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1. INTRODUCCION 

Gracias los a.vanees t.ecnológicos. hoy día la indust.ria 

.farm.acoút.ica as! como otras industrias afinas t.ieneñ como objot.ivo 

principal el asegurar un adecuado cont.rol de calidad t.a.nt.o do ma.leria 

prima. producto an proceso y produclo t.arminado. Por lo cual la validación 

relrospect.iva y prospectiva han lomado gran importancia en estas áreas. 

El proceso da validación comprendo serie de pruebas 

sistomálicas medianle las cuales qu&da eslablecido do manera clara y 

objetiva. qu• al método esludiado rellne los requisitos para laE 

aplicaciones analíticas deseadas. Do lal .forma que vl proca!;o dill' 

validación de un método en part.icular est.á basado en principios cient.if'icos 

adecuados y ha sido optimizado para propósi los de cuant.iricación., 

L.a validación de los 

parárnelros esladist.icos como son 

mélodos analiticos. permila avaluar 

la linealidad. precisión. ex.act.i t.ud. 

reproducibilidad enlre otros. con dJ.chos paráinelros podemos obt.enor 

in.formación sobre la confiabilidad del método anaUt.ico, Por olr a par le 

los pa.rámet.ros que se deben cumplir para la validación do los métodos 

anaUt.icos son &st.ablecidos por la Secrelaria de Salud del pais (Héxico)
2

• 

y F. D. A. ( F'ood and Drug Administ.rat.ion )• por par t. e do organismos 

inlernacionalos. los cuales han publicado una serie de normas y 

.speci.ficaciones legales que respaldan al mélodo analít.ico. tomando est.o 

corro referencia, cada laborat.orio lleva a cabo la validación del mélodo 

analit.ico da acuerdo a sus necesidades., 

El método analit.ico se considera valldado unicamenteo para la 

f'ormulación especi!'ica y denlro d&l int.orvalo da concent.ración est.udiado. 
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2. FUNDAMEllrACION DEL TEMA 

2.1 Validacidn 

2.1.1 Detinicidn 

La validación de un .método anaUt.ico es el proceso modiant.e el 

cual se comprueba y cert.if'ica la acept.ab!Udad de dicha melodolog!a para 

dar resul lados anal!t.icos confiables y reproducibles. 

El proceso de v.a.lidación para rnát.odos anal.lt.!cos nos indica el 

uso de estándares de rererencia y placebos cargados para determinar la 

exacl.it.ud do los ensayos, donde el placebo cargado es ol principio activo 

en cantidad exacta más la mo:zcla de excipientes en la cantidad 

correspondient.e on la formulación. '4? 

Los pará,.lros que so deben cumplir para la validación de 

mtft.odo anal! t.ico para un producto terminado son los siguiont.os: •.o 

Unoalidad 

Linealidad del sJ.st.em.a 

Uoealidad del Mdtodo 

Precisidn 

Repetibilidad 

Roproducibilidad 

Espocit.lcidad trente a excipi1tnlas 

Hdlodos de Control de Calidad 

Md'lodos indicativos de estabilidad 

Exactitud 

Estabilidad de la 11tUeslra 

2.1.a L!n.alidad 

La Unealidad de un sistema o de un mdlodo anal!Uco es su 

habilidad para asegurar quo los resultados anall.licos. son proporcionales a 

la concentración de la sustancia denlro de un rango delarrninado 0 est.os 

pueden ser obtenidos directamente o por medio de una t.ranst'ormación 

malemát.ica bien dat'inida
1

• 
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2.1.2.1 Linealidad del sistema. La linealidad del 

sist.ema se determina const.ruyendo una curva de calibración de 

misma solución ost.ándar ut.ili:zando cuando monos cinco niveles y haciondo 

an.Uisis por triplicado para cada uno de los niveles est.ablecidos, el nivel 

cent.ral debe de corresponder al lOOX da la concentración esperada., 

Se deberá elaborar una curva con los resultados obt.enidos, con 

est.os dat.os se calcularán les siguient.es parárnet.ros:, 

Media 

Desviación est.ándar 

Coeficiente de variación CV 

Pendiente B 

Ordenada al origen A 

Coeflant.e de correlación lineal R 

Error estándar de corrolación Ra 

Criterio de aceptación: 

cv < 1.6"' 

R :!_ 0.00 

Ra ~ o,ga 

A :t: 0,00 

B :t: 1.00 

2.1.2.a Linealidad del n$lodo. Se determina con placebos 

adicionados al principio act.ivo ( placebos cargados ), cada uno de manera 

independiente; se reali:za con cinco niveles de concentración que 

corresponde generalrnent.e a 80, 00, 100, 110 y 120 X, del valor esperado, 

haciendo análisis por triplicado para cada uno de los niveles est.ablecidos, 

Para métodos donde no se ha establecido el valor esperado, el 

rango debera ser más ext.onso ( 50 a 150 Y. ), la amplitud del estudio 

dependerá del uso y aplicaciones del mét.odo ( cent.rol de calidad y/o 

indica.ti vo de estabilidad ), 

Deberá de llevarso a cabo por un mismo analist.a bajo las mismas 

condiciones de operación y utilizando el mismo equipo. 
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Con los dat.os obt.enidos ca.l.cular1 

Ho<lia 

Desviación est.4.ndar 

Cc>eficienle de variación 

Pendi•nt.~ 

Ordenada al origen 

Coefici•nt.e de correlación lineal 

Error experim.nt.al de regresión 

También debe de const.ruirse la curva y calcular la ecuación de la 

roct.a qua indique un modelo lineal •. 

Crit.erio de a.copt.ación1 

Ordenada al origen (AJ ::::: O. O 

Pendiant.e (B) ~ 1. O 

Coeficiente de correlación lineal (RJ ~ O. QQ9 

El coaficient.e do variación (CV), dapender4. del t.ipo de rn4t.odo, 

t'orma farmacedtica y concent.raci6n del act.ivo en lQ muos:t.ra, como se 

observa en la t.abla I. 

Mét.odo 

Croma t.ogr ~rico 

Químicos 

Espect.rot'ot.om4t.r icos 

Mi crobi ol 6gi ces: 

% C V 

2.0 

3.0 

3.0 

3.0 a 6.0 

Tabla I. Valores de Coet'icient.e de variación a considerar 

para la linealidad del mélodo. 

2.1.3 Precisidn. 

L.a precisión del mélodo anal!t.ico es el grado de concordancia 

entro los resultados anal.ít.icos individuales cuando el procedimient.o se 

aplica repet.idament.e a diferent.es muest.reO!; de una me:zcla homogénea del 

producto. Usualmente se expresa en términos de desviación estándar o de 

coeficiente de variación. 
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La precisión 

repet.ibilidad del mét.odo 

operación. 

medida dol grado de reproducibilidad y/o 

anal! t.1 co bajo las condiciones normal es de 

2.1.3.1 rrecisiOn del sisleina e Repet.ibilidad >. So de­

t.ermina por el análisis mínimo de seis muest.ras obt..enidas de una misma so­

lución est..ándar correspondient.e al 100Y. de la concent.ración espora.da, eslg. 

blecida en la Hnealidad del mltt.od.o. 

Con 1 os da t.os obt.ani dos se calcula: 

Media 

Desviación esilándar 

CoeCicient.e de variación 

Crit.erio de acopt.ación: 

c.v. s.. ~ 

2. 1. 3. 2 PrecisiOn del Método C Reproducibilidad ) . Es 

imporLant.e evaluar la inrluencia da la variación debida al mélodo, cuando 

se analicen cant.idades conocidas adicionadas del principio aclivc a un 

placebo y relacionarlas con el análisis del produt:t.o (rorma. rarrna.céut.ica}, 

ya que la adición del ingredient.e incluye un error axperiment.al dist.int.o a 

la variación exist.ent.e ent.re el product.o a ensayar. 

Est..a variación puede evaluarse conjunt.amenle con la reproducibili­

dad del ·mé.t.odo, por lo que so deborá preparar el placebo do acuerdo al 

procodiml.ent.o de manutact.ura normal con cant.idades perrocl.¡unent.o conocidas 

y deben ser avaluadas por diferentes analist.as para un est.udio int.eranalis­

t.a, bajo las mismas condiciones de operación, en diCerent.es d!a.s. 

l..a evaluación de la reproducibiliad se hace con respect..o a la 

t.abla de análisis de varianza ( ANADF.VA ), la cual nos indica la tuent.e de 

variación que influye en la oblención de loso resul t.ados: 

Se debe reali2ar por lo manos con dosz analistas, los cuales dobén 

llevar a cabo en un d!a el an;lUsis por t.riplieado al 100% de la concent.q~. 

ción y en et.ro dia repet..ir el a.nilisis de la. muestra por lriplicado1 bajo 

las mismas condiciones del primer día.. Deben de trabajar de manera inde­

pendienle, parliendo de una. muest.ra homogénea. del produclo a una concent.ra. 

ción t..éorica del 100Y.t.. 
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Con los result.ados obt.enidos calcular: 

Media 

Coeficiente de variación 

Desviación estándar 

F de cálculo 

Crit.erio de acopt.acióm 

L.os valores para el coeficient.e de variación para los dif"erent.es 

nMftodos se muest.ran en la t.abla II: 

Mét.odo 

Microbiol6gicos 

Tit.rimélricos 

Espect.rofolomét.r icos 

Croma.tográricos 

Y. C V 

$a61M.x. 

3 máx. 

3 máx. 

2 máx. 

Tabla II. Valores de C. V. para avaluar la 

reproducibilidad 

Criterio de acep\.ación: 

F dCa. ( F d ) < F lablcuo ( F la.b.J 

Est.e modelo os para un análisis de varianza con dos variables 

(analist.a, día), empleando un sistema complet.amonle al a:z:ar con t"act.ores 

anidados para el análisis de varianza. 

c:.1. 4. Especificidad frente a excipientes. Es la medida del 

grado de int.erforeneia o ausencia do mezclas complejas en un an,lisis. Es 

la habilidad de un mét.odo analítico para evaluar una respuesta debida úni­

cament.o a la sust.aneia de int.orés sin la inf.,erreroneia do los componont.es 

de la mezcla. 

El parámet.ro de especificidad se realiza dependiendo de el t.ipo de 
mét.odo (cent.rol de calidad o indicaUvo de eslabilidad)t.. 
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siguiente manera.: 

2.1.,.1 M4t.odos de control de calidad. So realiza dct la 

-Analizar placebos del producto con al método propuesto. 

-Identificar las respuest.as del (los) act.ivo(s), en ca•· 

so de t.~norla, y de ot.ras sustancias auXiliAres. 

-En caso da con.lar con los posibles productos do degra­

dación. so preparan muost.ras con placebos "añadidos" 

de éslos y la. sust.ancia de interés so analizan con el 

JnlSlodo propuesto. 

Cr i Ler i o da aceptación: 

-Conf'irmar que el método desarrollado sea capaz de sepa­

rar la sustancia de interés de cualquier interferencia 

presente, 

-Da no ser as!• opt.im12ar el método o desarrollar ot.ro. 

2.1.4.2 Mdtodos indicativos de ostabilidad. Sa sugieren 

los siguient.es mát.odos para dBgradar la sustancia, el analista que realice 

el estudio deberá de seleccionar aquel que de acuerdo a las propiedades 

t'isicoqu!micas del compuesto, soea ol más adecuado u ot.ro soi así lo 

c·onsidera perlinent.o, La degradación dobe do ser tal que la concont.raclón 

de la sustancia •n estudio está disminuida de un 10 a. un 60Y. con respecto 

al original. 

-COlocar la sustancia de int.er6s, rtl placebo y ol placebo 

cargado en un horno a 70ºC, 120•c ó a 2o•c menos que el 

punto de fusión da la sustancia de inlerés durante un a­

propiado ndmero de d!as (2 a. 4 semanas), 

-E>cponor la sustancia de interés:, el placebo y el placebo 

cargado. a luz UV o a lu2 fluorescente y/o humedad, 

-Si se t.rata de f'ormas farmacéuticas líquidas o 

sorn.isólidas puedan degradarse por oxidac!6n (con 

peróxido de hidrógeno) y permanecer de 2 a. 4 som.a.n~ a 

temperatura ambiente; y/o por hidrólisis .preparando 

soluciones de la(s) suslancia(s) de interés; ajustando 

el pH de 1 a 2 y de 10 a 12 colocando las muost.ras a eo• 
un rango de oo•c a eo•c duran.le dos a cuatro 

semanas. 
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-Verificar la aparición de sustancias relacionadas ( pro­

ductos da degradación J, utilizando por lo menos dos da 

cualquiera do las tócnicas croma.tográf"icas siguienl..es: 

(Cromat.oraf"!a de Líquidos de Alt.a Presión, Crorna.t.ografia 

de Gases, Cromat.ografia de Capa Delgada) •. 

