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1. INTRODUCCION,

El interés en los agentes de radiocontraste para la produccién
de radiopacidad en tejidos suaves comienza después del anuncio del
descubrimiento de los rayos X en 1895, El desarrollo de agentes
para producir radiocontraste en organos especfficos se inicia duran
te la década de 1920 con la Introduccibn de la tetraiodofenclftaleina
para la visualizacl6n de la vesfcula biliar,

En un agente de contraste, es el iodo el que provee la opacidad
a los rayos X; por lo que, la estructura de estos compuestos debe -
proveer estabilidad a los &tomos de iodo, 'no toxicidad, solubilidad -
en agua y concentraciétn en los organos deseados. La estabilidad
de los &tomos de fodo en la molécula es llevad?. a cabo en la mayorfa
de los compuestos uniéndolos a un nuéleo aromaéatico, y la solubilidad
en agua es obtenlda por la incorporacién de una funcién acida tal co—
mo ( ~COOH , ~SOH ), de 1a cual sales solubles pueden ser prepara
das. Asf, los agentes de contraste para los rayos X exhiben una
absorcién de radiacién ultravioleta relativamenta fuerte; como se -
puede observar, esta (ltima propiedad permite 1a deteccibén de estos
componentes a bajos niveles por Cromatograffa de LLIquidos de Alta
Resolucién (CLAR ). (1)

l.as mezclas de diatrizoatos, disponibles como sales de sodio-—



y meglunina, son los medios de contraste, mejor tolerados y menos
toxicos, Sin embargo, del mismo modo que otros medics de con
traste, inyecciones de los diatrizoatos han causado muertes. (2)

Por esto, es importante el desarrollo de métodos analfticos cu
ya exactitud, precisiébn y especificidad nos permitan llevar a cabo -
una valoracidn cuantitativa adecuada de el & los activos, aln en pre—
sencia de posibles interferencias debidas a otras sustancias conteni-
das en el mismo medicamento y al mismo tiempo nos tndique el gra-—
do de degradacisn alcanzada durante el periodo de almacenaje, ya ~
que alguno de los productos de degradacién puede ser tdxico.

La Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién ( CLLAR ) -
es sin duda alguna, el recurso analitico més valioso con el que la -
industria Qufmico — Farmacéutica cuenta hoy en dia para la idenli—
ficacién, sepa;ﬂactén y cuantificacién de sustancias., Sin embar—
go, no ha sido utilizada en la cuantificacién de agentes de radioccon-—
traste ( Aclido Dlatrlzolcq J); por lo que, el objetivo de este trabajo
fué desarrollar y validar por medlio de anélisis estadistico un méto—

do analftico por CLAR para la separacidn y cuantificacién de Acldo

Diatrizoico en preparaciones farmacéuticas,



2,5.2,

MONOGRAFIA,

Nombre Génerico; Acido Diatrizoico.

Nombre Quimico: Acldo 3, 5-bis—(acetilamino)-2,

4,6, —-trifodo benzoico ; Acido

3,5, ~diacetamido—-2, 4,6~triiodo

benzoico.

Férmula Estructural

Co0H

Férmula Condensada; C_“1 Hg 13 N2 04

Propiedades Fisicoquimicas,

Peso Molecuilar: ( anhidro ) 6138.92

( dihidratado ) 649,95

Descripcidn: &1l &cido diatrizoico es anhidro



2.5.38.

2.5.4.

2.5.5.

2.5.6,

2.5.7.

Empaque y Almacenaje :

Identificacién :

Humedad :

Residuo de Ignicidn :

Amina Aromatica L.ibre :

6 contiene 2 moléculas de agua de
hidratacién; es un polvo blanco -

cristalino, inodoro e insaboro (3).
Conservar en envases bien cerrados.

A) Responde a la prueba croma
togréfica; segln USP XXI (4).

B) Calentar 500 mg. en un cri—
sol adecuado; se desarrollan vapo =

res violetas (4 ).

No més del 1 % forma anhidra y
entre 4.5 y 7.0 % forma hidrata—

da. Método I. (4)
No més de 0.1 % . c4)

No debe ser mayor de 0,05 % .

Determinada mediante la formacibn
de color con hidréxido de N—(1—~ naf
til )—etilendiamina; leyendo las ab -
sorbancias tanto de la muestra co—

mo del estdndar en un espectrofotd

metro adecuado a 465 nm. (4)



2.5.8, Iodo y loduro : No debe ser mayor de 0.02 %. (4)
2.5.9. Metales Pesados : No méas de 0.002 % . (4)

2.5.10. Ensayo : E1 &cido diatrizoico contiene no me
nos del 98,0 % vy no mas del 102 %
de C11H9I3N204 s calculado sobre
la base anhidra., Determinado por

titulacién con AgNO5 0.05N. (4)

2.6. Propiedades Farmacolbgicas .

2.6.1, Metabolismo E1l &cido diatrizoico es excretado ri
4 pidamente, inalterado, a través de-
los rifiones por filtracidn glomerular.
Existen reportes de que el 50 % de
diatrizoatos se une a protefnas, pero
esta unidn es facilmente reversible,
(5,6)., No existen reportes su—
girtendo metabolitos de Acido diatri—
zolco en otros 6rganos humanos, ex

cepto en los rifiones. (7))



2,6.2, Toxicidad : £1 &cido diatrizoico es usado en —

dbésis bastante abajo del 1,.V. LDgo
presumido en el hombre, el cual se
asume a ser similar a aquel de otros
mamiferos : 10 a 20 g/kg de peso
corporal. (8)

Después de la administracién del &—
cido diatrizolco pueden existir reac
ciones menores tales como urtica~—
ria, acaloramiento, vémito, pruri—-
to, nausea, mareos y algunas veces
rgac_clones mayores tales como con
vulsiones, shock y muerte, Estas
4r~eacci.ones mayores son a menudo —

impredecibles. (9)



3. ANTECEDENTES DE LA CROMATOGRAFIA.

La préctica de la cromatografia ha presenciado durante los (it
mos 40 afios un crecimiento continuo en casl todos los aspectos: el
nCmero de cromatbgrafos, la cantidad de trabajos publicados, la va-
riedad y complejidad de las muestras que estan siendo separadas, la
v elocidad de separacién, etc, Sin embargo, este crecimiento -
no ha sido continuo de afio en afio.

La historia de la cromatografia esta llena de periodos de cre—
cimiento repentinos que han seguido a alguna innovacién mayor como
p or ejemplo: la cromatografia de particiédn y papel en la década —~
de 1940, 1a cromatografia de gases y eﬁ capa fina en 19 década de ~
1950, y los diferentes métodos de gel o exclusién de tamafio en la dé
cada de 1960, Unos cuantos afios Aespués se realizb otro de es—
tos avances mayores que revolucionarfa la practica de la cromato—
g raffa; una técnica que fue llamadé, Cromatografla de L.fquidos de

Alta Resolucibn (CLAR ). (10)



8.1, DEFINICION GENERAL DE CROMATOGRAFIA,

El término cromatografia se refiere a una variedad de técnicas
altamente eficientes para la separacién de una gran cantidad de sus—
tancias desde iones inorgénicos hasta biopolimeros complejos.

" |_a cromatograffa es un proceso de separacién basado en la -
distribucién diferencial o solubilidad de 1os componentes individuales
de una mezcla entre dos fases, una de las cuales es percolada a tra
vés de la otra ",

Esta distribucién debe ser reversible y las sustancias en la ——
mezcla deben ser de dimensiones moleculares, este (ltimo requisito
es cumplido colocando la muestra en solucidn o vaporizandola. (9 )

Las difel;-entes_ velocidades de elucibén de cada compuesto depen
den de la distribucibn relativa de dicho soluto entre las dos fases; -
esta distribucibén es debida a diferencias en adsorcibn, particién, —
prestén de vapor, tamafio molecular 6 carga iénica entre el soluto y
las dos fases.

