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1 • INTRODUCCION. 

El interés en los agentes de radlocontraste para la producci6n 

de radiopacldad en tejidos suaves comienza después del anuncio del 

descubrimiento de los rayos X en 1895. El desarrollo de agentes 

para producir radlocontraste en organos específicos se inicia dura':!_ 

te la década de 1920 con la lntroducci6n de ta tetraiodoFenolftale{na 

para ta visual izacl6n de la vesícula billar. 

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 átomos de lodo, no toxicidad, solubilidad -

en agua y concentraci6n en los organos deseados. La estabilidad 

de los átomos de lodo en ta molécula es llevada a cabo en la mayoría 

de los compuestos uniéndolos a un nucleo aromático, y la solubilidad 

en agua es obtenida por la incorporaci6n de una funci6n ácida tal co­

mo ( -COOH • -SOa'""f ), de la cual sales solubles pueden ser prepar~ 

das. As(, los agentes de contraste para los rayos X exhiben una 

absorcl6n de radiaci6n ultravioleta relativamente fuert<?; como se -

puede observar, esta última propiedad permite la detecci6n de estos 

componentes a bajos niveles por Cromatograffa de Líquidos de Alta 

Resoluci6n ( CLAR ). ( 1 ) 

Las mezclas de dlatrizoatos, disponibles como sales de sodio-
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y meglumina, son los medios de contraste, mejor tolerados y menos 

t6xicos. Sin embargo, del mismo modo que otros medies de co_!! 

traste, inyecciones de los diatrizoatos han ca•.JSado muertes. ( 2) 

Por esto, es importante el desarrollo de métodos anal (ticos C..':! 

ya exactitud, precisi6n y especificidad nos permitan llevar a cabo -

una valoraci6n cuantitativa adecuada de el ó los activos, aún en pre­

sencia de posibles interferencias debidas a otras sustancias conteni­

das en el mismo medicamento y al mismo tiempo nos indique el gra­

do de degradación alcanzada durante el periodo de almacenaje, ya -

que alguno de los productos de degradaci6n puede ser t6xico. 

La Cromatografía de L(quldos de Alta Resoluci6n ( CLAR) 

es sin duda alguna, el recurso anaHtico más valioso con el que la -

industria Químico - Farmacéutica cuenta hoy en d(a para la identi-

f'lcaci6n, separaciói:i y cuantificación de sustancias. Sin embar-

go, no ha sido utilizada en la cuantificación de agentes de radiocon -

traste ( Acido Diatrizoic<:> ); por lo que, el objetivo de este trabajo 

rué desarrollar y validar por medio de análisis estadístico un méto­

do anal(tico por CLAR para la separación y cuantificación de Acido 

Diatrizoico en preparaciones farmacéuticas. 
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2. MONOGRAFIA. 

2.1 Nombre Génerlco: 

2.2 Nombre Qufmico: 

2.3 F6rmU\a Estructural: 

2.4 F6rmula Condensada: 

Acido Dlatrlzolco. 

Acldo 3, 5-bls-(acetUamtno)-2, 

4,6,-trti.odo benzolco; Acido 

3, 5, -dlacetamido-2, 4, 6-trliodo 

benzolco. 

o 
11 

1 rrn-c -cH3 

COOH~I 
I NH-C-CH3 

11 
o 

2.5. Propiedades Flslcoqul.mlcas. 

2.5.1. Peso Molecular: (anhidro) 613.92 

( dihldratado ) 649.95 

Descripci6n: El áctdo dtatrtzolco es anhidro 
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2.5.s. Empaque y Almacenaje 

2.5.4. Identlfi~acl6n 

2.5.5. Hi..rnedad 

2.s.e. Residuo de Ignlcl6n : 

2.5.7. Amlna Aromattca L lbre • 

6 contiene 2 moléculas de agua de 

hldratacl6n; es un polvo blanco -

crlstallno, Inodoro e lnsaboro (3). 

Conservar en envases bien cerrados. 

A ) Responde a la prueba crom~ 

tográflca; según USP XXI ( 4 ). 

B ) Calentar 500 mg. en un cri­

sol adecuado; se desarrollan vapo -

res vloletas ( 4 ). 

No más del 1 'Ya forma a.,hidra y 

ent."""'e 4.5 y 7 .o 3 'forma hldrat.a-

da. Método I. (4) 

No más de 0.1 'Ya • (4) 

No debe ser mayor de o.os 'Yo • 

Determinada medlante la furmaci6n 

de color con hldr6xldo de N-(1- na_! 

tll)-etllendiamlna; leyendo las ab -

sorbancias tanto de la muestra co­

mo del estándar en un espectrofot~ 

metro adecuado a 465 nm. ( 4 ) 

4 



2.5.a. lodo y loduro No debe ser mayor de 0.02 '}(,. ( 4) 

Metales Pesados No más de 0.002 '% • (4) 

2.s.10. Ensayo El ácido diatrlzoico contiene no m~ 

nos det 98.0 'Ye y no más del 102 % 

de C 11 H9 13 N20 4 , calculado sobre 

la base anhidra. Determinado por 

titutaci6n con AgN03 O.OS N. ( 4) 

2.6. 

2.6.1. 

Propiedades Farmacot6gicas • 

Metabolismo Et ácido dlatrlzolco es excretado r! 

pldamente, inalterado, a través de­

los riñones por fl.ttraci6n gtomerutar. 

Existen reportes de que el 50 '% de 

diatrizoato se une a prote(nas, pero 

esta uni6n es fá.cUmente reversible. 

(5,6). No existen reportes su-

giriendo metabol itos de ácido diatrl­

zolco en otros 6rganos humanos, ~ 

cepto en tos riñones. e 7) 
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Toxicidad El ácido diatrlzoico es usado en -

d6sls bastante abajo del I • V. LD60 

presumldo en el hombre, el cual se 

asume a ser slmllar a aquel de otros 

mamlferos : 1 O a 20 g/kg de peso 

corporal • ( a ) 

Después de ta admlnistraci6n del á­

cido dlatrlzolco pueden exlstlr rea; 

clones menores tates como urtlca,=. 

rla, acatoramlento, v6mito, pruri­

to, nausea, mareos y algunas veces 

rea9clones mayores tates como co.!J_ 

vulslones, shock y muerte. Estas 

.reacciones mayores son a menudo -

f.mpredeclbtes. ( 9) 
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3 0 ANTECEDENTES DE LA CROMATOGRAFIA. 

La práctica de la cromatograffa ha presenclado durante les Úl~ 

mos 40 años un creclmlento continuo en casl todos los aspectos: el 

número de cromatógraf'os, la cantidad de trabajos publlcados, la va­

rledad y complejldad de las muestras que estan slendo separadas, la 

velocidad de separacl6n, etc. Sin embargo, este creclmlento -

no ha sldo continuo de año en año. 

La hlstorla de la cromatograffa esta llena de perlados de ere-

clmlento rep.entlnos que han segu!.do a alguna lnnovacl6n mayor como 

por ejemplo: la cromatograffa de partlcl6n y papel en la década -

de 1940, la cromatograffa de gases y en capa fina en 1~ década de -

1950, y los dlf'erentes métodos de gel o exclusl6n de tamaño en la d.§_ 

cada de 1960. Unos cuantos años después se real lz6 otro de es-

tos avances mayores que revoluctonar(a la práctica de la cromato­

g raffa: una técnlca que f'ue llamad~, Cromatograffa de L{quldos de 

Alta Resolucl6n ( CLAR ). ( 10) 
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s.1. DEFINICION GENERAL DE CROMATOGRAFIA. 

El término cl"Omatogl"'élffa se refiere a una variedad de técnicas 

altamente eficientes para la sepal"'élci6n de una gran cantidad de sus­

tancias desde iones ino1'9ánicos hasta biopoHmeros complejos. 

" La cromatograft'a es un proceso de separacf.6n basado en la -

distribución diferencial o solt.bllidad de los componentes individuales 

de una mezcla entre dos fa.ses, una de las cuales es percolada a t~ 

vés de la otra ". 

Esta df.strf.buci6n debe ser reversible y las sustancias en la -­

mezcla deben ser de dimensiones moleculares, este último requisito 

es cumplido colocando la muestra en solución o vaporizandola. ( 9 ) 

Las diferente~ velocidades de eluci6n de cada compuesto depe!)_ 

den de la distrf.buci6n relativa de dicho soluto entre las dos fases; -

esta distrf.buci6n es debida a diferencias en adsorción, partici6n, -

presi6n de vapor, tamaño molecular 6 ca1'9a i6nica entre el soluto y 

las dos fa.ses. 

