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INTRODUCCION. 

Los medicamentos modernos que están constituidos por uno o más. activos y varios 
OKcipientes requieren de métodos analíticos capaces de determinar y cuantificar a .cada 
uno de los activos que lo constituyen. Debido a la necesidad de un control de 
medicamentos más riguroso en nuestro pais, la validación es ahora un requisito. cuya 
finalidad es tener un medicamento seguro, en todo aquello que pueda afectarlo en su 
fabricación además de ser eficaz en cuanto a su acción terapéutica. 

Ante estas circunstancias se requiere desarrollar un método de análisis el cual sea más 
práctico, eficiente, confiable, versátil. · 

El método propuesto es la cromatografia de liquidos de alta resolución. por sus 
cualidades analiticas, que aparte de cumplir con estas caracteristicas, es un análisis 
reproducible, eKacto, y preciso. 

El ketoconazol es un antifiingico de amplio espectro, con una amplia actividad en 
micosis sistémicas ya que es un activo de amplia importancia, se decidió desarrollar 
una metodología analitica, rápida y confiable, y cuya técnica sea especifica para 
control de calidad asl como para indicativo de estabilidad. Una vez establecido el 
método analitico, se realizó la validación de dicho método evaluando los parámetros 
de linealidad y precisión del sistema, linealidad y exactitud del método, 
reproducibilidad y especificidad del método, asi como estabilidad de la muestra y 
tolerancia del método. 

Los resultados de la validación demuestran que el método es lineal, preciso exacto, 
especificó, y la muestra es estable por un periodo de 48 horas, por lo que el método 
puede ser utiliz.ado en la determinación de Ketoconazol en crema ( granel y producto 
terminado), con la seguridad de que los resultados obtenidos son confiables. 

Por último cabe mencionar que el método puede ser empleado para Control de 
calidad asi como para indicativo de estabilidad ya que los resultados obtenidos no 
interfieren con los productos de degradación. 



CAPITULO 1 

GENERALIDADES 



GcNERALIDADES 

A. MICOSIS. 

Muchos hongos provocan enfermedades en las plantas, pero .solo 1.00 de los.miles de 
especies conocidas de levaduras y mohos provocan enfermedades en los humanos. (16). 
Las infecciones micóticas en: los human.os pueden agrupárse en.::" MICOSIS 
SUPERFFICIALES, MICOSIS SUBCUTANEAS: Y MICOSIS. PROFUNDAS 
(generalizadas). · 

l. MICOSIS SUPERFICIALES. 

Hongos que invaden sól~·tejido superli.cial queralinizado (piel, cabello, pelo, uñas,). 
-.' ' . ,-· ., ' •"'·' ,. - . -· 

Los mas importantes son los DERMATOFITOS, que se clasific1men tres géneros: 

l. Epidermophyton E floccossum: invade la piel y las uñ~s. nunca el cabelÍo, Pie de 
atleta. 

2. Microsporum : Infectan habitualmente la piel y el cabello pero rara vez las .uñas:. 

3. Trichophyton Pie de atleta. 

Otras micosis superficiales son: Tiña negra, pitiriasis. versicolor en donde el agente 
etiológico es Pityrosporum ovale. Habitad saprófito de piel normal, predomina en 
regiones tropicales y subtropicales. · 

2 MICOSIS SUBCUTANEAS. 

En general las lesiones se diseminan lentamente desde la zona de implantación. 

2 



ESPOROTRICOSIS. Es una infección granulomatosa crónica el agente es Sporothrix 
schenckii causa nódulos ulceraciones y abscesos en la piel (micetoma) y mucosas, afecta 
también a los ganglios linfáticos, articulaciones y al pulmón es común en los floristas, la 
mayor prevalescencia es en los estados de Morelos, Guanajuato, Michoacán y Distrito 
federal. 

b CROMOMICOSIS Infección granulomatosa progresivamente lenta de la piel 
provocada por diversas especies de mohos negros. Con cierta frecuenc.ia se ha aislado: 

Phialophora vem1cosa 
Fonsecaea pedrosoi 
Cladosíóum canionii 

Los hongos son introducfaos mediante trauma al interior de la'. pie( a menudo de las 
piernas o de los pies. · 

c MICETOMA. Las causas más comunes del micetoma antimicótico son:· Nocardia 
brasiliensis y Actinomadurac madurae. Se caracteriza por lesiones supurativas o con 
secreción abundante, puede localizarse en piel y es una causa de micetoma. Es frecuente 
en los Estados de Morelos, Guanajuato, Michoacán Veracruz y el Distrito Federal. Es 
más frecuente en el sexo masculino entre los campesinos (debido a que andan descalzos), 

3 MICOSIS PROFUNDAS. 

La infección se adquiere por inhalación y la mayoria de las lesiones son asintomática~. se 
caracterizan por ser poco frecuentes, con zonas endémicas más o menos definidas, 
algunas de ellas no contagiosas, de dificil curación y de pronóstico grave para la vida. 

a BLASTOMICOSIS. Existen dos formas de ésta: 

1 Blastomicosis sudamericana, producida por el Blastomyces brasiliensis. 

2 Blastomicosis norteamericana, causada por el Blastomyces dermatitis. 

Es una afección grave, del tipo granulomatoso, que afecta a la piel, mucosa bucal, 
pulmón, ganglios linfáticos y vísceras abdominales pudiendo conducir a la muerte. 
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b COCCIDIOIDOMICOSIS. Esta es causada por Coccidioides immitis que se inicia 
con un cuadro de infécción respiratoria, bronquitis o neumonía, para luego generalizarse, 
afectando huesos visceras abdominales y a veces el cerebro. 

La Cocciodioidomicosis es una enfermedad del Continente Americano fundamentalmente 
del Norte de la República Mexicana, (7) el área endémica más extensa comprende 
principalmente a los Estados de: Baja California, Sonora, Chihuahua, Coahuila, Nuevo 
León, Tamaulipas, Sinaloa, Nayarit y Durango Además existen las zonas endémicas del 
centro y la del litoral del pacifico. 

En estas zonas las condiciones ecológicas de semiaridez favorecen la presencia de 
Cociidjoides immitjs 

c lllSTOPLASMOSIS. 

Es causada por Histoplasma capsulatum, es una micosis intracelular detsistellU\ retículo 
endotelial. La infección con Histoplasma capsulatum ocurre : a través. del sistema· 
respiratorio. 

El sistema rcticuloendotetelial se encuentra afectado. en particular con. linf~de~opatia, 
bazo crecido y hepatomegalia, fiebre alta, anemia. Púeden ocurrir úlceras. de la nariz, 
boca lengua e intestino. · · · . ~;·; 

La transmisión es por inhalación de esporas del hongo el cual se reproduce en 
excremento de murciélagos, aves; en sótano de casas abandonadas, granjas, gallineros, 
cavernas y palomares 

Se han encontrado casos de esta enfermedad en los estados de la República ubicados en 
diversas regiones y latitudes (Colima, Yucatán, Durango, Guerrero.) y la mayorla de las 
veces han tomado el carácter de epidemias. (12). 

--
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4 MICOSIS OPORTUNISTAS. 

A CANDIDIASIS •. 

Es una enfennedad causada por Candi da albicans y otras especies del género candida. 

Es una levadura oval. gemante que produce un seudomiceÜo en cuÍti~o.:en los tejidos y 
en los exudados. su. distribución geográfica es cosmopolita, puede afectar a todos los 
grupos de edad y sexo. Latransmisión puede ·.er.por contacto directo o por. vi~ aérea. 

Las ·manifestaciones cllnicas van a depender dé la localiÍllción de. las lesiones y de sus 
características; ya que afecta a mucosa bucal, piel; intestino, vagina, bronquios y 
pulmones pudiendo invadir el torrente circulatorio para generalizarse y afectar el 
endocardio o lasmeninges. · 

Se presenta particularmente en diabéticos,. durante el ,embarazo y en pacientes inmuno 
suprimidos (SIDA) tuberculosis, o en aquellos que reciben dosis masivas de antibióticos. 
También es considerada como una micosis oportunista. 

b CRJPTOCOCOSJS. Llamada también torulosis, es una infección crónica producida 
por Cryp)ococcus neofonnans. se halla en las heces de pichones, es una levadura que se 
caracteriza por una amplia cápsula de carbohidratos en cultivo y en los liquidas ·de los 
tejidos. 

La enfennedad en el humano es oportunista ocurre a través del sistema respiratorio y es 
asintomática o está asociado con signos pulmonares no especificos y con síntomas vagos. 

La infección pulmonar puede diseminarse en forma general estableciéndose en el SNC 
produciendo meningitis y encefalitis frecuentemente es mortal y generalmente se presenta 
como un oportunista en pacientes inmunosuprimidos (SIDA) y desnutridos. etc. 

C ASPERGILLOSJS. Es causada por el género Aspergillus y las especies que destacan 
son las fumigatus1 niger, flavus, son hongos considerados como causantes de otomicosis, 
generalmente se localizan en pulmón causando nódulos que pueden confundirse con una 
neoplacia (cáncer). · 

Clinicamente existen procesos bronquiales o tos crónica acompañada de expectoración 
abundante. 
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B.KETOCONAZOL. 

J. ANTECEDENTES.DEL KETOCONAZOL. 

. . . 
Por lo expuesto existe. la necesidad de contar con un agente antiñmgico de amplio 
espectro que sea capaz de curar a los pacientes que tienen micosis en nuestro pais. 

En 1976 se sintetizó · un derivado imidazólico denominado KETOCONAZOL 
considerado como nuevo agente antimicótico, activo por via oral y fücilmente soluble en 
el pH gástrico, poco después en 1985, estudios realizados comprueban que el efecto 
farmacológico en animales y humanos, ha tenido cambios significativos e incrementado 
en imponancia a la llegadas de los activos antifüngicos por via tópica, obviamente la 
confirmación de la actividad antifüngica es todavía requerida. pero en adición la 
furmacologia humana también ahora contribuyen significativamente a grados bondadosos 
de las moléculas en términos de afinidad de tejido y a un fino tono de selectividad y 
toxicidad.(5) 

Se realizaron varios estudios en humanos donde se trabajó con un grupo de personas, en 
este caso niilos, este estudio preliminar indica que el ketoconazol en crema al 2%, ha 
dado buenos resultados en 3/4 panes de los pacientes a los a los diez días de su 
aplicación, a lo largo de la superficie inflamada en la piel se encontró que los niveles de 
plasma están alrededor del 1-2 % de estos seguimientos sistématicos de administración 
terapéutica, los riesgos de toxicidad debida a absorción percutanéa son probablemente 
negligentes, ya que debido a las concentraciones encontradas en plasma que son tan bajas 
comparadas con la absorción por via oral. Pocos datos son disponibles para absorción 
pcrcutanéa en tópicos imidazólicos en niños. especialmente aquellos con una gran 
inflamación en la piel. ver tabla no. 1. 

La siguiente tabla muestra las concentraciones encontradas de ketoconazol en plasma con 
una aplicación de 4.5 g. al 2% de ketoconazol en crema.(20). 
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KETOCONAZOL EN PLASMA (NG/ ML). 

DIAi DIAS/6 DIA 10 

PACIENTE 1 (5 meses) 
1 hora. 37 51 60 
3 horas 54 43 36 
6 horas. 18 33 44. 
12 horas 13 

DIAl DIAS/6 DIA 10 

PACIENTE 2 (1 me5) 
1 hora 40 125 
3 horas 103 35 
6 horas 32 
12 horas 12 369 

DIAi DIAS/6 DIA 10 

PACIENTE3,(2 Meses) 
1 hora. 20 14 18 
3 horas 37 79 21 
6 horas 182 4 
12 horas 14 11 

Tabla No. l. 
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2. NOMENCLATURA Y FORMULA DESARROLLADA. 

El Ketoconazol.es un producto de origen sintético. 

Nombre quimico .. ·· 
1-acetil-4-( 4-{2·(~4-diclorofenil)-2-( t-H-imidazol-J-ilmetil)- J ,3-dioxolan-4-il-metoxi 
fenil)piperazina: 

Fórmula molecular. 

C,.H.,CIN,O,. 

Fórmula quimica. 
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3.PROPIEDADES FISICOQUIMICAS. 

PESO MOLECULAR. 531.44 

DESCRIPCION. 

Polvo blanco o ligeramente 'a~ariUo, libre de 
materia extraña. · 

Cloroformo 
Metano!· 
Acido clorhídrico diluido 
Agua 

SOLUBILIDAD. 

1mgen10 mi. 
lmgenlml. 
1 mgen IOOml. 
1 mg en 1000 mt.(10) 

IDENTIFICACION. 

a. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA. 

Preparar una solución muestra de ketoconawl materia.prima con una concentración de 
1 mg/ mi. de esta misma forma preparar una solución de referencia de la misma 
concentración, en metano! grado reactivo, aplicar en una cromatoplaca de sílica gel Hf 
254 de 20 x 20 cm. y de un espesor de 0.25 mm., 100 ul de ambas soluciones. 

Disolvente revelador: n-hexano, acetato de etilo, metano!, agua, ácido acético glacial 
(42: 40: 15: 2: 1). 

La cámara cromatográfica se satura con la mezcla del solvente de elución durante un 
lapso de 30 minutos. · 

Se saca la placa se seca con aire caliente y 'se revela con luz U. V.· a 254 nm. se 
observa una sola mancha en ta muestra de contornos bien definidos y un Rf semejante 
al de la sustancia de referencia, el cual es aproximadamente de 0.40. 
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b ESPECTRO DE ABSORCION AL ULTRAVIOLETA (U.V.). 

Se prepara una materia prima a una concentración de 1 mg. de ketoconzol por analizar en 
100 mi. de una solución 0.1 N de ácido clorhidrico, y se prepara otra solución 
conteniendo sustancia de referencia a la misma concentración. 
Concentración teórica JO mcglml.{l) 

La lectura de las absorbancias se efectúa en un espectro fotómetro, a la longitud de onda 
de 220 a 350 nm, utilizando una solución O. IN de ácido clorhídrico C<lfllO blanco de 
reactivo. 

Los espectros de absorción son semejantes entre si y presentar un pico 'llláximo de 
absorbancia a 269 nm. más menos 2 nm. 
(Espectro 1) 

e ESPECTRO DE ABSORCION AL INFRARROJO. (l.R.). 

La materia prima se dispersa· en bromuro de potasio, presenta picos max1mos de 
absorbancia a las mismas longitudes de onda (1640, 1580, 1500, 1360,) que una 
preparación similar de sustancia de referencia de ketoconazol. (Espectro 2). 

RANGO DE FUSJON. 

La muestra presenta un rango de fusión entre 14SºC. 149ºC, -apÜcand~ el ·método del 
tubo capilar, subiendo latemperatura en un grado por minuto a partir de los.140ºC . 

. PERDIDA AL SECADO. 

No pierde más del 0.5% de su peso, usando las condiciones de secado al vaclo y a una 
temperatura de SOºC. 
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ROTACION ESPECIFICA. 

La rotación especifica se calcula con la ayuda de uó polarimetro, se pesa una cantidad de 
400 mg. de ketoconazol materia prima se ileva a un matraz aforado de 1 O mi. se afora 
con metano! grado reactivo, para tener una concentración de 40 mgfml y se obtiene un 
valor de -1 y +I grado a una temperatura de 20ºC, calculado en base seca. 

Se realizará un blanco empleando un tubo seco y vacío para realizar las correcciones 
necesarias. 

RESIDUO DE IGNICION. 

Debe presentar no más de 0.1% en 2.0 gramos de muestra. 

MET Al.ES PESADOS: 

El método a seguir es el método 11, 20 ppm. Que indica el contenido de impurezas 
metálicas coloreadas con sulfuro de hidrógeno y no debe ser mayor al limite de 20 ppm. 
de plomo. 

Procedimiento. 

Solución A. En un tubo de Nessler de SO mi se coloca un volumen medido con pipeta de 
una solución tipo de plomo que contenga la cantidad de plomo correspondiente al limite 
de metales pesados, especificados para la muestra por ensayar, diluir con agua a 25 mi, se 
agrega solución reactivo hidróxido de amonio hasta obtener un pH entre 3 y 4 usando 
papel indicador; se diluye nuevamente con agua hasta un volumen de 40 mi y se mezcla. 

Solución B. Pesar 1 gramo de ketoconazol materia prima, se coloca en un crisol, 
se agrega suficiente ácido sullürico para humedecerla y con cuidado se incinera a baja 
temperatura hasta que se carboniza totalmente, durante la carbonización el crisol puede 
cubrirse parcialmente, dejar enmar y agregar: 2 mi. de ácido nltrico y S gotas de ácido 
sulfiirico. 
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Calentar cuidadosamente hasta liberáción de liumos blancos, incinerar de preferencia en 
una mufla entre 500. - 600ºC,. hasta que. el. carbón este quemado, dejar enfriar a 
teniperaturll ambiente agiegar: 4 mi de solución de ái:ido clorhídrico diluido ( 1 :2), tapar 
con un vidrio de reloj y ponerlo en un baño Maria a 37°C durante 15 minutos. quitar la 
tapa y dejar que sé evapore h~stasequedad ; agregar: · 

. . . 
1 ·gota ddcidodorhidric~, 10 mi de agua caliente y digerir durante 2 minutos. 

