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1. INTRODUCCION, .

En los (itimos afos se han introducido a la terape(tica numero-
sas asociaciones de antibibdticos con resyltados muy variables, y en
algunos casos hasta negativos. 1)

Sin embargo, algunas asociaciones, por las caracteristicas de
los componentes, alcanzan a prevenir la seleccidn de cepas bacteria
nas resistentes y amplian el espectro antibacteriano de los antibibti—~
cos que la constituyen.

Una asociacidn antibidtica se puede considerar como realmente
ventajosa en terapéutica, cuando su eficacia es mayor y su toxicidad
menor respecto a los componentes administrados por separado.

Partiendo de lo anterior, y de la consabida limitacién en el em
pleo por via parenteral de antibibéticos de amplio espectro del grupo
de las tetraciclinas, existen formulaciones, en las que el componen—
te tetraciclina esta ligado a otro antibibtico, un ejemplo de este tipo;
es la Proterciclina que es una combinacidn equimolecular obtenida —
mediante la salificacién de Succinate de Cloranfenicol (CAF ) v
la Pirrolidin-metil-tetraciclina ( PMT ). Las dos sustancias
estan unidas entre sf{ con una ligadura salina y segln una relacién es
tequidmetrica constante., (2)

Actualmente la Pproterciclina, se analiza por medio de un mé-



todo espectrofotométrico, en el que se hacen lecturas a dos longitudes
de onda, estas son: 357.5 nm que es el mé&ximo correspondiente a
la Pirrolidin—-metil-tetraciclina ( PMT ) ¥ 273 nm que es el maxi—
mo correspondiente a Succinato de Cloranfenicol (CAF ), pero —
a esta longitud de onda existe interferencia por parte de la PMT.

Este método no se puede considerar especifico, debido a que el
CAF por hidrélisis pasa a Cloranfenicol L.evdgiro (38 ), el que tam
bién posee el grupo p—nhitrofenilo y es a este grupo al que se le deben
las propiedades espectrofotométricas,

Considerando lo anterior, y sabiéndo que la Cromatograffa de
L.fquidos de Alta Resolucién (CLAR ), es una técnica de separa-—
cibn, identificacidn y cuantificacién muy versétil, en este trabajo se
desarrollé y validd estadfsticamente un Método Analftico por CLAR
para la separacibén, identificacién y cuantificacibén de cada uno de los

componentes de 1a Proterciclina.,



2, MONOGRAFIA |,

2.1, Nombre Genépico . Proterciclina (4>,

2.2, Nombre Quimico ; Acido succinico o — ester con
D () treo 2, 2-dicloro-it (p~h_i_
droxi— oe —(hidroximetil y-p~ni-
trofenil )—- acetamida compues
to con 4-(dirnetil armino)-1{ 34, 4a,
852,06, 11, 12a~octahidro-3, 6, 10,
12, 1za-penmhidr~oxi—'6—metﬂ-1 s
1' 1—dioxo~N-(t-pirrot idinmetil )y~

2-naftacencarboxamida, (4)
2.3, Formula Estructural

- r -
NR-COCHCI, BHyC +/°”-‘!
HO-CB-CH - - CHg-00C

cr,
CHy-C00™
cmsmcn
CJ

Figura No. 1

NOy




2,56,3.

2.5.4.

2,5.5.

Férmula Empirica : C 42 H 45 16,N, s ct 2 C4).

Propiedades Fisicoguimicas.

Peso Motecular » 950,30 : 4.

Descripcidn : FPolvo amarille clare brillante ,

sabor amargo, olor caracteris—
tico, se descompone entre  140°
vy 144° C produciendose una co-
laracitn café, es tambisén descom

puesto porlaluz (4).,

Saolubilidad : Muy soluble en agua; poco solu-—

ple en alcohol; précticaments in-

soluble en éter, ligroina y hexano

{4).
Humedad : No debe ser mayor del 3% calcu~
lado por Karl-Fisher (4).
pH

Una solucidn al 1% esta entre -

8.5 y 7.5 (4.



2.5.6.

2.6,1,

2,8,.2.

2.6.8.

Ensayo Por el método espectrofotormé—

trico (8 ). Contiene entre el
90% - 110% de Pirrolidin-me-
til—tetraciclina (PMT) vy de -
Succinato de Cloranfenicol —

(CAF) sobre producto seco.

Propiedades Farmacotbgicas .

Toxicidad : DL gg : 126 mg / kg. de peso

corporal. Técnica de M, Glor

gi~A.Sardi (6.

Pirdgenos 1

Ningln conejo debe presentar au
mento de temperatura de més -
de 0.6 °C yia suma total de los
aumentos de temperatura de tres
conejos no debe ser mayor de —

1.4 °C (4).

Esterilidad Debe ser estéril , método utili~

zado Filtracién por Membrana

(42



2,6.4, Sustancias de Tipo
Histaminico : E1l problema es satisfactorio —
si el. efecto hipotensivo de éste
no es mayor que el efecto hipo
tensivo obtenido con 0.1 mcg.
de Histamina base por kg. de

peso (4).

2,6.5. Concentracidn Minima
Inhibitoria : Segln técnica (6 ) ; Cepa u-~
tilizada : Sarcina lutea ; con—

centracidn : 0,225 mecg./ml.



3. ANTECEDENTES DE LA CROMATOGRAFLA.,

La Cromatograffa es una técnica que el hombre ha utilizado —
desde afios atrds, 1. Smith (7 ), comenta que Plinio el viejo men
ciona una técnica que se podria llamar " Cromatograffa en Papiro "
empleando papiro, describe como los pigmentos de una tintura pues ~
den separarse, externdiéndola en solucidn sobre papiro.

Pero fué hasta el siglo XIX cuando la Cromatograffa empezd —
realmente a desarrollarse, en el afio de 1850 F,F. Runge comprue—
ba que los cationes inorganicos, se separan por migracién diferencial
sobre papel, es entonces cuando se puede decir gue nace la Cromato—
graffa en Papel , la cual se desarrolla durante la década de 1os afios
40's, En el afio de 1900 D, T. Day en ell primer congreso det pe
tréleo, comunicd, que al pasar el petréleo por un lecho de tierras ad
sorbentes, el l{quido resultante presenta distinta composicién que el
1fquido inicial, siendo esta la primera informacién de Cromatografla
en Columna. Posteriormente en el afo de 1903 Tswétt utitizé -
la Cromatografia en Columna para separar extractos vegetales co —
loreados, de lo cual parece ser Que derivd el término "_Cr-omat:ogr‘_a_n_
flav ., (8)

En el afio de 1941, cuando Martin y Synge esbozan la idea dé

Cromatograffa de Gases , esta técnica se empieza a desarrollar -



tebrica y practicamente y se aplica a la investigacidn de muchas espe
cles orgénicas e inorgénicas, lograndose un avance vertiginoso duran
te los afos 50's y principlos de los afios 60's <

Antes del afio de 1967, las separaclones cromatogréficas en co—

lumna no se habfan desarvollado en forma 4ptima, por esta razén
1a técnica se habfa visto como lenta e tneficiente (9, 10), peroa
mediados del afio de 1968 y principios de 1969 la Cromatograffa en —
Columna sufrié cambios draméticos, al grado que se volvié un rival
de la Cromatograffa de Gases.,

LLos cambios que sufrid la Cromatografia L.iquida en Cotumna
se debieron al gran desarrollo tebrico (11, 12, 18, 14, 15, 16 ¥y
17 ) » asf como por el avance técnico en el tipo de material de empa-
aue de 1as columnas cromatogréficas (18 , 19, 20 y 21 ), por el
uso de detectores como el fotbmetro de U.V. , el detector de fluores
cencia, detector de ionizacldén de flama, detectores polarogréficos, de
tectores radloactivos, de Indice de refraccidn, etc., y por el uso de ~.
varios ‘tipos de bombas. (22)

Hoy en dfa la técnica que vino a revolucionar es tllamada Croma-—
tograffa de L.fquidos de Alta Resolucién (CLAR ).

