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Introduccian y Objetivos

INTRODUCCION

La Vitamina K es una vitamina que posee actividad antihemorrdgica, su presencia
es esencial para la manifestacién de la cascada de coagulaciéon y pertenece al conjunto
de vitaminas liposolubles. La vitamina K3 se puede obtener mediante sintesis orgdnica,
algunos de sus andlogos son sintetizados por plantas y bacterias incluyendo aquellas
que se encuentran simbiontes en el intestino de humanos y animales, también es
consumida de algunas plantas de donde se obtiene las cantidades de vitamina K
necesarias para un correcto funcionamiento de la homeostasia sanguinea de la
coagulacién.

Como es muy importante su presencia, la vitamina K3z (por ser la mds estable) se
adiciona a los alimentos utilizados en ganaderia (cereales), para la alimentacién de
animales domésticos (croquetas) y en alimentos consumidos por humanos, ademds la
vitamina K3, estd disponible como disoluciones inyectables (como bisulfito sédico de
menadiona) para el tratamiento de hemorragias tras intervenciones quirdrgicas
mayores.

La Comisién Federal para la Proteccidn Contra riesgos Sanitarios (Cofepris), la
Farmacopea de de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM), la Farmacopea de los Estados
Unidos (USP por sus siglas en inglés), en colaboracién con la Food and Drugs
Administration de los Estados Unidos (FDA por sus siglas en inglés), establecen a la
industria Quimico Farmacéutica, que el contenido del principio activo en las
formulaciones especificado en el marbete de cualquier medicamente debe ser el mismo
para todos los lotes fabricados, es decir, el contenido del activo debe encontrarse
dentro de especificaciones. Con estos mdrgenes tan estrictos en calidad, compete a esta
industria la elaboracién de medicamentos seguros, efectivos y eficaces, para poder ser
presentados como producto terminado en una forma farmacéutica (disoluciones orales,
tabletas, cdpsulas, suspensiones entre otros.,) y presentarlos al consumidor, de una
manera mdas comoda segin lo requiera.

Por esto, se deben contar con técnicas analiticas que permitan su cuantificaciéon y
asegurar mantener los niveles adecuados que establece en dichos productos asi como su
calidad de acuerdo a la NOM-059-SSA1-2006, que establece buenas prdcticas de
fabricacién para establecimientos de la industria quimica farmacéutica dedicados a la
fabricacién de medicamentos, que obliga validar los procesos de fabricacién.

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE por sus siglas), ha sido una
de las mejores técnicas para la separacién y cuantificacién de la vitamina K y sus

metabolitos, ya que es rdpida, precisa y proporciona alta resolucién.



Introduccian y Objetivos

Las técnicas analiticas permiten obtener resultados que se acercan con la mayor
precision y exactitud a los considerados como valores verdaderos o tal vez los valores
legislados. La validacién de una técnica permite conocer toda la informacién estadistica
que permita cerciorarse del margen de error con el que se obtienen los resultados y
como mantener constante dicho error o mejorarlo.

La validacién de un método analitico se lleva a cabo segin los fines para los cuales se
aplicard éste. En general los pardmetros que se evaltan normalmente en una validacion
analitica instrumental son: condiciones 6ptimas de trabajo de la técnica a utilizar,
linealidad, precisién, reproducibilidad y repetibilidad del método, exactitud, cantidad

minima detectable, tolerancia del sistema, estabilidad de la muestra, etc.

OBJETIVOS

Los siguientes objetivos fueron planteados para el desarrollo de esta tesis de
investigacién:

* Validar el cromatégrafo de liquidos de alta eficiencia del laboratorio 3F para el
andlisis de vitamina K3, por medio de la evaluaciéon de los siguientes pardmetros:
condiciones 6ptimas de trabajo, linealidad y precisién del sistema cromatogrdfico, y

estabilidad de las disoluciones estandar.



Capitulo Il Marco Tedrico

VITAMINA K'- 23

Antecedentes generales de la vitamina K

El descubrimiento de la vitamina K deriva de una serie de experimentos realizados
por varios investigadores, que en conjunto, no sélo pudieron aislar esta vitamina, sino
que también determinaron su funcién biolégica en seres vivos.

Henrik Dam estudiaba la posible funcién del colesterol en la dieta de los pollos,
cuando noté que la dieta de estos animales, (la cual habia sido sometida a una
extraccién con solventes orgdnicos no polares lo cual removia los esteroles), provocaba
en ellos el desarrollo de hemorragias musculares y coagulacién lenta, el mismo efecto
fue observado por . McFarlane, Holst y Halbrook llegando a la conclusién que estas
enfermedades y con ello la muerte de estos animales, no podia ser curada con ninguna
de las vitaminas conocidas.

Henrik Dam continué con su investigacién, y fue en 1935 cuando propuso que la
vitamina antihemorrdgica de los pollos, era una nueva vitamina liposoluble la cual llamé
vitamina K, por la palabra alemana de “Koagulation”. El reporte de Henrik Dam
describié el éxito que tuvo curando las muertes por hemorragia y utilizando el extracto
oleoso de la alfalfa (fuente de vitamina K), sefialé claramente el desarrollo de la
actividad antihemorrdgica. Henrik Dam y Karrer en la universidad de Zurich aislaron la
vitamina K de la alfalfa como un aceite amarillo.

Otros estudios reportaron que el grupo funcional activo de la vitamina K era la
quinona, posteriormente cistalizaron la vitamina K.

La vitamina K; fue caracterizada como 2-metil-3-fenil-1,4 naftaquinona, la cual
fue sintetizada por MacCorquodale. Esta forma aislada de vitamina K, provenia de la
carne putrefacta de pescado, que en contraste con el aceite aislado de la alfalfa, era
un producto cristalino, y estudios posteriores demostraron que este producto se trataba
de la vitamina K2, dicha vitamina contenia una cadena insaturada en la posicién 3 del
anillo de la naftoquinona. Otros estudios demostraron que la carne putrefacta de
pescado contenia un gran nimero de diferentes vitaminas K2, las cuales diferian en la
cadena de grupos en la posicion 3.

El nombre la vitamina K, este fue asignado por la IUPAC con un descriptor general
como es 2-metil-1,4-naftoquinona al igual que todos los derivados de sus compuestos
que exhiben una actividad antihemorragica.

La vitamina K es producido por plantas verdes y generalmente es llamado

vitamina K; pero es preferible llamarlo filoquinona.
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El primer compuesto aislado de la carne de pescado putrefacto fue la vitamina Ko,
que es una de las series de los compuestos de la vitamina K con la diferencia de tener
cadenas insaturadas llamadas multifenilmenaquinonas las cuales son sintetizadas por un
gran nimero de bacterias facultativas y aerdbicas estrictas. El compuesto principal de la
serie de vitamina K es la 2-metil-1,4-naftoquinona la cual fue llamada vitamina K3 pero
mds correcto y comun designarla como menadiona. MK-4 es un producto bacterial
minoritario el cual también puede ser sintetizado por animales por medio de la
alquilacién de la menadiona a través de la degradacién de la filoquinona de un
proceso aun no dilucidado.

En resumen la denominacién del la vitamina K incluye el andlisis de un conjunto de
sustancias de cardcter vitaminico derivadas de la 2-metil-1,4naftoquinona.

Las formas naturales antes mencionadas se enlistan a continuacién en orden:

Filoquinona: o llamada preferentemente ?1
fitomenadiona 2-metil3-fitol1,4-naftoquinona 5
(vitamina K;), de origen vegetal, con una cadena S N
isoprenoide lateral que proviene del fitilo con 4 Ol

grupos isoprenoide. Es sintetizada también por bacterias facultativas y anaerobios

CI) obligados.

1
5 Menaquinonas: Vitamina K2, de origen
3 microbiano, posee una cadena lateral de tipo

4 4 isoprenoide de longitud variable (entre 20 y

O

60 datomos de carbono), siendo las maés

comunes las que tiene de 6 a 10 grupos de carbono isoprenoides. Es también llamada

Menaquinona-7 (MK-7) (?
1

La menadiona (vitamina K3 o 2metil-1,4naftoquinona) es 5

de origen sintético y carece de cadena lateral. Algunas sales 3

de la menadiona (con difosfato de sodio o bisulfito de sodio) i
son hidrosolubles. O

Los vegetales, hortalizas y legumbres contienen vitamina K; (filoquinona) y los
productos animales una mezcla de vitamina K; y K. Por otra parte las bacterias
colénicas sintetizan menaquinonas.

Las vitaminas K son liposolubles a excepcion de las sales que se citaron

anteriormente y estas permiten la administraciéon parenteral.
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Aislamiento de vitamina K!

La vitamina K puede ser aislada de material biolégico por métodos estandar
utilizados para obtener lipidos fisiolégicamente activos. El proceso suele ser complicado
debido a la baja concentracién de este producto en las extracciones iniciales, estas
extracciones usualmente se hacen con el uso de algun tipo de condiciones desecantes
utilizando cloroformo-metanol, o moliendo el tejido completo y utilizando sulfato de
sodio anhidro y luego extrayendo con acetona seguido con hexano o éter.

No hay que olvidar que la extraccién con solventes orgdnicos también disuelve un
gran nimero de compuestos no deseados entre los que destacan mayoritariamente los
lipidos, por lo que el empleo de dcido silicico facilita el fraccionamiento de los lipidos en
crudo. Un gran nimero de formas de vitamina pueden ser separadas unas de otras y de
otros lipidos por cromatografia de particion en fase reversa, con la cual se obtienen
buenas concentraciones de la vitamina K de los tejidos.

Se han desarrollado métodos mds eficientes para extraer la vitamina K de
diversas fuentes de alimentos, con lo que ahora estd disponible una base de datos del

contenido de esta vitamina en algunos alimentos.

Propiedades Fisicas y Quimicas de la vitamina K!

La féormula molecular general es Ci11HgO2, que corresponde al anillo del benceno
fusionado con el anillo de naftoquinona y un grupo metilo.

La vitamina K3 o menadiona es presentada como cristales amarillos, con un débil
olor acre, es estable al contacto con el aire, es insoluble al agua, un gramo se disuelve
en 60mL de alcohol, 10mL de Benceno, o en 50mL de aceites vegetales, es
moderadamente soluble en cloroformo y tetracloruro de carbono. Agentes reductores y
disoluciones alcalinas la descomponen.

La vitamina K1 o filoquinonas son aceites a temperatura ambiente; varias de las
menaquinonas se cristalizan mediante la utilizacién de disolventes orgdnicos y éstas
tienen puntos de ebullicién de 35°C a 60°C dependiendo de la extensién de la cadena

isoprenoide.

Andlogos vy su funcién biolégica’ 3

Después del descubrimiento de la vitamina K un gran nimero de compuestos
andlogos con propiedades antihemorrdgicas fueron sintetizados en diversos laboratorios
y su actividad biolégica fue comparada entre si.

Las caracteristicas estructurales encontradas para ser esencial su actividad

biolégica incluyen el anillo de la naftoquinona, un grupo metil en la posicién 2 al anillo,

5
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una unidad insaturada de isoprenoide adyacente al anillo, y la configuracién trans del
poliisoprenoide del lado de la cadena.

La actividad de varias estructuras andlogas a la vitamina K en ensayos completos
con sistemas animales es la suma de la absorcién intestinal relativa, del transporte y del
metabolismo y efectividad del compuesto en el sitio activo.

Muchos de los datos de la actividad biolégica que se tienen de varios compuestos,
se obtuvieron por el uso oral de una dosis rehabilitatoria durante 18hrs, utilizando
vitamina K en pollos que tenian dicha deficiencia y que fue administrada oralmente, se
encontré que durante dicha administraciéon el isoporpeniode andlogo con grupos 3-5
isoprenoide tenian la mdxima actividad. La baja eficacia de los andlogos de
isoprenoide en este tipo de ensayo puede ser por la absorcién relativamente pobre de
estos compuestos. Matschiner y Taggart han mostrado que cuando se realiza una
inyeccidon en corazén con vitamina K a ratas deficientes de ésta, los andlogos isprenoides

de mds alto peso molecular de la serie de la menaquinona son los mds activos.

Formas comerciales de la vitamina K para animales y humanos!

Pocas formas de vitamina K son comercialmente importantes, el mayor uso de
vitamina K en la industria animal, es en la dieta de las aves de corral y en la de cerdos.

La menadiona por si misma tiene la mdxima actividad biolégica en aves que
tienen dicha deficiencia, pero su efectividad depende de la presencia de lipidos en su
dietq, los cuales promueven su absorcién.

Existen problemas en la estabilidad de la vitamina en ciertos productos
alimenticios y es por ello que se utilizan los andlogos que son solubles en agua. Para
obtener las formas solubles de la menadiona, se le adiciona bisulfito de sodio, esta es
la que se utiliza comercialmente, pero también es un tanto inestable en ciertas mezclas
de alimentos. La presencia en exceso de bisulfito de sodio, cristaliza como complejo a la
vitamina K, este complejo, es conocido como bisulfito de menadiona . Esta forma
comercial también se utiliza en la industria farmacéutica, la cual se preparan
disoluciones inyectables de bisulfito de menadiona, las cuales se utilizan para problemas
con deficiencias en la cascada de coagulacién por carencia de vitamina K, o de forma
rehabilitadora para mujeres después del parto, la forma comercial es conocida como K
50 y su concentraciéon de de 50mg en 5mlL

Una tercera forma que es soluble en aguaq, es la sal formada por la adiccién de
dimetilpirinidol y es llamado bisulfito de pirinidol de menadiong, el cual se vende como
Kappadiona o Synkayvite, la cual fue utilizada para prevenir la muerte por

hemorragias de los embriones de pollo, pero el peligro de hiperbilirrubinemia se asocié

6
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a la utilizacién de menadiona y esto ha permitido el uso de filoquinona como la vitamina

deseada para su uso.

Antagonistas de la accién de vitamina K!

El dicumarol ha sido utilizado satisfactoriamente como agente clinico en la terapia
contra la coagulacién. El mds exitoso de estos compuestos, ambos utilizados clinicamente,
ademds de ser utilizado como raticida ha sido la warfarina. Aunque la warfarina es la
droga que tiene un gran uso alrededor del mundo en la terapia oral de

anticoagulantes, existen otros derivados de la cumarina que tienen efectos similares.

Andlisis instrumental de vitamina K- 4.5

La actividad de los compuestos con vitamina K tienen la estructura 1,4-
naftoquinona, y por lo tanto poseen las mismas propiedades quimicas esperadas para
todas los andlogos de la vitamina K. La oxidacién de la vitamina K exhibe un espectro
ultravioleta, que es caracteristico de los nicleos de las naftoquinonas, con cuatro
diferentes picos, entre 240 y 280nm y la Ultima absorcién con un pico mds débil
alrededor de 320-330nm. El coeficiente de absortividad molar para ambas
poliquinonas y varias menadionas es alrededor de 19,000. El espectro de absorcién
cambia drdsticamente en la reduccién a hidroquinona, con un mejoramiento de la
respuesta de absorcién a los 245nm y la desapariciéon del pico a 270nm.

El nimero de interferencias presentes en los extractos crudos, es significativa, por
lo cual se requiere la separacién de estos compuestos antes de leer en el espectro de
absorcién de UV-Visible para su uso posterior. El método espectrofotométrico al UV/ V
se usa para la determinacién de cantidades considerables de vitamina K presentes en
fuentes naturales. Sin embargo el uso de la técnica de Cromatografia de liquidos de
alta eficiencia (CLAE) nos permite la cuantificaciéon de esta vitamina en el orden de
partes por millén, es decir, cantidades traza de esta vitamina presente en fuentes
naturales de alimentos.

La separacién de un gran nimero de mezclas de menaquinonas en fuentes de
bacterias y animales se logré primeramente en cromatografia en capa fina. Todas las
separaciones que envuelven extractos concentrados de vitamina K (solo aquellas
provenientes de plantas y animales), se extraen utilizando una luz tenue o ausencia de
la misma, para minimizar la descomposiciéon al UV de la vitamina. Los compuestos de la
vitamina K son sensibles a la alcalinidad, pero relativamente estables a una atmésfera
oxidante y al calor por lo que pueden ser destiladas a presiéon reducida con una

pequeiia descomposicidon. Para la cuantificacién de vitamina K en suero y tejidos de

7
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animales eventualmente se utiliza el equipo de Cromatografia de Liquidos de Alta

Carnes y | Mg de filoquinona/por
Lacteos. cada 100 g de porcion.
Carne <05
molida
Pollo <0.1
Puerco <0.1
Pavo <0.1
Atln <0.1
Mantequilla 7
Queso 3
Cheddar
Leche 0.3
Yogurt 0.3
Leche
descremada <0.1
Mayonesa 81
Yema de
2
huevo
Clara de <0.1
huevo

Eficiencia (HPLC por sus siglas en inglés)
como una herramienta analitica para
investigar el metabolismo de ésta.

En la década de los 90 se
publicaron tablas informdticas  del
contenido de vitamina K en alimentos
consumidos diariamente. Antes de estas
fechas, se creia que sélo los vegetales
verdes eran la mayor fuente de vitamina
K en la dieta, ahora se sabe que los
aceites para cocinar, particularmente el
semillas de

aceite de las soya son

también las mayores fuentes de

contribucion de vitamina K. La leche
humana contiene cerca de 1 ng/mL de

filoquinonas las cuales son solamente el

20 al 30% del monto encontrado en la leche de vaca. La leche de férmula para los

bebés estdn suplementadas con vitamina K, lo cual provee una cantidad mucho mds alta

que la leche materna.

En las siguientes tablas que se presentan, y que fueron tomadas de la literatura?,

se reportan valores de filoquinonas a partir de andlisis obtenidos por la técnica de

HPLC, y que fueron evaluados en varios tipos de alimentos y de andlisis clinicos hechos

por la FDA de un estudio total de dietas.

Frutas y Mg de filoquinona/por
Hg de filoquinona,/por verduras. | cada 100 g de porcion.
Granos. . Aguacate 40
cada 100 g de porcién. 9
Pan 3 Uvas 3
Harina de Melén ]
avena 1 Bananas 0.5
Harina de Manzana 0.1
: 0.6 Naranj 0.1
trigo |as :
Arroz . Cantidades significativas de MK-4
blanco se encuentra en la carne y la yema de los
Hojuelas de
maiz <0.1 huevos de aves de corral, debido a que

suU alimentacién es comUnmente

adicionada con cantidades apreciables de menaquinonas de cadena larga. El consumo

de filoquinonas en Irlanda para los adultos (hombres y mujeres) ha sido reportado ser
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entre 84 y 74 ug/dia, para Escocia el consumo es de 72 y 64 [g/diq, en Inglaterra es

de 70 a 61 Pg/dia y en los paises bajos el consumo es de 257 y 244 jg/dia. El

consumo de alimentos lacteos en los paises bajos provee cerca de 20ug/dia de

menaquinonas de cadena larga, estos valores se ven afectados por el consumo

mayoritario de ldcteos de una poblacién a otra. Algunos de estos valores se reportan a

continuacion:

Vegetales. Hg de f|loqumonq/.p’or Nu.eces, Mg de filoquinona/por
cada 100 g de porcion. semillas y cada 100 g de porcion
Col 817 aceites. :
Perejil 240 Aceite de 193
Espinaca 400 soya
Escarola 231 Aceite de 49
Cebollas oliva
207 -
verdes Aceite de 15
Brocoli 205 nogal
Coles de Aceite de
Bruselas 177 cartamo 1
Repollo 147 Aceite de 0
Lechuga 122 girasol
Habichuelas 47 Aceite de 3
Chicharos 36 maiz
Pepino 19 Semillas de 47
Tomates 6 soya
Zanahoria 5 Habichuelas 19
Coliflor 5 rojas
Betabel 3 Semillas de 8
Cebolla 2 sésamo
Papas 0.2 Frijoles 2
Maiz dulce 0.5 Cacahuates <0.2
Hongos <0.1
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Metabolismo' 23, 45

Absorcidn y transporte de la vitamina K- 4

La absorcién de los lipidos no polares, tales como la vitamina K, dentro del sistema
linfatico requiere de su incorporacién dentro de micelas. Estudios recientes demostraron
que las filoquinonas contienen estructuras micelares que requieren la presencia del jugo
pancredtico y la bilirrubina. La absorcién de la vitamina es dependiente de energia y es
saturable, de una dosis de 1 mg en humanos, el 20% llega a ser excretado, este valor
puede cambiar en pacientes con desordenes en la absorcién de grasas, insuficiencia
pancredtica, entre otros.