Una de estas fases es denominada la fase estacionaria y la otra
la fase mbévil. L.a fase estacionaria puede ser un s6lido porosc,
un sélido finamente dividido, 6 un liquido que ha sido enlazado a algln
material de soporte tnerte. La fase mévil puede ser una solu——

cién, gas 6 tiquido. (¢ 11 )
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4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION,

4,1, VENTAJAS DE CLAR,

El desarrollo de la Cromatografia de Liquidos de Alta Resol u——~
cibn ( CLAR ), hace posible los anflisis de compuestos no volatiles,
ibnicos y termolébiles que anteriormente era casi imposible separar.,

La CLAR es un método que ofrece grandes ventajas tales como
alta sensibilidad, exactitud, répidez y gran poder de resolucidn, el -
tempo de retencidn es reproducible, el tiempo de separaciétn muy ——
corto y1a instr;umentaclén necesaria es versitil y facil de manejar.

La prlncipal dificultad de la cromatografia liquida era la lenti—
tud; ¥y 1a forma de superar este problema fue aumentar 1a velocidad —~
de elucibdn, forzando al l{quido ( fase mévil ) por medio de una bomba
de desplazamiento positivo 6 por la presién de un gas, a través de la
columna, que es un cilindro rigido, dentro del cual, se encuentra el
material de empaque formado por pequefas particulas ( fase esta-—
clonaria ). 1)

L.os sistemas de cromatograffa l{quida funclonan de acuerdo a —
los mismos principios, pero en este caso las separaciones répidas y

reproducibles distinguen a un sistema de Cromatografia Liquida de

10



Alta Resoluciéon ( CLAR ) de un sistema de Cromatografia de Colum

na Abierta. Ci1)

4.2, PROCESO CROMATOGRAFICO. C10)

El éxito del uso de CLLAR para un problema dado requiere la —

correcta combinacién de las condiciones de operacidén: el tipo de em

paque de la columna y la fase mévil, el largo vy diéme{:r‘o de 1a columna,
l1a velocidad de flujo de la fase mévil, temperatura de la separacién,
tamafio de 1a muestra y demés,

La seleccibn de las mejores condiciones en torne requiere un —
entendimiento bésico de los factores que controlan la separacién en —

CLAR,

Existen dos caracteristicas principales de la separacidn croma

togréafica :
4,2.1, MIGRACION DIFERENCIAL.

Se refiere a la variacién en la velocidad de movimiento de dife-

rentes compuestos a través de una colurnna, La migracién dife—

rencial es la base de la separacién en cromatografia; sin una diferen—

cia en velocidad de migracidn para dos compuestos, la separacidn no

es posible,

11



La migracién diferencial 4 el movimiento individual de los com
puestos a través de la columna depende del equilibrio de 1a distribu—
cibn de cada uno de los compuestos entre la fase estacionaria ylafa
se mdvil, Por lo tanto, la migracidn diferencial esta determina
da por aquéllas variables experimentales que afectan esta distpibu—~—
cibn como son: la composicién de la fase mbvil, la composicién de

la fase estacionaria y la temperatura de separacidn.
4.,2,2, DISTRIBUCION MOLECULAR,

La segunda caracteristica de la separacién cromatografica es -~
la distribucién de moléculas a lo largo de la columna para un compues
to dado, Esta distribucidén de molécuilas a través de 1a columna—
es causada por; procesos fisicos. Los méas importantes de estos—

procesos son : ( ver figura nGm, 1)

Longitud de Trayectoria & Difusidn de Eddy : diferentes mo—
léculas, pueden tener diferentes trayectorias de diferentes longitudes

a través del lecho de la columna.

Transferencia de Masa en 1a Fase Mbvil ; esto se refiere a
las diferentes velocidades de flujo para diferentes partes de una sola

v {a de flujo entre particulas circundantes.

Estancamientc de 1la Transferencia de Masa en la Fase Mbvil .

12



con partfculas de empadue poroso la fase mbvil contentda dentro de —
los poros de la particula esti estancada 6 inmévil, y las moléculas —

de muestra se mueven dentro y fuera de estos poros por difusién,

Transferencia de Masa en la Fase Estacionaria: después de
que las moléculas de muestra difunden dentro de un poro, ellas pene—

tran la fase estacionaria o se adhieren a ella de alguna forma.

Difusidn Longitudinal : va sea que la fase mdvil dentro de la
columna este en movimiento & reposo las moléculas de muestra tien~
den a difundir al azar en todas direcciones, Esta contribucibn —
adicional a la distribucién molecular, no se encuentra ilustrada en -

ia figura nGm. 1.

13
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4.3, DEFINICIONES BASICAS EN CLAR.

Eventuatmente los diferentes compuestos alcanzan el final de —
la cotumna y son llevados hacia el detector, donde sus concentracio—
nes son registradas como una funcidén del tiempo de separacibn.

Un cromatograma puede ser caracterizado por cuatro rasgos —
que son importantes en la descripcibn de 12 separacitn resultants,

Primero, cada uno de los compuestos dejata columna en la for

ma de una banda simétrica en forma de campana 6 pico ( una curva

de Gauss 6 error estdndar ) . Segundo, cada una de las bandas

emerge de la columna a un tiempo caracter{stico que puede ser usa~

do para identificar &l compuesto. Este tiempo de retencibn t r

es medido desde el momento de la inyecciédn de la muestra hasta el

tiempo en due el méximo de 1a banda sale de la columna. Un -~

tercer rasgo caracteristico es la diferencia en tiempo de retencibén ~

entre bandas adyacentes, Finalmente, cada banda esta caracteri

zada por un ancho de banda W .,

4.38.1, FACTOR DE CAPACIDAD ( K' ). C11)

Un pico es generalmente identificado, usando la medida de re-—

15



tencibn, El término universal méas frecuentemente usado para ——
identificar o locallzar un pico, es el factor de capacidad ( k' Je

El factor de capacidad de un componente dado es definido como

sigue =

K o= 1 )

Donde V1 Y VO estaréan medidos en términos de las mismas - -
unidades, V0 es llamado volGmen muerto ¥ es una medida de la re~
tencibdn ( en términos de vollmen, tiempo o distancia ) para un com —
ponente no rétanido. £l volimen muerto de un sistema, es la me-
dicién del volUmen del sistema desde el inyecior hasta el deotector.

Por tanto K' sera facilmente calculado usando los incrementos
del volGmen muerto, L.os valores de K' , indican cuando las ban—
das eluyen relativamente en el volGmen muerto. Estos valores no

son afectados por factores como flujo y dimensiones de la columna.

4.3.2. FACTOR DE SELECTIVIDAD C ) . (12

El valor de » nos dice cuando un pico eluye relativamente de
otro. Esto se referird al factor de selectividad o factor de separa
ctén.,

16



£1 factor de selectividad es definido solo por dos bandas, v es
igual, al cociente de los valores altos de K' en el numerador v los

valores bajos en el denominador porlo tanto e & 1,

St dos compuestos eluyen con o = 1,0 cadavalorde K' es
identico al otro y un solo pico es cbservado en el cromatograma.
Cuando 1a ecuacién de K' es sustituilda en la definicién de e=

se encuentra la expresién para la estimaciénde o .