Una de estas fa.ses es denominada la fa.se estacionarla y la otra 

la fase m6vll • La fase estacionaria puede ser un s6lldo poroso, 

un s6lido finamente divldldo, 6 un Hquldo que ha sido enlazado a atgún 

material de soporte lnerte. 

ci6n, gas 6 l (quf.do. ( 11 ) 

La fase m6vf.l puede ser una solu-
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3.2 CLASIFICACION GENERAL DE CROMATOGRAFIA. 

De Reparto 

De Adsorcl6n 

De Exclusl6n 

De 

Intercamblo 

I6nico 

l 
{ 
( 

L(quldo - Gas 

L Cquldo - L Cquido 

S6lldo - L (quido 

Sólido - Gas 

Gel - L (quido 

Resina de in­

tercambio i6-

nico - L(quido 

{ 

{ 

{ 
{ 

C~ de Gases ( CGL). 

c. er. Capa Fina. 

c. en Columna. 

C. L l'.quida de Al ta 

Resolucl6n ( CLAR ) • 

c. en Papel. 

c. en Columna. 

c. en Capa Fina. 

c. LCquida de Alta 

Resoluci6n ( CLAR ). 

C. de Gases ( CGS ). 

c. en Columna. 

c. Ll'.quida de Alta 

Resolucl6n ( CLAR ). 

c. en Columna. 

c. LCquida de Al ta 

Resoluci6n ( CLAR ). 
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4. CROML\TOGRAFIA LIQUIDA DE AL TA RESOLUCION. 

4.1. VENTAJAS DE CLAR. 

El desarrollo de ta Cromatografía de L(quldos de Alta Resotu-­

cl6n ( CLAR ), hace poslbte tos análisls de compuestos no votátttes, 

l6ni.cos y termotábUes que anterlormente era casl lmposibte separar. 

La CLAR es un método que ofrece grandes ventajas tates como 

atta senslbltldad, exactitud, rápldez y gran poder de resotuci6n, et -

tiempo de retenci.6n es reproduclbte, et tiempo de separaci6n m~ -­

corto y ta instrumentaci6n necesaria es versátil y fácil de manejar. 

La principal d.iflcuttad de ta cromatograffa t(qulda era ta tentl­

tu::I; y ta forma de s~erar este problema fue aumentar ta velocidad -

de etuci6n, forzando al t(quldo ( f'ase m6vlt ) por medlo de una bomba 

de desptazamlento posltlvo 6 por ta presl6n de un gas, a través de ta 

columna, que es un cUlndro rígido, dentro del cual, se encuentra et 

material de empaque formado por pequeñas partículas ( fase esta-

clonarla). ( 11 ) 

Los sistemas de cromatografía t (quida funcionan de acuerdo a -

tos mismos principlos, pero en este caso tas separaciones rápidas y 

reproducibles distinguen a un sistema de Cromatografía L(quida de 
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Alta Resotuci6n ( CLAR ) de un sistema de Cromatograffa de Colu_!!l 

na Abierta. e 11 ) 

PROCESO CROMATOGRAFICO. e 10) 

El éxito del uso de CLAR para un problema dado requiere ta -

correcta combinaci6n de las condiciones de operaci6n: el tipo de e~ 

paque de la columna y la fase m6vil, el largo y diámetro de la columna, 

la velocidad.de flujo de la fase m6vU, temperatura de ta separaci6n, 

tamaño de la muestra y demás. 

La setecci6n de las mejores condiciones en torno requiere un -

entendimiento básico de los factores que contratan la separaci6n en -

CLAR. 

Existen dos caracterfsticas principales de la separaci6n crom~ 

tográñca : 

4.2.1. MIGRACION DIFERENCIAL. 

Se refiere a la variacL6n en la velocidad de movimiento de dife-

rentes compuestos a través de una columna. La mlgraci6n dife-

rencial es ta base de la separaci6n en cromatograffa; sln l.Xla diferen­

cia en velocidad de migraci6n para dos compuestos, la separaci6n no 

es posible. 
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La migraci6n diferencial 6 el movimiento individual de los CO'!:'_ 

puestos a través de la columna depende del equilibrio de la distribu­

ci6n de cada uno de los compuestos entre la fase estacionaria y la f~ 

se m6vil. Por lo tanto, la mlgracl6n diferencial esta determin~ 

da por aquéllas variables experimentales que afectan esta distribu­

ci6n como son: la composici6n de la fase m6vil, la composici6n de 

la fase estacionaria y ta temperatura de separaci6n. 

DISTRIBUCION MOLECULAR. 

La segunda característica de la separacl6n cromatográfica es -

la distribuci6n de moléculas a lo largo de la columna para un comp~ 

to dado. Esta distribuci6n de moléculas a través de la columna-

es causada por procesos físicos. Los más importantes de estos-

procesos son : (ver figura núm. 1 ) 

Longitud de Trayectoria 6 Difusi6n de Eddy : diferentes mo-

léculas, pueden tener diferentes trayectorias de diferentes longitudes 

a través del lecho de la columna. 

Transferencia de Masa en la Fase M6vil : esto se refiere a 

las diferentes velocidades de flujo para diferentes partes de una sola 

vía de flujo entre partículas circundantes. 

Estancamiento de ta Transferencia de Masa en la Fase M6vil 
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con part(culas de empaque poroso la fase m6vU contenida dentro de -

los poros de la partícula está estancada 6 inm6vU, y las moléculas -

de muestra se mueven dentro y fuera de estos poros por difusi6n. 

Transferencia de Masa en la Fase Estacionarla: después de 

que las moléculas de muestra diñ.lnden dentro de un poro, ellas pene­

tran la fa.se estacionarla o se adhieren a ella de alguna f'orma. 

Dif'usi6n Longltudlnal : ya sea que la fase m6vil dentro de la 

columna este en movlmtento 6 reposo las moléculas de muestra tien­

den a dif'undlr al azar en todas direcciones. Esta contrlbucl6n -

adicional. a 1.a distribuci6n molecular, no se encuentra Uustrada en -

1.a figura nCirn. 1. 
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FIGURA Nº l Procesos f1sicos que contribuyen a la dis-­
tribución de moléculas a lo largo de la co-
1 umna. 
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4.3. DEFINICIONES BASICAS EN CLAR • 

Eventualmente tos diferentes compuestos alcanzan et final de -

ta columna y son llevados hacia et detector, donde sus concentracio­

nes son registradas como una funci6n del tiempo de separaci6n. 

Un cromatograma puede ser caracterizado por cuatro rasgos -

que son importantes en ta descripc!.6n de ta separaci6n resultante. 

Primero, cada uno de tos compuestos deja ta columna en ta fo.r, 

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

de Gauss 6 error estándar ) • Segundo, cada una de tas bandas 

emerge de ta co'Lumna a un tiempo característico que puede ser usa-

do para identlft.car et compuesto. Este tiempo de retenci6n t r 

es medido desde et momento de ta lnyeccl.6n de ta muestra hasta et 

tiempo en que et máximo de ta banda sate de ta columna. Un -

tercer rasgo caracterfstico es ta diferencia en tiempo de retencl.6n -

entre bandas ac;lyacehtes. Flnatmente, cada banda esta caracter:!_ 

zada por un ancho de banda W. 

4.3.1. FACTOR DE CAPACIDAD ( K' ), ( 11 ) 

Un pico es generalmente ldentiflcado, usando ta medida de re-
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tencl6n. El térmlno unlversal más frecuentemente usado para --

ldentlflcar o loca\lzar un pico, es el factor de capacidad ( K' ). 

El factor de capacidad de un componente dado es definido como 

sigue 

K' 
V 1 VO 

( 1 ) 

Vo 

Donde V 
1 

y V 
0 

estarán medidos en términos de tas mismas - -

unidades, V 
0 

es llamado volúmen muerto y es una medlda de la re­

tencl6n ( en términos de volúmen, tiempo o distancia ) para un com -

ponente no retenido. El volúmen muerto de un sistema, es la me-

dlcl6n del volúmen del slstema desde el inyector hastt>. et detector. 