Algunos estudios muestran la absorcién relativa de las filoquinonas provenientes de
algunos alimentos: Del brécoli, las espinacas, la lechuga romana, que son consumidos con
una dieta aproximadamente con un 30% de grasas, sélo el 15-20% de las filoquinonas
estdn biodisponibles.

Concentraciones substanciales de vitamina K estdn presentes en el intestino humano
en la forma de cadena larga (menaquinonas). Relativamente unos cuantos tipos de
bacterias que componen la flora intestinal son los productores mayoritarios de
menagquinonas.

La concentraciéon de los diferentes tipos de vitamina K en el intestino puede ser
muy grande, las cantidades encontradas en el tracto intestinal por colonoscopia de
pacientes estdn en el intervalo de 0.3 a 5.1 mg, con MK-9, MK-7, MK-10 y MK-11.

Una de las preguntas a investigar es cdmo es que estas vitaminas lipofilicas, son
absorbidas por el colon, se han reportado estudios de la absorciéon de estas vitaminas
en colon de rata, pero en la ausencia de bilis no se absorbe MK-9 al sistema linfatico o
a la sangre sino dentro de las 6 horas posteriores a la ingesta de alimentos, pero en
presencia de bilis, la MK-9 es absorbida via sistema linfatico en el yeyuno de la rata.

La administracion oral de 1 mg de una mezcla de menaquinonas de cadena larga
a personas con problemas de coagulacién, desciende efectivamente al paso por el
intestino delgado, lo que demuestra que hay una absorcién importante en esta parte del
intestino y que la absorcién de los diferentes tipos de vitamina K no es exclusivo del
intestino grueso, especificamente del colon, ademds también se observd, una absorcién
por parte del intestino grueso, no especificamente el colon, sino en regiones dcidas, la
absorcién también puede ocurrir por la presencia de bilis.

La menadiona, cominmente utilizada en la ganaderia y en las dietas para los
animales de laboratorio como fuente de vitamina K, puede ser absorbida por ambas

partes del intestino (delgado y el grueso), por un proceso de difusiéon pasiva. La
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menadiona, por si misma no tiene una funcién biolégica, pero después de la absorcién
puede ser alquilada a MK-4 una forma activa de vitamina K.

La absorcién de filoquinonas del intestino al sistema linfdtico disminuye con
aquellas personas con insuficiencia biliar y otros sindromes relacionados con la
deficiencia en absorcién (pancreatitis, problemas en vesicula biliar, intestino perezoso
etc.). La filoquinona en el plasma es predominantemente transportada por lipoproteinas
ricas en triglicéridos, la fraccién de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL por
sus siglas en inglés) y los quilomicrones, aunque también cargas significantes de esta son
transportadas por las lipoproteinas de baja densidad (LDL por sus siglas en inglés). En
un estudio comparativo, el transporte de las diferentes formas de la vitamina K,
porciones significantes de MK-4 fueron encontradas en lipoproteinas de alta densidad
(HDL por sus sigla en inglés), y la vida media de la MK-9 fue encontrada ser
substancialmente mayor que otras filoquinonas como MK-4. Como es lo esperado del
transporte de las lipoproteinas, la concentracién de filoquinonas en el plasma, estd
fuertemente relacionado con los niveles de lipidos en sangre. La ruta fundamental de
entrada de filoquinona a los tejidos, parece ser la via de los remanentes de
quilomicrones por apoproteina E (receptores de apoE).

Esta respuesta se correlaciona con el aclaramiento hepdtico de los remanentes de
quilomicrones de la circulacién, con apoE2 que tiene la tasa mds baja de remocién. La
remocién de las filoquinonas por los osteoblastos se ha observada que es modulada por

el genotipo de apoE.

Técnicas de laboratorio clinico para determinacién de Vitamina K1+ 4.5

En mediciones del plasma endégeno el andlisis para determinar la concentracién
de filoquinonas ha estado disponible desde la década de los 80°s debido al desarrollo
de las técnicas de HPLC para cuantificar la concentraciéon de filoquinonas en plasma.
Pero estas técnicas requieren de un paso adicional, utilizando una columna
semipreparativa para eliminar lipidos y otras sustancias que interfieran para la
cuantificacién de la vitamina K.

Las principales mejoras en la metodologia se han logrado al aplicar la CLAE con
diferentes tipos de detectores que se han ido desarrollando a través de los afios: UV o
de fluorescencia de la vitaminag, siguiendo de la deteccién electroquimica o reduccién
electroquimica. La metodologia mdés utilizada con CLAE hoy en dia utiliza la deteccién

por fluorescencia siguiendo de la reduccién por zinc post-columna.
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Distribucién en tejidos y almacenamiento de la vitamina K1+ 4

La distribuciéon de la vitamina K en varios érganos del cuerpo de las ratas fue
estudiado por primera vez con formas radioactivas de la vitamina, utilizando grandes
cantidades de filoquinonas fisiolégicas. El higado retiene la mayor cantidad de
vitaminas en distintos tiempos, pero la vida media de esta concentracién en el higado
(aprox. 10-15hr) se pierde rapidamente. Estudios utilizando filoquinonas radioactivas,
indican que mas del 50% de las filoquinonas radioactivas y administradas se recuperan
del higado en la fraccién de los microsomas!. Cantidades importantes se encontraron en
la fraccion de los restos celulares de mitocondrias.

La actividad especifica (picomoles de vitamina por miligramos de proteina pc/mg),
de las filoquinonas radioactivas que fueron inyectadas se determinaron, y sélo las
fracciones mitocondriales, aparato de Golgi, membranas microsomales y los microsomas
tienen una actividad especifica, que fue enriquecida sobre el homogenizado entero, con
la actividad mds alta en la fracciéon microsomal. Los factores que tienen influencia sobre
la distribucién intracelular de la vitamina K, aion no han sido dilucidados del todo, y sélo
evidencias preliminares de proteinas intracelulares enlazantes de vitamina K que puede
que faciliten la internalizacién de estas a los organelos, se han presentado.

Debido a las cantidades tan pequenas de vitamina K en los tejidos de animales, es
dificil determinar cudles de los isémeros de vitamina K que estdn presentes en los tejidos
de especies diferentes. Esto fue obtenido por cromatografia en capa fina, que indica
que las filoquinonas encontradas, en el higado de ciertas especies, provenian de la
ingesta de plantas y representan el 10% del total de los diferentes tipos de
menaquinonas presentes. Hay que senalar que las menaquinonas de cadena larga
también tienen actividad hepdtica y datos recientes sugieren que la MK-4 puede jugar
un rol en satisfacer los requerimientos Unicos de algunos tejidos, mientras que otros
estudios y andlisis en higado de varias especies no se detectaron cantidades
significantes de MK-4.

La tabla siguiente muestra los contenidos de vitamina K en higado humano.

Vitamina Estudio A Estudio B Estudio C
Filoquinona 22+5 1814 28+4
MK-5 12+18 NR NR

Los microsomas hepéticos son células parenquimatosas de este 6rgano, que catalizan transformaciones
metabdlicas en su mayor parte, por enzimas del reticulo endoplasmaético.
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MK-6 12+£13 NR NR
MK-7 57+59 122461 34+12
MK-8 95+157 11£2 9+2
MK-9 2+4 4+2 2+1
MK-10 67171 96%16 7510
MK-11 90%15 94136 99+15
MK-12 15£13 216 14%2
MK-13 516 813 5+1

Biotransformacién y excrecién!

La conversiéon de filoquinona o menaquinona de cadena larga a MK-4 es la via
metabdlica de la vitamina K mds utilizada por algunos tejidos. Evidencia del
metabolismo del anillo de la naftoquinona no se tiene aun, y las vias de fosfato, sulfato
y glucoronidaciéon del menadiol administrado han sido identificadas en orina y bilis.
Otros estudios del metabolismo de las filoquinonas en ratas, demostraron que la mayor
ruta de excrecién es en las heces y una pequeia cantidad de filoquinonas sin
metabolizar estd presente. Estudio del metabolismo de filoquinonas radioactivas en
humanos, indican que una dosis entre 1 y 45 mg de vitamina K es excretada en orina

después de tres dias y que el 40-50% fue excretado en eses fecales via bilis.

Homeostasia4

La sangre circula normalmente dentro de un sistema cerrado de vasos. Una lesién
traumdtica, como una incisién que viole la epidermis causando una hemorragia debe ser
rapidamente reparada para minimizar la pérdida de la sangre, esto involucra
primeramente la movilizaciéon plaquetaria y después las proteinas disueltas en el plasma
que conlleva a la formacién de una masa llamada codgulo sanguineo o trombo,
proporciona una barrera insoluble o barrera estructural que ocluye los vasos lesionados.
La barrera es limitada al sitio de lesion de manera tal que la circulaciéon se mantiene en
los vasos sanguineos de otras partes del cuerpo.

El proceso de formacién de la barrera contra la pérdida de sangre y para la
limitacién del sitio lesionado se llama homeostasia (griego “haima” sangre, “stasis”
detener). Existen tres etapas de la homeostasia sanguinea: primaria, secundaria y la
fibrindlisis.

Homeostasia primaria: Las plaquetas actian con ellas mismas y con los vasos

lesionados, debido a esta interaccién las plaquetas se agrupan formando un tapén
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denominado tapdén homeostdsico primario, que detiene temporalmente la hemorragia,
pero es fragil y facilmente se desprende de la pared vascular.

Homeostasia secundaria: Para evitar el desprendimiento del tapén primario, tiras

de fibrina son depositadas sobre el tapén de plaquetas primario para hacerlo fuerte,
estable y permitir la reparacién de la herida sin pérdida adicional de sangre. La fibrina
se forma mediante la bioquimica de proteinas del plasma denominados factores de
coagulacién (se explicara este proceso mds adelante).

Fibrindlisis: Después de la reparaciéon de la herida, componentes adicionales del

sistema homeostdsico, desdoblan y retiran el codgulo en la etapa de fibrindlisis.

Factores de coagulacidén sanguinea*

Después del descubrimiento por parte de Dam’s de las condiciones hemorrdgicas
en pollos que pueden ser curadas por ciertos extractos de plantas, se demostré que el
plasma de estos animales contienen una concentracién menor de protrombina, también
llamada factor Il de coagulacién, que fue el primer factor de coagulacién descubierto,
es una de las proteinas mds abundantes y fue la primera que se demostré que contenia
residuos de dcido gama carboxilglutamato. Los factores de coagulacién como el factor
VI, el factor IX, y el factor X, fueron inicialmente identificados por que su actividad
disminuye en pacientes con enfermedades hereditarias sanguineas y subsecuentemente
se mostré que estos factores dependen de la vitamina K para su sintesis.

El proceso de coagulacién sanguinea es esencial para la homeostasis y, para la
activaciéon plaquetaria, que envuelve una compleja serie de eventos que permiten la
generacién de trombina y activacidon proteolitica de proteasas y zimdgenos'. La
vitamina K dependiente de factores de coagulacién estd envuelta en esta activacién y
propagacion de eventos a través de complejos asociados a membranas cada uno y con
otfras proteinas accesorias. Estas proteinas estdn caracterizadas por un domino terminal
amino que contiene un nimero de residuos de dcido glutdmico que han sido convertidos
a residuos de gama carboxilglutamil. Otros descubrimientos de residuos Gla en vitamina
K dependiente de proteinas presentes en el plasma con una homologia similar fueron, la
proteina C y la proteina S que estdn presentes en la activacién de iniciaciéon de la
inactivaciéon de la trombina del factor V, el cual es un factor de coagulacién no
dependiente de vitamina K y por lo tanto juega como anticoagulante que como

procoagulante en el rol de la homeostasis normal.

"' Un zimégeno o proenzima es un precursor enzimatico inactivo, es decir, no cataliza ninguna reaccion
como hacen las enzimas. Para activarse, necesita de un cambio bioquimico en su estructura que le lleve a
conformar un centro activo donde poder realizar la catalisis. En ese momento, el zimogeno pasa a ser una
enzima activa.
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El metabolito més abundante de la filoquinona es el 2,3-epéxido formado como
producto de la accién de la vitamina K dependiente de la carboxilacién por gama

glutamato, este metabolito es mds polar que la filoquinona tal cual, y fue caracterizada

Factor Nombre descriptivo como 2,3 epdxido de
I Fibrinégeno filoquinona, y estudios
T Protrombina posteriores revelaron que el
M Factor Tisular 10% de la vitamina K presente
v lones calcio en el higado estd presente
V Proacelerina como epodxido y cuando una
Vi Proconvertina persona es fratada con
Vil Factor antihemofilico (FAH) anticoagulantes este  epéxido
IX Componente tromboplastlnico del plasma se puede convertir en la forma
X Factor de Stuart predominante de la vitaming,
Xl Antecedente Tromboplastinico de plasma ademés de incrementar sy
X Factor estabilizador de fibrina (FeF) excrecién urinaria y - disminuir

la excrecion fecal de

- Precalicreina

. filoquinonas.
- Cininbgeno APM

Factores de coagulacién4

Los factores de la coagulacién se han designado con nimeros romanos del | al XIII,
de acuerdo con el orden de su descubrimiento y no de la secuencia en la cascada de
reaccién. Los factores de coagulacion se sintetizan en el higado, incluyendo al
plasminégeno del sistema fibrinolitico y los inhibidores de proteasas. Cuando existe
enfermedad hepdtica grave, dichas proteinas pueden ser notablemente disminvidas y
originar didtesis hemorrdgica. El factor VIl es un complejo grande macromolecular
constituido por dos proteinas distintas: una pequeia porcidn con actividad
procoagulante (VIII:C) y una porcidén multimérica mayor que actia para enlazar las

plaquetas al a coldgeno (el factor de von Willebrand).

Propiedades de los factores de coagulacién?

El proceso de coagulacién se divide tradicionalmente en tres vias con base al
modo Yy secuencia de la activacion de las proteinas de coagulaciéon in vitro: via
intrinseca, extrinseca, y la via comin. Cada uno de los trece factores de la coagulacién
estd asignado a una de estas vias.

La via intrinseca se activa por el contacto de las proteinas de coagulaciéon con

superficies cargadas negativamente, mientras que la via extrinseca lo es por el contacto
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del factor VIl con el factor tisular. Las vias intrinseca y extrinseca convergen en la via
comun.

Ademds de dividirse en tres vias con base en las funciones secuenciales
desempenadas en la homeostasia, los factores de coagulacion se pueden dividir en tres
grupos segun sus propiedades fisicas: grupo de la protrombina, grupo del fibrinégeno y

grupo contacto.

Grupo de la protrombina“

Este grupo incluye a los factores Il, VII, IX y X. Son necesarios iones calcio para el
enlace de los factores de la protrombina a una superficie fosfolipida dcida en la cual se
produce la activacién de esta enzima.

La vitamina K desempefia una funcién importante para la sintesis de los factores
funcionales de este grupo, y por ello los factores de este grupo son conocidos como
factores dependientes de la vitamina K. Estudios revelan que la vitamina K es necesaria
para la adhesién de un grupo -COOH (carboxilo) extra al carbono gamma de los
residuos de dcido glutdmico (carboxilacién gamma) en el extremo N-terminal de la
cadena polipeptidica. Esta modificaciéon posribosémica proporciona el receptor de
calcio critico, el cual es esencial para el enlace del factor a la superficie fosfolipidica.
Por tanto, en ausencia de vitamina K los factores se sintetizan en el higado y pueden
encontrarse en plasma, pero son totalmente no funcionales debido a que carecen de los
grupos -COOH necesarios para el enlace de superficie de fosfolipidos, y se conocen
como (PIVKA por sus siglas en inglés) que significan proteina inducida por vitamina K
ausente de antagonista. El reconocimiento de estos problemas se hace mediante

antigenos y por su composicién de aminodcidos.

Grupo del Fibrindgeno#

Este grupo incluye a los factores VIl y Xlll y se conoce como consumible ya que se

consumen durante la formacién de fibrina y por tanto estdn ausentes en el suero.

Grupo de contacto?

El grupo de contacto incluye los factores Xl y Xll, asi como a las proteinas del
plasma, precalicreina, y a los cinindgenos de alto peso molecular (CAMP). Estos factores
estdn implicados en la activacién inicial de la via intrinseca de la coagulacién y
requieren del contacto con una superficie cargada negativamente para su actividad.

Con excepcion del factor Xl, los factores de contacto no parecen desempefiar una
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funcién esencial en la homeostasia in vivo. Este grupo de factores estd vinculado con

otros sistemas biolégicos.

Bioguimica de la coagulacién4

Las plaquetas, producidas a partir del megacariocito que se encuentra en médula
6sea y liberadas al torrente sanguineo después de su maduracién, tienen varias
funciones, entre las que destacan una funcién pasiva en la que recubren el endotelio de
los vasos sanguineos respecto a posibles brechas y fracturas. Mantienen continvidad e
integridad de los vasos sanguineos al llenar las brechas pequenas causadas por la
separaciéon de células endoteliales, se adhieren a las fibras endoteliales de coldgeno
subyacentes del endotelio expuesto y evitan el escape de la sangre. La disminucién en
el nimero de plaquetas en la sangre periférica resulta de escapes de sangre a través
de estas brechas hacia el interior de los tejidos (hemorragias).

Después de la lesidn tisular, las plaquetas en forma de disco e inertes (no activas),
dentro del torrente sanguineo se activan debido al cambio de ambiente y estas
plaquetas inactivas se transforman a plaquetas activas, dejan de tener forma circular, y
se convierten en espinosas liberando proteinas y otros elementos quimicos que atrapan
mds plaquetas y proteinas de la coagulaciéon, en un tapdén cada vez mayor
agregdndose y formado el tapén plaquetario primario, los fosfolipidos de membrana
de las plaquetas agregadas proporcionan una superficie de reaccién para la formacién
de la fibrina, estabilizando el tapén de plaquetas (homeostasia secundaria). Las
plaguetas también proporcionan un factor de crecimiento, que es un mitdégeno,
almacenado en los grdnulos alfa, que estimulan a las células lisas y posiblemente
también a los fibroblastos a multiplicarse y a sustituir a las células dafadas por la lesién.

Durante la lesién se produce una hemorragia en el endotelio y las plaquetas
escapan de los vasos sanguineos y fluyen al interior de los tejidos subendoteliales.
Inmediatamente se pegan a componentes del subendotelio, de los cuales el elemento
mds importante son las fibras de coldgeno.

Las superficies subendoteliales son dreas a las cuales las plaquetas no se exponen
normalmente. La adhesiéon de plaquetas al coldgeno sélo se produce con la ayuda del
factor de von Willebrand (vWTf por sus siglas) y de su glucoproteina b de la membrana
de plaquetas. Este factor es sintetizado por las células endoteliales, se almacena dentro
de ellas, y se secreta a las dreas subendoteliales y al interior del plasma, también se
encuentra en los grdnulos alfa de las plaquetas. Cuando se produce la adhesién de las
plaquetas, el vWTf se enlaza tanto al coldgeno como a la glucoproteina Ib, cuando esto

sucede en la superficie de las plaquetas, las enzimas de la membrana se activan y
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fragmentan en fosfolipidos especificos de membrana. Los productos resultantes son
“segundos mensajeros” que penetran en el citoplasma de la plaqueta y transfieren la
senal a las partes interiores de la célula. Esto desencadena la conversién de un “puente”
que conecta a la plaqueta y a la fibra de coldgeno, posteriormente la plaqueta se une
mediante la adhesién de sus receptores, a varias proteinas adhesivas de la matriz del
tejido conjuntivo y finalmente se “expanden” sobre la superficie de coldgeno.

