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Introducción 

1. INTRODUCCIÓN 

La importancia de! las plantas medicinales en la atención a la salud se reconoce 

desde los tiempos más remotos. El empleo documentado de las plantas medicinales, 

está des6rito en una serie de tratados entre los que resaltan el de los sumarios, 

cuyas inscripciones, plasmadas en tablillas de arcilla datan de hace 4000 años. 

Tenlan conocimientos sobre· 1as propiedades analgésicas del opio y el uso de otras 

platas medicinales; Otro documento antiguo es el papiro· ·de. Eber, 1500 a. c. 

descubi~rto enº Tebas, en el que s.;, encuentran descripCi;,n.;,.,. d~:po~ lo menos 800 
. ···, . . . . '.·, \.,-.,.-'.-... ·· '·-.· 

recetas médicas provenientes de extrSctos de plantas, anima1eS a· inS8ctos. Contiene 

una colecciónde 800 rei:etas_rriédicas y mencion~ alrede_cÍ~~,d~ 700 fármacos. 

A partir de nuestra era, la.descripción de plantas"·méi:liCina.le.s sé encuentra inscrita 

dentro de· tratados tales como el de DioscÓrides (SO~· 7°0 · ... ño's a.c.) en Grecia, que 

describe cerca de 600 plantas con uso _terapéÚtico, y que se conoce como "De 

Materia Médica". Posteriormente, 1.:. _información. relacionada con la descripción y 

usos de las plantas se encuentra en documentos que datan de diferentes épocas y 

paises del mundo. Esta información es de fundamental importancia para un uso 

terapéutico adecuado de las mismas y es producto de una serie de evaluaciones que 

permiten asegurar la calidad de la materia prima vegetal empleada. 

El trabajo que se presenta propone el uso de la técnica analitica acoplada 

Cromatografia de gases - Espectrometria de masas (CG-EM) como la metodología 

adecuada a la naturaleza del o los principios activos contenidos en la raiz de la 

planta Jostephane heterophyl/a, como materia prima empleada en la medicina 

tradicional mexicana, la cual debe cumplir con ciertas especificaciones. 



Antecedentes 

2. ANTECEDENTES 

El uso de plantas medicinales para la atención de la salud es una práctica de 

casi todos '1osp.al~es .de.1 mundo, sin embargo, esta costumbre· en paises con gran 

diversidad botánicá :·y .en aquellos en los que la medicina tradicio;,al basada en 

plantas es.: l;.;prim'.;·~El:·alternativa para los problemas de salud, ·En este caso se 

encuentran k>s' paises én vras'de desarrollo.. . .. 

'E~· Elno~:r_;;.'.:;,i~nte~i el c".'nsumo de fitofármacos ha sido muy notable, por 

ejemplo;.·:.~~·:: EÚ'ropa' .:;,;~ ' donde .muchas compañías farmacéuticas elaboran 

presen.~~~.i~?~~.T~Ori-- ~~~-~~~~: .~~d_i~~~·ª_l~S·.,-~: e~·r~_C~-~~-- ~~ plantas que posteriormente 
son expéirtád~s y ¿,;,;~'umÍdos e;, p·aÍses como ~I nÚestro'. Sin embargo, en el 

- . ' __ , ·'' .. , ' '. - ' 

mercado nSCiOilal ·me·x1_6Sno; podemos éncontrar varias presentaciones de diferentes 

productos eri donde rio se ha especificado la calidad de éstos. . . 
Las descripciones de las plantas son de fundamental importancia para un 

uso terapéUiicO~Sd~CUa-dO de -las mismas y estas descripciones son producto de una 

serie de evaluaciones que permitirán asegurar la calidad de la materia prima vegetal 

empleada; al geriérar datos confiables y exactos para su aceptación. Los datos son 

obtenidos. mediante pruebas cualitativas y cuantitativas durante el desarrollo y 

posterior aprobación de productos vegetales. 

Un primer paso en el estudio de las plantas medicinales involucra su 

recolección, la cual requiere de cuidados especiales. Ante todo es preciso estar 

siempre seguros de que la especie colectada sea exactamente la deseada. Es 

conveniente saber qué parte (o partes) de la planta es la que contiene él o los 

principios activos, cuál es el periodo de recolección más favorable (que es conocido 

como .. periodo balsámico") y que por lo general, aunque con muchas excepciones, 

corresponde al momento en que Jos órganos de la planta contienen una cantidad 

mayor de principios activos, son más turgentes y han alcanzado su máximo 

esplendor1
• 

2 



Antecedentes 

La época balsá.mica de las ralees de las plantas anuales, precede al periodo 

de floración correspondiente a otoño e invierno. La recolección se realiza cuand6 el 

tiempo es seco ~.i ~áÜcÚ>, ·y· las plantas no están cubiertas de recio. Las ra.lces y las 

demás . partes subterráneas . deben quedar inmediatamente limp.ias de . tierra y 

proced0t ·a;_:~~-~ú.~~r~n ~.~id~doso secado. ·oesptÍés d~ eSf~ .. Se cuid_~ -~~~· c.~~s~rvc:l.ción 
ya que las· .,:.;·~:s'~spri~cipales de la alteración de los metabolitos :co'ntenido~·.·'~on: la 

luz, la· h;,.r:neil~c:I. los· insectos y algunos roedores .. De hec'ho;i1a.efi:;;acia .. de los 

principios acti;,os que se encuentran contenidos en la planta,' se pien'.!e cc:lñel tiempo, 
pues en ·~uc.ho~ casos éstos son más o menos volátúeS:1 ~» -:: . ,,.._.., ~:.-~;~,,'..~.'~·.r··: ~-:-,~),J;2>::·· 

.. El estudio fitoqulmico que se.realiza en U~apla~ta con uso tera~;;;l.JÍic'o; de la 

cual se desean conocer sus compuestos activos deberfl'.s.er
0

biócÍirigiil6 ·µ,i~~'detectar 
desde un. inicio el extracto y fraccionesJ.don~~ é~tá ;~ebE~:~?.i~J,\i~*P,,~~itp~~ctivo 
que se desea conocer, y que en un .momento :.dado;'.: p~drla ( .. éC,rre.spóné:ter a la 

sustancia marcadora de la calidad de la planta· ..... 

Una vez aislada esta sustancia y de ac'u~rdo ·a's·.::.;;· prc:lpiedad;,,s y estructura, 

se buscará el método analltico adecuado para s'u valoración dentro de la planta. 

Actualmente, existen esquemas de evaluación de fármacos que podrlan ser 

adecuados al estudio de compuestos qulmicos provenientes de plantas. Una vez 

determinado el método idóneo para el análisis de un compuesto o mezcla de ellos en 

una planta, es conveniente realizar la validación del método seleccionado. 

2. -t Antecedentes de /ostephane heterophylla. 

lostephane heterophyl/a (Cav.) Hemsl pertenece a la familia Asteraceae 

(figura 2). Se conoce con los nombres vulgares de "escorzonera", "escorcionera"2
, 

""raiz del manso"", "hierba del oso'" y "tlalpopolotl'o4 . Es originaria de México y su 

delimitación geográfica abarca el Valle de México y los estados de Puebla, Jalisco, 

Chihuahua, San Luis Potosi, Hidalgo y Durango. Es una planta herbácea perenne de 

60 cm de largo, de ralz tuberosa, las hojas radicales, lobuladas. ásperas: flores en 

cabezuelas lilas, con pedúnculo largo y florece en septiembre. Habita en climas 
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semiseco. y _te~plado; está .asociada a matorrales, xerófilo, bosques de enCino y de 

pino. 

lost~phan~ h~teroph~lla ~s una planta que está \;¿i~~i.;a:~e~te muy . ' ~ . ' . .. . ·,,;: ... __ . . .-~·· . ' - ,, . 
relacionada con lostephane madrensis del complejo botánico medidnai denominado 

"cachana" é inclu~iv.;; se Je ha llegado a incluir dentro deése cJ~pl~j6 1/Deritrode Ja 

:::~=~~~~:~~~ri:·:~:~:·~:~~EE1=;~~~~f.~f!~::: 
extracto á6.ic;s¿,·"'.~'1.;;s·articúlaciones y como té par.;; t; .. i'3rni~;,1.;~ ~~ino Jadiabetes, 

desórdene;;·; ·9.;;;;tr.;i;:;te;;tl~aÍes y padecimientos d~J hlgad6 ~. fin;;,Jme~te- para Ja 

esteri!idad,·~~':n'o,i:ipTPºnerite del complejo "cacha na" 5 •• -

p()'r:·otra p-arte, Ja raíz seca de Ja "escorcionéra", junto eón el cuachalarate, el 

árnica, la· i/eirt..;;--n,orá y la siricua, constituyen ros ingredientes dél té "úlcero" er' cual 

es muy p-Bpi:ú,!;r en ·,a ciudad de Chihuahua para curar úlceras estomacales2 • 

También e;;; --utilizada en combinación con flor de tila, hierba de teñir (Dydirnaea 

alsinoides) -para- los dolores musculares; para el dolor de huesos sólo se emplea la 

maceración':de Ja ralz untada por todo el cuerpo3 • El cocimiento de Ja planta suele 

utilizarse en. el estado de Moreras, para baños posparto en un temascal3
. Francisco 

Hernández en el siglo XVI, relató los usos de la raíz para padecimientos renales, asl 

como alcalin_izante y antipalúdico, además para Ja inflamación de la garganta y como 

tónico aromático. Ya en el siglo XX, Ja Sociedad Farmacéutica Mexicana las señaló 

como agente._antidisentérico y pectoral3 • 

Estudios químicos biodirigidos enfocados a la búsqueda de componentes 

antimicrobiarlos o activos en la tonicidad del músculo liso realizados a los extractos 

de Ja ralz de_/. heterophyl/a han confirmado Ja pr .. sencia de diterpenos, cromenos, 

cumarinas glicósidos y sesquiterpenos derivados del bisaboleno, de los cuales el 2-

metil-5-(5-hidroxi-1,5-dimetil-3-hexenil)-fenol (xantorrizol) fue mayoritario5
·
6

, 

encontrándose en un 0.428 % de Jos componentes totales del extracto clorofórmico. 

En ese estudio, el xantorrizol también se aisló de los extractos metanólico Y en 
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menor proporción del hexánico, sin ser cuantificado. La estructura quimica del 

xantorrizol se muestra a continuación: 

Figura 1.- Estructura química del Xantorrizol 

Las. estructuras de Jos metabolitos adicionales que se han aislado de la ralz 

de la planta, se muestran en el esquema 15 • 

Esquema 1.- METABOLJTOS SECUNDARIOS AISLADOS DE /ostephane 

heterophylla5 

·~ 
COOH 

Acido tranquiloban-19-oico 

16a-hidroxi-ent-kaurano 

Acido ent-kaur-16-en-
19-oico 

~H 
~-u 

Ester metflico del ácido 
16a-hldroxi-ent-kaur-11-en-

19-oico 

Acido ent-beyer-15-en-19-oico_ 

.. 