Cri t.er-io de acept.ación: 

-Verificar que cada product.o de degradación pueda ser 

separado de la sust.ancia de int.erés y las sus.t.ancias re­

lacionada5 no int.arfieran con la cuant.it'iricación de la 

sustancia de int.erés utilizando el mét.odo desarrollado. 

-Ajust.ar la secuencia de operación para obt.ener la máxima 

resolución. 

-De no ser así, opt..imizar el mélodo ó desarrollar 

ot.ro., 

2.1.s. Exact.it.ud. 

La exa.ct.lt..ud de un mét..odo analil.ico es la concordacia ent.ro un 

valor obt.enido experimentalmente y el valor de referencia. 

S. expresa. como el porcionlo do recobro obt.onido dol análisis do 

muestras a las que se les ha adicionado cant.idades conocidas de principio 

activo, 

Se dot.ormina por •l an,;Uis:is de cuando menos seis placebos 

adicionados con el 100Y. d11tl principio act.ivo, de manera independient.e por 

el mismo analista y en las mismas condiciones de operación. 

Est.e modelo os para delerm.ina.r la exact.it.ud al 100~ de la 

concentración de la cant.idad calculada,, 

et.ro diseño experimont.af es por modio de la determ1naci6n de 

placebos cargados. evaluando cinco ni veles, esto puede hacer 

direct.ament..e con los result.ados de la linealidad del mót.odo cuando se hace 

un análisis por quinlupllcado por cada nivel., 
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Con los result.ados obt.onidos calcular: 

Hedia 

Desviación est.lindar 

Coeficiont.e de variación 

Int.ervalo de confianza 

Crit.erio de acept.ación. 

El coeficiont.e de variación expresa la desviación que axist.o 

ent.ro una Y- ot.ra muest.ra expresado en porciont.o, En la t.abla No III se 

muast.ran los 'valores do coof'icient.o de variación para la evaluación de la 

exact.it.ud 0 dependiendo del mét.odo de cuant.ificación. 

tt't.odo 

Cromat.ografia de líquidos 

de alt.a presión, 

Espect.rofot.omét.r leos 

Tit.rimót.ricos 

ne v. 
2 máx. 

2 máx. 

3a6máx. 

Tabla 111. Valores de CoerJ.cient.e da variación a considerar, 

par a ov:>.l uar la ex.a.et.! t.ud. 

2. 1. 6 Estabilidad de la muest.ra 

Son los requerimient.os o condiciones a det.erminar a fin do que la 

muest.ra preparada ma.nt.enga const.ant.e su propiodad cuant.iíicable, dont.ro do 

un ciert.o 11'\t.orvalo de t.iempo est.a.blecido. 

Al evaluar las muest.ras para su e~t.abilidad , ést.as son somet.idas 

a diíerent.es condiciones do almacenam.iont.o, las muest.ras deben ser 

analizadas ant.es y dospués de almacenarse a un t.iempo det.ormlnado, 

dependiendo de las condiciones que se fijen para su operación. 
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2. 2 CroJM.t.ograt!a. 

2. 2.1 Oef'inicidn 

La crornat.ograf'la os una t.éc:nica que- pernút.& separar, aislar ~ 

ident.ificar los component.es do una mezcla d& compuestos químicos. La 

muest.ra as dist.ribuida ent.re dos fases, una estacionaria y otra móvil, do 

tal forma que cada uno de los component.es de la mezcla es se-lectivament.o 

rat.en.Ldo por la rase •st.acionaria. 
10 

La separación se lleva a efecto on una columna tubular rellena do 

un sólido poroso rinament.o dividido, el cual puede actuar como fase 

estacionaria propiamente dicha o como soporto do una raso os.:t.acionar.La 

liquida, También s.:e puede of&et.uar usando como fase estacionaria papel 

riltro o un sólido finamente dividido colocado en f"orina de capa fina sobre 

una placa de vi dr 1 o. Est.os t.res t.ipos de cromat.ograf.ia se basan en los: 

mismos principios fundamentales, y se conocen respect.i va.mento como 

cromat.ograf.ia en columna, en papel y d~ capa f'ina. 
10 

Para rinas del 

presente trabajo solo se considerará la cromatograf'.ia en columna. 

2. 2.2 Clasificacidn 

En la crom.a.t.ografia en columna, la rase móvil puede ser un liquido 

o un gac, y saglln el caso so denominan respectivamente " Cromatograt'ia 

Uqulda " y " Cromat.ograf.ia de Gases ". Est.a rase móvil f'luye a través 

dei rellano de la columna, arrastrando los component.es de la mezcla, que 

son select.ivamente retenidos por la f'asCI' estacionaria. El flujo de la 

f'ase móvil so mant.iene constante a. través de t.odo al proceso y de esta 

manera so logra que cada componente de la mezcla sea eluido de la columna 

como un compuest.o puro. disuolto en la .rase móvil. A esta técnica se le 

llama "cromat.ografia de elución". 
10 

De acuerdo a la naturaleza do las tases 

involucradas y con los mecanismos de separación, es posible distinguir 

diferent8'9 t.i pos de cromat.ografia. t.al corrw:» se indica en el Figura 1 
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caOWATOOAArlA 

1 
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OAS LIQUIDO 

1 1 
OA8-LIQUIDO 0Al!l•801..tDO 

COLUMNA 

1 
.-'---, 

CA•A FINA PAPEL 

LIQ•&OL t.IQ-LlQ FASE QUIN. INTERCAM•IO 
IONIOO 

EXCLU8ION 

UNIDA 

1 
1 1 

PICRWEACION EN OEL FILTl!.ACION lCN OICL 

Figura 1 ClasU'icación general de la cromat.ograf!a 

La cro;nat.ograf!a l!ql\ida en sus inicios consist.16 basicament.e 

•n una columna de vidrio. cuyo diámetro varia ent.re 2 y 10 cm, rellena de 

algdn mat.orial, como silico, alúmina, azúcar, et.e., cuyas part.iculas son 

por lo general de un Lamaño coreano a 200 µm, se int.rod.uce la fase disu&lt.a 

en la f"ase·'móvil o disolvent.& por medio de un cuent.agot.as 'o de una pipeta, 

y despuéS. se agrega el disolvente, con el cual se eluya la muest.ra a través 

de la columna. Los tamaños de la muestra varían entre 0.1 y 1 g. o más, 

El disolvente o faso• móvil !'luye a t.raWs de la columna por efect.o de la 

gravedad, produciendose una débil presión ejercida por el volumen do la 

fase m6vil que se agr&ga a la columna, El disolvont.o so colocla an la baso 

de la columna en f'racciones do determinado volumen. Uno do los inconvenion. 

t..es de est..a técnica os el largo t.iempo do análisis requerido, que puede,sor 

de horas o de días, ot..ra desventaja es que el material de relleno so utili­

za por lo general una sola vaz debido a que part..e de la muost..ra usualmente 

so adsorbe en f'orma irreversible. so 

El problema. principal do esta Upo do croma.t.ograf'ia líquida es la 

ident..ificación y cuant..ificación de los component..es que eluyen de la columna 
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disuelt.os en la fa•• móvil. Por lo i;eneral so usa alguna t.écnic'!' 

auxiliar, como por •J•mplo ospoct.rof'ot.omet.ria, an,lisis qu(náco, 

aimpl•ment.• un registro gravimét.rico, para evaluar •1 contenido de cada uno 

de los component..s d• la mezcla en las fracciones recolectadas.'º 

1.a croma.t.ografia d• Hquidoso d• alt.a presión utiliza columnas de 

diimet.ro muy reducido, aproximadamente 2 mm, rell•nas de mat.erialos 

especiales cuyas' part.iculaa t.i•nen un t.amaño no inaycr de 30-40 µm, y con 

frecuencia hast.a d• B 6 10 µm., ya que •st.as columnas ofrecen una gran 

r•dst.encia al flujo do la faso ndVil es l'dC•sario emplear equipos de 

bombeo de al t.a presión. La cant.idad do fas• est.acionarJ.a dent.ro de la 

columna es poqueña, por lo que r.; necesario que el t.ama.ño de la muest.ra 

también sea: pequeña, ent.r• 1 y 10 mg. La. muestra se introduce en la c'mara 

d• inyacción mediante una Jeringa y v"-1 vulas de inyección. 

El det.ect.or colocado a la salida do la columna registra la 

composic!ón del liquido eluido obteniendo un cro~t.ograma que so ut.iliza 

para la ident.ificacicSn y cuantificación de la muest.ra. 

Un punt.o d• gran import.ancia es que en la crotnat.ografia de liqui­

des de alt.a presión es nocesario que la muest.ra sea soluble en la fase 

móvil. 

Hay cinco m4t.odos de croma.t.ograf'ia de líquidos de alt.a presión 

basados on diforent.es mecanismos do separación de los cornponent.es do la 

auest.ra. Mediant.• el cambio de columnas es posible utilizar cada uno d• 

los siguient. .. Mt.odos dependiendo de las: necesidades del an'!isJ.s.
10 

•· CromatO<Jrat!a Liquido - Liquido. Est.a basado en la dif'•r•n 

cia de solubilidad quo presenta la muest.ra en cada una de las fases. 

Por lo que los compuest.os más solubles •n la Case est.acionaria sean 

select.i varnent.a ret.enidos por ella en t.ant.o que los menos solubles son 

t.ransport.ados m.:is ráp.ldament.• por la fase móvil. 

Est.a t.écnica se utiliza para compuest.os moderadament.• polares. 

El mayor inconvenient.e de est.a t.éenica t>s la solubilidad do la f"ase 

estacionaria en la Case móvil y el deterioro de la co~umna. Una manera de 

resolverlo es saturando la faso móvil con la fase estacionaria por medio de 

una pr&eolumna que cont.enga un alt.o porcentaje da la !"ase estacionaria. 

Ot.ra forma es ut.ili:tando mal.eriales que cont.engan la !"ase est.acionaria 

quimica11'19nt.e unida a un soport.e, a modo da mal.erial de relleno da la 
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columna~· 1H1t.o •Vit.a la p4rd1da do la rase .st.acionaria y hace innecesario 

•l uso de precolumnas para sat.urar la tase móvil. 1.o 

Debido a lo ant.erior la croaat.ogral'ia liqtlido-liquldo, •n la cual 

la rase ost.acionaria es sost.enida 1'is1cament.• sobre la auperricle de un 

•oport.e. dent.ro d• la colu!_lln•• no suele ser muy eJOpleada. 

Por ot.ra parle. la cromat.ograf'ia Uquldo-Uquldo requiero un 

cuidadoso cent.rol del l'lujo y d• la t.e111P9rat.ura para poder lograr la 

idenlitlcación ·de un det.erminado compuest.o en tunclón del t.iempo do elución 

que ~s caract.arist.ico, en las soluciones de tlujo y t.emperat.u~a utilizadas. 

del compuest.o det.erminado, 1.o 

b. CroMt.ograt.la de Faso Quf.al.ca-nt.e Unida. La rase est.aciQ 

naria de ost.a técnica .. tá quimic&Jnent.e unida a la superficie del soporto 

por lo que la fase móvil diticUment.e produc~ deterioro en la colu1N1a. 

Si se varia la naturaleza de los grupos tuncional.s de la rase 

estacionaria es posible obtener diterent.es tipos do select.ividad. Oich~ 

grupos pu9Clen ••r de nat.ural.-za polar, como el grupo amino ( -NH. ) y el 

grupo ni trile e ~ ) •n •l caso de cromat.ograria de rase norm.al. o bien no 

polar como el grupo oct.ilo ( -e.JI., ) , oct.adec:Uo ( -C.J{,, ) , tenllo 

e -c..H. ) ,et.e. •n •l caso de la cromat.ograf'ia de fase inversa. 

