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1 • INTRODUCCION. 

En los Últimos años se han introducido a la terapeútica numero­

sas asociaciones de antibi6ticos con resultados muy variables, y en 

algunos casos hasta negativos .. e 1 ) 

Sin embargo, algunas asociaciones, por tas características de 

los componentes., alcanzan a prevenir ta selecci6n de cepas bacteri~ 

nas resistentes y ampl ian el espectro antibacterlano de los antibl6tl­

cos que ta constituyen. 

Una asociación antibi6tica 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 ta consabida llmitaci6n en et em 

pleo por v(a parenteral de antibi6ticos de amplio espectro del gr~o 

de las tetraclcl inas, existen formulaciones, en las que el componen­

te tetracicltna esta ligado a otro antibi6tico, un ejemplo de este tipo; 

es la Prol:erciclina que es una combinaci6n equlmotecular obtenida -

mediante ta sal ificaci6n de Succinato de Cloranfenlcol ( CAF ) y 

la Pirrolid{n-metil-tetracicltna ( PMT ) Las dos sustancias 

estan unidas entres( con una ligadura salina y según una relaci6n e~ 

tequi6metrica constante. e 2) 

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



todo espectrofotométrico, en el que se hacen lecturas a dos longitudes 

de onda, estas son : 357 .5 nrn que es el máximo correspondiente a 

la Pirrolldín-met!l-tetraciclina ( PMT) y 273 nm que es el máxi­

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 específico,, debido a que el 

CAF por hidr6lisis pasa a Cloranfenicol Lev6giro ( 3 ) , el que ta'!!. 

bién posee el grupo p-nltrofenilo y es a este grupo al que se le deben 

las propiedades espectrofotométricas. 

Considerando lo anterior, y sabiéndo que la Crornatograf(a de 

Líquidos de Alta Resolución ( CLAR), es una técnica de separa­

ción, identificacl6n y cuantlflcación muy versátil, en este trabajo se 

desarrolló y validó estadísticamente un Método Analítico por CLAR 

para ta separación, ldentiflcación y cuantificaci6n de cada uno de los 

componentes de la Proterclcllna. 
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2. MONOGRAFIA. 

2.1. Nombre Genérico 

2 .:2. Nombre Qu(mlco 

2.3. F6rmula Estructural 

~H-COCllCl2 

AH-CH2-00~H2 

y cu2-coo­

No2 

Proterci et lna ( 4) • 

Acido succtnlco oe - ester con 

D (-)treo 2.2-c:1tctor>o-N {J3-h..! 

dr>oxl- .,. -(hldroximetil)-p-ni-

tr>ofenit )- acetamlda compue~ 

to con 4-(dimetlt amlno)-1, 4, 4a, 

5,5a,o,11,12a-octahidro-3;6,10. 

12, 12a-pentahldroxi-6-metil-1, 
1 

11-dioxo-N-(1-pirrolldinmetll)-

2-naf'tacencarboxamlda. ( 4 ) 

OH 

CONHCH2 
OH 1 

o 
Figura No- 1 
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2,4. F6rmula Empírica , 

2.5. Propiedades Fisicoqul:mtcas. 

2.5,1. Peso Molecular, 

Descripcl6n 

Solubllldad : 

Humedad: 

2,5,5, pH 

C 42 H 49 O 16 N 5 Cl 2 ( 4 ). 

950.30 ( 4). 

Polvo amarino claro brillante , 

sabor amargo, olor caracterís­

tico, se descompone entre 140º 

y 144° e produciendose una co­

loracl6n café, es también deseo'!!_ 

puesto por la luz ( 4 ) , 

Muy soluble en agua¡ poco solu­

ble en alcohol; prácticamente ln·· 

soluble en éter, l tgroina y hexano 

( 4 ). 

No debe ser mayor del 3% cal cu-

lado por Karl-Fisher ( 4). 

Una solucl6n al 1% esta entre -

5,5 y 7,5 ( 4). 

4 



2 .6.1. 

2.s.2. 

2.6.3. 

Ensayo Por el método espectrofotomé­

trlco ( 5 ). Contlene entre el 

90% - 110% de Plrrolldln-rne­

tll-tetracícl ina (PMT) y de -

Succinato de Cloranfenicol 

(CAF) sobre producto seco. 

Propiedades Farmaco16glcas • 

Toxicidad 

Pír6genos 

Esterilldad 

DL 50 : 126 mg / kg. de peso 

corporal. Técnica de M, Gtor:: 

gi - A. Sardi ( 6 ) • 

NingCn conejo debe presentar ~ 

mento de temperatura. de más -

de o.s ºC y la suma total. de los 

aumentos de temperatura de tres 

conejos no debe ser mayor de -

1.4 ºC ( 4). 

Debe .ser estéril • método util i­

zado Fil tra.cl6n por Membrana 

( 4) • 

5 



2.6.4. Sustancias de Tipo 

Histamlnico : 

Concentraci6n Mínima 

Inhibitoria : 

El problema es satisfactorio -

sl el efecto hipotensivo de éste 

no es mayor que el efecto hip~ 

tensivo obtenido con 0.1 mcg. 

de Histamina base por kg. de 

peso e 4). 

Segón técnica ( 6 ) ; Cepa u­

tit izada: Sarcina lutea ; con­

centraci6n: 0.225 mcg./ml. 

6 



3. ANTECEDENTES DE LA CROMATOGRAFIA. 

La Cromatograffa es una técnica que el homl::>re ha utllizado -

desde años atr{is, t. Smith ( 7 ), comenta que Plinio el viejo me!! 

ci.ona una técnica que se podría llamar "Cromatografía en Papiro " 

empleando papiro, describe como los pigmentos de una tintura pue­

den separarse, extendiéndola en soluci6n sobre papiro. 

Pero fué hasta el siglo XIX cuando la Cromatografía empezó -

realmente a desarrollarse, en el año de 1850 F.F. Rl..rlge comprue­

ba que tos cationes inorgánicos, se separan por migración diferencial 

sobre papel, es entonces cuando se puede decir que nace la Cromato­

graffa en Papel • la cual se desarrolla durante ta décad.a de tos afias 

40's. En el año de 1900 D. T. Day en et primer congreso del p~ 

tróleo, comunicó, que at pasar el petróleo por un lecho de ti.errasª.!! 

sorbentes, el líquido resultante presenta distinta composición que el 

\(qui.do inicial, siendo esta ta primera información de Cromatograffa 

en Columna. Posteriormente en el año de 1903 Tswett utilizó -

la Cromatografía en Columna para separar extractos vegetales co­

loreados, de lo cual parece ser que derivó el término "Cromatogr!:!, 

ffa" ( 8) 

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

Cromatograffa de Gases • esta técnica se empieza a desarrollar -

7 



te6rica y prácticamente y se apl lea a la investigaci6n de muchas es~ 

eles orgánicas e inorgánicas, lograndose un avance vertiginoso du~ 

te los años 50's y principios de los años 60's • 

Antes del año de 1967, las separa.clones cromatográficas en co­

lumna no se habfan desarrollado en forma 6ptlma, por esta raz6n 

ta técnica se hab(a vlsto como lenta e ineficiente ( 9 , 10 ) , pero a 

mediados del año de 1968 y principios de 1969 la Cromatograf(a en -

Columna sufrió cambios dramáticos, al grado que se volvió un rival 

de ta Cromatografía de Gases. 