Adicionar gol~· a gol~· sol~ción reactivo de amoniaco, hasta que la solución vire el papel 
tornasol a pH alcalino, diluir con agua a 25 mi y ajustar el pH 3-4 con solución . diluida de 
ácido acéticó; lavar el crisol y el filtrado con 1 O mi de agua reuniéndolos en un tubo de 
Nessler de 50 :1n1 y diluir con agua hasta 40 mi y mezclar. A cada uno de los tubos que 
contiene la solución A· y B agregarles 10 mi de solución reactivo de sulfuro de 
hidrógeno,. mezclar con un agitador de vidrio que contenga un doblez en el extremo 
inferior y dejar reposando durante 5. minutos, al cabo de este tiempo Hacer la 
comparación observando los dos tubos de arriba hacia abajo sobre un fondo blanco. 

El color de la solución B no es más obscuro que el de la solución A. 

VALORACION. 

Muestra. Pesar aproximadamente 200 mg. de ketoconazol y pasarlos a un matraz 
~rlenmeyer de 250 mi, agregar 50 mi de ácido acético glacial para disolver la muestra, 
mular con solución 0.1 N de ácido perclórico en ácido acético y adicionar solución 
indicadora de cristal violeta hasta punto final. 

Cada mililitro de ácido perclórhico equivale a 26.57 mg de Ketoconazol.(2) 
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4. INDICACIONES TERAPEUTICAS. 

El ketoconazol está indicado para la aplicación por vía tópica al 2% para el tratamiento' 
de las infecciones por dennatólilos en la piel como tiña corporal y tiña crural, causada por 
trichoplúton floccosurn, asl como, para el tratamiento de la tiña pityriasis varsicofor. 
causada por Malassezia furfur (Pityrosporum orbiculae).(6) · 

5. ABSORCION. 

Las presentaciones locales de ketoconazol tienen la característica de ab~rberse en forma 
mínima a través de la piel intacta o escoriada, ya que de acuerdo a estudios en voluntarios 
sanos, en 140 de ellos, se encontraron tasas por arriba de s mcg/ml en sangre, después de 
un periodo de 72 horas. Aplicado por vía local presenta un espectro de acción amplia. 

El ketoconazol por Vía tópica ~ctúa rápidam~nte contra 'el pnÍ~to el cual es comúnmente 
visto en las infecciones por dermat6filos y lewduras asl como las condiciones de la piel 
relacionadas con la presencia del Pityrosporon sp. ( 17) -

6. CONTRAINDICACIONES. 

Estll contraindicado en pacientes con reconocida lúpersensibilidad al ketoconazol o a los 
excipientes de las formulaciones.(21) 

7. REACCIONES SECUNDARIAS Y ADVERSAS. 

Presencia de ardor, aumento de eritemá y aparición de vesículas, asl como irritación en 
algunos casos.(14) · · · 
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8. DOSIS Y VIA DE ADMINISTRACION. 

Crema al 2 % se recomienda aplicar J vez al dia cubriendo la zona afectada y área 
circundante en pacientes con tiña corporal y crural, asi como en Pityriasis Versicolor. 

9. MECANISMO DE ACCION. 

El mecanismo de acción de derivados azólicos en este caso el ketocoiiazol ha' sido 
investigado sobre todo en cultivos como la levadura C. albicans (13). . · · .. , '. 

En concentraciones bajas de imidazoles de (10-100 miligramos por mililitro) sep~odueen 
cambios peculiares en la pared celular que es un polimero de N-acetilgl~cosarnida 
fonnándose un éster en posiciones 1-4, las cuales se hidrolizan con ácido_s o bases y en la 
membrana plasmática que es una barrera scmipenneable que existe entre el medio interno· 
y el externo de la célula, que está constituida por una doble capa de lipidos, los cuales se 
unen a las proteinas por enlaces hidrotilicos o hidrofóbicos. ·· · · 

El ketoconazol actúa sobre las células afectadas y lo manifiesta con lá .. salida ·d~· iones 
potasio y compuestos fosforados, ya que se provoca una interposición de los imidazoles 
con la biosintesis de lipidos en la célula lüngica, especialmente con la sintesis de esteroles.' 
(11). . . 

Los esteroles son compuestos de múltiples membranas biológicas una alteración en la 
composición y cantidad de esteroles afectan la estructura y función celular, 
principalmente el ergosterol. 

Van den Bossche y colaboradores mencionan que ha concentraciones bajas el 
ketoconazol, ( 11 ), inhibe la incorporación del acetato ( 14 C), del ergosterol en ~ 
~Esta inhibición coincide con el acumulo del metil esterol (14 C), originando 
can1bios de la permeabilidad e inhibición de crecimiento füngico, asi como también influye 
en la biosintesis de triglicéridos y fosfoilpidos, los fosfoglicéridos como por ejemplo la 
fosfotidilcolina son los constituyentes principales de los sistemas de las membranas 
celulares provocando cambios en las actividades de peroxidasas y oxidasas. De fonna 
simultánea, aumenta la actividad catalasa. 

Este aumento es interpretado como una reacción defensiva para mantener niveles 
normales de peroxidasa intracelular 
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Desde el punto de vista morfológico, se presentan alteraciones en las células füngicas 
como en la membrana, el volumen y defectos en la división celular, con deformaciones de 
los organelos (mitocondrias, aparato de golgi, ribosomas, lisosomas y centriolos). 

Estas alteraciones ocurren después de exponerlos a concentraciones mayores de 50 
mcg/ml de ketoconazol, ya que la vacuola central llega a dilatarse presentándose en forma 
angÚlar debido a una alteración de la presión osmótica la vacuola se llena con material 
citoplasmático dcgradable y permeable que el ketoconazol evitando que el ketoconazol 
penetre e interfiera con el ácido ribonúcleico (RNA) y deteriore el metabolismo celular 
(aumento de peroxidasa bloqueando la actividad del citocromo -C- peroxidasa de las 
membranas mitocondriales de ~ ) y la degeneración liposa del citoplasma 
llevando consigo a la necrosis celular. (13). 
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CROMATOGRAFIA 

La cromatografia comprende un grupo de métodos para separar mezclas moleculares que 
dependen de las afinidades diferenciales de los solutos entre dos fases inmiscibles. Una de 
las fases es el lecho fijo de gran área superficial mientras que la otra puede ser líquida o 
gaseosa, y se mueve a través de la superficie de la fase fija o sobre ella. La afinidad 
relativa de los solutos para cada una de las fases debe ser reversible para asegurar que hay 
transferencia de masa durante la separación cromatográfica. 

La fase fija se ilama fase estacionaria y la otra se llama fase móvil. La fase estacionaria 
puede ser un sólido poroso o finalmente dividido, o un líquido que ha sido puesto en capa 
delgada sobre un material de soporte inerte. Es necesario que la fase estacionaria posea 
particulas que sean tan pequei\as como sea posible para que exista Üna superficie grande 
de modo que la adsorción y desorción de los solutos se verifique frecuentemente. La fase 
móvil puede ser un liquido puro o una mezcla de liquides puros, o en su defecto una 
mezcla de soluciones ( por ejemplo: soluciones amortiguadoras). o puede ser un gas 
(puro, o una mezcla homogénea). 

Los métodos cromatográficos pueden ser clasificados de acuerdo con la naturaleza y de 
la fase estacionaria y móvil. Si la fase estacionaria es un sólido, el proceso se llama 
Cromatografia de adsorción, mientras que si la fase estacionaria es un liquido se llama 
Cromatografia de partición. En la Cromatografia de adsorción la fase móvil que contiene 
al soluto disuelto pasa sobre la superficie de la fase estacionaria. La retención de los 
componentes y sus siguiente separación depende de la capacidad de los átomos que hay 
en la superficie para extraer los solutos de la fase móvil y adsorberlos temporalmente por 
medio de fuerzas electrostáticas. Si la fase móvil es un liquido el proceso se llama 
cromatografia liquido-sólido (CLS), pero cuando la fase móvil es un gas se llama 
cromatografia gas-sólido (CGS).( 19). 

En la cromatografia de partición, un material solido merte tal como el gel de silice o bien 
tierra de diatomeas, sirve para apoyar una capa delgada de liquido que es la fase 
estacionaria efectiva. A medida que la fase móvil, que contiene al soluto, pasa muy cerca 
de esta líquida, hay retención y separación debido a la solubilidad relativa de los 
componentes analizados en los dos líquidos según lo determinan sus coeficientes de 
partición. Si la fase móvil es un liquido este tipo de cromatografia de partición se le llama 
Cromatografia liquido-liquido(CLL), y si la fase móvil es un gas se llama cromatografia 
gas-llquido.(18). 
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J, TEORIA DE LA CROMATOGRAFIA. 

Se han desarrollado dos enfoques teóricos para describir los procesos implicados en el 
·pasaje de los solutos a través de un sistema croma to gráfico. El primero de éstos, la teoria 
de los platos basada en el trabajo de A.P. Martin y R.L.M. Synge , considera el sistema 
cromatográfico como una serie de capas discretas de platos teóricos, en donde existe en 
cada uno de ellos un equilibrio de\ soluto entre la fase estacionaria y la fase móvil. El 
movimiento del soluto se considera como una serie de transferencias paso a paso entre 
plato y plato. La segunda teorla o de la velocidad, considera la dinámica de la partícula 
del soluto a medida que ésta pasa a través de los espacios ubicados en la fase estacionaria 
del sistema, al igual que en la cinética de estas partículas a medida que son transferidas 
hacia la fase estacionaria y desde ella. 

2. TECNICAS CROMATOGRAFICAS. 

Las cuatro fonnas básicas de cromatografia (partición, adsorción, intercambio iónico y 
exclusión de tamai\o) pueden aplicarse al análisis de sistemas farmacéuticos a través del 
uso 
de una serie de técnicas que difieren la una de la otra de acuerdo a la naturaleza de la 

fase estacionaria y de la fase móvil, y del aparato para realizar dicha cromatografia. La 
elección de una técnica en particular depende de una serie de factores, incluyendo la 
complejidad de la muestra, las propiedades fisicas y quimicas de los compuestos a separar 
la resolución requerida la facilidad y rapidez de la técnica. 

Si los materiales son volátiles y estables en la fase gaseosa la cromatografía de gases 
puede ser la técnica de elección dado que es simple de realizar, rápida y de alta 
resolución. Si es preciso aislar compuestos en cantidad entonces una elección mas 
ventajosa, puede ser la cromatografia liquida o la cromatografta en capa delgada. Las 
columnas de cromatografia gaseosa no pueden manejar gran cantidad de material y 
resulta dificil recuperar los eluycntes de los gases calientes que fluyen. Si las sustancias 
son de alto peso molecular tal como proteínas o glicéridos o polimeros para ·lograr una 
separación es necesario empicar la cromatografia liquida usando el modo de exclusión 
por tamallo. Para los compuestos ionizados en solución como los amoniacos el modo de 
intercambio iónico de la cromatografia de liquides es muy útil. 
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Los compuestos altamente polares o hidrofilicos de peso molecular intem1edio tales como 
los azúcares pueden ser separados por técnicas de partición que implica la cromatografia 
en papel o en columna. Las sustancias que no son ionizables hidrofóbicas o no polares, 
pued~n ser separadas .mediante , métodos de adsorción liquida. · · 

a. CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA. 

Es un método de análisis el cual la fase estacionaña, es un sólido finamente dividido, se 
esparce sobre una capa ñgida de soporte en forma de capa delgada y la fase móvil un 
liquido que migra a través de la superficie de la placa, la separación se realiza sobre una 
superficie plana y la fase móvil pasa a través de la placa por capilaridad. 

El pñmer trabajo definitivo realizado en este campo. hecho en 1938 por lzmailov y 
Schraiber 2 implicó el análisis de mateñal de plantas para buscar alcaloides. A pesar del 
éxito de este trabajo y de los que siguieron la aceptación generalizada de esta técnica no 
se logro hasta el fin de la década de los 50, cuando Sthal 3, quien habia estado trabajando 
en estos temas durante varios a~os hizo público el método. Los solventes usados como 
fase móvil en cromatografia de placa son idénticos a los utilizados en cromatografia de 
liquidos. 

b. CROMATOGRAFIA EN PAPEL. 

En este tipo de cromatogralia consta de una ordinaria hoja de papel filtro de textura y 
espesor controlados. Dado que el papel esta hecho de celulosa, un polisacárido altamente 
hidroxilado, posee una gran afinidad por el agua y otros solvente polares, El agua 
fuertemente unida es la verdadera fase estacionaña, y a medida que la fase móvil pasa 
sobre la superficie del papel, los solutos se distribuyen entre la capa unida de agua y el 
solvente de la fase móvil. por lo tanto el mecanismo que predomina es el de partición. 
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c. CROMATOGRAFIA DE GASES. 

La metodología de la cromatografia de gases se divide en dos clases de acuerdo sólo con 
la naturaleza de la fase estacionaria, dado que la fase estacionaria es siempre un gas. 
Estas clases son: Cromatografia gas-sólido (CGS ). el cual la fase estacionaria es un 
material absorbente de tipo sólido y las partículas del soluto son extraídas de la fase móvíl 
mediante fuerzas electrostáticas, y la cromatografia de gas-liquido (CGL), en la cual la 
fase estacionaria es una capa delgada de líquido usualmente uno que recubre la superficie 
de una partícula inerte. En este método las moléculas del soluto son retenidas en la fase 
liquida basadas en su coeficiente de partición entre ella y la fase mó\il gaseosa. 

d. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS. 

l. DESARROLLO HISTORICO. 

En 1905, Ramsey utilizó por primera vez iécnicas cromatográficas para separar mezclas 
de gases y vapores. Al año siguiente el botánico ruso Tswett empleó la cromatografia de 
elución en un experimento que tenia por objeto la separación de la clorofila de extractos 
vegetales. en una columna de vidrio rellena de carbonato de calcio, introdujo el extracto 
vegetal disuelto en éter de petróleo; a continuación ªb"egó más éter de petróleo y 
observó que a medida que el éter pasaba a través de la columna se separaban bandas de 
diversos colores que correspondian a los carotenos, las clorofilas y las xantinas. Aunque 
Michael Tsweet publicó en 1906 su trabajó completo sobre cromatografia de liquidas, en 
el cual explicó completamente la naturaleza de los procesos y la apreciación de su 
potencial, no se adoptó esta técnica ampliamente hasta muchos años después de 
publicada. En 1941, Martín y Synge 1 quienes no habían tenido éxito al usar la extracción 
por contra corrientes para la separación de aminoéicidos en muestras .de lana. 
desarrollaron un proceso de cromatografia líquida en la cual usaron una columna que 
contenia gel de sílice saturado en agua y una fase mó\il de butano! cloroformo, 
perfeccionaron estas técnicas experimentales y explicaron los aspectos teóricos del 
procedimiento tan profundamente que se les otorgo por ello el premio novel en 1952. 
Desde entonces, la cromatografia de liquidos se ha convertido en una de las técnicas más 
versátiles de las que dispone el analista debido a su sencillez y capacidad para obtener 
separaciones de alta resolución.(9). 
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Se pueden , desarrollar separaciones basadas, en características , tan diversas, ,como la 
polaridad de los solutos, sú naturaleza iónica, su peso molecular, su capacidad de 
partición o su capacidad para formar complejos de afi~idad. 