La cantidad de fase estacionaria que es posible unir al soporte 

( generalment.e part.1.culas de aUice ) es limit.ada y coll'ICI consecuencia· los 

tamaños de muest.ra separados en est.as columnas soq neeesariamont.a 

reducido$:, -'generalment.• menores a 1 mg • 

. El mec:an;ismo do s•paración de est.a t.écnica ha sido 

complet.ament.• claro has:t.a la focha. os: un mecanismo complejo, cuyas 

caract.orist.icas son siadlares: a la croma.togratia liquido - sólido. 

A JMdida que el número de sustancias a estudiar por medio de est.a 

t.écnica ha ido en aumento, su popularidad ha crecido y hoy en dia es quizas 

la más utilizada. ao 

c. Cromat.ograrJ.a Uquido-sc5lido. El mecanismo de separación 

de est.a t.écnica se basa en la compot.ancia que e>Cisl.e ant.re las moléculas de 

la muest.ra y la fase m6vil por ocupar los sit.ios act.ivos da la superficie 

del sólido. Algunos de los sólidos ut.Uizados son altlmina y gel de silice. 

Esta cromat.ogra!'ia os muy útil y se aplica a moléculas de baja o 
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mediana polaridad, do poso molecular no mayor a 1000 unidades. Las columnaso 

usadas varían ent.ra 16 y 25 cm de longil.ud y ent.ro Z y 3 mm de diámet.r~ 
int.arno. L.a act.ividad de la superficie de muchos sólidos l incl.uyendo sí­

lice ) se ve con frecuencia afact.ada por la retención do ciertas moléculas 

de alt.a polaridad como alcoholes, fanoles. agua, otc. y debido a ello en 

ocasionos es dificil reproducir los result.ados obt.enidos en los análisis 

porque las propiedades da la superficie han sufrido cambios, 

consecuencia, la superficie de la silico empleada en cromat.ografia liquida 

de al la presión es habi t.ualmont.e sometida a procesos da dasacti vación con 

el propósito de disminuir la ret.anción do moléculas muy polares y de est.e 

JnOClo se manti.ano la superficie an condiciones unif'ormos, lo que contribuye 

a mejorar en forma notable la reproducibilidad de los análisis. 

En muchas ocasiones, debido a una fuert.e absorción o rot.onción de 

los componant.es do la muestra en el sólido act.ivo as necesario aumentar la 

polaridad da la fase móvil en f'orma const.ant.e y uniforme, con lo cual se lg, 

gra un incremento do la solubilidad de los componentes da la muest.ra en la 

la fase móvil. A esta variant.o se lo denomina elución por gradiente ó pro­

gramación de la fase móvil. A menos que so utilicen rellenos de columna 

que contengan la fase estacionaria quimicámente unida a un soport.e sólido 

es muy dificil en cromat.ogra.fia liquido-liquido ef'ect.uar una programación 

de la fase móvil por el problema de solubilidad de la fase estacionaria en 

la faso móvil.
10 

d. CromalograrJ.a Liquida por ExclusiOn. Este Llpo de cromat.o­

grafia, conocido también como cromatograf'ia de permeación o cromat.ograf'ia 

de filt.ración, efect.\la la separación de acuerdo con el tamaño de moléculas. 

t..a columna se rellena de un gel• cuyos porosz aon de un t.arnaño 

similar al t.amaño de las moléculas do la muestra. Las moléculas pequeñas 

puedan penet.rar dichos poros en t.ant.o que las grandes no. El int.ervalo do 

posos moleculares en que se puede t.rabaJar por crornat.ograf!a de exclusión 

varia desdo aproximadamente 600 unidades e inclusive menos:, hasta varios 

millones. Las columnas empleadas son muy largas (varios metros) y esLo os 

especialmente ciert.o cuando so desea soparar muest.ras cuyos pesos 

moleculares astan dist.ribuidos en int.or·valos muy amplios. Las dos 

variant.es que e><ist.en en cromatografia de e)(Clusión: crom.at.ografia d& 

permeación y cromatografía de filtración. no implican mecanismos d& 
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'separación dif'erent.es y su división se debe a mot.ivos purarnent.o hist.óricos • 

. La cromat.ograf'ia de. f'ilt.ración emplea mal.eriales blandos, incapaces de 

resist.ir presionas. mayores de 4 at.m6sf'eras y as muy aplicada en el est.udio 

. de los biopolimaros. En cont.rast.e, la cromat.o-arafia de perrneación emplea 

mal.eriales de relleno semi!"rigidos o rigidos:, que puedan rOsist.ir prosionos 

muy elevadas. to 

Aunque axist.en excepciones, la eficiencia da las columnas de 

cromat.ografia por exclusión es por lo genoral relat.ivament.e baja, por lo 

cual no es comtln en ast.a t.dcnica obt.anor la separación de compuast.os 

individuales, sino más bien fracciones: de un ciert.o int.ervalo de pes:os 

mol&culares. El mecanismo do sopa.ración es t.al que el t.'iempo de olución o 

ret.ención os inversamont.e proporcional al peso molocular; las moléculas 

mis pequeñas son las que son objat.os do una mayor ret.onción en la columna. 

Croaat.ograt'ia por Int.ercaMbio Idnico. La sepa.ración por 

int.ercambio iónico se basa en la compoloncia onlre la !'aso nióvil y la mue;s, 

t.ra iónica por los grupos aeUvos do la rosina int.orcD.mbiadora de iones. 

Est.o t.ipo de separación se aplica a compuaslos do un int.ervalo de 

s-sos moleculares muy amplio, ejemplos caract.eríst.icos de ést.os son los póe. 

lides y aminoácidos:. 

t..as columnas varian ent.ro 25 y 60 cm do longit.ud y do 3 a 4 mm de 

diámet.ro int.arno; el porqué est.as columnas son iús largas que las etmploadas 

en ot.rost lipes do cromat.ografía radica en la baja eficiencia de los 

mat.erial'es int.ercambiadores de iones. to 

t.érminos 

2. 2. 3 Tornúnologia empleada Gn croJnAt.~ratia do liquidos do 

al t.a presidn. 

El lenguaje común empleado en cromat.ografia ut.iliza algunos 

y símbolos caract.edst.icos de est..a t.écnica inst.rument.•l, a 

conlinuación so mencionan los más ulilizados, indicando en los casos 

pert.inant.es su import.ancia. oporaclonal y la f'orma en quo son evaluados. 
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2. 2. 3. 1 Tia111po de rot.encicSn, tiempo muerto, tiempo do 

ret.encicSn ajust.ado, ndmero do platos leOricos. 

Tiempo da rat.ención (t.,]. Es al t.iempo que la muost.ra 

permanece dentro de la columna y se mide desde ol momento en que la muest.ra 

se introduce en el sistema hast.a el momento on que so obt.iene el máximo de 

la señal o pico. El t.iampo de ret.ención es caract.er!st.ico de la muest.ra, la 

columna, la fase móvil y la t.omperat.ura. Por lo gonera.1 se emplea como med!.. 

da de Upo cualitativo y se exp~esa on unidades de t.iempo. 

b. Tieinpo JllUQrto (t.o)• Es ol t.iompo requerido para oluir 

una n1uest.ra no ret.enida en la columna y se determina midiendo el t.iompo de 

rat.encidn de la rase m6vil misma, o bien do una muost.ra sim.J.lar. 

c. Tie"f>O de reloncicSn ajustado (t..). Es la diferencia 

entre t.,. y t. 0 , es decir de la medida de t.iompo que la muestra permanece 

rat.onida en el material do relleno de la columna. 

d. Ht.baero de platos t.edricos (N). Un plat.o t.oórico es el 

equilibrio de la dist.ribucidn de la muestra ant.re la t'ase móvil y la fase 

estacionaria. N se determina de acuerdo a la siguiente fórmula: 

Donde Wb e:. al ancho de la base del pico. El número de plllt.os 

teóricos es una medida de la eficiencia d& la columna y sistemas asociados, 

y es asi que cuant.o mayor flea N, más eficiente sera la columna. 

2. 2. 3. 2 Ancho de la base del pico, al tura aqui val ente, 

velocidad lineal pro111Gdio, coeficiente do 

distribucicSn. 

Ancho de lo base del pico (Wb). Es la porción de la 

línea basal int.ercept.ada por tangentes trazadas a ambos lados de un pico, 

asumill'ndo qua la forma del pico gaussiana, ast.a anchura 
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aproximadamente igual a cuatro veces el valor de la desviación est.:f.ndar de 

una dist.ribución gaus.siana. 

b. IJ.t.ura equJ. valent.e • un plat.o t.edrico (AEPT). 

AEPT•t./H 

Donde, t. os la long1t.ud de la columna, expresada en mm. Rlh!ordando 

la definición de plat.o teórico •. se deduce qua AE:?T os la longitud de la 

columna requ•rida para obtener un equilibrio de la muestra ent.ro la fase 

móvil y la faso 9$\.&cionar ia. Si el valor da AEPT ~ pequeño, -st.o se 

traduce a un mayor número da platos teóricos por unidad de longit.ud. 

Velocidad lineal prolllltdio de la fase iadvil (u). So 

u ... t. / t.º 

Este parámlttro de operación cuando, 

esquamáticarnont• AEPT •n función da u ( gráficas do Van Oe6mter J. 

d. Coeflclent.o de dist.ribuci&n de ropart.o (K). 

K • Canlidt.d do mupst.ra / ml de Capo ast.1t.cloparia 

Cant.i dad do mu~t.r a / m1 de rase móvil 

presenta 

El coeCicient.e da dist.ribución es una propiedad física fundarnant.al 

de cada sust.ancia. Es caract.erist.ico da cada muast.ra y del sist.ema de fase 

móvil y de f'ase est.a.cionaria en consideración, y t.amb1én es función de la 

t.omparat.ura. 

2.2.3,3 Relaci&n de tas:os. factor do capaci~ad. 

resoluci&n, select.ividad. 

Relaci6n do rases (IJ). Se represont.a por: 

(l = ml. de fase móvil / rnl de fase est.ac1onaria 
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S1 est.e t.lirmino se expresa de ot.ra forma, se puede decir que, po~ 

cada sección de la columna, equivale a la porción del volumen de dicha 

sección ocupado por la fase m6vil y la fase est.acionaria, 

b. Factor de capacidad (K'). Se expresa asít 

Resolucidn (R). Es una medida cuant.it.at.iva del grado 

de separación ent.re dos picos, y se expresa as!: 

R D t.,.z - t.,' / [ 1/2 e WQ + wb ) ] = 2 ( t.,.z - t.,.' ) / w + w 
• b 

Todas las parles de est.a ecuación doben ser expresadas on las 

mismas unidades, Un valor de R igual a 1.B significa una 5ieparación 

complot.a, por lo Lant.o valores por debajo de est.e indicarian una mala 

se par ación de 1 os sol u Los. 

d. Select.ividad ·(a). Valores elevados de alt'a significan 

1Dajores separaciones. se expresa de la siguient.e manera: 

En 1'crma pr.4cLica puede decir que alfa es una medida de la 

solubilidad dif'orancial da dos compuasLos en la f'ase est.acionaria. 

2. 2. 3. 4 Eticiancia de la columna. Al introducir una muas­

t.ra en la columna ósLa se present.a como un est.rocho perfil da concentración 

a medida que la muest.ra se repart.o ent.ro la faso est.acionaria y la fase 

móvil y es arrast.rada por la última a Lravés de la columna. se extiende en 

una concent.ración' de perfil gaussiano o normal. Mientras más t.iempo perma­

nezca el pico en 1 a columna mois se ensancha, vol vi endose m.;is cor Lo y más 

ancho pero sin perder su forma gaussiana. A la capacidad de la columna de 

proporcionar picos alt.:os y delgados se le llama alta eficiencia de la colum. 

~a y se mide calculando ol número de platos Leóricos, 
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2.2.3.S Ecuacldn da rasolue10n. L.a resolución es una me­

dida de la capa.~idad Que t.iane la columna para separar dos picos y os 

definida como la dist.ancia que hay ent.re el cent.ro de los picos dividida 

ont.re el promedio de las anchuras de los mismos como se observa en la 

Figura H. 2. 