OH 

H 
COOH 

Acido 16a-hidroxi-ent-kaur-11-
en-19-olco 
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Esquema 1.- METABOLITOS SECUNDARIOS AISLADOS DE lostephane 

heterophylla5 (continuación) 

Acido 1 Sa-angeloiloxi-ent
kaur-16-en-19-oico 

~ 
OH 

Acido 1 Sa-ligloiloxi-ent-kaur-16- 8-hidroxi-6-acetil-2 ,2-dimetil-
en-19-oico cromeno 

Me O~ 

Ho~oÁo Act~oEt &OH.· . 
AcO ~ 

Escopoletina Etil-2,3.4,6-tetra-O-acetil-f3-D- Xantorrizol 
glucopiranOsido 

1'-0·(12-0·(12R)-12,13-dihldro-12, 13-dihidroxi" 
xantorrizol)-f3-L-arabinoplranosil-(1-2)-f3-D

glucopiranosido 

12, 13-0ihidro-12, 13-epoxi-
xantorrizol ' 
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Esquema 1.- METABOLITOS SECUNDARIOS AISLADOS DE /ostephane 

heterophylla5 (continuación) 

12, 13-Dihidro-13-hidroxi-11-
en-xantorrizol 

12, 13-Dihidro-12, 13-dihidroxi
xantorrizol ~" 

12, 13-Dihidro-12-hidroxi-13-en
xantorrlzol 

4-(1',5'-dimetil-hex-4'-enll)-2-
metilfenol6 

De los compuestos. mostrados en el esquema 1. salvo el xantorrizol 11 los 

demás sesquiterpenos derivados del bisaboleno fueron aislados por primera vez por 

Aguilar et al. 5
•8 •

12 y Mata.et al.8
0 y los demás componentes ya hablan sido aislados de 

otras plantas 13,14, 1s.1~, 17.1a, ~g,20,21.22.23.24. 

Estudios previos a éste. sobre las actividades antimicrobianas de la ralz de l. 

heterophylla. mostraron resultados de actividad medianamente significativa por parte 

de lo~ extractos etanólico y clorofórmico. detectándose al xantorrizol como el 

responsable de la actividad antimicótica sobre cultivos de los hongos dermatofitos 

Trichophyton mentagrophytes. Microsporum gypseum y Trichophyton rubrum y con 

actividad moderada sobre la levadura Gandida albicans7
•
8

. 
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Por último, el. xantorrizol mostró actividad de inhibición· de la tonicidad del 

músculo liso de úÍero de rata indu~ida-por una solUció,,"-de~p'ora~izante ·y asimismo en 

aorta toráCica··cf~ .fáta9 •10. 
Dada la .irlip¡;rtél,:,ciá. de la ralz de l. hf3teroptÍylÍa· dentr,; de la medicina 

tradicional ;,,.;.;ci.:,árla·'··~·.d;,,sp~és de habérsele ~e~liz~d;;• íci~:.;,~t~df,;s fitoquimico y 

biológico ~u.;. c~lminaro~ en 1~ obtención .de resuliado~ pro~iscirlos para. el desarrollo 

de esta drogá como. un fitomendicamento.· f~.:.:i1;;vadÓ'~ cabo Un estudio para 

conocer la concentración real del xantorriz.::.1 eri la ~á.1:Z'~ ~d~¡,:;á;, establecer algunos 

parámetros calculados con las especificaciones ~;:¡·~.;,~~·Íes establecidas por algunas 

farmacopeas y por los métodos de· C.;ntrol" de la.Calidad de Materiales de Plantas 

Medicinales de la Organización Mundial.de la Sal~cÍ ,de·.:1987 .. Ésto se llevó a cabo 

mediante la cuantificación espectrofotométrica. por el método de Price y Butler, la 

cual dio como resultado un conten.ido · d.e 13:·a mg de fenoles totales por gramo de 

ralz. También se realizaron prueba.s ·de: identidad a la ralz (pruebas histoqufmicas e 

histológicas), asf como evaluación ·de s·us 'contenidos (cenizas, humedad, elementos 

extraños, determinaciones microbioÚ!.gicas, ·etC::.¡ 1 • Todo lo anterior fue efectuado para 

establecer las bases para un estudi~orientacfo. a la obtención de una monograffa de 

la materia prima vegetal ·(ralz de lo;,t;,,pÍia-,,e·het¡,roph;,lla). 
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Justificación 

3. JUSTIFICACIÓN 

El uso y consumo de plantas medicinales para el cuidado de la salud, refleja 

la importancia que tienen para ser utilizadas como auxiliares en el tratamiento de 

diversos padecimientos. Aunque tienen una gran popularidad y presentan un 

mercado de crecimiento ,muy alto, no tienen una completa aceptación en el área de la 

salud, debido a la taita de un control en la calidad de las mismas, además de que los 

conocimientos registrados' a~~rc~.d~ su actividad terapéutica no están en la maYorfa 

de los casos comple_tame:~í~ c,::~'!'P;obados. 
Por ello; se req'Uiere 'que, muchas de las plantas a las cuales se les atribuyen, 

ciertas actividades, biológi~as;\s0'~n ,caracterizadas biológica y químicamente, y de 

ser posible est~ble:cer el ;,/1~s'6ompuestos responsables de dicha actividad. 

Poi-. ¡~···:·~~te~i~-~.,:. ~~ n~"~0~ario promover la investigación y el uso de 

fitofármacos .para ;.laborar y preparar monografías sobre las diversas plantas 

medicinales, y por lo tanto apoyar a fa fitoterapia dentro del estatus regulatorio. 

_ Aunque existen muchos trabajos en la literatura donde se hace mención de 

los parámetros que deben considerarse para llevar a cabo la validación de un 

método analítico, existe poca información de la aplicación de dichos métodos para 

los compuestos de origen natural. 

En este trabajo se propone el empleo de una metodología analítica para 

cuantificar al analito principar de fa raíz de la planta lostephane heterophylla, y se 

presentan los resultados obtenidos para cada uno de los parámetros requeridos por 

fa validación. Aunque no se determinaron todos los parámetros. si se muestran los 

principales y aceptados como mínimos para considerar una técnica validada. 
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4. OB.JETIVOS 

Objetivo general 

Realizar la validación de la metodología analítica acoplada Cromatografía de 

gases - Espectrometría de masas como procedimiento útil para cuantificar al 

xantorrizol. un compuesto activo y mayoritario con activid~d biológica presente en la 

ralz de la planta /ostephane heterophyl/a. 

Para cumplir con este objetivo se contempla.ron Jos siguientes objetivos específicos: 

;;.. Investigación bibliográflcá acerca ~e otr~~ Ú~bajo~ realizados al respecto con 

compuestos de origen natural. 

;;.. Recopilación de la información requerida para establecer el programa de 

trabajo. 

;. Purificación del xantorrizol para ser utilizado como estándar. 

;.. Determinar experimentalmente el compuesto adecuado para emplearse como 

estándar interno. 

,_ Determinar las condiciones cromatográficas óptimas para llevar a cabo la 

validación de la metodología analítica propuesta. 

; Determinación del rango de concentraciones a ser utilizadas para el 

xantorrizol y el estándar interno para preparar la curva de calibración y 

soluciones de trabajo. 
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::,.... Establecer Ja concentración de xantorrizol que servirá de referencia. y será 

considerada co;,:,o.el.100 % para·u~va~ a cabo la validación. 

·:>-i .. >~:; -.-::::_:.,, ,>~- ' 
;... Determi~_ár ~ c_a_d8_:._u_n·a._~.~:~''. ~~:-~~~~;~~~tres requeridos por la validación como 

son: espeéitiéidad,'é_adeé~.;.i;>ilidad ·del sistema, estabilidad de la solución 

mues"tra/íinéali~~d Ccie(' sistema .Y ;,:,étodo, precisión de1 sistema v método. 

rango y éxactitud. ;;, " ' ,(é/' 
.. 

;... oeterminS·~- 1~;·~~~tidad d~···~antorrizor presente en el extracto metanóliCo de la 

ralz de la pi.;; ni~· /¡,stephane heterophylla. 
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5. METODOLOGÍA 

S. 'f Materia! y Equipo utilizado. 

El análisis de cromatografla en capa fina analítica se realizó en cromatofolios 

Merck- Nagel COM sil C-200 UV250 • Como reveladores se emplearon una lámpara 

de luz UV Spectroline modelo CM10 fluorescence analisis con longitudes de onda a 

254 y 365 nm, y como agente cromogénico una solución de sulfato cérico amoniacal 

al 1 % en ácido sulfúrico 2 N 25. 

Los espectros en el IR se determinaron en un espectrofotómetro Perkin

Elmer 238-B. 

Los espectros de RMN-H se determinaron a 300 MHz en un 

espectrofotómetro analítico Varian . XR 300; como disolvente se empleó CDCl3 y 

como referencia interna TMS. 

Para la cromatografía de gases se utilizó un cromatógrafo de gases Hewlett

Packard {Modelo 5890, serie 11; equipado con una columna Capilar HP-5MS de 30 

m, d.i. 0.25 mm con espesor de película de 0.25 µm, y como gas acarreador helio de 

alta pureza) acoplado a un espectrómetro de masas JEOL {Modelo JMS-SX102A de 

doble sector). 

5.2 Material vegetal. 

El material vegetal fue colectado en el estado de Puebla en el mes de 

septiembre de 1998 e identificado por los Ores. Robert Bye y E Linares (No. de 

colecta 26535). Una muestra de referencia se encuentra depositada en la colección 

etnobotánica del Jardin Botánico del instituto de Biología, UNAM y en el Herbario 

Nacional {MEXU). 
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5.3 Obtención del extracto de la raíz. 

4 gramos de material vegetal molido se dejaron reposando una muestra en 
cloroformo y otra en metanol durante 24 horas a temperatura ambiente. El disolvente 

se eliminó por destilación al vaclo, obteniéndose una cierta cantidad de cada 

extracto. Los cromatogramas obtenidos mediante CG se muestran en la Figura 4 y 5 

(Pags. 25 y 26). 

5.4 ldenti,icación del Xantorrizol. 

Se llevó a cabo por cromatografía en placa fina empleándose diclorometano 

al 100 % como disolvente de elución y comparándose con una muestra analitica 

obtenida en nuestro laboratorio (Rf = 0.54), a la cual se le realizaron los estudios 

pertinentes para confirmar la estructura. 

5.5 Aislal'T1iento y puri,icación del xantorrizol. 

En un matraz Erlenmeyer de 125 mi, se introdujeron exactamente 4 g de raíz 

de /ostephane heterophy//a seca y pulverizada. Se agregaron 100 mL de metanol y 

se agitó constantemente durante las primeras 6 horas; se dejó en reposo hasta que 

transcurrieron 24 horas. Se filtró y evaporó el metanol a sequedad hasta obtener un 

residuo siruposo de color café oscuro que pesó 0.258 g (6.45 %). 