Por tanto K' será. fácLtmente calculado usando los incrementos 

del volúmen muerto. Los valores de K' • indican cuando las ban-

das eluyen relativamente en el volúmen muerto. Estos valores no 

son arectados por factores como fl1.,1jo y dlmensiones de la columna. 

4.3.2. FACTOR DE SELECTIVIDAD ( ) . ( 12 ) 

El valor de , nos dice cuando un plco eluye relativamente de 

otro. 

ci6n. 

Esto se referirá al factor de setectlvldad o factor de separ~ 
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El fñ.ctor de selecttvldad es definido soto por dos bandas, y es 

lgua.1• al coclente de los valores altos de K' en el numerador y los 

valores bajos en el denominador por lo tanto ce ~ 1 • 

Sl dos compuestos etuyen con ~ = 1.0 cada valor de K' es 

ldentlco al otro y 1..~ solo pico es observado en et cromatograma. 

Cuando la ecuacl6n de K' es sustltutda en ta definlcl6n de e: 

se encuentra ta exprest6n para ta estlmact6n de ce 

ce (2) 

Los valores de a:i lndl.can cuando tas bandas etuyen cerca unas-

de otras. 

centes. 

4.a.e. 

'Esto es, lndl.ca la poslct6n relativa de tos ptcos adya-

NUMERO DE PLATOS TEORICOS ( N ) • ( 13) 

Et número de p\atos te6rlcos, se utl.Hza para medlr la eftclen­

cta de ta columna o para rnedlr el deterioro de esta. de acuerdo con-

ta apertura de la banda. Cuando se utl.t !.za el número de platos -

te6rtcos, para estos flnes, debe tenerse en mente que este es un tér-

mi.no relativo. Esto es, el número de platos te6rtcos no es nece-
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sarlamente et mismo para todos tos sistemas donde et solvente, co­

lumna, flujo u otras varlabtes son cambiadas. 

El nCirnero de platos te6ricos ( N ) de un sistema describe ta 

desviaci6n de ta banda en retacl6n a su centro. 

N 
16 (~)

2 < 3) 

Donde d es ta distancia desde et inicio det cromatograma has-

ta et máximo det pico. Et ancho del pico es definido en t€>rminos 

de unidades de desviaci6n estandar, y es convencional definir et an­

cho ( W ) como cuatro desviaciones esta~ar, esto es, IT :!: 2 et 

cual lnctuye aproximadamente et 95 'Ya del área bajo ta curva, donde 

W tiene tas mismas unidades que d · ( vo1Clmen etu{do, tiempo 6 sil'!!_ 

ptemente distancia en papel carta ). 

otra forma de medir ta eficiencia de ta columna es por. medio­

de ta altura equivalente de t..n plato te6rlco ( AEPT = H ). 

Donde: L 

H 
L 

N 

longitud de ta columna 

(4) 
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N nCimero de platos te6rlcos. 

RESOLUCION ( Rs ). ( 14) 

Resolucl6n, es definida para dos componentes de una muestra, 

como la di1'erencla de los volurnenes de elucl6n, dlvidida por el pro­

medio de los anchos de banda. 

Rs ( 5) 

El término Resolucl6n, describe el grado o la magnltuc:I de la 

separaci6n. Por tanto, hablamos de qoo tanto un componente es 

separado de otro. El cálculo de Rs de datos experlmentales p~ 

de ser hecho en unidades de distancla, tiempo 6 volúmen en tanto que 

Vi y Wl sean expresadas en las mlsmas unidades. 

Resolucl6n deberá ser vlsuallzada, como el grado, en el cual -

un plco se dlstlngue de otro en el cromatograma. 

El parámetro Rs de la ecuaci6n ( 5) slrve para definir las!:: 

paracl6n. Para controlar la separact6n 6 resolucl6n debemos c2. 

nocer como var(a Rs con los parametros experlmentales. 

19 



4 
(
_K_' ) 

+ K' 

e e) Rs (ce- 1) 

et> e u> (ili) 

La ecuaci6n ( 6 ) es una relaci6n fundamental en CLAR que -

nos permlte controlar la resoluci6n variando o: • N 6 K'. 

Los tres términos ( i - iil) de la ecuaci6n ( 6 ) son indepen -

dientes, as( que se puede optimizar primero un término y después 

otro e ver figura núm. 2 ). 

La selectividad de la separaci6n que es medida por ce: ( térml­

n o l • de la ecuacl6n 6 ) puede ser variada cambiando la composi -

ct6n de la fase m6vU y/o fase esta.clonarla. La eficlencla de la 

separaci6n que es medida por N ( té.rmino U ) puede modificarse -

cambiando el largo de la columna ( L), 6 la velocidad del solvente 

e u). El término itl, que env1:1elve al factor de capacidad K' • 

se modtfica cambiando la fuerza del solvente. 
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VARIANDO 

K' 

AUa~ENTANDO I 
i\I 1 

AUMENTANDO 

1 
1 

FIGURA Nº 2 

disminuyendo aumentando 

-
Variación de resolución para un par de picos 
con cambios en K', N ó ~. 
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4.s.s. MEDIDAS REQUERIDAS PARA EL CALCULO DE 

LOS PARAMETROS BASICOS • 

.... .. 
'5 
"' 

FIGURANº 3 

RETENCION 

SELECTIVIDAD 

¡----Vz 
1 
1 

e 1 r-- Vt 

:H j t 
f1 1 

I' 1 
_,,..¡ Vo Pico no 

1 ictonido 

---..J 

TIEMPO 

Cromatograma que muestra las medidas pa­
ra el cálculo de los pararnetros básicos. 

K' 
V 1 Vo 

1 
Vo 

"" 
K'2 V2 Vo 

K'1 V1 Vo 

No. DE PLATOS N 16 
( :: ) 2 

V2 V1 
RESOLUCION Rs 

1/2 (W1 + w2) 
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4.4. MECANISMOS DE SEPARACION DE DIFERENTES 

FORMAS DE CLAR. 

Existen cuatro métodos de Cromatograft'.a Líquida de Alta R~ 

sotuci6n, basados en diferentes mecanismos de separaci6n. ( 10) 

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

lumna. 

4.4.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDO - LIQUIDO. 

Envuelve una fase estacionaria tfqulda cuya composici6n es dif~ 

rente de aquélla de ta fase m6vll Hquida. El mecanismo de sep~ 

raci6n esta basado en las diferentes solubilidades que presentan tas 

moléculas de una muestra en ta fase m6vll y en ta fase estacionaria. 

Los l (quicios de ta fase m6vll y la fase estacionarla deben ser 

inmiscibles. 

4 .4.2. CROMATOGRAFIA DE GEL O EXCLUSION. 

Conocida también como Cromatograft'.a de Permeacl6n, efectua 

ta separaci6n de acuerdo con el tamaño de tas moléculas. 
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Este tipo de cromatograf(a se util tza para sustanclas cuyo peso 

motécular varía desde 2000 h;;:.sta vartos millones, por ejemplo : 

prote(nas, pollsacárldos, pol(meros. 

4.4.3. CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO. 

Se basa en la competencia entre la fase m6vll y ta muestra t6r:!!: 

ca que se analiza, por los sitios o grupos activos de una resina tnte!'. 

cambiadora de tones. Es muy útil para separar prote(nas y a~ 

llzar flu(dos biologicos. La naturaleza del eluyente es un factor 

decisivo en este tipo de determinaciones cromatográficas. 

4.4.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDO - SOLIDO. 

Su mecanismo de separación se basa en la competencla que e­

xiste entre las moléculas de ta muestra y las de ta fase m6vi.l, por -

oc~ar los sitios activos de la s~erficie de un sólido. 

En base a la polarldad de las fases esta se divlde en : 

Cromatograffa en Fase Normal, aqu{ el lecho estaclonario es 

fuertemente polar y la fase m6vll es no polar, de esta forma tas mue~ 

tras polares son fuertemente retenidas en la columna. e 15 ) 

Cromatograffa en Fase Inversa, el lecho estacionarlo es por 
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definlcl6n, menos polar que la fase m6vit. Tfpicamente, ta fase 

esta.clonarla es de naturaleza hidrocarbonada ( octadecU u octit ) y 

la fase m6vit es una_ soluci6n de agua y un modificador or..;¡ánico que 

no absorbe al U. V. tales como metanol 6 acetonltrUo. Por es-

te motivo las muestras no polares son mayormente retenidas. ( 16) 

4.5. INSTRUMENTACION. 

El equipo para CLAR debe ser diseñado y producldo con cuid!':_ 

dosas especlñcaciones, para obtener separaciones con alta eficiencia 

y datos cuantitativos precisos. 