Ambas, Cromatograffa de Gases y Cromatografia de Liqui-—
dos de Alta Resolucién son este tiempo dos técnicas eficientes y ra—
Sin embargo, muchas muestras simplemente no se pueden

pidas.

analizar por Cromatograffa de Gases, debido a que no sonlo sufi ——



cientemente volétiles y no pueden pasar a través de la colur.'nna 6 son
térmicamente inestables y descomponen bajo las condiciones de ope-
racidén. De acuerdo a lo anterior se observan ciertas ventajas de
la Cromatograffa de L.fquidos de Alta Resolucidn (CLAR ) so-
bre la Cromatograffa de Gases, debido a que en CLAR las dos fa—
ses cromatogréaficas ( fase mbvil y fase estacionaria ) se seleccio—
nan de acuerdo a las propiedades de la muestra, ya que existe una —
gran variedad de tipos de material de empaque y con respecto a la —
fase mbvil se pueden seleccionar varios solventes adecuados 6 mez—
clas de estos, por otro lado las temperaturas de operaciédn son rela—
tivamente bajas,

Debido al gran desarrollo técnico y tebdrico que ha sufrido la -
Cromatograffa de Lfiquidos de Alta Resolucién (CL.AR ), esta
técnica ha logrado una importancia amplia en la Industria Farma ——
céutica, Alimenticia y Petroqufmica en los Oltimos afios. ’

Existe un gran nGmero de trabajos reportados que se han desa—
rrollado por CLAR con resultados favorables (28 ), siendo hoy —

en dfa la técnica que presenta mayor versatilidad.
3.1. DEFINICION GENERAL DE LA CROMATOGRAFIA,

" a Cromatograffa es un método fisico de separacidn en el ~

que los componentes a desglosar se distribuyen entre dos fases, una



de las cuales constituye un lecho estacionario de gran desarrollo su—

perficial y la otra es un fluido que pasa a través o a lo largo del lecho

estacionario " . (24)
3.2. CLASIFICACION GENERAL DE LA CROMATOGRAFIA,
-
Cromatograffa de Gases
Cromatografia ‘
L Cromatograffa de L.fquidos
-
Cromatografia en Papel
Plana
Cromatograffa en Placa
Cromatagraffa r
‘4 C. lfq. — L.fq. (Particidn)
de L{quidos
C. L.{q. — Sbl, (Adsorcibn)
Columna {
(CLAR) C. Intercambio I16nico
C., Exclusidn
L ~

10



4, CROMATOGRAFIA L IQUIDA DE ALTA RESOLUCION

¢ CLAR )

4.1, DEFINICION DE CLAR,

" ta Cromatografia de L.fquidos de Alta Resolucidén ( CLAR)
es una técnica de separacidn, identificacién y cuantificacién en la que -
los componentes a separar se distribuyen entre dos fases, una fase es~
tacionaria que esta formada por partfculas de didmetro pequefio y una
fase mbdvil que es un liquido 6 mezcla de lfquidos, 1a que es impulsada

hacia la fase estacionaria por medio de attas presiones ",

4.2, METODOS DE CLAR,

4.2.1, CROMATOGRAFIA LIQUIDO —- LIQUIDO (¢ PARTICION ).

En 1941 Martin y Synge describen una nueva técnica de separa—
cibn : Cromatografifa L-{quido — L.fquido, tarnbién llamada Cromatogra
ffa de Particién.

En la Cromatografia Liquido — L.{quido (CLL ), tas moléculas ~



de la muestra, se distribuyen entre dos liquidos inmiscibles de acuer—
do a solubilldad_es relativas. Un lfquido es la fase mévil; el otro

l{quido ( fase estaclonaria ) es dispersado sobre un soporte muy fino
e in;r‘te. Existen dos tipos de CL.L. , basados sobre las polarida—

des relativas de la fase mdvil y la fase estacionaria -

1. CL.L en fase normat.
E1l soporte, es cubierto con una fase estactonaria polar,
y la fase mbvil es un solvente relativamente no polar,
2, CLL. en fase reversa.
E1l soporte, es cublerto con una fase estacionaria menos

polar, y la fase mbvil es un solvente polar.

4.2.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDO -~ SOLIDO C ADSORCION b

La Cromatograffa LiIquido — Sélido ( CLLS ), es el método mas
antiguo de la Cromatograffa Lfquida , fué desarrollado por Tswett —
en una columna abierta, posteriormente en los afios 50's Kirchner in-
troduce la. Croma tograffa en Capa Fina , la cual ha perdido fuerza —~—
firente a la Cromatografia Li{quida en Columna moderna ( CLAR ) de-
bido a ciertas limitaciones que presenta, tales como el tiempo, el uso

de sustancias oxidantes téxicas usadas como reveladores, ademés, de

12



1a versatilidad que pr-esent-a la CL.S moderna. Por otro lado ,
ambas son ampliamente usadas, la Crorﬁatogr*aﬂ'a en Capa Fina -~
por su parte se utiliza para una primera exploracién ¥y los valores de
Rf obtenidos, se pueden usar para predecir los valores de factor de
capacidad (K'), en CLS , utilizando el mismo sistema cromato—
gréfico.

El fundamento de la selectividad en CL.S , puede expresarse —
en términos de Adsorcidn, entendiendose cormo Adsorcidn, el fendme
no en el cual el componente retenido queda en la superficie interfacial.,

El proceso de Adsorciébn en CLS , puede explicarse como sigue:

1. {~a retencién de un soluto X, 2n CLS requiere del desplazamieg
to de un nlmero equivalente de moléculas del solvente (E ) ad—

sorbidas (fig. no. 2) .

Figura No. 2

13



Supongase que se tierme uﬁa molécuia de muestra, con grupos no
polares de hidrocarburos, la molécula es débilmente atraida por
la superficie adsorbente polar, por otra parte muchos solventes
tienden a desplazar tales grupos no polares de la superficie; por

lo que este tipo de motéculas contribuyen poco a la retencibén .

(fig. no. 3 ).

