'JlJJ'J. 
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Se estableció la siguiente hipótesis para dernostrnr si existe una relación lineal entre las 

variables estudiadas (cnntidnd nplicada y ABC). y se rcnlizó un análisis de varian~ia. 

Prueba de hi1>ótcsis: 

Ho: No existe reh1ción. lirlcal entre la. ca.ntidad de p~lox:unero -107 y 

su respectiva ABC. 

l li: Existe una relación lineal entre la cantidad de .. polo.'l(arnero 407 y 

su respectiva ABC. 

Criterio de aceptación: Si Fcal > Fcritic8 se rechaza Ho. y por lo tanto. 

existe relación lineal entre. la cantidad de. ooloxamcro -107 v su rcsocctiva 

En la tabla 19 se muestran los resultados del análisis de variancia. 
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Tabla 19. Amilisis de varimh.:ra parn cvuluar la linealidad del sistema. 

Fnent~ de 

variación 

J De::an.:ación de 
me~.::i..:.: .:!et.ida 
a Ja regresión 
D"°!suia.ci6n 
drbida a la 

media 
Dc$viilcióu 

total 

1 Gr.<1.t.:os .-i,.. S11m<l <l~ 

libertad cuadrado~ 

5 1 338876039 o 

36 

1339897398. 3 

1 Prnm~ci1C'o rl,.. 1 Fi:-<'lk111<t.i.,. 

los cuadrados 

1 
267775207 8 9438 3119 

28371 1 

F crihr::,-, 

(«=o 05) 

1 
2.5300 

De acut:rdo con la hipótesis establecida y los resultados obtenidos del análisis de 

varinncin. se rechaza Ho. y por lo tanto hay evidencia estadística con un nivel de 

sibPJllficancia de U.U5 que Ja variacion del AliC se explica por una ~ariacion en Ja cantidad 

aplicada de poloxamero 407. 

Para dctenninar si los valores de ordenadas al origen eran sig':'iticativñmente ditC:rentcs del 

valor de cero. se estableció la siguiente hipótesis con un nivel de signific;mcia de O.OS: 

Prueba de hipótesis: 

Ho: La ordenada al origen es igual a cero. 

Hi: la ordenada al origen es diferente de cero. 

Criterio de aceptación: si t cal < t critica. no se rechaza 

Ho .. y por lo tanlo el intercepto es igual a. cero. 

Los resultados obtenidos al probar dicha hipótesis se muestran en la tabla 20. 
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Tabla 20. Resuhados de la pn1eba del intercepto. 

11 Parámetr0 C1_1f"''" 1 <:'111"'\f<'l 2 

il 
llOrd~nada al -3:541.9 -1678.6 

11 ona:en 
11 t calculada 12.7996 9 0086 

11 
11 t crítica 2.0360 2.0060 1¡ 

Con base a los resultados obtenidos y la hipótesis estabh:c1da. se tiene que hay evidencia 

estadística de que la ordenada al origen de la r~cta de regresión es diferente de cero (con 

una probabilidad del 95~oJ esto se debe a la existencia de errores indetennínados del 

sistc1na (variación en la temperatura. humedad. variaciones de voltaje que afi~cta a los 

equipos. etc.). 

6.2.b. EXA<;TITUU 

La exactitud ti.1e evaluada obteniendo Jos porcentajes de recuperación o recobro en todo el 

intervalo de las C3Jltidades de Ja curva de calibración. ya que la exactitud puede vn.riar 

dependiendo de la cantidad aplicada. Los resultados se muestran en la tabla 21. 

Tabla 21. Resultados para determinar la exactitud del sistema. 

Cantidad Cantidad 

teórica (ng) expenmental (ng) 

1750 o 1751.4 
2000.0 2001.6 
2500 o 2502 o 
2750 n 2752 2 
3000 o 3002.4 
32!'.iO.O 32!'2.ó 
3500 o 3502 8 

Promecho ABC Recuperación 

ABC(mm') estunada (mm:t ("/o) 

2625 5000 
3202 9000 
4575.7000 
51i76 5.-;.¡q 

6204 2833 

GO!>O 0003 
7887.6333 

2517 5069 104 2897 
3264 8794 98.1016 
4759 6242 96.1357 
55ílh 991>6 103 0792 
6254 3690 99.1992 

7001741:> 97.832$; 
7749 1139 101 7876 
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El promedio de los porc..:ntnjes de recuperación es 100.0608':.-n .. (lllr lo que el sistema de 

1nedició11 es exacto en ese intervalo de cantidades :1plicadas. puc.:sto qm.: dichu valor se 

encuentra nmy cercano al 1 úú~o de recupcracion y demro del rango de porcentajes 

accptnblcs para métodos cromatoi:.."1"áficos (98-102°/o)_.!.' 