4.5.1. COMPONENTES DE UN CROMATOGRAFO DE 

LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION. 

El cromatografo de l{quidos consta de un sistema de ll.beraci6n 

de solvente (bomba), lnyector, colUITlna, detector y registrador. 

La figura núm. 4 muestra un diag1~ma general del eq1.1ipo usa-

do para CLAR. ( 17) 
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RECIPIENTE 
FASE MOVll 

DETECTOR 

INYECTOR 

¡ COLUMNA 

FIGURA Nº 4 Diagrama de un s.istema típico de Clar 

La bomba \ibera solvente a una vetocldad de flujo constante, pu_!. 

saclones de flujo suaves es un requlsito lmportante. Et lnyector 

perrnlte ta introducci6n de ta muestra en et flujo del solvente a atta -

presl6n. La lnyeccl6n de ta muestra debe causar un m(nlmo dis-

turbio de ta vetocldad de flujo. 

26 



La seleccl6n de una columna es dependiente de muchos paráme­

tros, el más importante, es la clase de compuestos a ser anallzados. 

Varlas columnas de diferent.;,s polaridades y naturaleza qu[mica 

estan dlsponibles. En general, la columna anal(tica ideal debe -

combinar alta eflclencia, selectivldad y durabltldad. Al ta eflclen 

cla es llevada a cabo a través del uso de pequeñas part(cutas con una 

dlstribuci6n de tamaño estrecha. 

Los detectores para CLAR más comunes incluyen U.V., fl'-!!?_ 

rescencia, índice de refracci6n y etectroqu[mlco. Idealmente se 

debe elegir un detector que tenga máxima sensibilidad y especificidad 

para los co~puestos de interés. 

Las caracter(sticas deseables en un detector inclt...yen Hnearldad, 

establlidad, especificidad y atta sensibilidad. El detector debe -

estar conectado a un registrador. e 10 ) 
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5. ANAL IS IS CUANTITATIVO. 

La capacldad para analizar cuantltatlvamente una amplla varle­

dad de materlales es probablemente el aspecto más lmportante de la 

CLAR. La preclsl6n de resultados obtenldos por CLAR es aho-

ra comparable 6 superlor a aquél provisto por la Cromatograf(a de 

Gases y excede a aquéllos obtenldos por otros métodos de separacl6n 

de al ta resoluci6n ( por ejemplo : C .e. F. • electroforesis ). 

5.1. FUENTES DE ERROR. e 10 ) 

En el análisis cuantitativo por CLAR • existen varias fuentes -

de error. 

5.1.1. PICOS ASIMETRICOS. 

Errores potenciales en cuantiflcacl6n debldo a plcos aslmétrlcos 

son comunes y es mejor ellminarlos, selecclonando otra columna ó -

un slstema de separacl6n que produzca plcos slmétrlcos, es particu­

larmente lmportante no usar picos cercanos a V 0 para ta cuantlflca­

clón porque la resol ucl6n lnsuflclente puede resultar en grandes erro-

res. Generalmente, los anállsls cuantltatlvos son llevados a cabo 
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solamente con plcos de •K• 0.5 

6.1.2. DETECCION. 

Errores en los anállsls pueden orlglnarse de varlaclones en la 

señal del detector. La senslbll ldad, establl ldad de la 1 fnea base 

y la llnearldad del detector son especlflcaclones lmporta.ntes para et 

anátlsls cuantlta.tlvo, y estos parámetros deben mantenerse estables 

para una mejor preclsl6n anaHtlca. 

5.1.s. MEDIDA DE LOS PICOS. 

Errores en anál lsls cuantltatlvos pueden orlglnarse durante el 

manejo de datos del detector, por ejempló, errores slgniflcatlvos • 

pueden resultar sl el reglstrador no esta correctamente ajustado. 

El método de cuantlfl.c<:l.cl6n, esto es, la 1'orn-oa de medlr tarro-

bién af'ecta ta exactltud y precisi6n del anállsis. Dos caminos -

son usados para medlr el ta.maño d~t plco; et primero es simpleme.!:)_ 

te medir ta altura del pico; et segundo envuelve ta medida del área-

del pico con uno de varios métodos. La lntegracl6n electr6nica 

o por computadora es el camlno más rápldo y pref'erldo para medir -

las áreas de los picos, ya que permlten medldas más exactas para -

picos fusionados y mejor manejo de l(neas base lnesta.btes. La 

técnlca H x 1/2 W • es et método manual pref'erldo para medlr et 

área cuando tos plcos son slmétrlcos. 

29 



El lntegrador de bala y dlsco, p\an(metro y e\ ml>todo de cortar 

y pesar, en orden decreclente de preferencia, son ap\lcabtes para P..!. 

cos no slm&trlcos. 

5.2. CUANTI FICACION. e 1e) 

La cuantl:ficaci6n objetiva de un material utilizado en CLAR, no 

es diferente a la cuantiftcacl6n utl\lzando otro tipo de método. 

Los métodos para determinar la exactitud y precisi6n estan su­

jetos a ta ccmparaci6n con un estAndar de pureza y concentr-aci6n co-

nocldas. Cuando se cuantifica una muestr-a, el pico de interés, 

se asume como el compuesto puro que ha elu(do de la columna. 

La cantidad del componente presente en la muestra, será equlv~ 

lente al área 6 altura del pico, 

Normal.mente se trabaja utilizando dos métodos 

5.2.1. ESTANDAR EXTERNO, 

En este método se cuantlñca simplemente comparando altura 6 

área del pico de ta muestra con la al tura 6 área del pico del estándar 

externo, este 61.tlmo de peso y pureza conocida. Cuando se utiH-

za un estándar externo un control preciso del vo\úmen de inyecci6n es 
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obt lgatorlo. La dlsponlbllldacl de inyectores preclsos (loop)• 

perrnlte el uso rutlnarlo de este mlf>todo. 

ESTANDAR INTERNO. 

Conslste en añadir tanto a ta muestra como al estándar externo, 

una cantldad conocida de una sustancla qu(mlca slmllar¡, de estructu­

ra parecida at compuesto que se esta analizando• de manera que su -

tiempo de retenci6n no este muy lejano del tiempo de retenci6n del 

compuesto de interés, es decir. que no exista una gran di1'erencla en 

la polaridad. La cuantl1'lcaci6n por estándar interno debe ser co_!l 

siderada si el pretratamiento e 6 derivatiza.cl6i1 ) resulta con reco­

bl"OS variables· 6 lncompletos de los componentes de interés. 

UttHzando un estándar interno. se tendrá una mayor reproduci-

blllda.d y exactitud en el aná.Usls. Puesto que, aquellos errores 

debidos al volúmen de lnyeccl6n se cancelan. 

Debido a la exactitud del mGtodo, es muy conveniente sobre to­

do cuando se preparan tablas de calibracl6n. 
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6. VALIDACION ESTADISTICA. 

6.1. GENERALIDADES. ( 20) 

En las Óltimas décadas• los métodos estadfsticos han sido inten­

samente introducidos en las investigaciones y prácticas f'armacéuticas 

y figuran en las f'armacopeas modernas. Constituyen 1.n importa.!:!_ 

te recurso en et trabajo. que permite ordenar numerosos datos de in­

vestigaci6n y caracterizarlos racionalmente mediante un reducido nú­

mero de parámetros (valor medio. distribuc!6n de la magnitud ) • -

as{ como. ta zona de apllcaci6n ( t(m!tes de confianza) de estas ma_2 

nltudes. Son lmpresclndlbtes. además. cuando se trata de averl-

guar si los resultados de observaci6n 6 experlmentacl6n se diferencian 

de una manera estadisticamente segura ( dlf'erencia significativa ) 6 

si tates dlf'erencias son f'ortuitas. 6 bien, sl existe 6 no dependencia -

entre dos magnitudes y. en caso positivo. si esta dependencia es más 

6 menos marcada ( procedimientos de correlaci6n y regresi6n ) • 

La estad(stica adquiere una importancia especial en ta vigilancia 

de tos procesos de producci6n y et control de calidad de tos productos 

terminados. 
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DEFINlClON DE VALlDACION. ( 21 ) • 

El proceso de vaHdaci6n es un progr-ama documentado, el cual 

provee un alto grado de seguridad (certeza) de que un proceso es­

pec(fico producirá consistentemente un producto que cumple con las 

especificaciones predeterminadas y atributos de caHdad. 