------· v, v. 
1 1 

N\ 
w. w, ,_,__;,._, 

·FiUur-a 2 Gráfica U pica ·de resolución o separación da dos 

componant.K por una columna cromat.ográfica 

R • ---------
....... ( w a. + w z ) 

Para el cálculo de la resolución se ut.ilizan los picos más 

junt.os: 1 y si est.os se pueden separar con éxlt.o, t.odos 10$ dem'.s que est.én 

cont.enidos en la muost.ra lo harlln. 

l.a r~olución est.á relacionada. con la eficiencia ya que ·al 

ut.ilizar la fórmula como denomlnador el prom9dio de las anchuras de pico se 

maneja. la velocidad de ensanchami.ent.o do la banda en la columna y puado 
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medirse como al número de plat.os .t.eóricos. 

Una resolución igual a 1 se considera como una separación complot.a 

aunque en realidad es 0844, Cuando al R = 1. 5 la resolución os complet.a y 

.hay· sólo una sobre.posición de O. 3Y.. Una forma de explicar la resolución es 

observar que R "' 1. O es el número do picos que pueden acomodarse ent.re los 

picos de i nt.er ós. 

Tant.o select.ividad, como la eficiencia N y ol fact.or de capacidad 

K est.an est.rechament.e ligadas a la resolución al ut.ilizar la siguiont.e 

fórmula. 

R ~ 1/4 ( a - 1 / a ) ( N (k'/1+k' 

•ELICCTJ.VIDAD cr101EHCIA 

Figura 3 Los;; picos muest.ran como al D.umant.ar numoricament.e la 

resolución la separación de los component.es es mayor. 

2. 2. 4 Cofl!Ponent.es de un cromat.&grafo de llquidos. 

Los component.es esenciales encont.ractos on un inst.rument.o para 

cromat.ografia de líquidos do alt.a. presión incluye: una bomba, inyect.or 

columna, det.ect.or y rogist.rador. 

La columna ost.a considerada como el corazón del sistema, la cual 

so encuentra rellena de faso estacionaria la cual est.a compuest.a por 

part.iculas del t.amaño do micras e 10~d µ ) • y para lo cual es necesario una 

bomba de alt.a presión para t.ransport.ar la faso mévil a t.ravós do la 

columna. El proceso cromat.ográfico empieza por la inyección del solut.o en 

la columna. La separación ocurre al bombear la fase móvil y el solut.o a 
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t.ravés de la columna, cada compuest.o que eluye de la columna as dalect.ado 

ya sea por un det.ect.or universal o select.ivo, dependiendo de las 

propiedades de los componant.es a modir. 

La respuest.a del det.eelor para cada eomponent.e se manitiesla en 

una cart.a graficadora col!'° un cromat.ograma. Para col9ct.ar, guardar y 

analizar los dalos cromalográficos, eliit.&n siondo usados en conjunción con 

los graficadores, compuladoras, int.egradores y olros equipos;, para al 

procesarnient.o de dat.os. l.a seña.l producida se mani fest.ará en forma de 

picos ( Gausianos ) represent.ando la concont.ración de los component.es 

aluidos. La. calidad de la separación cro~lográfica puede ser det.errninada 

mat.emat.icamant.e obt.eniendo los vAlores de la eficiencia, select.ividad y 

resolución de los result.ados cromat.ográficos. 

A cont.inuación se pretaenla un esquema funcional de un equipo d• 

cromat.ografia de liquides Figura 4 : 

Regist.rador ---

Oeposit.o de 

faso móvil 

Filt.ro 

Int.roducción 

de muest.ra 

Columna 

Det.&et.or 

Colect.or de 

fracciones 

--- Procesador 

do dalos: 

Figura 4. Esquema funciona.! de un cromat.ógrafo do Uquidos 
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2.2.5 Arullisis cualit.al.ivo y cuanlilat.ivo 

L.a cromatografía de líquidos es en esencia una t.écnica de 

separación y no de ident.ificación, y aunque es posible obt.ener alguna 

información de t.ipo cualit.at.ivo 1 en general siempre se requiere de alguna 

t.dcnica no cromat.ográfica para efect.uar la ident.ificación cert.era de un 

compuest.o det.erminado. to 

L.a. forma de efect.uar la idont.ificación es .comparando los t.iempos 

de ret.ención de las sust.ancias por ident.ificar con los t.iompos de ret.ención 

de las sustancias pat.rones, aunque como se mencionó ant.eriormont.e, esto· no 

bast.a para una ident.ificación c'ert.era. La dnica manera de idont.!ficar una 

su!iilt.ancia con un cien por cient.o de seguridad os ut.ilizando alguna técnica 

auxiliar, como por ejemplo espec:t.romet.ria de masas, resonancia magnética 

nuclear, et.e. 

En lo que rospect.a al análisis cuant.itat.ivo de mezclas o 

sust.ancias &!empro ha szido fácil de efectuar modiant.e cualquier 

t.écnica cromat.ográfica con result.ados válidos. En la act.ualldad el análisis 

cuant.it.at.ivo por medio de cromat.ograf'ía de Uquidos de alt.a presión os t.an 

confiable o aún más que los resultados obt.enidos por cromat.ograf'ía de 

gases. 

A cont.inuación se describen cada una de la técnicas manuales e 

inst.rument.ales que so conocon para int.egrar las áreas do los picos. 

Altura· del pico. Aunqu~ el ;f.rea es una medida más precisa, la 

alt.ura es más empleada por la mayor facilidad con que se obtiene, aunque es 

mucho más sensible a variacion.,.:¡¡¡; inst.rumont.alos. Si los picos est.an 

complet.amont.e dist.orcionados o asimét.ricos. o la cant.idad de muest.ra est.á 

fuera del intervalo lineal dol det.ect.or, no debe ut.ili:z:arse ast.a t.dcnica. 

Si hay desviación de la linea base, la alt.ura del pico se obtiene 

interpolando la linea baso ent.re el principio y el f'in do cada uno de los 

picos. 

Altura J't>r el ancho de la mitad del pico. Si los picos son sJ.. 

mét..ricos t.ienen aproximadamente la forma de un triángulo, y es por est.o qua 

el ¡{rea se cbliene mult.iplicando la alt.ura del pico por el ancho medio a la 

mil.ad de la altura. Ho es convenient.e emplear el ancho modio on la base 

del pico.ya que por lo general los picos. tienen cierta tendencia a colear. 
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Triangulaci&n. El mét.odo consisto en t.razar t.angent.es a ambos 

lados del pico hast.a obtener un triángulo con la línea base y luego aplicar 

la fórmula de la base multiplicada por la mitad do la altura del pico. 

Est.a mét.odo es menos preciso que el ant.erior y est.á sujet.o a errores al 

t.razar las t.angent.es, 

Corlar y posar. Est.e método es laborioso y lonto, pero 

bast.a.nle preciso. Básicamente lo que hace es doterm.lnar ol peso por unidad 

de oirea del papel utilizado en el registrador, recortando después los: picos 

trazados y posándolos, y de esta forma se determina su área. La precisión 

de est.e m4todo en general os buena pero doponde de varios fa.et.orea. que son 

al cuidado que hay qua t.ener al recortar los: picos, la homogeneidad del 

papel, et.e. 

Plan1rnat.ro Ut.ilJ.zar plan!mot.ros para m&dir :lraas no ot'rece 

ventaja a.lgi..:na aprociablo sobro los métodos anleriores. El proceso os 

lento, depende mucho de la habilidad personal y su precisión oxeado a la 

del mót.odo do triangulación. Con picos asitr.át.ricos se aprecia unn ligara 

ventaja sobro otros métodos manuales. 

Integración da disco. Es: le as qui za al m6t.odo más conwnient.e 

para medir .iS.reas:, el integrador transforma la señal que recibo el 

registrador en una serio de trazos en el papel que se puede relacionar con 

las áreas de los picos, la precisión es muy buena y sólo ofrece ciort.a 

dificult.a.d on ca~os do pice!O no rosuolt.os por complot.o o quo pro:;ont.an una 

desviación do la línoa baso. 

Int.egradores olect.rónicos. Los mdt.odos do integración 

elect.r6nica proporcionan dalos de una pr&eisión en muchas ocasiones 

superi·or a la del mismo cromat.ógrafo, la señal que recibo el registrador es 

t.ransf'ormada direct.amente en unidades relacionadas el área.._ y 

concentración. 

También se emplean sist..emas de computación. muchos de eslos 

instrumentos son capaces de presentar direct..amonle resultados y dalos 

complot.os de análisis, tales como tiempo de ret.enci6n, áreas, concentración 

porcont..aje de composición, et.e. 
10 
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2. 2. 6 Ventajas y limi t.aciones del mdt.odo. 

La cromat.ograt'ia de Uquidos de alt.a presión puede ser considerada 

complernent.aria a la cromal.ograf'ia de gases. En muchos casos ambas 

t.4cnicas: pueden ser usadas para efectos de la misma separación. Para 

aquellos: materiales que son t.ermolábiles o no volátiles, cromatografía d• 

líquidos de al t.a presión es la selección lógica. pero ost.o no significa que 

reemplace la cromat.ografia da gases pero si jugará un gran papol en los 

laboratorios de an,¡{Usis. 

La croma.l.ograf!a do liquides de alt.a presión ofrece amplias 

ventajas sobre la tradicional cromat.ograf!a do liquides: 

Rapidez, resolución. sensibilidad, CC?lumnas reut.ilizablos, idoal 

para moléculas grandos y espacios iónicas, muoslras facilos de recuperar. 

Las Umi t.acionos para est.e mét.odo son las siguiont.es: 

a. Inst.rument.ación costosa, dificil amUisis cualit.alivo, 

axist.e det.eclor net.ament.e universal y sensible, o-levado cost.o do operación, 

experiencia indispensable, 

b. En la crom.a.t.ograf.(a de líquidos la fase móvil debe cumplir 

ciertas ca.ract.erist.icaSil: 

- Ser pura sin ningun contaminante 

- No reaccionar con el empaque 

- Ser compa.t.ible con ol del.actor 

- Disolver la muestra para poder 

través de la columna 

- Tener baja viscosidad 

- Fácil recuperación de la muestra 

transportada a 

- Estar comercialment.e disponible a bajo precio 

- No degradar o disolV'l9r la f'ase est.aeionaria 

- Tener la polaridad adecuada para permitir la retención 

convenionte de la muestra en la columna 

- Valores de K' ent.re 2 y 10 

Los solventes más comunment.e usa.dos en la cromat.ograf'ia de 

líquidos de alt.a resolución son hoxano. cloruro do met.ilono, cloroformo, 

tet.rahidrofurano, acet.onit.rilo, isopropanol, mol.ano! y agua. 

En muchas ocasiones en especial con fases polares existe una marci!_ 

da tendencia del oxígeno y otros gases a disolverse en el liquido, si est.os 
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gasas se dasgasifican dentro del inst.rument.o y forman burbujas. puoden afos_ 

t.ar seriamant.e el funcionamient.o del det.ect.or y la eficiencia do la columna 

por lo qua es necesario remover est.os gases disualt.os,mediant.e un baño do 

ult.rasonido. Ourant.e un an:llisis de una mezcla de dos o más sustancias 

podemos usar una mezcla de. sol vent.os como fase móvil aJust.ando adecuadame11 

t.e las características de la fase, t.ambidn es posible cambiar la composi­

ción da la faso móvil durante el análisis. El primer mét.odo os llamado 

operación isocrática y el segundo elución por gradiente. La elución por 

gradiente se utiliza con muestras cuyos componentes poseen polaridades muy 

dist.intas. Por lo general ne empieza con un sclvent.e llnico y aument.a 

el tiempo la concentración del et.ro compononto. 

t..a selección do los solventes usados como faso móvil depende do 

varios parámetros. En la cromatografía de adsorción y da part.!cién, el 

papel más importante lo desempeña la polaridad pero t.ambién lo son la 

viscosidad y et.ras caract.eristlcas. En la cromatografía do inlarcarnblo 

iónico son important.es la fuerza iónica y el pH, mientras que en la 

cromatografía de exclusión la caracterist.ica primordial es la solubilidad 

de la muestra en la fase móvil.'º 

2. 3 Keloconazol 

a. 3.1 Nombro qulaico 

cis-1-Ac'll!'t.yl-4- [ 4-[ [ 2-( 2,4-dichlorophany )-2-( !H-imidazol-1-ylmet.hy ) 

-1,3-dioxolan-4-yl ]-methoxy ]phenyl ] Piperazino. 