Hay dos enfermedades en las cuales las plaquetas no se adhieren correctamente,
la enfermedad de Bernard-Soulier que se caracteriza por la falta de glucoproteina Ib
en las membranas de las plaquetas, y la enfermedad de von Willebrand que carecen
del factor von Willebrand (vWf).

Tres enzimas de membrana actian como segundos mensajeros: la fosfolipasa C, la
fosfolipasa Az, y la adenil cilcasa. Los productos de las tres causan un movimiento
rapido de los iones de calcio intracelular a partir de los sitios de almacenamiento en el
sistema tubular denso'", asi como el transporte del exterior a través de la membrana y
en el interior del citoplasma. Las plaquetas en reposo tienen concentraciones muy
escasas de calcio idnico en el citoplasma. Muchos sistemas celulares que estdn inactivos
en las plaquetas en reposo se activan por la presencia de los iones calcio. Existe una
correlacién directa entre la cantidad de calcio citoplasmdtico y el grado de estimulacién
plaquetaria.

Las pruebas de laboratorio incluyen el conteo de plaquetas y la evaluacion de la
funcién plaquetaria. El conteo puede llevarse a cabo por métodos manuales y
automatizados. Los métodos manuales se practican al dilvir la muestra de sangre entera
y contar las plaquetas en una alicuota para calcular el nimero por litro, el método de

Rees Ecker emplea un colorante denominado azul de cresilo brillante, el cual ayuda a

" Sistema tubular denso

Es un sistema de membranas que aparece en la vecindad de los microtibulos y rodea los organelos, con
apariencia, y funciones similares a las del reticulo endoplasmico liso de otras células. Regula la activacion
plaquetaria mediante el secuestro o liberacion de calcio, de forma similar a los tdbulos del musculo
esquelético y por un mecanismo mas rapido que el de las mitocondrias. También posee ATPasas, enzimas
del metabolismo del &cido araquiddnico y adenilato ciclasa.

Las plaquetas poseen organelos inespecificos, como mitocondrias, lisosomas y peroxisomas, que tienen
caracteristicas y funciones similares a los de otras células pero, ademas, portan organelos especificos, que
son los granulos alfa y los granulos densos.

Gréanulos alfa

Son organelos esféricos de 140 a 400 nm en didmetro, ricos en macromoléculas con una porcion de alta
densidad en electrones. Tienen una importante participacion en el funcionamiento celular, al propiciar la
interaccion entre plaquetas, de ahi que la cantidad de granulos alfa (como promedio 35-40) determina el
valor funcional de la célula. También participan en la interaccién con otras células a través de la
liberacion de su contenido.

Grénulos densos

Se caracterizan por su alta densidad electronica que le confieren el elevado contenido en calcio (50% del
total, en una concentracion 2 mol/L) y fésforo inorganico.
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hacer mds evidentes a las plaquetas. El conteo se realiza con un microscopio de luz. Se
dispone de equipos automatizados y semiautomatizados, de los cuales algunos utilizan

sangre entera o sangre centrifugada de la cual el plasma es rico en plaquetas!V.

Homeostasia secundaria y fibrindlisis4

Se produce homeostasia secundaria cuando las proteinas plasmdticas solubles,
llamadas factores de coagulacién, interactéan una serie de reacciones enzimdticas
complejas para convertir a la proteina soluble fibrindgeno en fibrina insoluble. Las
reacciones son realizadas a manera de cascada o catarata, mediante los cuales los
factores de coagulacién inactivos y circulantes (zimégenos) se transforman en enzimas
activas mediante un proceso de activaciéon secuencial. Cada zimégeno actéa primero
como un sustrato y luego como una enzima, el sustrato final en la cascada es el
fibrinbgeno y cuando recibe la acciéon de la enzima final, tfrombina se convierte en
fibrina. La activacion de la cascada se inicia cuando los zimégenos se exponen a las
capas subendoteliales de los vasos. Todas las reacciones enzimdticas excepto la Oltima,
(la formaciéon de fibrina a partir de fibrindgeno) requieren de un fosfolipido de
superficie proporcionado por las membranas de las plaquetas activadas y por los vasos
lesionados. El requerimiento de una superficie es importante es importante ya que limita
el lugar de las reacciones y formacién de la fibrina al sitio de lesién.

Todas las enzimas de la cascada a excepciéon del factor Xl (una transaminasa)
son proteasas de serina que actian como enzimas de escisidén con actividad de proteasa
en el sitio de residuo de serina.

El proceso de formaciéon de fibrina estdn controlados por retroalimentacion
negativa; cantidades abundantes de trombina, la Gltima enzima formada en la cascada,
destruyen los coofactores de las cascada de coagulacién en las etapas limitantes de la

velocidad de su propia produccién.

" Valores de referencia de plaquetas en adultos y nifios (150 a 450) x 10°/ L.
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CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA EFICIENCIA
(CLAE)6,7, 8,9,10,11,12,13, 14

La cromatografia de liquidos es una de las versiones de cromatografia mds
ampliamente utilizadas entre las técnicas analiticas y podemos describirla como sigue:

Esencialmente es un método fisico de separacién en el cual los componentes a ser
separados se distribuyen en dos fases, una de ellas llamada fase estacionaria que
puede ser sélida, liquida o gel, mientras que la otra fase conocida como fase mévil es
un liquido se mueve percoldndose a través de la primera, la separacién se logra debido
a que cada componente que debe estar disuelto en la fase mévil, se distribuye de modo
distinto entre ambas fases dependiendo de la afinidad que tenga con cada ung,
estableciéndose interacciones fisicas y quimicas, ademds de que las diferencias entre los
coeficientes de particion de los componentes individuales de la muestra dan como
resultado la separaciéon de cada uno.

[Soluto en la Fase Estacionaria]

Keqg =
¢4 [Soluto en la Fase Mévil]

Este proceso ocurre como resultado de repeticiones de equilibrios de los
compuestos que forman la muestra entre la fase mévil y la fase estacionaria durante el
movimiento de estos compuestos en el sistema.

La fase estacionaria puede ser empacada dentro de una tuberia conociéndose
comUnmente con el nombre de columna y también se puede colocar sobre un objeto
como una capa fina, y dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas de la fase
estacionaria, ésta serd selectiva para los diferentes compuestos.

Existen varias maneras de clasificar a la cromatografia de liquidos en columna vy,

esta division estd basada en la naturaleza de la fase estacionaria y en el proceso de
separacion, algunos ejemplos de esta clasificacién son:

Cromatografia de adsorcién: la fase estacionaria es un adsorbente sélido, y la
separacion estd basada en repeticiones consecutivas de adsorcién y desorcién.

Cromatografia de particién o distribucién: la separacién no se basa en adsorcién,
sino en la particiéon de los analitos entre la fase mévil y la fase estacionaria.

Cromatografia de intercambio iénico: la fase estacionaria, tiene una superficie con
carga idnica (resinas intercambiadoras) opuesta a la de la muestra. Esta técnica se usa
casi exclusivamente con muestras idnicas o ionizables. Mientras mds fuerte sea la carga
en la muestra, mds fuertemente serd atraida a la superficie idénica y por lo tanto, tomard

mds tiempo en eluir. La fase mévil es un buffer acuoso, en el que el pH y la polaridad

son utilizados como control del tiempo de elucién de la columna.
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Cromatografia de exclusién: las columnas se rellenan con materiales en los que se
tiene precisién en el control del tamafio de poro, y la muestra simplemente es tamizada
o filtrada de acuerdo al tamafio molecular, las diferencias en tamaiio de las moléculas
son arrastrados a través de la columna.

Cromatografia de fases quimicamente unida:

La particula sélida base se modifica quimicamente para reemplazar sus grupos
funcionales activos, por grupos funcionales que proporcionen determinadas

caracteristicas de polaridad. Dependiendo de la polaridad de los grupos funcionales

Fase Normal esta se clasifica en: ChiE Revera
l ]
4 | —— |
Rl Cromatografia de fase normal: la fase
R-H
estacionaria es fuertemente polar (silica, aluming,
s etc.) o una fase quimicamente unida (con grupos ?
g . q grup . R-C-R
& c
5 9 . . . . & 5
5 & 3| amino, diol, efc.) lo que da una fase estacionaria g E
o =
5 I ° 3 I b
5 e <| hidrofilica y la naturaleza de la fase mévil que § RCH o
<] 2 bt 3
c S 2 S
5 ©l debe ser no polar (como n-hexano o £ o
> e © R-SH
O (V)
R-C-R .
tetrahidrofurano). Las muestras polares por lo
’d I I R-OH
- tanto son retenidas por la columna un mayor
— tiempo que las que no lo son (compuestos no ——
V¥V polares). Es util para la separacién de solutos de v

polaridad mediana a alta. El proceso de adsorcidén estd gobernado por las
interacciones dipolo-dipolo, puentes de hidrégeno, transferencia de carga entre otras.
En la cromatografia de fase reversa, es exactamente lo contrario a la anterior.
Comunmente se utilizan fases quimicamente unidas que contiene un grupo funcional de
tendencia no polar (octadecil, octil, fenilo, nitrilo, metilo, etc.). La fase estacionaria por lo
tanto es de tendencia no polar (hidrofébica), mientras que la fase mévil es un de
tendencia polar, tales como el agua, alcoholes, acetonitrilo, etc.. Aqui los compuestos
menos polares, serdn retenidos mds tiempo que los polares. Actualmente es el modo de

cromatografia mds utilizado.

Instrumentacién? 10

La instrumentacién bdsica en la cromatografia de liquidos instrumental es la

siguiente:

Fuente de fase mévil

Es un recipiente que contiene a la fase mévil. Se utilizan generalmente frascos de

vidrio o polimeros resistentes con una tapa adecuada para prevenir el ingreso de
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particulas ambientales. El extremo del tubo donde la fase mévil es absorbida tiene un
filtro que puede ser de vidrio, teflén o acero inoxidable con un tamaiio de poro de 0.45
pm que impide el ingreso de particulas mayores a éste a la bomba.

La fase mévil puede estar constituida por un solo disolvente o por la mezcla de 2 o
mas disolventes, segin sea la necesidad del poder de elucién que se requiera tener de
la fase movil.

Un disolvente apropiado para ser utilizado como fase mévil en HPLC debe cumplir
con algunos requisitos como son:

B Alto grado de pureza (>99.5%).
Alto poder de solubilizar las muestras.
Baja reactividad.
Compatibilidad con el detector utilizado.

Adecuado punto de ebullicién.

b m S R m = R u

Baja viscosidad.
B Seguridad (no téxico).

La fase mévil debe desgasificarse ya que el aire disuelto (oxigeno y nitrégeno)
puede producir burbujas las cuales afectan a la columna provocando caidas de presién
e interfieren en los pistones de las bombas, los cuales, al ser de vidrio o rubi sintético
llegan a calentarse por la fricciéon y provocan su rompimiento, llevando a la necesidad
de cambiar la pieza entera. También pueden causar liberacién de burbujas en el
cabezal de la bomba y en la celda del detector, oxidacién de analitos y variaciones en
algunos detectores. Entre los métodos de desgasificacién se encuentran los siguientes:

B Filtracién con vacio.
B Ultrasonido.
B Burbujeo de un gas inerte.

B Membranas.

Sistema de bombeo® 7

La funcién de este aparato es el impulsar la fase moévil por todo el sistema
cromatogréfico, desde el recipiente o los recipientes que contienen los disolventes hacia
el inyector, columna y detector. Es una pieza critica para el funcionamiento del
cromatégrafo, y debe presentar las siguientes caracteristicas:

B Generar flujos constantes y de preferencia libre de pulsaciones.
B Presentar un amplio intervalo de caudal y exactitud del mismo.

H Generar y/o vencer altas presiones.
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Las bombas estdn construidas de materiales resistentes al ataque quimico y al
desgaste mecdnico. El sistema de bombeo ha evolucionado a través de dos tipos de
bombas:

» Bombas mecdnicas, que las hay de dos tipos: reciprocantes (pistén o diafragma)
y de desplazamiento continuo.
» Bombas neumdticas.

Las bombas reciprocantes son las utilizadas en este trabajo por lo que sélo sé
explicardn éstas.

Las bombas reciprocas desplazan flujos de volimenes constantes en forma no
continuq, sino mds bien pulsante. La mdxima presién que se puede obtener varia segin
el disefio, pero llegan aproximadamente a 600 atm. La desventaja que presentan de
que el flujo de los volumenes son de manera pulsante y no de forma continua o uniforme
y que puede provocar pérdida continua en la eficiencia de la columna e inestabilidad
del detector, se resuelve con el empleo de un doble pistdon reciprocante, en el cual
cuando uno succiona la fase moévil el otro ya la estd impulsando, ademds de la
presencia en la tuberia de un volumen mayor que el impulsado por las bombas,
elimindndose las pulsaciones. Actualmente estds son las bombas presentes en todos los
cromatégrafos de liquidos y que dominan el mercado ya que cumplen con los
pardmetros antes establecidos y son de precio accesible comparada a las otras bombas

que se pueden utilizar.

Mezcladores® 10

En HPLC se puede trabajar de dos formas, la primera de ellas es conocida como
modo isocrdtico denominado asi cuando el poder de elucién es constante (la composicidn
de la fase mévil es constante) y no cambia durante todo el tiempo de andlisis. Esta
forma de trabajo se aplica cuando las propiedades fisicas y quimicas de los compuestos
que forman la muestra son muy parecidas.

La segunda forma de trabajo es la conocida como gradiente de elucién, en el cual,
el poder de elucién de la fase mévil (la composicidon de la fase mévil) cambia durante la
realizacién del andlisis, donde se incrementa o disminuye en proporcién los disolventes
utilizados, modificando el poder de elucién de la fase mévil. Esta forma de trabajo se
aplica cuando las propiedades fisicas y quimicas de los compuestos que forman la
muestra son muy diferentes.

Para poder trabajar de forma con gradiente de elucidén se requiere el uso de un

aparato conocido como mezcladores, y existen dos tipos:
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Mezcladores de baja presién

Estos mezcladores permiten con la ayuda de unas vdlvulas denominadas solenoides
mezclar los disolventes en una cdmara antes de la bomba (por lo que se denominan de
baja presién). Este sistema puede mezclar hasta 4 disolventes.

Mezcladores de alta presién

En este tipo de mezcladores se requiere utilizar una bomba por cada uno de los
disolventes que se vayan a emplear para formar la fase mévil, la salida de cada una
de las bombas se conecta a una cdmara mezcladora (por estar después de las bombas
se les conoce como de alta presién). La mezcla es lograda por la presiéon generada de
las bombas en la cdmara mezcladora.

El problema de requerir una bomba por disolvente hace que este tipo de
mezcladores sea muy caro, por lo que son mds utilizados los mezcladores de baja

presién para trabajar con gradiente de elucién.

Sistema de introduccién de muestra® 7

Las vdlvulas de inyeccidn exigen cuidadoso disefio, debido a que deben resistir
altas presiones, tener un volumen pequefio.

La muestra es introducida al sistema generalmente mediante una vdlvula de
inyeccién o vdlvula de seis pasos. La introduccién de la muestra a esta vdlvula se puede
realizar de forma manual el cual se realiza mediante el empleo de una jeringa con una
capacidad determinada, mientras que la manera automatizada, se realiza mediante
vdlvulas de inyeccién automdtica.

En el caso de esta validacidon, la introduccion de muestra se llevé de manera
manual, por lo que se utilizé una jeringa.

La vdlvula de inyeccidon estd constituida por un rotor que gira en dos posiciones,
una de carga y la otra de inyeccién, ademds de una tuberia de muestra externa
conocido como bucle o “loop” (nombre en inglés) en el que se introduce la muestra. El
modo en que operan las vélvulas son las siguientes:

Cuando la vdlvula se encuentra en posicién de carga, la muestra disuelta en la
fase mévil se introduce mediante una jeringa, que llena un tubo capilar conocido por su
expresién en inglés como “loop” el cual puede tener capacidades diferentes (5 L a
200 pL). En esta posicidn, la fase mévil pasa de la bomba a la columna, es decir, no

tiene contacto con el compartimento de la vdlvula donde la muestra estd siendo

introducida.
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Al girar el rotor en la posiciéon de inyeccién, la fase mévil ahora si pasa a través
del “loop”, es decir, bafia la cavidad de la vdlvula arrastrando la muestra hacia la
columna, momento el cual la separaciéon comenzard a realizarse.

Las muestras que se pueden trabajar pueden ser sélidas o liquidas, y éstas deben

ser solubles por lo menos en uno de los disolventes que forme a la fase mévil.

Sistema de separacién® 11

Se hablard Unicamente de las fases quimicamente unidas debido a que es el tipo
de fase estacionaria que mas se utiliza actualmente en HPLC. Las fases quimicamente
unidas son ya el principal componente de los sistemas de separacién de las columnas de
cromatografia debido a que permiten mejores separaciones de las moléculas orgdnicas
conocidas hoy en dia.

Estas fases llamadas fases quimicamente unidas, las cuales tienen una larga
duracién y no requieren ninguna condicién de presurizacidon de la fase mévil. Este tipo
de fases son preparadas mediante la reaccién quimica entre la superficie de los grupos
hidroxilo de la silica con moléculas orgdnicas u organosilanos.

Algunas de las fases polares en cromatografia en fase normal tienen grupos amino
o nitrilo (ciano) unidos a la cadena de carbonos, pero la cromatografia mas utilizada es
la de fase reversa, con cadenas alcalinas de octadecilos, unidos al dtomo de silicio del
alquilsilano, y este Gltimo tipo de fases ayudan a la separaciéon de un gran nimero de
sustancias.

Estas fases estacionarias son empacadas en las columnas que consisten en una
tuberia, generalmente de acero inoxidable que le permite soportar altas presiones,
tiene dimensiones que pueden variar en los intervalos siguientes: didmetro interno 2 a
5mm y este intervalo de didmetros se considera el mejor de acuerdo a la capacidad de
muestra, consumo de fase mévil, velocidad y resolucién. Se cuenta con columnas de una
longitud en un intervalo que va de los 5 a los 25 cm, el tamaiio de particula oscila entre
5 a 25 um. En este trabajo se empledé una columna empacada con fase reversa
quimicamente unida de Nucleosil Cis.

Sistema de deteccién!? 13, 14

El sistema de detecciéon permite medir en forma continua alguna propiedad fisica
de los componentes de la muestra o de la fase mévil, generando una sefial proporcional
a la concentraciéon de la muestra medida a la salida de la columna.

Los detectores en CLAE deben cumplir con las siguientes caracteristicas:

¢ Amplio rango dindmico de respuesta.
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X/
°

Poseer respuesta lineal.

X/
°e

No contribuir al ensanchamiento de banda extracolumna.

X/
°

Tener sensibilidad apropiada.
% Poseer buena relacién sefial /ruido.
*%* Tener constante de tiempo baja.

Se clasifican en universales, que miden el cambio de alguna propiedad fisica de la
fase mévil cuando contiene a los analitos estudiados con respecto a la misma fase mévil
cuando no los contiene, y detectores selectivos, que son sensibles a alguna propiedad
del analito. Los detectores utilizados en CLAE los podemos clasificar en dos grandes
grupos:

Detectores Espectroscopicos

Estos aprovechan las propiedades espectroscépicas que pueden presentar la fase
mévil y/o los analitos. Estos son:

Detector UV/Vis: detecta compuestos orgdnicos con instauraciones, diénicos,

carbonilicos 0,8 insaturados, aromdticos y sustituidos con grupos funcionales que
contengan grupos carbonilo de manera “natural” o conferida por derivatizacién. Es el
mas utilizado, tiene la capacidad de confirmar la presencia de ciertos compuestos, sus
metabolitos y derivados. Posee buena sensibilidad e intervalo lineal, no destructivo,
puede emplearse en modalidad de gradiente, poco sensible a los cambios de caudal y
temperatura.