2)
W

Los valores de m indican cuando las bandas eluyesn cerca unas —

de otras. ‘Eisto es, indica la posicibn relativa de los picos adya -

centes.,

4.3,8, NUMERO DE PLATOS TEORICOS (N)Y. (18)

E1l nGmero de platos tebricos, se wtiliza para medir la eficien—

cia da la columna o para medlir el deterioro de esta, de acuerdo con—

la apertura de la banda, Cuando se utitiza el nGmero de platos ~—

tebricos, para estos fines, debe tenerse en mente que este s un tér—

mino relativo, Esto es, el nlUmero de platos tebricos no es nece—

17



sarlamenta el mismo para todos los sistemas donde el solvente, co—

tumna, flujo u otras variables son cambladas,

El nGimero de platos tedricos (N ) de un sisterna describe 1a

desviaciétn de la banda en relacién a su centro.

N = 16 a )2 (3)
w

Donde d es la distancia desde el inicio del cromatograma has—

t& el maximo del pico. E£1 ancho del pico es definido en términos

de unidades de desviacibn estandar, y es convencional definir el an-—
cho (W ) como cuatro desviaciones es'm;'zdar', estoes, 0 ¥ 2 a
cual incluye aproximadamente el 95 % dél &rea bajo la curwva, donde
W tiene las mismas unidades que d ~( volGmen elufdo, ttempo 6 sim
plemente distancia en papel carta ).

Otra forma de medir la eficlencia de la columna es por; medio—

de la altura equivalente de wn plato tedrico (AEPT =H ).

L .
Hoo= (4)
N
Donde : L. = longitud de ia columna

18



nlmero de platos tebdricos.

4.3.4, RESOLUGCIGN ( Rs ).

(14)
Resoluctén, es definlda para dos componentes de una muestra,

como la diferencia de los volumenes de elucidn, dividida por el pro-

medio de los anchos de banda.

Vo — MV
Rs =

(8)
/2 (W, + W,)

El término Resolucibn, describe el grado o la magnitud de 1a
separacldn, Por tanto, hablamos de qué tanto un componenta es
separado de otro. E1 cllculo de Rs de datos experimentales pue

de ser hecho en unldades de distancia, tiempo 6 vollUmen en tanto qua
Vi ¥y Wl sean expresadas en las mismas unidades,
Resolucién deberd ser visualizada, como el grado, en el cual —

un plco se distingue de otro en el cromatograma.

El par@metro Rs dela ecuacién (5 ) sirve para definir la se
paracién. Para controlar la separacién 6 resoluclén debemos co

nocer como varfa Rs con los parametros experimentales.
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Rs = (& - 1) 6>
4 1 + Kt

i) i) ¢ iil)

La ecuacibn (6 ) es una relacidén fundamental en CL.AR que —
nos permite controlar la resolucién variando e , N & K',

Los tres términos (i — lil) de 1a ecuacidén (6 ) son indepen —
dientes, asf que se puede optimizar primero un término y después —
otro (ver figura nlm. 2 ),

La sel.ecti.vidad de la separacidén que es medida por =« ( térmi—
no i, dela ecuacién 6 ) puede ser variada cambiando la cormposi —
clén de 1a fase mbévil y/o fase estaclonar*ia. _La eficiencia de 1a
separacién que es medida por N ( término i1 ) puede modificarse —
cambiando el largo de la columna (L. ), 6 la velocidad del solvente
CU e E1 término tii, que envuelve al factor de capacidad K',

se modifica cambiando 1a fuerza del solvente,
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4.4, MECANISMOS DE SEPARACION DE DIFERENTES

FORMAS DE CLAR,

Existen cuatro métodos de Gromatograffa |.{quida de Ala Re
solucidn, basados en diferentes mecanismos de separacién. (10)

Es posible utilizar cada uno de ellos mediante un cambio de co—

lurnna.

4.4.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDO ~- LIQUIDO,

Envuelve una fase estaclonaria liquida cuya composicién es dife
rente de aquéul.a de la fase mbvil fguida. El mecanismo de sepa
racibn esta basado en las diferentes solubilidades que presentan las
moléculas de una muestra en la fase movil vy en la fase estacionaria.

Los 1{quidos de la fase mbvit y la fase estacionaria deben ser

inmiscibles,

4.4.2, CROMATOGRAFIA DE GEL. O BEXCLUSION,

Conocida también cormo Cromatografia de Permeacibn, efectua

la separacién de acuerdo con el tamafio de las moléculas,
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Este tipo de cromatograffa se utiliza para sustancias cuyo peso
molécular varfa desde 2000 hasta varios millones, por ejemplo :

protefnas, polisacAridos, polfmeros.
4,4.3, CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO I0ONICO.

Se basa en la competencia entre la fase mbvil y 1a muestra i6ni
ca que se angliza, por los sitios o grupos activos de una resina inter
cambiadora de {ones., Es muy (tHl para separar protefnas y ana
lizar flufdos biologicos. La naturaleza del eluyente es un factor

d ecisivo en este tipo de determinaciones cromatogréaficas.
4.4.4, CROMATOGRAFIA LIQUIDO - SOL.IDO,

Su mecanismo de separacién se basa en la competencia que e~
xiste entre las moléculas de 1a muestra y las de la fase mbvil, por —
ocLpar los sitios activos de 1a superficie de un sbélido.

En base a la polaridad de las fases esta se divide en :

Cromatograffa en Fase Normal, aquf el lecho estacionario es
fuertemente polar vy la fase mévil es no polar, de esta forma las mues
tras polares son fuertemente retenidas en la columna. (15 )

Cromatograffa en Fase Inversa, el lecho estacionario es por
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definicién, menos polar gue la fase mbvil, Tipicamente, la fase
estacionaria es de naturaleza hidrocarbonada (octadecil uoctil ) y
la fase mbvil es una solucidn de agua y un modificador orgénico que
no absorbe al U.V. tales como metanol & acetonitrile. Por es—

te motivo las muestras no polares son mayormente retenidas, ( 16 )
4a5. INSTRUMENTACION,

E1l equipo para CLAR debe ser disefiado y producido con cuida
dosas especificaciones, para obtener separaciones con alta eficiencia

¥y datos cuantitativos pirecisos.

4.5.1. COMPONENTES DE UN CROMATOGRAFO DE

LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION,

E1l cromatografo de tfquidos consta de un sistema de liberacién
de solvente ( bomba ), inyector, columna, detector y registrador,
La figura nlm. 4 muestra un diagirfama general del equipo usa—

do para CLAR, C17)
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IRYECTOR
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RECIPLENTE l COLUMNA

FASE MOVIL

= REGISTRADOR

FIGURA N° 4 Diagrama de un sistema tipico de Clar

BETECTOR

ff——

La bomba libera solvente a una velocldad de flujo constante, pul
saciones de flujo suaves es un requisito importante. El inyector
perimite 1a introduccién de 1a muestra en et flujo del solvente a alta —-

presién. L.a inyeccidén de la muestra debe causar un minimo dis—-

turbio de la velocidad de flujo.
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La seleccidn de una columna es dependiente de muchos parame-
tros, el mas importante, es la clase de compuestos a ser analizados.

Varias columnas de diferentes polaridades y naturaleza qufmica
estan disponibles, En general, la columna anal{tica ideal debe -
combinar alta eficiencia, selectividad y durabilidad. Alta eficien
cia es lievada a cabo a través del uso de pedquefias partfculas con una
distribucién de tamafio estrecha.