Los cambios que sufrió la Cromatograffa L(qulda en Columna 

se debieron al gran desarrollo teórico ( 11 , 12 • 13 • 14 • 15 , ·15 y 

17) • as( como por el avance técnico en el tipo de material de empa­

que de las columnas cromatográflcas ( 18 • 19, 20 y 21 ) , por el 

uso de detectores como el fot6metro de U. V. • el detector de fl uore~ 

cencla, detector de ionlzaclón de flama, detectores potarográflcos, d~ 

tectores radioactivos, de índice de refracción, etc. • y por el uso de -

val"'ios tipos de bombas. ( 22) 

Hoy en d(a la técnica que vino a revolucionar es llamada Croma­

togl"'af!a de Lfqu!dos de Alta Resolución ( CLAR ) • 

Ambas, Cromatografía de Gases y Cromatografía de Líqui­

dos de Alta Resolución son este tiempo dos técnicas eficientes y 1"'1'-

pidas. Sin embargo, muchas muestras simplemente no se pueden 

analizar por Cromatografía de Gases, debido a que no son lo sufi --
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cientemente volátiles y no pueden pasar a través de la columna 6 son 

térmicamente inestables y descomponen bajo las condiciones de ope-

raci6n. De acuerdo a lo anterior se observan ciertas ventajas de 

la Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución ( CLAR) so­

bre la Cromatografía de Gases, debido a que en CLAR las dos fa­

ses cromatográflcas ( fase m6vil y rase estacionarla ) se seleccio­

nan de acuerdo a las propiedades de ta muestra, ya que existe una -

gran variedad de tipos de material de empaque y con respecto a la -

fase m6vil se pueden seleccionar varios solventes adecuados 6 mez­

clas de estos, por otro tado tas temperaturas de operación son rela­

tivamente bajas. 

Debido al gran desarrollo técnico y teórico que ha surrido la 

Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución ( CLAR ) • esta 

técnica ha logrado una importancia arnplla en la Industria Farma -­

céutlca, Alimenticia y Petroquímica en los últimos años. 

Existe un gran número de trabajos reportados que se han desa­

rrollado por CLAR con resultados favorables ( 23), siendo hoy -

en día ta técnica que presenta mayor versatilidad. 

3.1. DEFINICION GENERAL DE LA CROMATOGRAFIA. 

" La Crornatograffa es un método físico de separación en el -

que tos componentes a desglosar se distribuyen entre dos Tases, una 

9 



de las cuales constituye un lecho estacionarlo de gran desarrollo su­

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

estacionario 11 
• e 24) 

3.2. CLASIFICACION GENERAL DE LA CROMATOGRAFIA. 

Cromatografía 

Cromatografía 

de L(quldos 

[ Cromatografía de Gases 

Cromatografía de Líquidos 

Plana { Cromatograffa en Papel 

Cromatografía en Placa 

c. Líq. - Líq. (Partici6n) 

c. Líq. - S6l. (Adsorci6n) 
Columna 

( CLAR) c. Intercaml)io !6nico 

c. Exclusi6n 

10 



4. 

4.1. 

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE AL TA RESOLUCION 

( CLAR ) 

DEFINICION DE CLAR • 

" La Cromatograf'ía de L(quidos de Alta Resoluci6n ( CLAR) 

es una técnica de separación, identificación y cuantificaci6n en la que -

tos componentes a separar se distribuyen entre dos fases, una fase es­

tacionaria que esta formada por partículas de diámetro pequeño y una 

fase m6vil que es un l (quido ó mezcla de l(quidos, la que es impulsada 

hacia la fase estacionaria por medio de altas presiones " 

4.2. METODOS DE CLAR. 

4.2.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDO - LIQUIDO ( PARTICION ). 

En 1841 Martin y Synge describen <.:na nueva técnica de separa­

ción: Cromatograft'a L(quido - L(quido, tar-nbién llamada Cromatogr~ 

f(a de Partición. 

En la Cromatograf(a L(quido - Líquido ( CLL ), las moléculas -

11 



de la muestra, se dlstrlbuyen entre dos trquidos inmiscibtes de acuer-

do a sotubitldades relatl\las. Un líquido es ta fase m6vit; el otro 

t(quldo ( fase estaclonarla ) es dispersado sobre un soporte muy flno 

• e inerte. Existen dos tlpos de CLL, basados sobre las polarlda-

des relativas de ta fase m6vlt y ta fase estacionarla : 

1. CLL en fase normal. 

El soporte, es cubierto con una fase estaclonaria polar, 

y ta fase m6vit es un solvente relativamente no potar. 

2. CLL en fase reversa. 

El soporte, es cubierto con una fase estacionarla menos 

polar, y ta fase m6vit es un solvente polar. 

CROM">TOGRAFIA LIQUIDO - SOLIDO ( AOSOR.CION ). 

La Cromatogr-af(a L (quldo - S6l ldo ( CLS ) , es el ml>todo más 

antlguo de ta Cromatograffa L{qulda, Fué desarrollado por Tswett -

en una columna abierta, posteriormente en los años 501s Klrchner ln-

traduce ta Croma tograf!a en Capa Flna , ta cual ha perdido fuerza -

frente a la Cromatograffa Líquida en Columna moderna ( CLAR) de-

bldo a ciertas llmitaclones que presenta, tales corno el tiempo, el uso 

de sustancias oxidantes t6xlcas usadas como reveladores, ademá.s, de 

12 



la versatll ldad que presenta la CLS moderna. Por otro lado , 

ambas son ampliamente usadas, la Cromatografía en Capa Flna -

por su parte se utlllza para una prlmera exploraci6n y los valores de 

Rf obtenldos, se pueden usar para predeclr los valores de factor de 

capacldad ( K' ) , en CLS , utlllzando el mismo sistema cromato-

gráfico. 

El fundamento de la selectividad en CLS , puede expresarse -

en términos de Adsorcil6n, entendiendose como Adsorclón, el fen6m!:, 

no en el cual el componente retenldo queda en la superficie interfacial. 

El proceso de Adsorci6n en CLS , puede expl lcarse como sigue: 

1. La retención de un soluto X • en CLS reqLiiere del desplazamle~ 

to de un nC.mero equivalente de moléculas del solvente (E) ad-

sorbidas ( fig. no. 2 ) • 

t LlJ m m 
r-----~ r---- ..... 
l(ill]: :o=i: ... ____ .J , _____ _. 

Figura No. 2 
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2. Supongase que se tier-ie una molécula de muestra, con grupos no 

polares de hidrocarburos, ta molécula es débllmente atraida por 

la superficie adsorbente polar, por otra parte muchos solventes 

ttenden a desplazar tales grupos no potares de la superficie; por 

lo que este tipo de moléculas contribuyen poco a la retenci6n • 

(fig. no. 3 ) • 

\\\\\\ \ \ \ \ \ 

Figura No. 3 

3. Otra caracter(stlca, es la presencia de sitios discretos de adso.!: 

clón, sobre la superficie adsorbente. La interacci6n 6ptima 

entre moléculas de soluto y la superficie de adsorci6n, ocurre -

cuando los grupos funcionales del soluto se sobreponen a estos -

sitios de adsorci6n. La sobreposici6n es fácil para solutos 

rnonofuncionales, pero para solutos polifuncionales puede ser -

que sea más dlffcil, sin embargo, muchos solutos pol!funciona-

les pueden sobreponerse más sobre ta superficie adsorbente, re 

14 



sultando una retención preferencial. e flg. no. 4 ). 

Figura No. 4 

4.2.3. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION • 

La Cromatografía de EXclusl6n de Tamaño, es también Uam~ 

da Cromatograf(a de Gel, Filtración en Gel, o Cromatografía de 

Permeacl6n en Gel 01 Se utiliza principalmente para separar ca~ 

puestos de al to peso molecular ( PM :> 2000 ) particularmente no ióni-

cos. Por medio de este método se separan tas moléculas de acue.!: 

15 



do a su tamaño efectivo en soluci.6n:ii utilizando una columna con el ta-

maño de poro adecuado. La retenci6n ocurre cuando moléculas -

peqL1eñas, entran en el poro y moléculas grandes se mueven a través 

de la columna y aparecen primero en el crornatograma. 