Fluorescencia: se utiliza para el andlisis de sustancias que presentan fluorescencia
“natural” o conferida por derivatizacién. Utiliza una longitud de onda de excitacién y
otra de emisidon. Presenta alta selectividad y sensibilidad. Puede emplearse en
modalidad de gradiente.

Indice de refraccién: mide la diferencia del indice de refraccidén entre la fase movil

sola y cuando contiene a la muestra. Es universal, no destructivo, poco sensible, se afecta
con el cambio de la temperatura, no se utiliza en modalidad de gradiente.

Espectrémetro de masas: permite obtener el espectro de masas de los compuestos que

forman a la muestra que pesen hasta 150 000Da, posee alta sensibilidad, puede
comportarse tanto como detector universal como selectivo.

Detectores Electroquimicos

Estos aprovechan las propiedades eléctricas que pueden presentar la fase mévil
y/o los analitos. Estos son:

Conductimetro: mide la conductancia o conductividad equivalente del efluente

proveniente de la columna, los compuestos idnicos de la muestra generan un cambio en
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la conductancia del efluente y de esta manera son detectados. Su respuesta es lineal,
dependiente de la temperatura y susceptible a los cambios de flujo de la fase mévil por
lo que trabaja mejor en modo isocrdtico; selectivo, es utilizado principalmente en
cromatografia de intercambio idnico.

Amperimetro o Electroquimico: detecta compuestos capaces de ser oxidados y

reducidos al ser aplicado un potencial de valor fijo, emplea tres electrodos, el de
trabajo, de referencia y el auxiliar. Requiere que la fase mévil sea conductiva, es

destructivo, muy sensible y altamente selectivo.

Sistema de registro12: 13

Es el aparato que proporciona una representacion grafica de la sefial generada
por el detector respecto al tiempo en que dura la corrida (en minutos), este grdfico es
conocido como “cromatograma”, y cada sefial que aparece en este grafico es conocido
como “pico cromatogrdéfico” y cada uno de estos picos representa un compuesto de la
muestra (en caso de que la separacién se desarrolle correctamente). Los registros son
generados hoy en dia por computadoras de las cuales es mds prdctico modificar
pardmetros y visualizar mejor los datos obtenidos durante el andlisis, aunque también
podemos encontrar integradores electrénicos.

Del cromatograma se obtiene cierta informacién que permite realizar andlisis tanto

de tipo cualitativo como cuantitativo, ademds de poder calcular otros datos conocidos

[ ]
At .
[ ": Area del Pico
s
d
s I
=
- o
o [
E |
= i Altura del Pico
= |ty
@
o4 !
0 /\ linea base
+— VW2 — -
Inyeccion Tiempo

como pardmetros cromatogrdaficos.
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Pardmetros cromatogrdficos 3 7.8, 9, 10

+ Tiempo muerto (to): es el tiempo que tarda en eluir un compuesto que no es
retenido por la fase estacionaria.

* Tiempo de retencién (t): es el tiempo que un compuesto permanece desde la
inyeccion de la muestra hasta el momento en que se obtiene el punto mdximo de la
sefal o pico del compuesto.

* Tiempo de retencién corregido (t'): es el tiempo que la muestra permanece

retenida en la fase estacionaria, se calcula como la diferencia entre el t, y el to.

% Area de pico: este pardmetro permite determinar la concentracién de cada
componente separado en la fase estacionaria.

% Ancho de la base del pico (Wu): Es la proporcién de la linea base
interceptada por tangentes trazadas a ambos lados de la sefial.

% Ancho de la mitad de la altura del pico (W1/2n). A la mitad de la altura del
triangulo, es la diferencia entre las intersecciones de las lineas tangentes a los puntos de
inflexién del pico y la linea base.

¢ Eficiencia (N): es la capacidad que tiene una columna analitica para separar
los componentes de una mezcla. Se define como el nimero de platos tedricos o
equilibrios que existen de los analitos entre la fase mévil y la fase estacionaria. Se

calcula con la siguiente ecuacién:
2 AN

N =16 b = 5.545 b
w, ' W, 2h

% Selectividad (0): proporciona una idea de la afinidad de los compuestos de

la muestra con la fase estacionaria. Conforme el valor es mayor a 1 se entiende que la
fase estacionaria mds selectiva para los analitos y por lo tanto se permitird una mejor
separacion entre los compuestos; la ecuacién de cdlculo es la siguiente:

tr,2

!
tr 1

En donde t/'1= es el tiempo de retencién corregido del compuesto que tarda menos
en eluir, mientras que t,’2 es el fiempo de retencién corregido del compuesto que tarda
mds en eluir.

** Factor de capacidad (k’): se define como la relacién entre la cantidad del

analito en la fase estacionaria entre la cantidad de analito en la fase mévil, y estd
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relacionada de manera directa a la constante de equilibrio. Para tener buenas
separaciones se necesita un intervalo de 10 > k’ > 2. La ecuacién para su cdleulo es:

!

k' = b
to

+* Resolucién (Rs): indica cuantitativamente que tan separada estd el drea de un

pico respecto a otro. Cuando se tiene una Rs = 1.5 se tiene una separacién = del 99.7%
y se calcula con la siguiente ecuacién:

R—Z( At, )
5= “\wb,, wb,

Andlisis cualitativo? 10: 11

El propdsito de la mayoria de las investigaciones utilizando cromatografia incluye
el determinar que compuestos estdn presentes en la muestra, un problema es que la
cromatografia es esencialmente una técnica de separacién y una de las mejores
disponible hoy en diq, sin embargo, por los detectores mencionados anteriormente y que
en su mayoria son selectivos (a excepciéon del Espectrédmetro de Masas) esta es una
técnica “ciega”, pues sus detectores indican la presencia de substancias que le es capaz
de “ver” pero no pueden dar informacién estructural de los compuestos que “ve” que
permitan decir que compuesto son, a menos de que se cuente con informacién previa que
plantee cuales podrian ser y se tengan los estdndares de dichos compuestos para
comparar a éstos con los de la muestra por alguna de las siguientes formas de trabajo:

Comparacién del tiempo de retencién: Bajo ciertas caracteristicas establecidas, el

fiempo de retencidon que da una sustancia en una columna dada puede ser certero y es
caracteristico de una sustancia en particular, el tiempo de retenciéon puede utilizarse
para propésitos de identificacion y con ello deben tomarse en cuenta ciertas
consideraciones.

Primero que nada debe ser entendido que la reproducibilidad de los datos de
tiempo de retenciéon absoluto depende de las condiciones instrumentales (columna
utilizada, fase mévil, temperatura, etc.). El tiempo de retencién y el tiempo de retencién
ajustado son utilizadas para propdsitos de identificacion. La mejor manera de expresar
los datos de retencién es haciéndolo mediante los tiempos de retencién relativos,

tor (D)

expresados a partir de la retencién de un estdndar: 7 = 47—
’ tr(st)

donde (i) y (st) se

refieren a los valores respectivos de los picos individuales de la muestra y el estandar

respectivamente.
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Cantidades pequefias de muestra deben ser utilizadas para el andlisis, ya que si
se satura la columna puede influir en el tiempo de retencién de la muestra.

Adicién de estdndar a la muestra: El método mds sencillo para el andlisis por

comparaciéon en el tiempo de retencién es mezclando una porciéon de la mezcla
sucesivamente con un estdndar de la o las substancias las cuales se supone que
componen a la muestra, y posteriormente comparar los cromatogramas obtenidos en el
andlisis de la muestra original y la mezcla.

Los pardmetros a identificar, es que si la substancia que se adicioné ya estaba
presente en la muestra original entonces uno de los picos estard relativamente mas largo
que en el cromatograma original antes de agregar el estdandar, el pico crecerd
simétricamente y no se observardn deformaciones, entonces puede decirse que el
compuesto agregado si corresponde al que estaba presente originalmente en la
muestra. Si el pico entonces se deforma con la adicién del estdandar, o muestra la
aparicién de otro pico muy cercano al original, entonces podemos decir que ambas
muestras co-eluyen pero no son el mismo compuesto, solo tiene la misma afinidad a la
fase estacionaria.

El problema con este método es que sélo muestra que el estdndar agregado vy el
compuesto presente en la muestra corresponden a un pico en particular que tiene un
tfiempo de retencién idéntico o muy cercano; como sea esto no da una prueba absoluta
para la identidad de ambas sustancias, por lo tanto la repeticién del método en otra
columna con diferente polaridad y diferente fase mévil es siempre recomendado, el
montar las dos columnas representan mayor prueba que si sélo se hacen en una columna.

Cromatografia preparativa: Se trata de un sistema cromatogrdafico de mayores

dimensiones, consta del mismo instrumental pero el sistema de introduccién de muestra y
la columna tienen mayor capacidad para introducir cantidades mayores de muestra, se
utiliza para aislar a los compuestos que no pueden analizarse con los puntos anteriores.
Una vez aislados se envian a otras técnicas de andlisis cualitativo como infrarrojo,
resonancia magnética nuclear, etc..

Técnicas cualitativas acopladas: Buscando la optimizacién del andlisis cualitativo en

las técnicas cromatogrdficas se desarrollaron y actualmente se cuenta con sistemas
acoplados de técnicas cualitativas como Espectrometria de Masas y Espectroscopia
RMN, siendo la més vendida en el caso de CLAE el acoplamiento a Espectrometria de
Masas. Cuando se tienen estos sistemas, no es necesario realizar los pasos anteriores, a
excepcién del paso 1, ya que ademds de contar con los tr para comparar se contara
también con el Espectro de Masas, pudiendo comparar este también con el de los

estdndares.
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Andlisis Cuantitativo? 10,11

Después de realizar la identificacion de los componentes de la muestra el siguiente
paso es determinar la cantidad de algunos o de todos los compuestos presentes en ella,
y esto corresponde al andlisis cuantitativo.

Los datos que se usan para hacer andlisis cuantitativo son la altura o el drea del
pico cromatografico, esta Ultima es la mds utilizada ya que todavia se obtiene mejor
precision en los resultados. Los métodos de cuantificacion més utilizados son:
Normalizacién: Este método puede aplicarse con o sin factores de correccién,
dependiendo de la precisiéon requerida y de la muestra. En esenciq, relaciona las dreas
obtenidas con el porcentaje de composicion de la mezcla. Para que este método
funcione se requiere que todos los componentes de la muestra sean: introducidos al
sistema, separados con buena resolucién, detectados y que den la respuesta en el
detector igual para todos ellos, si esta Ultima condicién no se cumple da lugar a que la
normalizacién de drea se lleve implicito el uso de factores de correccién o también
llamados de respuesta. Se calcula la concentraciéon para cada componente asumiendo
que:

B Cada componente de la muestra produce un pico.
B El detector dard la misma drea para cada componente si estd presente en
la muestra.

Si el detector responde igual para las mismas cantidades (concentraciones) en los
componentes de la muestra, entonces es lo mismo llamarlo pico relativo de dreas. La
normalizacién se realiza dividiendo el drea de cada pico entre el drea total y
multiplicar el resultado por 100.

Estdndar externo o calibracién absoluta. Consiste en comparar el drea

correspondiente a cantidades conocidas de la sustancia problema con el drea obtenida
para la misma sustancia en la muestra y cuya concentracion se desee determinar. En el
caso de cromatografia este método estd basado en la aplicacién del término Factor de

respuesta (Fr), que por definicién es:

Area

Fr = —
Concentracion

Se reordena esta ecuaciéon para construir una curva de calibracidén con estandares
del analito de interés a concentraciones conocidas cuyo incremento debe ser constante a
lo largo del intervalo, una vez construida la curva (drea en funcién de concentracién), se
espera obtener una tendencia lineal y asi conocer la ecuacién de la recta de donde se

extrae el valor de la pendiente que en el caso de cromatografia es el valor del factor
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de respuesta (Fr) y se calcula la concentracién del analito, despejando la incégnita de la
ecuacién reordenada:
A=FrxC

Estdndar interno o calibracién relativa o indirecta. Este método es menos

susceptible a errores técnicos y compensa, en algunos casos, errores producidos durante
la preparaciéon de las muestras. En el caso de cromatografia este método estd basado
en la aplicacién del término Factor de respuesta relativo (Frr), que por definicién es:

Fr del compuesto

Frr = —~ -
Fr del estandar interno

Al desdoblar la definicién del Fr para cada caso y reordenando la ecuacién para
construir una curva de calibracién con estdndares como en el método de estdndar
externo (cuyo incremento debe ser constante a lo largo del intervalo), pero en las
disoluciones de cada estdndar se adiciona una misma cantidad conocida de estdndar
interno. Para construir la curva de calibracién se grafica el area relativa (Area del
compuesto/Areq del estdndar interno) en funcién de la concentracién relativa (Conc. del
compuesto/Conc. del est. interno) y se espera que esta tenga una tendencia lineal, y asi
conocer la ecuacién de la recta de donde se extrae el valor de la pendiente que en el
caso de la cromatografia es el valor del factor de respuesta relativo (Frr) y se calcula la

concentracién del analito, despejando la incégnita de la ecuacién reordenada:

Area del compuesto C compuesto

r rr — -
Area del estandar interno C estandar interno

El compuesto utilizado como estdndar interno debe cumplir con ciertas
caracteristicas, entre ellas las dos mds importantes y que deben cumplirse de manera
obligatoria son que el compuesto utilizado no se encuentre presente en la muestra a
analizar y que se coloque a la misma concentracién tanto en las disoluciones estandar
como en la disolucién de la muestra que se inyecta al Cromatégrafo.

Este método se utiliza para mejorar la precisiéon del sistema de introducciéon de
muestra en cromatografia.

Adicién patrén. En este método se construye una curva de calibracién a la que se

aiade una cantidad constante de la muestra a las disoluciones de los estdndares y a un
blanco. Este método se realiza para evaluar si existen fenémenos de matriz o cuando se

trabaja en el limite de cuantificacién del instrumento.
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Validaciént: 7. 8,9,10,11,15,16,17

Es en los afos setenta cuando la FDA establece el paradigma “proceso no
validado es un proceso de alto riesgo, ya que en cualquier momento generard
medicamentos fuera de especificaciones” y por consecuencia no cumplirdn su funcién y
pondrdn en riesgo al paciente. De acuerdo a la FDA validar es:

Contar con evidencia documental, que provee de un alto grado de seguridad de
que un proceso especifico, produce consistentemente un producto de acuerdo a
especificaciones predeterminadas y atributos de calidad. Es un término empleado para
definir o demostrar la capacidad de un método o técnica analitica para satisfacer los
requisitos para la aplicacién de la técnica analitica deseada. En la industria
farmacéutica es necesario hacer uso de la validaciéon para asegurar la calidad del
fadrmaco o del medicamento. En México se cuenta con la NOM-059-SSA1-2006,
referente a las buenas prdcticas de fabricacién para establecimientos de la industria
quimica farmacéutica dedicados a la fabricacién de medicamentos, que establece la
obligaciéon de validar los procesos de fabricaciéon de medicamentos.

Lo anterior lleva a las siguientes preguntas.
sPor qué validar?, validar permite:
¢ Asegurar la calidad de los medicamentos.

% Reducir la posibilidad de rechazos y/o reprocesos.
** Optimizar los procesos.

** Incrementar la competitividad.

¢ Cumplir con un requerimiento oficial.
2Cudles son los beneficios de una validacién?

** Incrementa la eficiencia de la produccién.

+* Reduce rechazos y reprocesos.

*%* Reduce los costos en servicios.
%* Minimiza las discrepancias relacionadas a fallas del proceso.

+* Reduce las determinaciones de proceso y de producto.

** Las investigaciones son mds rdpidas y precisas cuando se presentan
desviaciones del proceso, o producto fuera de especificaciones.

Los pardmetros que se evalian normalmente en una validacién analitica
instrumental son:

¢ Condiciones 6ptimas de trabajo.

#* Linealidad del sistema.
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%* Precision del sistema.

*%* Exactitud del sistema.

%* Precision del método (repetibilidad y reproducibilidad).

+* Cantidad minima detectable y cuantificable.

%* Estabilidad de muestra.

% Etc.

En este trabajo solamente se trabajaron las siguientes pruebas de validacién

que se explicaran con maés detalle.

Condiciones éptimas de trabajo? 9 10

Cuando se realiza la validacién de un método es necesario establecer las
condiciones 6ptimas de trabajo tanto de las técnicas de medicién como de preparacién
de la muestra para trabajar. Que son aptitudes del sistema que permiten verificar la
funcionalidad del sistema independiente de las condiciones ambientales. Los equipos
vienen ya por parte del fabricante con ciertas especificaciones que indican al usuario la
manera de seleccionar las condiciones éptimas de trabajo para el equipo.

Pero en cualquier técnica como en las cromatogrdficas es importante encontrar las
condiciones 6ptimas (fase mévil, fase estacionaria, detector, etc.) que permitirdn lograr
la mejor resolucién de los compuestos. También es importante en los andlisis por
cromatografia, la velocidad del mismo, por lo que siempre se busca que la elucién del
compuesto se realice lo mds rdpido posible, es decir que salga de la columna
rapidamente sin importar los otros pardmetros, debido a que en las presentaciones
farmacéuticas es el Unico principio activo presente y asi tener los tiempos de andlisis mds

rapidos que se tengan.

Linealidad del Sistema”: ¢

La linealidad del sistema se refiere al grado de concordancia que mantiene la
variable dependiente y la variable independiente. Si estas variables son directamente
proporcionales, se espera que tiendan a dar una linea recta, lo que permite la
superposicién de datos dentro de un grdafico que permite cuantificar y predecir una
respuesta. La linealidad puede inspeccionarse visualmente de una grdéfica o curva de
calibracién de las sefiales como funcién de la concentracién o contenido del analito. Lo
habitual y mds deseable es que la grafica se aproxime a una linea recta, si hay una
relacién lineal, los resultados de la prueba pueden evaluarse mediante el cdlculo de una

linea de regresién con el método de minimos cuadrados. Al realizar esta prueba se
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deben realizar un minimo de 5 puntos en la gréfica (concentraciones) para establecer
una linealidad.
La ecuacion utilizada que describe una linea recta es la siguiente:
y=mx+b

en donde:

e Vesla variable dependiente (sefial).

e X es la variable independiente (concentracion)

e m se refiere a la pendiente.

e b se refiere a la ordenada al origen.

El coeficiente de correlacién (R o R2) es una medida cuantitativa de la relacién o
correlacién entre dos variables. Los coeficientes +1 o -1 indican una correlacién
estrictamente lineal, mientras que cuando se aproximan a cero no existe ninguna
correlacion lineal entre las variables.

En el caso de validacién en cromatografia de liquidos, el criterio internacional
normal para aceptar la linealidad del sistema es que los datos experimentales al
momento de graficarse deben tener una tendencia lineal y ademds, tener un valor de
coeficiente de correlacién lineal R2>0.98, este pardmetro puede ser mds estricto
dependiendo también de la industria farmacéutica.

En la mayoria de los sistemas, se espera que la ordenada de la ecuacién pase por
el origen, es decir, que si el equipo de cromatografia no “ve” a ningin analito, entonces
no debe dar respuesta alguna, es decir si no se encuentra nuestro analito de interés
dentro de una muestra entonces la respuesta del equipo debe ser cero, no debe
aparecer senal alguna, esto en el caso de que no existan componentes adicionales en la
muestra y lo que se estd analizando sea especificamente el que se espera encontrar.
Como los datos reales obtenidos experimentalmente no siempre se cumplird que la
ordenada valga cero, por lo tanto se debe de realizar una prueba de hipétesis, la cual
consiste en plantear una hipétesis nula (Ho)y una hipétesis alterna (Hi1). Confirmando si
nuestro modelo del sistema tiende o no al origen, ya que de ello dependerd si se utiliza
la ecuacién formal de linealidad y = mx + b o la ecuacién base de la técnica de
cromatografia A = FrC (en el caso de aplicar el método de estdndar externo).