Un método anal (ti.ce válido es aquel para el cual la exactitud -

es conocida y la vari.abU idad del método esta establecida. Esto 

significa que las desviaciones del método son conocidas, las posibles 

interferencias han sido identiñ.cadas, la especificidad es conocida• 

la precisl6n esta establecida y la sensi.biHdad (límite de detecci6n 

6 la capacidad par-a detectar cambios relativos ) es adecuada. 

e.s. TIPOS DE ERRORES. ( 22) 

Cualquier proceso de medicl6n está sujeto a error, aún cuando, 

las equivocaciones en los cálculos o la técnica sean eliminados, el -

error permanece. El analista debe reducir la magnitud del error 

a un nivel aceptable, ya que nunca se podrán eliminar del todo. 

Los errores son de dos tipos : 
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e.s.1. ERRORES SISTEMA TICOS. 

Los errores sistemáticos 6 determinados, son originados por 

fallas en el mismo proceso de medici6n, mala calibraci6n de equi -

pos, falta de experiencia del analista, errores personales, resulta-

dos tendenciosos, etc. Estos dan origen a desviaciones y afee-

tan la exactitud de la medida. 

El error sistemático se divide en error constante 6 absoluto • 

el cual es independiente de la concentraci6n del fármaco en el medi­

camento; y en error proporcional 6 relativo el cual depende de la 

concentraci6n del fármaco en el medicamento. 

ERRORES ALEATORIOS. 

Los errores aleatorios 6 indeterminados, son originados por -

efectos acumulativos de fluctuaciones aleatorias en el proceso de m!:. 

dida; estos afectan la precisi6n de: las medidas. 
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6.4. CONCEPTOS BASICOS ( VALIDACION ) • 

6.4.1. EXACTITUD. ( 23) 

La exactitud es la concordancia absoluta entre el valor de una -

propiedad medida experimentalmente e estimador) y su valor real 

de ref'erencia. La exactitud de un método ana1ít!co puede ser de-

terminada por dos métodos : 

de estándar. 

recobre de placebo agregado 6 adici.6n 

En el método de recobro de placebo agregado, el principio ac~ 

vo puro es agregado a la mezcla de excipientes del producto, la me3_ 

ola resultante .es ensayada, y los resultados obtenidos_, son compara­

dos con el resultado esperado. 

En el método de adici6n de estándar, una muestra es ensayada 

y una cantidad de principio activo le es agregada, siendo la muestra 

nuevamente ensayada. La dif'erencla 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. 

LINEARIDAD. ( 23) 
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Lp. exactltud de un método puede varlar a través del lntervato de 

tos poslbles valores del e.nsayo. Por esto, es necesario determi­

nar ta exactitud a dif'erentes valores. E\ crlterlo desarrollador!:. 

comlenda que la exactitud sea determinada a través de un intervalo que 

incluya dasde el SO % hasta el 120 'Ye del valor esperado para el ens!! 

yo. Métodos estad(sticos deben ser empleados para verificar ta -

Hnearldad del método y tas posibles desviaciones. Los tipos de p~ 

si bles desviaciones son mostradas en ta figura núm. 5 ( una gráfica -

de cantidad agregada contra cantidad rec4>erada ). 

Un método que es t ineat y sin desviaciones tiene una pendiente de 

uno ; una ordenada al origen igual a cero ( no es cero para el método 

de adición de estándar): y un coeficiente de corretacl6n de 0.95 ó 

mejor. ( 24 ) 
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FIGURA N°5 Ilustración de los tipos de desviaciones encontra-­
das en los ensayos de validación. 
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PRECISION. ( 24) 

La precisi6n ( varlabllidad) es la concordancia relativa de m!!. 

dlciones repetidas independientes de una misma propiedad, bajo tas 

mismas condiciones ( repetibllf.dad) y/6 dif'erentes condiciones 

( reproducibll idad ) • 

La precisi6n 6ptlma del método debe ser caracterizada por el 

estudio de recobro¡ este normalmente consiste de la ejecuci.6n del m! 

todo en Ln d(a por un analista, en placebos agregados ( repetibilldad ). 

El estudio de reproducibilldad será caracterizado al menos por 

ta ejecuci6n .del método por un analista, en ui d(a, sego..ndo analista, 

segundo día, seis determinaciones por analista por d(a en muestras -

reates o agregadas. Una caracterizac!.6n más completa del estu-

dio de reproducibilidad incluye dos o más analistas, dos 6 más d{as, 

seis 6 más muestras por dfa. El primer d{a del estudio de repr'2 

·', duclbil!.dad será utilizado para evatuar ta homogeneidad de la muestra 

y ta bondad del método cuando es apl!.cado a muestras reales. 

Si ta variabilidad del método en muestras reates es mucho ma­

yor que aquélla del estudio de precisi6n 6ptlma, ta valldaci6n será -

suspendida. Deberá determinarse s\ la falta de precisl6n es de-

bida a que ta muestra es no homogenea o debido al método. ··.. Sl 

ta muestra es no homogenea y no puede hacerse homogenea, muestras 

agregadas serán utilizadas y la valldacl6n se repetirá • 
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Sl el método es la falla, modificaciones al método y reval idaci6n 

serán necesarios. 

6.4.4. SENSIBILIDAD. ( 24) 

Límite de detección. Menor cantidad detectable del compue~ 

to por analizar. La sensibll ldad de un método anal (tico puede ser 

determinada como la cantidad ó concentración de sustancia por anali­

zar que dé una señal de ref'erencia del rango de " ruido " para el m! 

todo; en algunas ocasiones la sensibilidad puede escribirse en térmi­

nos de intervalo de confianza. 

6.4.5. ESPECIFICIDAD. ( 23) 

En procedimientos anal (tices específicos, la medida usada para 

la deterrnlnacl6n de un componente no es influenciada por la presencia 

de otros matertales. Idealmente esto significa que el compuesto 

que se esta midiendo esta libre de interf'erenc!as de todos los materi~ 

les conocidos. La documentación de este hecho, sin embargo, no 

es realista ni práctica, ya que no posee valor numérico. Por lo 

tanto, la prueba ó ensayo es considerada válida bajo ciertos cr(terios: 

a) No debe existir interf'erencia de los excipientes del produ~ 

to con el ensayo de potencia (no existe erecto de placebo). 
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b ) E 1 ensayo no debe mostrar interferencias de productos de 

degradacl6n conocldos. 

c ) Los ensayos de materia prima no deben tener interf'eren -

cias atribuibles a productos de degradaci6n conocidos ni de 

lmpurezas del proceso. 

La especlflcidad del ensayo puede también ser mostrada esta -

bleciendo experimentalmente que compuestos slmllares (moléculas 

con los mlsmos grupos f'unclonates y aproxlmadamente el mismo pe­

so molecular) no interfieren con el procedlmlento anal(tlco para et 

componente en cuesti6n. 

La especlf'lcldad del método anaHtlco empleado es un auxlllar -

val loso en un estudio de establl ldad ya que ayudará a conocer el co~ 

portamlento de los prlnclplos activos de una f'ormulaci6n determinada 

al ser almacenada bajo dlf'erentes condiciones. 
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6.5. CRITERIOS APLICADOS A LOS ENSAYOS DE VALIDACION DE METOOOS 

ANALITICOS POR CROMATOGRAFIA DE L.IQUIDOS DE AL TA RESOL.UCION. 

e 20 ) • 

Exactitud 

Reproduclbll ldad 

Preclsl6n Total 

Senslbltldad 

Especlflcldad ( lnterferencla 
de prod. de degradacl6n 6 -
lmpurezas ) • 

OPTIMO 

98 - 102 " 

1.0 % 

1.5 % 

ACEPTABLE 

97 - 103 " 

2.0 " 

CONDICIONAL.MENTE 
ACEPTABLE 

96 - 104 % 

s.o % 

3.0 r. 

su uso. 



7. PARTE EXPERIMENTAL • 

EQUIPO. 

Batanza anat(tlca Mettl.er H35AR. 

Agitador mecánico super mixer. 

Espectrofot6metro U. V. - VIS Perkln - Etmer Mod. 552 • 

Bomba de vacfo Kobtenz Mod. CGP 134. 