El método es ampl lamente usado para obtener distribuciones de 

peso molecular de potímeros sintéticos. Sin embargo, macrom~ 

léculas individuales como proteínas y ácidos nucleicos han sido bien -

separados. 

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO ( CII ). 

La Cromatografía de Intercambio I6nico, fué el primer método 

que se usó bajo condiciones modernas de Cromatografía Líquida. 

El mecanismo de retención por el cual opera la Cromatograf!a 

de Intercambio I6nico ( CII ), es simplemente un intercambio de lo -

nes:ii iones X de la rnuestra.1 iones Y de la fase móvil y grupos carga­

dos R de la fase estacionaria : 

Intercambio Aniónico 

X + y + 

16 



lntercamblo Catiónlco 

x+ + R y+ y+ + R - x+ 

Iones de ta muestra que lnteractuan débilmente con el grupo car­

gado R de la fase estacionarla, son débilmente retenidos y eluyen fác~ 

mente. 

La CU es comunmente utilizada para separar compuestos i6ni -

ces,. tales como sales, áci~os orgánicos y bases que pueden existir en 

forma ionizada bajo condiciones especiales de pH, se ha utilizado para 

el análisis de fl uldos biol6gicos como suero y orina, as( como en el a­

nálisis de prote(na.s. 

4.3. PROCESO CROIV\ATOGRAFICO. 

En todo proceso cromatográñco,. existe l..1na distribuci6n de las -

moléculas en cuestl6n (X ) , entre dos fases ( una Fase estacionarla 

y una fase móvil ) • 

Por otra parte, el proceso cromatográfico se ve afectado por 

dos caracterfstlcas báslcas : 

17 



4.3.1. LA MIGRAC!ON DIFERENCIAL • e 2s) 

La migración diferencial, depende del equilibrio de distrib~1ci6n 

de cada compuesto entre la fase móvil y ta fase estacionaria. 

Suponemos que se tiene una mezcla de compuestos A y B , al 

ser inyectados en una colL1mna cromatográfica, se va a observar que 

ambos compuestos A y B , van a distribuirse de manera diferente er!_ 

tre las dos fases cromatogr~:ftcas ( fase móvil y fase estacionaría ) , 

supóngase que el compuesto A , tiene mayor afinidad por ta fase esta­

cionaria, y que, el compuesto B , por la fase m6vU, la velocidad que 

adquiere et compuesto B , dentro de la columna cromatográflca depe~ 

de de la velocidad de la fase m6vi l ( Vm ) , por lo que el compuesto 

A , se va a mover a una velocidad diferente a la del compuesto B. 

Entonces diremos que ta mlgraci6n diferencial es la velocidad 

con.la que cada compuesto X, se mueve a través de ta columna crom~ 

tográflca, y es determinada por el número de moléculas de este com -

puesto X , en la fase m6vll en un instante, las moléculas que no se -

mueven a través de la columna cromatográfica pasan a ta fase estact2 

naria. 
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4.3.2. LA PROPAGAC!ON MOLECULAR • ( 25) 

Cuando la fase m6vil se va desplazando dentro de ta columna cr9_ 

matográf!ca, su velocidad va can1biando a través del tiempo, debido a 

que, el flujo de la fase móvil no es constante, porque el líquido se 

adhiere a las partículas de la fase estacionaria, ocasionando asr que -

tas partículas de muestra que van al centro de la corriente, se muevan 

más rápidamente que las que tienen contacto con la fase estacionaria, 

por otro lado cuando et rnaterial de empaque es poroso, ta 'fase m6vil 

pa3a a través de estos poros, to que hace que las partfculas de mues­

tra que cnen dentro de los poros tarden más en difundir que tas que no 

caen dentro del pero. 

De lo dicho anteriormente se deduce, que si ta 'fracci6n de las -

mot_éculas X en la fase m6vil es cero, no existe mlgraci6n diferencial 

y por consiguiente la retenclón es igual a C'3ro y la velocidad ( V x ) -

de las moléculas X es cero, por lo tanto, si todas las moléculas X -

se encuentran en la fase móvil• existe migración diferencial y la re -

tención será igual a La unldad y la velocidad ( Vx ) de las moléculas 

X será Igual a la velocidad de la fase móvll ( Vm ) • 

Retención es la velocidad de migración relativa del compuesto X 

y puede expresarse por la siguiente fórmula 
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Donde 

4.4. 

4.4.1. 

Velocidad de las moléculas X. 

Velocidad de la fase móvil. 

Fracción Cle moléculas en la fase móvil. 

DEFINICIONES BASICAS 

VOLUMEN DE RETENCION 

Volúmen de retención, es el volC1men total de la fase móvil requer_!. 

do para elulr 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 

Tiempo de retención, es el tiempo que transcurre desde que se -
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inyecta> hasta que elt.Jy'e una determinada banda> tomando como refe-

rencia el máximo de esta. 

El tiempo de retenci6n, puede usarse para identificar un com -

puesto X , tentativamente, por con1paración con un valor de tiempo -

de retenci6n de un compuesto conocido, en e\ mismo.sistema croma-

tográfico e fig. no. 5 ) • 

1 
1 
1 
1 
1 

... ~ 1 
ul 
f 1 

'R 

Figura No. 5 

4.4.3. FACTOR DE CAPACIDAD 

L 
TIEMPO 

( K' ) • 

La definlcl6n fundamenta\ del fa<::tor de capacidad K' • es dada 

por \a slgulente ecuacl6n : 
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K' 

Donde número de moles totales de X, en la fase es­

tacionaria. 

número de moles totales de X, en ta fase m6vil. 

El factor de capacidad K' , es una medida sencilla de retenci6n, 

y es el término que se usa más frecuentemente para identificar o loca­

l izar una banda cromatográfica. 

En términos de retención 8 el factor de capacidad K' , puede esti­

marse por slmple inspecci6n del cromatograma e ver fig. no. 6). por 

rnedio de la siguiente ecuación : 

K' 

Donde K' 

tRA 

Factor de Capacidad. 

Tiempo de retenci6n de la banda A. 

Tiempo que transcurre, en el que la fase m6-

vll y la muestra se separan. 
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·3 l 
.,, l 

l 
1 

:! 'r'º -1 =. 1 

1RA 

.5 ¡..._~~~~~~~~~-" 

TIEMPO 

Figura No. 6 

NUMERO DE PLATOS TEORICOS ( N ) • 

Et ancho de ta banda W en Cromatograf(a L(qulda en columna 

es comunmente expresado en térmlnas del número de plo.tos te6rtcos 

de la columna. : 

N 16 ( 

La eficlencia de una columna es ta capac\dad que t\ene esta, pa-
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radar bandas estrechas y es descrita por la altura equivalente de un 

plato te6rico ( H ) , bajo condiciones específicas de operación, por 

unidad de longitud de la columna ( L ) . 

4.4.5. 