Las hipétesis planteadas son las siguientes:
Ho: b=; donde B=0 (Hipétesis nula)
Hi: b#0 (Hipdtesis alterna)
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El tratamiento estadistico aplicado a estas pruebas de hipdtesis es el conocido
como “t de student”, para ello se tiene que realizar el procedimiento matemdtico
correspondiente para obtener una t calculada (tcql), la cual serd comparada con una t
de tablas (t,/2) con n-2 grados de libertad (n = al nimero de datos experimentales) y
un intervalo de confianza que serd del 95%.

La tcal se obtiene mediante la siguiente férmula:

P b—-p nSxx
cal- ™ Se  |Sxx + (nx)?

Donde cada término de la ecuacién significa:

b = Ordenada al origen.

B = Ordenada al origen poblacional.

Se = Error tipico en la estimacion.

Sxx = Suma de cuadrados de la variable independiente.

n = NUmero de observaciones experimentales independientes.

X = Media experimental de la variable independiente.

Para obtener la t calculada se requiere calcular la Se y Sxx ademds de Syy y

Sxy, estos se obtienen con las siguientes ecuaciones:

SxxSyy — (Sxy)?

Se =
¢ (n —2)nSxx
2
l1=n =n
Sxx=n ) x%-— X
i=1 i=1
2
=n =n
Syy=n ) y*- y
i=1 i=1
i=n i=n i=n
Sxy=n ) xy— X Z y
i=1 i=1 i=1

Posteriormente en las tablas estadisticas “t-student” se busca la t,/2 siendo un valor

de referencia para la comparaciéon de nuestro valor de tcl, con un nivel de significancia
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0, es decir, el riesgo maximo que se estd dispuesto a correr, y esto es generalmente del
5% cuando un estudio se comienza, en dado caso de que se puedan correr ciertos
riesgos entonces este puede estar entre el 1% al 2%. Una vez obtenidos los valores de
tablas y el valor calculado se comparan tomando en cuenta el criterio para rechazar la
hipétesis nula que es:
teal. < _ta/z 0 teal. > ta/z

Posteriormente se establecen los intervalos de confianza tanto para la ordenada

al origen como para la pendiente los cuales se calculan con las ecuaciones siguientes:

Intervalo de confianza para la ordenada (ICp):

El intervalo de confianza para la pendiente (ICy):

n
ICp=m % ty), Se |<—

Sxx

Precision del sistema?® 10

Explica el grado de concordancia entre resultados de pruebas individuales, las
cuales se realizaron independientes y pertenecen a una misma poblacién y fueron
obtenidos en el sistema estudiado.

El procedimiento es aplicado de manera repetida a muestreos multiples de una
muestra homogéneaq, e indica que tanto estdn oscilando los valores que se obtienen de
manera experimental. Es el componente aleatorio de la incertidumbre, depende
Unicamente de la distribucidon de los errores aleatorios, no tiene relacién con el valor
verdadero, generalmente depende de la concentracién del analito. Matemdticamente es
expresado como la desviacién estdndar (s), la varianza (s2) o mds cominmente como el
coeficiente de variacién (CV) bajo condiciones especificas de medicién. El valor obtenido
experimentalmente es comparado con alguno establecido anteriormente, por ejemplo la
industria farmacéutica que pide para la técnica de HPLC un (CV) del 2%. Normalmente
al disefiar una técnica nueva se establece un CV del 5%.

La precisidon del sistema (técnica en este caso) se evalia preparando minimo siete
disoluciones estdndar de la misma concentracion, la concentracién se toma del centroide
de la curva de linealidad. Cada estdndar es analizado por quintuplicado y con los
datos obtenidos se calculan los pardmetros estadisticos que se requieren. Ademds se

puede aplicar la prueba de hipétesis para saber si los valores establecidos y obtenidos
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cumplen o no la condicién indicada. La prueba de hipétesis establecida es la
comparacion de:

Hy:s? = ¢ (Hipétesis nula)

Hy:s? > ¢ (Hipétesis alterna)

La prueba estadistica que se aplica para esta prueba es el estadistico de “Ji
cuadrada” (xz).

Donde 0'02 se obtiene de despejar del CV la desviaciéon estandar al considerar el
valor establecido (5% 6 2%).

Con la siguiente ecuacién sé calcula la “Ji cuadrada” experimental o calculada:
(n —1)s?

2
X = 2
0

calc

donde:
n = nimero de determinaciones.
s = desviacién estdndar muestral (experimental).
2 — . .7 , s e

0“ = desviacién estdndar maxima aceptada.

La X2caic es comparada con la X2 de tablas estadisticas con un nivel de significancia
0=5%. Para esta prueba, X 2 es el valor de tablas con n-1 grados de libertad, debido a
que se trata de una prueba unilateral el criterio de rechazo de la hipétesis nula es:

2 2
Xcalc > Xan-1

Una vez comparados los valores de x2 calculados con los de tablas se llega a una
decision con la cual se puede aceptar o rechazar las hipétesis planteadas y se llega
entonces a una conclusién diciendo si el sistema es preciso con referencia al coeficiente
de variacién establecido al inicio de la prueba.

, . . . . 2

Después se realiza el intervalo de confianza al nivel 1 — 0 para g4, esto se
realiza para establecer si los valores obtenidos de experimentos posteriores aidn se
encuentran dentro de los valores establecidos de precision del sistema. La ecuaciéon
utilizada para esto es:

(n-1s*>  , (n—-1)s?
0z ST/ ——
Xaj2 X(1-a/2)
en donde:

Xé/z y X(21—a/2) son valores provenientes de tablas.
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Estabilidad 10

Al realizar un trabajo experimental utilizando estdndares, se debe determinar el
tiempo en el cual la sustancia se mantiene integra. A pesar de que no es un requisito
estricto de las validaciones, es importante su verificacién, porque pueden ser
determinadas fuentes de error o de variacién, debido a que las muestras a veces deben
permanecer un tiempo prolongado de almacenamiento antes de ser analizadas y a
variaciones de temperatura determinadas. Si se utiliza un equipo automatizado o
semiautomatizado de HPLC, el tiempo de andlisis para las muestras puede ser
prolongado, debido a que a veces se analizan mds de 20 muestras y el andlisis de
cada una puede ir de unos minutos, a aquellas que sobrepasan los 15 minutos, si
tomamos en cuenta que existen equipos automatizados de HPLC con capacidad de
andlisis para 100 muestras entonces podemos observar que pasa mucho tiempo entre la
primera muestra analizada y la Oltima.

Después de tomar en cuenta los factores que afectan la estabilidad de la muestra,
estas son sometidas a un andlisis el dia de su preparacién y posteriormente a diferentes
intervalos de tiempo establecidos durante el estudio.

La prueba estadistica se realiza como una prueba de hipétesis relativa a las
varianzas, que se utilizan cuando se comparan dos métodos, técnicas o experimentos.

La prueba de hipétesis sobre las varianzas es:

Hol 512 = 522

Hq: 512 * 522

El estadistico de prueba aplicada es la prueba “F de Fisher” debido a que se
determina si las muestras provienen de poblaciones iguales, por lo que se realiza
primero la obtencién de:

F s?
cal=S—2

2
donde:

s2; es la varianza muestral mayor con ni-1 grados de libertad

s2; es la varianza muestral menor con n2>-1 grados de libertad

La hipétesis nula Ho es rechazada si:

Feal > Fq/2 con grados de libertad ni-1, n2-1

La F calculada y la F de tablas son comparadas y de acuerdo a los resultados
obtenidos para esta prueba de hipdtesis se toma una decisién de realizar la siguiente
prueba de hipétesis sobre las medias, considerando si se realizard tomando dicha

prueba para varianzas iguales o difrerentes.
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El realizar la prueba de hipétesis relacionando a las medias se utiliza para
evaluar si los resultados de dos experimentos pertenecen a la misma poblacién o bien si
los métodos de andlisis arrojan los mismos resultados de la poblacién. Aqui se aplica la
prueba de hipétesis para determinar si nuestras disoluciones estdndar permanecen
iguales bajo condiciones de almacenamiento determinadas, con el paso del tiempo. Esta
comparacién la realizamos aplicando la prueba estadistica “t-student”. Se plantea la
siguiente prueba de hipotesis:

HoI Hi- M2 = 0 es decir M1= M2

Hi: pg # W
donde:

M1 = Media experimental obtenida en el ensayo correspondiente a si” de la
etapa l.

_ . - . . 2
M2 = Media experimental obtenida en el ensayo correspondiente a s, de la
etapa .
Si en la prueba de hipétesis sobre las varianzas, se obtiene que las varianzas son

iguales, la t experimental se calculara con la siguiente ecuacién:

b= X1— X3 /nﬂlz (ny+n,-2)
cal. —
J (n1— 1)S2+(n,— 1)s2 nit g

Para este caso, tq/2 es el valor obtenido en tablas con (n1 + n2 — 2) grados de

libertad.

En caso de que las varianzas no fueron iguales, debido a que el analista no

presentd la misma precision, el estadistico de prueba utilizado es:

X1 —X;

teal =
st | 53
n mn

con @ grados de libertad, calculando éstos con la siguiente ecuacién:
2
st Sz
_ ng ny
0= 2 2

2 2
Ung) P/

_|_

n,—1 n, —1
para ambas pruebas:

X1 = Media experimental correspondiente al valor S;2
X2=Media experimental correspondiente al valor S>2

n1 = Numero de determinaciones correspondiente al valor S12
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n2 = NUmero de determinaciones correspondiente al valor S>2

s2; = Varianza de mayor valor
s2, = Varianza de menor valor

La hipdtesis nula es rechazada si:
teal. < _ta/z 0 teal. > ta/z
Una vez obtenida la feic ¥ la tq/2 s« procede a comparar ambos valores para
tomar la decisidén correspondiente a rechazar o aceptar las hipétesis planteadas y con

ello llegar a la conclusién del objetivo que hemos planteado al inicio de la prueba,

llevando a la conclusién de si las muestras fueron estables en el tiempo estudiado a las

condiciones de almacenaje establecidos.
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Material12- 13,14

[Espatula.

[Pipetas Pasteur.

|
|
|V0|sos de precipitados de 5, 10, 80 y 150mlL. |
|

|Vi0||es con capacidad de 2mL, marca Agilent, lote 5182-0715.

12 Matraces aforados tipo A de 5mL con un intervalo de tolerancia de + 0.04mL,
marca Pyrex lote: 5640, Matraz aforado de 50mL marca Blaubrand, intervalo de
tolerancia £0.06mlL, lote 03.04 certificado ISO 1042.

IPipetas de émbolo de precisién: |

Pipeta de émbolo de precisiéon, marca Hamilton SoftGrip, no. de serie: 028450,
certificado ISO 9001, capacidad: 1-10pL.

Pipeta de émbolo de precisiéon, marca Hamilton SoftGrip, no. de serie: 028328,
certificado ISO 9001, capacidad: 10-100pL.

Pipeta de émbolo de precisién, marca SoftGrip, Hamilton, no. de serie: 042534,
certificado 1ISO 9001, capacidad: 100-1 O00uL.

Pipeta de émbolo de precisién, marca Trasferpette, Brand, lote: 03A6467, certificado
ISO 9001-14001, capacidad: 0,5 - 5mL.

Jeringa para cromatégrafo de liquidos de alta eficiencia, marca Hamilton con
capacidad de introduccién de muestra de 250pL, modelo Microliter, # 725.

Balanza analitica, marca E. Mettler Zirich, capacidad méaxima de 110g, sensibilidad
0,1mg.

Instrumentacién

Cromatégrafo de liquidos de alta eficiencia (CLAE), marca Knauver modelo Smartline
con las siguientes caracteristicas:

Bomba de doble pistén, marca Knauver modelo Smartline 1000

Vdlvula de inyeccién de 20pL.

Detector UV marca Knauer, modelo Smartline 2500.

Computadora cargada con el programa Eurochrom.

Columna marca Phenomenex, no. de serie 260436-2, de longitud de columna de 50mm
x 4.6mm de didmetro interno, empacada con fase estacionaria inversa Luna C-18 (fase

quimicamente unida de Octadecil) con tamaiio de particula de 5um y porosidad de
100A.
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Reactivos
| Reactivo || Marca || Lote ||| Pureza ||| Presentacién |
| Vitamina K3 ||| CHEM SERVICE||| 306-77C ||| 98% ||| Polvo Amarillo |
Acetonitrilo J.T. Baker 9017-02 99,99% Liquido
transparente

Condiciones Optimas de Trabaijo

Determinacién de la fase mévil adecuada para el andlisis de la vitamina K3

Para poder realizar el andlisis adecuado en cromatografia de liquidos fue
necesario conocer el disolvente adecuado el cual, permitiera un tiempo de interaccién
favorable de la vitamina con la fase estacionaria que facilitara su andlisis y separacion
y a su vez requiriera el menor tiempo de andlisis posible. Para ello se prepararon 5mL
de una disolucién a una concentracién aproximada de 60 ppm en acetonitrilo.

Una vez lista la disolucién, ésta se inyectd al cromatégrafo, trabajdndose en modo
isocrdtico con una fase mévil de 100% de acetonitrilo (AcN), la vitamina salié a los
0.817 minutos, este valor estaba cercano al del tiempo muerto (0.715 minuto), por lo
tanto y debido a que no es adecuado analizar un compuesto que esté muy cercano al
tiempo muerto, se procedié a modificar el poder de elucién de la fase mévil para que el
tiempo de retencién de la vitamina aumentara.

Para ello se modificdé la fase mévil a 90% AcN y 10% H2O para disminuir el
poder de elucién de ésta, el estdndar antes preparado de vitamina Kz fue nuevamente
inyectado, se observé el cromatograma obtenido y no se obtuvo una modificacién del
tiempo de retencién apreciable (r=0.850 minuto) al del tiempo muerto, por ello se
decidié modificar nuevamente la fase mévil a 85% AcN y 15% H20 lo que dio un
tr=0.917 minuto lo que permite la interaccién de la vitamina K3 con la fase estacionaria
mds tiempo y alejado del tiempo muerto, ademds de que permite un tiempo de andlisis
adecuado, por lo que esta fase moévil fue seleccionada para realizar el andlisis y
validacién de la técnica.

Preparacién de la disolucién madre de vitamina K3

Se utilizé un vaso de precipitados de 50 mL para pesar 50 mg del estdndar de
vitamina K3, lo cual permitié disolverla en el mismo recipiente para evitar pérdidas,
posteriormente se disolvié la vitamina con unos 3 mL de nuestro disolvente acetonitrilo, y
se trasvasé al matraz aforado de 50 mL. Lavar de tres a cuatro veces el vaso de
precipitados, con 3 mL de acetonitrilo y trasvasarlo todo al matraz aforado de 50 mL,

con ello se busca minimizar la pérdida de vitamina K3 durante la preparacion.
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Llevar al aforo el matraz de 50 mL con acetonitrilo con lo que tendremos la

disolucién madre con la siguiente concentracién de vitamina K.

1000”.9 AfOTO Ug
1000°—~devitK; -1 t K
1mg )(SOmL) 000—~de vit K3 — 1000 ppm de vit K,

50mg vit K; = (

Linealidad del sistema

En la literatura'?2 se reporta que la vitamina K3 se encuentra en muestras
alimentarias, farmacéuticas y clinicas en intervalos de concentracién que van de 1 ppm a
1000 ppm, debido a lo amplio del intervalo se decidié realizar dos curvas de
calibraciéon con dos amplitudes en la concentracién, que se llamardan intervalo corto e
intervalo largo, los cuales comprenden 1 ppm, 2 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm y 20
ppm para el intervalo corto y 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm y 100 ppm para el
intervalo largo.

A partir de la disolucién madre, se prepararon los siguientes estdndares de

vitamina K.

1000 Afore final
0.005m L( p:g)( f f ) = —> 1ppm
mlL mlL
1000u Aforo final
0 lIIllJmL( g)( ! f ) = —> 2ppm
ml ml
10 Aforo final
0.025mL g)( 4 f ) = % Sppm
ml
10 Aforo final 10
0.050mL g)( ! f ) - —Hg — 10ppm
pg , mlL
lﬂﬂﬂﬁde vit K; 1000ug Afora fmcxl 15;.4:g
_ . 0.075mL )( ) = — 15ppm
Disolucion ml
Madre

Afa*ra fma.il Elil_u,g
) — 20ppm

Aforo fmcx.i',) 4l]j.¢g

0.200mL )( = —= 40ppm
mlL
1000p Aforo final 60
0.300mL g)( ! f ) = _Ltg — 60ppm
mlL
1000 Aforo final 80
0.400mL ﬁg)( ! f ) = j.cg — B0ppm
mlL
1000 Aforo final 100
0.500mL ﬁg)( ! f ) = _Ltg —= 100ppm
mlL
- ~ “ ~ / ~— —~
Alicuota Concentracion de Concentracién en
tomada dela la disolucién ug/mLy en partes por
disolucion madre. millén.
madre.
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Cada una de las curvas (intervalo corto y largo) fue preparada por duplicado y
cada disolucién estdndar fue inyectada por triplicado. Para cada concentracién se
obtuvo un total de 6 datos de drea que fueron analizados estadisticamente obteniendo
de estos datos los pardmetros estadisticos (media, desviacién estdndar y coeficiente de
variacién), los datos de regresién lineal, (ordenada al origen, pendiente y coeficiente de
correlacién) y realizdndoles las pruebas de hipétesis e intervalos de confianza

correspondientes.

Precisién del sistema

La disolucién madre utilizada para preparar las disoluciones para esta prueba fue
la misma que la utilizada en la prueba de linealidad (1000 ppm). Para la preparacién
de estos estdndares se tomd la concentracién del centroide de cada curva de
calibracioén.

Para el intervalo corto se tomé la concentraciéon de 10 ppm y se prepararon 7
disoluciones de esta concentracion.

Para el intervalo largo se tomé la concentracién de 60 ppm y se prepararon 7
disoluciones de esta concentracion.

Cada disolucién  estdndar preparado fue inyectado por quintuplicado.
Posteriormente para cada concentracién se calcularon los pardmetros estadisticos
(media, desviacién estdndar y coeficiente de variacién), y se realizaron las pruebas de

hipétesis e intervalos de confianza correspondientes.

Estabilidad de la vitamina K3

Para el estudio de la estabilidad de esta vitamina los mismos datos de la prueba
de precision corresponderian para la prueba de estabilidad al dia cero, los mismos
estdndares preparados para la prueba de precision fueron inyectados por
quintuplicado siete dias después de haber realizado la prueba de precision y al
aceptarse que siguieron estables después de aplicar las pruebas de validacién
respectivas, se inyectaron nuevamente otros siete dias después lo que corresponderia al
dia catorce y ya no se haria otro tiempo mds. Solamente se utilizaron estas tres fechas
para la determinacién de esta prueba, debido a que los estdndares en farmacia para
el andlisis de fdrmacos no permanecen mds de unas horas sin ser analizados y mucho

menos una semand. Lo que se quiso hacer con esta prueba es determinar que el
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estdndar es muy estable a las condiciones de almacenamiento que fueron sometidos y
hacer hincapié en que su estructura quimica es bastante estable.
Las condiciones de almacenamiento del estdndar de vitamina Kz fueron las
siguientes:
» Frascos viales color dmbar sellados con cinta teflén.
» Aislados de la luz almacenados en un refrigerador comercial con una

temperatura de aproximadamente 4°C hasta su uso.
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Validacién del sistema

Condiciones éptimas de trabajo
Después de las pruebas realizadas en la parte experimental para encontrar las

mejores condiciones de la fase mévil para obtener una buena separaciéon en el menor
tiempo de andlisis, las condiciones 6ptimas de trabajo para realizar la validaciéon del
Instrumento fueron:
» Inyeccién de muestra de 20 pL.
» Detector UV-Vis: con una longitud de onda de trabajo de 250 nm.
» Columna de acero inoxidable con una longitud de 50 mm x 4.6 mm de didmetro
interno, empacada con fase estacionaria inversa Luna C-18 (fase quimicamente
unida de Octadecil) con tamafio de particula de 5 pm y porosidad de 100 A.
» Fase mévil con la composicién de 15% H,O y 85% AcN.