Equlpo para fittracl6n ; Sotvent Ctarificatlon Klts MlUlpore. 

Cromat6grafo de L(quldos de Atta Resotuci6n Waters Ass. 

equipado con 

Bomba para Cromatograft"a : Waters Ass. Mod. 6000 - A 

Sotvent Detivery System. 

Inyector 

Cotumna 

Detector 

Waters Ass. Mod. u-eK. 

M6duto de Compresi6n Radlat Z - Modute ™ 
Cartucho Radiat Pack c 18 ( 10 cm x 8 mm ) 

de Waters Ass. 

U.V. de onda variabte Lambda Max Mod. 481 

Waters Ass. 

Procesador de Datos : Waters Ass. 730 Data. Modute. 

Jeringa HamUton de 25 mct. de capacidad. 
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!'AA TERIAL. 

Matraces volumétricos 25 mt. 

Matraces volumétricos 50 ml. 

Matraces votumét:rlcos 250 ml. 

Plpeta.s serol6glcas ml. 

Plpeta.s serot6glcas 2 ml. 

Pipetas volumétricas ml. 

Probeta 250 mt. 

Matraz Erl.enmeyer 125 mt. 

Todo et material de vldrlo utll izado fué Pyrex. 

Membranas de fittraci6n acuosas 0.45 micras Mllll.pore. 

Membranas de flttraci6n orgánlcas o.so mlcras MUlipore. 

7.S. REACTIVOS. 

Metano\ Llchrosolv Grado cromatográflco ( Merck ). 

Acldo Fosf6rlco Grado reactivo ( J.T. Baker ). 

Agua Si.destilada. 

Aci.do Dlatri.zolco Estándar. 

l 
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Megtumlna. 

Hldr6xldo de Catclo. 

Hldr6xldo de Sodio o. 1 N. 

Acldo Ctorh{drlco o.1 N. 

7.4. METODO. 

7 .4. 1. PREPARACION DE SOLUCION DE REFERENCIA. 

Transf'eri.r 25 mg. de ácido diatrlzolco de ref'erencla a un ma -

traz votum6trico de 25 ml. •.adicionar 1. 7 rr1l. de hldr6xldo de sodlo 

0.1 N para su sotublllzaci.6n y nevar. a votúrnen con agua; tomar 

1 ml. de esta sol ucl6n y transferir a un matraz vol umétrlco de 50 ml. 

nevar a volúrnen con agua destilada para obtener una soluci.6n con una 

concentracl6n de 0.02 mg/ml. 

7.4.2. PREPARACION DE LA SOLUCION PROBLEMA. 

La f'ormutacl6n contiene : 

1 • Diatrizoato de Sodio 

2. Dlatrlzoato de Meglumlna 

19.07 g. 

9.67 g. 
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3. Dlatrlzoato de Calclo 

Veh{culo c.b.p. 

Equlvalente a 

1. Acldo Dlatrlzolco 

2. Acldo Dlatrlzolco 

3 0 Acido Dlatrlzolco 

o.94 g. 

100 ml. 

18.41026 g. 

7.33729 g. 

0.91000 g. 

26.65755 g/100ml 

Tomar 1 ml. de la formulaci6n y transferirlo a un matraz vol.!:! 

métrlco de 50 ml. llevar a volúmen con agua destilada. Tomar 

1 ml. de esta solucl6n y colocarlo en un matraz volumétrico de 250 

ml •• llevar a yolúmen con agua destilada para obtener una concent~ 

ci6n de 0.021326 mg/ml de ácldo dlatrizolco. 

7.4.3. DETERMINACION DE ACIDO DIATRIZOICO POR CLAR. 

Inyectar 10 mcl. de la soluci6n de referencia y 10 mcl. de la 

soluci6n problema bajo las siguientes condiciones : 

Columna: 

Longitud de Onda : 

Radial Pack c 18 ( 10 cm x 8 mm ) • 

tamaño de partCcula de 5 mlcras. 

U.V. a 240 nm. 
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Senslbllldad : o.o5 AUFS. 

Fase M6vlt : Agua : Metanol : Acldo Fosf'6rlco 

( 60 : 40 : o.04 ). 

Velocidad de Flujo : 1.0 ml / mln. 

Presl6n : 600 psi. 

Velocidad de Carta : o.5 cm/ mln. 

7.4.4. FORMA DE CALCULO. 

Para ef'ectuar la cuantf.ftcacl6n se decldi6 utf.1 lzar el método del 

estándar externo, esto es, reallzar lnyecclones separadas de la mue~ 

tra y el estándar, comparando la respuesta entre ambos. 

Después de cromatograftar las soluclones de la muestra y el 

estándar, la cantidad de ácldo dlatrlzolco contenido en la muestra 

puede ser calculado como sigue : 

ARP 
X es CEP 

ARS 

CEP 
X 100 ';(, Acido Dlatri;zolco 

CTP 
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Donde ' 
ARP A rea Relativa del Problema. 

ARS A rea Relativa del Estandal"'. 

es Concent....acl.6n del Estandal"'. 

CEP Concent....acl.6n Expel"'lmental del Problema. 

CTP Concent....acl.6n Te61"'lca del Pl"'Oblema. 

7.5. VALIDACION ESTADISTICA. 

7.5.1. ESPECIFICIDAD. 

Con el fin de demost....al"' ta especlflcidad del m€.todo anat(tico de 

CLAR; propuesto par-a el anállsls del Acldo Dlatl"'lzolco, se anallza­

r-6n de acuel"'Clo a este, muestr-as d.e la foNT1utact6n y placebo conser­

vadas bajo di.fer-entes condiciones : 

A. Muestras conservadas en condiciones normales a tempe-

l"'atu....a amblente. 

s. Muest....as sometidas a ta accl6n de ta tuz solar' ( 30 d(as ). 

c. Muestras sometidas a una tempe....atu....a de 60ºC ( 30 d(as) 

D. Muestras sometidas a condiciones de oxldacl6n, con per-6-
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xldo de hldr6geno al 5 % ( 15 días ) • 

E. Muestras sometldas a condlclones de hf.dr6llsf.s alcalina 

con NaOH 3 N • a 60 ºC ( 7 días). 

7.5.2. EXACTITUD y REPETIBILIDAD • 

Con el objeto de evaluar la exactltud y repetf.billdad del método 

propuesto, se anallzar6n de acuerdo a este, 10 muestras adlclona­

das con una cantidad conocida de Acido Diatrizolco ( 0.020 mg/ml ). 

utilizando para ello un placebo cargado.· · 

7.5.3. LINEARIDAD • 

Para comprobar que existe una relaci6n lineal entre los mg. de 

Acido Diatrlzoico adicionados y los mg. recuperados ; se anallzar6n 

de acuerdo al método propuesto muestras adicionadas con cinco dife­

rentes concentraciones de Acido Diatrizoico ( placebo cargado ) • 

que se muestran a continuaci6n : 
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rng / mt de Acldo 

Olatrlzolco 

7.5.4. 

0.010 

0.015 

0.020 

0.025 

o.oso 

REPRODUCIBILIDAD • 

% de acuerdo al. valor 6ptl­

mo para et anát lsls. 

50 

75 

100 

125 

150 

Et estudlo de reproducibitldad se ttev6 a cabo sobre muestras -

reales de ta f'ormutaci6n de Acldo Oiatrlzolco por dos analistas, h~ 

clendo cada uno seis ané.tlsis del mismo lote ( 85 H 73 ) en dos d(as, 

real izando tos ané.l isls de acuerdo al ml>todo propuesto. 
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8. RESULTADOS • 

8.1. ES PEClFICIDAD • 

Para verificar la especificidad del método se probar6n dli'eren­

tes proporciones del sistema Metanot : Agua, conservando la misma 

proporci6n de Acido Fos1'6rlco , siendo estas 

Metanot Agua Ac. Fosf6rlco 

Metanol Agua Ac. Fosf6rtco 

Metanot Agua Ac. Fosf'6rlco 

( 30 : 70 : 0.04 ) 

( 20: 80: 0.04 ) 

( 50 : 50: 0.04 ) 

Con tas cuales no se obtuv6 algún pico adicional. 

Probandose tamblén diferentes longitudes de onda que 1'uerón 

260, 290, y 320 nm. , para ver si algún producto de degradacl6n 

absorb(a a dli'erente longitud de onda, y tampoco bajo estas condicio­

nes se observar6n picos adicionales. 