A YA YA Y Y Y Y YA

Figura No. 3

Otra caracterf{stica, es la presencia de sitios discretos de adsor

cidn, sobre la superficie adsorbente. La interaccidn éptima

entre moléculas de soluto y la superficie de adsorcibn, ocurre -~
cuando los grupos funcionales del soluto se sobreponen a estos -

sitlos de adsorcién, L.a sobreposicidén es ficil para solutos

monofuncionales, pero para solutos polifuncionales puede ser
que sea mas diffcil, sin embargo, muchos solutos polifunciona—-

les pueden sobreponerse mas sobre la superficie adsorbente, re



sultando una retenciéon preferencial , (fig. no. 4 )A

VA A S G A G R G A A Ay S A A e

Figura No. 4

4.2.3. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION ,

L.a Cromatograffa de Exclusibébn de Tamafo, es también llama
da Cromatograffa de Gel, Filtracién en Gel, o Cromatografia de
Permeacidén en Gel . Se utiliza principaimente para separar com
puestos de alto peso molecular ( PM >2000 ) particuiarmente no i6ni-

cos, Por medio de este método se separan las moléculas de acuer

15




do a su tamafio efectivo en solucién, utilizando una columna con el ta—
manfo de poro adecuado. La retencién ocurre cuando moléculas ~
peqguefas, entran en el poro y motéculas grandes se mueven a través
de la columna y aparecen primero en el cromatograma,

E1 método es ampliamente usado para obtener distribuciones de
peso molecular de polimeros sintéticos., Sin embargo, macromo

léculas individuales como protefnas y acidos nucleicos han sido bien -

separados.

4.2,4., CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO '( CII Y.

La Cromat_ogr*affa de Intercambio Iénico, fué el primer método
que se usd bajo condiciones modernas de Cromatografia L.fquida,

El mecanism.o de retencién por el cual opera la Cromatografia
de Intercambio I&nico ( CII ), es simplemente un intercambio de {o~
nes, iones X de la rnuestra, iones Y de la fase mébvil y grupos carga—

dos R de la fase estacionaria :

Intercambio Anidnico :



Intercamblo Catidnico :

s * + - o+ + -

Ilones de la muestra que lnteractuan débilmente con el grupo car—
gado R de la fase estacionaria, son débilmente retenidos y eluyen facil
mente.

ta CII es comunmente utilizada para separar compuestos idni—
cos, tales como sales, éciqos orgénicos y bases que pueden existir en
forma ionizada bajo condiciones especiales de ptl, se ha utilizado para
el andlisis de fluldos biolégicos como suero vy orina, as{ como en el a—

ndlisis de prolelnas,

4.3, PROCESO CROMATOGRAFICO,

En todo proceso cromatogréfico, existe una distribucidn de las -
moléculas en cuestidn (X ), entre dos fases (una fase estacionaria
v una fase mbévil ) .

Por otra parte, el proceso cromatografico se ve afectado por -

dos caracter{sticas bésicas :

17



4,3.1. LA MIGRACION DIFERENCIAL . (25)

LLa migracibn diferencial, depende del equilibrio de distribucibdn
de cada compuesto entre la fase mdvil y la fase estacionaria.

Suponemos que se tiene una mezcla de compuestos A y B, al
ser inyectados en una columna cromatogréfica, se va a observar que
ambos compuestos A y B, van a distribuirse de manera diferente en
tre las dos fases cromatogréaficas ( fase mbvil y fase estacionaria ),
supéngase que el compuesto A , tiene mayor afinidad por la fase esta—
cionaria, y que, el compuesto B , por la fase mdvil, la velocidad que
adauiere el compuesto 8 , dentro de la columna cromatogréfica depen
de de la velocidad de la fase movil (V. ), por lo que el compuesto
A , se va a mover a una velocidad diferente a la detl compues\:o 8.

Entonces diremos que la migracibén diferencial es la velocidad -
con.la que cada compuesto X , se mueve a través de la columna croma
togréfica, y es determinada por el nUmero de moléculas de este com —
puesto X , en la fase mbvil en un instante, las moléculas que no se -
mueven a través de la columna cromatogréfica pasan a la fase estaclo

naria.

18



4.3.2. LA PROPAGACION MOLECULAR, (25 )

Cuando la fase mbdvil se va desplazando dentro de la columna cro
matogré&fica, su velocidad va cambiando a través del tiempo, debido a
que, el flujo de la fase mébévil no es constante, porque el lfquido se -
adhiere a las partfculas de la fase estacionaria, ocasionando asl que —
las partfculas de muestra que van al centro de la corriente, se muevan
mas répidamente que las que tienen conmcto-con la fase estacionaria,
por otro lado cuando el material de empaque es poroso, la fase mbvil
pasa a través de estos poros, lo que hace que las particulas de mues—
tra que cnen dentro de los poros tarden més en difundir que las que no
caen dentro del pcro.

De io dicho anteriormente se deduce, que si la fraccidn de las —
moléculas X en la fase mdvil es cero, no existe migracidn diferencial
y por consiguiente la retencidn es igual a cero y la velocidad ( V>< ) -
de las moléculas X es cero, por lo tanto, si todas las moléculas X ~
se encuentran en la fase mdvil, existe migracién diferencial y 1a re—
tencidn serd igual a la unidad y la velocidad (V, ) de las moléculas
X serd igual ala velocidad de la fase movil (Vi ) .

Retencién es la velocidad de migracidn retativa del compuesto X

v puede expresarse por la siguiente férmuta



Donde : V, = Velocidad de las motéculas X,

Vm = Velocidad de la fase mévil.

R = Fraccidn de moléculas en la:fas'e‘ mbvil.,
4,4, DEFINICIONES  BASICAS’
4.48.1. VOL.UMEN DE RETENC?ON [4 VR Y.

VolGmen de retencidn, es el volGmen total de la fase mdvil redqueni
do para eluir el centro de una banda dada X ; esto es, el flujo total del

, solvente en el tiempo desde que se inyecta hasta que aparece el centro

de la banda,

4.4.2, TIEMPO DE RETENCION C tR ).

Tiempo de retencibén, es el tiempo que transcurre desde que se —
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inyecta, hasta que eluye una determinada banda, tomando como refe -
rencia el méaximo de esta.

El tiempo de retencibn, puede usarse para identificar un com —
puesto X , tentativamente, por comparacidn con un valor de tiempo —
de retencidn de un compuesto conocido, en el mismo. sistema croma—

togréafico (fig. no, 5 ) .

Jo- g —}
!
2 ! |
‘= | |
w
| |
| I
] I !
g | ]
£l I \
AN 1
TIEMPO
Figura No. 5
4.4,3. FACTOR DE CAPACIDAD (K ).,

tL_a definiciébn fundamental del fa_t;tor- de capacidad K' , es dada

por la sigulente ecuaciédn :
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< _ 's
nrn
Donde Ng = nlmero de moles totales de X, en ia fase es—
tacionaria.
(2] = nGmero de moles totales de X , en la fase mbvil.

m

E1l factor de capacidad K' , es una medida sencilla de retencibén,
v es el término que se usa mé&s frecuentemente para identificar o loca—
lizar una banda cromatogréfica.

En tBrminos de retencidn, el factor de capacidad K!' , puede esti—
marse por simple inspeccién del cromatograma ( ver fig. no. 6 ) , por

medio de la siguiente ecuacidn

K = RA [
tO
Donde  : K = Factor de Capacidad.
tRA = Tiempo de retencibn de la banda A.
5 = Tiempo que transcurre, en el que la fase mé—

vil ¥ la muestra se separan,

o)
N
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SENAL

-
-]

Inyection
.>_ L

"""1—""‘—""'_"'17

TIEMPO

fFigura No. 6

4.4.4, NUMERO DE PLATOS TEORICOS ¢ N9

£1 ancho de la banda tW en Cromatografifa L.fquida en columna

es comunmente expresado en términos del nCmero de platos tedricos

de la columna. :

: 2
N = 16 ®

t
W

L.a eficiencia de una columna es la capacidad que tiene esta, pa—
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ra dar bandas estrechas y es descrita por la altura equivalente de un
plato tedrico (H ), bajo condiciones especfficas de operacidn, por

unidad de longitud de la columna (L ).