Los detectores para CLAR méas comunes incluyen U.V,, fluo
rescencia, fndice de refraccibn y electroquimico. Idealmente se
debe elegir un detector que tenga méaxima sensibilidad v especificidad
para los compuestos de interés.

Las caracter{sticas deseables en un detector incluyen linearidad,
estabilidad, especlﬂ.ctdad vy alta sensibilidad. El detector debe ~—

estar conectado a un reglstrador. ¢ 18 )
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5. ANALISIS CUANTITATIVO,

L.a capacldad para analizar cuantitativamente una amplia varte -
dad de matertales es probablemente el aspecto més importante de la
CL.AR. La precisibn de resultados obtenidos por CLAR es aho~—
ra comparable 6 superior a aquél provisto por la Cromatograffa de
Gases y excede a aquéllos obtenldos por otros métodos de separacidn

de alta resolucibébn ( por ejemplo : C.C.F. , electroforesis).

5.1, FUENTES DE ERROR. (10 )

En el anflisis cuantitative por CLAR , existen varias fuentes ~

de error.,
5.1.1. PICOS ASIMETRICOS.

Errores potenclales en cuanttﬂ.caclén\ debido a picos asimétricos
son comunes y es mejor eliminarlos, seleccionando otra columna & —
un sistema de separacidn que produzca picos simétricos, es particu-—
larmente importante no usar picos cercanos a VO para la cuantifica—
cibdn porque la resolucibn insuficiente puede resultar en grandes erro~

res. Generalmente, los andlisis cuantitativos son llevados a cabo
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solamente con plicos de .K' = 0.5 .
5.1.2. DETECCION.

Errores en los anflisis pueden originarse de variaciones en la
sefal del detector. La sensibilidad, establlidad de la linea base
y la linearidad del detector son especlficaciones importantes para el
andlisis cuantitativo, y estos pardmetros deben mantenerse estables

para una mejor precisién analftica,
5.1.3. MEDIDA DE LOS PICOS.

Erporeé en andlists cuantitativos pueden origlnarse durante et
manejo de datos del detector, por ejemplo, erroraes significatives,
pueden resultar sl el registrador no esta correctamente ajustado.

El método de cuantificaclén, esto es, la forna de medir tam-—
btén afecta la exactitud y precisién del anilisis, Dos caminos —
son usados para medir el tamafio del pico; el primero es simplemen
te medir la altura del pico; el segundo envuelve la medida del &rea -
del pico con uno de varios métodos. La integracibn electrdénica
o por computadora es el camino méas rédpido y preferido para medir-
las 4reas de los picos, ya que permiten medidas mas exactas para -~
plcos fusionados y mejor manejo de l{neas base inestables, L.a
téenica H x 1/2 W , es el método manual preferido para medir el

&rea cuando los picos son simétricos.
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£\ integrador de bala y disco, planfimetro y el método de cortar

y pesar, en orden decreciente de preferencia, son aplicables para pt

cos no simétricos.

5.2, CUANTIFICACION, C19)

La cuantificacién objetiva de un material utilizado en CLAR, no
es dlferente‘a la cuantificacién utilizando otro tipo de método.

Los métodos para determinar la exactitud y precisibtn estan su-~
jetos a la comparacibn con un estandar ldé pureza y concentraclén co-
nocidas, Cuando se cuantifica una muestra, el pico de interés, -
se asume como el compuesto puro que ha elufdo de la columna.

La cantidad del componente presente ;an la muestra, seré equiva

lente al Area 6 altura del plco.

Normalmente se trabaja utilizando dos métodos :

5.2.1. ESTANDAR EBEXTERNO,

En este método se cuantifica simplemente comparando altura 6
&rea del plco de la muestra con la altura 6 Area del pico del estirndar

externo, este (ltimo de peso y pureza conocida, Cuando se utiil—-

za un estindar externo un control preciso del volGmen de tnyeceldn es
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obligatorio. La disponibllidad de inyectores precisas (loop ),

permite el uso rutinario de este método.

S.2,2, ESTANDAR INTERNO,

Consiste en afiadir tanto a la muestra como al estandar externo,
una cantidad conoctda de una sustancia gquimtca similar; de estructu-
ra pareclda al compuesto que se esta analizando, de manera gue su -
tlempo de retencibn no este muy lejano del tlempo de retencidn del —~
compuesto de interés, es decir, que no exista una gran diferencia en
la polaridad, La cuantificacltén por estdndar interno debe ser con
stderada si el pretratamiento ( 6 derivatizacién ) resulta con reco——
bros variablas 6 incompletos de los componentes de interés,

Utilizando un est@ndar interno, se tendra una mayor reproduci—
bitidad y exactitud e;n el andlisis., Puesto qus, aguellos errores
debidos al volGmen de tnyeccid4n se cancelan.

Debido a la exactitud del método, es muy corveniente sobre to—~

do cuando se preparan tablas de calibracién,
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(=29 VALIDACION ESTADISTICA,

6.1, GENERALIDADES, (20)

En las (ltimas décadas, los métodos estadfsticos han sido inten—
samente introducidos en las investigaciones y préacticas farmacéuticas
y figuran en las farmacopeas modernas. Constituyen un impertan
te recurso en el trabajo, que permite ordenar numerosos datos de in—
vestigacidn y caracterizarlos racionalmente mediante un reducido nG—-
mero de pardmetros ( valor medio, diétl;*ibuctén de la magnitud ) , —
asf como, la zona de aplicacién (lfmites de confianza ) de estas mag
nitudes. Son imprescindibles, ademés, cuando se trata de averi—
guar si los resultados de observactén 6 experimentacidén se diferencian
de una manera estadisticamente ségura ( diferencia significativa ) 6
si tales diferencias son fortuitas, 6 blen, si existe 6 no dependencia ~
entre dos magnitudes vy, en caso positivo, si esta dependencia es mas
6 menos marcada ( procedimientos de correlacidn y regresidn ) .

La estadistica adquiere una importancia especial en la vigilancia
de los procesos de produccién y el control de calidad de los productos

terminados.
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6.2, DEFINICION DE VALIDACION, (21) »

E1 proceso de validacién es un programa documentado, el cual
provee un alto grado de seguridad ( certeza ) de que un proceso es—
pecifico produciri consistentemente wui producto que cumple con las
especificaciones predeterminadas y atributos de calidad,

Un método analftico valido es aquel para el cual la exactitud -

es conocida vy la variabilidad del método esta establecida. Esto

significa que las desviaciones del método son conocidas, las posibles
interferencias han sido identificadas, la especificidad es conocida ,
1a precisidn esta establecida y la sensibilidad (1{mite de deteccitn

6 la capacidad para detectar cambios relativos ) es adecuada.

6.3, TIPOS DE ERRORES, (22)

Cualquier proceso de medicién esth sujeto a error, aln cuando,
las equivocaciones en los cllculos o 1a téonica sean eliminados, el —
error permanece, El analista debe reducir la magnitud del error
a wun nlivel ac;aptable, ya que nunca se podrén eliminar del todo.

L.os errores son de dos tipos :
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6,3.1, ERRORES SISTEMATICOS,

L.os errores sisteméticos 6 determinados, son originados por
fallas en el mismo proceso de medicién, mala calibraclén de equi~
pos, falta de experiencia del analista, errores personales, resulta—
dos tendenciosos, etc. Estos dan origen a desviaciones y afec—
tan la exactitud de la medida,

E1l error sistemético se divide en error constante 6 absoluto ,
el cual es independiente de la concentracibn det farmaco en el medi-
camento; y en error proporcional & relativo el cual depende de la

concentracidén del farmaco en el medicamento.