Los resultados obtenidos indican que no existe ningún compues­

to adicional que presente el mismo tiempo de retenci6n ( tr = min. ) 

que el Acido Diatrtzoico. Por lo tanto, se concluye que el me.to-

do de Cromatograf(a de L(quidos de Alta Resotuci6n, es espec(flco 

para la determlnacl6n de Acido Dlatrizolco. 
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FIGURA No. 6 

Cromatograma que muestra el pico obtenido 

para el Acldo Dlatrlzolco estándar. 

( tr = a.so ). 
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FIGURA No. 7 

Cromatograma obtenldo para el placebo de la 

f'ormulaci.6n, bajo condlciones normales. 

Demuestra que no exlsten lnterf'erencias por 

parte de los excipientes de la f'ormulacl6n en 

ta cuantiflcacl6n del Acido Dlatrlzolco. 
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FIGURA No. 8 

Cromatograma obtenldo para la formulacl6n, 

bajo condlclones normales, en el cual se nota 

un solo plco correspondle'"lte al Acldo Dla-

trlzolco ( tr = 3.50 ). 
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FIGURA No. 9 

Cromatograma que muestra la separaci6n entre 

el Acldo Diatrf.zoico ( tr = 3.47) y sus pre-

cursores de sfntesls: Acido 3,5-diamlno-2,4,6-

trilodo benzolco ( tr = 7. 25 ) y Acido 3, 5-dia­

mino-2, 6-c!Uodo benzoico ( tr = B.95 )• En 

el que se demuestra que no hay lnter'f'erencia por 

parte de estos en la cuantlflcaci6n del Acldo Dl~ 

trlzoico. 
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FIGURA No. 10 

Cromatograma obtenldo par-a el placebo sorne-

tido a ta acci6n de ta tuz sotar ( 30 dfas ). 

No muestra ningún pico adicional. 
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FIGURA No. 11 

Cromatograma obtenldo para el placebo sorne-

tldo a Ul)B. temperatura de 60 ºC ( 30 d(as ). 

No muestra ningún plco adlclonal. 
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FIGURA No. 12 

Cromatograma obtenido para el placebo some­

tido a condiciones de hidr6lisis alcalina a 60ºC 

e 7 días). No muestra ningCn pico adicional. 
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FIGURA No. 13 

Cromatograma obtenido Pa.ra el placebo some­

tido a condlclones de oxldacl6n ( 15 d(as ). 

El cual presenta. un pico adicional ( tr = 11 .64 ) 

que no interfiere con la cuantlflcaci6n del Acido 

D iatrizolco. 
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FIGURA No. 14 

Cromatograma obtenldo para la formulaci6n 

sometlda a la accl6n de la luz solar e 30 d(as) 

en el que se observa un plco que corresponde 

al Acldo Dl.atrl.zolco ( tr = 3.47 ). 
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FIGURA No. 15 

Cromatograma obtenido para ta formutacl6n 

sometida a una temperatura de 60 ºC por 

( 30 d(as ), en el que se observan dos plcos, 

uno correspondiente at Acldo Dlatrlzolco -

( tr = 3.55 ) y otro que corresponde a un 

producto de degradacl6n ( ~ = 4.46 ) • 

60 



~ 
.; 

FIGURA No. 16 

Cromatograma obtenldo para la Formulacl6n 

sometida a condlclones de hldr6llsls al cal lna 

( 7 días ) ~ aquf se observa una mayor degra-

dacl6n del Acldo Dlatrlzoico ( ~ = 3.59 ) 

y la aparici6n de dos productos de degradacl6n 

( ~ = 3.13 y tr = 4.65 ) • 
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FIGURA No. 17 

Cromatograma obtenldo para la f'ormulaci6n 

sometida a condiciones de oxidaci6n ( 15 d(as ) 

en el cual se observa la aparici6n de dos picos 

adicionales correspondientes a productos de d!:. 

gradaci6n ( tr = 4. 79 y tr = 14.82 ), as( 

como, el pico correspondiente al Acido Diatri 

zoico ( t... = 3.55 ) • 
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8.2. EVALUACION ESTADISTICA. 

Las f'6rmutas de cálculo para cada uno de tos subíndices se en -

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

Dates de cantidades adicionadas al placebo para ta evaluaci6n e2. 

tadística de ta exactitud y repetlbf.tidad del método por CLAR para ta 

determinaci6n de Acldo Dlatrizolco. 

TABLA No. 

mg. adicionados (x) mg. recuperados (Y) 'Ye recuperado (Y%) 

0.02 0.01967 99.35 

0.02 0.02039 101 .95 

O.G2 0.01974 98.70 

0.02 0.01975 96.75 

0.02 0.01972 98.60 

0.02 0.02012 100.60 

0.02 0.02006 100.40 

0.02 0.02034 101. 70 

0.02 0.01964 98.20 

0.02 0.02014 100.70 
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Medla 99.895 

Desvlacl6n estándar 1.352662 

Número de datos n 10 

s.2.1. EXACTITUD. 

Prueba de HtpÓtesls : 

H 0 }' = 100 % 

H
1 

}' ¡! 100 % 

Resultado 

t cate. - o.245471 

t (0.95 • 9) 
1.8331 

t 
(0.95 • 9) 

t 
cale 

• • no se rechaza H0 • por lo 

que podemos concluir que el mlátodo es exacto. 
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Intervalo de Confianza ( 95 % ) • 

98.927346 < )-1 ..: 100.862654 

REPETlBll-IDAD. 

Prueba de HlpÓtesls 

ReslAtado 

2 
xl cate. 

2 
xl 

(0.95. 9) 

4.116813 

16.919 

xl2 
(0.95. 9) > xl

2 
cate. no se rechaza H 0 • y 

podemos conclulr que et método es repetlbte. 
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Intervalo de Confianza ( 95 % ) • 

o.930403 < cr < 2.460012 

LINEARIDAD. 

TABLA No. 11 - Datos de cantldades adlclonadas al -

placebo para la evaluact6n estadística de la llnearldad. 

mg. adlctonados 0<) mg. rec~erados (y) % rec~erado <Y%> 

0.010 0.01023 102.30 

0.010 0.00998 99.80 

0.010 0.00991 99.10 

0.015 0.01478 98.53 

0.015 0.01470 98.00 

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 98.08 

0.025 0.02480 99.20 
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TABLA No. lI ( Contlnuaci6n ) • 

mg. adicionados (x) mg. recuperados (Y) 'fc recuperado Ó'<fc) 

0.025 0.02534 101.36 

o.ooo 0.02940 98.00 

o.ooo o.oooso 101 .66 

o.ooo 0.02979 99.30 

En la gráfica siguiente se muestran los resultados obtenidos pa-

ra la linea.ridad del rnétodo anal {ttco por CLAR para la deterrninaci6n 

de Acldo Dlatrlzolco. 

:; 

l 0.03 

! 
0.02 

0.01 

0.01 D.02 0.03 

0.000067 

0.996133 

0.999100 

mg. Ac. otauizoico (Ddiciom:idos) 
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y 0.019959 

X 0.020000 

0.007290 

0.007319 

o.000363 

a.2.a.1. INFERENCIAS ACERCA DE a (ORDENADA AL 

ORIGEN ) • 

Prueba de Hipótesis 

a o 

a 'F o 

Resultado 

.t cale. 0.052149 

t 
(0.95 • 13) 

1. 7709 

t (0.95 • 13) > t cale. no se rechaza H 0 • y po-

demos concluir que a O • 
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Intervalo de Confianza ( 95 % ) • 

- 0.000550 < a < o.000664 

INFERENCIAS ACERCA DE b ( PENDIENTE ) • 

Prueba de Hip6tes\s 

b 

b =F 1 

Resultado 

tcalc. - 0.367173 

t (0.95 • 13) 1.7700 

t (0.95 • 13) > t cale. no se rechaza H 0 • Y 

podemos concluir que b 1 • 

Intervalo de Confianza (95%). 

o.966496 e::. b < 1.023770 
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REPRODUCIBILIDAD. 

TABLA No. 111 Datos obtenidos para el estudio del 

efecto de analista y d(a para la reproducibU idad del métoc!o anal (ttco 

por CLAR para la determinaci6n de Acido Diatrizoico. 