H 
L 

N 

FACTOR DE SELECTIVIDAD O FACTOR DE 

SEPARACION oc ) • 

Es la relaci6n de tlempo, en et cual tas dos bandas, permanecen 

en ta fase estacionaria .. 

t 
RA 

t 
o 

K' B 

K' 
A 

El factor de separacl6n oc nos dlce cuando una banda eluye re­

lativamente de otra, y se ve afectado por cambios en ta composicl6n -

de la fase m6vl\ y/o en ta fase estacionaria, es decir que se refiere 

a la qufmica envuelta en todo el sistema cromatográfico. 
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4.4.6. RESOLUCION ( Rs ) • 

" El término resolución es generalmente usado en Cron1atogra-

fía, para medir La separacl6n de dos componentes sucesivos ". ( 26 ) 

Donde 

En términos cromatográficos Resolucl6n se define : 

1--­
¡ 
f--- 1RA 

1 
1 

~:; f 

l' 
TIEMPO 

Figura No. 7 

Rs 
tRA 

Tiempo de retenci6n de la banda A 

Tiempo de retencl6n de la banda B • 

Ancho de la banda A • 
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twB Ancho de ta banda B • 

4.5. .INSTRUMENTACION. 

4.5.1. PARTES FUNDAMENTALES DE UN CROMATOGRAFO 

DE LIQUIDOS DE AL TA RESOLUCION. 

RECIPIENTE 
fASE MOVIL 

INYECTOR 

~ COLUMNA 

REGISTRADOR 

OEHClOll 

L_ __ ~ 
Figura No. 8 
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El cromat6grafo de Hquidos de alta resoluct6n, consta de las si-

9uientes partes ft.1ndamentales : recipiente de la fase móvil, bomba, -

inyector, columna, detector, registrador y algunos modelos más sofis 

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

CARACTERISTICAS GASICAS DE LOS COMPONENTES 

DE UN CROl'V\ATOGRAFO DE LIQUIDOS DE AL TA 

RESOLUCION • 

Bombas : 

Deben cumplir con los slgulentes requlsltos : 

Que sea químicamente inerte. 

Que alcance altas presiones e 5000 lb/plg2 ) • 

Alta reproduclbllidad de flujo. 

Que sea exacta e flujo constante ). 

Pulsaciones suaves ( ruido de la bomba mfnimo ). 

Columnas : 

El incremento exponencial en la tecnologfa de columnas, ha sido 

una parte fundamental en el avance de la CLAR, debido a que la col u~ 

na no solamente ha aumentado la veloctdad, resolución y sensitividad -
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de la técnica, si.no que ha influido en el desarrollo de ta instrume:.nta.-

ci.ón. Las columnas erripacadas para CLAR , se pueden ctasific::ar 

en dos ca~egortas 

1 ) Lecho de capo. porosa ( 30 - 40 micras ) • 

2 ) ~l\icropartículas e 5 - 10 micras ) • 

Existen hoy en d[a una gran variedad da empaques~ para cada u­

no de tos métodos de CLAR , que se pueden seleccionar de acuerdo a 

tas necesidades existentes. 

Para estar segur""o de contar can una co\ umna adecuada deben ev~ 

tuarse los siguientes puntos : 

Eficiencia de la columna ( N , número tle platos te6rlcos ). 

Parámetros de retención ( tR , I<' ) • 

Factor de separación ( oc ) • 

Slmetr(a de bandas crornatográflcas 

Presión del goteo ( bajo condiciones espec(flcas de veloci -

dad de flujo, fase m6vi\ y temperatura ) • 

Concentraci6n de \a fase orgánica empacada 

Detectores 

E\ detector es una parte importante del cromat6grafo de \(quldos 

de al ta resolución, ya que,, cuantlfica la magnitud de los componentes 



que se ha.ce pasar como una señal el l<ctrica hacia '-"' registrador que -

dá et cromatograma. 

Existen varios tipos de detectores que se usan en CLAR atgu -

nos de estos son : detector de absorci6n de U. V. y visible, de 

fl.uorescencla, de lonlzacl6n de flama, polarográ.flco, radioactivo e 

índice de refraccl6n entre otros. -Un detector eflclente debe curn-

pl Ir con los siguientes requisitos 

Al ta senslbll ldad. 

Alta preclsl6n. 

Responder a todos los salutes, tener especlflcldad. 

Ampllo rango de llnearidad. 

Relativa lnsenstblllclad a cambios de tempé¡ratur;:;. y fl.1.Jjo 

de ta fase m6vll • 

Que no contribuya al ensanchamiento de ta banda. 

Que no destruya la muestra. 

Que de informaci6n cualitativa sobre ta banda crornatog~ 

fic:>. deseada. 

Respuesta rápida. 

Que sea redlti.able y conveniente para su uso. 

Fácil • .de operar, 
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5. ANALISIS CUANTITATIVO. 

El aspecto mAs importante de la CLAR • as la capaclded de~ 

llzar cuantitatlvan>ante una amplia variedad de muestras, slenclo asta 

técnica mU'J versátil. En la lndustrla Farmacéutica se le ha dado 

gran Importancia y se ha desarrollado grandemente, tal es el caso que, 

se requiere de esta para el an6t lsls de rYrtina en el laboratorio de CCJ!! 

trol de calidad. 

Por otra parte, la precist6n y exactitud de Ln an6llsls cusntltatt­

vo. solo puede obtenerse cuando se real izan cada .una de las fa.ses del 

anátlsls con mucho cuidado y dedicacl6n, desde el muestreo hasta los 

c:álc:ulos finales. 

5.1. METODOS DE MEDICION DE LA BANDA 

CROMATOGRAFICA • ( 25) 

5.1.1. AL TURA DE LA BANDA CROMATOGRAFICA • 

En este método, se mlde la altura del plco desde la Hnea base -

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



n 
Figura No. 9 

s.1.2. AREA DE LA BANDA CROMATOGRAFICA. 

Para medir el área del pico existen varios métodos. 

a) Una técnica simple, es medir ta altura del pico y multiplica.!: 

la por el ancho del pico a la mitad de ta altura del pico • 

( flg. no. 10) 

Figura No. 10 

' .... 



b ) Técnlca de ta ti-·k:i.n:;:;Lilac.:i..:'..n. Por rnedio de esta t&...-:nica, 

se calcula una cantidad Pr-oporcior,al al. área., midiendo la al-

tura del pico y multipticandola p..:11:...-e.l ancho do la base de..l pl_ 

co. (fig.no.11) 

Figura No. 11 

e ) Técnica de cortar Y pesar. ~a precisi6n de este méto-

de depende del j:'f'::'.~o ccnz::t:-,nte del püpel. ( ftg. no. 12) 

,(\ l 

~L 
Figura No. 12 



d ) Ptanimctr(a. Por medio de un instrumento, mecanlca-

mente se integra et área det pico por medio det per(metro-

del pico; es usado para picos no si.métricos. ( fig. no. 13) 

A 

l 
Figura No. 13 

e ) Por medio de un integrador mecánico, que atgunos equipos 

ya tienen integrado, automáticamente produce ta indicación 

det área det pico . ( fig. no. 14 ) 

Fl.gura No. 14 



f) Integrador electronico digital ; es más sofisticado, la exac­

titud depende de la buena resoluci6n. 

METODOS DE CALIBRACION • 

Los métodos para determinar la exactitud y precisión de \...!na téE;_ 

ni.ca anal(tica,. estan sujetos a la comparación con un estándar de pur~ 

zei. y concentración conocidas. Existen dos métodos de cal i.braclón: 

5.2.1. METODO DE ESTANDAR INTERNO • 

Se adiciona un compuesto conocido a la muestra desconocida., en 

una concentración fija, esto clá un pico separado en el cromatograma. 

Se determinan las alturas o las áreas de ambos; se grafica el º9. 

ciente de la altura o área del pico de interés entre la altura o área del 

pico del estándar interno v.s. la concentraci6n del compuesto de int~ 

rés. 
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METODO DE ESTANDAR EXTERNO • 

En este método se construye una curva de cal ibreci6n utilizando 

muestras estandares del compuesto de interés a diferentes concentr~ 

clones y volúmen fijo. Para construir la curva de callbraci6n se 

graflca el tamaño del pico ( al tura o área ) v. s. concentraci6n ; si 

la curva de callbraci6n es lineal y se intercepta al origen, se calcula 

el factor de callbraci6n S , como la pendiente de la curva a través­

del origen~ 

s. 