G.38.2. ERRORES ALEATORIOS,

L.os errores aleatorios 6 indeterminados, son originados por -~
efectos acumulativos de fluctuaciones aleatorias en el proceso de me

dida; estos afectan la precisién de las medidas, -
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6.4. CONCEPTOS BASICOS ( VALIDACION ) .

6.4.1. EXACTITUD. (23)

L.a exactitud es la concordancia absoluta entre el valor de una -
propiedad medida experimentalmente (estimador ) y suvalor real
de referencia, La exactitud de un método analftico pusde ser de—
terminada por dos métodos recabro de placebo agregado 6 adicidn
de estindar.

En el método de recobro de placebo agregado, el principio actt
Vo puro es agregado a la mezcla de excipientes del producto, la mez
cla resultante es ensayada, y los resultados obtenidos, son compara-
dos con el resultado esperado,

En el método de adicibén de estindar, una muestra es ensayada
y una cantidad de principio activo le es agregada, siendo la muestra
nuevamente ensayada, L.a diferencia entre los resultados de los
ensayos es comparada con la respuesta esperada.

En ambos métodos, el recobro es definido como el cociente del

resultado obtenido entre el resultado correcto.

6.4.2, LINEARIDAD, (23)
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La exactitud de un método puede variar a través del intervalo de
los posibles valores del ensayo. Por esto, es necesario determi-
nar la exactitud a diferentes valores. El criteric desarroliado re
comienda que 1a exactitud sea determinada a través de un intervalo que
incluya desde el 80 %4 hasta el 120 % del valor esperado para el ensa
YO. Métodos estadisticos deben ser empleados para verificar 1a -
linearidad del método v las posibles desviaciones, Los tipos de po
sibles desviaciones son mostradas en la figura nGm. 5 ( una gréfica -
de cantidad agregada contra cantidad recuperada ),

un méf_.odo que es lineal y sin desviaciones tiene una pendiente de
uno 3 una ordenada al origen fgual a cero ( Nno es cero para el método
de adiclén de estérndar ) . y un coeﬁ.ci.er:xte. de correlacibn de 0.95 6

mejor. (24 )
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G443 PRECISION, (24)

La precisién (variabilidad ) es la concordancia relatlva de me
diciones repetidas independientes de una misma .pr\opledad, bajo las
mismas condiciones ( repetibilidad ) y/é diferentes condiciones -——
( reproducibilidad ) ,

La precisién 6ptima del método debe ser caracterizada por el
estudio de recobro; este normalrmente consiste de la ejecucidn del mé
todo en un dfa por un analista, en placebos agregados ( repetibilidad ).

E1 estudio de reproducibilidad seré caracterizado al menos por
1a ejecuciébn ‘del método por un analista, en un dfa, segudo aralista,
segundo dfa, sels detarminaciones por analista por dfa en muestras —
reales o agregadas. Una caracterizactién mas completa del estu-
dio de reproducibilidad incluye dos o més analistas, dos 6 méas dfas,
seils 6 més muestras por dfa. El primer dfa del estudio de repro
ducibilidad sera utilizado para evaluar la homogeneidad de la muestra
v la bondad del método cuando es aplicado a muestras reales,

Si 1a variabilidad del método en muestras reales es mucho ma—
yor que adquélla del estudio de precisién 6ptima, la validacidén serd —
susééndida. Deber& deter‘mlna'r-se st 1a falta de precistén es d.e-
bida a que la muestra es no homogenea o debido al método. . St
1a muestra es no homogenea y no puede hacerse homogenea, muestras

agregadas serén utilizadas vy la validacién se repetiré .
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St el método es la falla, modificaciones al método y revalidactén

serdn necesarios,

6.4.4. SENSIBILIDAD. (24)
L.fmite de deteccidn, Menor cantidad detectable del compues
to por analizar. La sensibilidad de un método anal{tico puede ser

determinada como la cantidad 6 concentracidn de sustancia por anali—
zar que dé una sefal de referencia del rango de " ruido " para el mé
todo; en algunas ocasiones la sensibilidad puede escribirse en térmi~

nos de intervalo de confianza.

6.4.5. ESPECIFICIDAD. ¢23)

En procedimientos analf{ticos especfficos, la medida usada para
la determinacién de un componente no es influenciada por la presencia
de otros materiales, Idealmente esto significa que el compuesto
que se esta midiendo esta libre de interferencias de todos los materia
les conocidos., L_a documentacidn de este hecho, sin embargo, no
es realista ni préactica, ya que no posee valor numérico. Por lo
tanto, la prueba & ensayo es considerada v&lida bajo clertos criterios:

a) No debe existir interferencia de los excipientes del produc

to con el ensayo de potencia ( no existe efecto de placebo ).
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b ) E1l ensayo no debe mostrar interferencias de productos de
degradactién conoclidos.

LLos ensayos de materia prima no deben tener interferen —
cias atribuibles a productos de degradaclén conocidos ni de
tmpurezas del proceso.

L.a especificidad del ensayo puede también ser mostrada esta—~
bleciendo experimentalmente que compuestos similares ( molécuas
con los mismos grupos funcionales y aproximadamente el mismo pe—
so molecular ) no interfieren con el procedimiento analftico para el
componente en cuestibn.,

La esp'ecifici.dad del método analftico empleado es un auxillar -
valioso en un estudio de estabilidad ya dué ayudar a conocer el com
portamliento de los principios activos de una formulacién determinada

al ser almacenada bajo diferentes condiciones.
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6.5.

ANALITICOS POR

CRITERIOS APRPLICADOS A LOS ENSAYOS DE VALIDACION DE METODOS
CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION,

(20).
. OPTIMO ACEPTABLE CONDICIONALMENTE
Ut ACEPTABLE
Exactitud 98 —- 102 % 97 - 103 % o6 - 104 %
Reproducibilidad 1.0 % 3.0 %
Precistén Total 3.0 %

Sensibitidad

Especificidad ( interferencia
de prod. de degradacién 6 -
impurezas ) .




Te PARTE BEXPERIMENTAL. .

Tele EQUIPO.

Balanza analftica Mettdler HS5AR .,

Agitador mecanico super mixer.

Espectrofotdmetro U.V, - VIS Perkin - Elmer Mod. 582 ,
Bomba de vacflo Koblenz Mod., CGP 134,

Equipo para filtracién ; Solvent Clarification Kits Millipore.
Cromatbgrafo de Liquidos de Alta Resolucién Waters Ass,
equipado con

- Bomba paré Cromatograffa : Waters Ass, Mod, 6000 — A

Solvent Delivery System.

b Inyector Waters Ass, Mod. uUu-6K,

- Columna : Mbdulo de Compresién Radial Z -~ Module 'M
Cartucho Radial Pack C,;g (10cmx 8 mm)
de wWaters Ass,

- Detector : U.V. de onda variable Lambda Max Mod. 481
Waters Ass,

- Procesador de Datos : Waters Ass. 730 Data Module,

- Jeringa . Hamilton de 25 mcl. de capacidad.
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T2, MATERIAL .

Matraces volumétricos 25 mta.
Matraces volumétricos 50 mla
Matraces volumétricos 250 mle
Pipetas serolbgicas 1 mi.
Pipetas serolbgicas 2 mi.
Pipetas volumétricas 1 mi.
Probeta 250 mil.
Matraz Ertenmeyer 128 mi,

Todo el material de vidrio utilizado fué Pyrex,
Membranas de filtracibén acuosas C.45 micras Millipore,

Membranas de filtracién orgénlcas 0.50 micras Millipore,

7e8e REACTIVOS.