El término cróm¡;t~~afia liqulda ;~ ~s~ hoy ai~ pár~-;~f~~rse a aq~elld~ ~.\todos en los 
cuales ,la separación tiene lugar en una c0lunina empácada, El niatérial de empaque es la 
fase estacionaria y 'puede sei, un'.sólido écin 'capacidad· adscirtiva ,o un.soporte i~erte 
revestidoconunafaseliquida. : ,, "º. ,,,. •.. , _;'.; · ' . •.. ·:. ",.. · · 
Se usa una fase móvil, liq~idacomo.7luyente:: , ., 

El proceso de la cróm'aÍografia de liqÚidos puede ser'~~~lizado ú~ándo Úno de los dos 
métodos que sori lcis siguient,~s, ., · ·' , , · , , · , , 

1. CROMATOGRAFIA DE LJQUlDOS CLASICA. 

Durante muchos años se practicó la cromatografía de liquidas en una forma llamada 
clásica y que consiste basicamente en lo siguiente una columna de vidrio cuyo diámetro 
varia entre 2 a 1 O cm rellena de algún material como gel de sílice, alúmina, azúcar, etc. 
cuyas partlculas son por lo general de un tamaño cercano a las 200 micras. se introduce la 
muestra disuelta en la fase móvil o disolvente por medio de un cuentagotas o de una 
pipeta, luego se agrega el disolvente, con el cual se eluye la muestra a través de la 
columna, los tamaños de las muestras varían entre O, 1 y 1.0 g o más, El disolvente o fase 
móvil fluye a través de la columna por efecto de la gravedad, produciéndose apenas una 
débil presión ejercida por el volumen de la fase móvil que se agrega a la columna. El 
disolvente se recolecta en la base de la columna en fracciones de determinado volumen, 
Uno de los inconvenientes de esta técnica es el largo tiempo de análisis requerido, que 
muchas veces puede ser de horas e incluso días; otra desventaja es que el material de 
relleno se utiliza por lo general una sola vez debido a que parte de la muestra usualmente 
se absorbe en forma irreversible, 

El problema principal de este tipo de cromatografia es la identificación y cuantificación de 
los componentes que cluyen de la columna disueltos en la fase móvil, En general se usa 
una técnica auxiliar, como por ejemplo espectrofotométria, análisis químico o 
simplemente un registro gravimétrico para evaluar el contenido de cada uno de los 
componentes de la mezcla en las fracciones recolectadas, 
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b. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION. CCLARJ. 

En esta técnica se utiliza instrumental muy distinto con ventajas significativas. En este 
método se utilizan columnas· de diámetro muy reducido por ejemplo 2 mm. rellenas 
de materiales especiales pulverizados cuyas partículas tiene un tamaño no mayor de 30 
a 40 micras y con frecuencia · hasta de 3 a 1 O micras, generalmente · con una 
distribución de tam¡úios no mayor de 2 micras. este tipo de columnas es ~uy eficaz, 
pero ofrece una gran resistencia al flujo de la fase móvil o sea una gran calda de 
presión por esta razón es necesario emplear sistemas de ,bombeo de alta presión (hasta 
400 atm) que hagan fluir la fase móvil a una velocidad razonable. a través de la 
columna. La cantidad de la. fase estacionaria dentro de la columna es pequeña pero se 
requiere que fa muestra también Sea pequeña entre 0.1 y 10 mg. 

Si la· presión de entr.ida. a la columna no es inuy elevada (100 atm o menos), fa 
·muestra se introduce en la_ cámara de inyección mediante una jeringa de alta presión, a 
presiones más elevadas se ufüizan las válvulas de inyección. . · · 

Debido a la eficiencia dem~siado alta se obtienen unos 50000 platos por metro, en este 
método de cromatografía las presiones que se alcanzan oseilaJ1 entre 1()00 y 35000 psi; 

. - . . 

Al igual que toda técnica analítica la cromatografía de l!quidos de alta presión tiene 
algunas limitaciones las cuales se muestran a continuación.· · · · · 

VENTAJAS. 
-Velocidad de análisis 
-Alta resolución. 
-Resultados cuantitativos 
-Buena sensibilidad y automatización 
-Amplio espectro y aplicaciones 

LIMITACIONES. 
-Instrumentación costosa. 
-Dificil análisis cualitativo 
-No existe detector universal. 
-Elevado coslo de operación. 
-Experiencia indispensable. 

Con esta técnica es usual obtener separaciones en término de minutos e inclusive en 
algunos segundos. · · 
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2. DE•'INICIONES. El lenguaje común empleado en cromatografía utiliza algunos 
términos y símbolos característicos de esta técnica instrumental a continuación se 
mencionan Jos más utilizados, indicando en los casos pertinentes su importancia 
operacional y la forma en que son evaluados. · 

a. 11empo de retención. (Ir). Es el tiempo que la muestra permanece dentro de. la 
columna y se mide desde el momento que la muestra se introduce en el sistema hasta 
el momento en que se obtiene el máximo de la señal o pico. el tiempo de retención es 
característico de la muestra, la columna la fase móvil, y la temperatura. Por lo general 
se emplea como medida de tipo cualitativo y se expresa unidades de ·tiempo. 
(segundos). 

b. 11empo muerto (lo ó tm). Es el tiempo requerido para eluir una muestra no 
retenida en la columna y se determina midiendo el tiempo de retención de la fase 
móvil misma, o bien de una muestra similar. 

c. Número de platos teóricos. (N), Un plato teórico es el equilibrio de la distribución 
de la muestra entre la fase móvil y la fase estacionaria. 
N se determina de acuerdo a la siguiente fórmula: 

N = 16 (tr /Wb)2 

El número de platos teóricos es una medida de la eficiencia de la columna y sistemas 
asociados, así que cuanto mayor sea N, más eficiente será la columna. 

d. Anchura de la base del pico (Wb). Es la porción de la linea basal interceptada 
por tangentes tra1.adas a ambos lados de un pico asumiendo que la forma del pico sea 
gaussiana, esta anchura es aproximadamente igual a cuatro veces el valor de la 
desviación estándar de una distribución gaussiana. 
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e. Altura equivalente a un plato teórico. (AEPT = L/ N). 

AEPT=UN 

Donde L es la. longitud de la columna, expresada: habitualmente en mm. 
Recordando la definición de plato teórico, se deduce que AEPT es: la longitud de la 
columna requerida para obtener un equilibrio de la muestra entre la fasé móvil y la fase 
estacionaria. Si el valor de AEPT es pequefio, esto se traduce en un niáyor número de 
platos teóricos por unidad de longitud. 

f. Velocidad lineal promedio de la fase móvil (u). Se expresa por: 

u=L/to 

Este parámetro de operación se usa cuando, se presenta esquemáticamente AEPT en 
función de u (gráficas de Van Deémter). 

g. Coeficiente de distribución o de reparto. (k), 

Se representa por: 

Cantidad de muestra/ mi de fase estacionaria. K = -~-.;.,;.._: ____ . ______ __:.:,_ _____ _ 

Cantidad de mueStra I mi de fase móvil. 

El coeficiente de distribución es una propiedad fisica fundamental de cada sustancia. Es 
caracteristico ·de cada múestra y del sistema de la fase móvil y la fase estacionaria en 
consideración y también es función de la temperatura. 
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.. - ' -
h. Relación de fases (B). Se representa por: 

B = mi de Ja.fase móvil/ mi. de ia fase estacionaria . 
. - - .. ,.·. -

· .. Si este término se ~xpresa de otra forma, se puede decir que, por cada sección 
de columna equivale a Ja porción del volumen de dicha sección ocupado por la fase 
móvil y la ra,.. éstacio~aria: 

l. Factor de cap~~Ídad. (K1
) Se expre~ asf: 

·.~ :· 
K'·.= ta /to 

_,. -·;_-\ 
- .. _ .. ., 

Si se combinán las definiciones an.iúiores· también se pueden expresar por: 

j. Resolución (R). Es una medida cuantitativa del grado de separación eritre dos picos 
y se expresá así: : 1; · , • -,._.-~. ·· · · ·· 

·,.::;; 

. • R =.tri :tri /(1/2(Wa;+Wb)) = 2(tr2 -tri) /Wa + Wb 

Todos los miembr?s de' esta ecuación deben de ser ~xpresados en las mi~mas unidades. 
Un valor de R igual a ISsignifica· una separación completa;· por Jo tanto· valores por 
debajo de este,indicarf'!" un:i_mala~$eP..:ración de los solutos. 

k. Sclecllvidad (a);;Valores .elevadÓs de alía significan mejores separaciones, se 
expresa· de la siguiente _manera: 

a= ta2/tal 

En forma practica se puede decir que alfa es una medida de la solubilidad 
diferencial de dos compuestos en la fase estacionaria. 
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3. MECANISMO DE SEPARACION. 

Hay cinco métodos o formas de realizar la cromatografia de liquidas de alta presión, cada 
uno basado en· diferentes mecanismos de separación de los componentes de la muestra 
mediante un cambio de columnas es posible utilizar cada uno de ellos. El modo de 
sepáración depende primariamente de la naturaleza de la fase estacionaria, los métodos 
son los sib'llientes: 

a. Adsorción. En esta forma o método de cromatografía liquida como en la 
cromatografía de gas-sólido, los solutos son retenidos como resultado de la capacidad 
de la fase estacionaria para unirse a ellas temporalmente, a nivel de la superficie activa. 
Las fuerzas implicadas suelen ser relativamente débiles y son eficaces sólo sobre 
distancias cortas. Estas incluyen fuerzas de London y Van der Waals, interacciones 
dipolo y dipolo inducido con grnpos polares ubicados sobre la superficie activa, fuerzas 
de transferencia de carga y uniones hidrógeno. Con este tipo de unión, llamada adsorción 
lisica, la energla necesaria para romper las uniones es pequeña y la fase móvil, a través de 
su capacidad para disolver y desplazar los solutos, puede contrarrestar eficazmente estas 
fuerzas atractivas. Por lo tanto un proceso cromatográfico eficiente puede estar basado 
en la competencia eKistente entre la disolución del soluto de la fase móvil y la fijación a la 
superficie de la fase estacionaria. Sin embargo cuando se fom1an uniones químicas más 
fuertes entre los solutos y el absorbente, como ocurre en el proceso de la 
quimioabsorción . la fase móvil no se puede proveer de energía suficiente como para 
desabsorber los solutos. En este caso no se llega al equilibrio entre ambas fases, y los 
solutos irreversiblemente absorbidos o dan picos de clución no satisfactorios o con colas. 

Algunas de las sustancias que se· usan más frecuentemente son sacarosa, almidón, 
alumina, talco, carbonato de calcio, fosfato de calcio: magnesia gel silice, silicato de 
magnesio, alúmina, carbón. Además de la adsortividad, poseen una función muy 
importante la superficie, el tamaño de la partícula y la actividad superficial para 
determinar la actividad de un absorbente potencial. Es necesaria una gran superficie para 
aumentar el área de contacto entre las dos fases y asegurar el intercambio frecuente del 
soluto. Es importante el tamaño de las partículas, no sólo como indicador de la superficie 
sino también porque determina la resistencia de la columna empacada al flujo del 
solvente. 
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Mientras que partículas muy pequeñas puedan dar una mayor superficie para que haya 
más interacciones con los solutos, puede empacarse tan fuertemente que no se alcance 
una velocidad de flujo razonable sin que sea necesario recurrir a la técnica de CLAP, con 
una pérdida consecuente de la cantidad de la muestra. Con el fin de dar una superficie 
reproducible, es de práctica común activar un absorbente mediante el calentamiento para 
expeler la mayor parte del agua y entonces desactivarla hasta un nivel deseado mediante 
la exposición a un clima de humedad conocida retornando una cantidad conocida de agua 
al absorbente. 

Entre los absorbentes comúnmente usados, el gel de sílice y la alúmina poseen superficies 
ricas en grupos hidróxilo y en átomos de oxígeno que interactuan fuertemente con los 
so lutos polares. El carbón activado a 1 OOO'C para hacerlo no reactivo hacia los 
compuestos polares poseen una superficie muy porosa que reduce el proceso de 
adsorción y desorción y lo hace más susceptible de quimioabsorción. Las separaciones 
sobre carbón se basan principalmente en el peso molecular siendo los compuestos más 
grandes los que se retienen más fuertemente. El silicato de magnesio posee una superficie 
ácida caracteristica de los silicatos insolubles y es similar a la alúmina en cuanto a sus 
propiedades adsortivns. 

Este mecanismo de separación también llamado cromatografia liquido-sólido (CLS), se 
basa en la competencia que existe entre las moléculas del soluto con la fase móvil o 
disolvente por ocupar los sitios activos de la superficie de la fase estacionaria. En muchas 
ocasiones debido a una fuerte adsorción de compuestos de la muestra en el sólido activo 
es necesario aumentar la polaridad de la fase móvil en forma constante y uniforme con el 
cuál se logra un incremento en la solubilidad de los solutos en la muestra en la fase móvil. 
A esta variable se le denomina elución por gradiente o por programación de la fase móvil. 

b, Partición. 

En esta forma de cromatografia liquida la mezcla de los solutos se separa de acuerdo con 
las tendencias relativas de sus componentes para unirse ya sea a la fase móvil o a la fase 
estacionaria que consta de una capa de liquido colocada sobre la superficie del soporte 
sólido. El liquido esta presente como una capa extremadamente delgada, de modo que el 
equilibrio entre las fases se puede lograr rápidamente mediante la reducción de la difusión 
de los solutos dentro de la fase estacionaria. la superficie del soporte sólido se trata a 
menudo, por ejemplo mediante sililación, con el fin de eliminar los erectos ndsortivos 
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Aunque este tipo de cromatografia ha sido empleada para muchos amilisis exitosos, fue 
hasta hace poco un método inconveniente para ser usado en procesos experimentales. La 
fase liquida debía de ser colocada sobre el soporte sólido mediante la evaporación de una 
solución o mediante la inyección de ésta sobre la columna con la fase móvil fluyendo. En 
cualquiera de los casos se hacía dificil obtener fases estacionarias que fueran 
reproducibles y estables. Ademas la elección de la fase móvil estaba necesariamente 
restringida a aquella en las cuales la cobertura liquida tenia solubilidad limitada. Por 
ejemplo si se debía de usar un polietilenglicol para dar una fase estacionaria muy polar, 
debla de usarse una fase móvil de hexano u otro hidrocarburo de baja polaridad, incluso 
la fase estacionaria debería de ser lenta pero continuamente despegada de la columna, 
cambiando de esta manera las características de la separación con el fin de prevenir el 
despegado, se satura la fase móvil con el material de la fase liquida o se insertaba una 
precolumna con una alta concentración de la fase liquida colocada sobre un soporte 
sólido, dentro del sistema antes dentro de la columna analítica. En cada caso se cambiaba 
la naturaleza de la fase móvil y los coeficientes de partición se hacían menos favorables. 

Estos problemas han sido resueltos mediante el desarrollo de la cromatografia de fase 
unida, en la cual la fase liquida se halla siempre unida químicamente a la superficie del 
sólido. El gel de sílice con su alta población de grupos hidró><ilo en la superficie provee 
un medio excelente sobre el cual se pueden unir varias sustancias usando agentes 
similares sustituidos adecuadamente por ejemplo. El cloruro de octadecildimetilsililo 
reacciona con un gel de sílice para formar una fase estacionaria estable no polar llamada 
octadecilsililo y octadecilcilano (ODS). 

La cromatografia de partición puede realizarse de dos maneras, en fase normal o en fase 
reversa. En la fase normal la fase estacionaria es una sustancia polar tal como el 
polietilenglicol, y la fase móvil es no polar, Por ejemplo hexano. Bajo estas condiciones 
los compuestos polares se retardan de modo preferencial y las sustancias no polares 
eluyen más rápidamente. En la cromatogralia de fase reversa la fase estacionaria es no 
polar, por ejemplo ODS, y la fase móvil es polar, usualmente una mezcla de agua, 
metano!, acetonitrilo. Los compuestos no polares se retienen más frecuentemente por este 
sistema, mientras que los solutos polares eluycn primero. Las separaciones de la fase 
reversa son los métodos más frecuentemente usados en cromatografia de liquides de alta 
presión. 

Debido a la eficiencia y disponibilidad de los materiales de la fase reversa, especialmente 
el ODS, o el tipo de CS, se han reali1.ado intentos de usuarios para realizar mezclas de 
compuestos iónicos 1 como aminoácidos. 
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Normalmente estos compuestos no serían retenidos en un empaquetamiento de fase 
reversa, dado que son demasiado polares para separarse apreciablemente sobre la fase 
estacionaria. Se han desarrollado varias técnicas, todas las cuales implican alterar la 
fase móvil para pennitir la cromatografia adecuada de compuestos iónicos, usando estas 
fases estacionarias. Estos métodos se llaman cromatografia de supresión iónica; 
cromatografia de par iónico o cromatografia de jabón. 

c. Intercambio Jónico. 

Aunque la técnica de par iónico o apareamiento iónico ha resultado ser iltil en muchos 
casos para separar mezclas de sustancias iónicas, el método habitual para analizar estos 
compuestos es la cromatografia de intercambio iónico. Este método posee un mayor 
grado de selectividad debido al mayor numero de. combinaciones de fases mó,iles y 
estacionarias que pueden usarse. Es especialmente util para cationes inorgánicos 
aminoácidos y grupos similares de compuestos estrechamente relacionados. 