Después de hallar las condiciones éptimas de trabajo se procedié a realizar las
pruebas de validacién de linealidad del sistema, precision del sistema y estabilidad de las
disoluciones estdndar. Hay que indicar en esta parte que todos los datos, cdlculos
realizados y resultados obtenidos de éstos se encuentran en el anexo | de esta tesis para su
comprobacién, y que son la impresion de las ventanas creadas en el programa Excel, y que

fue desarrollada para facilitar los cdlculos.

Linealidad del sistema

A continuacién se presentan las curvas patrén obtenidas de los 2 intervalos a estudiar,

corto y largo:

Curva de calibracion intervalo corto y=mx+b
m = 3,3677ppm-!

(1ppm-20ppm) b= 0.5274

R = 0,9993

80
70
. —
50 I/
40
30 B
ig e
o ././I/

0 5 10 15 20
Concentracion en ppm

Grdéfico 1. Curva de Calibracién vitamina K3z intervalo corto considerando el valor (0,0).
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Curva de calibracion intervalo amplio  v=m+*b
m =2,1805ppm-?
(20ppm-100ppm) b= 23,906
300
250
200
150
100 /
50 /
0w . : : , , ,
0 20 40 60 80 100 120
Concentracion en ppm

Grdéfico 2. Curva de Calibracién vitamina K3 intervalo largo considerando el valor (0,0).

Como se puede observar en la grdéfica del intervalo corto se tiene una tendencia
lineal entre los datos, ademds de que parece tender al origen (punto 0,0); ademds de
presentar un coeficiente de correlacién > 0.98 (0.9993), lo cual cumple matemdticamente
también una tendencia lineal bajo consideraciones de la industria farmacéutica.

En el caso de la grafica del intervalo largo se observa una tendencia lineal entre los
datos de los estdndares pero no se observa que tienda al origen (punto 0,0), ademds
aunque presenta un coeficiente de correlacion > 0.98 (0.9926) y pareceria cumplir
matemdticamente una tendencia lineal es observable que seria mejor esta linealidad si no
tomamos en cuenta el punto del origen.

A pesar de lo indicado anteriormente, la duda que se puede tener es sobre la
aceptaciéon de si el valor de la ordenada al origen serd cero o no, y asi poder estar
seguros de que ecuacién serd la que se va aplicar para realizar el andlisis cuantitativo, es
decir, si se utiliza la ecuacién designada teéricamente para la cromatografia por el método
de estdndar externo A = Frx C o la ecuacién formal de una linea recta y = mx + b, se
procedié a realizar la prueba de hipétesis sobre la ordenada al origen y asi establecer

con mayor seguridad la ecuacién a utilizar.
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Curva de calibracién intervalo corto

Se realizé entonces la prueba de hipétesis sobre la ordenada al origen, el estadistico

de prueba es la “t-student” y se consideraron las siguientes hipétesis:

Ho: b=B; donde B=0 (Hipétesis nula)
Hi: bZ0 (Hipétesis alterna)
Se realizé el procedimiento matemdtico para obtener la t calculada, con los datos

obtenidos para realizar esa curva patrén:

= 0.8792906

_ |(66486)(756248.551) — (224083.4069)2
€= (37 — 2)(37)66486

donde:

Sxx = 66486

Syy = 756248.551
Sxy = 224083.406

Con lo que se obtiene que:

= 3,5756973

0.5274— 0 J (37)(66486)
t calc =

0.8792906 | 66486 + ((37)(8.594594595))”
donde:

b =0.5274

=10

Se =0.8792906
n=37

X = 8.594594595

Recordando que para este estudio se trabajo con un nivel de significancia del 5% vy

que el criterio de rechazo de la hipétesis nula es el siguiente:

—teaie. < _ta/z 6 teatc. = ta/z
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El valor de t en tablas para 35 grados de libertad (37-2) y un nivel de significancia

del 95% es de:

t0.025,35 = 2.03

Por lo tanto se obtuvo que 3.58 > 2.03 por lo que se tiene que la tcic > t(q/2,0-2) POr
lo que la Ho es rechazada, se concluye que la curva patrén no tiende al origen (la
ordenada no vale 0) y para realizar el andlisis cuantitativo se utiliza la ecuacién de la linea
rectay =mx+b

Por lo anterior la gréfica y la regresién lineal se realizarén sin tomar el valor (0,0),

calculando ademds los intervalos de confianza para la ordenada y la pendiente.

. L. y=mx+b

Curva de calibracion intervalo corto m = 3.3677ppm’!
1ppm-20ppm b =0.566
(1pp ppm) r=0.9998

80
70

60 /‘
50 e

40

30 4

20 /

10

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Concentracién en ppm

Grdfico 3. Curva de Calibracién vitamina K3 intervalo corto a trabgjar.

Intervalo de confianza para la ordenada al origen:

61956 + ((36)(8.833333333))"
(36)61956

1C, = 0.56599056 + (2.0322445)(0.88719319)\/ = 0.48753025

ICy = 0.56599056 + 0.48753025

0.0784603 < 0.56599056 < 1.05352081
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El intervalo de confianza para la pendiente queda como sigue:

’ 36
1C,, = 3.36767774 + (2.0322445)(0.88719319) 61956 0.0434614

IC,,, = 3.36767774 + 0.0434614

3.32421633 < 3.36767774 < 3.41113914

Curva de calibracién intervalo largo

Para el caso de este intervalo se aplica la misma prueba de hipétesis y se realizé el

procedimiento matemdtico para obtener la t calculada, con los datos obtenidos para

realizar esa curva patrén:

_|(852000)(4124759.278) — (1857827.884)2 905269745
€= (31 — 2)(31)852000 -
donde:
Sxx = 852000
Syy = 4124759.278
Sxy = 1857827.884
Con lo que se obtiene que:
+ cale = 23906 - 0 (31)(852000) 6.709061005
calc = =5
9.05269745 852000 + ((31)(58.06451613))
donde:
b = 23.906
B=10

Se =9.05269745

n=31

X = 58.06451613
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Recordando que para este estudio se trabajo con un nivel de significancia del 5% y

que el criterio de rechazo de la hipétesis nula es el siguiente:
—lealc. < _t(x/Z 0 tealc. > t(x/z

El valor de t en tablas para 29 grados de libertad (31-2) y un nivel de significancia

del 95% es de:

0.02529 = 2.04

Por lo tanto se obtuvo que 6.71 > 2.04 por lo que se tiene que la tecalc > t(q/2,n-2) pOr lo
que la Ho es rechazada, se concluye que la curva patrén no tiende al origen (la ordenada
no vale 0) y para realizar el andlisis cuantitativo se utiliza la ecuacién de la linea recta
y=mx+b

Por lo anterior la gréfica y la regresién lineal se realizardn sin tomar el valor (0,0),

calculando ademds los intervalos de confianza para la ordenada y la pendiente.

. ez s y=mx+b
Curva de calibracién intervalo largo m = 2.1208ppm-L
(1ppm-20ppm) b = 28.289
R=0.9926
300
250

200 /‘
150 /

100 /

0 G

0 T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120
Concentracion en ppm

Grdéfico 4. Curva de Calibracidn vitamina K3 intervalo largo a trabagjar.

Intervalo de confianza para la ordenada al origen:

720000 + ((30)(60))°

(30)720000 = 3.336630845

IC, = 28.2885267 + (2.04840711)(7.79269077)\/

IC, = 28.2885267 + 3.336630845
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21.4537483 < 28.2885267 < 35.12330503

El intervalo de confianza para la pendiente queda como sigue:

’ 30
1C,, = 2.12078467 + (2.04840711)(7.79269077) 720000 0.0503016

IC,, = 2.32284557 + 0.0503016

2.01774651 < 2.12078467 < 2.22382283

Por lo tanto una vez realizadas las pruebas de hipétesis se demostré que ambos
intervalos de concentracién tienden a la linealidad, pero la ordenada de ambos no tiende
al origen es decir, no pasa por cero y es por ello que en ambos casos se utilizard la

ecuacién de una linea recta que es y = mx + b.

Precisién del sistema

Esta prueba fue aplicada a las varianzas obtenidas tanto para el intervalo corto

como para el largo.

Precisién Intervalo corto

Se realizé entonces la prueba de hipétesis sobre las variancias utilizando el
estadistico de prueba X2. Las hipétesis consideradas son las siguientes:
Hy:s? = O'g (Hipétesis nula)
Hy:s? > o2 (Hipétesis alterna)
Donde 03 se obtiene de despejar el CV la desviacién estandar al considerar el valor

establecido (5% 6 2%) de los datos obtenidos experimentalmente.

Recordando que para el estudio de precisidén para el intervalo
Resultados del

corto, los datos se obtuvieron de manera experimental con la
intervalo corto
n=35

X = 33.1300714

concentracion de 10 ppm. Tomando en consideracién un valor

tedrico de CV del 5% entonces se tiene que:

S
s = 0.60449177 CV = 7 100

. . o _—
2 = 0.3654103 Y considerando que el CV a estudiar es del 5% se despeja s:

CV =1.82460147%
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5= —=%100

Rl «

El despeje queda como sigue:
5% Xx
100

Se sustituyen los valores indicados en el recuadro de arriba.

5% 33.1300714
s= 100 = 1.65650357 - of = 2.74400408

Obtenido el valor teérico de referencia 0'02 con el cual comparar, entonces se procede

a determinar el valor de X2 calculada:
. (35 —-1)0.3654103
Xeale = ™5 74400408
De acuerdo a las tablas de X2 para un nivel de significancia del 95% (a de 0.05) y

= 452767191

34 (35-1) grados de libertad se tiene un valor de:
X2 0.05,34 = 48.6023674

Recordando que el criterio de rechazo de la hipétesis nula es el siguiente:
2 2
Xcale > Xan-1
Por lo tanto se obtuvo que 4.53 < 48.60 por lo que se tiene que yZ;c < x2,_1 por lo

que la Ho no se rechaza, se concluye que el sistema es preciso para las concentraciones en

el intervalo corto con un error méximo del 5%.

Hecho lo anterior se procedié a calcular el intervalo de confianza para la s:

el valor de tablas de Xi/z — X6.02534= 51.9659952
el valor de tablas de X%—a/z _ X6.975.34= 19.8062531

con lo sustituido se tiene que:

(35 — 1)0.3654103

(35-1)03654103 _ 0 _
51.9659952 ' 19.8062531

Por lo que el intervalo de confianza queda como sigue:
0.49 < 0.60 < 0.79
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En determinados estudios, el pardmetro utilizado como referencia es mas estricto y
este corresponde al 2% como error mdximo de precisién (como se plantea en la industria
farmacéutica para las técnicas cromatograficas), por lo que la prueba de hipétesis también
fue realizada para este valor.

Se realizé el cdleulo de 0 :

2% 33.1300714 )
s = 100 = 0.66260143 — o5 = 0.43904065

Este es el valor de referencia of con el cual comparar. Ahora se procede a

determinar el valor de X2 calculada con lo cual se tiene:

, _ (35-1)03654103
Xeale = 7043904065

y como ya se tenia el valor de tablas de x2 tenemos:

X2 0.05,34 = 48.6023674
Por lo tanto se obtuvo que 28.30 < 48.60 por lo que se tiene que xZ,c < X2n—1 POr

lo que la Ho no se rechaza, se concluye que el sistema también es preciso para las

concentraciones en el intervalo corto con un error méximo del 2%.

Hecho lo anterior se procedié a calcular el intervalo de confianza para la s:

—1)s2 —1)s2
(n i )s o< (n _ )s
Xa/Z X—a/Z
el valor de tablas de Xi/z — X6.02534= 51.9659952

el valor de tablas de X%—a/z — X6.975,34= 19.8062531

con lo sustituido se tiene que:

(35 — 1)0.3654103
19.8062531

(35 — 1)0.3654103
51.9659952

< 0.60449177 < \/

Por lo que el intervalo de confianza queda como sigue:

0.49 < 0.60 < 0.79
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Precisién para el intervalo largo

Recordando que para el estudio de precision para el intervalo largo, los datos se
obtuvieron de manera experimental con la concentracion de 60 ppm y tomando en

consideracién un valor teérico de CV del 5% entonces tenemos que la:

Resultados del 5% 155,714571 )
s = = 7.78572857 — 05 = 60.6175694
intervalo largo 100
n=35 Con lo anterior el valor de X2 calculada obtenida es:

X = 155.714571

s = 2.93549654 ., _ (35-1)8,61713996
Xeale =~ 606175694

= 4.8332977

s2 = 8.61713996

El valor de tablas de x2 es:
CV =1.88517781%

X2 0.05, 34 = 48.6023674

Por lo tanto se obtuvo que 4.83 < 48.60 por lo que se tiene que xZ,c < x2,_1 por lo
que la Ho no se rechaza, se concluye que el sistema es preciso para las concentraciones en
el intervalo largo con un error maximo del 5%.

Hecho lo anterior se procedié a calcular el intervalo de confianza para la s:
(n— 1)5 (n— 1)5
Xa/z X—a/z
El valor de tablas de Xa/z _ X8.025,34= 51.9659952

El valor de tablas de XEQ/Z _ X6.975.34= 19.8062531

Con lo que sustituido tenemos:

(35—-1)8.61713996
19.8062531

j(gs — 1)8.61713996

51.9659952 < 2.93549654 < \/

El intervalo de confianza queda como sigue:

2.37444114 < 2.93549654 < 3.84609378

También se realizé el estudio para el intervalo largo considerando una precisién con
error del 2%.

Se realizé el céleulo de 0§ :

_ 2 % 155.714571
B 100

= 3.11429143 > ¢ = 9.6988111
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Este es el valor de referencia 0’02 con el cual comparar. Ahora se procede a
determinar el valor de X2 calculada con lo cual se tiene:

, (35 — 1)8.61713996 ©02081106
Xeale = 9.6988111 R

y como ya se tenia el valor de tablas de x2 tenemos:

x20.05, 34 = 48.6023674

Por lo tanto se obtuvo que 30.21 < 48.60 por lo que se tiene que x2,c < x2,_1 por
lo que la Ho no se rechaza, se concluye que el sistema también es preciso para las
concentraciones en el intervalo corto con un error maximo del 2%.

Hecho lo anterior se procedié a calcular el intervalo de confianza para la s:
(n— 1)5 (n— 1)5
Xa/z X—a/z
El valor de tablas de Xa/z _ X8.025,34= 51.9659952

El valor de tablas de XEQ/Z _ X6.975.34= 19.8062531

Con lo que sustituido tenemos:

(35—-1)8.61713996
19.8062531

J(35 — 1)8.61713996

51.9659952 < 2.93549654 < \/

El intervalo de confianza queda como sigue:

2.37444114 < 2.93549654 < 3.84609378
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Estabilidad de estdndares

Intervalo corto
Se trabajo con los estdndares de 10 ppm utilizados en la prueba de precisién.
La prueba de hipétesis sobre las varianzas es:

Ho: s12 = s22 (Hipétesis nula)

Hi: 512 Z s22 (Hipétesis alterna)

Resultados del dia cero al siete

Dia cero Dia siete

n=35
X = 33.1300714
s =0.60449177

Estudio al séptimo dia
de almacenamiento

n=35
X = 32.9595486

s =0.60852865

2 =
s?2 = 0.3654103 s2 = 0.37030712

CV =1.82460147%

CV =1.84628941%

v

Se aplica la prueba estadistica F de Fisher, y se obtiene la F calculada.

0.37030712
Fcalc = —— = 1.013400886
0.3654103

Se obtiene la F de Fisher en tablas para un nivel de significancia del 95% y 34 (n;-1

y n2-1) grados de libertad para las 2 muestras:

FO.025,34,34- = 1.981119274
Recordando que la hipétesis nula Ho es rechazada si:
Feal > Fa/2

Por lo tanto se obtuvo que 1.01 < 1.98 por lo que se tiene que Fcal < Fo/2 por lo que

la Ho no se rechaza, por lo que las varianzas son iguales lo que concluye que el analista

mantuvo la misma precisién en los 2 dias de estudio, y se procederd a realizar la prueba

de hipdtesis a las medias considerando varianzas iguales.

La prueba de hipotesis sobre las medias es :
Ho: W1 - L2 = O es decir Wi= W2 (Hipotesis nula)
Hi: w1 # Y2 (Hipétesis alterna)
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La prueba estadistica es la t de student, por lo que sé obtiene la t calculada.

= 1.17614564

tcal. =

33.1300714 — 32.9595486 (35)(35)(35 + 35 — 2)
J (35— 1)0.3654103 + (35 — 1)0.37030712 35+ 35

El valor de la t de student en tablas a un nivel de significancia del 95% y 34 (35-1)
grados de libertad es el siguiente:

t0.025'34 = 2.29211796
Recordando que para este estudio se trabajo con un nivel de significancia del 5% y

que el criterio de rechazo de la hipétesis nula es el siguiente:
—teaie. < _ta/z 0 tealc. > ta/z

Por lo tanto se obtuvo que 1.18 < 2.29 por lo que se tiene que twic < tq/2 por lo que
la Ho no se rechaza, se concluye que los datos pertenecen a la misma poblacién y por lo

tanto los estdndares son estables durante 7 dias a las condiciones de almacenamiento

indicadas.
Resultados del dia siete al catorce
Dia siete Dia catorce
n=35 Estudio al dia catorce n=235
X = 32.9595486 de almacenamiento X = 31.6532057
s =0.60852865 s =1.13599659
s2 = (0.37030712 s2 = 1.29048825
CV =1.84628941% CV =3.58888322%
v

Se obtiene la F calculada.
1.29048825
Fcalc = ——— = 3.484913402
0.37030712
La F de Fisher en tablas sigue siendo:

F0.025‘34_’34 = 1.981119274
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Por lo tanto se obtuvo que 3.48 > 1.98 por lo que se tiene que Fcal > Fqy/2 por lo que
la Ho se rechaza, por lo que las varianzas no son iguales lo que concluye que el analista
varié su precisiéon en los 2 dias de estudio, y se procederd a realizar la prueba de hipétesis
a las medias considerando varianzas diferentes.

Se realiza la prueba sobre las medias, y sé obtiene la t calculada.
32.9595486 — 31.6532057

teal =
0.37030712 N 1.29048825
35 35

= 5.99698737

El valor de la t de student en tablas a un nivel de significancia del 95%, pero ahora

se calculan los grados de libertad con la siguiente ecuacion:

(1,29048825 + 0,37030712)2

0= B ¥ ~ = 5202821 ~ 52
1,29048825/ 0,37030712/
35 35
35— 1 + 35— 1

Lo que nos da una t de tablas con el siguiente valor:

t0'025,52 = 2.3081648

Por lo tanto se obtuvo que 5.99 > 2.31 por lo que se tiene que tcaic > to/2 por lo que
la Ho se rechaza, se concluye que los datos no pertenecen a la misma poblacién y por lo
tanto los estdndares no fueron estables durante 14 dias a las condiciones de

almacenamiento indicadas.

Intervalo largo

Se trabajo con los estdndares de 60 ppm utilizados en la prueba de precisién.

Resultados del dia cero al siete

Dia cero Dia siete
=35 Estudio al séptimo dia =35
de almacenamiento
X = 155.714571 X = 155.007686
s = 2.93549654 S =2.90784001
s2 = 8.61713996 S2 = 8.45553352
CV =1.88517781% CV =1.87593279%
\ 4
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Se obtiene la F calculada.