Metanol L.ichrosolv Grado cromatogré&fico ( Merck ).
Acido Fosfbrico Grado reactivo (J.7T. Baker ),
Agua Bidestilada, ‘

Acido Dlatrizolco Estindar,
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Meglumina.
Hidréxido de Calcio,
Hidréxido de Sodio 0.1 N,

Acido Clorhidrico 0.1 N.

7.4, METODO,

7.4.1, PREPARACION DE SOLUCION DE REFERENCIA.,

Transferir 25 mg. de acldo diatrizoico de referencia a un ma-—
t.;raz voltumeétrico de 25 mi,,. adicionar 1.7 ml. de hidréxido ds sodio
6. 1 N para su solubilizacibén y llevar a volmen con agua; tomar -

1 ml, de esta solucibdn vy transferir a un matraz volumétrico de $0 mil,
llevar a volmen con agua desti.lad‘a para obtener una solucibn con una

concentracién de 0,02 mg/mil,
74,2, PREPARACION DE LA SOLUCION PROBLEMA,

La formulacién contiene :
1. Diatrizoato de Sodio 19.07 g.

2, Diatrizoato de Meglumina 9.67 g
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3, Diatrizoato de Calclo 0.94 g.

Vehfculo c,b.p. 100 mi.

Equivalente a :

1. Acido Diatrizoico 18.41026 g.
2, Acido Diatrizoico 7.33729 g.
3, Acido Diatrizoico 0.91000 g.

26,65755 g/100 ml

Tomar 1 ml. de la formulacién y transferirlo a un matraz volu
métrico de 50 ml, llevar a volUmen con agua destllada. Tomar
1 ml. de esta solucibn y colocarlo en un matraz volumétrico de 250
ml., llevar a volGmen con agua destilada para obtener una concentra

cibén de 0.021326 rmg/ml de Acido diatrizoico.

7.4.3. DETERMINACION DE ACIDO DATRIZOICO POR CLAR.

Inyectar 10 mcl. de la solucidn de referenciay 10 mcl. de la

solucién problema bajo las siguientes condiciones

Columna : Radial Pack C,g (10emx8mm),
tamarfio de partfcula de 5 micras,

Longitud de Onda - U.V. a 240 nm.
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Sensibitidad : 0.05 AUFS,

Fase M6vil . Agua : Metanol : Acido Fosférico

¢ 60 ;: 40 : 0,04 ),

Velocidad de Flujo : 1.0 mL / min,
Presiébn 6800 psi.
Velocidad de Carta - 0,5 cm / min.

Toheds FORMA DE CALCULO,

Para efectuar la cuantificacibn se decidié utilizar el método del
estandar extertio, esto es, realizar inyecciones separadas de la mues
tra y el estandar, comparando la respuesta entre ambos,

Después de cromatografiar las soluciones de la muestra y el -
estandar, la cantidad de Acido diatrizolco contenido en la muestra -~

puede ser calculado como sigue :

ARP
b3 (@35 = CER
ARS
CEP
x 100 = % Acido Diatrizolco
CTP
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Donde :

ARP = Area Relativa del Problema.

ARS = Area Relativa del Estandar.

CS = Concentracién del Estandar.

CEP = Concentracién Experimental del Problema.

CTP = Concentracién Tedrica del Problema,
7.5. VALIDACION ESTADISTICA.,

7TaSele ESPECIFICIDAD,

Con el fin de demostrar la especificidad del método analftico de

CLAR; propuesto para el anflisis del Acido Diatrizoico, se analiza~

rén de acuerdo a este, muestras dfe la formulacibén y placebo conser—

vadas bajo diferentes condiciones :

A,

B.

C.

D.

Muestras conserwvadas en condiciones normales a tempe—
ratura amblente.

Muestras sometldas a la accién de 1a luz solar (30 dfas ),
Muestras sometidas a una temperatura de 60°C ( 30 dfas )

Muestras sometidas a condiciones de oxidacién, con peré—
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xido de hidrbgeno al 5 % (16 dfas) .
E. Muestras sometidas a condiciones de hidrdlisls alcalina

con NaOH 8N , a 60°C (7dias).

7e5.24 EXACTITUD hd REPETIBILIDAD

Con el objeto de evaluar la exactitud y repetibilidad del método
propuesto, se analizarfn de acuerdo a este, 10 muestras adiclona—
das con una cantidad conocida de Acido Diatrizoico ( 0.020 mg/mi ),

utilizando para ello un placebo cargadoa

7.5.8. LINEARIDAD .,

Para comprobar que existe una relacién Lineal entre los mg, de
Acido Diatrizoico adicionados y los mg. recuperados ; se analizardn
de acuerdo al método pmpue;to muestras adicionadas con cinco dife~
rentes concentraciones de Acido Diatrizoico ( placebo cargado ),

que se muestran a continuacién i
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mg/ ml de Aclido % de acuerdo al valor 6pti—

Diatrizoico mo para el anilisis.
0.010 S0
0.015 75
0,020 100
0,025 - 125
0,030 150
7.5.4. REPRCOCDUCIBILIDAD .

El estwdio de reproducibilidad se llevd a cabo sobre muestras —
reales de la formutacién de Acido Diatrizoico por dos analistas, ha
ciendo cada uno seis anélisis del mismo lote (85 K 73 ) en dos dfas,
realizando los anélisis de acuerdo al método propuesto.

\
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B. RESULTADOS .

8.1. ESPECIFICIDAD

Para verificar la especificidad del método se probardn diferen~
tes proporciones del sisterma Metanol ; Agua , conservando ta misma

proporcitn de Acido Fosfbrico , siendo estas

Metanol : Agua : Ac, Fosfdrico ( 830:701:0.,04 )
Metanol : Agua : Ac, Fosférico ( 20:80:0.04 )
Metanol : Agua : Ac, Fosférico ( B0O:50: 0,04 )

Con las cudles no se obtuvd alglm plco adicional,

Probandose también diferentes longitudes de onda que fuerdn -

260, 290, y 820 nm. , para ver si algln producto de degradacibn

absorbfa a diferente longitud de onda, y tampoco bajo estas condicio—

nes se observardn picos adicionales.
Los resul tados obtenidos indican que no existe ningln compues—
= min, )

to adicional que presente el mismo tiempo de retencién ( tr‘ =

que el Acido Diatrizoico. Por to tanto, se concluye que el méto—

do de Cromatograffa de L.fquidos de Alta Resolucién, es especffico

para la determinacibén de Acido Diatrizoico.
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3.50

l INJECTY

FIGURA No. 6

Cromatograma que muestra el pico obtenido
para el Acldo Diatrizoico estandar.

¢ t = 8.50 ).
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LIN)ECT

FIGURA No. 7

Cromatograma obtenido para el placebo de 1a

formulacién, bajo condiciones normales,

Demuestra que no existen interferencias por
parte de los excipientes de la formulacién en

la cuantificacién del Acido Diatrizoico.
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8,50

INJECT
f..’.."

FIGURA No, 8

Cromatograma obtenido para la formulacién,
bajo condiciones normales, en el cual se nota
un solo plco correspondtente al Acido Dia~

trizoico ( tp = 3.50 ).
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3.47

’ [ INJECT

FIGURA No, 8

Cromatograma que muestra la separacibén entre
el Acido Diatrizoico (t.= 3.47 ) vy suspre—
cursores de sintesis : Acido 3,5~dlamino-2,4,6—
trilodo benzoico ( ta= 7.25) vy Acldo 3,5-dia-
mino-2,6—ditodo benzolco (t.= 8.95 ). En
el que se demuestra que no hay interferencia por

parte de estos en la cuantificacién del Acido Dia

trizoico.
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‘7"“!“
)

FIGURA No, 10

Cromatograma obtenido para ei. placebo some-—
tido a la accibn de 1a luz solar (30 dias ).