0.500 g del extracto metanólico de la raiz de /ostephane heterophy//a se 

fraccionaron mediante columna preparativa utilizando como fase estacionaria silica 

gel (0.63-0.200 mm) y hexano:diclorometano como fase móvil en diferentes 

proporciones de polaridad creciente. El cuadro 2 presenta las diferentes proporciones 

de las mezclas de elución utilizadas y las fracciones obtenidas. Las fracciones que 
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por CCF mostraban. el contenido de xantorrizol se colectaron y evaporaron en un 

mismo reC::_ipiente (U Y,.,111)'.. El. xantorrlzol. se purificó por. medio. d;¡, ·~romat.ografla 
preparativa ,:--~n _·-~.lac~s. _--.~-"-~~ ~ d~ -~)~~1_iC~:~-~~1 ~¡~ --:~~~i~~r ~-: ~~~~~~~~.~-~ ·:. C:~t(~ ~p_a-.:,~~-U_1_siÓ'1 

~:::·;~!~,;,:i~~:iw~r~1~1}J~~~7~~~1t~:~~~i9&~~:~~~· 
La . posición_~ del xantor~izol .dentrc;>, ele I~ cromatoplaca. se 'visualizó con luz 

ultravioleta 'de onda corta y al revelar un extremo de Ja' placa con solución de sulfato 

cérico amónico. La banda correspondiente al compuesto requerido se raspó, filtró y 

lavó con dlclorometano. El disolvente se eliminó por destilación al vacío 

obteniéndose aprox. 20 mg de xantorrizol. 

Eluyente Proporción Fracciones reunidas Peso (mg) 

Hexano 100 º/o 1-70 1 --
Hexano-CH2 Cb 95:5 71- 129 " 41.02 

Hexano-CH2 Cl2 90:10 130 - 150 "' 2.76 

Hexano-CH2 Cl2 80:20 151 IV 150.6 

Cuadro 1. Separación del xantorrizol del extracto metanólico mediante cromatografla en columna. 

El xantorrizol se purificó mediante dos cromatografías sucesivas en CCF 

preparativa y la identificación de su estructura se comprobó por comparación de sus 

características espectroscópicas en el IR y de RMN-1 H con las de una mi..astra de 

referencia obtenida en nuestro laboratorio, Figuras 8, 9, 10 y 11 (en resultados). La 

pureza del compuesto se comprobó por CG-EM. 
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5.6 Selección del estándar interno. 

Se ensayaron los siguientes compuestos median~e CG-EM. bajo las 

condiciones establecidas anteriormente. para determinar cuál servirla como estándar 

interno. A continuación se mencionan los compuestos utilizados durante el estudio. 

a) 2,5-dimetil-fenol 

b) 3,5-dimetil-fenol 

c) 2,4,6-trimetil-fenol 

d) 2,6-diterbutil-4-metil·fenol 

De acuerdo a la relación entre los tiempos de retención de cada uno de los 

compuestos y el xantorrizol, se seleccionó como estándar interno al que tuviera un 

tiempo de retención más cercano a él. 

5. 7 Determinación de la concentración de la solución de trabajo. 

Se prepararon soluciones de xantorrizol y estándar interno a distintas 

concentraciones. cada una se inyectó al cromatografo y se verificaron las respuestas: 

tomando en cuenta su respuesta y la relación entre el xantorrizol y el estándar 

interno, se determinó la solución de trabajo, que se muestra en la figura 12 (Pág. 31) 

5.8 Plan de trabajo para realizar la validación de la Técnica Analitica 

CG-EM 

La figura 3, presenta en forma de diagrama de flujo el plan de trabajo 

propuesto para realizar la validación de la técnica analítica CG-EM para determinar la 
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cantidad de xantorrizol presente en la raíz de /. heterophylla. El diagrama fue 

propuesto en base a la importancia de cada parámetro requerido por la validación. 

Especificidad 

Adecuabilidad del sistema 

Linealidad 

Precisión 

· Estabilidad de la muestra 
en solución 

Método 

Linealidad y rango 

Precisión 

Exactitud y recobro 

Sensit1v1dad 

Robustez 

Figura 3.- Cuadro sinóptico que muestra el procedimiento a seguir para la validación. 

5.9 Especi,icidad. 

Se preparó una solución de 3 mg/mL ( 30 mg/ 1 O mL ) de xantorrizol, de la 

cual se tomaron alfcuotas de 1 mL, las cuales fueron colocadas en 5 frascos, y a 

cada uno se Je agregó 1 mL de metano!. Después. cada vial fue sometido a 

condiciones de estrés de acuerdo con el cuadro 2. esto con el fin de determinar si 

existe inteñerencia de compuestos de degradación con el analito principal. 
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Vial No. Tratamiento Tiempo de tratamiento , Temp. 70° - 120°C Todos los viales se 

2 Con ácido pH = 1-2 mantuvieron a temperatura 

3 Con álcali pH - 10-12 ambiente y expuestos a la 

4 Condiciones mediambientales 
luz durante , mes. Con 

(dentro del laboratorio) 
toma de muestra cada 7 

di as para monitorear su 
5 Condiciones oxidantes 

comportamiento. 

Cuadro 2.- Condiciones de estrés para degradar al xantorrizol. 

5. 10 Adecuabilidad del Sistema. 

Se realizaron inyecciones repetidas en el cromatógrafo de gases de la 

solución de trabajo ( 3 mg / mL ) de xantorrizol, durante un día. A partir de los 

cromatogramas obtenidos, se establecieron posteriormente las variables requeridas 

para ésta parte de la metodología, mostradas en el cuadro 3. 

Parámetro Limite 

Factor de capacidad ( k") k'> 2 

Resolución ( Rs ) Rs > 2 

Retención relativa (a ) ---
Número de platos teóricos (N ) N > 2000 

Factor de coleo o asimetría del pico ( T) TS2 

Repetibilidad de inyección n ;,, 5. C. V.s 2 % 

Cuadro 3.-Variables requeridas para determinar Adecuabilidad del sistema. 
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5. 11 Linealidad del sistema. 

Solución estándar de Xantorrizo/ .. 

Se pesaron 500 mg de xantorrizol en un matraz aforado de 50 mL, y se 

llevó a volumen con metanol. 

De la solución Stock se midieron allcuotas de 1, 2, 3, 4 y 5 mL; cada una se 

colocó en un matraz volumétrico 10 mL, por duplicado, para preparar las diferentes 

soluciones estándar. Los aforos se hicieron con metanol. Las concentraciones finales 

se presentan en el cuadro 4. 

Solución estándar Conc. xant Cene. std int Relación de cene. 

No. (mg/ ml) (mg I ml) (xant I std int) 

1 1 0.5 2 

2 2 0.5 4 

3 3 0.5 6 

4 4 0.5 8 

5 5 0.5 10 

Cuadro 4. Diluciones para elaborar la curva estandar del xantorrizol 

Solución Stock de Estándar interno. 

Se pesaron 125 mg de estándar interno en un matraz aforado de 25 mL, y 

se llevó a volumen con metanoL 

De Ja solución Stock se tomaron alícuotas de 1 mL y se colocaron en cada 

uno de los matraces preparados para Ja curva estándar. Los aforos se hicieron con 

metanol. La concentración final de estándar interno en cada matraz se presenta en el 

cuadro 4. 
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Metodología 

La solución considerada como.100 % o solución de trabajo, es la solución 

central de la curva de calibración (3mg I mL). 

Para esta parte se determinaron los siguientes parámetros: 

• Coeficiente de correlación 

'*Coeficiente de variación 

5. 12 Precisión del sistel71a. 

r2 2: 0.98 

C.V.S2 % 

La solución de trabajo de xantorrizol, se preparó por sextuplicado partiendo 

de la misma solución Stock y se determinó el coeficiente de variación (C.V. s 2 %). 

5.13 Estabilidad de la solución de la 171Uestra. 

Para determinar esta parte de la validación, la solución de trabajo se preparó 

tres veces, la primera disolución se dejó a temperatura ambiente durante 24 horas; la 

segunda disolución se refrigeró durante 24 horas a una temperatura de 8 ºC; y por 

ultimo la tercera disolución, se guardó en el refrigerador durante 48 horas, a la misma 

temperatura. Cada disolución se preparó por triplicado. 

5.14 Linealidad del 171étodo 

Se prepararon 3 soluciones de concentración 2, 3 y 4 mg I mL de xantorrizol, 

las cuales correspondieron al 70, 100 y 130 % de la concentración. Cada una de 

manera independiente y por triplicado. 

Para esta parte se determinaron los siguientes parámetros: 

'* Coeficiente de correlación r2 2: 0.98 
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*Coeficiente de regresión 

•coeficiente de variación 

*Pendiente· 

*Ordenada al origen 

5.15 Rango. 

r2"' 0.99 

C.V.s2% 

m~ 1.0 

b ~o 

Metodología 

Este parámetro fue obtenido de la curva de la linealidad del método. Se 

realizó un análisis estadístico de cada concentración para determinar si cumplen con 

los requisitos de linealidad, precisión y exactitud. 

5.16 Precisión del método. 

Este parámetro involucra dos partes: 

1 Repetibílídad. 

la).- De inyección: Se realizaron 10 inyecciones de la solución de trabajo. 

lb).- Del análisis: Se tomaron los resultados obtenidos de diversas inyecciones 

realizadas de la disolución de la muestra. 

2 Reproducíbilídad. 

2a).- Distinto dla. 

2b).- Distinto analista. 

20 



Metodología 

Para los dos apartados, se realizaron inyecciones repetidas de la solución de 

trabajo, y se efectuó el análisis estadlstico correspondiente para · .. determinar los 

resultados. 

5.17 Exactitud y Recobro. 

Para determinar este parámetro de acuerdo con Jos antecedentes, existe 

una sección que menciona lo siguiente: la exactitud puede ser inferida de la 

precisión, cuando Ja linealidad y la especificidad han sido establecidas, por ello, se 

toman Jos datos de precisión para justificar este apartado. 

5.18 Sensibilidad. 

Esta parte de la validación involucra dos parámetros: 

/.- Límite de detección 

//.- Límite de cuanti,icación 

Solamente se hizo un estudio preliminar para el Limite de cuantificación, sin 

llegar a validar el resultado obtenido. Los resultados se muestran en la figura 18 

(Pag. 48). 

5.19. Robustez. 

No se determinó, debido a que era necesario utilizar otro instrumento en el que 

fuera posible realizar las determinaciones. Además de que este tipo de pruebas 

requiere de un modelo multifactorial, en el cual el método se encuentra 
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Metodología 

completamente validado y es posible determinar algunos de los posibles factores que 

pueden modificar el análisis. 

5.20 Determinación del contenido de xantorrizol en la raíz de la 

planta. 

Para determinar el contenido de xantorrizol en Ja rafz de la planta se pesaron 

aproximadamente 3 g de material vegetal (ralz de la planta molida), los cuales se 

colocaron en un matraz erlenmeyer de 50 mL, se adicionaron 5 mL de metanol y se 

agitó la muestra en un sonicador durante 2 minutos. La mezcla se filtró directamente 

a un matraz volumétrico de 10 mL y se llevó a volumen. Se tomaron 3 mL de la 

disolución anterior utilizando una pipeta volumetrica de 2 mL y una de 1 mL y ·se 

colocaron en un matraz volumétrico des' mL, después se le agregó al matraz_ cie·ra_ 

muestra 1 mL de la soluCión d_e estándar· interno y se llevó a volumen con metano!, 

se agitó para h-omogenizar ·y se -inyectó al cromatógrafo de gases. La prueba· se 

realizó 7 vec.:.s y con Jos resuÍt~dos obtenidos se calculó el contenido de xantorrizol 

en la ralz vegetal. 
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Resultados y discusión 

6. RESUL TACOS Y DISCUSIÓN 

6.1.- Estudios de prevalidación. 

Los estudios de prevalidación nos permiten determinar y establecer todas 

aquellas condiciones necesarias para poder llevar a cabo un estudio de validación de 

manera confiable, y evitar en lo posible variaciones inesperadas durante el estudio. 