2. 3. a Fórmula 

M!nima 

CHClNO 
2d2D 2'' 
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b. Estructural 

2. 3. 3 Propiedades Fisicoqu!W.cas 

Polvo cristalino blanco o ligerarnent.e amarillo.· punto de fusión 

146° • crist.ali%ado de 4-met.hyl-2-pent.anona., rotación especifica 20°C 

de -1° a +1°, soluble on met.anol y soluciones ácidas diluídas.,,.. 

a. 3.' Farmacologl• del kelocona%ol 

2~ 3. •.1 Absorcidn, distribución y biolranst'ormaciOn del 

keloccm.azol. 

L.a mayoria de los hongos son complet.ament.e resist.ent.es a la acción 

do los Dtdicament.os ant.ibAct.arianos, Sólo unas cuantas susl.a.nclas so ha 

descub1ert.o que ejercen un efect.o inhibidor sobre los hongos pat.6genos para 

•l humano y casi lodas ollas son relativamente t6><.icas. Existe una gran 

necesidad por mejorar los medicamont.os anUmicót.icos. sobre t.odo a causa de 

la frecuencia cada ve:z mayor de infecciones micóticas de diseminación 

general en pacientes inmunosuprimidos. Az,u 

El lcetoconazol es una estructura imida:zólica sint.ét.ica que se 

prr.ient.a en forma de polvo blanco, alt.a.ment.e soluble en agua y en alcohol. 

Su espectro ant.ibact.eriano es muy amplio incluye Candida, Coccidloides 

~ ( agente de la coccidiodomicosis ). Histopla.sma capsulat.um ( agent. 

de la hisLoplasmosis ), hongos superficiales l Trichonhyt.on. Microspgrum. 



et.e.) y blat.ornicosis. No es erect.ivo corit.ra Torulosis, MYss!.I:.. y ,Aspergipus 

sp. No se ha r11port.ado resist.encia durant.e el t.rat.amlant.o. 

Los ant.imicét.icos im.ldazolas sint.ét.icos inhiben el desarrollo de 

los hongos al bloquear la ~ios!nt.esis do los Upidos micót.lcos, on especial 

al argost.erol en las membranas celulares y t.al ve:z: por Jn9dio da ot.ros 

mecanismos. '4,t.ts 

Se ha publicado que el kat.ocona:z:ol an forma. otica:z: suprime las 

manirest.acionas clínicas de la paracoccidiodomicosis generalizada, la 

blast.omicosis y en ocasiones lesiones del pulmón, hueso o piel de 

hist.oplasmosis y coccidiodomicosis, pero no meningit.is debida .a est.os 

hongos. Est.e ant.imicót.ico oral ha dado result.ados alont.adores en c:asos 

moderados graves y su adm.inist.ración no ha originado problemas import.ant.es. 

El ke~oconazol es el primer ant.imlcót.ico eficaz on al t.rat.amient.o 

da las micosis aist.émicas qua puade administ.rarsa por v!a ·oral. Se t..oma 

una sola dosis al día da 200-400 mg junt.o eon los aliment.os. Est.a agont.o 

as bien absorbido y dist.ribuído, sin ombargo, sus concant.racionos en el 

sist.ema nerviosos cant.ral son ba.st..ant.e bajas de las alt.as dosis dadas 

[ hast.a eoo mg/cila ). La dosificación diaria suprimo las infoccionos por 

Candida de la boca o do la vagina en 1-2 semanas y la dermat.ofit.osis en 3-9 

semanas. Los niños inmunodaficiont.es con eandidiasis, mucocút.anea mejoran 

Siguiendo él t.rat.amient.o 4-10 meses. El fármaco se dat.ect.a en orina hast.a 

después do las 24 horas de su ingestión, loa. m.::s.yor parte del falrrnaco se 

biot.ransforma en el hígado y so elimina en la bilis en forma de mot.abolit.os 

inact.ivos. sólo un pequeño porcont.ajo aparoco en la orina sin cambios 

met.abólicos. ,
6 

2. 3. •· 2 Toxicidad 

No se han roport.ado casoso da cont.raindicación oa. est..e rárm¡u:o, 

excepto en casos de hipersensibilidad. No se llene información sobre sus 

ereet.os t.eralogénicos y embriot.6x.lcos on el hombre, t..ales efoct.os se 

present..an sobre osludios en rat.as ~r lo que se aconseja no administ.rarlo 

durant.e el primer t.rimest.re dol embarazo. Cabe mencionar quo el fármaco es 

posiblement.e eliminado a través de leche mat.orna.
12 
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Los principales efectos t.6xicos afect.an al aparat.o digost.ivo~ 

aunque se ha observado cierta t.oxicidad hepát.ica con dosis elevadas. El 

ket.oconazol bloquea la sint.esis de est.eroides suprarrenales y puede 

producir ginecomast.ia. Adn no se ha prosonlado resist.encia al medicament.o. 

2. 3. <l.. 3 Dosis, via da adnú.nist.racidn y present.aciones 

No se ha eslablecido con cert.e:za la dosil7. y la duración del 

t.ratam.iento. Se recomienda la dosis diaria oral de 200 a 400 mg, 

administ.rada en dos t.omas y Junt.o con los aliment.os. So considera que son 

necesarias dosis dol orden de. 600 a 000 mg/dia para el t.rat.am.ienlo do 

algW'laa infecciones. Las presentaciones conocidas a la techa son on forma 

de tablet.as de 200 mg y shampoo ... 
2 
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3. PLAtn'EAHIEHTO DEL PROBLEMA. 

La cuant.if'icación do ket.ocona:zol puede reali:zarse conforme a 

los mdt.odos de farmacopeas. por cromat.ografia de líquidos de alt.a presión, 

por t.it.ulacionos no acuosas. o dir&et.ament.e al espect.rofot.omet.ro. n,t• 

Act.ualmenle los mét.odcs report.adcs para la cuant.1ficac16n do 

ket.ccona:zol en t.ablet.as son por cromat.ografia de liquides de alt.a 

presión, &P.ZO 

So llevará a cabo la adaptación dol mét.odo debido a qua on el labs;!. 

rat.orio donde so reali:zará la parta experiJl'IGnt.al de est.o proyoct.o no se lo­

gró reproducir el que se presont.a en las farmacopeas y norma oficial del 

Seguro Social ( ya que no se ha logrado adapt.ar al equipo con que cuenta el 

laboratorio ). 

Por lo ant.erior se llevará a cabo la adaptación de un mét.odo ana­

l!t.ico para la cuant.ificación y post.arlar validación del mét.odo de cent.rol 

de calidad para t.ablet.as de ket.ocona:zol. 
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'· OBJETIVOS. 

Adapt.ación de un mét.odo analiUco para la cuant.ificación de 

ket.oconazol en tablot.as como producto terminado. 

b. Validación del mét.odo analit.ico mediant.e un estudio est.adist.ico 

cubriendo los sig"uient.es pa.r4.met.ros: 

B. llIPOTESIS. 

Especificidad 

Precisión 

Exact.it.ud 

L.inealidad 

Est.abilidad 

El ket.oconazol, principio act.ivo presente en la forma f"arm.aceútica 

de tabletas. eS cua.nt.ificado gracias a los dif"erent.es t.iempos de retención 

quo prosont..3.n los: ·component.es de la. formulación al ser a.nalizados por 

Croiu.t.ogra..f"ia de U qui dos de Al t.a Presión. 

Si al realizar la separación de ket.oconazol de los ot.ros 

eompon•nt.es; de la rormulación indican la no interferencia por parle de 

est.os, podemos decir que el mét.odo adaptado es un mét.odo cuant.ilat.ivo y 

podrat ser validado con el estudio est.ad{st.!co correspondiente, además de 

ser ut.ilizado como mét.odo de ensayo rutinario en cent.rol de calidad para la 

cuanlificación de keloconazol en t.a.blet.as. 
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6. KETOOOLOGIA· 

6.1 HGt.odo genor'al 

6.1.1 Materiales 

Mat.races volumét.ricos de 50 ml. 

Mat.races volumát.ricos de 100 ml. 

Pipetas volumétricas de 5 ml. 

Tubos para centrifuga 

Vasos de precipi t.ados da 60 ml. 

Vasos do procipi t.ados do 100 rnl. 

Viales para Cromat.ógrafo de Líquidos 

8.1.2 Reactivos 

Kot.oconazol Estándar de Referencia USP 

Ket.oconazol Materia Prima. Lot.o Q1 003? ABSA. 

Metano! G. R. 

Metanol HPLC J. T. Backer 

Fost'ato de amonio monob;h;ico G. R. J. T. Backer 

6.1.3 Equipo 

Cromat.ógrafo do Líquidos do Al t.a Presión Beckman 506 A 

Balanza Analít.ica Hott.ler A.M. 100 

Baño de ul t.rasonido Sigma No. 11 

Cent.rifuga Solvat No. 3350 

6. 1 • .(. Hdtodo 

6.1 • .(..1 Condiciones croma.t.ogr..lficas 

Columna: Nova-Pack c ... de 3. g mm. x 150 mm. 

Tamaño de part.icula: ¿ micras 

Flujo: O. 79 ml/Jnin 

Fase móvil: Met.anol-Fosfat.o de amonio 

monobásico O. 05M pH 6. 6 (76: 25) 

Longitud do onda: 230 nm. 

Inyección: 10 µl 
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o. 1. 4.. 2 Proparacidn dol est.•ndar 

Pesar con axact.i t.ud al rededor de 60 mg de ket.oconazol 

9St.atndar de referencia previarnent.• secado al vacio a B0° C por " horas 

ant.es de su uso, colocar el ost.ándar pesado en un mat.raz at'or.ido de '50 ml. 

adicionar met.anol, agit.ar ~ast.a disolución complat.a y arOrar con ol mismo 

solvent.e, lomar una al!cuot.a da 10 m1. llevarla a un ma.t.raz volumét.rico de 

100 ml, aforar con met.anol y mo:z:clar. 

6.1 • .f.. 3 Praparacidn do la MUest.ra 

Moler 20 t.ablvt.as hast.a obt.enar un polvo homogéneo, pesar el 

equ.ivalent.e a 200 mg de ket.oconazol, colocar on un rnat.raz volulnét.rico de 

100 ml., adicionar 60 ml de met.anol y colocar por 18 11\J.nut.os en un baño d9 

ult.rasonido, a.rorar con mat.anol, mezclar• y cent.rif'ugar una porción de la 

solución. Tomar una al.!cuot.a de 6 rnl, y t.ransforir a un mat.raz volum4t.rico 

de 100 ml 0 a.rorar con met.anol y mozclar. 

6. 1. <&. "' Proced.hdonto 

Inyect.ar por quint.uplicado volumenes iguales [ 10 µ1) de la 

solución estándar 1 rogist.rar las áreas de los picos corraspondiont.es. 

El coof"iciant.o de variación no debo ser mayor de 2':. 

Inyectar por separado 10 µl de la muost.ra registrando ol 

correspondient.e crom.a.t.ograrna, obt.oner las áreas y realizar los cálculos 

correspondientes con la siguiente t"órmulat 

Am X Ws X Ps 10 100 100 
Kat.ocoha:z:ol mg. /t.ab. = ------X -- X -- x -- X P.P. 

donde: 

As X Wm 100 50 6 

Am = Area del pico do la muest..ra 

As "" Area del pico dol ost.ándar 

Ps = Pot.enci a del est.ándar 

Ws 11:1' Peso del est.;lndar en mg. 

Wm = Peso de la muest.ra en mg. 

PP = Peso promedio 
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6. 2 Evaluacidn del sistema 

6. 2.1 Linealidad del sistema 

Para evaluar este parámetro so preparó una solución pat.rón 

partiendo de 200 mg de ketocona:zol y diluyendo a 100 ml esta solución 

sera denominada como A y se realizan diluciones con mot.anol 

dlsol vente como se muestra en la t.abla IV hasta obtener la concentración 

adocuada para cada nivel el cual fue anali:r:ado por t.riplicado. 

Nivel Alícuota do solución A Aforo Concentraci&n final 

80" 4.0 ml 100 ml BO mcg/ml 

"°" 4.B ml 100 ml QO mcg/ml 

100 Y. B.O ml 100 ml 100 mcg/ml 

110 Y. B.6 ml 100 ml 110 mcg/rnl 

120Y. e.o ml 100 ml 1Sl;O mcg/m). 

Tabla IV. Cantidad de kot.oconazol en cinco diferent.es niveles pa.ra 

determinar la linealidad del sistema. 