6.1. 

VALIDACION ESTADISTICA DE METODOS 

ANALITICOS. 

GENERALIDADES • 

Un método o técnica anal (tica, se fundamenta en la medicl6n de -

una o varias propiedades del material de estudio, de esta forma, para 

validar C.J.lalquier método o técnica anat(tica es indispensable el empleo 
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de ta estadística, que hace posible obtener de un número conocido de 

datos obtenidos experimentalmente, estimadores válidos de los " va 

lcres verdaderos '' de la propiedad medida; esto se logra por la tn­

troducci6n de modelos matemáticos que constituyen abstracciones de 

la realidad, que solo representan las propiedades relevantes para la 

hipótesis planteada,, ignorando el resto de las propiedades presentes. 

6.2. TIPOS DE ERRORES. 

Cualquier proceso de medici6n esta sujeto a error, el que pode­

mos definir como la diferencia entre un valor observado o medido y -

el "valor verdadero " (más probable). 

vidir en dos tipos : 

E 1 error se puede di-

e.2.1. ERROR SISTEMATICO O DETERMINANTE 

Este tipo de error es introducido por el uso de un método anal r­

tico inadecuado, pobre juicio o vías inconsistentes de parte del anal is­

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



a ) Error constante (absoluto ) • 

Se reflere a un error sistemático lndependlente de ta con -

centract6n verdadera de la sustancla ; es orlglnaclo por se­

tectlvldad lnsuflclente, interferencias e inadecuadas corree 

clones con blanco entre otros. 

b ) Error proporclonal ( retatlvo ) • 

Es un error slstemátlco que depende de la concentracl6n de 

ta sustancla y se expresa en unidades relativas, tates como 

porcentaje; es causado por ta s~oslcl6n Incorrecta de ll -

nearldad, y por dif'erenclas en \as pendientes de las t(neas 

de caUbract6n de la muestra y el estándar. 

Exlsten varlos métodos para estimar el error sistemático-

como ejemplo tenemos 

queo de l lnearldad. 

experimentos de recobro y che--

ERROR ALEATORIO O lNDETERMINANTE • 

Este error permanece aún cuando todos los errores slsternátlcos 

han sido ellmlnados. La varlabl\ldad es la manlfestacl6n de erro-

res aleatorios, es causado por llmltaclones inherentes en el método -
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obser-vaclonat ; esto puede mlnlmlzarse pero no eliminarse, y da lu­

garata lmpreclsi6n del método. 

6.S. 

6.S.1. 

6.s.2. 

s.s.s. 

DEFINICIONES BASICAS EN LA VALIDACION DE 

METODOS ANALITICOS. 

EXACTITUD. 

Concordancta entre un valor determinado experimentalmen­

te (estimador ) y un valor de referencia. 

PRECISION. 

Concordancia entre mediciones repetidas que se dispersan -

alrededor de un valor central y se expresa en términos de -

repetlcl6n y/o reproduclbllldad. 

REPETlBILIDAD • 

Es ta preclsl6n de un método expresado como la concordan­

cia obtenida entre determlnaclones lndependlentes estaoteci­

das por un soto anattsta usando el mlsmo aparato y t1'cnlca. 
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6.3.4. REPROOUCIBILIDAD 

Es ta precisión de un método expresado como la concordan-

cia obtenida entre determlnaclones obtenidas por el mismo-

método o material de prueba identlco, pero bajo dlferentes-

condiciones (analista, aparato, laboratorio y/o dif'eren-

te tlempo). 

6.3.5. LINEARIDAD • 

Grado en el que una curva de cal ibraci6n se aproxlma a una 

t(nea l"ecta. 

6.3.6. ESPECIFICIDAD . .~ 

La medlci6n se debe solo a ta sustancia por determinar y no 

a otras sustancias que puedan estar presentes en el material 

por analizar. 

6.3.7. SENSIBILIDAD • 

M(nlma cantidad detectable del compuesto por analizar. 
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7. 

7.1. 

PARTE EXPERIMENTAL • 

EQUIPO. 

Balanza analítica Mettler H35AR • 

Espectrofot6metro U.V. -VIS Perkln - Elmer Mod. 552. 

Bomba de vacio Koblenz Mod. CGP 134 • 

Equipo para filtracl6n: Solvent Clarlficatlon Klts MiUlpore. 

Cromat6grafo de Líquidos de Alta Resoluci6n Waters Ass. 

equipado con 

Bomba para Cromatografía: Waters Ass. Mod. 6000A Sol­

vent - Del lvery System • 

Inyector 

Columna 

Mod. U6K Waters Ass. 

Módulo de compresi6n radial Z - Module™ con 

cartucho radial Pack c 18 ( 10 cm x 4 mm ) Waters Ass. 

Detector : U.V. de onda variable Lambda Max. Mod. 481 

Waters Ass. 

Procesador de Datos : Waters 730 Data Module 

Jeringa : Hamllton de 25 mcl. de capacidad. 
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7.2. /V\A TERIAL • 

Matraces vol um€tricos 25 ml. Pyrex 

Matraces vol um€tricos 10 ml. Pyrex 

Pipetas vol umétr!cas mi. Pyrex 

Probeta graduada 25 mi. Pyrex 

Membrana de fil traci6n acuosa 0.45 }'m• Millipore • 

Membrana de ftl traci6n orgánica o.so }'m• Millipore 

7.3. REACTIVOS. 

Agua bldestilada. 

Metanot Llchrosolv grado Cromatográfico ( Merck ) 

FoSfato de Dibutl!amina 0.05 M 

Protercicl ina sustancia de referencia • 

7.4. METODO. 
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7 .4.1. PREPARACION DE LA SOLUCION DE 

REFERENCIA • 

Pesar aproxlmadamente 50 mg. de Proterciclina de ref'eren­

cia y colocartos en un matraz volumétrico de 25 ml., disolver y -

af'orar a volúmen con agua, tomar una atCcuota de 1 ml. de esta SE_ 

lucl6n y colocarla en U'"l matraz volumétrico de 10 ml. aforar avo­

túmen con agua, ta solución que resulta tiene una concentración de -

0.2 mg./ml. 

PREPARACION DE LA SOL.UCION MUESTRA. 

Pesar aproximadamente 50 mg. de Proterclcllna muestra y 

colocarlos en 1.n matraz volumétrico de 25 ml., disolver y af'orar 

con agua hasta el vo\C.men., tomar una alícuota de 1 ml. de esta s2 

lución y colocarla en un matraz volumétrico de 10 ml. af'orar avo­

tt'.imen con agua, ta solucl6n que resulta tlene una concentraclón apr~ 

xlmada de 0.2 mg./ml. 
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7.4.3. DETERMINACION DE SUCCINATO DE CLORANFE~ 

COL ( CAF ) Y PIRROLIDIN-METIL-TETRACICLINA 

( PMT ) POR CLAR • 

Inyectar 5 mcl. de la solucl6n de referencia y 5 mcl. de la SE_ 

luct6n muestra, bajo tas siguientes condlclones cromatográflcas : 

Fase m6vll 

Columna 

Longltucl de Onda 

Senslbll ldad : 

Vetocldad de Flujo 

Velocldad de Carta. 

7.4.4. FORMA DE CALCULO • 

Agua: Metanol Llchrosolv: D 4 

( 40 : 60 : 1 ) 

M6dulo de compresl6n radial. 

Cartucho Radial Pack c 18 • 

U.V. 269 nm. 