Los materiales de la fase estacionaria que se emplean para electuar estas separaciones se 
llaman intercambiadores iónicos y comprenden un grupo de polimeros naturales o 
sintéticos orgánicos e inorganicos que son capaces de extraer innes de modo reversible de 
una solución, mientras que al mismo tiempo los reemplaza con iones ae carga 
equivalente. En todo momento, durante el proceso de intercambio, debe de obedecerse el 
principio de elcctroneutralidad tanto en el intercambiador iónico como en la solución. Un 
intercambiador iónico contiene iones fijos que se incorporan permanentemente dentro de 
su esqueleto insoluble, y contraiones débilmente unidos que poseen carga opuesta a la de 
los iones fijos y son capaces de intercambiar cuando se absorben es?ecies cargadas de la 
solución. Si los contraiones poseen carga positiva, el material se llama intercambiador de 
cationes; si poseen carga negativa, se llama intercambiados de aniones. 

Los materiales de intercambio iónico más frecuentemente usados son los copolimeros 
orgánicos hechos de etileno (vinil-benceno) y divinilbenceno (DVB). El cstireno se 
pollmeriza para dar cadenas largas y retorcidas de átomos de carbono con un anillo 
bencénicri. Se agrega el divinilbenceno para entrecruzar estas cadenas y dar una 
estructura tridimensional tipo cuentas. Las resinas de intercambio iónico comerciales se 
identifican de acuerdo con su porcentaje de entrecruzamiento correspondiendo al 
procentaje inicial de divinilbenceno en la mezcla de reacción. 
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Los cromatogramas de intercambio iónico pueden desarrollarse mediante el 
desplazamiento o por métodos de elución. En el primer caso un ion que es retenido más 
fuertemente que cualquiera que los iones del soluto los desplaza de la resina y el 
resultado es una serie continua de bandas. En el método de elución el agente es un ion 
para el cual la resina posee menos sclecti,idad que los iones del soluto. La transferencia 
de los iones del soluto hacia la resina y desde ella depende de su equilibrio de intercambio 
con el ion eluyente. El cromatograma resultante resulta de una serie de picos gaussinaos 
separados. 

Las fases móviles que se usan en cromatografia de intercambio iónico son generalmente 
soluciones salinas acuosas que pueden tamponarse a un pH deseado o ajustarse a una 
fuerza iónica constante. La elección de la fase móvil depende del conocimiento que se 
posea sobre la selectividad de la resina para los iones del soluto y de la influencia de los 
equilibrios de la solución debido al pH o a complejaciones. los solventes mixtos 
acuosos-orgánicos o los solventes orgánicos pueden usarse si la fase estacionaria no se 
altera. La elución por gradiente se usa para las separaciones dificiles . 

. d. Esclusión de tamaño. 

L8 cromatografia por exclusión de tamaño, también llamada cromatografia en gel, es una 
técnica relativamente nueva utilizada para separar grupos de solutos basada en su tamaño 
efectivo de solución. Las fases estacionarias para lograr estas separaciones son polimeros 
que han sido entrecruzados para dar una red abierta con, numerosos poros de tamaño 
uniforme. El grado de entrecruzamiento se controla cuidadosamente para tener una serie 
de geles que poseen diferentes tamaños de poro o de intervalos de fraccionamiento. 
Cuando una fase móvil que contiene una mezcla de solutos de varios tamaños se hace 
pasar por una columna de estos materiales, las moléculas que son demasiado grandes 
como para entrar dentro de los poros son excluidas y permanecen completamente en la 
fase móvil. Por lo tanto ;on eluidas rápidamente cerca del volumen de clución. Las 
moléculas de menor tamaño son libres de difundir dentro y fuera de los poros de modo 
que en efecto, su trayecto a través de la columna es más largo y eluirán más tarde. El 
grado de retención depende del tamaño de las molcculas incluidas respecto del tamaño de 
los poros. 
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De este modo las moléculas más pequeñas penetran a todos los poros mientras que las 
moléculas de tamaño intermedio debido a la velocidad de la fase móvil no tendrán tiempo 
suficiente para difundir dentro de todos los poros en los cuales penetrarian normalmente, 
y por lo tanto serán retenidas con menor eficacia. El resultado es un cromatograma que 
consta de un pico inicial que contiene todas las sustancias totalmente excluidas seguidas 
de un grupo de picos que representan todas las sustancias que han sido retenidas de modo 
parcial y separadas, y finalmente otro pico causado ,por todos los solutos que son 
incluidos totalmente. 

e Afinidad. 

La cromatografia de afinidad se emplea en situaciones en las cuales se desea obtener 
separ?.-:i.)nes muy específicas.. es una forma altamente muy especializada de 
crnmatogrnfia de ddsorción . Esta técnica usa un ligando especificó, en el cual ha sido 
in:novili?.!1do mrdiante la unión química a una matriz insoluble, para poder absorber 
rC\'i!í!>if<Jk;n'-nl'' una sola especie molecular contenida en una mezcla de solutos. este 
método difiere de otros debido a que intenta separar una mezcla de solutos para realizar 
análisis cualitativo o cuantitativo, solo tiene que ver con la extracción de una especie 
única de la mezcla. lograr 5U mayor utilidad como una técnica altamente especifica para 
purificación para moléculas biológicas. 

30 
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S. INSTRUMENTAL. 

Debido a la exactitud de los resultados en los análisis para el manejo de Cromatografia de 
Líquidos ·de Alta Resolución, se debe de contar con un equipo experimental más 
elaborado que el que se emplea en la cromatografia de líquidos llamada clásica. 

a. Rne·rvorio. 

Los reservorios de los solventes son de vidrio o acero inoxidable, capaces de tener hasta 
un litro de fase móvil la cual pueda constar de solventes orgánicos puros o de soluciones 
acuosas de sales o bulfers. Las sustancias usadas para preparar estas mezclas deben de 
ser de la mayor pureza posible dado que los contaminantes se depositarán eventualmente 
sobre la columna e intemJmpirán la cromatografia. Las fases móviles se someten a 
tratamiento para desgasificarlas usando vado u sonicación (por medio de ultrasonido) 
para eliminar gases en la bomba o en el detector y se filtra por membrana de poro de 0.45 
micras para remover partículas extra~as que puedan tapar el sistema 

1) Fa•e Móvil. 

Aunque la fase móvil no es parte del instrumental propiamente dicho, el control 
de la presión, el flujo, y la composición de la misma son muy importantes; de ahi que se 
traten los aspectos generales y las características de la fase móvil en este capitulo. 
En lo que respecta a las características que deben de presentar toda fase móvil para ser 
lttil en rromatografia de líquidos cabe citar· 

-Disolver la muestra. 
-No degradar o disolver la fase estacionaria. 
-Tener baja viscosidad 
-Ser compatible con el tipo de detector utili1.ado. 
-Tener la polaridad adecuada para permitir una retención conveniente de la muestra en la 
columna. 
-Un valor de k' de 1a10. 
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Es esencial que la muestra sea soluble en la fase móvil para que pueda ser transportada a 
través de la columna. Cuando se introducen muestras en disolución, puede ocurrir 
precipilllción de la muestra dentro de la cámara de inyección o en la columna si el 
disolvente de la muestra y la fase móvil son muy diferentes en polaridad. esto causaría 
perdida de resolución en la separación y por lo tanto ambos se deben de seleccionar con 
cuidado. Cuando se lleva a cabo cromatografia líquido-líquido , la fase móvil puede 
disolver a la fase estacionaria. Para evitarlo se satura la fase móvil con la fase 
estacionaria, ya sea con anterioridad, antes de ser utilizada, o mediante el uso de una 
precolumna, que, por lo general consiste en una sección corta de tubo, rellena de algún 
soporte sólido poroso, de los utilizados en cromatografia de gases, que contenga un alto 
porcentaje de fase estacionaria. A través de esta precolumna se hace pasar la fase móvil 
antes de que entre a la columna y asi se evita la pérdida de fase estacionaria. 

La baja viscosidad de la fase móvil es muy importante en la eficiencia de la separación, ya 
que la viscosidad influye en el efecto de transferencia entre la fase móvil y, la fase 
estacionaria. 

La fase móvil debe de ser compatible con el detector empleado lo cual es particularmente 
en el caso de la programación de la fase móvil, puesto que el cambio de composición de 
ésta puede afectar el funcionamiento del detector. 

La fase móvil o disolvente como también se le llama, debe de ser de alta· ·pureza 
usualmente grado cromatográfico, o en el ultimo de los casos grado espectro; esto es 
importante cuando se desea realizar análisis de alta sensibilidad con detectoie5 Cómo el de 
luz ultravioleta o el de fluorescencia. Los disolventes empleados en croinatografia de 
liquidas son los mismos que se emplean en cromatografia de capa fina y que se muestran 
con respecto a su valor eluotrópico. · · 

b. Bomba. 

Las columnas utilizadas en cromatografia de líquidos están rellenas de. materiales 
especiales de particulas muy pequeñas, lo cual hace que la resistencia la flujo de la fase 
móvil sea muy elevada. Por esta razón se requiere un sistema de bombeo que haga fluir 
la fase móvil a un flujo razonable, pues de lo contrario los análisis serian demasiado · 
lentos. 
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Los aspectos más importantes de todo sistema de bombeo son: 

~Presión mlixima de operación. 
-Intervalo de volúmenes obtenidos. 
-Reproducibilidad y constancia de !lujo. 
-Características de ílujo (continuo o pausado) 

También son importantes la resistencia a líquidos corrosivos, Ja facilidad para efectuar el 
cambio de fases móviles y la limpieza del sistema. 

c. Columna acondicionadora de soh·rrttl'. 

Se usa sólo bajo circunstancias especiales. La mayoría de los materiales que se utiliza 
para reempacar columnas en cromatografia de liquidos se preparan de gel de silice que se 
disolverá lentamente en solventes cuyos valores de pH estén por debajo de 2 o por 
encima de 7. Esto dará por resultado un achicamiento del material de empaque 
originando espacios muertos en los ,cuales los solutos separados se rcmczclan o se 
diluyen provocando, por lo tanto una perdida de resolución. l'or ello con el fin de reducir 
y proteger los materiales de tipo silice que se usan para reempacar y que son muy caros, 
se inserta una pequeña columna de 2 a 5 cm empacada con gel de silice grado HPLC 
dentro de la corriente liquida que esta después de la bomba. estas columnas son también 
llamadas precolumnas. El material de esta columna no se disuelve, saturando la fase móvil 
y preservando Ja columna analítica. 

d Inyector. 

Esta parte del instrumento exige cuidadoso diseño, puesto que debe resistir altas 
presiones, tener un volumen pequeño, y sus cavidades deben de ser bien barridas por la 
fase móvil. Los hay de inyección manual e inyección automática 



Hasta hace relativamente poco tiempo, la introducción de la muestra se efectuaba de 
fonna muy similar o como se realiza en los cromatográfos de gases, o sea mediante una 
jeringa de muy pequeila capacidad con la cual se inyecta la muestra dentro de una 
pequeila cámara donde posteriormente es disuelta y arrastrada por la fase móvil. 

El instrumental moderno empica por lo general válvulas inyectoras, aquí la muestra se 
introduce en la valvula mediante una jeringa, desplaza el liquido y llena el espacio interno 
de una pequeña porción de tubo capilar de acero (usualmente el volumen contenido en el 
tubo es de 10 a 100 microlitros). la muestra se inyecta en la columna acondicionando la 
válvula de forma tal que la disposición de entrada y de salida se invierte. 

Existiendo también inyectores automáticos, en los cuales se pone la muestra dentro de 
unos pequeños tubos de 1 mi llamados viales se colocan en el carrusel del 
automuestreador automiltico se programa el equipo con el número de inyecciones 
deseadas y listo. 

e.Columna. 

En todo sistema cromatográfico, ya sea en fase liquida o en fase gaseosa, la columna es el 
corazón del sistema puesto que en ella se lleva a cabo la separación de los componentes 
de la mezcla en estudio. Bilsicamente la columna consiste en un segmento de tubo de 
algún material inerte de diámetro uniforme y capaz de resistir altas presiones. De entre 
todos los materiales, el acero inoxidable es el más usado. En algunos casos también se ha 
empleado vidrio de paredes gruesas, pero tiene el inconveniente de no permitir 
conexiones metal-vidrio herméticas a altas presiones. 

La longitud de las columnas es por lo general, entre JO y 50 cm, aunque en ocasiones 
puede ser más pequeila o ba;tante más largas La capacidad de las columnas depende de 
la longitud, diámetro y material de relleno. En general las columnas muy eficaces son de 
diámetro pequeño (3 mm.) y efectúan análisis muy rápidos, su capacidad es muy limitada 
y la muestra debe de ser entonces de tamaño muy reducido, lo que exige un detector muy 
sensible. 

Respecto a la forma geométrica de la columna , por regla general, se prefieren las rectas a 
las de cualquier otra forma, sobre todo porque hay cierta pérdida de eficiencia cuando se 
doblan las columnas Las columnas en fonna de 8 son empleadas por lo general cuando 
se requiere control de temperatura. 
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En la actualidad las columnas empleadas en CLAR han alcanzado un grado de desarrollo 
sorprendente, siendo común obtener eficiencias del orden de 50 000 plalos teóñcos por 
metro de columna. lo cual es en general superior a los obtenidos en cromatografía de 
gases. 

Los avances en la tecnología de columnas pueden resumir.;e como sigue: 

-Elaboración de partirulas de tamaño naiy reducido (J micras) 
-Unifonnidad de tamaño de partícula. 
-Refinamiento en los procesos de relleno de las columnas. 
-Procesos químicos muy eficientes en la prcpanición de materiales de fase eslacionaña 
quinúcamente unida. 

r. Detectora. 

Durante mucho tiempo el desarrollo de la Clllmatografia en tase líquida se vio 
obstaculizado por la falta de detectores adcx:uados, el detector ideal seria aquél que 
satisfacierá los siguientL'S requisitos: altamcnle sensil>le. estable, de kctura continua y de 
respuesta universal. Aún hoy día no exisle un detector ideal y los que hay di!ponible5 sólo 
son adecuados para ciertas aplicaciones en particular. El problema de diseñar y construir 
detectores para cromatografia liquida no ha sido tarea ficil y ha requerido de una 
tecnología avanzada. 

El problema del detector de cromatografia de liquidos se entiende mejor si se piensa en el 
proceso que se debe de llevar a efeclo. ahora hace falta un cierto dispositivo que mida en 
forma continua alguna propiedad fisicoquimira de los componentes de la muestra o de la 
solución que los contiene y que genere una scnal proporcional a la concentración de la 
muestra, a medida que esta sale de la columna. por desgraáa la mayoria de las 
propiedades de la muestra que pudieran mcdir.;e son muy sinúlares en magnitud y 
características a las del disolvente (f.ise móvil). y esto dificulta el proceso de detección. 
Para resolver este problema se sugieren dm caminos que consisten: Uno en eliminar el 
disolvente con anterioridad al proceso de detección y el otro. en medir alguna propiedad 
de la solución que contiene la mueslra y de alguna manera compensu o SU51raer de la 
propiedad medida aquella fracción que sólo corresponde al disolvente. 



supuesto que esto no es facil de hacer, porque para lograr una alla sensibilidad se deben 
de controlar además de parámetros de operación susceptibles de influenciar dichas 
propiedades de la solución y del disolvente. Por lo general este segundo método requiere 
de un control cuidadoso de flujo y de la temperatura. 

1) Detector de índice de reíracción. 

Mide la diferencia entre los índices de refracción del disolvente puro y de la solución de la 
muestra que sale de la columna, de esta manera se detecta cualquier caínbio en la 
composición de la fase móvil. La respuesta de este detector es universal y su sensibilidad 
es moderada, por lo general del orden de microgramos o partes por millón. 

2) Detector de luz ultravioltta. 

Su funcionamiento se basa en la absorción de luz por parte de la muestra al pasar a través 
de ella un haz de luz monocromática ultravioleta. es lógico suponer que la respuesta de 
este detector será selectiva, ya que sólo se detectarán los compuestos que absorban luz de 
la longitud de onda a la que opera el detector. 
Hay dos tipos de detectores de luz ultravioleta: el de longitud de onda variable, que no. 
sólo es de aplicación más variada y sensible sino que también más costoso, en el llamádo 
fotómetro de luz ultravioleta que funciona a una sola longitud de onda; este ultimo es 
sencillo, económico y más que suficiente para obtener buenos resultados. Existiendo 
también el detector más moderno que es el de arreglo de diodos . 

3) Detectores de fluorescencia. 

En la actualidad el detector más sensible de que se dispone es el de fluorescencia. En 
condiciones optimas es posible detectar con este instrumento cantidades del orden de 
picogramos, lo cual es comparable a los detectores de captura de electrones en 
cromatografia de gases. 

Hay dos diseños básicos de estos detectores de fluorescencia los llamados fluorómetros 
de filtro, que emplean filtros para seleccionar la radiación de excitación y la de emisión, y 
los espectrofluorométros que emplean monocromadores. Ambos diseños rinden buenos 
resultados y no parece haber muchas más ventajas en los espectrofluorómetros que 
compensen su alto costo. 
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los detectores de fluorescencia y los de luz ultravioleta pueden proporcionar espectrns 
de absorción o emisión de las muestras retenidas momentáneamente en sus celdas, en 
lo que permite utili7arlos para realizar análisis cuantitativos. 

g. Análisis cualitafü·o. 