6. 2. 2 Precisión del sistema C Repelibllidad > 
Para oval uar este parámetro se prepararon diooz muestras como se 

hizo para el nivel del lOOY. de la linealidad del sistema. 

6. 3 Eval uacidn del mdtodo 

8. 3. 1 Linealidad del mdtodo. 

Para la linealidad del método se prepararon placebos cargados a 

cinco niveles de concentración y por triplicado para cada nivel, adicionan­

do una cantidad exacta do ketoconazol para cada uno de los placebos. Las 

muestras se prepararon pesando las cantidades de acuerdo a la tabla V. 
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Nivel Pri nei pi o aet.l voC ma) Exeiplent.e(!t!'.J) 

160 240 

2 180 220 

3 200 200 

4 220 180 

B 240 60 

Tabla v. Cant.idad de ket.oconazol en el neo di ferant.es ni veles para. 

det.arminar la linealidad del mdt.odo. 

e. 3. 2 E>eact.i t.ud al cien por ciento 

Para avaluar la exact..lt.ud del método se prepararon diaz muest.ras 

adicionando la cant.idad da placebo y principio act.ivo qu• se ut..!Uzd' para 

el nivel n\lmero t.res de la linealidad del mót.odo, t.rat.ando las muest.ras 

como indica al procedimlent..o de la preparación do la 

inuest.ra (6,1.4.3) 

e. 3. 3 Estabilidad de la MUest.ra 

Para det.arminar la est..abilidad do ia: muost.ra se prepararon t.res 

placebos cargados a una concent..ración dol 100", est.as muestras 

prep:.raron do la mi&m.a manera quQ para la ax.a.cti lud. 

Una VwtZ que se prepararon las muest..ras so reali%d el aniUlsis de 

las mismas reglst.rándosa los dat.os obt.enidos, después se e:Kpusieron a la 

lU% normal, oscuridad y refrigeración ambienta por un período de 12, 24 y 

72 horas, las muest.ras est.aban cont..enidas en los mismos viales t.ransparen­

t.es que se ut..lU:z:aron en al anillisis inicial. 

6.3 • .& Especificidad 

Para la det.armlnacJ.ón de la aspacirlcidad del método se comparó un 

placebo contra un placebo cargado y un estándar, obsarvandose result.ados 

sat..isfac.t.orios como puedo· observarse en el Ane_xo I. 
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6. 3. 5 Precisión C Reproducibilidad > 
Para: la determinación de la. reproducibilida.d del méLodo se realizo 

con dos analist.as en dos dias diferent.es de la siguient.e manara: 

El primer dia cada analist.a propard tres placebos cargados 

misma concent.ración del cien por ciento. y se analizaron con ol mét.odo 

propuest.o, en el s99undo d!a los analist.as ant.erioros por separado 

prepararon t.res placebos cargados y se anali:z:arón de la misma manera que el 

dia anterior. 
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7, RESIJL T ADOS 

7. 1 LlnoaUdad del sist.ema. 

CAnt.idad 

adicionada (mcg/ml) 

80 

BO 

BO 

QO 

QO 

QO 

100 

100 

100 

110 

110 

110 

120 

120 

120 

Númoro do dilucionos (t.) = 5 

Número de réplicas (n) .. 3 

Nilmero da dat.os (N) = 1 B 

¡;: X = 4600. 0000 

E Y = 4663. 4637 

¡;: xª= 450000. 0000 

t Yz= 147Be20. 0000 

¡;: XY= 476633. 2707 

39 

Propiedad medida 

( Areas ) 

i249.27510 

240.63039 

247. 761QO 

290.15780 

27g, 00693 

290.18474 

312.40103 

311.1QQQ3 

312.047Q3 

340. 30417 

343.02Qe7 

340. 60004 

373. 31081 

372.62636 

372.1301Q 



CálculoS f'inales para la pandient.e lB)1 

H (I:XY)- (I:X) (I:Y) 
B • 

H I: x• - ( I: X ) • 

B • O. 0353 

Cálculos finales para la ordenada al origen. (A): 

A• 

( I: Y ) ( I: X')-( I: X ) ( I: XY ) 

I: x• - ( I: X ) 
2 

A • -o. 0134 

C4J.culos f'inales: para el coeficient.e de correlación ( r ) y el 

coef'icient.e de determinación ( r 2 
): 

r.s:1.2009 

[ nt. ( I: XY ) - ( I: X ) ( I: Y ) 

( I: x• ) - ( I: x ) ª ] ( nt. ( I: y• ) 

40 
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[ ] 
z 

nt ( E XY ) - ( E X ) ( E Y ) 

[ nL ( E x• ) - ( E X )
2 

] [ nt ( E y• ) - ( E Y )
2 

] 

~!culos preliminares para el coericienlo de variación (CV): 

Calcular para cada punt.o do la linealidad del sistema 81 

siguient.e t'act.or: 

propiedad medida ( y ) 

conc. de la dilución de la solución pat.rón ( x J 

F1 . 3.1034 

Fa a 3.11Q1 

F3 a 3.0070 

F4 . 3.1128 

Fa . 3.1100 

F6 . 3.1131 

F7 = 3.1240 

Fa . 3.1UQ 

Fg 3.1204 

F10 = 3,0036 

F11 . 3.1184 

F12 = a.ooea 
F13 = 3.1100 

F14 = 3.1052 

F1S = 3.1010 
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:C F • 43. 0370 

F' • a.1og1 

E F
2

• 1'6· 0011 

DE 

O. E. • B. 6004 X 10-• 

c. v .• 0.1830 

Criterio da acept.ac::ión 

cv s.. 1.60 "' 
~ O.QQ 

r
1 ~ 0.09 

A a: 0.00 

e ::i:: i.oo 

N ( N - 1 

D. E. 
c. v. )( 100 

Ya que r > O. gg, rª > O, 00, CV S.. 1. 6 Y., A :i: O y B ~ 1 se 

cumple con los crit.erioa de linealidad d•l sist.ema. 
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7.1.1 Evaluacidn da la ordenada al origen. 

Plant.aamient.o de la Hipót.esis 

H
0 

A • O 

H~ A .. O 

Calculándo al error Upico 

Dc:.nda: 

S" y SY • SUma.loria de X y Y respect.Lvament.e 

n = Nllmero de dat.os 

s.2 y s/ • Cuadrado de las sumatorias da X y Y res1>9Ct.1vament.e 

"" Ordenada al origen 

b a Pendiente 

$y/le• (1!34145, 05 - 0, 43089 X 1506, 72 - 0. 00950 X 163571.10 / 15 - 2) 1
"

2 

a O, 4Ba4 

S ( x, - X ) 2 ~ 3000 

Calculándo error Upico de est.imación modi!'icada 

~ .... .= /cn/n-2) 

.. [15/ 16-2 11
/a 

• 1. 0741 

Calcul;f.ndo t. de cálculo 

44 



Area d• acept.aeión 

t.Q/2 :S. lea.le :S. t.&-a/2 

Donde: 

t.,obta.9• t.0 ,IP7'0 ( 13 g,l J sr 2.1604 

Por t.ant.o: 

- 2.1604 :S. -3, 0266 X 10-8 i. 2.1604 

Por lo que el mét.odo posee una ordenada al origen cercana a cero. 

Int.erva.lo do confianza 

a+t. .. S / Ex• 
OVIi M;I')' ~ 

< A < a+t. .. s I E x• a-a;z .vv 

n E ( x, - ir )" 

-2.1738 < -o. 134 < •• 2521 

7.1.2: Evaluacidn de la pendiente. 

Plant.eamient.o de la Hipóle:ds 

Caleulándo t. de cálculo: 

t,.CO\C • e b - 90 ) M ~ )'~WM .¡n-=r' 

t. cole, ~ - O. 5747 

t.la.blo. = 2. 1604 

Are.a do acept.ación 

t.o...-z :S. t.c:a.\c i. t.a-ovz 

-2.1604 i. - 0.8747 :S. 2.1604 

n E ( x,- ir)" 

Por lo t.ant.o el lrKSt.odo posee una pendi ont.o que se puede considerar 

aproxJ. mada a uno, 
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·E. y 

Int.orvalo de conf'ianza 

-o. 7773 < o. "363 < 1. 0043 

7.1.3 Análisis de varianza. 

g. l s 

Módelo Est.adist.ico 

Yl• n + fl, + "l 

Hi pót.esi s pl ant.eada 

H
0 

: (la O 

H
0

: (J 1111 O 

WLA DE ANADEVA 
e M c. F cale 

Regresión n-1 S::r MCr 

Error de n-2 seer MCer Fr"" MCr/HCer 
regresión 

Fa.lt.a de 

ajust.e 

Error 

Donde: 

(n-2)-l(r-1) sera 

l(r-11 S::pe 

F. V, = Fuent.e de variación 

g. l. = Grados de lJ.bert.ad 

S. C. = Suma de cuadrados 

M.C. = Media de cuadrados 

F cale= F de cálculo 

Mera 

MCpe 

ser = suma de cuadrados para la regresión 

a b(S><y)+a(Sy) - ((Sy)2
/ n ) 

Fra"" HCf'a/MCep 

SCer = Suma de cuadrados del error de regresión 

= Sy2 - b(S><y) - a (Sy) 
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f. v. 
Regr•sión 

SC'ep 1:1 Suma de cuadrados para el error puro 

• sy• - f{5y1. • 1 / r l 
sera .. Suma de cuadrados por fal t.a de aJust.e 

.. seer - SCep 

MCr 1'l Media do cuadrados para la regresión 

• ser / glr 

MCer ª Media da cuadrados par.a al error d• rOgrosidn 

• SCer / gler 

MCep 1'l Media de cuadrados del error puro 

"' SCep / gl ep. 

MCfa = Modia de cuadrados da la falt.a da ajust.e 

• MCfa / HCep 

Sust.it.uyando los valores en la t.ab~a ant.erior: 

TABLA t?E ANAQEVA 

g. l. s. c. M. e E cale 

2QQ7.04 2007. 04 

Error d• 13 1.2748 o. 0006 F'r 113066,3329 

regresión 

Ealt.a de 3 o. 475'3 o. 1593 

ajusle F' • 
to 

1. 0007 

Error 10· 0.7002 o. 0'7002 

Crit.erio da aceptación 

Si Freccdc1 ~ Fr (lcibl se rechaza H
0 

Por t.anto exis:t.• una dependencia ent.re la cantidad adicionada y la 

cant.idad recuperada. 

Si Fr(calcl Fr (lGbl se acepta H
0 

Y por tant.o no existo dependencia enlro la cantidad adicionada y 

la cantidad recuperada. 

Fr,lcib> = g, 07 

3066. 3329 ~ Q. 07 

Por lo anterior H
0 

so rocha.za y se considera que existe una 

relación ent.re la variable cantidad adicionada y la variable cantidad 

recuperada. 
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Evaluación dctl comport.am.ient.o dol modelo 

H
0 

• El modelo de la regresión lineal simple describo 

adecuadamenlo la. relación ent.re la cant.idad adicionada. 

y la cant.idad recupera.da. 

Ha. • El mod~lo de regresión lineal simple no describe 

adecuadamente la relación ent.re la cant.idad adicionada 

y la cantidad recuperada. 

Si Fro.ccolcl FfCMto.b1 Ho se a.cept.a 
Por lo t.ant.o el modelo describe adacuadamant.o la r•lación entre la. 

cant.idad adicionada y la recuperada. 

Si F1G(.calc> t Ffatta.bJ H0 se rix:haza 
Por lo t.anto el modelo no describe a.docuadament.• la relación ont.ro 

la c.11.nt.idad adicionada y recuperada. es decir e>d.st.o una f'a.lt.a de ajust.e 

del modolo para explicar la variabilidad de los da.los. 

FlG(\ab>• 3. 71 

1. 0007 3. 71 

Por lo ant.erior H
0 

se acopt.a y se considera que el modelo describo 

adecuadamont.e la relación entre la cantidad adicionada. y la cantidad 

recuperada. 