Estos estudios incluyen los puntos 6. 1. 1 al 6.1 .4. 

6.1.1.- Obtención de las condiciones de trabajo ópti1T1as para el 

estudio. 

De acuerdo con resultados obtenidos mediante cromatografía comparativa 

en placa fina de los extractos provenientes de la ralz (hexánico, clorofórmico y 

metanólico} se determinó que el extracto a utilizar para realizar la separación del 

compuesto de interés fue el metanólico, ya que en éste se logra obtener una mejor y 

mayor separación del xantorrizol de los distintos componentes de la mezcla mediante 

cromatografla de gases (Figuras 4 y 5). 

Se realizaron inyecciones del extracto metanólico en el cromatógrafo de 

gases y se verificó el comportamiento de separación, modificando las condiciones de 

temperatura y tiempo. El programa y las condiciones fueron ajustadas hasta lograr 

que los compuestos contenidos en la mezcla se separaran lo mejor posible, y así, 

lograr cuantificar al xantorrizol. 

El programa y las condiciones de los equipos se ajustaron de la siguiente 

manera: 
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Resultados y discusión 

a).-Para el cromatógrafo de gases: 

Temperatura del inyector: 300 ºC 

Temperatura ·;;,icial d;,;I harria: ' 1 so ºC (durante 3 min.) 

Temperátur~ d.;, ía 1ÍriE!.;:'ciE! t~án~f.;,rencia: 300 ºe 

~:::::::ds~tf:?11:je~;.~1:ºJ~{'~~:1 s 

Velocidad lineal de la columna: ·-~.92. mLimin 

b).-P•::~:::;~~~:~~it~k(".• 
Temperatura de la cámara de ionización: 300°C 

Rango de ,;,~~á~·; '33 ;;; "800 u · 

Estándar de' ~~ribi~cÍón: Perfluorokeroseno 

Tiempo de encendido del filamento: 3 min 

El programa de trabajo para el extracto y soluciones estándar fueron los 

siguientes: 

a).-Para el extracto (tiempo de análisis: 11 min) 

Inicio : 150 ºC I 3 min 

Calentamiento: 30 ºC I min 

Término: 300 ° C/ 3 min 

300 e (3 nt.in.) 

1.SO C (3 min.) 

Dundó:n : 11 :min. 
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Resultados y discusión 

Rantp.-. de lentpe..-.. tur-.. 

300 e (3 min.) 

------~'min 
i so e (3 nU.n.) 

Dur~i6n : 1 l J.nin. 

b).- Para las soluciones estándar (tiempo de análisis: 8 min) 

Inicio: 150 ºe I 3 min 

Calentamiento: 40 º.C / min 

Término: 300 ºC / 1.25 min 

R.un:Pa. de tempera..tura.. 

300 e e 1.2s mí>V 

~/min ------
ISO C (3 min.). 

Duración : 8 min. 

La Figura 4 y 5 muestran •los · cromatogramas de los extractos clorofórmico y 
metanólico obtenid-os·:·;ri-.;,:Hante la técnica acoplada CG-EM, bajo las condiciones 

establecidas en los.estudios previos. 
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Resultados y discusión 

" " 
Figura 4.- Cromatograma iónico del extracto clorofórmico obtenido mediante CG-EM. 

Como se observa en la figura 4, el xantorrizol no se logra separa de los 

demás compuestos presentes en la mezcla, bajo las condiciones cromatográficas de 

trabajo. 

::;;~;:;1 ,._ 

L 
~ 

' 
11.. i 

" " " " " 11 " " " 
,. 

Figura 5.- Cromatograma iónico del extracto metanólico obtenido mediante CG~EM. 

Como se observa en la figura 5, el xantorrizol aparece en mayor cantidad y 

separado en gran medida de los demás compuestos presentes en la mezcla. Por ello 

se eligió el extracto metanólico para determinar la cantidad del xantorrizol. 
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Resultados y discusión 

Figura 6. Cromatograma iónico del xantorrizol obtenido de la rafz de /ostephane heterophyl/a una vez 

purificado. 

En la Figura 6, se observa únicamente el pico correspondiente al xantorrizol. 

el cual es obtenido mediante cromatografia de gases una vez purificado. 

-¡ 

; 

-~ 

-~------ --
Figura 7. Espectro de masas por IE del xantorrizol (PM 218) obtenido mediante EM. 
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Resultados y discusión 

.... C.1~~ - --.:,;-·-.~---· ~.... -· 

Figura 7. Espectro de masas por IE del xantorrizol (PM 218) obtenido mediante EM. 

En Ja Figura 7, se observa el espectro de masas del mismo compuesto. La 

señal que se presenta con el más alto porcentaje en la figura. corresponde al 

fragmento de Ja molécula que se encuentra en mayor cantidad y el ión molecular es 

Ja señal con miz= 218, con una intensidad del 45 % aproximadamente. 

Para determinar y verificar Ja estructura del compuesto. se realizaron 

estudios posteriores de infrarrojo y resonancia magnética nuclear al xantorri~ol. una 

vez purificado. Los. resultados de estos estudios se muestran a continuación; · 

La comparación de Jos datos de los espectros de las figuras 7, a y 9 con Jos 

reportados en Ja literatura 1 confirmaron que Ja identidad de este compuesto en 

estudio es la correcta, y que sirve como referencia para cuantifie&i" al xantorrizol en la 

raíz de Ja materia .vegetal dentro del estudio de validación. 
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Resultados y discusión 
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Figura B. Espectro de IR del xantorrizol obtenido mediante ce para su identificación. 
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Resultados y discusión 

Figura 9. Espectro de RMN·1H del xantorrizol obtenido mediante ce para su identificación. 

6.1.3.~·se/ección del compuesto utilizado como estándar interno. 

U!la .vez ensayados los diferentes compuestos para determinar el que serla 

utilizado cc»~o estándar interno, se determinó en base a su respuesta cromatográfica 

y tiempo de retención, que el compuesto a utilizar como tal, es el 2,6·diterb':'til-4-

metil fenal. 

En seguida se muestran los resultados obtenidos mediante cromatografla de 

gases y espectrometrfa de masas del 2,6-diterbÜtil-4~metil fenal (Figuras 10 y 1.J) 

De igual manera, ·en fa fig·~·ra.1 O, s.;, observa únicamente un pico, el cual 

corresponde al compu'esto :n C:ue~ti{;n.' En la figura 11, se observa el espectro de 

masas del compu.;sto a·~aÍi~~.:¡·.;·;::ci?·~d~~ef ión. molecular es fa señal con miz= 220, 

con una intensidad de>I 80 o/o.aproximadamente. 
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Figura 10 

Resultados y discusión 

Cromatograma iónico del 2,6-ditebutil-4-metil fenol. 

Figura 11. Espectro de masas por IE del 2,6-dltebuti/-4-metil fenol (PM 220) obtenido mediante EM. 
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Resultados y discusión 

6. '1.4.- Obtención de las concentraciones de trabajo para preparar 

las soluciones estándar. 

Se prepararon diversas soluciones conteniendo distintas concentraciones de 

xantorrizol y de estándar interno, las cuales fueron estudiadas y revisadas para 

determinar en base a su respuesta y forma del espectro obtenidas mediante 

cromatografía de gases, cuál de ellas seria la mejor para poder trabajar durante el 

estudio. 

En la figura 12 se muestra un espectro de la solución de trabajo obtenido 

mediante CG-EM. 

2 

J ~/ 

Figura 12. Cromatograma iónico del xantorrizol y estándar interno; 

1-estándar interno, 2-xantorrizol. 

:'T' -. ¡ 
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Resultados y di~cusión 

6.2 Especincidad.-

- ' . .· 
La especificidad esja_capacidad de evaluar inequivocamente al analito en 

presencia·d~ ol~c,~· ~6,:;:l~~rl~'ri.te~·. qu.e se espera estén presentes en la mu~·st·~a~~-:Para 
ello, se_ i~~t~,~~~-. J~:.disti~~·Ía ·manera alfcuotas de una muestra deJ· xanto·~~i~·c;;J~-- ~ara 
determin~·r-,i~: presencia de otros componentes que posiblemente se encontrSran en 

la muestra por degradación del compuesto. 

A continuación el cuadro 6, muestra los diferentes tratamientos a los cuales 

fue sometida la muestra de xantorrizol, para determinar la influencia de diferentes 

condiciones y verificar la formación de compuestos de degradación. 

Muestra Alícuota Condiciones de Duración del 

No. (ml) estrés tratamiento 

1 1 En una estufa a 

temp. de 70-120°C Todos los viales se 

2 1 Con HCI 

pH = 1-2 mantuvieron en 

3 1 Con NaOH 

pH 10-12 tratamiento durante 1 

4 1 A temperatura 

ambiente mes, con toma de 

5 1 Con H202 al 30% 
muestras cada 7 días 

Cuadro 5.- Diferentes tratamientos realizados a la muestra de xantorrizol 
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Resultados y discusión 

Los resultados· obtenidOs de los diferentes. Írátamientos se presentan en las 

las figuras 13a. y, 13b, por, medio de los cromatogramas obtenidos de l;;i muestra 

sometida ª.:c~~-~:i-~i·~~-~.~-~·cj·~' ~'.lt'a ~~!""p_eratura •. e~to e:s. la mue-stra fue colocada en una 

estufa de contr;,Íd~ Íe;_;'.;b~r"1t~·ra yse mantuvo·aproxlmadamente a 100 ºC durante 

todo el tiempa'ciue.dúrÓ .el tratamiento. El disolvente i:lel 'frasco de la muestra se 

eliminó pre~~~~·e;n.t~-·~!·a~-álÍ~-is cro.~atográfico. 

·~ 1 
í! 
,i 
:¡ 
¡, 
' 

---- __,. ...... --~------- '"--- ---------- - -- -- .--i '· ... ... .. . - ... . . . . - ' ~--;··-,;:·;----;_-:::-:::.· .. 

Figura 13a. Cromatograma iónico obtenido del blanco de reactivo. 

xantorrizol 

5 
Tr,,.1: t-•"'.; 

Figura 13b. Cromatograma iónico del extracto sometido al tratamiento de alta temperatura. 



Resultados y discusión 

Aunque·en la· Figura .13b·se observa· una serie de picos. el pico principal 

aparece separado de los ciémás (t, aprox: 5.5 min), dado que se tuvieron problemas 

para redisolver la mue~tra· ... apar4_cen tcJdos los picos muy cerca de la linea basal, 

pero comparado este cromatogra·Ó'.la ~on el del blanco de reactivo, comprobamos que 

todos estos picos pertenecen ai e;¿t'r~cto. 

:/ 
_/ 

Figura 14a. Cromatograma iónico obtenido del blanco de reactivo. 

En las figuras 14a y 14b se presentan los cromatogramas obtenidos de la 

muestra sometida a condiciones de acidez, esto es. a la muestra disuelta en metanol 

, ,,..~ ; ...... ! 