6.3.b. PRECISIÓN DEL SISTEMA 

Para evaluar la Precisión en el intervalo propuesto se hizo el análisis por sextuplicado a lrcs 

niv~lcs._ difc~~nt.~s de c~...;Íid~d.cs aplicacbs y se les hizo un trntatnicnto cswdístico. En la 

tabla 22 se-muestran ·los resultados. 

Tabla 22. Resultados obtenidos para detenninar la precisión del sistema. 

! Canti<lad (ng) .6J!.C <m.-n2) 

DÍA 1 

1 1751.4 2791.2 2831.3 2756.4 
1 2781 7 2687.3 2802.6 

2502.0 5232.5 5375.5 5349.2 
5242.9 542ó.1 5240.3 

3252.6 7910.8 7865.9 7781 o 
7!'55.6 7!'28.!l 7756.7 

DLl\.2 
1751.4 2464 3 2421 u 2498 ó 

246$.:> 2:>46.$ 24óY.'/ 
2:>02.0 3865.0 3827.4 3871.5 

3910.9 3986.4 3815.1 
3252.6 5845 8 57084 5822.3 

5813.6 5749.0 5834.~ 

Se calculó también el prorncdio. la desviación estándar y el coeticientc de variación; esos 

resultados se observan en la tabla 23. 
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Tnhla 23. Rcsullndos del pr01nedio. desviación estándar y coclicicnlc de variación de cada 
cm11idud upticut.ia. 

·------ --~ -
DÍA 1 

1 17514 1 ':!..775 OC33 1 49 5500 l 1 7855 
2502.0 1 53111667 1 83.1803 1 l. 5661 1 
3252.6 1 7866 4750 1 814338 1 1.0352 

1 DLl'. .. 2 
1751.4 1 2477 2333 1 419561 1 1.6937 1 
2502.0 1 3879 3833 i 62 5292 i 16118 1 

3252 .. 1 5795 F.F.f.7 ! 54 541"8 1 í) 941? 1 

El coeficiente de variación es menor de 2'Yo. valor limite especificado para métodos 

cromatog.rálicos, en todos los niveles de cantid;i.des aplic;i.d;i.s, por lo tanto el sistema· es 

prcciso . .J·" 

6.3.1.b. REPETIHILIUAU 

La repctibilidad se evaluó con la prueba de 0 c· de student con los datos obtenidos en dos 

días diferentes para 2000. 2750 y 3500 ng. (ver datos en. tabla 16) y se estableció In 

siguiente hipotcsis. 

Prueba de hi¡Wtesis: 

Ho: No existe:: efecto del día en el análisis. 

Hi: Si existe efecto del dia en el análisis. 

Criterio de aceptación: Si t cal < t critica no se rechaza Ho. y por 

lo tnnto hay repctibilidnd entre dins. 
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Los du1os ulll..:nidos al rcah:l' .. ar la prueba csladisllcn se ohst.!rvan t.!H la 1:1bla 2..i. 

Tahla 24. Panimc1ros csladislicos calculados para evaluar la repclil>ilidad. 

Ci\ntidañ de M~<fü\ f Desviación C V--¡~-~IT t crítica !' 
F127 ns estándar ("/o) e<= 0.0512. gl= 8 

2000 3202 9000 109 4328 2 15921 5 2347 2.3060 1 
2750 5707 3R33 1915 3¡;54 ?. 7444 12 ()11'>7 

3500 ?·&n 6:>00 431 0875 :> 12~3 6;U3:> 

Debido a que la t calculada es mayor que la t cri1ica. se derennina que existe difC:rt:ncia 

estadística significativa <lc:I mélodo desar-rollado entre diferentes días. para las cantidades 

evaluadas. esto se puede explicar por las vanacrones mdelenninadas en el sistema .. tales 

como temperatura. humedad. presencia de productos indeseables en el copolimero 

provcnicrucs de Ja reacción de polimerización. problemas de purificación completa del 

mismo.ele. 

6.3.2.b. IU:PRODU<.:IUIL.IDAD 

Para detenninar la reproducibilidad se hizo el análisis por triplicado de las cantidades 1850., 

2600 y 3400 ng. en dos dias diferentes y por dos analistas. 