8.61713996
Fcalc = —— = 1.019112507
8.45553352

La F de Fisher en tablas sigue siendo:
Fo.0253434 = 1.981119274
Por lo tanto se obtuvo que 1.02 < 1.98 por lo que se tiene que Fca < Fy/2 por lo que
la Ho no se rechaza, por lo que las varianzas son iguales lo que concluye que el analista
mantuvo la misma precisiéon en los 2 dias de estudio, y se procederd a realizar la prueba
de hipétesis a las medias considerando varianzas iguales.

Se realiza la prueba sobre las medias, y sé obtiene la t calculada.

tcal = = 1.01212106

155.714571 — 155.007686 (35)(35)(35 + 35 — 2)
V(35— 1)8.61713996 + (35 — 1)8.45553352 35+ 35

El valor de la t de student en tablas a un nivel de significancia del 95% y 34 (35-1)
grados de libertad sigue siendo:

t0.025'34 = 2.29211796

Por lo tanto se obtuvo que 1.01 < 2.29 por lo que se tiene que twic < tq/2 por lo que
la Ho no se rechaza, se concluye que los datos pertenecen a la misma poblacién y por lo

tanto los estdndares son estables durante 7 dias a las condiciones de almacenamiento

indicadas.
Resultados del dia siete al catorce
Dia siete Dia catorce
E ioal di
n= 35 studio al dia cz.:\torce =35
de almacenamiento
X = 155.007686 X = 156.414057
s =2.90784001 s=4.23610391
s2 = 8.45553352 s2 = 17.9445763
CV =1.87593279% CV =13.58888322
v

Se obtiene la F calculada.

17.9445763
Fcalc = ——— = 2.122228753
8.45553352
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La F de Fisher en tablas sigue siendo:
Fy.0253434 = 1981119274
Por lo tanto se obtuvo que 2.12 > 1.98 por lo que se tiene que Feal > Fy 2 por lo que
la Ho se rechaza, las varianzas no son iguales lo que concluye que el analista varié su
precision en los 2 dias de estudio, y se procederd a realizar la prueba de hipétesis a las
medias considerando varianzas diferentes.

Se realiza la prueba sobre las medias, y sé obtiene la t calculada.
155.007686 — 156.414057

teal =
\/8.45553352 N 17.9445763
35 35

El valor de la t de student en tablas a un nivel de significancia del 95%, pero ahora

= —1.61931444

se cdlculan los grados de libertad con la siguiente ecuacién:

(8.45553352 4 17.9445763)2

— 35 35 — 60.2200873 ~ 60
(8.45553352/ )2 (17.9445763/ )2
35) 35
35—1 35—1

Lo que nos da una t de tablas con el siguiente valor:

t0.025,60 = 2.29904555
Recordando que para este estudio se trabajo con un nivel de significancia del 5% y

que el criterio de rechazo de la hipétesis nula es el siguiente:
—teaie. < _ta/Z 0 teatc. = ta/z

Por lo tanto se obtuvo que —1.62 > —2.30 por lo que se tiene que -tcalc > -tq/2 por lo

que la Ho no se rechazaq, se concluye que los datos pertenecen a la misma poblacién y por
lo tanto los estdndares son estables durante 14 dias a las condiciones de almacenamiento

indicadas.
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Conclusiones

Las conclusiones a las que se llegaron de acuerdo al trabajo experimental realizado y

sustentado con el trabajo experimental fueron las siguientes:

1) La vitamina K3 tiene una absorcién méxima a una longitud de onda de 250 nm en

la regién ultravioleta.

2) Las condiciones 6ptimas de trabajo en el Cromatégrafo de liquidos de alta

eficiencia utilizado fueron las siguientes:
e Fase estacionaria: Fase quimicamente unida de C-18.
e Temperatura: Ambiente.
e Fase mévil: 85% Acetonitrilo/15% H>0
e Flujo de la fase mévil: TmL
® Presidn obtenida: 5Mpa.

e Detector: UV-Vis con lectura a una longitud de onda de 250 nm.

3) Fueron realizadas dos curvas patrén, divididas en intervalo corto (1 a 20 ppm) e
intervalo largo (20 ppm a 100 ppm). En ellas se pueden realizar la cuantificacién de la

vitamina Ks.

4) Las dos curvas graficadas tanto para el intervalo corto como para el largo,
presentan una buena linealidad tanto visual como matemdtica, factores de correlacién de
0.9998 y 0.9926 respectivamente, pero ninguna de las 2 tienden al origen. La linealidad
en términos matematicos es aceptable de acuerdo a normas NMX, la farmacopea de los

Estados Unidos Mexicanos, la USP, y por el laboratorio en el que se esté trabajando.
5) Al comprobar si se tendia al origen por medio de la prueba de hipédtesis

respectiva se concluye que estds grdaficas no tienden a éste, por lo tanto la ecuacién que las

rige es la de la linea recta y = mx + b.
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6) La precision en el sistema de acuverdo a los célculos estadisticos quedé
demostrado que para ambos intervalos cumple con un error méaximo del 5% establecido
para la industria de alimentos, ademds de que también ambos intervalos cumplen con el

error maximo del 2% establecido para la industria farmacéutica.

7) Las disoluciones estdndar de vitamina K3z se mantuvieron estables a la
degradacién quimica por lo menos 7 dias posteriores a la preparaciéon de los mismos y
almacenados bajo refrigeracién en frascos viales dmbar, sellados y protegidos de la luz a
una temperatura de 2 grados Celsius. Lo cual es suficiente debido a que tanto las
disoluciones de los estdndares como de las muestras utilizadas para realizar este andlisis ya
sea en la industria farmacéutica, clinica o alimentaria no permanecen mds de unas horas sin

ser analizados y dificilmente se guardarian una semana.

8) Con los resultados anteriores se concluye que el sistema cromatogrdéfico utilizado

es adecuado para analizar cuantitativamente a la vitamina Ka.
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ANEXDS

Calculos de linealidad tomando en consideracion el cero:

Para el intervalo corto tenemos:

Conczg’:;aaon Area X2 v2 XY Nu;;edr:t':)c;tal
0 0 0 0 0 37
1 3.43413 1 11.7932489 3.43413
1 3.41728 1 11.6778026 3.41728 X
1 3.46206 1 11.9858594 3.46206 1
1 3.57414 1 12.7744767 3.57414 318
1 3.63075 1 13.1823456 3.63075
1 3.65406 1 13.3521545 3.65406 X
2 7.27327 4 52.9004565| 14.54654 4530
2 7.33166 4 53.7532384| 14.66332
2 7.38816 4 54.5849082| 14.77632
2 7.25279 4 52.6029628| 14.50558 2y
2 7.25221 4 52.5945499 | 14.50442| ||1091.29718
2 7.24177 4 52.4432327| 14.48354
5 17.8025 25 316.929006 89.0125
5 17.7743 25 315.92574 88.8715 sy’
5 17.868 25 319.265424 89.34|| || c0p0p 4348
5 17.9344 25 321.642703 89.672
5 18.1037 25 327.743954 90.5185
5 17.9658 25 322.76997 89.829 IXy
10 34.7991 100 1210.97736 347.991|| |[15435.56514
10 34.6976 100 1203.92345 346.976
10 34.5166 100 1191.39568 345.166
10 30.8683 100 952.851945 308.683 2x/n="x
10 34.7299 100 1206.16595 347.299|| ||8.594594595
10 34.9356 100 1220.49615 349.356
15 50.5652 225 2556.83945 758.478 5
15 50.481 225 2548.33136 757.215 (2x)
15 50.5445 225 2554.74648| 758.1675 101124
15 52.4564 225 2751.6739 786.846
15 52.601 225 2766.8652 789.015 (5y)?
15 52.0686 225 2711.13911 781.029
20 67.2338 400  |4520.38386| 1344.676|| ||1190929.535
20 66.4371 400 4413.88826| 1328.742
20 66.9647 400 4484.27105| 1339.294 SXy
20 69.24 400 4794.1776 13848 || | o o cecqg
20 67.8828 400 4608.07454| 1357.656
20 67.914 400 4612.3114 1358.28

Areas de los picos cromatograficos obtenidos en la prueba del intervalo corto (0-20ppm)
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(2x)(2y) 347032.5032 Regresién
SxxX = nNIX’ - (Ix)?
. (2x) 66486 m 3.3704
Syy =ny” - (Zy)’ 756248.551 b 0.5274
Sxy = n2xy - (2x)*(2y) | 224083.4069 0.99988912
2
(Sxy) 50213373266
o — SxxSyy — (Sxy)?
€= (n—2)nSxx
(66486)(756248.551) — (224083.4069)2
e= = 0.8792906
(37 — 2)(37)66486
P b—-p nSxx
cal- = " se  |Sxx + (nx)2
t calc = = 3,5756973

0.8792906

to.02535 = 2.03
t calculada = 3,5756973

Decision la tealc > t(q/2,0-2) PO
lo tanto la ordenada no tiende
al origen, se rechaza Ho

0.5274 — 0 (37)(66486)
66486 + ((37)(8.594594595))
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Calculos de linealidad tomando en consideracion el cero:

Para el intervalo largo se tiene:

B Numero total
Concentracion Area X2 v2 XY de datos
ppm 31
0 0 0 0 0
20 61.2419 400 3750.57032 1224.838 2X
20 62.3677 400 3889.73 1247.354 1800
20 62.0022 400 3844.2728 1240.044
20 60.2919 400 3635.11321 1205.838
20 60.9039 400 3709.28504 1218.078 X’
20 61.0796 400 3730.71754 1221.592 132000
40 117.921 1600 13905.3622 4716.84
40 118.328 1600 14001.5156 4733.12
40 117.887 1600 13897.3448 4715.48 2y
40 119.926 1600 14382.2455 4797.04 4666.0682
40 119.905 1600 14377.209 4796.2
40 119.556 1600 14293.6371 4782.24 5
60 167.109 3600 27925.4179 10026.54 2y
60 165.95 3600 27539.4025 9957 835385.54
60 167.311 3600 279929707 10038.66
60 165.163 3600 27278.8166 9909.78
60 165.204 3600 27292.3616 9912.24 2Xy
60 164.638 3600 27105.671 9878.28 330862.924
80 197.411 6400 38971.1029 15792.88
80 197.459 6400 38990.0567 15796.72 —
80 197.899 6400  |39164.0142| 15831.92 2x/n =X
80 197.377 6400 |38957.6801| 15790.16]| ||58.06451613
80 197.497 6400 39005.065 15799.76
80 196.684 6400 38684.5959 15734.72 (ZX)Z
100 235.113 10000 55278.1228 23511.3
100 230.751 10000 53246.024 23075.1 3240000
100 236.816 10000 56081.8179 23681.6
100 237.799 10000 56548.3644 23779.9 (Zy)Z
100 236.575 10000 55967.7306 23657.5 21772192 45
100 227.902 10000 51939.3216 22790.2
Areas de los picos cromatograficos obtenidos en la prueba del
intervalo largo (2-1000ppm) 2Xy
8398922.76
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(ZX)(ZY) 8398922.76 Regresién
Sxx = nIx’ - (Ix)?
> (2x) 852000 m 2.1805
Syy = niy” - (3y)’ 4124759.278 b 23.906
Sxy = nZxy - (2x)*(2y) | 1857827.884 r__ 10.99151666
2
(Sxy) 3.45152E+12

o — SxxSyy — (Sxy)?
¢= (n — 2)nSxx

(852000)(4124759.278) — (1857827.884)?
Se = = 9.05269745

(31 — 2)(31)852000

P b—p nSxx
cal- = " se  |Sxx + (n¥)?

cale = 23906 - 0 (31)(852000)
calc =
9.05269745 852000 + ((31)(58.06451613))

= 6.709061005

t0_025'35 = 204522961
t calculada = 6.709061005

Decision la teale > t(q/2,n-2) POr
lo tanto la ordenada no tiende
al origen, se rechaza H,
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Calculos de linealidad sin tomar en consideracién el cero

Para el intervalo corto se tiene

. Numero total
Concentracion Area N V2 Xy de datos
ppm 36
1 3.43413 1 11.7932489 |  3.43413
1 3.41728 1 11.6778026| 3.41728 X
1 3.46206 1 11.9858594 |  3.46206 318
1 3.57414 1 12.7744767| 3.57414
1 3.63075 1 13.1823456| 3.63075
1 3.65406 1 13.3521545|  3.65406 X’
2 7.27327 4 52.9004565| 14.54654 4530
2 7.33166 4 53.7532384| 14.66332
2 7.38816 4 54.5849082| 14.77632
2 7.25279 4 52.6029628| 14.50558 2y
2 7.25221 4 52.5945499 | 14.50442 1091.29718
2 7.24177 4 52.4432327| 14.48354
5 17.8025 25 316.929006| 89.0125
5 17.7743 25 315.92574| 88.8715 Sy’
5 17.868 25 319.265424 89.34|| ||52626.4348
5 17.9344 25 321.642703 89.672
5 18.1037 25 327.743954| 90.5185
5 17.9658 25 322.76997 89.829 2xy
10 34.7991 100 1210.97736| 347.991 15435.56514
10 34.6976 100 1203.92345| 346.976
10 34.5166 100 1191.39568|  345.166 —
10 30.8683 100 952.851945| 308.683 Ix/n =X
10 34.7299 100 1206.16595|  347.299 8,833333333
10 34.9356 100 1220.49615| 349.356
15 50.5652 225 2556.83945| 758.478 (5x)?
15 50.481 225 2548.33136| 757.215
15 50.5445 225 2554.74648| 758.1675 101124
15 52.4564 225 2751.6739| 786.846
15 52.601 225 2766.8652|  789.015 (Sy)?
15 52.0686 225 2711.13911| 781.029
20 67.2338 400  |452038386| 1344.676| || 1190929.535
20 66.4371 400 4413.88826| 1328.742
20 66.9647 400 4484.27105| 1339.294 Xy
20 69.24 400 4794.1776 1384.8|| |[1543556514
20 67.8828 400 4608.07454| 1357.656
20 67.914 400 4612.3114| 1358.28
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Ix/n =X 8.833333333 Rergresion

(2x)(Zy) 347032.5032 m 3.36767774

_ 2 2 b 0.56599056
0.9998965

Syy =nsy* - (5y) | 7036221162
Sxy = nZxy - (2x)*(2y) | 208647.8418

2
(Sxy) 43533921888

o = SxxSyy — (Sxy)?
€= (n —2)nSxx

(61956)(703622.1162) — (208647.8418)2
Se = = 0.88719319

(36 — 2)(36)61956

Intervalos de confianza

Para la ordenada al origen se tiene: to.02535 = 2.0322445

O —b 4+t Sxx + (nx)?
b =0 x tajz€ nSxx

61956 + ((36)(8.833333333))2
(36)61956

=0.48753025

IC, = 0.56599056 + (2.0322445)(0.88719319)\/

IC, = 0.56599056 + 0.48753025

0.0784603 < 0.56599056 < 1.05352081

Para la pendiente se tiene: to.02535 = 2.0322445
ICh=m %ty S n
m =M= L2908 oy

’ 36
1C,, = 3.36767774 + (2.0322445)(0.88719319) 61956 — 0.0434614

I1C,, = 3.36767774 + 0.0434614
3.32421633 < 3.36767774 < 3.41113914
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Calculos de linealidad sin considerar el cero.

Para el intervalo largo se tiene:

Concentracion

NuUmero total

Area X2 Y2 XY de datos
20 61.2419 400 3750.57032| 1224.838
20 62.3677 400 3889.73| 1247.354 X
20 62.0022 400 3844.2728|  1240.044 1800
20 60.2919 400 3635.11321| 1205.838
20 60.9039 400 3709.28504 | 1218.078
20 61.0796 400 3730.71754| 1221.592 X
40 117.921 1600 13905.3622 4716.84 132000
40 118.328 1600 14001.5156 4733.12
40 117.887 1600 13897.3448 4715.48
40 119.926 1600 14382.2455 4797.04 2y
40 119.905 1600 14377.209 4796.2 4666.0682
40 119.556 1600 14293.6371 4782.24
60 167.109 3600 27925.4179| 10026.54
60 165.95 3600 27539.4025 9957 sy’
60 167.311 3600 27992.9707| 10038.66 835385.54
60 165.163 3600 27278.8166 9909.78
60 165.204 3600 27292.3616 9912.24
60 164.638 3600 27105.671 9878.28 2Xy
80 197.411 6400 38971.1029| 15792.88 330862.924
80 197.459 6400 | 38990.0567| 15796.72
80 197.899 6400 39164.0142| 15831.92 =
80 197.377 6400 38957.6801|  15790.16 2x/n="x
80 197.497 6400 39005.065 15799.76 60
80 196.684 6400 38684.5959 | 15734.72
100 235.113 10000 | 55278.1228 23511.3 (5x)’
100 230.751 10000 53246.024 23075.1
100 236.816 10000 |56081.8179| 236816 || 3240000
100 237.799 10000 | 56548.3644 23779.9
100 236.575 10000 | 55967.7306 23657.5 (Sy)?
100 227.902 10000 | 51939.3216 22790.2
21772192.45
2xy
8398922.76
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(2x)(2y) 8398922.76 Rergresion
SXX = NIX° - (Ix)?
- (2x) 7200004 |, 212078467
Syy =n2y” - (Zy)* | 3289373.738 b 28.2885267
Sxy = nixy - (2x)*(2y) | 1526964.96|| | 0.99263399
2
(Sxy) 2.33162E+12

_[SxxSyy — (Sxy)?
€= (n —2)nSxx

(720000)(3289373.738) — (1526964.96)2
Se = = 7.79269077

(30 — 2)(30)720000

Intervalos de confianza

Para la ordenada al origen tenemos: to.02520 = 2.04840711
1C=b 4 torn § Sxx + (nx)?
b =0 = taj2 o€ nSxx

720000 + ((30)(60))

(30)720000 = 3.336630845

1C, = 28.2885267 + (2.04840711)(7.79269077)\]

1C, = 28.2885267 * 3.336630845

21.4537483 < 28.2885267 < 35.12330503

Para la pendiente tenemos to.02535 = 2.0322445

’n
ICm=m + ta/zSe w

’ 30
1C,, = 2.12078467 + (2.04840711)(7.79269077) 750000 — 0.0503016

1C,, = 2.32284557 + 0.0503016

2.01774651 < 2.12078467 < 2.22382283
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Presicidén de sistema:

Para 10ppm se tiene:

Concentracion
10ppm1 10ppm2 10ppm3 10ppm4 10ppm5 10ppm6 10ppm7
Inyeccion
1 32.0023 32.6596 33.3583 32.9394 33.8791 33.3243 33.4239
2 31.9766 32.6773 32.9624 32.5152 33.8849 33.6484 33.6608
3 32.5323 32.2412 33.1899 32.9318 33.5106 34.0265 33.3789
4 32.4484 32.6786 33.1202 33.123 34.0241 33.4839 33.8854
5 32.2772 32.434 33.2436 32.8801 33.6184 33.424 34.1879
XZ
inyeccion 10ppm1 10ppm2 10ppm3 10ppm4 10ppm5 10ppm6 10ppm7
1[1024.14721|1066.64947|1112.77618|1085.00407 | 1147.79342 | 1110.50897 | 1117.15709
211022.50295|1067.80594 | 1086.51981 | 1057.23823 | 1148.18645 | 1132.21482 | 1133.04946
311058.35054|1039.49498|1101.56946 | 1084.50345 | 1122.96031| 1157.8027 | 1114.15097
411052.89866| 1067.8909 | 1096.94765 | 1097.13313|1157.63938|1121.17156 | 1148.22033
5/1041.81764|1051.96436 | 1105.13694 | 1081.10098 | 1130.19682 | 1117.16378 | 1168.81251
Sx 1159.5525 Despejando el coeficiente de variacién para el 5% de error:
CV = 2 %100 5= 24100 >* X
>x/n =" |33.1300714 =z > 9= > 5= oo
2
2X 38428.4811 Sustituyendo los valores de la tabla de la izquierda en la
52 0.3654103 ecuacion despejada se tiene:
5% 33.1300714 )
%CV |1.82460147
N 35
Determinando la Ji calculada y comparando con la Ji de tablas se tiene:
Y2 (n—1)s? ” (35—-1)0.3654103 — 452767191
cate ol Xeale = ™5 74400408 '
2o. = 48.6023674
X" 005, ?4 - porlo tanto se tiene:  4.52 < 48.60 El criterio de rechazo es:
Ji de tablas