No muestra ninglin pico adicional,
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’ INJECT

FIGURA No. 11

Cromatograma obtenido para el placebo some—
tido a una temperatura de 60 °C ( 30 dfas ).

No muestra ninglin pico adicional.
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‘ INJECT

FIGURA No. 12

Cromatograma obtenido para el placebo some—

tido a condiciones de hidrdlisis alcalina a 60°C

(7 dias ). No muestra ningln pico adicional.
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NJECT
11.64

3

FIGURA No, 13

Cromatograma obtenido para el placebo soma—
tido a condiciones de oxidaci6bn ( 15 dfas ).

El cual presenta un pico adicional (t.= 11.64 D
que no interfiere con la cuantificacién dél Acido

Diatrizoico,
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3.47

\

[ INJECT

FIGURA No. 14

Cromatograma obtenido para la formulacién
sometida a la acclédn de 1a luz solar ( 80 dfas )
en el que se observa un plco que corresponde

al Acido Diatrizoico ( tr_= 3.47 D.
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3.55

l INJECT

FIGURA No. 15

Cromatograma obtenido para la formulacién

sometida a una temperatura de 60 °C  por

( 80 dfas ), en el que se observan dos picos,
uno correspondiente al Acido Dlatrizoico —

( & = 8.55 ) y otro dque corresponde a un

producto de degradacién ( t.= 4.46 ).
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<

FIGURA No, 16

Cromatograma obtenido para la formulactién
sometida a condiciones de hidrélisis alcalina

( 7 dfas ) , aqufl se observa una mayor degra—
dacion del Acido Diatrizoico ( t.= 8.59 )
y la aparicién de dos productos de degradacidn

(= 8.18 y t.= 4.65 ).
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3.55

4,79

14,82

Z INJECT

FIGURA No. 17

Cromatograma obtenido para la formulacién
sometida a cordiciones de oxidacién ( 15 dias )
en el cuadl se cbserva la aparicidén de dos picos
adicionales correspondientes a productos de de
gradacién ( t, = 4.79 y t,= 14.82 ), asi
como, el plco correspondiente al Acido Diatri

zoico ( t. = 3.56 ).
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8.2, EVALUACION ESTADISTICA,

L.as fé6rmutas de célculo para cada uno de los subfndices se en ~

cuentran en los apéndices que al final de esta tesis se incluyen.

Datos de cantidades adicionadas al placebo para la evaluacidn es
tadfstica de la exactitud y repetibilidad del método por CLAR parala

determinacidén de Acido Dlatrizolico.

TABLA No. 1

mg. adictonados (x) mg. recuperados ) % recuperado (VgD
0.02 0.01987 9,35
0.02 0.02039 101.85
0.G2 0.01974 28,70
0,02 0.,01t975 98,75
0,02 0,01972 98,60
0,02 0.02012 100.680
0,02 0.02008 100,40
0.02 0.,02034 101,70
0,02 0,01964 98,20
.02 0.02014 100,70
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Media Vo = 99.895
Desviacibn esténdar S o = 1,352662
NCGmero de datos n = 10
8.2,1. EXACTITUD.
- Prueba de HipdStesis :
Ho H H = 100 %
H1 : H ‘ ~ 100 %
- Resultado
t calc. = = 0,245471
t(0.95 ) 1.8331
t ©.95 , 9) = t cale .. no se rechaza Ho

que podemos concluir que el método es exacto.

>

por lo
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- Intervalo de Confianza (95 %) .

98,927346 < p < 100,862654

8.2.2, REPETIBILIDAD,

- Prueba de Hipbdtesis :
Hg : 0= 2%
H.‘ : 0 > 2 %
- Resutado
2 -
xi cale. = 4,116813
= 16,919
(0.95 , 9)
x12 > ><i.2 S no haza H,
0.95 , 9) calc. .- se rec o » V¥

podemos concluir que el método es repetible,
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- Intervalo de Confianza (95 % ).

0.980403 «= § «= 2,4590612

8.,2.8. LINEARIDAD,

TABLA No, 1II ~ Datos de cantidades adicionadas al -

placebo para la evaluacidén estadistica de 1a linearidad.

mg. adicionados (x) mg. recuperados () % recuperado Ve)
0,010 0,01023 102,380
0,010 0.00998 99,80
0,010 0.,00991 89,10
0,015 0.01478 98,53
0,018 0.61470 28,00
0,015 0.01505 100,33
0,020 0,01991 99,55
0,020 0,02033 101.65
0,020 0,02015 100,75
0,025 0.02452 08,08
0,025 0.,02480 99,20
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TABLA No. II

( Continuacibn ) .

mg. adicionados (x)

mg. recuperados (y) % recuperado o)

Q0,025

0.030

0.030

0,02534 101,36
0.02940 l 98.00
0.08050 161,66
0.02979 99,30

En la gréfica siguiente se muestran los resultados obtenidos pa—

ra la linearidad del método analftico por CLAR para la determinacién

de Acido Diatrizoico,

}
")
-
§ o003
2
2 o.02
2 a= 0.000057
a b= 0.995133
2 0.01 -+ r= 0.999100
£ i
’
’
/
’
Z. : 1 i
1 T T
0.01 0.02 0.03
mg. Ac. Diatrizoico  (adicionados)
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Yy = 0,019959 Sy =
x = 0.020000 s, =
Sy/x =

8,2.3.1. INFERENCIAS ACERCA DE a

Prueba de Hip6tesis

ORIGEN ) ,

Resultado

' calc,

t
0.95 , 13)

no se

t
©.95,13) = tcae, .

demos concluirque a = 0,

0,007280

0.007319

0.000363

¢ ORDENADA AL

0,052149

il

1.7709

rechaza Ho s ¥ po—
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- Intervalo de Conflanza (95 %) .

- 0,000550 «< a « 0,000664

8.2,8.2. INFERENCIAS ACERCA DE b ( PENDIENTE ) .

- Prueba de HipdStesis :

Hg : b= 1
Hyq s b ¥ 1
- Resultado :
tca'lc. = ~ 0.367173
t (©.95 , 13) = 1.7709
t ¢0.95 , 18) = t cale. A no se rechaza Hy , v
podemos concluir que b = 1,
- Interwalo de Confianza (985 % ).

0,966496 == b < 1,028770
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8.2,4, REPRODUCISIL.IDAD,

TABLA No, III - Datos obtenidos para el estudio del
efecto de analista y dfa para 1a reproducibilidad del método analftico

por CLAR parala determinacién de Acido Diatrizoico,

A N A LI S T A

(i = 1) i = 2)
100,85 89,20
—~ 101,01 . 101,43
99,59 101,08
il
- 101.61 100,13
s
100,856 100,87
< 101.16 99,06
-
Is) 102.48 98.385
98,70 100,23
~~
o
100,82 100,42
n
- 98,44 101,72
~s
100,93 101.60
102,48 101 .21
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BY L.,
= 242753,8989
12
- 2
mum oy T,
= 242755,1171
6
Y2,
= 242753,8547
24
~y
-
=Y.
= 242754,5654
12
EEE Y 2, = 242785,3727
513 .