La tabla 2.:5 muestra los dalos empicados para evaluar la reproducibilidad. 
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Tabla 25. Resultados p~1m determinar la n:pn..lduc1h1lu.lad. 

1 1 Cantidad <l~ ABC rrnm21 
1 P.:..1.:.-xruuer.:.o 4.07 Anal.tsta 1 1 At"talista 2 

1 
'tu:!" Dla 1 l D~.;.. 2 l Dic. 1 Día2 

1 

2370.2 

1 

3642.3 

1 

4425.2 3523.6 

1 
1850 2429 1 3688 d d557 o 3568.5 

2::147 q ;:t,c;q-;:i A 44~oCi 4 ::14!=J1 1 

1 
4~b/.~ 

1 

't>bb4.~ 

1 

bbbt:l.O !>1/o.4 
1 

2600 
1 

4878.4 56tf¿.5 6537.2 

1 

5169.9 

~ 4841.9 5700.2 6649.5 5183.1 
6445.4 

1 

8793.5 

1 

10060.3 8276.5 

3400 6513.9 8792.4 10143.8 8301.2 
6436.8 8753 5 9951.4 8262.6 

Con estos datos se realizó un análisis de variancia anidado o jerárquico para detenninar si 

existía diferencia significativa entre los resultados obtenidos por dos analistas. para cada 

nivel de cantidad aplicada. estableciendo la siguiente hipótesis: 

Prueba de hipótesis: 

Ho: No existe efecto del analista en el análisis. 

Hi: Si existe efecto del analista en el análisis. 

Criterio de aceptación: Si F cal < F critica no se rechaza Ho. y 

entonces existe reproducibilidnd entre diferentes analistas. 

Los resultados del análisis de variancia se observan en la tabla 26. 
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Tuhln 26. Amilisis de vnriancia para 1.klcrminar la n:prodm.:ih1lic.fod. 

Para 1850 ng: 

(-F-;;~~~· de 
variación 

.Anali•ta 
Día 
Err-:·r 

Pnrn 2600 ng: 

Fuente de 
variación 

Día 
Error 

Para 3400 ng: 

1 Grad~s de 
libertad 

2 
8 

Grados de 
libertad 

2 

8 

Fuente de j Grados de 
vanación 1 hbertad 

Analista 1 1 
Día 1 2 
Error 1 s 

Swna de 
cuadradvs 

2?20632.0217 
3728315. 1750 

22377.8733 

Suma de 
cuadrados 

1171437 5408 
4127337.8083 

11493.000U 

Suma de 
cuadrados 

7146096. 3408 
54665820.9883 

59498620 1.8533 

Cuadrados 
medivs 

2~:!063:! 0217 
1864 157 5875 

2859 '7342 

Cuadrados 
med1•:-s 

\ 171.i37 5408 
2063668.9042 

1436 6250 

Cuadrados 

medios 
7146096 3408 
27332910.4942 
74.:> 13285.9817 

F cal 
1 

1-5$67 1 

651.8639 1 

F cal 

1436.4701 

F cal 

0.2614 
0.3675 

tn.51 i 
4.46 1 

F critica 
(a= 0.05) 

18 51 
4.46 

F critica 
ta= 0.05) 

18.51 
4.46 

Con este análisis se atinna que el método es reproducible. puesto que F cal < F critica: sin 

embargo.. el 1nétodo no es repetible.. pues existe diferencia significativa del n1étodo 

efectuado en ditCrentes dias (excepto para 34UU ng). Se puede asegurar que errores 

indeterminados del sistem:i (variaciones de voltaje en el equipo~ temperatura. criterio del 

analista~ etc.) pudieron haber ocasionado un resultado thlso en cuanto a la reproducibilidad 

y a la rcpctibilidad. Estos resultados 1ambién se ven afectados por J:i presencia de 

compuestos no deseados en Ja muestra de amilisis. que generalmente son producidos 

durante la reacción de polünerización y que pcm1anccen en el copolimero. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGl?~N 

Tales 

57 



compueslos pueden ser: el catalizador de la reacción. polictilc:nglicol y polípropilcng.licol. 

n.:siduos <.h: óxido de ctilcno o <.h: propilcno. e impurczas <le bajo peso 1nolccul:1r. Aunadl.1 a 

esto .. Ju imensirind y el desarrollo dd color dependen dci porcentaje de oxido de ctilcno en 

la molc.!cula. nsi como de Ja tamai\o de la mancha. Jo cual puede scr causa de variaciones en 

los rcsultudos. N 

Dc ucucrdo a lo anterior se aprc:cia que el análisis de variancia no siempre puede resultar 

conliablc. ya que puede causar confusión y provocar que se tome una decisión incorrecta en 

cumuo a la aceptación del método. 