Figura 14b. Cromatograma iónico del extracto sometido a condiciones de acidez. 
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Resultados -y discusión 

se agregó una alicuota de ácido clorhfdrico para obtener un pH entre 1 y 2, dejando 

reposar la mezcla durante ef tiempo de>. tratamiento y agitand() ·.,~porác:Úcal11ente:. En 

el cromatograma anterior s.e obse~an:~ d~~ ._-~i~~-~·:.-Pé~~e~«O~_:.·_~·.:.~~-··; .P~~~-~i?'~~~~nte 

¡~~~~~f ~~;,~1~~Ii~~t~J~~~?l~te~~ilf~~:~: 
muestra sometida a condiciones de.-'bSsic.idad,·~-~~Í~:; _;g~.--,~··.ía >mu~~t;~._-.disuelt~ en 

metano! se le agregó una affcuota de hidróxido de sodio para obtener un pH entre 11 

y 12, dejando reposar la mezcla durante el tiempo de tratamiento y agitando 

esporádicamente. 

f¡ 

Figura 15a. Cromatograma iónico obtenido del blanco de reactivo. 

En la figura 15b, se observa que al final del pico principal aparece un pico 

muy pequeño, cuya identidad no fue posible determinar por ser tan pequeño y 

aparecer casi encimado con el pico principal. 
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Resultados y discusión 

:a 

1 

~J-

1 

_L_ 
Figura 1 Sb. Cromatograma iónico del extracto sometido a condiciones de basicidad. 

En las figuras 16a y 16b se presentan los cromatogramas obtenidos de muestra 

sometida a condiciones medioambientales, esto es, la muestra solamente disuelta en 

metano! 

.-. . _./'.,,-....-/ --------- "---..· - .... 

Figura 16a. Cromatograma iónicoobtenido del blanco de reactivo. 
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Resultados y discusión 

se deja reposando sobre una mesa dentro del laboratorio procurando que se 

exponga a Ja luz natural, dejándola reposar durante el . tiempo de tratamiento y 

agitando esporádicamente. 

1 

L_ 
• tre 1,-, .... : 

Figura 16b. Cromatograma iónico del extracto sometido a condiciones medioambientales. 

En la figura anterior de igual manera se observa un pico muy pequeño, casi 

encimado con el pico principal, debido a esto, tampoco fue posible determinar con 

seguridad la identidad de este pico. 

Figura 17a. Cromatograma iónico obtenido del blanco de reactivo. 
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Resultados y discusión 

En las figuras 17a y 17b se presentan los cromatogramas obtenidos de 

muestra sometida á condiciones de oxidación, esto es, a la muestra disuelta en 

metanol se le -agrega una alícuota de agua oxigenada al 30 ºlo y es expuesta a la luz 

natural, dejando reposar la mezcla durante el tiempo de tratamiento y agitando 

esporádicamente. 

~ ; 11 ~ j 
! .... _ -~ _____ _A___.k)!;!-_ . .Jl_ ______ _ 

2 

Figura 17b. Cromatograma iónico del extracto sometido a condiciones oxidantes. 

En la figura 17b, se puede observar que la muestra se ve afectada 

considerablemente por condiciones oxidantes, lo que se comprueba al observar la 

presencia de diferentes picos en el cromatograma (el No.2 es el xantorrizol). 

6.3 Adecuabilidad del Sistema. 

A partir de los cromatogramas obtenidos de la solución la cual contiene al 

xantorrizol y al estándar interno, y de diferentes inyecciones realizadas durante un 

día se calcularon todos los parámetros requeridos en este apartado, ya que se 

muestran en los cuadros 6 y 7. 
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Variable Resultado Variable Resultado 

requerida requerida 

lo 1.34 min. w 1 (Est. lnt) 3.48 seg. 

t, (Est lnt) 4.25 min. w 2 (Xant) 2.34 seg. 

t 2 (Xant) 5.57 min Woo5 (Xant) 1.17 seg. 

f(Xant) 1.17 seg. 

Cuadro 6. Resultados de las variables requeridas para determinar los para metros 

de adecuab1hdad del sistema. 

Parámetro Resultado Limite 

Factor de capacidad ( k ·> 3.16 (Xant) k. > 2 

2.17 (Est. lnt) 

Resolución ( R 5 ) 4.54 Rs > 2 

Retención relativa (a ) 0_5g ---
Número de platos teóricos (N ) 9066 N >2000 

Factor de coleo o asimetría del pico 0.5 TS2 

( T) 

Repetibilidad de inyección n = 10 n « 5 

c.v.= 1.5 % c.v.s 2 % 

Todos los resultados obtenidos de los parametros presentados en la tabla. se refieren a la set'ial del Xantornzol. 

Cuadro 7 .-Resultados para la adecuabilidad del sistema 

6.4 Linealidad del sistema. 

Para deterrninar este parámetro se realizó una curva de calibración a partir 

de soluciones de distinta concentración, preparadas a partir de una solución Stock, y 

realizadas cada una por triplicado. 
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Resultados y discusión 

Rel. cene. Rel. Areas 

(Xant /STDint) (Xant I STD int) 

Curva 1 Curva 2 Curva 3 

2 1.38 1.48 1.24 

4 2.46 2.60 2.39 

6 3.34 3.38 3.46 

8 4.18 4.18 4.20 

10 5.40 5.45 5.42 

Cuadro 8. Curva de cahbrac1ón para determinar hneahdad del sistema. 

En el Cuadro 8, se muestran los resultados obtenidos de las tres curvas 

realizadas. Se realizó el análisis estadistico de acuerdo con la Guia del Colegio de 

QFB's utilizando el programa de Microsoft Excel para realizar los cálculos, del cual 

obtuvimos los siguientes resultados: r = 0.9966 y r2 = 0.9931, donde b = 0.4256 y m 

= 0.4908. Además se muestra el comportamiento de los datos obtenidos para 

determinar la linealidad del sistema en la grafica 1. También se determinaron los 

parámetros estadisticos como: desviación estándar y coeficiente de variación, 

mostrando los siguientes resultados: d. s.= 0.0655 y un C.V.= 11.1400 %. 

7,0 

i5 6.0 
1-
U) 5.0 

l 4.0 

.Fl 
3.0 

2,0 

&! 1,0 

o.o 
o.o 

Ec. que describe el comportamiento de los datos 
y = 0.4256 + 0.4908 X 

1,0 2,0 3.0 4,0 5,0 6.0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0 12,0 

Rel. cene. (Xant/STDi) 

Grafica 1. Resultados de Linealidad del sistema 
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6.5 Precisión del sistema. 

La precisión del sistema es el grado de Concordancia entre un grupo de 

resultados y el valor esperado. El ensayo se realiza por sextuplicado y se calculan 

las variables estadfsticas mencionadas en la metodologfa. Los resultados obtenidos 

se presentan en el Cuadro 9. 

Solución Rel. Areas Resultados Limites 

No. (Xant / STO int) 

1 3.77 X = 3.68 

2 3.65 n=6 

3 3.63 a =o.os 
4 3.68 

5 3.70 C.V.= 1.4 º/o C.V. S 2 °/o 

6 3.65 

Cuadro 9. Resultados para prec1s16n del sistema 

Los cálculos para este apartado también se realizaron de acuerdo a la Guia 

del Colegio de QFB's, y utilizando el mismo programa de Microsoft Excel para 

obtener los resultados mostrados en el Cuadro 9. 

Los datos anteriores muestran que Jos resultados cumplen con los criterios 

para la precisión. 

6.6 Estabilidad de la muestra en disolucié-n. 

Esta prueba debe ser evaluada después de la preparación de la muestra 

para tomar en cuenta posibles cambios que pueda sufrir Ja solución durante 

determinado tiempo. 
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En el Cuadro 1 O, se presentan Jos resultados obtenidos para esta prueba. 

Solución Cene. 
Inicia P1 P2 

No. Xant Durante el 24 Horas I 48 Horas I Límites 

(º/o) análisis Refrig. Refrig. 

(Xant/Std int) (XanUStd (Xant/Std 

int) int) 

La diferencia de los 

1 100 2.40 2.42 2.49 promedios debe pasar 

por cero. 

2 100 2.18 2.17 2.15 El promedio debe 

estar dentro del 
3 100 2.64 2.67 2.69 intervalo de 

95-105 % 

P-prueba 

Cuadro 1 O. Resultados para estabilidad de la muestra en disolución. 

De acuerdo con los resultados obtenidos la prueba cumple con las 

especificaciones requeridas para este parámetro. 

El Cuadro 11, muestra los resultados obtenidos del análisis estadistico 

realizado a cada una de las muestras . 

Solución .E'.1. P2 Resultados 

No. 

l.C.p, - 0.0133 ± 0.4582 

1 100.8 103.8 -" = 100.5 
2 99.5 98.6 1.C.P2 = 0.0366 ± 0.4814 
3 101.1 101.9 X =101.42 

Cuadro 11. Resultados del análisis estadfstico realizado a cada solución muestra. 
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6. 7 Linealidad del método. 

La linealidad de un método analltico, e.s. la .. habilidad ;.de ,<iseigurar que los 

resultados analíticos, los cuales pueden ser-obteniCIOS-·d'iré.Ct~~·¿¡-¡ndirectamente por - .. ' - -·· -. ·,, - . 

transformaciones matemáticas bien definid~s. Son p·r~~orC;~~a.l~S -~- la concentración 

de la sustancia (analito de interés) dentro de· un intervalo determinado. Para ello, se 

prepararon tres soluciones correspondientes a·I 80,100 y11s% de la concentración 

del xantorrizol. Los resultados obtenidos se muestran en el cuadro 12, y su 

comportamiento se muestra en la grafica 2. 

Rel. Areas 

Rel. conc. (Xant I STO int) 

(Xant /STDint) Curva 1 Curva 2 Curva 3 

4 1.48 1.46 1.44 

6 1.82 1.82 1.80 

8 2.08 2.08 2.08 

Cuadro 12. Curva de calibración para determinar linealidad del método. 

2,4 

2,2 
.s 

"' 2 

~ 1.8 
?S. 

~ 
1.6 

1,4 

"' 1,2 

3 

Ec. que describe el comportamiento de los datos 
y= 0,8544 + 0,1550 X 

4 5 6 7 
Rel.conc.(>CanUSTDint) 

Gráfica 2. Resultados de linealidad del método 

8 9 
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En el cuadro anterior se muestran los resúltados· obtenidos de las tres curvas 

realizadas. Se realizó el .análisis e!Ít'3éu~tico.de acuérd6 con la Guia del Colegio de 

QFB's utilizando el programa de Micro~oft Ex6éi p~r" i-éarÍ~ar los cálculos, del cual 

obtuvimos los siguientes resultados: r =··0;995¡}'';,·-,.._·;;; o'.9917; donde b,,; 0.0.8544 y 

m = 0.15SO. También se determinaron iÓ-~pcÍrá.:;,.;ti6~''e~tcidr~ticos como: desviación 

estándar y coeficiente de variación. mostrando ·1ós·>;»i9uientes resultados: d. s. = 
0.0529 y un C.V.= 17.1166 %. 

6.B Precisión del método. 

La determinación de esta parte de la validación se rE!ali;;;=ó._a dos niveles: 

1. Repetibilidad de 2. Reproducibilidad 

·Análisis 

·Inyección 

·Distinto· ana.lista 

· Distinto día 

Los resultados obtenidos para estos dos niveles cumplen con los limites 

establecidos y se muestran en los siguientes cuadros. 

En el Cuadro 13, se observa que los resultados para Repetibilidad del análisis 

cumplen con las especificaciones. 

Inyección Rel. Areas Resultado Limites 

No. (Xant / STD in!) 