La cromatografía de. HqÚidos es en e.sencia un téc.nica .de sepa~ciÓn y nó de 
identificación, y aunque es posible obtener alguna información de tipo cualitativo, en 
general siempre se requiere de alguna técnicil no cromatográfica para efectuar la 
identificación certera de un compuesto determinado. 

la forma de efectuar una identificáción es comparando l~s tiempos de retención de las 
sustancias por identificar con los tiempos de retención de sustancias patrones, aunque 
se mencionó anteriormente, esto no basta'·'pára. una identificación certera •. la. rtnica 
manera de identificar una sustancia éon mi··100% de seguridad es utilizando alguna 
técnica auxiliar, como por ejemplo~. la ésP.,ctrofotometrla de masas, la resonancia 
magnética, nuclear, etc. · 

h.Amllisls cuantitativo. 

El análisis cuantitativo de mezclas de sustancias siempre ha sido fácil de efectuar 
mediante cualquier técnica cromatográfica con resultados válidos. En la actualidad el 
análisis cuantitativo por medio de CLAR es tan confiable o aun más que los resultados 
obtenidos por cromatografía de gases. 

A continuación se describen cada una de las técnicas manuales e instrumentales que se 
conocen para integrar las áreas de los picos. 
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1) AUura del pico. 

Aunque el fu.ea es una medida muy precisa, la altura se emplea mucho porque es muy 
fácil .de obtener, aunque es mucho más sensible a variaciones instrumentales. Si los picos 
están completamente distorsionados o asimétricos, o la cantidad de muestra está fuera de 
intervalo lineal del detector, no debe de utilizarse esta técnica.• Si hay desviaciones de la 
linea base, la altura de pico se obtiene interpolando la linea base entre el principio y el fin 
de cada uno de los picos. 

2) Altura por el aneho de la mitad del pico. 

si los picos son simétricos Íienen aproximadamente la forma de un triángulo, y es 
por esto que el área se obtiene multiplicando la altura del pico por el ancho medio a la 
mitad de la altura. No es conveniente empicar el ancho .medio en la base del pico, ya que 
por lo general los picos t.ienen cierta tendencia a colear. 
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D. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS. 

l. DEFINICIONES. 

a; LINEALIDAD. La lineruidad de un sistema o de un método analítico es su habilidad 
pará asegurar que los resultados analíticos. los cuales pueden ser obtenidos directamente 
o por medio dúma transformación matemática bien definida, son proporcionales ·a la 
concentración de la sustancia dentro de un rango determinado. · 

b. RANGO. El ·rango de un método analítico es el intervalo entre los niveles superior e. 
inferior de la sustancia (un nivel central. dos niveles limite), el cual se ha demostrado que 
es preciso. exacto y lineal utilizando el método descrito. 

c. EXACTITUD. la exactitud de un método analitico es la concordancia entre el.valor 
obtenido experimentalmente y el valor de referencia. · · 

Se expresa como el porciento de recobro obtenido del análisis de mu~stras a la~ que se 
les ha adicionado cantidades conocidas de la muestra. 

d. PRECISION. La precisión de un método analitico es el grado de concordancia entre 
los resultados analiticos individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a 
diferentes inuestreos de una mezcla homogénea del producto. Usualmente se expresa en 
términos de desviación estándar o de coeficiente de variación. 

La precisión, es una medida del grado de reproducibilidad y/ó repetibilidad del método 
analitico bajo las condiciones normales de operación. 

1 REPETIBILIDAD. Es la precisión de un método analitico expresa~o como la 
concordancia obtenida entre las determinaciones independientes realizadas por un solo 
analista, usando los mismos aparatos y técnicas. 
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2 REPRODUCIBILIDAD. ·Es In precisión de un método analítico expresada como la 
concordancia obtenida entre .las detenninaciones independientes realizadas por diferentes 
analistas, en diferentés días; en el mismo y/o en diferentes laboratorios utítízando el 
mismo· y/o diferentes equipos:. 

: ~ .- :- ' ' . 

e. LIMITE nio~~~~~ION. Es la minima concentración de una sustancia en una 
muestra la cual.puede ser' detectada pero no necesariamente cuantificada, bajo las 
condiciones nomiales de operación. . . 

'r. ÜMITE DE CUANTIFICACION. Es la menor concentración de la sustancia en la 
muestra que : puede ser determinada con precisión y exactitud aceptable bajo las 

· condiciones normales de operación establecidas por dicho método. · 

g. ESPECIFICIDAD. Es la medida del grado de interferencia o ausencia de mezclas 
complejas en un análisis. Es la habilidad de un método analítico para evaluar una 
respuesta debida únicamente a la sustancia de interés y no a otros componentes de la 
muestra. 

h. TOLERANCIA. La tolerancia de un método analitico es el grado de reproducibilidad 
de los resultados anallticos obtenidos por el análisis de la misma muestra bajo 
modificaciones de las condiciones normales de operación, tales como diferentes 
temperaturas, lotes de reactivos, columnas, sistemas de elución, tipos de empaque 
(soporte fase estacionaria, etc.), condiciones ambientales, etc. 

i. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA. Es la propiedad de una muestra preparada para 
su cuantificación, de conservar su integridad fisicoquimica y la concentración de la 
sustancia de interés, después de almacenarse durante un tiempo determinado bajo 
condiciones especificas.(8)(4). 
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·. 

2, DISEÑO EXPERIMENTAL PARA CADA UNO DE LOS PARAMETROS. 

l. SISTEMA. 

Il.METODO. 

LSISTEMA. 

1. LINEALIDAD DEL SISTEMA. 

La linealidad del sistema se determina construyendo una curva de calibración de una 
misma solución estándar utilizando cuando menos cinco niveles y haciendo an:i.lisis por 
triplicado para cada uno de los niveles establecidos teniendo un nivel del 100% de la 
concentración esperada. 

Se deberá de elaborar una curva con los resultados obtenidos, con estos datos se 
calcularán los siguientes panimetros. 

Media (X), desviación estándar (S); coeficiente de variación (CV), pendiente (B), 
ordenada al origen (A), coeficiente de correlación lineal (R} error estándar de correlación 
(R ') y la sensitividad.(3) 

CRITERIO. 

CVSl.5% 
R :?.0.99 
R2 :?.0.98 
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b. PRECISIOI'¡ DEL SISTEMA. 

Se detenniria por el análisis sextuplicado ·de . una misma solución estándar 
correspondiente al 100% de la concentración esperada, establecida en la linealidad del 
método. 
Con los datos obtenidos calcular: 
media, desviación estándar, y coeficiente de varfación.(3) 

CRITERIO. 

CY s 1.5% 

11.METODO. 

c. LINEALIDAD DEL METODO. 

Se determina construyendo placebos adicionados al principio activo (placebos cargados), 
cada uno de manera independiente, se realiza con cinco niveles de eoncentración que 
corresponden generalmente a 80,90,100,110,120% del valor esperado, lu\ciendo análisis 
por triplicado para cada uno de los niveles establecidos. 

Para métodos donde no se ha establecido el valor esperado, el rango deberá ser. más 
extenso {50 a 150%), la amplitud del estudio dependerá del uso y aplicaciones de.1 
método (control de calidad o indicativo de estabilidad). 

Debeni de llevarse a cabo por un mismo analista bajo las mismas condiciones de 
operación y utilizando el mismo equipo. 

Con los datos obtenidos calcular: 

La media, desviación estándar, coeñciente de variación, pendiente, 'ordenada al origen, 
coclicienle de correlación lineal, error experimental de regresión y sensitividad. 
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También debe de construirse la curva y calcular la ecuación de la recta que indique un 
modelo lineal.(3) · · 

Ordenada al origen 
Pendiente . ·. . 
Coeficiente de ·correlación lineal 

CRITERIO. 

(A)= 0.00 
( B) = 1.00 

. ( R l, ~ 0.999, 

El coeficiente de vanac1on depende~ del tipo de· método, forma farmaééutica y 
concentración del activo en la muestra, como se observa en la tabla l. 

Método 

Cromatogrático 
Químico 
Espectro fotométrico 
Microbiológico 

d. EXACTITUD DEL METODO. 

labia l. 

CV% 

2.0 
3.0 
3.0 
5.0 

Se determina por el análisis de diez placebos adicionados con el 100% del principio 
activo, de manera independiente por el mismo analista y en las mismas condiciones de 
operación. · 

Este modelo es para determinar la exactitud al 100% de la concentración de la cantidad 
esperada. 
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Orro diseño expcrimen1al es por medio de la delerminación. de placebos adicionados, 
evaluando cinco niveles, eslo se puede evaluar con los rcsullados .de la linealidad del 
método cuando se hace un análisis por quinluplicado para cada nivel;' ' 
Con los resultados obtenidos calcular: · · 

La média, la desviación estándar, coeficiente de variación e .intervalo de confia111.a. 

CRITERIO; 
' . . 

El coeficienle de variación expresa la desviación que .exÍ;re enl~e una y olra mucsrra y 
esla expresado en % • En la rabia 2 se muestran los valores dé c0cticien1e de variación 
para la evaluación de la exaclilud, dependiendo del mé1odo de cuanrificación~ (3). 

Método 
Cromatografía de líquidos (CLAR) 
Espectrofolométricos. 
Titrimétricos · 

e; PRECISION DEL METOOO. 

tabla 2 

CV% 
2.0 
2.0 

3 a5.0 

REPRODUCIBILIDAD. Es importante evaluar la iníluencia de la variación debida 
en el método cuando se analicen can1idades conocidas adicionadas del principio activo 
a un placebo y relacionarlas con el anáfais del produc10 (forma farmacéutica), pues la 
adición del ingrediente incluye un error experimenlal distinlo a la variación existenle 
en el producto a ensayar. 
Esra variación puede evaluarse conjunlamenle con la reproducibilidad del mé1odo, por 
lo que se deberá de preparar al placebo de acuerdo al procedimiento de manufactura 
normal con canridades perfeclamente conocidas y analizándolas por diferenles 
ana!islas, así como por un analisla solo, bajo las mismas condiciones de operación, en 
días diferenles. 

La evaluación de la rcproducibilidad se hace con respecto a un rabia de análisis 
de varianza (ANADEVA), la cual nos indica la fuenle de variación que se oblicne de 
los resultados. 



'·. _' ,· .. --- - ,. .· 
Se debe de llevar'a cabo por lo menos por dos analistas, los cuales.deben de.realizar 
en un día el análisis por triplicado al 100% d_e _la concentración y el otro día repetir el 
análisis. de· 1a · muestra: por triplicado deben •.de trabajar de manera independiente, 
partiendo de una niuestrá hoinÓgénea ·del ·prciducto· a una concentración· teórica del 
100%. ,. . . . :,.-.. . . . 

Con los resultados obtenidos calcular: . . . . . . 
la media, el ~oeliciente de variación, desviación estánadar y F de cálcul_o.(3) · 

CRITERIO. 

Los valores para el coeficiente de variación se muestran en la siguie_nte tabla. 

Método 
Microbiológicos 
Titrimétricos 
Espectroíotométricos 
Cromatográlicos. 

CV% 
3 a 5 má•imo 
3 máximo-
3 má•imo 
2 má•imo 

Criterio para F cálculada (F Cale). 

F analista (Fa) 
F día (Fd) 

< 
< 

F Tablas (F tab). 
· F Tablas (F tab). 

Este es el modelo p~r.i ún análisis de varianza con dos variables analista y día 
empicando un sistema completamente al azar con factores anidados por el análisis de 
varianl.a. - · ··' · · ·· , 

r. LIMITE DE CUANTIFICACION. 

El limite de cuantificación puede ser determinado como, la cantidad de sustancia de 
interés o de sustancias indeseables, las cuales proporcionan una señal. 
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Este parámetro generalmente se controla cuando se trata de método para cuantifiear 
fármacos en fluidos biológicos debido que . estos se encuentran en cantidades muy 
pequeñas y su extraccióo es dificil de realizarse por existir otros componentes. 

Se detem1ina adicionando cantidades exactas del fármaco correspondientes al 
0, l,3,5, 10, 15,20,y 25% de la concentración máxima esperada. 

Con los resultados obtenidos se determinan Jos limites de confianza. de .la récta· de 
regresión tomando en cuenta los valores obtenidos de la media, desviación estándar para 
X y para Y , Ja ordenada al origen , la pendiente, el coeficiente de correlación lineal, . el 
error típico de estimación modificando (Sy/x) y el coeficiente_ de variación:::. · · 

CRITERIO. 

El intercepto del ruido es el limite inferio~ de conflanzá de 1f ~~c;~,'~e r~gresiÓn, se 
considera el limite inferior de la detección al 95% de ·confiaiizá.' El llmiié inferior de 
detección es Ja concentración de Ja muestra que tiene uriá: señal ruido' (SIR) = 2 por 
ejemplo. · · · · · · .. ·:- · 

g, ESPECIFICIDAD .. . 

El parámetro de especili~idad se re~liza dependi~~d~ del ~lp~ de .:n'ét~do (ContrÓI de 
Calidad, o indicativo de Estabilidad).~;-, . ---. · · · 

. '>:·,._"-.' .. 
.... . -- . ' . 

1 METODO_S DE CO!'ffROL DE CALIDAD. 

Se realiza tle Ja siguiente manera: 

·Analizar placebos del producto con el método propuesto. 

·Identificar las respuestas de Jos activos,' excipientes en caso de _tenerla, y de otras 
sustancias auxiliares. 

·En caso de contar con los posibles productos de degradación se preparan muestras con 
placebos "adicionados" de estos a la sustancia de interés y se analianalizan con el método 
propuesto. 
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-Confirmar que el método desarrollado sea capaz de separar la sustancia de interés de 
cualquier inteñerencia presente. 

-De no ser asi, optimizar el método desarrollado ó desarrollar otro. 

2 METODOS INDICATIVOS DE ESTABILIDAD. 

Se sugieren los siguientes métodos para degradar la sustancia, el analista que realice el 
estudio deberá de seleccionar aquel que de acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas del 
compuesto, sea el más adecuado u otro si asi lo considera peninente. La degradación 
debe de ser tal que la concentración de la sustancia en estudio este disminuida de un 1 O a 
un 50% con respecto a la original. · 

-Colocar la sustancia de interés, el placebo y el placebo cargado, en un horno a 
70ºC, ! 20°C o a 20'C menos que el punto de füsión de la sustancia de interés durante un 
apropiado número de dias (2 a 4 semanas). 

-Exponer la sustancia de interés, el placebo y el placebo cargado a la luz UV o a 
la luz fluorescente y/ó humedad. 

-Si es necesario hacer soluciones de.la sustancia de interés ajustando el pH de 1 a 
2 y de 1 O a 12 y colocarlas a 60ºC durante 2 semanas. Si se lrata de formas farmacéuticas 
liquidas o semisólidas pueden degradarse por oxidación (con peróxido de hidrógeno y 
permanecer de 2 a 4 semanas a temperatura ambiente, y/o por hidrólisis (pH 1 a 2 y 10 a 
12), colocando las muestras a 60ºC durante 2 semanas. 

-Checar la aparición de las sustancias relacionadas (productos de degradación), 
utilizando por lo menos cualquiera de las técnicas cromatográficas siguientes: 
Cromatografia de Líquidos. Cromatografia de Gases. y Cromatografia de placa. 

CRITERIO. 

-Verificar que cada producto de degradación pueda ser separado de la sustancia 
de interés utilizando el método desarrollado (interferencia no mayor de 2%). 

-Optimizar el método o desarrollar otro. 
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CAPITULO 11. 

OBJETIVOS. 
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OBJETIVOS. 

OBJETIVO GENERAL. 

-Desarrollar un melado analítico para la cuantificación de Ketocunazol por n1cdio de 
Cromatografia de Liquid~s de alta Resolución. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

-Verificar el método de la forma fannacéutica en estudio. Ya que en la Farmacopea 
Nacional sólo esta indicado para Tabletas. 

-Adaptar el método en caso de ser necesario .. 

-Validar el método Desarrollado. 

so 



CAPITULO 111. 

PARTE EXPERIMENTAL. 
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PARTE EXPERIMENTAL. 

A. DESARROLLO DE LA l\IETODOLOGIA ANAUTICA POR 
CROMATOGRAFIADE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION. 

De acuerdo a que no existe una metodologia analítica para cuantificar Ketoconazol en 
crema se vio la necesidad de desarrollar una metodologia por Cromatografía de Liquidos 
de alta Resolución. La cual sea práctica, eficiente y confiable. y que pueda ser empleada 
como método de rutina, así como Indicativo de Estabilidad. 