6.4.b. l.Íl\llTE DE DETECCIÓN V 1.Íl\llTE DE CUANTIFICACIÓN 

El limite de detección y de cuantificación se detenninaron analizando aplicaciones de la 

solución madre de poloxmnero 407 pero a bajas cantidades y se dctenninó su ABC 

correspondiente. En la tabla 27 se muestran las Al:JC que se obtuvieron. 

Tabla 27. Arcas Bajo Ja Curva obtenidas para aplicaciones a niveles bajos de poloxamero 
407 para dctemtinar los lhnites de detección y cuanuticac16n. 

¡cantidad (n,g) 1 ABC (uuu
3

) 1 
009.V 

550.44 

tiúú.48 

700.56 

BOO.G.:: 

900.72 

1000.80 

867.8 
882.3 
955 1 
Sl60.6 
954.8 
1233 G 
1218.0 

'"""·"' 1.542.7 
1.:;::::>.& 
1540 7 
170.,.~ 

1738.3 
1715 1 
1?::!44 
1946.8 
1943.2 
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Con Jos datos d..: la 1ahla ant..:rior se rcali~ó un nmHisis dc rcg.r..:sión lineal y s..: obtuvo la 

síguicnlc ccuaciún: 

ABC = 2.9871 •Cantidad de Poloxmnero-407 -2714.1 (Ecuación 8) 

Esta ecuación s..: usó para estimar el ABC correspondiente para cada nivel de cantidad 

aplicada y se les Jctenninó sus respectivos intervalos de confiun;, .. a (límites de confinnz..'l) 

que son los resultados de la tabla 28. 

Tabla 28. Limites de confianza de las aplicaciones de polosamero 407 a cantidades 
bajas.(LCI = Limhc de confian7..a inícrior .. LCS = Limicc de confianza superior). 

Cantidad (ng) Promedio LCI al 95% de la LCS al 95% de la i 
ABC (mm') respuesta analítica r-cspuesta analítica 1 

0.0000 -550.7524 -383 ... 275 
550.44 870.1489 841.8389 898.4589 
600.48 991.7161 967.4728 1015.9594 1 

700 56 1234 8505 12115 5432 12531577 
1¡ 800 64 1477.9848 1460 2161 1495.7535 

90072 i721.1 Eiló8 ló98.1095 1744. i289 ' 1000 80 1964.25352 1876.5842 2051.9228 H 

El ·valor de -383.4275. que corresponde al limite de confianza superior para la cantidad 

0.00 ns. se interpoló en la curva de n::g:resión que se obtuvo para los datos de la tabla 28 

tAUC vs Cantidad depPoloxamero 407). Se estin1ó la cantidad de 34.4375 ng la cual 

corresponde al limite de detección. 

Para evaluar el limite de cuantificación se propusieron.~ cantidades a aplicar cercanas al 

limite de detección y se d~tcnninnron:~Us ~BC ·,aplicnndo la ecuación 8. En la tabla 29 se 

muestran dichos resultados. 
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Tabla 29. l....ilnitcs de conlian;,.a para las /\BC pronosucadas por In ccum:u.:m de rc!-tn:s1ón. 

1 Cantidad (ng) 1 ABC estirn.>d'1 1 LC!de ABC LCS de ABC 

1 1 
(nun

2
) 

1 
35 -332.üóiO -4ó2.03iS -302.09'02 
45 -357.7670 -436.6845 -278.8495 
50 -345.6200 -424.0111 -267.2289 
1>5 -3nQ 17QO -:\R5.Q~21 -232 3fi5Q 
70 -297.0320 -:u 1.3575 -222.7064 

La cantidad de 65 ni! corresponde al límite dt: cuant1ticac1ón~ debido a que su limite de 

confian:r.n inferior (-385.9921) es d que se encuentra m::is cercano al limite de confianz.., 

superior del intercepto (-3l'U.427SJ. 

En la figura 17 se observa el b'TIÍtico obtenido con los datos de limites de confianza. 