1.87 X= 1.83 

2 1.82 n=6 

3 1.82 a= 0.03 
4 1.80 

5 1.81 C.V. = 1.8 °/o C.V. S2% 

6 1.88 

Cuadro 13. Resultados para repet1b1hdad del anáhs1s. 
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En el Cuadro 14, se observa que la repetibilidad de inyección. De igual 

manera cumple con las especificaciones. 

Inyección Rel. Areas Resultado Límites 

No. (Xant / STO int) 

1 2.05 

2 2.05 

3 2.06 X = 2.04 n "'5 
4 2.00 

5 2.09 a= 0.03 
6 2.06 C.V. s 2 o/o 

7 2.07 c.v.= 1.51 % 
8 2.01 

9 2.03 

10 2.00 

Cuadro 14. Resultados para repetibilidad de inyección. 

Los resultados que se muestran en el Cuadro 15 corresponden a la 

reproducibilidad. De igual manera se observa que cumplen con las especificaciones. 

Analista 1 Analista 11 Resultados Limites 

2.30 2.32 

Día 1 2.36 2.36 X= 2.35 
2.36 2.37 C.V. S 2 °/o 

2.39 2.37 a= 0.0302 

Día JI 2.35 2.38 

2.30 2.34 C.V.= 1.3 °/o 

Cuadro 15. Resultados para reproducibilidad del método. 
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6.9 Rango. 

Este parámetro analiza los resultados realizados. a _-tres, niv~Í~.~ •. ~ l~s f?Ua-Jes 

deben estar dentro del intervalo de linealidad. En este cas~ se: ;i;náliz,;ron las 

concentraciones correspondientes al 66, 100 y 133 %, debido a que no era posible 

preparar las soluciones al 70 y 130 º/o, como se indica e~ los.antecedentes. 

Cada concentración debe cumplir con los parámetros de linealidad, precisión 

y exactitud. Los resultados se muestran en el Cuadro 16. 

Rel. conc. Concentración 
Resultados 

(Xant I STO in!) ( o/o ) Limites 
entre replic. 

X = 1.46 
4 66 CJ = 0.0200 Cada concentración 

c.v.= 1.37 º/o debe cumplir con 

X = 1.81 
Linealiad, precisión y 

6 100 CJ = 0.0115 
exactitud 

c.v. =0.64 % 
c.v. :s: 2 º/o 

X= 2.08 
8 133 o=O 70 - 130 o/o 

C.V. =O% 

Cuadro 16. Resultados del análisis estadlstico realizado a las muestras de linealidad del método. 

De acuerdo con los resultados obtenidos en el cuadro anterior, podemos ver 

que cada nivel cumple con las especificaciones. 
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6. '10 Exactitud y Recobro. 

De acuerdo con uno de los apartados en la descripción de exactitud.(Anexo): 

La exactitud puede ser inferida de la precisión. cuando la linealidad y la especificidad 

han sido establecidas. Decimos que el método cumple con este parámetro y 

utilizamos los resultados de precisión para demostrarlo, Jos cuales se presentan en el 

Cuadro 17. 

Inyección Concentración Resultado Limites 

No. (%) 

1 102.2 X = 100.2 n-6 

2 99.5 c.v. s 2 º/o 

3 99.5 a= 1.7978 El promedio 

4 98.4 debe estar 

5 98.9 C.V.::: 1.8 º/o dentro del 

6 102.7 intervalo 

98-102 % 

Cuadro 17.- Resultados para exactitud. 

6. '1 '1 Sensibilidad. 

Para esta prueba solo de realizó una estimación aproximada del limite de 

cuantificación, sin ser validado. A continuación en la Figura 18, se muestra el 

cromatograma obtenido, en el que se aprecia como número 1 al estándar interno y 

número 2 al xantorrizol. 
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L 
Figura 18. Cromatograma iónico obtenido para limite de cuantif1cac16n. 

6. 12 Determinación del contenido de Xantorrizol en ta Raiz de la 

planta. 

Después de haber realizado algunas pruebas para validar la metodología 

empleada, se determinó la cantidad del compuesto contenido en la raíz de la planta. 

Para ello se procedió como se menciona en la metodología y los resultados se 

muestran en el Cuadro 18. 

Muestra Peso ( g) de Rel. Prom. áreas Cxanl Resultados 

No. Raíz (Xant I STO int) (mg Xant I g Raíz) 

1 3.0037 3.24 15.8299 X= 15.5501 

2 3.0027 3.05 14.7623 

3 3.0035 3.18 15.5487 l.C.= ± 0.5012 

4 3.0039 3.16 15.4338 

5 3.0032 3.34 16.4536 a= 0.5419 

6 3.0025 3.21 15.7233 

7 3.0031 3.10 15.0991 c. v. = 3.4850 % 

Cuadro 18. Resultados de la deter.r111nac10n de la cantidad de xantornzol contenido en la rafz de la 

planta medicinal /ostephane heterophyl/a. 
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Para determinar la cantidad de Xantorrizol contenido en la muestra de ralz 

utilizada para el estudio, se utilizó la siguiente ecua_ción: 

((Axan~ d . ·· J~ ~Xc;1J·~nt) Fdil 
Cxant = Ast 1nt ·. . . . . . . . . . . ~Y--,---..,. 

. (Frr;')·:·;;_S:;,;
5
,;"'':• '. ·· · g(Raíz) 

Esta expresión responde a · 1a · ~dG~~J~%;/1·~~ ,l'.' linea recta obtenida en la 

linealidad del sistema e involucra ei factor.:·Jli'·'ciií;i·6¡;;·,:; y la cantidad de muestra 

utilizada en el ensayo. Donde Axaht ~.A'f,~~~;t~b'ri~J;~-·ár~~s.del xantorrizol y estándar 

interno obtenidas de los espectros:·:·¿;~~~r~<C:~:J~tt;;¡;~ I~~ ~on~entraciones del 

-~ :·_: '.->~: ,.~.·" . <r":· :;:~;:<: 
xantorrizol y estándar interno en·,;; 'soíudi~: ~-es la ordenada ª' origen (distinta de 

cero), F~ • es la pendiente de la cún/~·JE;'C:áiÍbr~éiÓ'1, Fd11 es el factor de dilución de la 

muestra y ges la cantidad en gra,,:,Ós d;(.'r~I~ · LI'tilizada. 

50 



Conclusiones 

7. CONCLUSIONES 

;.. Después de h~ber realizado las pruebas necesarias para validar la 

metodología. analitica. acoplada Cromatografía de Gases-Espectrometrfa de Masas 

como pro'cedim,ie~l~::-~.Ú·t:il ,~ ;j~l~a cuantificar al xantorrizol contenido en el extracto 

metanólico de lo~te~~án~'.'heterophy//a, se pudo observar que cada una de esas 

pruebas ~~~·~p.r~\~~?.-·;··-.¡~~:.~-~~P~~i.fic~ciones que son requeridas. Si~ embargo, se 

observarcin ar91'.!n.'~~.dlf~-;;~.;,'~ia~ .;;;;·ros r.;;sultados de precisión y exactitud en cuanto 

ar valor con~iderádo'comó"ééntral del estudio (3 mg/mL de xantorrizol}; posiblemente 

una d~ ,·~~~~-~.~"[;~~~~
1

'.~~?;:(~~:--~-~~~~j~~>~·~: Jne.sf~tBn ·.~Sta~ ~ar~~~~.one.~>:~~ ·-~~e -1,ª-.~~~eria 

:::;:~;¡~~~~~?~~~~~i~~~~~~~~~g~~~~i~1~~~;.~: 
resolverse •,sLse · extráe: una »·cantidad. suficiente .del ·compuesto,;·para 'realizar .todo el 

estudio ci¡,,':~Ja'~~if~~{;ró~ ~:~.~';J. · . · . ·· • -·-··:· ., . ~ i:·;é:;¡;~'}.~~&;{f'j~{(~·'·~~;;':;:i . 
">L.~-~:"":.~· ;'..-::=.-;~..;··:":.;~.~¿~~".;"·· ----. ,~<:.:;, '--\~:::::'~:... .• , ~- -~·"·,,.-. ~----· 
~<•f? la i)'rúeba de Especificidad se observó que a las condiciones a las que 

fue som.;;tidci·:-i.!-'dg;,';~~é~to por altas temperaturas y de oxidación, .causan gran 
,---~·2_·' .,. .. _.;~-~-··-:-·.-,_,· .•. ' • 

degradación'cíelxaritorrizol, mientras que éste se encuentra más estable frente a los 

tratamien°tó'i;'it'.'~;;;;'•Y;i;~dio ácido y básico, así como en las condiciones 

medioambieniales;-_ .i "pesar de que en los cromatogramas de estas tres últimas 

pruebas ';;c;;'.'p~~den .observar pequeños picos, los cuales aparecen muy pegados al 

pico principal correspondiente al xantorrizol. 

:.;.. En la prueba de Adecuabilidad del sistema se pudieron determinar todos 

los parámetros requeridos, cumpliendo cada uno con los limites establecidos por la 

metodología. 

50 



Conclusiones 

:;... Las pruebas de Linealidad del Sistema y Linealidad del Método, cumplen 

con todos los parám_;tros requeridos por la metodología, excepto con el Coeficiente 

de Variación. Existe un·.;. variación muy grande en lo;; dos res;,ltados/que salé~ del 

límite estab-Íecido.·· Es·· n0cesario realizar más prueb~-~; -p·~;~-· _c:i~te·~fnin~~--j~- causa de 

esta variación.·-, '.~ · -'. ·:\~:~- '.-._., 

~~:º:.:~i.;:ti~:~~~g}~~~~~~~~:r~~~~:t~f~!~:~:~:~:: 
criterios co·~:~}d~~·~d6·~-'.~6t;pt-~'tíJ~~.:.~;¡:-f.-~->"\ :-:~.~'. ::.~-~'\~-~:i:~i_\ ;~-~~:-''._:::; :-·_ 

~: -~;-_~,. ·>- -~;·.::-z: , ·- , ~ . ,-' /'.¡;:·:·: 
•.. , J~- - ·/: .. ;.~':, ,.,;~k,<- { ... 

obtenido: ·i~di¡ti*~:~lL~~~~Jt~:i~z~;;lf f ~:=~Me~:::1:c7;0:.0~:;ó~ ::e r::~:~:: 
considerar ~J.;; Ía . .:.'oí'~~¡~;; ci:,'·¡~'i;;u~stra. pu;.de mantenerse en refrigeración para su 

conservación 'ctÜ~,!;~t~¿¡:; ¡¡.;;'.;;p'Q'•;:;,á~Íriio de 48 horas. 
:-/~~- -,';;.'--;- ;~~- -~:,-~~:~~~'.~<~, -; ~--- ,~:;.=_: .. 

.. ·.---.~·-c-.-:,,..,c·-~~/:~+·~:fI,::_·~~:;-:.~-'.-'<~-'~~ ·- -·- -· .- · 
;... Losfr'.'sultados -()btenidos para determinar el Rango muestran que éstos 

se encuentri;~·:;;¡~;..;¡,:;:/d~ I~;;· 'lrmites requeridos, considerando como resultado final un 

Rango del es i.IL1.33·y;;;:,;,1. é::ual cumple con Linealidad, Precisión y Exactitud para 

este intervalo de valorés: .. 