De acuerdo a las propiedades de la molécula que presenta un grupo carbóxilico unido al 
grupo de las piperazinas. presenta un pka de 5.2, lo cual nos dice que nuestra molécula es 
casi neutra, por lo que se decidió realizar por Cromatografia de Líquidos de Fase reversa. 

Se probó en una columna CIS de 150 mm x 3.9 mm. de diámetro interno. Novapak, ya 
que presenta un tamaño de particula más pequeño y por lo tanto existe una mayor 
resolución, se pensó en una mezcla Metanol-Buffer, ahora el problema era el tipo de 
buffer, se probaron varios buffers midiéndoles el pll hasta llegar al fosfato monobásico de 
amonio por sus características basicas era más fácil de llegar al pH optimo del pka. 

Se comenzó trabajando una proporción de 50% Metanol-50% Buffer con el pH del pka, 
no observándose buenos resultados. se comenzó a cambiar el pH hasta llegar al pH de 6.6 
donde salia un pico uniforme, pero existía el inconveniente de que salía en un tiempo de 
retención muy largo, eso se podía mejorar cambiando las proporciones de la fase orgánica 
hasta llegar a la concentraciones de 25% de Buffer 75% de Metano! grado HPLC. 

La molaridad del Buffer fue de O. 1 M inicialmente encontrándose que la columna se 
ensuciaba muy fácilmente y dobletcaba los picos, se pensó en disminuir la molaridad del 
bJffer a 0.01 M., no existiendo una modificación del pico. trabajándose asi con esa 
molaridad para el Buffer. 

La longitud de onda se decidió de acuerdo a que presenta un máximo a 230 nm y esa se 
utilizó. 
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Para la separación del activo con respecto de la forma farmacéutica (crema) se eligió el 
metano! por sus cualidades de romper emulsiones, rompiéndose asi la emulsión de la 
crema, después se pensó en corno extraer al activo, se pensó en una mezcla de solventes 
(m'etanol 30, agua 70, ácido acético 1 ), teniendo así una pane hidrofilica y otra pane 
hidrofóbica y asi poder extraer al principio activo de la crema. 
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B. METODOLOGl1\. 

1 MATERIAL. 

Frascos de .vidrio color ámhar con tapa 
Matra1. volumétrico 
Pipeta volumétrica 
Probeta graduada 
Tubos de ensayo 
Va.Os de prccipilmlo. 

60 mi 
50 mi. 
25 mi. 
500ml 
13 x 100 mm. 
lllOml 

Membranas de nylon ó6, 0;22 micm' de .\7 mm de diámetro. 
Kit de filtración para solventes marca Millipore. 
Kit de filtración para memhranas marca Millipore. 
Equipo de filtración para mueMn1'. 
Filtros de 0.45 micras o equivalente. 

Baño de Ultrasonido 
Balanza Analítica 
Centrifuga. 
Cromatógrafo de Líquidos 
Bomba 
Detector 

2.EQUll'O. 

Mettlcr modelo M E-11 
Mcttlcr modelo ¡\ M 100 
Solvat. 
llcckman 
lleckman modelo 126 
Beckman mcxldn 166 

pyrex. 
kima~. 
pyre._ 
kimax 
~yrcx. 

Columna 
Automuestrcador 

11-Nova-pak CI 8 150 mm x -1.5 mm 
Beckman mi~lelo 502 

Detector UV /Vis 
Computador. (PC) 
Impresora 

llcckman modelo l 6l:I 
Modelo IBM. 
Marca Epson. 



3. RE,\CTIVOS. 

Agua grado HPLC 
Acido fosfórico al 85 % 
Estándar secundario de ketoconazol 
Fosfato monobásico de amonio. 
Hidróxido de amonio. 
Metano! grado HPLC. 
Metanol grado reactivo. 

4METODO. 

l. PREPARACION DE SOLUCIONES. 

A. SOLUCION FLOCULANTE. 

Mezclar 30 ·.mi. de metano! con 70 mi de agua y 0.1 mi. de ácido acético glacial. 

B.SOLVENTE ACUOSO. 

Solución de fosfato de amonio 0.01 M. Disolver en un matraz volumétrico de 1000 
mi., 1.1503 g. de fosfato monobásico de amonio en agua grado HPLC y llevar a 
volumen con el mismo solvente. Ajustar el pH a 6.6 con hidróxido de amonio al 50% 
(v/v). Filtrar a través del equipo de clarificación de solventes y desgasificar por 15 
minutos en el ultrasonido. 

C. SOLVENTE ORGANICO. 

Filtrar 500 mi., de metano! grado HPLC a través del equipo de clarificación de 
Mllventcs y dcsgasificar por 15 minutos en el baño de ultrasonido. 
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D. FASE MOVIL. 

Mezclar 25 mi.,· d~ la solución de fosfato :de amonio 0.01 M con 75 mi de metano! 
grado ·HPLC: Filtrar a travé• del equipo de clarificación de •olventes y desgasilicar 
por 1.0 minutos~ ' · 

E. SOLUCION ESTANDAR. 

Transferir a un matraz aforado de 50 mi alrededor de 50 mg de ketoconaml estándar 
de referencia; exactamente· pesados; agregar 30 mi .de fase móvil. Agitar en un baño 
de ultrasonido durante 10 minutos, diluir y aforar con fase móvil. Transferir una 
alícuota de 5 mi a un matraz aforado de 50 Ínl y llevar a volumen con fasé móvil. 
Pasar la solución a través de li\tro Millex de 45 micras o equivalente (Concentración: 
100 µg/ml). 

t".SOLUCION DE LA MUESTRA. 

Preparar una solución de la muestra por duplicado. Pesar l. 25 g. de crema 
(equivalente a 25 mg. de Ketoconawl) en un frasco ámbar de 60 mi con tapa. y 
adicionur con pipeta volumétrica 25 ml. de mclanol grado reactivo y poner en un baño 
de ultrasonido durante 30 minutos. adicionar con pipeta ,·olum~trica 25 mi. de la 
solución floculantc. cerrar perfectamente y agitar vigom'kuncntc de forma manual. 
centrifugar durante 15 minuto• a 3500 rpm. transferir una alícuota de 10 mi de 
sobrcnadante a un matrat aforado de 50 mi, diluir y aforar con fase móvil. !'asar la 
solución a tm\'és de un filtro mil1cx de 45 micras o cqui\'alcntc. 

Columna 
Detector 
Longitud de onda 
Flujo 
Volumen de inyección 

SISTEMA CROMATOGRAFICO. 

Norn·pak Cl8 3.9 x 150 mm Millipore 
Ultravioleta. 
230 nm. 
0.8 ml/min. 
!0µ1. 
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PROCEDIMIENTO. 

Inyectar en el cromatógrafo 6 veces la solución estándar y calcular el coeficiente de 
variación y el factor de coleo para el pico correspondiente a Keloconazol. Si el 
coeficiente de variación es menor de 1.5% y el factor de coleo es menor de 2, inyectar la 
solución problema en caso contrario dejar estabilizar el sistema y repetir las inyecciones 
del estándar hasta obtener los valores indicados para el coeficiente de variación y el factor 
de coleo. Una vez cumplidas estas especificaciones. inyectar al cromatógrafo 1 O ¡11 de la 
solución muestra. Obtener su correspondiente cromatograma y medir el área del pico. 

El tiempo de retención para el Ketoconazol es de 4.6 minutos. 

C. VALIDACION DELMETODO. 

a. EVALUACION DEL SISTEMA. 

1 . LINEALIDAD DEL SISTEMA. 

Para evaluar este parámetro se preparó una solución patrón, como se indica en la 
preparación de la solución de estándar, teniendo una concentración de 1 mg/ mi., 
l'osteriormente para los cinco niveles se realizó el siguiente procedimiento. 

a. Procedimiento. 

En matraces volumétricos de 50 mi se vertieron los siguientes ml 8. 9, 10, 11, 12 ml de la 
solución patrón, para los niveles de 80, 90, 100, 110 120% respectivamente. adicionados 
con la ayuda de una bureta, posteriormente se diluyeron hasta el aforo con fase móvil. se 
filtró y se inyectaron 10 ¡11 al cromatógrafo de liquidas con la ayuda del automuestreador 
automático. 
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PRECISION DEL SISTEMA. 

Para evaluar. este parámetro se prepararon seis muestras como se hizo para el nivel del 
100% de la linealidad del sistema. · · . . 
b. EVALUACION DEL l\IETODO ANALITICO. 

1. LINEALIDAD DEI. METODO. 

Para la dctenninación de la linealidad del método se prepararon placebos cargados a 
cinco niveles de concentración y por triplicado cada nivel, para adicionar una cantidad 
conocida de Ketoconazol se preparó una solución stock con materia prima valorada de la 
siguiente manera.: 
En un matraz volumétrico de 200 mi se pesaron con exactitud 500 mg. de ketoconazol. 
se aforó hasta el volumen con metano! grado reactivo para obtener una concentración de 
2.5 mg/ml. 

El procedimiento que se realiló para la preparación de los cinco niveles es el siguiente: 

I. Procedimiento. 

En un rrasco de color ámbar de 60 mi con tapa se pesó 1 gramo de placebo. y con la 
ayuda de una bureta de 25 mi se adicionaron 8, 9. 10, 11, 12 mi de la solución patrón 
(para los niveles de SO, 90, 100, 110, 120 % respectivamente). posteriormente, se 
dispersó la muestra en un bailo de ultrasonido por. cinco minutos, después con la ayuda 
de una bureta de 25 mi, se adicionaron t7,lú.15,14,13. mi de melanol grado reactivo 
para los niveles de 80. <JO, IDO, 110, y 120 % respectivamente para completar un 
volumen de 2.S mi. con ayuda de una pipeta \'OlumCtrica de 2.S mi se adicionó solución 
lloculante, se agitó vigorosamente y se centrifugó en tubos de 40 mi., de cada uno de los 
niveles y replicas a 3500 r.p.m. por IS minutos. se tomó del sobrcnadame claro una 
alícuota de 10 mi y se llevó a un matraz aforado de 50 mi aforándose con fase móvil se 
filtró a través de un filtro membrana de 0.2 micras y se inyectaron 10 microlitros al 
cromatografo de liquidos con ayuda del automuestreador automático. Se registraron los 
resultados de las áreas de los picos obtenidos 
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2. EXACTITUD DEL METODO. 

Para la determinación de la exactitud al 100%, se prepararon placebos cargados a un sólo 
nivel de concentración por deeaduplicado, las muestras se prepararon de la siguiente 
manero: 

En un frasco de color ámbar de 60 mi con tapa. se pesó l gramo de placebo. y con la 
ayuda de una bureta de 25 mi se adicionaron l O mi de la solución patrón, se dispersó la 
muestra en un baño de ultrasonido por 5 minutos ,posteriormente con la ayuda de una 
bureta de 25 mi se adicionaron 15 mi, de metano! grado reactivo. y 25 mi de la solución 
floculante con la ayuda de una pipeta volumétrica de 25 mi, se agitó vigorosamente y 
centrifugó a 3500 r.p.m. por 15 minutos. del sobrenadante claro se tomó una alicuota de 
l O mi se llevó a un matraz aforado de 50 mi .. , con fase móvil se filtró a través de un filtro 
membrana de 0.2 micras, y se inyectaron 1 O microlitros con la ayuda de un 
automuestreador automático. Registrandosc las áreas de los picos obtenidos. Las 1 O 
muestras se· prepararon de la misma manera. 
3, ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA. 

Para determinar la estabilidad de la muestra. se prepararon 6 placebos cargados a 
concentración del l 00%, estas muestras se prc,,araron de la misma manera ·que la 
exactitud. 

Una vez que se prepararon las muestras y se registraron los resultados; se expusieron a la 
luz normal, temperatura ambiente, refrigeración, por un periodo de 24,yAS ··horas (Las 
muestras estaban en los viales para inyectar utilizados en el automuestreadcir). · 

4. ESPECIFICIDAD PARA CONTROL DE CALIDAD. 

Para la determinación de la especificidad del método para control de calidad se comparó 
un placebo solo, un placebo cargado, y un estándar. 
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s. ESPECIFICIDAD PARA PRODUCTOS DE DEGRADACION. 

Para probar Ja especificidad d~J métciclo'a~alílico p,il'll esla~ilid~d se expusieron a la 
luz por un período de 1 . semana de degradación iin m·edio ácido/medio básico, por 3 
días a una temperatura de.JOS grados ~entigrados y .h.ulJ1ed~d al 75% por 1 semana. 

6. TOLERANCIA,,: 

Para la d~Íe~min~ció~ de !~tolerancia de mét~o'se modi~có la velocidad d~ nújo y la 
proporción de Ja fase rnóvit , . . ·. ' . . . . . . . . 

' ''·· . . ~ . 

7. PRECISION (repiiíducibilidád) •. 

Para Ja determinacMn de reprodúcibUid:d del mét~o ·se realizó con dos analistas de la 
siguiente manera: · · · 

. . . 

El primer dla y el segundo dla, '.cada analista prepara ·tres muéstras de producto 
terminado (al 100% de Ja cantidad. de activo J. analirnndolas con el método propuesto. 
Evaluando así analista y dfa. · 
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CAPITULO IV. 

RESULTADOS. 
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Linealidad del Sistema 

A partir de uria solución Stock de estimdar, se prepararon muestras con ·una 
concentración del 80,. 90, .100, 11 O y 120% de la cantidad requerida por el método 
analítico y se analizaron. Los resultados de análisis obtenidos se encuentran en la tabla 
No. 1, junto x2, y', xy y la cuiva corregida por minimos cuadrados. 

Tabla No. J. Linealidad del Sistema 

Concmtrle1tJ11Ú.18'1111) AreabtJ(ll• 
X ~· ~· y X' 

,, "-ºY C<'fT .... •d.t 

OM .OM:l .. S-1<)..l_l•lb """ )0158 ..tJ9~ ~I ss~m .. 's1n:1 ...o \1:"')"1 .s..iun S':o:J 

" Soll!\111 •.Vil 1{)11(,: ..t)B!>H ss:1m ., 6::?0'U SIW Ji>t><:,j ~S9' .¡,, 6:uu 

" 6:61~ 1100 J<l:?Oti ~)~.\! (>:uu 

" 62111n @l()J 19S-19 !>6~9\JB <>!!~U 

100 M~:s:: \íWU) ,¡7171 6028? 6<:11619 
100 6!il6(,(i2 l!Yll) -17-l?f, 6~'t6t.t> tnltM 
100 69?21Y2 11~.,¡ -11"11..i &i::l'J f# 1619 
110 7600\11~ 1:w-, '"bK llWIM 1t>1.Mli 

110 7til<l:!ltí l?llJI SKt~7 1ns::~ 761""6 
110 16s.1641 IW•, \8,QJ ~!011 761.W. 

'"' 017271 l+llu tr',I"º l!t(l.IJ o ll.~ 

"" S?9l?27 ,......., om1 ~m11 um 

'"' Ul?MI 14~01 ... ~60: ~11121 1112' 

s 1500.0 1037.45987 153000 73218.20 105840.17 

número de obseivaciones ( n) = 15 

En Ja gráfica No. 1 se encuentran representados la Concentración contra Ja respuesta. La 
pendiente (m), ordenada al origen (b) y el coeficiente de correlación (r2) para la recta de 
regresión se detemúnaron de acuerdo a las siguientes ecuaciones: 
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nl:xy- :Ex:Ey 
m-

n2":x2 - (:Ex)2 

l":y-m:Ex 
b 

n 

(nl:xy - l":xl":y)' 
r=~~~~~~~~~~~~~ 

(nl:x2 - (:E~)')(n:Ey' - (l":y)') 

REGLA DE DECISION. 

RESULTADOS 

m=0.6981 
b = .Q.6921 
r2 = 0.9990 
r = 0.9994 

Nuestro resultado de r• es 0.999 por lo tanto se cumple con los criterios de linealidad 
del sistema ya que deben de ser ma.yor de 0.98, 
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b. l'n!cisl6n del Sistema 

Se determinó por el análisis sextuplicado de una .misma solución estdndar 
correspondiente 100% establecido en la linealidad del sistema. · 

Número de 
detenn. 

Se determinó la sumatoria de y 

ty = 444.63 

Se determinó la s~matorla de' y1 {ty1): 

ty•= 32950.26 

Se calculó el p!°medio de las_ y. (yp): 

yp = 74.10 

1 
2 
3· 
4 
s 
6 

Respuesta 
(Y) 

73.39864 
73.68933 
74.13278 
74.61481 
74.29232 
74.50097 

(};y): 

Se calCÜló la des~i_;ciónesthl~ (s) de acuerdo a la siguiente ecuación: 

nty1 - (:Cy)1 'h 
s= ) . 

n (n-1). 

s = 0.474.19 

Se calculó el coeficiente de variación (C. V.): 

DE 
C.V. = -- .• X .100 = 0.64 

Yp 

REGLA DE DECISIÓN. " . 