O.OS AUFS. 

2.0 mi ./rnln. 

o.s cm./rnln. 

Método : Estándar Externo • 

F6rmUlas 



Donde 

ARM 
X CE 

ARE 

CEM 
X 100 3 Rec~erado 

Area Relatlva de la Muestra. 

Area Relativa del Estándar. 

Concentracl6n del Estándar. 

Concentracl6n Experlmental de la Muestra. 

Concentracl6n Te6rica de la Muestra. 
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7.5. VALIDACION ESTADISTICA. 

7.5.1. ESPECIFICIDAD • 

Para demostrar la especlficidad del m/!;todo analítico por CLAR 

para Proterclcllna, se anallzar6n muestras de Proterclcllna, bajo 

las siguientes condtclones : 

Temperawra ( •e ) 

137 

45 

45 

60 

60 

60 

70 

Tlempo ( días ) 

71 

54 

59 

52 

70 

99 
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7.5.2. EXACTITUD ,; REPETIBILIDAD Y LINEARIDAD 

(PMT). 

Con objeto de evaluar la exactitud, repetlbilidad y linearidad del 

mli>todo analrtlco por CLAR • para la cuanttficac!6n de P!rrol idin-m~ 

tll-tetraciclina ( PMT) • se anatizar6n 15 muestras independientes, 

a 5 nlveles de concentracl6n dif'erentes (placebo cargado). 

7.s.a. REPROD UCIBlLIDAO ( PMT ) • 

Para la evaluacl6n de la reproducibllidad del mli>todo analítico por 

CLAR para PMT • se real.lz6 por dos analistas sobre muestras reales, 

haciendo cada uno tres aná1 isls de t..n mlsmo lote en dos d(as • 



7.5.4. EXACTITUD • REPETIBILIDAD Y LINEARIDAD 

( CAF ) • 

Con objeto de evaluar la exactitud, repetibilidad y llnearidad del 

método analítico por CLAR • para la cuantlficaci6n de Succlnato de 

cloranfenicol ( CAF) • se analizaron 15 muestras lndependlentes • 

a 5 nlveles de concentracl6n diferentes (placebo cargado ) • 

7.5.5. REPRODUCIBILIDAD ( CAF) • 

Para la evaluación de la reproduclbllidad del método analítico -

por CLAR para CAF • se reallz6 por dos analistas sobre muestras 

reates, haclendo cada uno tres análisis de un mismo lote en dos días. 
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a. 

8.1. 

RESULTADOS • 

ESPECIFlCIDAD • 

1~ 

FIGURA No. 15 

Cromatograrna de Plrrolld(n-metil-tetraclcllna 

( PMT ) estándar, con un t = 1 .96 mln. 
R 

4& 
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FIGURA No. 16 

Cromatograrna de Su=tnato de Cloranfenlcol 

( CAF ) estándar, 3.06 mln. 
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FIGURA No. 17 

Cromatograma de Cloranfenlcol Lev6glro 

( CL ) estándar, 2.76 min. 

so 



FlGURA No. 18 

Cromatograma de Proterclcllna estándar con 

1.96 mln. 2.75 mln. y 

3.05 mln. correspondlentes a 

PMT • Cloranfenlcol Lev6giro , y CAF -

respectivamente. 
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FIGURA No. 19 

Cromatograrna de Proterciclina muestra con 

'R 1.96 min. ~ 2.74 min .. y 

'R a.os min. correspondientes a 

PMT . Cloranfenlcol Lev6glro y CAF 

l"'espectlvamente ; en condiciones normales. 

5:;¡ 
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FIGURA No. 20 

Cromatograma de Proterciclina sometida a 

tos slgulentes resultados 

PMT 100.03 % (~ 1.96 mln. 

CL 7.39 % 2.71 mln. 

CAF 100.00 % (~ 3.04 mln. 
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FIGURA No. 21 

Cromatograma de Protercict lna sometida a -

45ºC por 54 dias 

PMT 93.45 % ( ~ 1.96 mln. ) 

CL 13.80 % ~ 2. 71 mln. 

CAF 83.66 'Ye ~ 2.99 min. ) 
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FIGURA No. 22 

Cromatograma de Protercicl ina sometida a -

45ºC por 69 d[a!" 

PMT 75.97 % ( tR 1.96 mln. ) 

CL 14.39 % ( t 2.71 mln. ) 
R 

CAF 67.44 % ( tR 2.99 mln. ) . 
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FIGURA No. 23 

Cromatograma de Pro tercie\ lna sometida a -

60ºC por 52 dlas 

PMT 69.70 :Yo t 
R 

1.96 mln. ) 

CL 14.48 3 ( ~ 2.43 mln. ) 

CAF 55.53 % ~ 3.02 mln. ) . 
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FIGURA No. 24 

Gromatograma de Protercict lna sometida a -

AOºG por 70 di as 

PMT 64.55 % tR 1.96 mln. ) 

GL 16. 71 % ( t 2.73 mln. 
R 

GAF 50.54 % tR 3.01 mln. ) . 
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FIGURA No. 25 

Cromatograma de Proterclcl lna sometida a -

VO"C por 99 dlas 

PMT 63.23 % ~ 1 .96 min. ) 

CL. 17.18 % ( t 
R 

2.73 min. 

CAF 50.64 % ~ 3.01 mln. ) . 
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FIGURA No. 26 

Cl"'Omatograma de ProterclcUna sometlda a -

70ºC por 41 dlas 

PMT 22.36 % 1 .eo mln. 

CL 13.71 % 2.76 mln. ) 

De acuerdo a \os cromatogramas obtenldos 

se observa que no exlste lnterferencla de\ CL 

en \a determlnacl6n de PMT y CAF • ya que 

solo se observa un aumento en e\ % de CL 

y una dlsmlnuci6n en e\ 3 de CAF • 
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a.2. EVALUACION ESTADISTICA ( PMT). 

TABLA No. I • Resultados obtenidos para la evatuacl6n 

estadística de la exactitud, repetibllidad y linearidad del método anal! 

tlco por CLAR para ta PMT • 

mg. adicionados mg. rect...perados % recobro 

( X ) (y) 

0.10 0.1005 100.50 

0.10 o.0995 99.50 

0.10 o.0994 99.40 

0.15 0.1493 99.53 

0.15 0.1485 99.00 

0.15 o.1486 99.06 

0.20 0.2019 100.95 

0.20 0.2019 100.95 

0.20 0.2036 101.ao 
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TABLA No. I • ( Continuación ) • 

mg. adicionados mg. recuperados % recobro 

(X ) <y) (y% ) 

o.25 0.2496 99.84 

0.25 0.2485 99.40 

0.25 o.2491 99.64 

o.so o.S041 101.ss 

o.so o.3001 100.00 

o.so o.2988 99.60 

Medla y 100.037S3 

Desviación Estándar 0.86Rf51 

, Número de Datos n 15 



s.2.1. EXACTITUD ( PMT ) • 

F6rmula de Cálculo Apéndice I • 

Prueba de HlpÓtesls 

HO }' 100 % 

H1 }' ¡l 100 % 

Resultados 

tcalc. 0.16683 

t 1. 7613 
(0.95. 14) 

no se rechaza H0 • por lo 

que se concluye que el mlíotodo es exacto. 

Intervalo de Confianza ( 95 % ) • 

99.55741 < }' < 100.51725 
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s.2.2. REPETIBILIDAD ( PMT). 

F6rmuta de Cálculo Apéndice II • 

Prueba de HlpÓtesls 

H1 

Resultado 

xi
2 

cate. 2.62855 

2 
xl (0.95 • 14) 

23.685 

2 
xl (0.95 , 14) xi

2 
cale. 