7.2 Precisidn del sist.•-.a 

7.2.1 Repot.ibilidad 

Cant.idad Aclicionada mcg/ml. 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

40 

Cant.idad R&euoerada. mi::g/ml 

OCl."666 

100.1326 

QQ.0736 

gg, 9647 

00.9607 

100.1230 

100.2122 

OO. 796Q 

QQ,Q806 

gg, 0124 



VD Qg,QS31 

0.1296 

I: yª .. QQQ66. 3880 

CaJ.cul4ndo •1 coericient.e de variación 

c. v. .. s / V M 100 

.. 0.1289/ 99. 0031 w 100 

. "" 0.2960 

Cri t.erJ.o de acept.acfón 

C~ V. menor quo 1, 5 

Por lo t.8.nlo el sistema so considera preciso. 

7. 3 Pr.-cisidn del Mdt.odo 

7.3.1 hproducibilidad 

Aoa.list.a 

"·' 

u 

N • M 
• 2 

Modelo est.ad!st.ico 

't,,ik .., µ + Al + Ojfll + Ek<LJ1 

Hipót.esis planleada 

100. 6Q07 

100. 6816 

Q0.6400 

Q9.9193 

00.5600 

100. 4209 

40 

rr 
"9.8000 

98. 8099 

QQ,SS40 

99. 4389 

QO. 6158 

100. 5107 

"· ' 

Ola 

M • M . . 
H .. H 

' 2 



•· T•bl.a de t.ot.•l•s. 

300.Q??? 298.5Q16 

II ??Q.+7.40 

eoo.8304 6Q8.035S 

b. Tabla de analis.Ls do varianza 

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA 

·Ev gl se MC 

Analist.a a-1 sea ~ 

Dia (d-1)a S>Cd MCd 

Error (r-1 )ad se. HCo 

Donde; 

a es •l mlmero de analist.as 

d aon los días 

r el nUmero de réplicas 

SCa• Suma de cuadrados de anal.Lst.a 

ªE Ylª / br - E Yª •• ,/bra 

SCd• Suma de cuadrados; de día 

• ' a E Y t'/ ar - E Yª ... / bra 

'SCad=- Suma de cuadrados de la .Lnt.eracción 

.. E Ylt/r - E Yl
2

/ br - E Yt/ ar + I: Yª/ abr 

SCe= Suma de cuadrados del error 

= E v,Pt.2- E Y,¡ª"' r 

Mea= Modia do cuadrados del analista 

= sea / a-1 

MCd= Media do cuadrados del día 

• SCd / b-1 

MCad= Media de cuadra.dos de la !nleracción 

SCad / [ a-1 ) ( b-1 ) 

MCe=- Media de cuadrados del 

SCe / ab l r-1 ) 

60 
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Sust.it.uyendo los result.ados en la tabla ant.erior 

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA 

FY gl se MC 

Analist.a 8><10-· 8x10-• 

D!a 0.8227 0.6227 

Int.eraCción 0.3375 0.3376 

Error e 2. 8224 0.3163 

Evaluación del erecto ent.re analistas 

2. 6372 X 10-I ( 5, 32 

F cale. 

2. 5372x1o-• 

1.0740 

1.0704 

Por lo t.ant.o no exist.e diferencia significativa ont.ro analistas-, 

Evaluación del erecto enlre los dias de andilisis 

1.0749 6.32 

Por lo tanto no existe diferencia significA.t.iva &nlre los días do 

anilisis. 

Por los rosult.ados anteriores podemos docir que el m&t.odo es 

reproducible. 

7. 4. Espoc1tic1dad trente a e>ecipienles 

Los resultados obt.enidos para la especifidad demuestran que no hay 

interf"erencia para la determinación de kot.oconazol en t.ablet.as [ ver 

croma.t.ogramas del anexo I ). 
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7. 5 Linealidad del Nlodo 

X Adicionado ~ Recuoerado 

80 

80 

80 

QO 

QO 

QO 

100 

100 

100 

110 

110 

110 

120 

120 

120 

?Q. 6180 

81. 0604-

80. 3900 

01. 2270 

91.6000 

Q1. 7e:TO 

100. 3826 

100. '7203 

101. 0324-

110. 2697 

110. 3841 

110. 6321 

120. 9130 

121.1319 

120.5213 

Ecuación de la recla 

't • 0.0003 X + 0.8204 

A D 0. 9204 

b D O.QQQ3 

r "' O.QQOa 

r 2
:111 O. 0085 
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Donde1 

Donde: 

7.5.1 Evaluacic5n da la ordenada al origon. 

Plant.eamient.o de la Hipót.esis 

Ca.l cul ándo el error t.! pico 

SM y sy • SUmat.oria de X y y respect.ivament.e 

n 111 Ntlmero da dat.os 

s.ª y SY 
2 

a Cuadrado da las sumatorias de X y Y respeet.ivarnent.e 

a "' Ordenada al origen 

b • Pendiant.• 

s • 377.oeeo 
y.-. 

S( X, - lf")ª m 2.089• X 10'"" 

calculándo al error t.!pico de ost.imac!ón modificada 

"' s "" 1.0741 'l!' .... 

' Calculándo t. de cálculo 

t. ca.Le,= 2. 0004 X 10 -d 

t.la.bia.s= t.0 . 070 [ 13 g. l l = 2.1604 
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Por t.a.nt.o: 

- 2.1604 i_ 2. OC584 X 10-d i_ Z.1604 

Por lo que podemos considerar que el método posee una ordenada al 

origen cercano a caro. con ol siguient.e int.ervalo de confianza: 

" ]'"' " [ ]'" a+L " S [E X
2 /nE ( x,-ll" )ª < A <a+L " S E x•/nE ( x,-x )2 

cvz x/y •-cvi )l/y 

o. 820"4. + ( -2. 1604 1 .. 1. 9809 < o. 8204 < o. 8204 + 2.1604 .. 1. 9909 

-3. 4582 < o. "4.3088 < 9. QgQ() 

7.s.a EvaluaciOn do la pondient.e. 

Plant.eamient.o de la Hipót.esis 

H ' B = 1 o 
Ha : 9 .-! 1 

Calculándo t. de cálculo: 

t. cate. .,. - O. 37x10-8 

t.la.blo.a ... 2. 1604 

Crit.erio 

-Q. 37x10-8 < 2.1604 

Area de a.cept.aeión 

-2.1604 !_ - o. 37x10-a !. 2. 1604 

Por lo t.ant.o ol mét.odo posoe una pendiant.e quo so puede considerar 

igual a. uno. 

Int.erva.lo de confianza. 

-S. 83S5x10-a < O. QQQ35 < 1. 0010 
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E v. 
Regresión 

Error de 

regresión 

Falla de 

ajuste 

Error 

7.6.3 AMlisis de varian:za. 

g.l. 

n-1 

n-2 

(n-2)-t!r-1) 

l(r-1) 

s. 

Módelo Est.adist.ico 

Y\a (1 + {1• + &\ 

Hi pót.asi s pl ant.aada 

"· ' (1 ~ o 
HG : (1 .. o 

TABLA DE Af!ADEVA 

c. ,., e 
ser MCr 

seer MCer 

sera MCfa 

se pe MCpe 

E cale 

Fr= MCr/MCer 

Fr
0

=- MCfa/MCop 

Ut.ilizando las fórmulas que aparecen on ol punt.o 7.1.3 Analisis 

de varianza para la linealidad del sistema obt.enemos los dalos do la 

siguiente t.abla: 

TABLA DE Af!ADF.VA 

E. v. g. l. s c. 14. c. E cale 

Regresión 2G84.. 9050 2Q84..B850 

Error de 13 15. 4000 1.1016 Er =- G504.Q3 

regresión 

Falt.a do 3 13. 6040 4..6646 

ajusto Fra."" 25. 4153 

Error 10 1.7009 o. 1796 

Criterio do aceptación 

Si Frcca.\cl ~ Fr na.b1 se rechaza H
0 

. Por t.anto exislo una dependencia entre la cant.idad adicionada y la 

cantidad recuperada. 

Si Frcc:tLlc1 Fr ua.b1 so acepta H
0 



Y por t.ant.o no exJ.st.e dependencia ent.re la cant.idad ad.lcionada y 

la cant.idad recuperada. 

FrrlQb) • O. 07 

2504. 93 ~ Q. 07 

Por lo anterior . H
0 

se rechaza y se considera· qu• existe una 

relación ent.re la variable cant.idad adicionada y la variable cant.idad 

recuperada. 

Evaluación del comportamiento del modolo: 

H
0 

= El modelo de la regresión Unaal simple describe 

adecuadamente la relación ent.re la cant.!dad adicionada 

y la cant.idad recuperada. 

Ha = El modelo de regresión lineal simple no describo 

adecuadamente la relación entre la cantidad.. adicionada 

y la cant.idad recuperada. 

a. Si F'tGlccdcJ F'taclnbl H0 58 acepta 
Por lo tanto el modelo describe ad&cuadarnont.o la relación onlre la 

cantidad adicionada y la recuperada. 

b. Si Ftalcatc:J ~ F'ta1la.b) Hº se rechaza 
Por lo tanto el modelo no describe ac;!acuadament.e la relación ent.re 

la ca.nUdad adicionada y recuperada. os decir existe una t'alt.a de ajuste 

del modelo ·para explicar la variabilidad de los dalos. 

, .F'tactabl.r:: 3 • 71 

26. 4153 t 3. 71 

Por lo anterior H
0 

s:e rechaza y por lo tanto el modolo no describe 

adecuadamente la relación entre la cantidad adicionada y la cantidad 

recuperada, es decir existe una falla de ajuste del modelo para explicar la 

variabilidad de los dalos. 

Sin embargo basados: en el criterio oio.lablecido por la S.C.retaria 

de Salud, que indica que el result.ado obtenido de la prueba del coe!'icient.e 

de delorminación (r 2 ) debe ser mayor o igual que O. Q8 y dado que el valor 

de r 2= 0.9006 Para este caso en particular so considera que no hay !'alta d& 

ajuste en base a dicho cri t.erio. 
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7.8 Exact.it.ud del ...St.odo. 

" A.di ci onado 

100 

Y. Rocuperado 

OO. 6584 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

a). Coeficlent.e de variación 

C. V. .,. S / X X 100 

= 0.289S 

Crit.erio de acept.ación 

c. v. ~ 1. 6 

0.2885 t 1. 6 

b). t. de st.udent. 

= 0.2486 

Crlt.erio de acept.ación 

t. cale: ( t.labla. 

o. 2406 < a. 571 

Por lo t.anlo el mét.odo es exacto, 

59 

100.1810 

Q9.56QO 

QO. 6713 

OO. 7014 

100.2416 

00.0812 

QQ.8636 

"°· 5329 
QQ.3465 



T 

p 

T 

p 

1.1. Est.abilidad de la muest.ra. 

Tiempo - Con di ci ón 

e d ció 
Luz Oscuridad 

100.42 100. 31 

12 horas QQ,94 oo.ee 
100 B? Q0,46 

QQ.27 100. 32 

ª" horas 09.63 °"· 09 
gg 34 Q9 ¿5 

100.24 OO. 79 

72 hora~ . QQ,46 OCl.79 

gg 09 OCl.56 

Cal cul ándo 1 os valor os de t. de Dunnet.: 

12 horas 

24 horas 

72 horas 

SCe = t ylJlc - t Ylt/ k 

= 4. 2130 

MCe • SCa / t (r-1) 
= o. 70Z3 

t.
0 

,,. i - 100 / [ MCo ( 2/r ) ]uz 

Co dición 

Lu; Oscuridad 

o. 3900 -0.0180 

-1. 3933 -o. 6099 

-0.5002 -o. 4297 

Refrigeraci&n 

°"· 01 

""· 56 
100 26 

100. 21 

°"·ro 
ooea 
09.0Cl 

QQ,36 

OO. 47 

Rofrigoración 

-0.1316 

-o. 0194 

-1.0620 

Rosult.ados de t.
0 

para los diferent.es t.iempos do det.ermina­

ción de la muest.ra. 
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Evaluación- da la est.abilidad de la muest.ra: 

H
0 

; Hay est.abilidad 

Ha. : No hay est.abilidad 

Regla de decisión: 

Si t.Dcca.léi 

Si t.Dcca.\cl 

t 0<La.bl(l.8l la muestra es estable. 

t.Ottobla.ai la muest.ra no est.able. 

Como los valores obtenidos para t.
0
en la t.abla ant.orior son 

menores a 2.64, se considera que la muest.ra es est.able a las condiciones 

sometidas hast.a ant.es de 72 horas de haber sido preparadas. 