ANALISTA 

~ ( j = 1 ) ( j = 2 ) 

100.85 99.20 

,.... 101 .01 101.43 
~ 

99.59 101.os 
11 

- 101.61 100.13 
....., 

100.86 100.37 

<( 101.16 99.06 

o 102.48 98.35 

98.70 100.23 ,.... 
Cll 100.82 100.42 

11 - 98.44 101.72 
....., 

100.93 101.60 

102.48 101.21 
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;¡¡¡y2 
l •• 

242753.8989 

12 

lli!il!!Y2. 
tJ. 

242755.1171 

6 

y~--
242753.8547 

24 

;s¡¡y2 
.j. 

242754.5654 

12 

llS :¡¡¡¡::; y ~jk 242785.3727 

De acuerdo a los valores de F calculada menores a tos 

valores de F te6rlca se infiere que no exlste ningún efecto 

de alguna de tas fuentes de variacl6n en ta determtnacl.6n de Ac!.do 

Diatrizoico por CLAR • ( Ver Tabla No. N ) 
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TABLA No. IV 

Fuente de 

vartacl6n 

Dt 

DAtj 

E(lj)k 

Grados de 

LlbeM:ad 

20 

ANAL IS IS 

Surnatorla 

de cuadrados 

o.044200 

o.710700 

0.507500 

30.255600 

DE VARIANZA 

Medla 

cuadrada 

0.044200 

0.710700 

o.507500 

1~.512780 

F calculada 

0.067094 

1.400394 

o.335475 

F te6rlca 

161 .4 

161 .4 

4.35 



CONCLUSIONES. 

De los resul. tados obtenldos al reallzar el anállsls estad(stlco 

se p:.rede conclul;~ que el método desarrollado por CLAR para 

la cuantiflcacl6n de Acldo Dlatrlzolco es exacto y preclso -

( a un 95 % de probabll ldad ) • 

Por otra parte la evaluacl6n estad(stlca demostr6 que la res­

puesta es llneal en el lntervalo de concentraclones probadas. 

El método desarrollado por CLAR. logra separar. ldentlflcar 

y cuantlflcar al Acldo Dlatrlzclca de sus precursores de s(,!! 

tests. as( como. de sus productos de degradacl6n. 

tanto. puede sep utiU=clo en estudios de establlldad. 

Por lo 

Las ventajas que presenta el método desarrollada por CLAR 

para ta cuantlflcacl6n del Acldo Dlatrlzolco son : 

Tlempa de anál. lsls corto. 

Empleo de cantidades pequeñas de muestra. 

Especlficidad. 

Exactitud y Preclsl6n. 

Al ta Senslbll ldad. 
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Se concluye que el método anaHtico desarrollado por Croma­

tograffa de L{quidos de Alta Resolucl6n ( CLAR ) es : 

específico, preciso (repetible y reproducible) y exacto para 

la cuantlflcaci6n de Acido Diatrlzoico en preparaciones far­

macéuticas. 
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11. APENDICES DE FORMULAS APLICADAS A LA 

EVALUACION ESTADISTICA. 

11 .1. APENDICE I • 

EXACTITUD. 

Modelo Probabllistico 

t cale. 

S/~ 

Hlp6tesls a contrastar 

100 'fo 

100 'fo 

Inferencia 

Sl t cale. < t (0 .• 95 • n-1) no se rechaza Ho y se 

puede concluir que el método es exacto ( }-' 100 'fo ) • 
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Intervalo de Confianza para el 95 % de probablt ldad , 

con n - grados de libertad 

r.c. 95 % 

F6rmulas 

Medla Aritmética X 

Desvlacl6n Estándar s 

Error Estándar Aproxlmado 

Error Máxlmo de Estlmacl6n 

para el 95 % de probabll ldad con 

n - 1 grados de l lbertad 

X ± E 

:Sx i 

n 

E.S. 

E 

n 

s 

E.S. • t 
(0.976,n-1) 
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11.2. APENDICE II • 

REPETIBILIDAD. 

Modelo Probabll isttco 

xl 2 
cale. 

Hlpótesls a contrastar 

lnf'erencla 

Sl xl 2 < xl 2 

(n-1) s2 

(J" > 2 '% 

cale. (0.95 • n-1) no se rechaza H 0 

y se puede concluir que et método es repetible ( (J" :S 2 '% ). 
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Intervalo de Confianza para et 95 'Yo de probabilidad , 

con n - 1 grados de t ibertad 

(n-1) s 2 (n-1) s 2 

< o-2 < 
xl 2 

(0.975 • n-1) 
xi. 2 

(0.025 , n-1) 

F6rmutas 

varlanza s 2 =. 

n 
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11.s. APENDICE 111. 

LINEARIDAD. 

Inferencias acerca de la Ordenada al Orlgen ( a ) • 

Modelo Probablllstlco 

t cal.e. 

S y/x 

HlpÓtesls a contrastar 

Donde 

a 

--- + --------
n - 2 

llil( Xl - X) 

o 
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Ini'erencla 

Sl t cate. < t (0.95 • n-2) no se rechaza Ho y 

se puede concluir que a= o. 

Intervalo de Confianza para et 95 'Yo de probabiUdad , 

con n - 2 grados· de l. lbertad 

a ± 
t (0.975. n-2) 

n 

Inferencias acerca de ta Pe!'ld.l.ente ( b ) • 

Modelo ProbabUlstlco 

t 
cate. 

( b - Bo) 

S y/x 

+ 

¡. 
en - 1 ) 
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Hipótesis a contrastar 

Ha b ªo 

H1 b ¡6 ªo 
Donde ªo 

Inferencia 

Sl t cale. < t 
(0.95, n-2) 

no se rechaza Ho y 

se puede concluir que b = 1 • 

Intervalo de Conftanza para el 95 % de probabilidad, 

con n-2 grados de 1 lbertad 

s y/x 
b + 

t (0.975 , n-2) 

Sx ~ ( n - 1 ) I 

F6rrnulas 

Recta de Regresl6n y a + b X 
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Ordenada al Origen 

(::Sx ) (::Sxy ) 
a 

Pendiente de la Recta 

n ::Sxy (:ax) (ll!lY) 
b 

Coeflclente de Correlacl6n Muestra! 

n :.;xy (:Sx) C*Y) 
r = 

Error Estándar de Regresl6n 

a ::By b ::a(xy) 

S y/x 
n 2 
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11 .4. APENO ICE rv. 

REPRODUCIBILIDAD. 

Modelo Matemático ( 2 Factores Aleatorios ) 

Notacl6n 

+ + + + 

Porcentaje cuantift.cado con et j-ésimo analista en 

et l-ésimo d(a en ta k-éslma repettci6n. 

Erecto del j--ésl.mo anatista en et 'Ya cuantificado. 

Erecto del i-ésimo d(a en et ')!, cuantificado. 

Erecto debido a ta tntera.ccl6n analista - d!a. 

Error experimental • 
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Inferencias 

A ) Efecto por Analista • 

Si Fca\c.A <:: F (0.95) con G.L.A. 

G.L.AD. 

No exlste efecto por ana\ lsta. 

B ) Efecto por D(a • 

Sl F < F . 
ca\c.D (0.95) con G.L.D. 

G.L.AD. 

No existe efecto por d(a. 

C) Efecto por lnteraccl6n Anatista - D(a • 

Sl Fca\c.AD < F (0.95) con G.L.AD. 

G.L.E. 

No exlste efecto por interacci6n ana\lsta - día. 

(j-1) 

(l-1) (j-1) 

(t-1) 

(l-1) (!.-1) 

(j-1) (l-1) 

(j-1) (k-1) 
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TABLA DE ANADEVA • ANALISIS DE VARIANZA 

Fuente de Grados de Sumatorla de Cuadrados Medla 

Varl.acl6n Llbertad ( s.c. ) Cuadrada 

( M.C.) 

0-1) 

lk jlk (j-1) 

(l-1) -------
jk jlk (l-1) 

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

:slYjl :slYj :slYt Y 
---------+--

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

F calculada 

MCA 

MCAD 

MCAD 



TABLA DE ANADEVA ( Conttnuacl6n ). 

Fuente de Grados de Sumatoria de Cuadrados Medla F calcutada 

Varlacl6n Llbertad ( s.c.) Cuadra.da 

( M.C. ) 

E (jl)k (j-1) (k-1) 2 
ll'IYjlk :sayfl SCE 

k jl (k-1) 

ESTADIGRAFO DE CONTRASTE F ( DISTfRIBUCION DE FISHER ) • 
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