Figura 17. Gráfica de los limites de confianza de las ABC en fUnción de la cantidad 
uplicada de Poloxamcro 407. ( ·····-·····-··ABC estimada. --- LCI y LCSi 
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El limite de cuanuticucu.in :oc dctcrmmú c."1;pcnme11talmcn1c. e .. 111 base al inh:rvnlo de 

ca11tidadcs bajas de 550 a 1000 ng. mcdi:.mt1.: la C\'aluaciOn del cneticicnte de variación de 

los porccnta_1cs de rccupcracion para cada mvcl de cnntidml aplicada. t:.n la 1nbln _.\O se 

ubscrvn que el menor coeficiente de variación corresponde a la cantidad de 800.64 ng. 

tcniCndose Ja mejor precisión. por lo tanto el limite de cuantiticnción detcnninado 

cs:pcrilncnmlmcntc se cncucmra en esa cmuidnd. ob1t:nicndose porcentajes de rccupcracion 

accptubles. 

Tabla 30. Porcentajes de recuperación n cantidades bajas de poloxnmero 407 con sus 
respectivos coeficientes de variación. 

Ci'tntidarl (ng) 

550.44 

i 600.41! 

1 
700.56 

1 

800.64 

1 900.72 

1000.8 

R~r.11ru~·rP1r;ñn (UA) C V {°/n) 

102.2354 
99.7301 
101.396-' 
96.3078 
Yó.t!ó<!4 
96.2776 
99.8987 
90.6354 
99.3562 
104.3786 
103.8982 
104.2433 
99.ú344 
100.9982 
99.6503 
97.!1711 
99. 1114 
98.9282 

1.26110 

0.341<!!! 1 
O.G3C2:3 

0.23778 i 
1.00547 1 

0.62064 
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7. CUNCLUSIUNES 

/\.. El mé1odo cromatográlico dcsarrollmJo fi1c adaptado s¡1tislhctorimncntc a las siguientes 

condiciones de trabajo: fase csrncionaria C 18 pnra ambos poloxmm:ros .. fose tnóvil 

Clorutbnno-Mctanol (90: 1 U para el 188 y 88: 12 para el 407 ) .. > .. de 51 :~ mn para el 188 y 

de 512 nm para el 407 .. lñinpn.rn de tungsteno pnrn ambos casos .. tiempo de lnv;ido de 30 

minutos .. tiempo de secado después de lavado de 20 minutos .. tietnpo de secado después 

de aplicación de 1 O 111inutos .. volumen de reactivo rcvt:lador de l mi. 

B. La confiabilidad del sistema se verificó con los resultados obtenidos encontrándose que 

es lineal en el intervalo de cantidades aplicadas de 1000 a ~500 ng para poloxamero 

188 .. y de 1 750 a 3500 ng para poloxamcro 407. 

C. El sistema mostró ser exacto para 188 y para 407.. puesto que los porcentajes de 

recuperación se encontraron ·dentro de los límites especificados (98-102'?1.) y preciso 

tmnbién para a_nt~os :·:y~-.~~!c-_lo~.-C?C?~i".~Cntes de variación para las cantidades evaluadas .. 

ti.aeron menores a 2%. 

D. La repetibilidad q~~dó:deá~·idá d-~ tbrma adecuada para 188 y no para 407; mientras 

que la reprod~cibilid~cJ"··~-~Cd~'·defi~ida.para el 407 .. pero no para 188 

E. El 1imite·~d~ dete~~ÍÓn_y el_ lin1ite de ·cuantitica_ción de los dos obtenidos gráficamente .. 

difier~n de lo·~-«:Jue~~e o'i>tuvie~on ~~-~criinentalmentc. Los resultados experiinentales se 

consideran mas confiables que los datos a partir de la gnitica de limites de confiamr.a. 

F. Las variaciones en la repetibilidad y la reproducibilidad pueden deberse a la presencia 

de productos indeseables y/o impurezas provenientes de la reacción de: polimerización .. 