[
H =
N
4.4.5. FACTOR' DE SELECTIVIDAD O FACTOR DE

SEPARACION Cloe ).

Es la relacién de tiempo, en el cual las dos bandas, permanecen

en la fase estactonaria.

E1 factor de separacidén oc nos dice cuando una banda eluye re—
lativamente de otra, y se ve afectado por camblos en la composicién -
de 1a fase mdvil y/o en la fase estacionaria, es decir que se refiere

ala quimica envuelta en todo el sistema cromatogré&fico.



4.4.6. RESOLUCION (Rs ).

" E1 término resolucidn es generalmente usado en Cromatogra-
ffa, para medir la separacidén de dos componentes sucesivos . (26 )

En términos cromatogréficos Resolucidn se define

=
=
o
-8
E
=
TIEMPO
Figura No. 7
t - t
Rs = RB RA
1/2 t t
s ¢ WA + wB)
Donde tRA = Tiempo de retencién de la barnda A .,
tF!B = Tiempo de retencién de la banda B .
tWA = Ancho de la banda A .
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t = Ancho de la banda B .
wis

CAINSTRUMENTACION |,

PARTES FUNDAMENTALES DE UN CROMATOGRAFO

DE LIQUIDOS DE ALTA RESOL.UCION.

INYECTOR

d ! |
BOMBA D“
RECIPIENTE l COLUMNA
FASE MOViL
REGISYRADROR
DETECTOR

LS

Figura No. 8

.
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El cromatdgrafo de liquidos de alta resolucidn, consta de las si—
Juientes partes fundamentales : recipiente de la fase mdvil, bomba, -
inyector, columna, detector, registrador y algunos modelos méas sofis

ticados poseen un sistema de manejo de datos. (¢ fig. no. 8 )

4,5.2. CARACTERISTICAS BASICAS DE LOS COMPONENTES
DE UN CROMATOGRAFO DE LIQUIDOS DE ALTA

RESOLUCION .,

Bombas

Deben cumplir con los siguientes requisitos :

- Que sea quimicamente inerte,

— Que alcance altas presiones ( 5000 lb/p192 J .
- Alta reproducibilidad de fiujo.

- Que sea exacta ( flujo constante ).

- Pusaciones suaves ( ruido de la bomba minimo ).

Columnas :
E1l incremento exponencial en la tecnologfa de columnas, ha sido
una parte fundamental en el avance de la CL.AR, debido a que la colum

na no solamente ha aumentado l1a velocidad, resolucidén y sensitividad -~
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de la téenica, sino que ha influido en el desarrollo de la instrumenta -
cién., Las columnas empacadas para CL.AR , se pueden clacsificar
en dos categorias

1) Lecho de capa porosa

(80 —~ 40 micras ) .

29 ticroparticutas (5 — 10 micras ) .,

Existen roy en dia una gran variedad de empaques, para cada u—

no de los métodos de CLAR , que se pueden seleccionar de acuerds a

las necesidades existentes,

Para estar seguro de contar con una col umna adecuada deben eva

luarse 1os siguientes puntos

-  Eficiencia de la columna (N , nlmero de platos tebricos ).,

~ Parémetros de retencitn tR s
Factor de separacidn ( oe ) .

Ky,

Simetria de bandas cromatograficas .
Presidn del goteo ( bajo condiciones especificas de veloci -
dad de flujo, fase mabvil ¥y temperatura ) .

Concentracidn de la fase orgénica empacada .

Detectores

E1 detector es una parte importante del cromatégrafo de liquides

de alta resolucidn, ya que, cuantifica la magnitud de los componentes

Wy
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que se hace pasar como una sefal eléctrica hacia un registrador que -
da el cromatograma. .

Existen varios tipos de detectores que se usan en CLLAR algu -
nos de estos son detector de absorcibén de U.V. y visible, de
fluorescencia, de ionizacidén de flama, polarogrdfico, radioactivo e

{ndice de refraccién entre otros. Ln detector eficiente debe cum—

plir con los siguientes requisitos :

-~ Alta sensibilidad,

- Alta precisién.

- Responder a todos los solutos, tener especificidad,

- Amplio rango de linearidad.

- Relativa insensibilidad a cambios de temperatura y flujo
de la fase mbvil.,

- Que no contribuya al ensanchamiento de la banda.

- Que no destruya la muestra,

- Que de informacidn cualitativa sobre la banda cr-omatogré
fica deseada. ‘

- Respuesta réapida.

- Que sea reditudble y conveniente para su uso.

- Facil .de operar,



S. ANALISIS CUANTITATIVO.

E1 aspacto més impovjmnge dela CLAR , s la caspacidad de ana
lizar cuantitativamenta una amplia variedad de muestras, siendo asta
técnica muy versatil, En la Industria Farmacéutica se Lle ha dado
gran importancia y se ha desarrollado grandemente, tal es el caso que,
se requlere de esta para el anfilisis de rurtina en el laboratorio de con
trol de calidad,

Por otra parte, la precision y exactitud de un anfilists cuantitati—
vo, solo puede obtanerse cuando se reallzan cada una de las fases del
andlisis con mucho culdado y dedicacidén, desde el muestreo basta los

cfilculos finales.

5.1, METODOS DE MEDICION DE LA BANDA
CROMATOGRAFICA . (25)
5.1.1. ALTURA DE LA BANDA CROMATOGRAFICA .

En este método, se mide la altura del pico desde ta linea base ~

hasta el punto méximo del pico. (fig. no. 9)



Figura No. 9

5.1.2, AREA DE tA BANDA CROMATOGRAFICA .,

Para medir el &rea del pico existen varios métodos.

a ) Una técnica simple, es medir la altura del pico y multiplicar
la por el ancho del pico ala mitad de l1a altura del pico .

( fig. no. 10)

Figura No. 10



b ) Técnica de la triangulacilin,g Por rmedio de esta téanica,

se calcula una cantidad proporcisinal al) &rea, midiendo la al—

tura det pico y multiplicandola @ ‘el ahcho dela base del =13

co ., { fig. no. 11 )

—”1"7_—7—;’1

\

l |
J\

] 8

Figura No. 11

¢ ) Técnica de cortar y pesar, _a precisién de este méto—

Pl

tante del papel. (fig. no., 12)

/\

\
Zr L

Figura No. 12

dc depende del peso col




d ) Planimetria. Por medio de un instrumento, mecanica—
mente se integra el area del pico por medio del perimetro-~

del pico ; es usado para picos no simétricos, ( fig. no. 13)

Figura No., 13

e ). Por medio de un integrador mecénico, Que algunos equipos
va& tienen integrado, automaticamente produce la indlcacidén

del &rea del pico . (fig. no. 14 )

-

Figura Na. 14




f) Integrador electronico digital ; es méas sofisticado, la exac—

titud depende de la buena resolucidn.,

5.2, METODOS DE CALIBRACION ,

Los métodos para determinar la exactitud y precisidn de una tég
nica analftica, estan sujetos a la comparacién con un estindar de pure

za y concentracidén conocidas. Existen dos métodos de calibracién:

5.2.1, METODO DE ESTANDAR INTERNO .