; no se rechaza Ho ~ 

y se concluye que el método es repetible. 

Intervalo de Confianza ( 95 '1c ) • 

0.63447 < O" < 1.36670 



s.2.3. 

i 
! 
... 
:¡; 

... 
E 

X 

y 

LINEARIDAD ( PMT). 

F6rmula de Cálculo Apéndice III • 

0.3 

o 2 

0.1 / 
/ 

/ 
/ 

/ 
/ 

/ 

0.1 

mg, 

0.20000 

0.20023 

Gráfica No. t 

0.2 

PMT 

B = -0.00084 

b = i.OO&SS 

r = 0.111171 

0.3 

1 adlctanadus) 

Sx 0.01319 

s y 0.07360 

sy/x 0.00195 
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a.2.3.1. INFERENCIAS ACERCA DE a 

( INTERCEPTO A LA ORDENADA ) • 

Prueba de Hlp6tesls 

a o 

a o 

Resultado 

- 0.14306 

t (0.95 • 13) 1.7709 

t 
(0.95 • 13) tcatc. 

no se rechaza Ho , y se 

concluye que a o • 

Intervalo de Confianza ( 95 ')'. ) • 

- 0.00410 < a < 0.00242 

Sé 



a.2.s.2. INFERENCIAS ACERCA DE 

( PENDIENTE ) • 

Prueba de Hlpótesls 

Ha b 

H1 b ¡& 

Resultado 

t 
cate. 

t(0.95. 13) 

b 

0.74853 

1.7709 

t(0.95. 13) > no se rechaza Ho • por 

1 o que se concl f..!Ye que b 

Intervalo de Confianza ( 95 3 ) • 

0.98995 < b < 1.02071 
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0.2.4. REPROOUCIBILIDAD ( PMT). 

TABLA No. ll • Datos obtenidos para el estudio del efe~ 

to de analista, día y analista-día para la reproducibil id ad del méto­

do anal(ttco por CLAR para la determinacl6n de PMT • 

F6rmula de Cálculo Apéndice IV. 

A N A L s T A 

( j = 1 ) ( j ·= 2 ) 

,..., 100. 7.4 100.82 

~ 

11 101.24 100.03 

-
'-' 101.00 98.58 

o 101.26 100.16 ,..., 
ru 

11 
100.81 100.42 

-
'-' 99,84 99.27 



:igy.2 '·. 121012,3203 
6 

2 
:E :s y lj. 

121016,2984 

3 

y: .. 
121012,1252 

12 

•v2. 
•J. 

121015,6352 

6 

2 
:s••Yljk 121021.3135 

De acuerdo a los valores de F calculada menores a los valores 

de F te6rlca ; se lnflere que no exlste nlngún efecto de alguna de las 

fuentes de varlaci6n en la determlnaci6n de PMT por CLAR , 

( Ver Tabla No. Ha ) • 
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TABLA No. na ANAL IS IS DE VARIANZA 

Fuente de Grados de Sumatoria Media F ca\cu\ada F teórica 

Varlaclón Libertad de cuadrados cuadrada 

D¡ o.1e510 0,41679 161.4 

Aj 7.49840 161.4 

"; .. :.> 

DA¡j 0.;46810 º· 74670 5,32 

E (lj)k 8 5,01510 

01 ,,, 



a.s. EVALUACION ESTADISTICA ( CAF ) • 

TABLA No. III • Resultados obtenidos para ta evatuaci6n 

estad(stlca de la exactlt:ud, repetlbltldad y linearldad del mlotodo analJ: 

tlco por CLAR para el CAF • 

mg. adlclonados mg. recuperados 't. r-ecobro 

(X ) (y) 

0.10 0.1013 101.30 

0.10 0.1027 102.70 

0.10 0.0991 99,10 

0.15 0.1500 100.40 

0.15 o.14Sa 99.20 

0.15 0.1474 96.26 

0.20 0.2000 100.00 

0.20 0.2036 101.ao 

0.20 o.1979 98.95 

70 



TABLA No. III • ( Continuacl6n ) 

mg. adicionados mg. recuperados % recobro 

(X ) ( y ) 

0.25 0.2472 98.88 

0.25 0.2501 100.04 

0.25 0.2515 100.60 

o.so 0.2992 99.7S 

o.so o.2987 99.56 

o.so o.3012 100.40 

Media 100.061SS 

Desviación Est:.ándur 1.1!'l3A2 

Número de Datos n 15 
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8.3,1, EXACTITUD ( CAF). 

F6rmU!a de Cálculo Apéndice 

Prueba de Hipótesis 

100 % 

100 % 

Resultado 

0, 19900 

t(0,95 • 14) 1. 7613 

t (0. 95 • 14) ;:.. t cate. no se rechaza Ho • y se 

concl~e que el método es exacto. 

Intervalo de Confianza ( 95 % ) • 

99,40032 100. 72234 
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a.3.2. REPETIB!LIDAD ( CAF ) , 

F6rmuta de Cálculo 

Prueba de Hip6tesls 

Resultado 

H1 

xi
2 
cale. 

2 
xi 

Apéndice 

(0.95. 14) 

II • 

> 2 % 

4.98655 

23.685 

xl 2 
(0.95. 14) 

xl2 
cate. 

no se rechaza H0 , Y 

se concl .:.Ye que et método es repetlbl e. 

Intervalo de Confianza ( 95 % ) • 

o.87388 < a < 1,88241 



8.3.3. LINEARIDAD (CAF). 

F6rmula de Cálculo Apéndice III • 

Gráfica No. 2 

~ 0.3 
o 
~ . 
t 

0.2 ... .. 
u 

E' 0.1 t// r == 0.991117 

0.1 0.2 0.3 

1119 CAF 1 adicionados ) 

)( 0.20000 sx 0.07319 

y 0.19995 sy 0.07292 

sy/x 0.00213 
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a.3.3.1. INFERENCIAS ACERCA DE a 

( INTERCEPTO A LA ORDENADA ) • 

Prueba de Hip6tesis 

Ho a o 

H1 a ¡! o 

Resultado 

toa1c. 0.11694 

t 1. 7709 
(0.95. 13) 

t > t no se recha:za Ho . y se 
(0.95 • 13) cale 

concluye que a o. 

Intervalo de Confianza (95%). 

0.00201 < a <: 0.00431 
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s.3.3.2. INFERENCIAS ACERCA DE b 

( PENDIENTE ) • 

Prueba de Hipótesis 

b 

b 

Resultado 

tcalc. 

t(0.95 • 13) 

0.51428 

1. 7709 

\o.95. 13) tcalc. no se rechaza H
0 

• y se 

concluye que b 

Intervalo de Confianza ( 95 'Yo ) • 

o.97920 < b < 1.01200 

76 



8.3.4. REPRODUCIBILIDAD ( CAF ) . 

TABLA No. rv • Datos obtenidos para el estudio del efe= 

to de analista, d{a y analista-día para la reproducibllidad del método 

analítico por CLAR para la determinaci6n de CAF 

F6rmü.a de Cálculo Apéndtce IV • 

A N A L s T A 

--
( j = 1 ) (. j = 2 .. J 

.· 

-· ,.... 101.39 100.36 

~ 

JI 99.44 101 .59 

-..., 101 .94 100.76 

o ,..., 99.45 100.65 

(\J 

JI 
96.51 100.62 

-
'-' 100.83 99.39 
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:&!Y2 
l •• 

121035.0621 
6 

:s::sYt}. 
121035.7765 

3 

y: .. 
121032.2102 

12 

:EY J. 
121032.5536 

6 

2 
:m•:.Yljk 121043.9659 

De acuerdo alos valores de F calculada menores a los valores 

de F te6rlca ; se lnfiere que no existe nlngún efecto de alguna de 

las fuentes de varlactón en la determinacl6n de CAF por CLAR • 

( Ver Tabla No. IVa ) • 
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TABLA No. IVa ANAL IS IS DE VARIANZA 

Fuente de Grados de Sumatoria Medla F calculada F. teórica 

Varlación l_lbertad de cuadrados cuadrada 

Dt 2.85190 2.85190 7 .6_8706 ' !,: ,, 

. , , :~;t:x::: ~~ 
Aj o.34340 

DAlj 0;37100 .. 5.32 

E(ij)k 8 B.18940 1.02368 

..., 
((l 



9. CONCLUSIONES 

Se conctuye que et Método Anatftico por CLAR para Pro -

terclclina es especfflco para tos dos componentes de esta ; 

CAF y PMT • ya q'-le se logra una buena separact6n entre -

ambos. Con respecto a Ctoranfentcot tev6glro, también 

se separ6, que en un momento dado se puede conslderar co­

mo producto de degradact6n, y no exlste tnterferencla alguna 

en ta cua.ntlflcacl6n de tos tres. 