;... En el apartado de .Sensibilidad, sólo se realizó una prueba para . . . . 
determinar el Limite de Cuantificación, sin llegar a validar este valor, debido a que no 

era indispensable realizar la determinación de este parámetro, ya que, las 

concentraciones manejadas son en gran medida mayores al ruido. 

;... Mediante el método validado CG-EM se calculó un promedio de 15.5501 

± 0.5012 mg de xantorrizol por gramo de raíz de lostephane heterophyl/a. 
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;... La mayorla de los parámetros determinados para validar la.: técnica 

analitica acoplada.Cromatografla de gases - Espectrometrla de masas,':cun:.·plen.coll 

los limites· establecidos por la metodologla propuesta. Aunque E>ñ al~~llcis;c~sos 
existen ciertas.· dis.é:re!-PanCias en -algunos resultados, ·se pued0':/COnC1u;r.:/qu·e, la 

metod~log~~ , J~~PA~~t~.'.~~-~~ ·.ade~uada a la muestra· e~-~- c~~~ti_ó','.t{~\·:-~-6~-;~·~:er~ite 
determinar. la :'·C:antidad'.del: compuesto en estudÍo con.'¡;{ ~.:,:9tii'd-..c:;':cie.·;.:;b'tener 
resultadós·c·anfiabrEis~-o.-': .;:, ··<,:.;;···· ·-': .-

__ ,_·._ :,;·_,'.'·' ·.::>~'.;·.:}¡::.}!::~':- ~ 

;.. : oE>6id6'¡\~,~,~~ /¡,I' xantorrizol es un compuesto de origen vegetal, es 

necesari.;· ;.E;~~i~:.re~li;f;,;;'.jJ~J>iuebas con la materia prima de partida y considerar los 

diferente~ f;,¡-é:t;{;;;;•iq'Gíi;':~iJed~nÍnfluir en el análisis de este tipo de muestras, y lograr 

con ello irr;~·Úl;.a'r''e~!E> !i~o· de metodologlas para que puedan ser útiles en estudios 

posterior .. s ... <:ie·.:·~.~~"stra;. procedentes de fuentes naturales o de naturaleza quimica 

similar. 

;.. El métod? empleado para cuantificar al xantorrizol contenido en la ralz de 

/ostephane hetérophyl/a mediante la técnica CG-EM, es más selectivo, comparado 

con el método espectrofotométrico ensayado en trabajos previos. ya que en nuestro 

caso se determinó ün solo compuesto. Por otra parte, la precisión de los resultados 
.. : 

es mayor, al emplearse en este método un estándar interno. 

::..- Pue!d.~ --~o_nsídérarse este estudio como un complemento para las pruebas 

y estudios previamente realizados a la planta. Considerando que el trabajo esta 

enfocado a la cÚ~·ntiflcación de un solo compuesto, el cual, es el mayoritario Y 

responsable de ia',~ftÍ~ídad bic;lógica. 
·:-:.:·?:~ {-'.'·· 

;.. El uso de la Cromatografía de Liquidas de alta resolución ( HPLC) podría 

representar otro método alternativo para la cuantificación del xantorrizol en la ralz de 

/ostephane heterophyl/a y poder estandarizar los preparados de la planta. 
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,_ El xantorrizol constituye una .sustancia químicamente definida, 

caracterlstica de la especie de su género, que en .un estado aislado ejerce un efecto 

similar al efecto tera~éuticÓ del éxtraC:io total:· Por i'.; ante;iorme;,te expuesto. puede 

considerarsé ~omO ~,- 1 ~principi~ _· actiVo a·;:,t;~-éptiCo :~.· m-~yo~itário" de 'ª especie que 

podrfa utilizarse. para estand,;rizar· lo~·:prép'ar;,.dos de la rafz y al mismo tiempo, 

considerarse como . uno.· de··· los• C:onstituyeni.;,s_ · tE!rapéuticamente activos (Gaedck, 

3003). 
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Anexo/ 

9.ANEXO 

PROCEDIMIENTO ANALÍTICO Y VALIDACIÓN27 

Un procedimiento analltico se refiere al camino elegido para realizar un 

análisis. Este debe describir en detalle los pasos necesarios para realizar cada una 

de las pruebas analiticas, puede incluir pero no limitarse a la muestra. la referencia 

estándar y la preparación de los reactivos, uso de instrumentación analítica, 

generación de curvas de calibración, uso de formulas de cálculo, etc26
• 

Para poder utilizar un procedimiento analitico dado, es necesario que éste se 

encuentre avalado por un organismo oficial e~cargado de emitir los procedimientos 

analíticos como la USP, la FEUM, la .FDA, etc., pero en caso de no contar con un 

procedimiento analítico oficial, es posible realizar la validación del método que se 

propone para analizar üna muestra:· 

El objetivo 'éte I;;, v~:d.Íd;;,ciÓ·~ de .un procedimiento analltico es demostrar que 

éste es adecuado para el propósito deseado. Aunque existen diversos tipos de 

procedimientos analitiCos para analizar una muestra, los más comunes son26
·
27

: 

• Pruebas de identificación 

• Pruebas cuantitativas para el contenido de impurezas 

• Pruebas de limites para el control de impurezas 

• Pruebas cuantitativas para el compuesto principal en muestras de 

fármacos, medicamentos u otros componentes seleccionados en un 

producto farmacéutico. 

A continuación se mencionarán los parámetros necesarios que se deben 

considerar para la validación de un método analítico. 
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9.1.- Especificidac:Pª·2•.2•.,,.,,.,. 
. ' ·-

Es la capacidad de evaluar inequtvocamente'at analito en presencia de otros 
.. " ,.. ' . - . 

componentes, los cuales, se espera q'ue E1Stéá pi-eseJ'ntes 'éá la muestra. 
. " : -:.,; :: ;·.; .. · ;' i. ·:~: \ .. ,'.' .- . ; ; . ¿._ -• 

~~~:~j~~¿~:~~;1tJ~l.;} .. ~\~~~l~~~~f ~~ªf~~~~ 
·-·' "•;.''··· 

Debe acla.rarse 'qué, l~s té~mÍn.o,;, 'esp'ecificidad y selectividad no significan lo 

mismo. La selectividad s'e refle.~e·;.··¡;.·éapacidad de separar al analito de los demás 

componentes pre~entes én · I~ ,;,uest~a; y la especificidad, se refiere a la capacidad 

de analizar solamente al 'analito de interés. En otras palabras, el método que es 

perfectamente selectivo para un analito de un grupo de compuestos, se dice que es 

especifico. 

El procedimiento utilizado para demostrar la especificidad, depende del 

objetivo buscado por el método analítico. No siempre es posible demostrar que un 

método analitico es especifico para un analito en particular (discriminación 

completa). La falta de especificidad de un procedimiento puede ser compensada por 

el respaldo de otros procedimientos analíticos. 

9. 'l.'1.- Identificación (para asegurar la identidad del analito). 

Las pruebas de identificación deben ser capaces de discriminar entre 

compuestos con estructuras cercanamente relacionadas, las cuales puedieran estar 

presentes. La discriminación por un procedimiento puede ser confirmada por la 

obtención de resultados positivos de muestras que contengan al analito (quizá por 

comparación con el material de referencia), comparado con un resultado negativo de 

muestras, las cuales no incluyen al analito. 
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La elección de tales materiales potencialmente interferentes se debe basar 

en un completo juicio cientifico. con Ja consideración de las interferencias que se 

puedan presentar. 

9.1.2.- Ensayo y prueba de impurezas. 

Se realiza con el fin de asegurar que todos los procedirryientos anallticos 

realizados, permitan una declaración exacta del contenido de· impurezas de la 

muestra. .. ,' :·.:,·.; .. :.:·"' -.~~::·.'--. .· 

Para procedimientos cromatográficos, se deben ytili:z:~ho~· cr,;matogramas 

representativos para demostrar Ja especificidad •.. y :108 componentes. individuales 
,.'/~ .:_:,' '" 

deben ser apropiadamente identificados. -~'-"V __ .-, 

En las separaciones cromatográficas crltic~s·, se·d~b~···¡~~E.stigar a un nivel 

apropiado el grado de impurezas. La especificidad puede .. ser.demostrada por la 

resolución de dos componentes los cuales eluyen uno muy cerca del otro. 

En los casos donde un ensayo no es especifico, se pueden utilizar otros 

procedimientos anallticos para demostrar Ja especificidad en general. El método es 

similar para ambos ensayos y prueba de impurezas: 

1.3.- Impurezas disponibles. 

Para el ensayo, se debe involucrar una demostración de la discriminación 

del analito en Ja presencia de impurezas. Prácticamente, esto puede ser hecho por 

monitoreo de la sustancia pura, con los niveles apropiados de impurezas para 

demostrar que el ensayo resulta inafectado por la presencia de estos materiales. 
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9.1.4.- lrnpurezas no disponibles. 

Si las impurezas o productos de degradación no están disponibles, la 

especificidad puede ser , demostrada por la comparación de los resultados de 

muestras que contienen:; impurezas o productos de degradación~ por un 

procedimiento-_ se,~U~.d~-~i_o·· bié~ caracterizado. como por ·ejem pi~, .. C~n ·ro~ -~étodos 
farmacopéicos u·.· OtfOs .·~,;ociedi,.;,ientos analiticos validad.os29. TBmbi~~. :~e "podrian 

comparar 1'os ·;és~IÍadci~. d'é · mue~fras que contienen impurezas Ó Producto~ de 

degradación, coií '1'Q~ resultados obtenidos de ensayos de pureza adicional. El grado 

de conca'~dancia''entrt> es:tos resultados es una medida de la especificidad'º. 

Los_ productos de degradación pueden ser establecidos por sometimiento de 

la muest_~a_~· a ·· __ .condiciones de estrés · utilizan~o ácidos, bases agentes oxidantes. 

condiciones' de -luz Intensa (fotólisis) y de temperatura. Se sugieren algunos métodos 

para degr~dar al .;,.;alito29: 

C~locar el analito en un ho~no o estufa a una temperatura entre 70-120 ºC. 

Pr'e.~a~ár_:-sc;lt.ÍC:i-oíies entre 1-2 y 10-12 unidades de pH, mezclarlas con el 

~~~i~t-~:·P~.~-_nioñitorear su comportamiento. 

P..;ede utilizarse un agente oxidante como el peróxido de hidrógeno (H202) o 

el ·o~Íge,.;C> a,.;,biental para degradarlo. 

Exponer el analito a luz ultravioleta o luz fluorescente. 

EX'pC;ner el analito a condiciones medio ambientales para verificar que es 

estable bajo condiciones normales de trabajo. 