Se adiciona un compuesto conocido a la muestra desconocida, en
una concentracién fija, esto dé un pico separado en el cromatograma,

Se determinan las alturas o las areas de ambos; se grafica el co,
ciente de la altura o &rea del pico de interés entre la altura o area del
pico del esténdar interno v.s. la concentracidn del compuesto de inte

rés,



5.2,2, METODO DE ESTANDAR EXTERNO .,

En este método se construye una curva de calibrecidén utilizando
muestras estandares del compuesto de interés a diferentes concentra
ciones y volUmen fijo. Para construir la curva de calibracién se
grafica el tamafo del pico (altura o &rea) v.s. concentracién ; si
la curva de calibracién es lineal y se intercepta al origen, se calcula
el factor de calibracidn S , como la pendiente de la curva a través—

del origen.

8, VALIDACION ESTADISTICA DE METODOS
ANALITICOS,
6.1, GENERALIDADES .

Un método o técnica analftica, se fundamenta en la medicidn de —~
una o varias proptiedades del material de estudio, de esta forma, para

validar cyalquier método o técnica analftica es indispensable el empleo
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de la estadfstica, que hace posible obtener de un nGmero conocido de
datos obtenidos experimentalmente, estimadores vélidos de los " va

lcres verdaderos " de la propiedad medida; esto se logra por la in-
troduccién de modelos mateméiticos que constituyen abstracciones de
la realidad, que solo representan las propiedades relevantes para la

hipbtesis planteada, ignorando el resto de las propiedades presentes.

6.2, TIPOS DE ERRORES,

Cualquier proceso de medicidn esta sujeto a error, el que pode~—
mos definir como la diferencia entre un valor observado o medido y —~
el " wvalor verdadero " ( m&s probable ). &1 error se puede di-

vidir en dos tipos

6,2,1. ERROR SISTEMATICO O DETERMINANTE .

Este tipo de error es introducido por el uso de un método anal {—
tico inadecuado, pobre juicio o vias inconsistentes de parte del analis—

ta, e influye en la exactitud del método, y se divide en



a) Error constante (absoluto ).
Se refiere a un error sistemético independiente de la con—
centracidén verdadera de la sustancia ; es originado por se—
lectividad insuficiente, interferencias e inadecuadas correc

ciones con blanco entre otros.

b ) Error proporcional ( relativo ).

Es un error sistem&tico que depende de la concentracidn de
la sustancia y se expresa en unidades relativas, tales como
porcentaje; es causado por la suosicién incorrecta de 11 -
nearidad, y por diferenclas en las pendientes de las 1fneas
de calitracién de la muastra y el astandar.

Existen varios métodos para estimar el error sistemético-
como ejermplo tenemos ;. experimentos de recobro y che—-—

queo de linearidad.

6.2,.2. ERROR ALEATORIO O INDETERMINANTE

Este error permanece alin cuando todos los errores sisteméticos
han sido eliminados, L.a variabitidad es la manifestaciédn de erro-

res aleatorios, es causado por limitaciones inharentaes en el método -
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observacional ; esto puede mintmizarse pero no eliminarse, v da lu—

gar a la imprecisién del método.

6.3, DEFINICIONES BASICAS EN LA VALIDAGION DE

METODOS ANALITICOS ,
6.3.1. EXACTITUD ,

Concordancia entre un valor determinado experimentatmen-

te ( estimador ) y un valor de referencia.

6.3.2, PRECISION ,

Concordancia entre mediciones repetidas que se dispersan —
alrededor de un valor central y se expresa en términos de -

repeticiébn y/o reproducibilidad.
6,3.3. REPETISBILIDAD .

Es la precisibn de un método expresado como la concordan—
cia obtenida entre determinaciones independientes estanleci-

das por un solo analista usando el misma aparato y técnica,
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6.3.4,

6.38.5.

6.3.6.

6.3.7.

REPRODUCIBIL.IDAD .

Es la precisién de un método expresado como la concordan—
cia obtenida entre detarminacliones obtenidas por el mismo=—
método o material de prueba identico, pero bajo diferentes—
condiciones ( analista, aparato, laboratorio y/o diferen—

te tiempo ) .
LINEARIDAD .

Grado en el que una curva de calibracidn se aproxima a una

tfnea recta,
E$PECIFICIDAD -

L.a medicibébn se debe solo ala sustancia por determinar y no
a otras sustancias que puedan estar presentes en el material

por analizar.
SENSIBILIDAD .

Mintma cantidad detectable del compuesto por anatizar.,



7ele

PARTE EXPERIMENTAL .

EQUIPO .,

Balanza analftica Mettler H35AR .
Espectrofotbmetro U.V, — VIS Perkin — Elmer Mod. §52 .
Bomba de vacio Koblenz Mod. CGP 134 .

Equipo para filtracién : Solvent Clarification Kits Millipore.
Cromatbgrafo de Lfquidos de Alta Resolucidn Waters Ass,
equipado con :

Bomba para Cromatograffa ; Waters Ass. Mod, 6000A Sol-
vent -~ Delivery System .

Inyector : Mod, UK Waters Ass,

Columna : Mbdulo de compresidn radial Z -~ ModuIeTM con

cartucho radial Pack C,g (10em x4 mm ) Waters Ass.
Detector : U.V. de onda variable L.ambda Max., Mod. 481
Waters Ass,

Procesador de Datos : Waters 730 Data Module .

Jeringa : Hamilton de 25 mcl, de capacidad.
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MATERIAL .

Matraces wvolumétricos
Matraces wvolumétricos
Pilpetas volumétricas

Probeta graduada

Membrana de filtraclén acuosa

Membrana de filtracién org&nica

REACTIVOS .

Agua bidestilada.

25 mi.
'10 mt.
1-ml,

25 mt,
0.45 pum.

0,50 My

Metanol Lichrosolv grado Cromatogréfico

Fosfato de Dibutilamina 0.05 M

(Dg) .

Proterciclina sustancia de referencia .

METODO .,

Pyrex ,
Pyrex .,
Pyrex .,
Pyrex .,
Millipore .

Millipore .

( Merck ).
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7.4.1, PREPARACION DE LA SOLUCION DE

REFERENCIA |,

Pesar aproximadamente £0 mg. de Proterciclina de referen—
cia y colocarios en un matraz volumétrico de 25 ml,, disolver vy -
aforar a volGmen con agua, tomar una alicuotade 1 ml. de esta so
lucidn ¥ colocarla en un matraz volumétrico de 10 ml. aforar a vo-
tGmen con agua, la solucidn que resulta tiene una concentracidén de —

0.2 mg./ml,

7.4.2. PREPARACION DE (A SOLUCION MUESTRA .

FPesar aproximadamente 50 mg. de Proterciclina muestra y
colocarlos en un matraz volumétrico de 25 ml., disolver y aforar
con agua hasta el volGmen, tomar una alfcuota de 1 ml. de esta sg
lucién y colocarla en un matraz volumétrico de 10 mi. aforar a vo—
1Gmen con agua, la solucidn que resulta tlene una concentraélén apro

ximada de 0.2 mg./ml.
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7.4.3. DETERMINACION DE SUCCINATO DE CLORANFENI

COL. (CAF ) Y PIRROLIDIN-METIL~TETRACICLINA

¢CPMT ) POR CLAR .