Jo cual es una variable no controlable por el analista .. asi como el porcentaje de oxido de 

ctileno en la molécula. 
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C i. Las ~lllcraciones prcscnh:s en ci..:11os r..:sultmlns s..: 1..h:hcn a errores inde1..:rmi11ados del 

sistema. debido a causas conumcs di: varü1ciú11 (h;111pcratura. humedad. variaciones de 

volmjc de los equipos. porcentaje de oxido de c1ilcno en la moh:cuia. tamano de la 

manclm • .;te.). 
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H. P•:KSPt:<.:l'l V AS 

A. Probar la conliahilidad dl!l método desarrollado con nmestras de productos _comerciales 

que contengan alguno o ambo:; surfactantcs; o·_bi~n.· 0 cn_ pCrtilcs de liberación de 

fannacos a partir de fonnas fannaccuticas en las que ·sean parte de su tbnnulac_ión lp.cj. 

geles. parches trnnsdén1~icos. na11<:»partfcu13S: ciC~): 

B. Eti:ctuar la validación del método,: de; tbmm Co1npleta para lograr su optimización y 

~btener resultados r~producibles )-: ·rep~libles; 

C. Comparar el método desarrollado ·por. HPTLC con otrO en el cual se cuantifique el 

Poloxmncro por CrOnmtogmria de Excl~ión l\.1ole
0

cular. 
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ANEXO 1 CAl{ACTEl(ÍSTICAS DE LOS SURFACl"ANTES 

1Va111rale:a c¡uhnica: Copolimcro en bloques de polioxietileno-polioxipropileno de tOrmula 

general: 

Cl-b 

HO- (Cl-h-Cl-h- O)A- (CHo-6-1 - O)u- (CHo-Cl-12-0)A- 1-1 

Donde A= 79 aproximadamente y O= 28 aprox~madamente 

Ln porción en peso de polioxietilcno es nproxinmd:unentc 80o/o~ 

/Jescripcid11: sustancia cerosa blanca o ligeramente amarilla con tOnna de microperlas; 

olor débil. 

l:: ... pccijicaciones: las especificaciones tannacopeicas se muestran en la tabla 3 1 . 

Tabla 31. Especificaciones tllrmacopeicas para el poloxamero 188 

[V310r-HTCfroxi10 --
Peso molecular 1 7680-9510 
%dcag;ua S 1.0 

IPH (2.S<Vo en agua) 1 ~.0-7.5 
ró""<ido de eti1eno, ppm < 1 

j Oxido de propilc11u. ppm ·---41----"'=·_,s'------~ 

1

1 .. 4-Dioxauo. pp111 1 ::::;: 5 

Metales pesados. ppm s 10 
Punto de fusión. ºC .c;2-57 
% de Residuos de sulfato ~ 4 
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.-.;,,/llhilidad: el poloxamero 1 SS se solubiti:l'.a rtlpidamentc en etanol. se disudvc 

rüµidnmente l.!11 agua P••n• dar una !iolución opalescente. es insoluble en <licti1~tt.:r. par:.1tinn y 

ncidos graso~. 

La solubilidad de este compuesto en solventes orgámcos se muestra en la Tabla 32. 

Tabla 32. Solubilidad del poloxmncro 188 en distintos solventes 

! - - Sol~cntc 
Cloniro de metilcno 
Clorofonno 

1 Acctonitrilo 
Acclonn 

1 Acetato de etilo 

- -Solubilidad 
A rox. 35o/o 
Aprox. 40% 
Aprox. 201% 
Aprox. 2°/n 

Aprox. 1.5% 

ni 

Aplic:ac:ione...-: el poloxmnero 188 es utilizado como enmlsiticante y solubili?.antc. tmnbién 

en nplicncioncs parcnteralcs. Su efecto solubiliznnte no depende de la fonnación de 

1nicclas. Sin embargo. el 1 tUS se usa como agente dispersantc y de mojado para la 

preparación de dispersiones sólidas y para mejorar la solubilidad. absorción y 

biodisponibili<lad de fánnacos de baja solubilidad en fonnas de dosificación orales sólidas. 

f~edcn ser usados con este propósito en granulacion por fusión y en granulacion por spray. 

Además éste poloxamcro puede ser uti1i?.ado como coemulsiticante en cremas y 

e1nulsiones. como cstabilizantc de suspensiones y como lubricante de tabletas. 

1:.1 188 ha sido utili7 .. ado tambien co1no agente emulsificantc para tluorocarbonos usados en 

sangre anificial y en la preparación de sistemas dispersos sólidos. 

Terapéutican1ente,. se ad1ninis1ra oralmente como agente de mojado y lubricante en el 

tratamiento de la constipación; se usa gcncrahncnte en combinación con un la.xantc como el 

dantron.~" 
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J\'aturulc=u química: polioxictileno·polioxipropileno en bloques con la siguiente ffmnuln: 

11-l' 
01-1- (Cl-b- Cl-b - O)A - (Cl-b- CH - O)u - (CH2 - Cl-b -O)A - 1-1 

Done.le A= 98 y H~ 57 

La frncción n1asa de polioxictilcno es 73'!-'o 

l.Jescripción: polvo grueso. blanco. casi inodoro e insípido. con consistencia cerosa 

h:ti:¡11:cijlcac:i<J11c ... ·: las especificaciones formacopcicas se muestran en la tabla 33. 