2 2
Xcalc = Xan-1

Por lo tanto se acepta Hy
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Determinando la ji para un error maximo del 2% se tiene:

Despejando el coeficiente de variacidon para el 2% de error se tiene:

2% X
100

CV = 2% 100 2=2%100 > =

Kl «
Kl «

Sustituyendo los valores en la ecuacién despejada se tiene:

2% 331300714
5= 100

Determinando la Ji calculada y comparando con la Ji de tablas se tiene:

(n—1)s? 35 —-1)0.3654103
> 2 = ( ) = 28.2979495

Xczalc: - 2 Xcalc =
09 cate 0.43904065

= 0.66260143 — 0'02 = 0.43904065

2 = 48.6023674
X 005,34 - por lo tanto se tiene: 28.30 < 48.60  El criterio de rechazo es:

Ji de tablas
Xgalc > ch n—-1

Por lo tanto se rechaza Hg

Calculando los intervalos de confianza para la s se tiene:

(n — 1)s2 (n —1)s2 el valor de tablas de ch/z _ X6.025,34= 51.9659952
— <5< |[/—5——
Xas2 Xas2 el valor de tablas de X%—a/z _ X$.975,34= 19.8062531

con lo sustituido se tiene que:

(35-1)03654103 . |(35~1)0.3654103
51.9659952 < |7 19.8062531

0.49 < 0.60 < 0.79
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Presicién del sistema

Para 60ppm se tiene:

Presicion
60ppm1 60ppm2 60ppm3 60ppm4 60ppm5 60ppm6 60ppm7
Inyeccion
1 155.277 156.952 156.399 155.284 154.576 158.666 152.453
2 157.025 156.678 152.715 159.048 153.163 158.523 152.026
3 155.175 153.114 152.521 159.288 149.68 158.531 159.019
4 150.806 156.835 153.294 158.387 153.926 158.961 151.537
5 156.709 157.246 158.675 159.251 151.014 159.218 158.038
2
inyeccion
60ppm1 60ppm?2 60ppm3 60ppm4 60ppm5 60ppm6 60ppm7
1[24110.9467 | 24633.9303 | 24460.6472 | 24113.1207 | 23893.7398 | 25174.8996 | 23241.9172
2124656.8506|24547.9957 | 23321.8712 | 25296.2663 | 23458.9046 | 25129.5415 | 23111.9047
3124079.2806| 23443.897|23262.6554 | 25372.6669 | 22404.1024 | 25132.078|25287.0424
4122742.4496 |24597.2172 | 23499.0504 | 25086.4418 | 23693.2135 | 25268.5995 | 22963.4624
5|24557.7107 | 24726.3045 | 25177.7556 | 25360.881 | 22805.2282 | 25350.3715 | 24976.0094
Sx 545001 Despejando el coeficiente de variacidn para el 5% de error:
S S 5% X
sx/n =X | 155.714571 (V=2-+100 > 5=-+100 > 5= 00
5x? | 848938.954
Sustituyendo los valores de la tabla de la izquierda en la ecuacidn
52 8.61713996 despejada se tiene:
S 2.93549654 5% 155,714571
s= 100 = 7.78572857 — 002 = 60.6175694
%CV 1.88517781
N 35
Determinando la Ji calculada y comparando con la Ji de tablas se tiene:
X2 (n—1)s? 5 (35 -1)8,61713996 4.8332977
cale = T2 Xeale = 60 6175694
2o, = 48.6023674
X" 0.05, 34 - por lotanto setiene:  4.83 < 48.60  El criterio de rechazo es:

Ji de tablas

2 2
Xcale < Xan-1

Por lo tanto se acepta Hq
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Determinando la ji para un error maximo del 2% se tiene:

Despejando el coeficiente de variacién para el 2% de error se tiene:

s _
£100 > 2=2%100 > g= 2*F%

CV = -
x 100

Ril @«

Sustituyendo los valores en la ecuacién despejada se tiene:

g 2 % 155.714571
N 100

= 3.11429143 — 0'02 = 9.6988111

Determinando la Ji calculada y comparando con la Ji de tablas se tiene:

vz _ (- Ds? ) (35 —1)8.61713996

e = = = 30.2081106
e g Xeale 9.6988111

X2 0.05, 34 = 48.6023674

) - por lo tanto se tiene:  30.21 < 48.60 El criterio de rechazo es:
Ji de tablas

2 2
Xcalc > Xan-1

Por lo tanto se rechaza Hy

Calculando los intervalos de confianza para la s se tiene:

(n—1)s? e (n— 1)s2 el valor de tablas de Xi/z _ X8.02534= 51.9659952
— S —

th/Z Xza/Z el valor de tablas de X%—a/z _ X6.075.34= 19.8062531

con lo sustituido se tiene que:

(35—-1)8.61713996
19.8062531

(35—-1)8.61713996
51.9659952

< 2.93549654 < \]

0.49 < 0.60 < 0.79
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Estabilidad:

Para el dia cero, siete y catorce de 10ppm se tiene:

Estabilidad dia cero
10ppm1 10ppm?2 10ppm3 10ppm4 10ppm5 10ppm6 10ppm7
Inyeccion
1 32.0023 32.6596 33.3583 32.9394 33.8791 33.3243 33.4239
2 31.9766 32.6773 32.9624 32.5152 33.8849 33.6484 33.6608
3 32.5323 32.2412 33.1899 32.9318 33.5106 34.0265 33.3789
4 32.4484 32.6786 33.1202 33.123 34.0241 33.4839 33.8854
5 32.2772 32.434 33.2436 32.8801 33.6184 33.424 34.1879
rx*
inyeccion | 10ppm1 10ppm2 10ppm3 10ppm4 10ppm5 10ppm6 10ppm7
111024.14721|1066.64947|1112.77618 | 1085.00407 | 1147.79342 | 1110.50897 | 1117.15709
211022.50295|1067.80594 | 1086.51981 | 1057.23823 | 1148.18645 | 1132.21482 | 1133.04946
311058.35054 | 1039.49498 | 1101.56946 | 1084.50345 | 1122.96031| 1157.8027 | 1114.15097
411052.89866| 1067.8909 [1096.94765 | 1097.13313|1157.63938 |1121.17156 | 1148.22033
5/1041.81764|1051.96436|1105.13694 | 1081.10098 | 1130.19682 | 1117.16378| 1168.81251
Estabilidad dia siete
10ppm1 10ppm2 10ppm3 10ppm4 10ppm5 10ppm6 10ppm7
Inyeccidn
1 33.5389 32.2237 33.2412 33.2038 33.5695 32.7227 32.6933
2 33.1515 31.0603 32.89 33.4542 32.9066 33.2766 32.4931
3 33.2659 31.9849 33.1868 33.1628 32.8009 33.3737 32.3464
4 33.1226 32.1404 33.372 33.1248 33.0469 33.3458 32.555
5 33.3511 32.2424 33.5176 33.7168 32.7505 34.3741 32.3774
rx*
10ppm1 10ppm?2 10ppm3 10ppm4 10ppm5 10ppm6 10ppm7
inyeccidn
1[1124.85781|1038.36684 |1104.97738|1102.49233 |1126.91133 | 1070.7751|1068.85186
211099.02195|964.742236| 1081.7521| 1119.1835|1082.84432|1107.33211|1055.80155
3| 1106.6201|1023.03383|1101.36369| 1099.7713|1075.89904 | 1113.80385 | 1046.28959
411097.10663 |1033.00531 [ 1113.69038 | 1097.25238| 1092.0976 | 1111.94238 | 1059.82803
511112.29587|1039.57236|1123.42951| 1136.8226|1072.59525 | 1181.57875 | 1048.29603
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Estabilidad dia catorce
10ppm1 10ppm2 10ppm3 10ppm4 10ppm5 10ppm6 10ppm7
Inyeccidn
1 30.5628 33.1202 35.2149 31.2902 31.7717 31.0053 30.5421
2 31.1127 31.3691 34.2303 31.1851 31.6714 30.9784 31.1497
3 31.718 31.1081 33.6535 31.165 31.723 29.9299 31.3515
4 31.3429 31.1384 33.6854 31.1015 31.7301 30.8176 30.5195
5 31.4338 30.9322 33.2562 31.019 31.8876 31.3403 31.8048
rx’
10ppm1 10ppm2 10ppm3 10ppm4 10ppm5 10ppm6 10ppm7
Inyeccidn
11934.084744|1096.94765|1240.08918 |979.076616 | 1009.44092 | 961.328628 | 932.819872
21968.000101|984.020435|1171.71344 | 972.510462 | 1003.07758|959.661267 | 970.30381
311006.03152|967.713886 | 1132.55806 | 971.257225 | 1006.34873 | 895.798914 | 982.916552
4| 982.37738|969.599955 | 1134.70617 | 967.303302 | 1006.79925 | 949.72447 | 931.43988
51988.083782(956.800997 | 1105.97484 | 962.178361 | 1016.81903 | 982.214404 | 1011.5453
Estabilidad Dia cero F ¥ Estabilidad Dia si
cal= —é Calculando la F para los dias stabilidad Dia siete
XX 1159,5525 S2 ceroy siete, se tiene: 22X 1153,5842
2 0.37030712 2
IX" |384284811\  pegre = — > ' _ 1013400886 X" 38034,2049
rx/n =X (331300714 0.3654103 Yx/n =X [32,9595486
2 i :
S 0,3654103 Para la F de tablas se tiene: Sz 0,37030712
S 0,60449177 Fo.025,3434 = 1981119274 S 0,60852865
ny 35 El criterio de rechazo es: Feal > Fy/2 n; 35
%CV  |1,82460147 ©
: 1.01 < 1.98 Por lo tanto se acepta Ho, El 0CV 184628941
analista mantuvo la misma precisién, usar la
ecuacién t de student cuando: s12 7552
X — Xz nn, (ng +n, —2)
t calc =
Jy — 1)S2+ (n, — 1)S2 mt+n;
33.1300714 — 32.9595486 (35)(35)(35+35—-2)
tcal.= =1.17614564
V(35— 1)0.3654103 + (35 — 1)0.37030712 35+ 35

Comparando el valor con

la t de tablas al 95% dos

colasy

(n-1).

to.o2s534 = 2.29211796 1.17 < 2.29 Se acepta Ho las medias provienen

de la misma poblacién, por lo

tanto es estable a 7 dias de

almacenamiento
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. L F Calculando la F para los dias . i
Estabilidad Dia siete Sf . . Estabilidad Dia catorce
cal=—; sietey catorce se tiene:

22X 1153.5842 2 XX 1107.8622

¥ 2 1.29048825 ¥ 2
X 38034.2049 Fcalc = —— = 3.484913402 X 35111.2667

— 0.37030712 —

Xx/m =X |32.9595486 Xx/m =X [31.6532057

2
S 0.37030712

Para la F de tablas se tiene:

2
S 1.29048825

S 0.60852865 Fo0253434 = 1981119274 S 1.13599659
N2 35| El criterio de rechazo es: Feal > Fo/2 Ny 35
%CV 184628941 348> 1.98 %CV  |3.58888322
: ' Por lo tanto se rechaza Ho
el analista no mantuvo la misma precision,
por ello usar la ecuacién t de student
cuando s12 # s32,
A SR 32.9595486 — 31.6532057
cal tear = = 5.99698737
2 g2 J0.3703071z 1.29048825
51,5 +
nTn 35 35
1 1

Para determinar los grados de libertad se utiliza la siguiente ecuacion:

2
s? +522
ng Ny

(1,29048825 4 0,37030712

35 35

() |, ()

y

+

n1—1 le—

2 2
1,29048825/ 0,37030712/
35 35

> = 52.02821 ~ 52

1 +

35-1

35-1

Con los grados de libertad obtenidos (52) obtenemos el valor de tablas siguiente:  tg o555, = 2.3081648

El criterio de rechazo es: tcalc > tq/2

5.99 > 2.31 | por lo tanto se rechaza Hg las

medias no provienen de la misma poblacién, por o tanto la muestra no es estable

a los catorce dias de almacenamiento.
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Estabilidad para el dia cero, siete y catorce de 60 ppm

Estabilidad dia cero
60ppm1 60ppm2 60ppm3 60ppm4 60ppm5 60ppm6 60ppm7
Inyeccion
1 155.277 156.952 156.399 155.284 154.576 158.666 152.453
2 157.025 156.678 152.715 159.048 153.163 158.523 152.026
3 155.175 153.114 152.521 159.288 149.68 158.531 159.019
4 150.806 156.835 153.294 158.387 153.926 158.961 151.537
5 156.709 157.246 158.675 159.251 151.014 159.218 158.038
rx’
60ppm1 60ppm2 60ppm3 60ppm4 60ppm5 60ppm6 60ppm7
Inyeccién
1(24110.9467 | 24633.9303 | 24460.6472 | 24113.1207 | 23893.7398 | 25174.8996 | 23241.9172
2]24656.8506 | 24547.9957 | 23321.8712 | 25296.2663 | 23458.9046 | 25129.5415 | 23111.9047
3124079.2806| 23443.897|23262.6554 | 25372.6669 | 22404.1024 | 25132.078|25287.0424
4122742.4496 | 24597.2172 | 23499.0504 | 25086.4418 | 23693.2135 | 25268.5995 | 22963.4624
5|24557.7107 | 24726.3045 | 25177.7556 | 25360.881 | 22805.2282 | 25350.3715 | 24976.0094
Estabilidad dia siete
60ppm1 60ppm2 60ppm3 60ppm4 60ppm5 60ppm6 60ppm7
Inyeccion
1 152.323 153.626 155.245 154.551 156.43 152.851 155.763
2 154.408 153.709 155.043 155.423 154.886 159.855 156.968
3 150.901 157.364 154.489 156.187 154.641 149.992 154.453
4 147.097 158.749 155.516 160.969 154.63 155.688 151.018
5 153.326 153.664 155.75 162.333 155.17 156.946 155.305
Tx*
inyeccion | 60ppm1 60ppm2 60ppm3 60ppm4 60ppm5 60ppm6 60ppm7
1/23202.2963|23600.9479 24101.01|23886.0116 | 24470.3449 | 23363.4282 | 24262.1122
2|23841.8305|23626.4567 | 24038.3318|24156.3089| 23989.673| 25553.621| 24638.953
3|22771.1118|24763.4285|23866.8511| 24394.379|23913.8389|22497.6001 | 23855.7292
4121637.5274| 25201.245|24185.2263| 25911.019|23910.4369 |24238.7533|22806.4363
5123508.8623|23612.6249 | 24258.0625 | 26352.0029 | 24077.7289 | 24632.0469 | 24119.643
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Estabilidad dia 14
60ppm1 60ppm2 60ppm3 60ppm4 60ppm5 60ppm6 60ppm7
Inyeccion
1 152.324 171.435 151.409 160.303 157.194 158.685 157.902
2 157.605 155.717 150.6 161.537 157.851 157.867 151.81
3 157.344 152.418 151.914 159.948 158.869 157.963 157.825
4 157.271 151.533 152.32 159.192 152.191 150.044 157.539
5 157.623 153.138 150.951 158.852 159.841 158.151 157.326
rx°
60ppm1 60ppm?2 60ppm3 60ppm4 60ppm5 60ppm6 60ppm7
Inyeccion
1| 23202,601|29389,9592|22924,6853|25697,0518|24709,9536|25180,9292 | 24933,0416
2| 24839,336|24247,7841 22680,36|26094,2024 | 24916,9382 | 24921,9897 | 23046,2761
3124757,1343|23231,2467|23077,8634 | 25583,3627 | 25239,3592 | 24952,3094 | 24908,7306
4124734,1674|22962,2501 | 23201,3824 | 25342,0929 | 23162,1005|22513,2019 | 24818,5365
5124845,0101| 23451,247|22786,2044|25233,9579|25549,1453|25011,7388|24751,4703
Estabilidad di F 2 ilidad df
stabilidad dia cero cale 5_% Calculando la F para los dias Estabilidad dia 7
EX 5450,01 SZ ceroy Siete’ se tiene: ZX 5425,269
2
X" |848938,954 8.61713996 Tx® | 84124538
= Fcalc = ———— = 1.019112507 —
Xx/m =X |155,714571 8.45553352 Yx/n =X |155,007686
S?  |8,61713996 S |8,45553352
Para la F de tablas se tiene:
S 2,93549654 S 2,90784001
F = 1.981119274
ny 35 0.025,34,34 N, 35
%CV | 1,88517781|| El criterio de rechazo es: Feal > Fa/2 %CV |[1,87593279
1.019 < 1.98 por o tanto se acepta Ho, El
analista mantuvo la misma precisién, usar la
ecuacién t de student cuando: 512 =552
X — Xz nn, (g +n, —2)
tcalc =
Jg — 1)S2+ (n, — 1)S2 nt+ n
155.714571 — 155.007686 (35)(35)(35+35—-2)
tcal = =1.01212106
J (35— 1)8.61713996 + (35 — 1)8.45553352 35+ 35

Comparando el valor

con la t de tablas al
95% dos colas y (n-1).

0.02534 =

2.29211796

1.01 < 2.29

Se acepta Hy las medias provienen

de la misma poblacién, por lo tanto

es estable a 7 dias de

almacenamiento
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Estabilidad dia 7 F ,_ S} Calculando la ¥ paralos dias || _Estabilidad dia catorce
cal=—5 i i
rx 841245,88 17.9445763 2
— Fealc = ———" = 3122228753 || =X 856897,62
2x/n =X 155,007686 8.45553352 Yx/n =X 156,414057
S? 8,45553352 || Para la F de tablas se tiene: g2 17,9445763
S 2,90784001 || Fy oo 255, = 1.981119274 S 4,23610391
no 35
%CV El criterio de rechazo es: Feal > Fqy2 i 35
0 1,87593279 %CV |2,70826292
212> 198 Ppor lo tanto se rechaza
Ho el analista no mantuvo la misma
precision, por ello usar la ecuacién t de
student cuando s12 # s72.
p o Kok 155.007686 — 156.414057
cal tear = = —1.61931444
s2 g2 8.45553352 17.9445763
L2 35 T 35
n mn
Para determinar los grados de libertad se utiliza la siguiente ecuacién:
s? 52
214 22 8.45553352  17.9445763\2
¢ = MM )
= 5 2 > 2 0= > > = 60.2200873 ~ 60
s/ S2/ (8:45553352/, )  (17.9445763/ )
ny ny 35 + 35
+ 35—-1 35—-1
n1 - 1 le - 1

Con los grados de libertad obtenidos (60) obtenemos el valor de tablas siguiente:  t; 05560 = 2.29904555

El criterio de rechazo es: tcalc > tq/2 —1.62 > —2.30  por lo tanto se rechaza
Ho, las medias no provienen de la misma poblacidn, por lo tanto la muestra no es

estable a los catorce dias de almacenamiento.

84



	Portada
	Índice
	Capítulo I. 
Introducción y Objetivos
	Capítulo II. 
Marco Teórico
	Capítulo III. 
Desarrollo Experimental
	Capítulo IV. 
Resultados y Análisis de Resultados
	Capítulo V.
 Conclusiones
	Capítulo VI. Bibliografía
	Anexos