, donde n = número total de 
determinaciones. 

El sistema es pn:ciso. si: el coeficiente de váriación es menor o igual a 1.5 %. 
0.64 es menor que 1.5 por lo que concluimos_ que el sistema es prcciso.(3) 



"- Linealidad del Método 

A partir de una solución Stock de estándar, se prepararon por triplicado placebos 
cargados con porcentajes de principio activo correspondientes al 80, 90, 100, 11 O y 120 
% de la cantidad requerida por el método analítico y se analizó cada una de las muestras. 
Los resultados de anlllisis obtenidos se muestran en la tabla No. 2: 

Tabla No. 2 Linealidad del Método. 

~- ""'-........ ......... ..,,.....,, ... 
X y 

X' y• x•v y,• 
00000 -0.::616d 

""' .. ,.,.,., 6'20.m1 6'21.n 647311 IO~lO) 
I0.121 I0'59977 ...,. .... .... ., 6"U510 jJ71J4 ....,, 
IOlll 809'4)3) .. ,. ... 6''160 ....... ..,.,, 
"'"' SIOOIJ.4W 1125941 110:41 tll417 "'""' "'"' 90Anm 1115941 1111611 115600 mnu: "'""' 90.144 !il07S.M590 ll!S.941 12362.l lllO'XI {•liu.:1 
100160 1005'3050 IOOJ2D:6 1011091 10071) 1001'101 
1001(0 100•'11914 100l2-026 1(:()9ot61 IC06J:!: """" 1oor.r1 
100160 100469661 IOOJ1026 l<Xlll41S 10061.a 1oor.o1 
110176 111mo10 1m1m l2M)66:!: IU719 110173) 
110176 lll.J911MO JUU17'1 1:41J9n 1~714 1115191 110117)) 
110176 111266670 12131751 lll1027 l:::!.\19 110173) 
120192 12IOl9'2JO l.M46117 146dlro l-455] 9 1:09:-<S' 
120192 120-417900 14446117 l46lS'7 l4H55 uun"' l:í.1'176S 
120192 120427900 l+M6117 14»2.17 1 .... 7 .... 1:011765 

s 1502.4 1511.55207 153489.99 15383.4474 154432.858 466148.50 

n 15 (número de observaciones) 
r 3 (número de repeticiones 
t 5 (número de ~tamientos) 
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En la gráfica No. 2 se encuentran representados los miligramos adicionados contra los 
miligramos recuperados. La pendiente (m), .la ordenada al origen (b) y el coeficiente de 
correlación (r') para la recta obtenida se determinaron de acuerdo a las siguientes 
ecuaciones: 

m= 
ntxy-txl:y 

iil:x2-(Ex)2, 

iy-mtx 
b-----

n 

(nl:xy - Exl:y)' 
r"=--------------

(nl:x' - (Ex)2)(nty2 - (ty)2 

RESULTADOS 
m= 1.0087 
b = -0.2617 
r'= 0.9994 

Para elabora~ la tabla de'análi~is de varianza (ANADEVA) Tabla 3, se detcirrninó la suma 
de cuadrados ·de la ·regresión (Ser); la suma de cuadrados del error de regresión (Seer), 
la suma de cuadrados de la falta de ajuste (SCfa) y la suma de cuadrados del error puro 
(Seep) d.e acuerdo a las siguientes ecuaciones:: 

ser., mtxy + bty - ((ty)'/n) 

seer= ty'- mtxy- bty 

SCep = ty2 - ((tyi2)/r) 

sera= seer - seep 

·. Resultados :~ 
ser= 3062.23 

SCer=.1.91 
:scep = 0.61 · 
· SCfa=l.30· 

Con los resuhados anteriores se construyó la tabla de análisis de varianza (ANADEVA). 
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TABLA No. J. Análisis de Varfanza para la linealidad del 
método. 

FllCflltdc ........ ,_ ... McJ11ik Fcal~ 
\'.-.ar;,lin l.1bertad """""'" º"""""" ........ 1 se, SC• Fr·Sl"rit.lt"ft 

l062:Zl 106221 "'"" 
'"""de n·Z '"'' 8Ct'glu ........ ll '" º" 

hludct¡USlc. (n.2}-lt'J·IJ ser. SC:í1.1¡J1 Ff••M<.I .. 

' "º 
,., ML"qt 

•10~ 

Enflfpwo IU·I) SC<p SCrc-'&ltp 
IO º"'' 006 

REGLA DE DECISION: 

Se comparan los val~res de F calculada contra las F de tablas. 

, ...... 
Flalr.glcr,099) 

F(l,U,IJ'il9 
•901 

. . 
Halr•. 
lep,Q9~} . 

F(1,10.09~) 
•171 

Si Fr es mayor o igual que F(l,13;0.99) y Ffa es mayor o igual que F(3,l0;0.95), el 
modelo lineal es correcto para describir la relación existente entre miligramos adicionados 
y miligramos recuperados. 

20835.90 es mayor que 9.07 y 7.05 es mayor que 3.71 por lo tanto el modelo lineal es 
correcto para describir la relación existente entre miligramos adicionados y miligramos 
recuperados. · 
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Finalmente, se calcula la media Cuadrática del Error de Regresión (McErrReg), la 
media cuadrática de regresión (Mcreg), la desviación estándar para la pendiente (Sm) 
y la desviación estándar para la ordenada al origen (Sb). 

xp' 1 
sm = (McErrReg [------ + -J)'h 

nI:x• - (I:x)2 

donde: xp = promedio de x 

sb = (McReg [------))'/, 
nl:x' - (l:x)' 

·¡ ~ m 
tm = .-·--·-·-. 

sm . 
0-b .• 

tb = - .. -·-·-' 
sb 

RESULTADOS 
McErrReg = 0.02 
McReg = 062.23 
sm = 0.2664 

sb = 0.26 
tm = -0.0327 

tb = 1.0 

En las tablas de distribución t de Student, se determinó el ·valor para la t con n-1 
grados de libertad y un nivel de significancia de O. 95 (t,.1;0.,,1): 

(!,~"'·"» = (~14;0 .• ,,) .. ,,;· 2.145 

REGLA_DE DECISION. 
Se comparan .el. v.aior de t de 13blas contra los valores calculados de t,. y t,: 

Sí el valor absoluto de tm es menor que ~"·º""' estadísticamente la pendiente es, igual a 
1 y 

Sí el valor absoluto de t, es menor que ~"·º"'' estadísticamente la ordenada' al origen 
es igual a cero. 

. ·-, - ·. e-_, 

0.0327 es menor que 2.145 por lo tanto el método anal!tico, estadísticamente, tiene 
una pendiente igual a uno. · · · ·· · 

1.0 es menor que 2.145 por lo tanto el método analhico es lineal con una ordenada al 
origen igual a cero. 
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d. Exaclilud del Método 

Para demostrar la exactitud· del. método, se prepararon diez muestras de placebo cargado 
al 100% a partir de una solución Stock de estándar y se analizaron. En la tabla No. 4 se 
muestran los resultados obtenidos. · · · 

TABLAN~: 4. E~~tit~d deÍ .;,¿todo. 

observación (n) 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

o/o. recuperado (y) 
99.14 
99.06 
100.50 
99.62 
100.25 
99.46' . 
99.71 
99.24 
100.58 
99.67 

s = desviación estándar 
dey=0.519 

yp = promedio de las y 

Se calculó el valor de t de acuerdo a la siguiente ecuación: 

( yp • IOO)(n)'h 
1=---------1.658 

En las tablas de distribución t de Student, se determinó el valor para la t con n-1 grados 
de libertad y un nivel de significancia de 0.95: 

i, •.• ,,) = 2.262 
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REGLA DE DECISION: 

Se compara el valor de Ja t calculada con el valor de ~•.~"l y se establece Ja regla de 
decisión siguiente: (3) 

Sí el valor absoluto de Ja t calculada es menor que el valor de t,,,o.9') el método es 
exacto. 

1.658 es menor que 2.262 por lo tanto el método analítico es ellllCto. 
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Prt-cisión del Método 

La Precisión de un método analítico es el grado de concordanciá entre resultados 
analíticos individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a una muestra 
homogénea del producto. Para evaluar este parámetro se determin.ó la repetibilidad y 
reproducibilidad del método. 

REPETIBILIDAD DEL METODO: 

Tiene como objetivo demostrar que existe una concordancia entre mediciones repetidas 
e independientes de una misma propiedad ba;o las mismas condiciones (mismo equipo, 
analista, día del análisis, etc.). Para cwinti ficar éste parámetro sé. utilizaron los datos 
obtenidos al evaluar la exactitud del método. ' 

Se determinó el coeficiente de variación (C. V.): 

(s) (100) 
c.v. =-----=0.52 

REGLA DE DECISION · 

El método es repetible sí el coeficiente de variación es menor o igual a 2.(3) 
. . 

0.52 es menor que 2 por IÓ tanto el método analítico es repetible. 
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e. Reproducubilidad del Método. 

Tiene como objetivo demostrar que los resultados obtenidos al utilizar el método 
analitico son independientes del laboratorio. analista, dia del análisis o equipo utilizado en 
la determinación. En este caso sólo se tomó en cuenta la diferencia que podria existir 
entre 2 analistas y 2 días diferentes para la determinación. 

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla No. 5 

TABLA No. S. Reproducfüilidad 
del método. 

2 

Se calculó la su~ de las combinaciones anaUsta-día (yij.): 

Y11. = Y111 + Y112 + Ym = 272.0 

Y11 = Yllt +y,,,·+ y,,,., 277.S.O 

Y21. = Ym + Ym + Ym = 269.28 

Yn. = Ynt + Ym + Yw = 273.79 
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89.21 ' 
90.74. 
89.33 
89.95 
91.19 
92.65 



Se calculó_ la suma para cada analista (yi .. ) 

Y1. = Y11r +y112 + y11,+ y121 +y,,,+ Ym = S49.SO 

Y2 =ym+y,.,+yrn+y,,.+.y,,,+y,,,=543.07 

Se calculó la sultlll total (y ... ) 

Y .. = Yr. + Y2 • = 1092.57 

Se clllculó la suma d~I cuadrado de cada analista en cada día: 

l:l:Y;• = <Y11 )'+(y,¡)'+ (y,,)'+ cYnl2 = 298462.9 
' • • ~ <'- _, -: --.' - ' 

Se calculó la suma del ~-~~dr~do de.cada analista en los dos días: 

ty,:=(y,i+Ú',»=s96s7~:3 • ·• 
:-; . ~:- <·, ·-~·'"~~ -::~.::>--r-.~-

_se Calculó la SUmft-de Cáda d~i~ el~~~al cuadrado: 

(y,,,)2 = 99500.4 . 

; " . '. :~;~::-

Se calculó la sum~'de éúad~d~s del analista (SCa), efecto del factor 8nalista, con la 
siguiente fó~ula: • · ·· · 

'._ty,.' Y.' . 
SCa=--· ---·--~3.4454 
· dr adr 

donde: a a número de ~istas 
d = número de días • 
r = número de repeticiones 
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Se calculó Ja suma de cuadrados del día anidado en et analista (SCd), con la siguiente 
fónnula: 

:E:Eyij' :EyL' 
SCd = ------. --= 8.4317 

·. dr 

··.;-' 

Se calculó ta sÚma de cuadrados d~Í error (SCe) con la siguiente fónnula: 

Con los datos obtenidos se construyó Ja tabla de análisis de varianza: 

TABLA No. 6. Análisis de varianza para reproducibilidad del métÓdo. 

, ....... ....... ,_ .. ........ """""" , F\abla 
\'.wt.:i6n ""'""' """"""' °""'""" F .. D'l.IC4 FC.la,a.ld.OPJ) 

....... .. se. "" 01.m F(l,2,09' 
1 , . .,. 01111 •Jl!I 

~·4 
le,09') 

F(2.l.051S) 
Fd-MOl.').tce ..... 

•16'16 ... (d-1)1 SC4 SCd'aU. 
2 :. <llUI.· 

""" (r·l)ld se. • !ICo'al• 
1 , 'IJm 
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REGLA DE DECISION 

Se comparan el valor de Fa y Fd con los valores de F(l;2;0.95) y F(2;8;0.95), 
respectivamente: 

sr el valor de Fa es menor que Fci ;2;Ó.95) cl.~éiOdo aiiálrtic~ es reprocl;1cibl~ porl~s 
· analistas. '·· · · · · • · · 

0.82 es menor que 38.SI ¡x>r lo que el ;~:toclo~inal~tico~s ¡~~roducible'~r los 
analistas. · ·> · · · · ' · ' 

.. ' . ',_'~. . >:·'·. ' .:·, ... 

sr el. valor: de. Fd es menor.' que:Fc2;8;0.95) el método. analítico es .:.,producible en 
distintós díaS par un mismo analista. . . . 

2.6416 es me~orque ~~00 ~;lo que el mét~o analítico es reproducible en ilistintos 
día5 por un mismo analista.· · · · · 
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f. Estabilidad de la Muestra. 

Al evaluar este parámetro se detennina cuanto tiempo puede transcurrir desde que la 
muestra está lista para cuantificar hasta el momento de la <letenninación. almacenándola 
bajo diferentes condiciones. Se tomaron tres muestras de las utilizadas para detenninar la 
exactitud del método, cada una de ellas se dividió en 3 partes iguales, almacemindolas 
bajo diversas condiciones y analizando a diferentes intervalos de tiempo. 

Los resultados se muestran en la tabla No. 7. 

Para cada muestra y condición (tratamiento) se calculó el promedio.(Y") y la varianza 
(S,'). 

Se calculó la variariza ponderada (S~') del tratiÍnÍiento y la condición inicial: 

·- :·. ·;· - . 

·So2+512 

--: . -_ ·.- ~;·. .:: ~ 

donde c = número de condici~nes 
s,.•= . . il comparar (2). 

c+I 

- -

Para cada uno de los irlitami~~tos se cal~ió el inte;._.alo de confianza: 

IC =(y, -y,)± t~•(21J•spi')'' 

donde 10 = t de Dunnet con e comparaciones y 2( c-1) grados de libertad y una 
probabilidad acumulada de 0.975. Este valor es 2.86 . 
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TABLA No. 7. Estabilidad de la muestra a analizar • 

. ··,, 
C01'o'DICION I.UZ UHSClTIUDAU KW-RlGl'JIAnoN 

111!Ml'O o ,. ,. ,. 
VI ...... ... ., 41 • .Sll "ª·"° ,l,IS ..... 411.4() 411.'2 4U10 
Y2 49.16 

.:'.: ::~~: ... -41.U 49,16 49.27 49.19 49.16 ..... 41.70 
Yl 4ll.IS 41.23. 4ll.U 48.lS ... ,. 411.15 41.4S '8.80 

f'RD'ldio(l'p) ... ,, 41.63 ...... , "·" 48.112 ..... 411.57 .. ... 41.70 
wrimu(Sb) ... 0.012 ..,. ·O.U4 ... "" 0.011 0.039 0.0067 
nrimn. pm:Jcl'ldfi (Spii) 0.10 0.01 0.11 0.11 0.074 0.0616 

•'"Clf) ... t) ... o.u 0.62 0.11 0.111 0.61 0.5191 

(y,-yll) º·'" 0.12 0.1..~ º·"' O.OI o.u 
()'¡•)'a) +1o*(l/J .... ., .. 0.71 º·"' 1.017 ... o ... 0.72 

(J'¡•)'G)·to'"<Vl ..... •J"" ·. 0.61 0.74 O.Sl 0.71 º·" 0.46 

CONCLI1SION . ME ME ME ME ME ME 

ME = Muestra Estable 
MI = Muestra Inestable 

REGLA DE DECISION 

Para un tratamiento dado, la muestra es estable sf en el intervalo de confianza está 
incluido el valor de cero. 
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g. Tolerancia del Método. 

Al evaluar la tolerancia del método se establece cuales condiciones pueden afectar el 
resultado de análisis. Para esto, se cambian condiciones del método que a juicio del 
analista pueden ser criticas. Estas condiciones pueden ser: cambios en. el pH; para 
métodos cromatográficos, ligeros cambios en la composición de la fase móvil, probar 
columnas con menor eficiencia, etc. 
Cada análisis se efectuó por triplicado y siempre se analiza en paralelo una muestra bajo 
las condiciones normales del método, también por triplicado y que servirá como control. 

Para cada tratamiento se calculó el promedio {y,;) y la varianza (s,'). 