Inyectar 5 mcl. de la solucién de referenciay 5 mcl. de la so

lucidn muestra, bajo las siguientes condiciones cromatogréficas :

Fase mévil : Agua : Metanol Lichrosolv : Dg
C40 : 60 : 1)

Mbdulo de compresién radial,

Columna :
Cartucho Radial Pack C,g .

L.ongitud de Onda : U.Vv. 269 nm.

Senstibilidad - 0.05 AUFS .

Velocidad de Flujo : 2.0 ml,/min.

Velocidad de Carta 0.5 em./min.

.

7.4.4. FORMA DE CALCULO.
Método EstAndar Externo .
Férmulas



Donde

ARM

ARE

0

EM

™

ARM

X
ARE
Cem

x
Crm

Area Relativa
Area Relativa
Concentracibn
Cpncentraclén

Concentracién

100 % Recuperado

de ta Muestra.

del EstAndar.

del Estindar.

Experimental de la Muestra.

Tebrica de la Muestra,

44



7«5, VALIDACION ESTADISTICA .

7.5.1. ESPECIFICIDAD .

Para demostrar la especificidad del método analftico por CLLAR
- para Proterciclina, se anatizardn muestras de Proterciclina, bajo

las siguientes condiciones :

Termperatura ( °C ) Ttempo (dfas )

a7 71
45 54
45 59
60 52
60 70
60 99
70 41
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7.5.2. EXACTITUD ; REPETIBILIDAD Y LINEARIDAD

¢ PMT ) .

Con objeto de evaluar la exactitud, repetibilidad y linearidad del
método analftico por CLAR , para la cuantificacién de Pirrolidin-me
til-tetraciclina ( PMT ), se analizardn 15 muestras independientes,

a 5 niveles de concentractédn diferentes ( placebo cargado ).

7.5.3, REPRCDUCIBIL.IDAD C PMT ).

Para la evaluacitn de 1a reproducibilidad del método analftico por
Cl_LAR para PMT , se realizb por dos analistas sobre muestras reales,

hactendo cada uno tres andlisis de un mismo lote en dos dfas .



7.5.4. EXACTITUD , REPETIBILIDAD Y LINEARIDAD

¢ CAF ),

Con objeto de evaluar la exactitud, repetibilidad y linearidad del
método analftico por CLLAR , parala cuantificacién de Succinato de
cloranfenicol ( CAF ), se analizar8n 15 muestras independientes ,

a 5 niveles de concentracién diferentes ( placebo cargado ) .

7.5.5. REPRODUCIBILIDAD ( CAF ).

Para la evaluacibén de la reproductbilidad del método analftico —
por CLAR para CAF , se realizb por dos analistas sobre muestras

reales, haclendo cada uno tres anélisis de un mismo lote en dos dfas.
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8.1.

RESULTADOS .

ESPECIFICIDAD .,

1,98

! INJECT

FIGURA No. 15

Cromatograma de Pirrolidfn~metil-tetraciclina

( PMT ) estandar, conun tR = 1,96 min.

a8



3400

%INJECT

FIGURA No. 16

Cromatograma de Succinato de Cloranfenicol

( CAF ) estandar, tR = 3,06 min.
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2,78

! INJECT

FIGURA No. 17

Cromatograma de Cloranfenicol Levégiro -

( CL. ) estdndar, t:R = 2,76 min,
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1,96

2,76

INJECY
|
=

FIGURA No. i8

Cromatograma de Protercicliina estédndar con
= . -3 = 2. .

tR 1.96 min tR 75 min b

tR = 38,058 min. , correspondientes a

FPMT , Cloranfentcol Levégiro , y CAF -

respectivamente.
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."0’.
©
; it
:

FIGURA No. 19

Cromatograma de Proterciclina muestra con
tR = 1,86 min, ; tR = 2.74 min. A
tR = 8.05 min. , correspondientes a

PMT , Cloranfenicol Levbgiro y CAF ~

respectivamente ; en condiciones normales.



1,96

3,04

l INJECT
—=2,T1

FIGURA No. 20

Cromatograma de Proterciclina sometida a -
27°C por 71 dias, en el aue se Aabserwvan -

los siguientes resultados

i

PMT  100.03 % e 1.96 min. )
cL 7.39 % o, = 2,71 min )

CAF  100.00 % (ty = 8.04 min. ).
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1,96

2,99

EJECT .
— 2,71

FIGURA

No.

21

Cromatograma de Proterciclina sometida a —

48°C por 54 dias
PMT 93.45 %
CcL. 18.80 %

CAF 83,68 %

(%
(%
(%

1,86 min,
2,71 min,

2,989 min,

)
)
) -
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1,98

99

Ejzcr
—r 2,71

FIGURA No. 22

Cromatograma de Proterciclina sometida a -

45°C por B9 dias

PMT 75,97 % Cty = 1.96 min. )
cL 14,39 % (t, = 271 min, )
CAF  67.44 % (t, = 2.89 min. ).
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1,96

l INJECT
—2.78 3705

FIGURA No, 23

Cromatograma de Proterciclina sometida a -

60°C por 52 dias
1.96 min, )

PMT 69,70 % <ty
CL 14,48 % (tg = 2.438 min. )

CAF 55,53 % (tR = 3,02 min, ).



1,96

l!NJECY
J 2,73
———— 3,01

FIGURA No. 24

Cromatograma de Proterciclina sometida

60°C por 70 dias .

PMT 64,55 % (ty, = 1.96 min,
CL 16,71 % 4 tR = 2,78 min.
CAF  50.54 % Ct, = 8.01 min.
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3,01

—2,79

FIGURA No. a5

Cromatograma de Proterciclina sometida a -

SO0°C. por 99 dias

PMT  63.28 % (tg = 1.96 min. )
cL 17,18 % (t, = 2.78 min. )
CAF 50,64 % (4 = 8.01 min. ).

58



1,80
2,76

INJECY

FIGURA No. 26

Cromatograma de Proterciclina sometida a -
70°C por 41 dias
PMT 22,36 % (t, = 1.20 min. )

CcL 13,71 % (tR = 2,76 min. ).
De acuerdo a los cromatogramas obtentdos ,
se obserwva que no existe interferencia del CL.
en la determinactén de PMT y CAF , ya que

solo se observa un aumento en el % de CL.

y una disminucién en el % de CAF
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8.2, EVALUACION ESTADISTICA ( PMT ).

i

TABLA No, I . Resultados obtenidos para la evaluacidn
estadfstica de la exactitud, repetibilidad y linearidad del método anal{

tico por CLAR parala PMT .

mg. adicionados mg. recuperados % recobro
¢ x) (¥ C Yo )
0.10 0, 1005 100,50
0,10 00,0995 99.50
0.10 0.0954 99.40
0.15 0.1493 99,538
0.15 0.1485 ©9.00
0.15 00,1486 99,06
0.20 0.2019 . 100.95
0.20 0.2019 100,95
0.20 0.2036 . 101.80
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TABLA No. I. ( Continuacidn ) .

% recobro

mg. adicionados - 'mge. . recuperados
(%) ) e YD) (Yo )
0.25 . 0.2498 99,84
0.25 0.2485 S9,40
0.25 0.2491 99,64
0.30 00,3041 101.36
0.30 0.3001 100,03
0.30 0.2088 99.60
Media v = 100,03733
Desviacién Estandar S o = 0, 86661
NGmero  de Datos n = 15



8.2.1, EXACTITUD ( PMT ) .