De acuverdo a los valores de F calculada menores a tos

valores de F tebrica ; se infiere que no exists ningln efecto

de alguna de las fuentes de vapriacién en la determinacidn de Acido

Diatrizoico por CLAR . ( Ver Tabla No, IV )
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cL

TABLA No., IV - ANAILISIS DE VARIANZA -
Fuente de -Grados de Sumatoria Media F calculada F tebrica
Variacibn Libertad de cuadrados cuadrada
Dy 1 0.044200 0.044200 0.087094 161.,4
Aj' 1 0.710700 0,710700 1.,400394 161.4
DA; 1 0.507500 " " 0,607500 0,885475 4.35
= 20 30,265600 f.512780
(G 3 ;




9.

CONCL.USIONES,

De los resultados obtenidos al reallzar el andlisis estadfstico
se puede concluli~ que el método desarrollado por CLLAR para
la cuantificacién de Acido Diatrizolco es exacto y preciso -

(aun 95 9% de probabilidad) .

Por otra parte la evaluacién estadfstica demostrd que 1a res—

puesta es lineal en el intervalo de concentraciones probadas,

E1l1 método desarroliado por CLAR logra separar, identificar
y cuantificar ai Acido Diatrizcica de sus precursores de sfp_
tesits, asf como, de sus productos de degradacibn, Por 1o

tanto, puede ser utilizadc en estudios de establlidad.

L.as ventajas que presenta el‘ método desarrollado por CL.AR
para la cuantificacién del Acido Diatrizoico son :
Tilempo de andlisis corto.

Empleo de cantidades pequerias de muestra.
Especificidad.

Exactitud y Precisién.

Alta Sensibilidad.
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Se concluye que el método analftico desarrollado por Croma—
tograffa de Lfquidos de Alta Resotucién (CLAR ) es :
especf{fico, precisoc ( repetible y reproducible ) y exacto para

la cuantificacién de Acldoe Diatrizoico en preparaciones far—

macéuticas,
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11.1.

APENDICES DE FORMULAS APLICADAS A LA

EVALUACION ESTADISTICA,

APENDICE i.
EXXACTITUD,

Modeloc Probabilistico

calc.

S/“n'I

Hipétesis a contrastar

HO K] H = 100 %

Hi 2 p # 100 %

Inferencia

Si tcale., <

puede concluir que el método es exacto ( H o= 100 % D).

t (0.95 , n—1) ? no se rechaza Hg vy se
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Intervalo de Confianza para el 95 % de probabilidad ,

con n - 1 grados de tibertad

1.C. = x X
95 % x E
Férmulas :
- =X i
Media Aritmética : x =
n
1
W(xp - x )
‘Desviacibn Estandar : s =
n - 1
S
Errcor Estindar Aproximado E.S. =

Error Maximo de Estimacién
para el 95 % de probabilidad con

n -1 rados de libertad E = E.S.*t
g (0.975,n—1)
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11.2, APENDICE I,

REPETIBILIDAD.

- Modelo Probabilistico

calc, 0_2
- Hipdtesis a contrastar :
Ho : o = 2%
Hy : g = 2%
- Inferencia :
Si xi 2 - xi 2
calc, (0.95 , n—1) » ho se rechaza Hg

y se puede concluir que el. método es repetible ( 0 < 2 % ).
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Intervalo de Confianza para el 95 % de probabflidad ,

con n -1 grados de libertad

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

2 2
xt xi
(C.276 3 n—1) ©.025 , Nn—1)

Férmulas :

Varianza ) .
1



11.3. APENDICE 11I,

LINEARIDAD.

Inferencias acerca de la Ordenada al Origen (a ).

- Modelo Probabllistico

a - Ao
tcalc. =
s 1 Cmx )2
Y%
+
n mWCOx - >_<') 2
- HipStesis a contrastar :
Hg H a= AO
H1 s a # AO
Donde : A = 0



Inferencia H

se puede concluir que

€ (0.95 , —2) s Mo se recheza Hp y

a =0,

Intervalo de Conflanza para el 95 % de probabilidad ,

con n -2

a £

grados’ de libertad

z2
tw.e75, =2y © 1 x

y/x

Inferencias acerca de la Perdiente (b ).

Modeto Probabilistico

calc,

S
(b - B8g) Sx,\ (n=1)

S y/x

85



Hipdtesis a contrastar

Hg H b = BO
H1 H b 2 BO
Donde BO = 1

Inferencia

(=43 tcalc. -t t(0.95 ,n2y ® no se rechaza Hg vy

se puede conclulr gue b=1,

Intervalo de Confianza para et 895 % de probabilidad ,

con n -2 grados de libertad

S y/x

Sx \}(n-—1)

+
b =~ tw.975, n-2)

Férmulas :
Recta de Regresién \%
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Ordenada al Origen

(Ey) (EBx2) - (Ex) (Ev)

n (®x2) - (Ex)P

Pendiente de la Recta

n M|Mxy - (Ex) (=|y)

nemx?) - (=mx)®

Coeflclente de Correlacién Muestral :

n Bxy -~ (®Ex) (=Ey?

\l(n:xa - ¢mx>2) (n=my2 - csy)e)!

Error EstAindar de Regresién

(:syg) - aXly =- b =W(xy)

S
/=
n - 2
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11.4.

APENDICE V.

REPRODUCIBIL.IDAD,

Madelo  Matemético ( 2 Factores Aleatorios ) :

Yiik = M 0t A+ Dy 4+ ADy + 0 Egix
Notacibn B
ink = Porcentaje cuantificado con el j~&simo analista en

el i~ésimo dfa en la k—ésima repeticién.

Ay = Efecto del j~&simo analista en el % cuantificado,
Dy = Efecto del i~é&simo dfaen el % cuantificado.
ADji. = Efecto debido a la interaccibdn analista — dia.
E(jl)k = Error experimental.

«
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Inferencias :

A Efecto por Analista .

St Feate.a < F (0,95) con _Sebehe G-

G.L..AD, -1 G-

No existe efecto por analista.

8) Efecto por Dfa.

St 1= -

catc.0 = F (0.95) con &--.D. a-MH

G.L.AD, d-15 -1
No existe efecto por dfa,
Cc) Efecto por interaccibn Analista - Dfa .

st Fcalc.AD < F (0.95) con G.L.AD, 3 g-1 a1

G.L.E. G-1 =1)

No existe efecto por interaccién analista — dfa.
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TABLA DE ANADEVA .,

ANALISIS DE VARIANZA

Fuente de Grados de Sumatoria de Cuadrados Media F calculada
Variactébn Libertad s (S.C.,)
i - 7 .
A -1 =v$ Y MG,
1% jik MG,
. - .
Dy [ORED) = Y? Y SCq MCo
ik jik -1 MCap
A 213 (=1 va P myE 2 sc Car
Dsi a-1) ¢-1) mYjp o mY§) =Yy 'AD MCap
K ik ik itk G=1) d-1) MG




TABLA DE ANADEVA ( Contlnuactién ).

Fuente de Grados de Sumatoria de Cuadrados Media F ?alcmada

Vartacién Libertad ( S.C.)

16

E Gk G=1) (1) v =Yj2ﬂ< - =Y?‘.

K

F . ( DISTRIBUCION DE FISHER ),

ESTADIGRAFO DE -



	Portada
	Contenido
	1. Introducción
	2. Monografía
	3. Antecedentes de la Cromatografía
	4. Cromatografía Líquida de Alta Resolución
	5. Análisis Cuantitativo
	6. Validación Estadística
	7. Parte Experimental
	8. Resultados
	9. Conclusiones
	10. Bibliografía
	11. Apéndices de Fórmulas Aplicadas a la Evaluación Estadística