Se calculó la varianza ponderada (s,.') del tratamiento i y del tratamiento control de 
acuerdo a la siguiente ecuación: 

(N,- l)s,'+(N,-l)s,' 

(N,- l)+(N,-1) 

donde N, = número de repeticiones del 
tratamiento i 

N0 = número de repeticiones del 
tratamiento control 

s,'= varianza del tratamiento i 

s,'= varianza de.1 tratamiento control 
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ESTA 
SA-Wl 

Se calculó el valor de t de acuerdo a la siguiente ecuación: 

ly,..,-y,.I 
t-~~~~~~~~~-

s,. < 11'N, + 11N0J" 

TESIS 
DE lA 

ffl DM 
BIBLIOTECA 

En iablas ,d~:dlstribución t de Student se localizó el valor para la t con (N, + N, - 2) 
grados de Hbertad y un nivel de significancia del 95%, 

Los resultados se muestran en la tabla No. 8, 

TABLA No. 8, Tolerancia del Método, 

J'l"mnl.10 

tl"Al.l"Ul.ADA 
1TAJ\l..AS 

1 
íll·\T.,~u.-....-ro 1 
C'O~'TROI. 

,-- i 
Oll0\4 

REGLA DE DECISION 

M.U007\mlrnm ~.\:<.F \!< 1\ 11 
701n\1~•1\W HI~ 

Para un tratamiento dado, el cambio al método no afecta al resultado si el valor de la t 
calculada es menor que la t de tablas. 

En todas las condiciones probadas, la l calculada es mayor que la l de tablas por lo que 
concluimos que al efectuar el análisis. se deberan respetar estrictamente las condiciones 
marcadas en el método. No se p<idrán hacer los cambios de proporción de fase móvil y 
velocidad de flujo. 
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h. Especificidad del Método 

Especificidad para Control ile Calidad: 

Para probar Ja especificidad para Control de Calidad, se ~alizó una muestra de placebo, 
placebo cargado y estándar. . . . . 
Se verificó que Jos excipientes no presentaran ningún pico con un tiempo de retención 
similar al de Ketoconazol. Se anexan cromatograrnas. 

Especificidad para Estabilidad: 

Para probar Ja especificidad del método analltlco p;.,a ~stabilidad, se expusieron a Ja luz 
durante una semana: muestras de principio activo, placebo y· placebo cargado. Después 
las muestras se sometieron a análisis de acuerdo al método analítico: 

- Se verificó que la muestra de placeb~' no nÍ~strara ningún pico en Ja región en la cual . 
aparece el Ketoconazol. Se anexa el cromatograma obtenido. 

- Con Ja ayuda del detector de arreglo de diodos, se comprobó que el pico identificado 
como Ketoconazol era puro. 

Se obtuvo el espectro de Absorción en 6 puntos del pico correspondiente al Ketoconazol, 
los espectros se normalizaron y se compararon entre si. El criterio para considerar puro 
al pico es que Jos 6 espectros de absorción normalizados sean similares, se puede aceptar 
ligera diferencia en los espectros obtenidos al inicio y al final del pico, ya que en estas 
regiones al ser las regiones del pico con menor absorbancia, al normalizar los espectros 
puede existir inteñercncia por parte de Ja fase móvil. Se sometieron muestras a 
degradación en medio ácido, básico, oxidante y luz, la única condición en la que se 
observó una degradación apreciable fue en medio ácido y medio básico, por lo que fueron 
estas muestras las que se utilizaron para realizar el análisis espectral. 
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CAPITULO V. 

DISCUSION DE LOS RESULTADOS. 
1 
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS. 

La validación· del método analítico para la detenninación de Ketoconazol en crema, se 
realizó . tomando en cuenta los parame1ros minimos establecidos por el Laboratorio 
(Linealidad y precisión del sistema, linealidad y exactitud del método así como estabilidad 
de la muestra y tolerancia, especificidad para control de calidad y especificidad para 
estabilidad. 

Al evaluar la linealidad del sistema como se puede observar en los resultados obtenidos, 
se encontró que el sistema es lineal ya que existe una relación lineal entre la cantidad 
adicionada y la cantidad de respuesta obtenida por el equipo, resultando una ordenada al 
origen y una pendiente satisfactoria para un modelo lineal simple. 

Para la precisión del sistema, tomando en cuenta los resultados obtenidos 
experimentalmente, se encontró que el sistema es preciso ya que se obtuvo un coeficiente 
de variación menor de l. 5 (0.64 ), en las condiciones de operación en las que fue 
sometido. 

Para la linealidad del método, tomando en cuenta los resultados obtenidos 
experimentalmente, demuestran que existe una relación lineal, entre la cantidad 
adicionada (X) y la cantidad recuperada (Y) siguiendo un modelo de regresión lineal 
simple. 

Para la exactitud al 100% se aprecia en los resultados obtenidos que el método es.exacto, 
por lo que puede ser empleado para la cuantificación de ketoconazol. 

Para la reproducibilidad del método como lo demuestran los resultados obtenidos 
experimentalmente no existe una diferencia significativa entre analistas, y tampoco en el 
dla, por lo tanto puede ser realizado por cualquier analista y en cualquier dia. 

Los resultados de la estabilidad de la muestra demuestran que esta es esrnhlc a 
temperatura ambiente por un periodo de 48 horas. 

Para la especificidad del método como se aprecia en los cromatogramas no existe 
inteñerencia con los excipientes de la formulación, asl como tampoco con los productos 
de la degradación por lo que puede ser utili1.ado en pruebas de rutina y como indicativo 
de estabilidad. · 

los resultados de tolerancia del método demostraron que no es tolerante a los cambios de 
proporciones de fase móvil así como tampoco para velocidad de llujo. 
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CONCLUSIONES 
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CONCLUSIONES: 

De acuerdo a Jos parámetros evaluados, el sistema resultó ser lineal } preciso. El método 
es exacto, repetible, reproducible y especifico para control de calidad y estabilidad. 
Para determinar la especificidad del método para estabilidad se utilizó el arreglo de 
diodos. Por Jos resultados obtenidos concluimos que el pico del cromatograma 
correspondiente al principio activo es puro. 

En cuanto a la estabilidad de la muestra a analizar, los resultados obtenidos nos indican 
que la muestra es estable bajo las condiciones y tiempos probados. 

En la tolerancia del método, éste resultó ser no tolerante al realizar cambios en la 
concentración de fase móvil en proporción 70 metano! 30 buffer, asl como para 
velocidad de flujo O. 75 mi /min por lo que al trabajar con el método se deberá tener 
cuidado en seguirlo al pie de la letra. 
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ESPECTRO No. 2 INFRARRO.JO. 
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LINEALIDAD DEL SISTEMA. 

A REAS. 
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·20 _____ / 

/ .v. 
o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 

CONCENTRACION (mcg/ml). 

GltAFICA No. 1 
LINEALIDAD DEL SISTEMA. 
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LINEALIDAD DEL METODO. 

MILIGRAMOS RECUPERADOS. 
140 ------------------~ 
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MILIGRAMOS ADICIONADOS 

GRAFICA No. 2 
LINEALIDAD DEL METODO. 
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TA~~rv~inge O --~6f ~~~ ~Y~J.leraf~a~c ml.-rr.tn 
Base 11 ne OFF Pressurc 

~~Vft1110s ~~ Iü~g~ri n!Y~ht .oo3~ AU"tulD 
Wldth O ruin Mln. area .001 Alhmtn 

_ ! ! ~~-~~~~ ! ~----------------~---_ !:' ! ~ --- -- --~ ! !.1~:: _ ~~~~ ------- - ---- - ---------~~~. 

-.1 

Watt.>rs 991 1 
03-28-1995 

Sampl lng time 
Se ns e 
Time range 
Smoothtng 
01"1 ft 
\Ylrlth 
··"·' ......... ¡l' 

Cul1Jrn11 
kuul lt.' J.llldSC 
Pressure 

.1 

nteg1·ator 
13:25:29 

21 msec •lb 
normal 

--- 7 mln 
15 polnts 
.SAU.-mln 

O ndn 
1 Dllll 

mm ID • mm 

. 2 . 3 

.. 5 AU 

DACID031.DB 
San.ple na11u..• 
Bttsel iuc 
Rt.>solut Ion 
lnterva) 
Slope 
Helgllt 
fJ!I n. ;trr:i 
Mi 1.11~ twah 
l••tdd1111; n1at••ri:tl 
.. tu"' rall.' 

I::; . o . 

• 4 

Waters 
FUJIGOSl!l <tet§~~ 

3 nm 
, 67 sec 

.8 AU,.mln 
• 0035 AU· 

. 001 All•min 
UFF 

230 nm 
Report, File DAC10031.0T3 

Ho. Retent l on 
t l111e 

No peak ! ! 

HP.lght 
IAUI 

Lt.>f l 
tlru~ 

RI ght 
t true 

Art'a 
tAUttrdnl 

CROMATOGRAMA No.4 
ESPECIFICIDAD PARA ESTABILIDAD 

MUESTRA DEGRADADA POR lllDROLISIS ACIDA 
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Area - Mark 
lxt· 



-w~-~-~ -;:~---99¡-- ---I-~;~-~ -~ -,_:- ~-t_-~ -,:-- - -- ---- - - ---- - - --- - - - - -- - --- - -\;~ ;~~;. 

OBAS041.DT3 03-28-1995 13:42:06 Samplc narue FUNGOSltJl5-04-I> 
Y-scale .6 AU,..FS Papcr spccd 6 m111l'1nln 
SamplJng time 21 msec •16 
Sensc normal rolurun 01111 IP • mm 
Resolutlon 3 nm Packlng material 
Time rangc --- 7 min Mubl lt' phase 
Interval .67 sec Flow ratl· mll'mln 
Baseltne OFF Pressure 
B~Yfthtns ·- --- ~~ KB~~l~ ~!y~gt . oo3g Au ... n.¡3 
Width O mio Mln. ar~a .001 AU•n:dn 

_! :~~-~ ~~~!~ ---__ .; ---------_ ! __ --~ !. ~ -------~ ~!:'~ ~- ~~~~ - - - ----- -- - ------- --- -~:~. 

-.1 .! • 2 

- • 1 .6 ALI 

• 4 

. 3 • 4 

s& 1 !: 

·-------------- ... __ ------------ -------------·-;,.. --.:. ;.. .:.-·---;.. -;.. .:. --_·.; .·.; ;..;.; -.;_.; .·.:. :.:.; :.·.: :.·.; :.·.; 
Waters 991 I n t e g r a t o r 

13:42:U6 
21 msec •16 

DDAS041. DT3 
Sample name 
Basel lue 

Waters 
FUNQOSllH5-04-I> 

OFF 
3 nm 

. 6i sec 
.8 AU,..mln 

03-28-1995 
Sampl lng t lme 
Sense 
Time range 
Saooth 1 ng 
Drl ft 
Wldth .•... 
Tirut· tloublc 
Coluum 
Mold le phase 
Pressurc 

norma 1 
--- 7 mln 
15 polnts 
.5 AUl'min 

O mln 
1 ndn 

111111 ID • 

Res o 1ut1 on 
lnter\'a 1 
SJope 
Helght 
Mln. art"a 
Mi n11s pt"al; 
Packlng material 
Flo"· ratP. 

• 0035 AU 
,001 AU•mln 

OFF 

; ~~ ~ ;~ ~ ~ ~ ~ ~: ::: : ~:: ~: '. '.:: ~~:~~: '.: ~~ ~ ~::::: ~::: ~ ~:::::::::::::::::::::::: ~ ~: ~:: i 
No. Retentlon Helght l~ft Rlght Area Arra Mark! 

time IAUI t lmc t lmc IAU•ndnl (:,,¡ --------------------------------------------- -------- --------- -- ---------------
No peak ! ! ------------------------ -- -------- ---------------- -- ---------------------------

CROl\IATOGRAl\IA No.S 
ESPECIFICIDADA PARA ESTABILIDAD 

MUESTRA DEGRADADA POR llIDROLISIS BASICA. 
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·-----·-------
\'/u t ur.l; UUl lnLu .... rulup 

ULUZ051.UT3 03-2R-1995 13:50:25 
Y-sea 1 e , 6 AtJ,;FS 
Sampl lng tl11w 21 mst>c •16 
Sf'nSP normal Column 
Rcsulutlou 3 nn1 Packlng niatt.•rlal 
Tlruc rauge --- 7 mlu MoLilc plw.sc 
luterval .67 scc Flow 1·ate 

S11mp le n<ime 
P11pcr sf11:•ed 

waters 
- ·FUllGOSIN <6-05-1) 

6 mm,..n.iln 

mri1 ID • .. 
mll'1aln 

Basel 1 ne OFF Pressurr 
ti~t1n 11 ing ~~ Kü!~:1~ Fi!Y~ll1 .oo3g All/

111lD 
·_ !! ~~~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ---------------_ ! _ ---~ ! ~ -------~ 1 ~!~1 ~: f ~~ ~ -------------- ~ ~~ ~ -~~: ª!~ -

.! 

-.1 .! .2 . 3 

~ r; ALI 

\'iaters 991 1 
03-28-1995 

Sampllng lime 
Sense 

ntegrator 
13:50:25 

21 msec •16 

DLUl05 J. DT3 
Sample na111e 
Basel loe 
Resolut 1011 
lnter\'a l l J111e ranse 

S111ooth l ng 
Drlft 
Wldth 
Tln,,. rlni1hlr 

M~~j~J~ phase 
1 1·t·s~un: 

Report 
230 nm 

tlo. Retentlon • 
t llllP 

No peak ! ! 

normal 
--- 7 mln 
15 points 
.5 All/mln 
O ruin 
1 n.ln 

::1. 

F 11 e DLUZ05 J. DT3 

Hel1ht 
IAUI 

Left 
tl111t• 

SI ope 
Helght 
Mi n. a rea 
~ti nus J>t><1k 
: .~ •. : : . .: l ¡.¡! ,. ¡ i :... 1 
FJo\\ ratt.• 

Rlght 
tlun• 

A rea 
IAlhNln1 

CROI\IATOGRAl\IA No. 6 
ESPECIFICIDAD PARA ESTABILIDAD 
l\IUESTltA DEGRADADA POR LUZ UV. 

'lll 

FALLA DE OIUGEN 

• 4 

.. 1ss. 

• 4 • 5 

Waters 
FUllt.OSIN <6-05-1> 

OFF 
3 nm 

, 67 sec 
• 8 AUl'mln · 

• U035 AU 
.OOJ AU•ialn 

OFF 

uill'nlin 

Are a Mark 
IY.l 



PBCAR021.DT3 03-28-1995 13:17:10 
Y-scale .6 All,.FS 

Samp 1 e na me 
Paper speed 

Sampllng time 21 ms""c •16 
Sense uorroa 1 Tliresho 1 d 
~:~~l~~lf~~ 220 --- 2~0 ~: f.h~~~·~~g riatnl:tl 

Watcrs 
FUf/GOSllll 3-02-ll 

6 mm-'111!11 

9SO 
m111 ID• 

Time range O --- i ruin Motil le phase 
¿~;~~Y~! .67 ~H ~~~~su~~tt' ml,.ruln 

5~i~th 1 
ng ~ ~ KB~~~~ ~t~ f~~t . 003~ AU.-irilo' 

Wldth O mtn Min. a.r~a • 001 AU•mln 
_!!~=-~~~~!=----------------~----~!~-------~~~~~-f~~: ______________________ ?~~. 

-.1 

~ 
=:. 

o .. .! . 2 

I~ 

• 3 .4 

.G AU 

------------------------------------------------------------------------~-7..Q_J 
Waters 991 P 

03-28-1995 
Sa111pllng time 
Se ns e 
Wavelength 
Time range 
Smooth 1 ns: 
Or'I ft 
Wldth 
Tlme double 
Column 
Mobl le phase 
Pressure 

urlty check 
13: 17: 10 

21 msec •16 
norma 1 

220 --- 290 nm 
o---7mln 

15 polnts 
.5 All.1mln 
o 11.lfl 

1 mln 
1att. IU • tu114 

Rt"port File PHCAR021.o-3 
230 OID 

P[lCAR021. DB 
Sa.mple 11ame 
Basel in~ 
Threshold 
Resol ut ton 
l nterva 1 
Slope 
Htol ~ht 
M111. area 
Mlnus 1•eak 
i>ack111g 111a\~rial 
Flow ratto 

Waters 
FU!IGOSIN 13-020~~¡ 

950 
3 nm 

.6i Set' 
. 8 AUl'biln; 

. 0035 AUI 
.001 AU•mlnl 

OFF 

No. RT Match f,rea lAU•mlnl Lrft tlnae kight tln1t! 
time l"-1 Peak Pure Peak Pure Peal-:: Pure ------------·----------·------------------------------- -- -- ------------- ----:.--
5. 48 99, 4; o. 08i8i5 o. 087412 5. 20 

CRO~IATOGRAMA No. 7 
PRODUCfO TERMINADO. 
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FALLA nE ORIGEN 

5. 24 b.89 6.o; 
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