B. DISCUSION DE RESULTADOS. 

l..a validación del 

ket.oconazol realizó 

mét.odo 

t.omando 

anal.tt.ico para la dat.erminación de 

cu&nt.a los parA.met.ros mínimos 

est.ablecidos por el laboi:-at.orio : linealidad y precisión del sist.ema, 

linealidad, reproduc!bilidad, exact.it.ud, especifidad del rnét.odo así como 

est.abi 11 dad de la mues t.r a. 

En la evaluación de la linealidad del sistema como se puede 

observar en los resultados obtenidos, se oncont.ró que el sislerna. es lineal 

ya que ex.isla una relación lineal anlre la cant.idad adicionada y la 

cant.idad recuperAda que ocasiona la respuesta dol equipo, dando como 

resultado una ordenada al origen y una pendiant.e sa.t.isfact.orias para un 

modelo lineal simple.• 

Para la precisión del sistema. Lomando en cuont.a los resultados 

obtenidos experiment.alrnent.o. so encont.ró que al 5is:t.oma. es preciso ya quo 

el coeficiente de variación es menor de 1.9 (0.2950 J. bajo las 

condiciones do operación a las que t'u• somet.ido. 

En el caso da la roproducibilidad del mét.odo 0 como le demuestran 

los resultados ·obtenidos experimenlalmenl& no o>d.st.e una diferencia 

signU'icat.iva ent.re anal.islas y t..ampoco ent.re los días de análisis. por lo 

t.ant.o puede ser realizado por cualquier analista y en cualquier d!a.. 

Para la linealidad del método. lomando en cuenta los resul lados 

obtenidos e>cperiment.alment.e, demuestran que exisl• una relación lino.al, 

entre la· c8.nt.idad adicionada (X) y la cant.idad rocuporada (Y). siguiendo un 

modelo d9: regresión lineal simple. 

Para la axact.it.ud del método. como se aprecia en los rosult.ados 

obtenidos, el mót.odo os exacto por lo que puedo 

cuant.ificación de ket.oconazol en t.ablet.as. 

emplea do par a la 

Para la especi.ficidad del método como aprecia en los 

crornat..ograrnas anexos no oxist.o int..ar!'erencia con los productos de 

degradación. ni con los exc:ipiont.es; de la rormulación do la t.ablet.a po~. lo 

que pueda ser ut.ilizado en pruebas de rulina y posiblement.a como indicat.ivo 

de est.abilidad. 

Los resultados do estabilidad de la muost..ra demuestran que est.a es 

estable hast.a antas 72 horas de haber sido prepara~as, obsorvandoso que los 

resultados obt.enidos en al porcient..o do rocobro son homogéneos. 
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o. CONCLUSIONES. 

Al t.érmino del present.e t.rabajo, podemos decir que se cumplieron 

los objet.ivos descrit.os originalment.e porque, el mét.odo analít.ico empleado 

para la cuant.ificación de ket.oconazol en t.ablet.as como product.o t.erminado 

f'ue sat.isfact.orio en t.odos los pa.rámet.ros evaluados para la validación. 

- La adapt.ación del mét..odo fue sat.isf'act.oria para los fines de 

validación que se requirieron ya que cumple con los parámet.ros noco-sarios: 

como se especifica a cont.inuaciÓn. 

- La respuest..a obtenida por el sist.ema indica que os linoal y 

preciso. 

- El mét.odo es lineal, exact.o, preciso y reproducible, bajo las 

condi el ones de operación normal . 

- El mét.odo propuesto es especifico para pruebas de rutina 

(control do calidad) y posiblement.e como iÍ'l.dica.t.ivo do estabilidad ya que 

no existe int.erferencia con los productos do degradación. 

- Las muest.ras son est.ables por lo menos 72 horas. 

- El m4t.odo propuest.o es vóilido para ser ut.Ui:zado la 

det.erminación de uniforynidad de cont.enido de ket.oconazol en t.ablet.as. 

Por lo ant.eriorment.e axpuest.o, se concluye que al mét.odo anal!t.ico 

cumple con la función establecida y por lo tant.o puede ser usado como uso 

de rut.ina. en la cuant.if'icación de ket.oconazol para la present.ación de 

t.ablet.as. 
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Ane>eo I. 

-­• t.ftll 

Cromatograma N. 1 Nos: muest.ra la respuest.a de un placebo cargado 

donde podemos observar el pico correspondlent.e al ket.ocona.zol. 
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'fi¡---'---'-~'--'""~'-'_.__;;:,:__,__::,•·m~1:__,~~··"" 

Cromat.ograma N. 2 Nos muest.ra la respuesta de un placebo observan 

dose que no aparece ot.ro pico que pueda sumarse al dol act.i vo en estudio. 
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•.1111 

Croma.lograma N. 3 Nos muestra 1 a respuest.a de un estándar d;; 

referencia el cual se present.a en mismo t.iompo
0 

de ret.ención quo el del 

placebo cilrgado. 

10. List.a de Reforoncias 

65 



10. List.a de Referencias 

1. Adrianus J. V. Hardw.ldgo E. A •• "Gu.ldelines t'or Assay Valid8.t.ion", 

Pharm. Tec:h., !:!, [3), 1Q82:. 

2. A. F. M. "Taller de Validación A. F. M." 1997. 

3, Guldoline tor SUbmission Of Support.ive Analyt.ical Dat.a tor Met.hods 

Validat.ion in New Orug Aplicat..lons. Oept... or Healt.h and Human 

Servic•s. F. D. A. Aprii. 1094. 

4. Guerra J, " Val.ldat..lon of' Analyt.ical Met.hods by FDA L.aborat.or.les". 

~· ~- 1..2 (3). 1096. p.74. 

6, Cemeli, J. "Validación. Filosofía y Sist.ema". C.I.F. 4. (8). 1QSS, 

p. 22<H!26. 

6. Taylor J. "" Validat.ion or analyt.ical met.hods 

(6). 1Q93. p 600 A. 

7, Pharmacout.ical Manufact.ures Associa.t.ion. "Current. Concept.s tor t.her 

Validat.ion of Compend.lal Assays ". Pharmaceut.ical Forum. 1996 

p. 1241. 

9. Taylor, J. "Qua.lit.y Assurance". ~. Chem., 53 (14) 1981. p.1688A. 

O. Puve Un.lversit.y. " Va.lidat..lon Concopt.~ Procoodings of Hanagement. 

Conferonce for Pharmaceut.ical Indust.ry ". West. Lafye Indiana. USA. 

1007. 

10. Harold M. Mcnair y Benjamin Esqui val, "Croma.t.ograt'ia de Ltquidoa de 

Alt.a Presión", a· ed., Ed. Secret.raria General de la Organización 

de los Est.ados Americanos do Washington D. C. ,1Q80. p. 1 - 60. 

11. The Merck Index. 10 t.h. ed. USA. 1993. 

86 



12. Rodríguez C Rodolt'o, Vademécum Academicti de M&dieament.os, Tomo 

II, Primera edición. Universidad Aut.onoma de México. 1004 p. 487 -

•ea. 

13. Got.h Andrés. Far~colog!a Médica. Undécima ádición, Edición 

Española, Ediciones Dogma, S. A., p.573 - 877, 1094. 

14. Lew!s's, " Pharmacology "·James rossland, quinta edición. Edllorial 

Churchill Llringst.one, New York, 1080. p 0077"Q11. 

16. WUey John, and Sons Inc. "Ama Drug Evaluat.ions" cuart.a edición. 

Ne.W York. N. Y. 1Q80. p. 1393-1360. 

16, Goodm.an L. S., Gllman A., "The Pharmacological easis of Therapeut.s " 

quint.a edición, Ed. Copyright., Macrnillan Publishing, Co. 1Q75. 

p. 1435-1442. 

17. The Untt.ed St.at.es Phartnacopeia, 20t.h. ed, USA. 1005. 

18. Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos So ed. 1988. 

1Q. Swezay Sarah " Measuromont. of ket.oconazole, a n9w 

agant., by h!gh - performance liquld chromat.ography 

Chromat.oaraphy, 227 (1Qaa) p. 510-916. 

ant.ifungal 

Journal Qf. 

20. Alt.on K. B. "DelArminat.ion of tho ant.ifungal agent., ketoconazole, 

in human plasma. by h!gh - performance liquid chromat.ography". 

Journal Q!: Chromat.ography, 221 (1980) p. 337-344. 

67 



11. Bibliografia. 

Box George E.P. • Hunt.er William G., Hunt.er J. St.at.ist.ic for 

Experirnant.ers. An Int.roduct.ion t.o Oosing, Dat.a Analysis, and 

Model Building. John Wiley and Sons. No"' York. 1079 

Bernard Ost.le. Est.adís~ica Aplicada. Ed. Llmusa. México. 1003. 

Bo'#Jnan W. C. Farniacología. Bases Bioquímicas y pat.ológic:As. 

AplJ.cacJ.cn•s Clínicas. Nuova Edil.erial !nt.eramoricana. 1Q94. 

Bolt.on Sanford., Pharmacout.ical St.at.J.st.ic : Pract.ical and 

Clinical Aplicat.J.ons. Secónd edil.ion. Marce! Dekker. Inc. New 

York, 1000. 

Ca.vanaghi L. St.at.ist.ical Evaluat.ion Of The Result.s Obt.ained 

WJ.ht. The Anal! t.ycal Met.hods Used Fer The Quali t.y Cent.rol 

Medicines. Drug development. and !ndust.rial Pharmacy, 13 (14), 

2571-2615, 1"87. 

Clarke E .• Isolat.J.on and Ident.if"icat.ion of Drugs, Vol I. The 

Pharma.ceut.ical Press, London 1Q78, pag. 25- 28. 

Ccnnors, K. A. Curso de AnalísJ.s Farmacéut.ico. segunda edición 

Edil.erial Revert.á, Barcelona España, 1981. pag. 2!3-29. 

Daniel. Wayne W. Bioost.ad!st.ica. Base para el Análisis de las 

Ciencias de la Salud, Ed. Limusa, México 1g?a. 

Font.ani, F. ,et. al Crit.eri di Convalida dei Mot.od.i D'analJ.si. 

Boll Chin F'arm. Vol. 126, num.2, Fob. 1S97,pag. 66-7~. 

Foiganbaun A. U. Cent.rol Tot.al de la Calidad, Ed. CECSA.Méx:ico 

1004. 

ee 



Flor•y, K. Analyt.ical Profilas oí' Orug Subst.anc•s , Ed, 

Academic Press. New York., Vol. 2, pag. 4-61. 1082, 

Genaro A. R. Remingt.on Farmacia, Vol 1, 17a.. ed. Edit.orial 

Medica Panamericana, Buenos Aires Argont.ina, 1907. 

Horwit.z W, Th• Variabilit.y of Mat.hods o(' Ana.lysis Usad 

Analit.ical Pharmaceu\,ical Chemest.ry Jornal of t.he Adac. 60 (6) 

pag. 1355-1363. 1Q77. 

Inrnan, Eugene L. et. al. General Met.hod Validat.ion Guidelines 

for Pha.rmaceut.ical Samples, J. of Chorm. Se!. Vol. 25, June 

1Q8'7. 

Juáraz Ayala J. Un Acercamiento a la Validación de Mét.odOG 

Analit.icos. ~ ~. 1 (BJ, 1e- 20, 1090. 

Ju;irez Ayala J. Par;imet.ros Est.ad!st.icos y Procedim.iont.os de 

Validación, Criterios de Acept.ación. ~ ~. 1 (6), 

1a-2·0. 1090. 

Kleinbaum David. Appliod Rogrossion Analysis and Ot.her 

Mult.ivariablo Met.hods. Duxbury Pross. Massachusot.t.s. 1C7B. 

LoC't.us Bernard., Pharm.aceut.ical Procoss Validalion. Marcel 

Oekker I11c. New York. 1004. 

Taylor , John. Validat.ion of Analyt.ical Met.hods. Analyt.ical 

Chomist.ry Vol 56. t-1. 6, Mayo 1Q83. 

6Q 

ESTA TES1S 111 DEIE 
SAUI BE LA llBUITECA 


	Portada
	Índice
	1. Introducción
	2. Fundamentación del Tema
	3. Planteamiento del Problema
	4. Objetivos
	6. Metodología
	7. Resultados
	8. Discusión de Resultados
	9. Conclusiones
	10. Lista de Referencias
	11. Bibliografía