Tabla 33. Especificaciones tllnnacopcicas para poloxamero 407 

1 Valor de hidroxilo 1 
Masa molecular calculada a pantr del 
valor hidroxilo 
nH <al 2.5°/o en aLrtm) 

Metales oesados 
Al!ua <método de Karl Fischer) 

·Oxido de ctilcnn lihrc 
Punto de fusión ºC 

, Fracción 1nasa de pohoxieuleno ('%) 

8-11 
984U-14óUU 

5.0-7.5 
20 oom máx. 

t oom 1náx 
53-57 

73.::? ± 1.7 

~\"o/uhi/iclad: el poloxamero 407 es soluble en agua y mezclas de alcohol y agua. pero es 

insoluble en dictil éter. cera de parafina y ácidos grasos. 

Aplicacio11e...-: el 407 se usa como engrasador, agente gcliticantc,. coemulsiticante. agente 

para dar cuerpo en cremas y emulsiones liquidas. Otra aplicación es como solubilizante de 

cierras sustancias activ-ds y aceites esenciales en preparaciones fannaccuticas y cosmcticas. 
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El poloxmncro 407 es de par1icular inlcrés debido a qm: lns soluciones co11ce111mdns (> 20l}ñ 

p/p) del copolimcro se translbrman de soluciones transparentes th: ha.ia "iscosidnd a gdcs 

sólidos al calentarse con la temperatura corporal. Esta cnrnctcris1icn peculiar sugiere que 

cuando se vacían en In piel o son inyectados dentro e.Je un.a c~tvidad del cuerpo .. la 

preparación en gel formará una barrera sólida artificial y un depósito de liberación 

sostenida. 6
•

7
·"'·

9 Asimismo,. el 407 ha sido reportado como el de menor toxicidad de todos 

los copolímcros que se encuentran comercialmente disponiblcs.tS· 7 

Este poloxamcro muestra una buena biocompatibilidad y debe ser útil como vchfculo de 

fánnacos para sistemas de liberación tópicos. 

Los geles tcnnorreversibles de este copolimero han sido investigados como ~istcmas de 

liberación de féinnacos para fonnas ofléilmicas. rectales. nasales y subcutiincas . .:>tt • ..?9
··"' 

En la tabla 34 se presentan las especificaciones fannacopeicas para Jos dos mencionados 

arriba.·"' 

Tabla 34. Especificaciones fammcopeicas para poloxamero 188 y poloxmnero 407 (BP = 
Britanic Phannacopeia; USP = Unitcd Statcs Phannacopcia) 

Prueba 
Claridad v color en solución 
Punto de fusión 
Peso molecular promedio 

Para Poloxamcro 1 88 
Para Po1oxamcro 407 

Porcentaje en peso de 
oxictilcno 

Para Poloxamero 188 
Para Poloxamcro 407 

oH (en solución 1 a 40) 
lnsaturación (mEq/g) 

Para Poloxamcro 188 
Para Poloxamero 407 

Metales Pesados 
Imaurczas or •iinicas volátiles 
Agua 
Oxido de etilcno. óxido de 
nronileno v 1 4-dioxano libres 

DP USP 
+ -
52-55 "C -
7680-9510 7680-9510 
- 9840-14 600 

+ 81.8±1.9 
- 73.2 ± 1.7 

6.0-7.5 5.0-7.5 

- 0.026 ± 0.008 
- 0.048 ± O.O 17 
SlOnnm S 0.002o/u 
- + 
s J.Oo/u -
+ s S ppm 
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ANEXO 2 FORMULARIO 

LINEALIDAD 

Para <.lctenninar los pará1netros estadísticos de regresión se utilizaron las siguientes 

ccuuciones: 

pc:ndit:ntc (111) 

111= 

ordenada al origen {b) 

b= ~:;.-,,,¡:~ 
11 

coeficiente de dctcmlinación (rZ) 

coeficiente de correlación (r) 
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Para evaluar que la recta pasn por el origen. :;e c~aablcce una hipótesis y se ucili7 .. an las 

siguientes fónnulas: 