Férmula de Calculo Apéndice I .

~ Prueba de HipStesis :

H : H = 100 %

Hy M # 100 %

— Resultados :

tcalc. = 0. 16683

t = 1.7613
(0.95 , 14)

5 no se rechaza Hg » pPoOr lo

H

to.95, 14y = ‘cale.

que se concluye que el método es exacto,
- Intervalo de Conflanza (95 % ).

89.55741 « A =< 100.51725
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8.2.2.

REPETISILIDAD ( PMT ) .

Férmula de Célculo Apéndice II.,

- Prueba de Hipbdtesis :

H o ¢ 12 = 2 %
Ry 13 - 2%
- Resultado :
xia 2.62855
calc, - - 6285
xi.2 = 23.8685
(0.95 , 14)
x12 - xi2 3 no se rechaza g ,
©.95 ; 14) calc,

y Se concluye que el método es repetible.

Intervalo de Confianza (85 % ).

0.63447 <= - O <« 1.36670

o
w



8,2,38.

PMT {recuperatos)

x|

K|

LINEARIDAD

Férmula de Céalculo

( PMT ) .

Apéndice III .

6rafica No. 1
3
0.3 +
02 -4
-0.00084
b= 1.00533
o' T ’ 0.89971
7z r= .
7
V4
rd
’
Ve
1 3 L.
1] L T
0.8 0.2 8.3
ma. PMT {adicionados)
0.20000 S, = 0.07315
0.20023 s, = 0.07360
S,/x = ©0.00195
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8.2.3.1.

INFERENCIAS ACERCA DE a

( INTERCEPTO A LA ORDENADA ).

-~ Prueba de Hip6tesis

HO :
a
Yy H
- Resultado
tcalc.
tw.os5,
t
©.95 , 13) = tcalc.
concluye que a = 0O,

- Interwvalo de Confianza

-~ 0.,00410

a = o

a 7~ o
= —.0,14306
= 1.7709

18) =

no se rechaza g, Yy se

(95 %) .

< a = 0,00242

[}
M



8.2.3.2.

INFERENCIAS ACERCA DE

¢ PENDIENTE ).

~ Prueba de Hipdtesis :
Hg H

Hy

- Resuttado

*

b

4 N
calc, -

t .
©.95,

t
.95, 13y = tcae.

lo que se concluye que b =

- Intervalo de Confianza

0.989856 = b =

b = 1
b # 1
= 0.74853
= 1.7709
13y 77

no se rechaza Hp ,

1 .

(95 %) .

1,02071

por

&6



8.2.4, REPRODUCIBILIDAD ( PMT ).

TABLA No. Im. Datos obtenidos para el estudio del efec
to de analista, dfa y analista-dfa para la reproducibilidad del méto—
do analftico por CL AR para la determinacién de PMT .

F6rmula de Célculo Apéndice IV .

i = 1) (G

- 100,74 - ‘ 100.82

" 101.24 : '~ 100.03
< e

- 101.88" - o8.58
a - 101.26 100, 16

a

" 100,81 : 100.42

o 99,84 : 99.27




=Y,
= 121012.3203
6
2
== vy,
= 121016.2984
3
2
Y oo e
= 121012, 12852
12
2
=Y 5.
= 121015.6352
s
2 = 1 a1
".Yljk = 121021, 35

De acuerdo a los valores de F~ calculada mencres & los valores
de F teérica ; se infiere que ro existe ninglm efecto de alguna de las

fuentes de variacién en la determinacién de PMT por CLAR .

( Ver Tabla No. Iia ).
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TABLA No. Ila - ANALISIS DE VARIANZA -

Fuente de Grados de Sumatoria Media F calcutlada F teérfic_:a} e
Variacién Libertad de cuadrados cuadrada .
D, St 0.19510 : 9.197’51‘0. 1ks";|‘.‘4:f f
Aj : 1 351000 ; '7'.4954'0 : 1{5‘1 .’4 k
D‘A‘j N ‘ R} vo.7467o 5.32
E (ﬁ)k 8 ’ ,0.16’2689‘



8.3,

EVALUACION ESTADISTICA

C CaF ).

TABLA No, 11, Resultados obtenidos para ta evaluacibn

estadistica de la exactitud, repetibilidad y linearidad del método analf

tico por CLAR parael CAF .,

mg.

adicionados mQg.

recuperados

racobro
=) (v Cys )
©.10 0.1013 101,30
o.10 0.1027 102,70
Q.10 0.0091 29,10
0,15 0.1506 100,40
0.18 C.1488 99.20
0.15 Q. 1474 99.26
0,20 0,2000 100,00
0.20 0.2036 101,80
0.20 0.1979 98,95
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TABLA No. III.

( Continuacién )

mg. adicionados mg. recuperac‘iios %  recobro
(x) (y) (¥Ye )
0.25 0.2472 98,88
0.25 0.2501 100,04
0.25 0.2515 100.60
0.30 0.2992 99,73
0.30 0.2987 99.56
0,30 c.30t2 100,40
Media v o = 100.06133
Desviacién Estindar S = 1.19362
i Y%
NGmero de Datos n = 15
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Férmula de Célculo

EXACTITUD

( CAF ).

Prueba de Hipdtesis :

t
(0.95 , 14)

HO :

teale.

tc0.95 , 14)

t
calc,

Apéndice I

H

concluye que el método es exacto.

Intervalo de

.
.

Confianza (95 % ).

99,40032

<}J<

100 %

100 %

0,.19900°

1.7613

3 ho se rechaza Ho "

100.72234

Yy se
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8.3.2, REPETIBILIDAD ( CAF ).

Férmua de Célculo Apéndice II.,

- Prueba de Hipbtesis :

HO : a s 2%
H, . i3 = 2 %
-  Resultado :
2
xi cale = 4,98655
2
xi = 23.685
0.95 , 14)
xl?o o5 14) - xizal 3 no se rechaza Ho » Y
. > calc.

se concluye que el método es repetible.

- Interwalo de Confianza (95 % ).

0.87388 <« 0 = 1.88241

~N
W



8.3.8.

Af { recuperados)

Xi

i

LINEARIDAD ¢ CAF ).

Férmula de Calculo Apéndice III .

Grafica No. 2

0.3 4
0.2 4
= 0.00075
= 0.99800
0.1 4 P r= 0.99987
-
s
-
s
s
3 1 i
T A .
0.1 0.2 0.3
mg CAF { adicianades )}
= 0,20000 Sx = 0.07319
=  0.19995 s, =  0.07292
S = 00213
v/ o 1
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8.3.8,1. INFERENCIAS ACERCA DE a

( INTERCEPTO A LA ORDENADA ).

- Prueba de Hipbtesis :

H H = o]
o a

~ Resultado
= 0.11694

;alc;

t = 1.
©.95 , 13) 7708

t
€0.95 , 13) B tcalc no se rechaza HO s Y Sse

concluye que a = O,
- Intervalo de Confianza (95 % ).

- 0,00287 = a « 0,00431



8.8.3.2.

INFERENCIAS ACERCA DE b

to.o5 , 13)

¢ PENDIENTE ) .

Prueba de Hipdtesis :

Resultado

£

concluye que b

Intervalo de

= Pl 0.5i428

two.e5, 13) = - 1.7708

t H

Confianza (95 % ).