Con respecto a la Vatldaci6n Estadística del Método AnatC­

tico por CLAR para Proterclctina, se conctuye que es 

Exacto, Preciso (Repetible y Reproducible) y Llneat 

( en et intervalo de concentraciones probado ), para cada uno 

de tos componentes de ta Protercictlna ( CAF y PMT ) • 

Se togr6 et objetivo de este trabajo que era : DesarroUar -

un Método AnatCtlco por Cromatografía de L(quidos de Atta 

Resotuci6n ( CLAR) • para separar y cuantificar cada uno de 

tos constituyentes de ta Proterclctlna • 
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11. APENDICES DE FORMULAS APLICADAS A LA 

EVALUACION ESTADISTICA • 

11.1. APENDICE I • 

EXACTITUD. 

Modelo Probablllstlco 

y 

t cale. 
s / '\[ñ""1 

Hip6tesis a contrastar 

100 % 

H~ 100 % 

Inferencia 

Si t cale. < t (0.95 • n-1) 
no se rechaza H 0 y se 

puede concluir que el método es exacto (y 100 % ) • 
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Intervalo de Confianza para el 95 3 de probabllldad • 

con n - 1 grados de libertad 

r.c. 
95'% 

F6rmulas 

Media Aritmética x 

Desviaci6n Estándar s 

Error Estándar Aproximado 

E,.-.ror Máximo de Estin1ución 

para el 95 % de probabilidad con 

n - 1 grados de libertad 

+ E 

:111 X l 

n 

-~ :m (X l ><>2 

n 

s 
E.S. 

~ 

E E.S. • t (0.975,n-1) 
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11.2 APENDICE lI . 

REPETIBILIDAD • 

Modelo Probaoit istico 

xi 2 
cale. 

(n-1) s 2 

Hlp6tesls a contrastar 

cr 

fT > 2 % 

Inferencia 

SI xl 2 < 
cale. 

xi 2 

(0.95. n-1) 
no se rechaza H·:J 

y se puede conclulr que el método es repetible ( cr e: 2 % ) • 
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Intervalo de Confianza para et 95 o/c de probabitidad , 

con n - grados de tlbertad 

( n - 1 ) s2 e n - 1 ) s2 

< cr2 < 
xi 2 xl 2 

(0.975 , n-1) (0.025 , n-1) 

F6rmu\as 

Varianza s2 
:X> 2 

n 
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11.3 APENDICE lll . 

LlNEARIOAD • 

Inferencias acerca de la Ordenada a\ Origen ( a ~) • 

Modelo ProbabU lstlco 

a 

t cale. sy/xF (Sx )2 
-- + 

- 2 
O llii( X¡ - X) 

Hlpótesls a contrastar 

Ho a AO 

H1 a -¡,. AO 

Donde AO o 



Inf'erencla 

SI t cale. t 
(0.95 • n-2) 

, no Se r~.chaza H
0 

y se 

puede concl ui.r que a = O • 

Intervalo de Confianza para el 95 :Yo de probablli.dad • 

con n - 2 

a ± 

grados de libertad 

t (0.975 • n-2) S y/x 
+ 

-2 
X 

n (n-1) sx
2 

Inferencias acerca de la Pendiente ( b ) • 

Modelo Probabll istico 

t cate. 
e b - ªo) 

S y/x 
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Hlp6tesls a contrastar 

Ho b ªo 

H1 b ªo 

Donde ªo 

Inf'erencla 

Sl t cale. < t (0.95 • n-2) no se rechaza H
0 

y se p~ 

de conclulr que b = 1 • 

Intervalo de Confianza para el 95 % de probabilidad • 

con n - 2 grados de 1 ibertad 

b + 
t (0.975 • n-2) 

s y/x 

s,, '\J r n - 1 ) 

F6rmutas 

Recta de Regresi6n y a + b X 



Ordena.da al Origen 

(::&Y) (:Sx 2 ) (ll!x ) (:11! XY ) 
a 

Pendiente de la Recta 

n ::E xy (:Sx) (:SY) 
b 

Coeficiente de Correlaci6n Muestral 

n :Sxy (::Sx) (:l!Y) 
r 

Error Estándar de Regresión 

a:lly 

sy/x 
n 2 
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11 .4. 

.... .,t .. ~:.· ••• 
.,\. .. :;r.·:.··· 

' ··~ .. 
·.:-. 

. :.•~'"l'' 
'!'· 

~··. 

APENDICE IV • 

REPRODUCIBILIDAD • 

Modeto Matemático ( 2 Factores Ateatorios ) • 

+ + + ADji .+ 

Notación 

Porcentaje cuantificado con el j-ésimo analista en 

el i-ésimo día en la k-ésima repetición. 

A¡ Efecto del j-ésimo analista en el % cuantiñcado. 

Di Efecto del i-ésimo día en el % cuantificado. 

Efecto debido a la interacción anatista - d(a. 

E (ji)k Error experimental. 

.. , .. 

" 



Inferencias 

A ) Ef"ecto por Analista. • 

Sl 

No existe efecto por analista • 

9 ) Efecto por D(a • 

Si Fcatc.D < F (0.95) 

No existe efecto por d(a • 

con 

G.L. •. A. 

G.L.AD. 

G.L..D. 

G.L..AD. 

C ) Efecto por lnteraccibn Analista - Día • 

Sl Fcalc.AD < F (0.95) con G.L..AD • 

G.L..E. 

No existe efecto por interaccl6n anal lsta - d(a • 

(j-1) 

(l-:-1).(i-1) 

(l-1) 

(j-1) (l-1) 

(j-1) (l-1) 

(i-1) (11-1) 
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TABLA Dr ANADEVA • ANALISIS DE VARIANZA 

Fuente de Gra os de Sumatoria de Cuadrados , Media 

Varlacl6n ( s.c. ) 

A¡ 

lk jll~ 

(l- 1) SY'.2 
l 

jk jik 

0-1. (l-1) 
2 2 .. 2 2 

•Yjl :SY.i :BY{ .·. Y-
------.-. --~--+-_ -_-.-

SCAD 

k lk jk jlk Q-1) (l-1) 

F calculada 

MCAD 

MC 
E 



<O 
Ol 

TABLA DI: ANADEVA .::ontlnuacl6n ) • 

Fuente de Sumatoria de Cuadrados 

Varlacl6n ( s.~c. ) 

E Gl)k 

k 

ESTADIGRAFO - DE CONTRASTE 

Médla F calculada 

-_ .. e(' M;C~ 
-... 

DISTRiáUCION.. DE FISHER ) • 
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