- Error típico de la rcgres'.ión {S~.,,) 

- Prueba de •·1·• 

teal = --F'""= lh-BI 
11· .\'' 

s>·I~ J;;+ 
\,( ¿x' - ~LX>' 

11 

t crítica: 1 - a.12, g.I.= n - 2 

Sx = variancia de x 
Sy = variancia de y 
m = pcndicnte 

Se realiza un análisis de variancia para estudiar las variaciones en la recta. y se construye la 

siguiente tabla: 

Fuente de Grados de Swnade Promedio de F calculada F critico 
variación libertad cuadrados los cuadrados (ot = 0.05l 

Desviación de r - 1 q, q1/(r-1) CM1/CM2 -------
medias debida 

a la rem-esión 
Desviación n - r ~ ~/(n-r) 

debida a la 
media 

Desviación n - 1 

\ TESIS e total ON 
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Donde: 

r = repeticiones 
n = núrm:ro de! dmos 

q=11-~ 

q,=g,• .,_K:'+ ...... -1-g,' -g 
lj r~ r,. 

'h =q-q. 

CM1 = q1/(r-I) 

CM:~ q 2/(n - r) 

PRECISIÓN 

Dcsvím.:ioncs totales al cuadrado 

Sunm de cumtrndn.; de todos los vnlores 

Surnn de todos los vn1orcs (gran total) 

Desviaciones de los puntos con respecto :i la 

recta. 

Desviaciones de cada punto con respecto a su 
propia media. 

Cuadrado medio de la regresión. 

Cundrndo medio de In medin. 

Para evaluar la precisión se detennina el C.V .• mediante la siguiente tOnnula: 

c.v.= ::~ • 100 
X 

Donde: 

S = desviación estándar 
X = mc:dia arinnética 

l<El'ETllJIUDAD 
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s = . (1;, - •>: ... ~-:;¿;,~ ~ !¡.;;; 
(11, + ":) - 2 

t critica: a=- O.OS. g.J. = n 1-1 

Donde: 

n 1 """ total de datos del día 1 . 

n2 =total de datos del día 2. 

11T= número total de datos 

X1 """valor promedio del día 1. 

X2 =valor promedio del dia 2. 

S1 =desviación estándar del día t. 
S2 =desviación estándar del día 2. 

S =desviación estándar total. 

REPRODUCIBILIDAD 
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Para Ja evaluación de la reproducibilidad. se emplearon las ecuaciones que a continuación 

se presentan: 

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F cal F crítica 
variaci6n libertad cuadrados medios Ca= 0.05) 

.Analista g1 .. se .. se .. 1g1 .. =M .. CMAICMo xxxx 

Día &lo Seo Seofglo=Mo CMofCM., """" 
Error g1., se., SeEl~M,: 

Los grados de libenad se calcularon de la siguiente manera: 
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A,-•a-1 a= Total de mmlisras 

d = Total de días 

Ep,, •. 1111-> (r - 1 )ah r = Nt"11ncro de repeticiones 

La suma de cuadrados se detenninó con las siguientes ecuaciones: 

L;Y' I'' 
·'"( .... = . ,.;/-· - ;;;¡;~ 

se = L r.,' - ¿_r,_~ 
0 r re/ 

\"C -r' ¿r.,' •. ,._. - 1Jt - ;--

Srnna.dc cuadrados" d~I mu1Jis1<.1 

Suma de cuadrados de los d ias 

Suma de cuadrados del error 

l.ÍA-t/71i Dli D!iTHCCIÓN Y D/iCU.-tN711-7CACIÓN 

Para calcular los lhnites de confianza superior e inferior se aplicaron las siguientes 

ccuacioncs: 

LCS yLCI = 
r¡--{~\· - xi,--c ± / .., .~·,.- 1-+-__e _____ _ 

. "--,-• ' /" ., <L:x>-
\' ¿.\ -- --

" 

Donde: 

J> = respuesta pronosticada 

S,.,· = error típico de Ja regresión 

Xro = cuntidodes (ng) bajas 
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X ""' n1cdia ch: la n.:g.rcsaón Je cmuidaJcs L>ajas 

~X = sunuuorin d.: X 

~x= = !>Unmtoria d..: X ni cuadrado 

n - númi:ro d..: dntu.:t 

t crílic¡1= 1-a./2~ g.1.= n-2 

Alh:n1ás el CV: 

c.v = _::}_ • 100 
X 
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