0,97920 =< b « 1,01280

no se rechaza Ho » Y Se
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8.8.4. REPRCDUCIBILIDAD ( CAF ).,

TABLA No. IV . Datos obtenidos para el estudio del efec
to de analista, dfa y analista~—dfa para la reproducibilidad del método
analftico por CL.AR para la determinacibén de CAF .

Fé6rmua de Célculo Apéndice IV ,

Ci = 1) ¢l

—- 101.39 : B 100,36

n 99.44 101,59
< ~ 101,94 100,78
»—
a - $9.45 100,85

3]

o 98.51 100.62

-

- 100.83 99.839




2
=Y.,

= 121035.0621
6
==Y,
= . 121085.7765
3
Y2,
.= 121032.2102
12
2
=v5.
= 121082.5536
6
mmy = 1210438659
k= .

De acuerdo atos valores de F calculada menores a los valores

de F tedrica ; se lnfiere que no existe ningln efecto de alguna de -

las fuentes de variacidén en la determinacién de CAF por CLAR.

( Ver Tabla Ne. Iva ).,

78



TABLA No. Iva

- ANALISIS

DE VARIANZA -

Fuente de Grados de - Sumatoria Media F calculada F:teéﬁlqa
Variacién Vl-.‘ufgrjrla‘a ] decwdrados cuadrada - ‘ 7 :

Dy 1 b. 2].,?5190 o 2"8519‘()‘

Ay 1 :o.a"ie:vﬁé o : 9,{34‘54(@

ony .

E iy 8 ’5.18'946 1'-02‘.%(63 : ‘




CONCL.USIONES .,

-

Se concluye que el Método Analitico por CLAR para Pro -
terciclina es especifico para los dos componentes de esta ;
CAF y PMT , ya que se logra una buena separacibén entre —
ambos, Con respecto a Cloranfenicol levdgiro, también
se separd, que en un Mmomento dado se puede considerar co-
mo producto de degradacibn, y no existe interferencia atguna

en la cuantificaciédn de los tres.

Con respecto ala Validacién Estadistica del Método Anal{-
tico por CLLAR para Proterciclina, se concluye que : es
Exacto, Preciso (Repetible y Reproducible ) y i-tneal -
( en el intervalo de concentraciones probado ), para cada uno

de los componentes de la Proterciclina ( CAF y PMT ).

Se logrd el objetivo de este trabajo que era : Desarrollar —
un Método Analftico por Cromatograffa de LLfquidos de Alta
Resotucién ( CLAR ), para separar y cuantificar cada uno de

los constituyentes de 1a Protercicliina .
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11.

11.1.

APENDICES DE FORMULAS APLICADAS A LA

EVALUACION ESTADISTICA .

APENDICE I.

EXACTITUD .
Modelo Probablilistico :
SR AR x
t calc, = e ————
S/

a contrastar :

Hipbtesis
Ho : H =
Ha B ‘ H ; ~
Inferencia :
Si tcalc. <t t(0.95 , =1y ? no se rechaza Hg, 'y se
= 100 % ).

puede concluir que el método es exacto ( H

85



Intervalo de Confianza para el 95 % de probabllidad ,

con n o~ 1 grados de libertad

1.C. = = ¥ e
95%
Férmulas
Ex
Media Aritmética : x =
n
; m(xy - x)2
Desviacién Estandar : s =
n - 1
p=1
Error Estdndar Aproximado : E.S. =

Error Méximo de Estirmacidn
para el 95 % de probabilidad con

n — 1 grados de libertad : [ = E.S. t(0.975,n—-1)
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11.2 APENDICE 1.

REPETIBILIDAD ,

- Modelo Probabilistico
- s
n-—-1 s
2 < >
caic. 2
o
-~ Hipbtesis a contrastar
Hy 2 o s 2%
H, : 23 > 2 %
- Inferencia
2 .2
p=31 =i - =i » No se rechaza H
calc, (.95 , n=1) 2

y se puede conclulr que el método es repetible ( 0 & 2% ) .

o
~



Intervalo de Confianza para el 95 % de probabilidad,

con n -1 grados de libertad :

(n-13 s? (n-1) s2

2

(0,975 , n—1) (0.025 , n—1)

Formuas

Varianza :



11.3 APENDICE = 111

LINEARIDAD

Inferencias acerca de la Ordenada al Origen (@Y.

~ Modele Probabilistico

a - Ao
teale., =
S y/x 1 (mx )2
+ -
" W %)

- Hipbtesis a contrastar

HO H a = AO

H1 3 a ;é AO

Dor\dPT



Inferencia :

st ,' no se rechaza Hy y'se

calc, '<_ t(0.95 s N-2).

puede concluirque - a = 0,

Intervalo de Confianza para el 95 % de probabilidad ,

con n -2 grados de libertad

+
- sy/x 1

a t
(©.975 , n~2) +

Inferencias acerca de la Pendiente (b ).

Modelo Probablilistico :

(b-8B4) Sy q (n=-=-1)

v/x

t calc.

S0



HipStesis a contrastar

Ho H b = Bo
Hq s b = ‘ BO—
Donde - ,BO = 1

Inferencia :

St tcale. = t(o.ss ,n—2) , nose Eec:haza Ho Y se pue

de concluirque b =1

Intervalo de Confianza para el 95 % de probabilidad,

con n-2 grados ' de libertad

t0.975 , n-2) y/x

S . «! rm=—19

Férmulas

Recta de Regresién :



Ordenada al Origen

(By) (ExZ ) - @x) ®Exy)

n @Ex2) - (mx)2

Pendiente de la Recta

n Exy - (Ex) (=mY)

neExdy -~ (mx)2

Coeficiente de Correlacién Muestral

n Wxy - (Bx) (By)

N(nsz - (mx)2) (n=my® - (my)>?)

Error Estandar de Regresidén :

(my2) - aXy - bm(xy)

V%

o2



11.4.

APENDICE v .

REPRODUCIBIL.IDAD
Modelo =~ Matemdtico - ( 2" Factores Aleatorios ). :
v = poEA Dir + Aoji ot Egin

Notacidn g

Porcentaje cuantificado con el j—ésimo analista en

Yjik =

el i—ésimo dfa en ia k—-ésima repeticién.
Aj = Efecto del j-&simo analista en el % cuantificado.
Dy = Efecto del i—-&simo dfa en el % cuantificado.
ADji = Efacto debido a la interaccidn analista - dfa.

Egikx = Error experimental.

®w
w



Inferencias :

A Efecto” por: Analista . :

SR b b O

=1 .G~
Nb existe efecto por analista .
s) Efecto por Dfa .
s : LG.L.D. 11
I Feate.o = Fo.osy 00 G- - a-

G.L.,AD, -1y -1
No existe efecto por dfa .

Cc) Efecto por interaccion Analista - Dfa .

St Fe.anp = Fo.08y con S:b-AD.  G=1) G-1)

G.L.E. (i—=1) (k1)

No existe efecto por interaccién analista -dia .

Q94



TABLA DI ANADEVA . - ANALISIS DE VARIANZA -

Fuente de Gr\a os de

Varlacién'

CLibrtad

Sumatoria de Cuadrados calculada

C S.C; b]

A
D[ B ‘ 7‘ b(l- N
CADj gt

52
=
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TABLA DI ANADEVA ¢ Jonttnuacién ) .

Fuente de F  caleulada

Varlé:léh .

Gtk
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