Las muestras sometidas a estrés se deben analizar a diferentes intervalos 

de tiempo para monitorear la posible degradación que vayan sufriendo. Se 

recomienda obtener una degradación del 25% para confirmar la especificidad del 

método31
• 

Algunas recomendaciones para métodos cromatográficos se enlistan a 

continuación32: 
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Obtener un cromatograma de la fase móvil antes de iniciar el análisis: 

Generar y r~presenta/un crbm~tC>grama re¿resentati~oo p~rfil·d~ I~ m~~stra 
para' mosú~'~ qt.',~ ~~~~d~ -un«:>, de 10s: pico~. ~xtra'fi~·~ ·~~·r(;~~u~lt~~·~ é;, t~~·· lirie~ 
base de1 ~ .. nalit~~ .. ~;¡n;c;·¡~·~í:tf> :~~ .. ~~-:·:. · .. ::: .. ,.·~. ·"<·: .. _.;:;;~,';. _' :~?"·:· ':'.·~~:;,'.~,f~~~¿ J~.~/:.«':; · 

. >'.]',), ':[:i;:¿~ .. ,T \ ~·:.~ ... ~· i ;· .:t{•;0,·>+;:;;c':;•<: : :·:·)· 
Las pruebas ó los :test"'" d~ pure;,a del pico' p~,Eiden ser ,utili".'<ida~'.P,;~a mostrar 

que el pico cromatográfico del analito no es atribuibÍe'a más'Cie"un' componente 
·,·«·. < .. :·:, .. ·.:.: ·»;:~'.·~::~Z :; ~·.::~,:: .. ,·~ .~:: ..;~: .. 

(por ejemplo: arreglo de diodos y espectrometria de rriasás). Acf~más; los 

cromatogramas deben ser legibles, con los picos identifiC::adC>s 'y',;¡ ti¡;,r,.;·po de 

atenuación indicado. 

9.2.- Adecuabilidad del sisterna2•.27 •29.33 ,37.38 

Es una parte integral de muchos procedimientos analfticos. Las pruebas se 

basan en el concepto de que el equipo. componentes electrónicos, operaciones 

analfticas y muestras por ser analizadas, constituyen un sistema integra/ que puede 

ser evaluado como tal. 

Los parámetros por ser determinados para un procedimiento en particular, 

dependen del método que se pretende validar27
• La Figura A 1, muestra la separación 

de dos sustancias en una mezcla, además de indicar las variables que son 

requeridas para determinar la adecuabilidad del sistema. 

Esta prueba es utilizada para verificar que la reproducibilidad y resolución 

del sistema son los adecuados para el análisis que se está realizando; es decir. 

asegura la ejecución del sistema cromatográfico. 
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Figura A 1. Separación cromatográfica de dos sustancias33 

9. 2. 1.- Factor de capacidad ( k' > 2) 

Es una medida,del;,lugj,.:_d6;,de están localizados los picos de interés, 
respecto al voluine;:, d,; ;,á";;f(,: , , ; :,;,: 

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

con 

Los picos d,;ber • .iostai::·~,;s.,;eltos imo ,de otro y del volumen de vacfo. La 

siguiente ecuación p~Jmit'.":~alc~J~r'e;J fa.;tór de capacidad: 

-~ '',. i' :, k,'~' _!:.. -

Donde t,, es el tiempo de retención de Ja muestra medido desde el momento de Ja 

inyección al momento en que eluye el máximo pico y to es el tiempo de retención del 

volur1]en vacío o componentes no retenidos en la columna al momento de inyectar. 

La ecuación anterior se interpreta de Ja siguiente manera: 

Tiempo de elución del soluto en la fase estacionaria 

k'= 

Tiempo de elución del soluto en la fase móvil 
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También puede ser expresada como: 

Concentración de sustancia en la fase estacionaria 

k'= 

Conc.e'1úaciÓ~ de sustancia en la fase móvil 

9.2.2.- Resolución 

.. .:_? ,. 
Es una "medida, de, qué tanto dos picos son separados. Para una 

cuantificación,,~?nfi¡;blé;''es'·es~ncial que los picos estén separados en gran medida 

uno de otro ( Rs .> 2 j; 

La iescÍlució~''es influenciada de manerá mínima' por la relación de dos 

compuestos q1.:;e_ están siendo medidos, y puede calcularse mediante la siguiente 

ecuación: 

2(tr2 ""'."" frl) 
{t,,. 1 + t,,. 2 ) 

Donde tw es el ancho del pico extrapolado a la línea basal, , medido· en segundos; 

correspondiente a los componentes de la disolución. 

9.2.3.- Retención relativa (a) 

Es una medida de la localización relativa de dos picos. 

No es un parámetro tan esencial como la resolución. La siguiente ecuación 

permite el cálculo de la Retención relativa: 
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9.2.4.· Factor de coleo ( T :5 2) 

~2_-:_!_q_ 
! 1 - t 0 

Anexo/ 

La dificultad encontrada por el integrador en la determinación dónde y 

cuándo el pico termina. ocasiona una disminución de la exactitud de ra cuantificación, 

así como del cálculo def área bajo Ja curva ... Esto' es debido a qLJe los picas· son 

asimétricos. 

wx(o.os) 
r=--~-~ 

2f 
La ecuación anterior permite el cálculo del_ faétor de coleo, donde Wx(o.051 es el ancho 

del pico medido al 5 % de fa altura'tc;i~JdeÍ'pico principal. tomada del centro del pico 

ar finar del pico: y ~es fa distan~ia';,.,áxi;:,,a def pico, tomada del centro al inicio del 

pico, a la distancia correspondiente al 5 o/o de la altura del pico. 

o.osh 

Figura A2.. Pico cromatográfico asimétrico" 
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9.2.5.- Número de Platos Teóricos ( N > 2000) 

Es una medida de la eficiencia de Ja columna, esto es, cuántos picos 

pueden ser localizados por unidad de tiempo en el cromatagrama. 

N = 16(!..L.J:? 
t.., 5.54[.:r. J:? .. 

·· ... ~·· .. 

L 
H 

La ecuación anterior'. permite c;alc~lar ~I Núrner!l d~ platos teóriC:os, donde w,12 es el 

ancho del pico medido a Íá;mita~ cÍe1á\,1t.Jra'total del plcC.. Ne~ C:b~stante para cada 

:~cs~a::1~fJrt·~-:~~!~f':~~~:~~~~~Zr~~lft7-;d~~if~ÍffJ~~~f.i;i::7~d:;,c~::iau:: 
la columna por. unidaci'-:cie longitud .de la coluní.na. L:-: Los parámetros que pueden 

afectar a N ·e, .H inC:Íuy;,.n; la posición del pico; tamaño.de p·artlcula de la columna, 

velocidéld ctecfluj¡j cie'1a' fa.se móvil, temperatura de .la columna, viscosidad de la fase 

móvil y peso molecular del analito. 

9.2.6.- · Repetlbilidad de inyección (precisión) 

La precisión de la inyección expresada como RSD {relativa standard 

deviation) indica la ejecución del análisis cromatográfico, la cual incluye a la bomba, 

columna y condiciones ambientales, al tiempo en el que se está realizando el 

análisis. 

RSD :s 2 o/o para n 2: 5 

La cantidad de pruebas requeridas dependerá del propósito del método, 

pero. es importante considerar algunos puntos: 
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La muestra y el estándar deben estar disueltos en la fase móvil. Si esto no es 

posible, se debe evitar el uso de altas cantidades de disolventes orgánicos 

cuando se·~~~·pSra-~-Co~ Cantidades en la fase móvil. 

La cor1ce_ntr0~~~n _de_'an·alito niuestra y de estándar deben estar a las mismas 

conce!ntíacio~es. ·6 muy parecidas. 

La concentración de la muestra debe estar respaldada por un estándar 

durante el procedimiento analftico28·34. 

9.3.- Linea/idac/2•·27,28,33,37,38 

La linealidad da un sistema o método. analftico es la habilidad (dentro de un 

intervalo) de obtener resultados analfticos, los cuales. son directa o indirectamente 

proporcionales a la concentración del analito en la muestra. 

Durante el desarrollo de métodos es necesario determinar la linealidad del 

sistema y del método. La primera nos indica que el instrumento en el cual se 

pretende realizar el análisis, nos da una respuesta adecuada para determinar la 

presencia del analito; la segunda, verifica que el método propuesto por el cual se 

pretende determinar la presencia del analito arroja resultados confiables para 

determinar al analito de interés. 

El intervalo lineal de detectabilidad que obedece a la Ley de Lambert - Beer, 

es dependiente del compuesto analizado y del detector utilizado. Además, depende 

del propósito del método. 
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9.3. 1.- Linealidad del sistema. 

La linealidad del sistema se determina construyendo una curva de 

calibración (concentración vs. respuesta medida) utilizando cuando menos 5 

diluciones, preparadas a partir de una misma solución patrón (solución Stock) y 

realizando el análisis cuando menos por triplicado para cada dilución. 

El intervalo de las· concentraciones a analizar depende del propósito del 

método; para cont~ol 'd.;, calidád y seguimiento de estabilidad, debe de estar incluida 

la concentración corre~po~dieí1te' al 1 00 % 28
•29• 

Criterios de validación: 

r e: 0.99 

c. v. s 1.5% 

9.3.2.- Linealidad del método. 

La linealidad del método se determina a partir de placebos adicionados de 

cuando menos 3 diferentes cantidades de la sustancia de interés (placebos 

cargados) cada uno de manera independiente, haciendo el análisis por triplicado de 

cada concentración. Incluyendo siempre la concentración correspondiente al 100 º/o. 

La linealidad es generalmente reportada como la varianza de la pendiente de 

la linea de regresión, calculada de acuerdo a un método matemático establecido 

para los resultados obtenidos28
·
30

. 

Criterios de validación: 

r e: 0.99 

r2 "'0.98 

c. v. s 1.5% 
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Pendiente (m) "' 

Ordenada al origen (b) "' O 

9 .4 .- Rango2a.27.2a.37.3• 

El rango de un procedimiento analltico es el intervalo entre el valor bajo y el 

valor alto de concentración (cantidad) de analito ·en la muestra (incluyendo estas 

concentraciones). para el cual se ha demostrado que el p~cedimi~C,:,to.anallti;;o tiene 

un nivel adecuado de precisión, exactitud y linealidad.· 
,:.·,·:~,-> 

El ra,.;go es normalmente expresado en las mismas'unidad.;,s''c~C>r ... jemplo, 

porciento; ppm, .;te:·) obtenidas en 1C>~ resultados, según 1.;$ .;.;;,tidadei'~iili~adas en 

el método analftico30• 

Se, de~i~~;hC>rmalmente .de los estudios de linealid;,-d y·.cie;~~riéi~· b.; la 

aplicación ~·C!e(·p~oc¡;'diriiiento. Es. establecido conforme el procedimiento arialltico 

suministra un·.~·9·¡:;,¡~;:,.a'C'3ptable de linealidad, exactitud y precisión:':~uando es 

aplicado a muestr.;s.·¡,oÍlteniendo cantidades de analito dentro o en los '3xtremos del 

rango esp.;,cificacÍC> p~-~'é1 prC>cedimiento analltico. 
,. . \o~-··; , 

Se deben ~orlsiderar los siguientes rangos mínimos: 

9.4.1.-Ensayo. 

Para el ensayo de un fármaco o producto terminado: normalmente de 80 % a 

120 % de la concentración de prueba. 
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9.4.2.- Uniformidad de contenido. 

Par,; calcularla uniformidad de contenido se debe cubrir un mfnimo del 70 % 

al 130 % de la concentración de prueba; solo para un intervalo más amplio, en base 

a la naturaleza' de la forma de dosificación. debe ser justificado. 

9.4.3.- Disolución. 

Para pruebas de disolución, un intervalo de ± 20 ·.%. sobre el rango 

especificado; por ejemplo, si las especificaciones,· para u,.; producto de liberación 

controlada, cubre la región de 20 % después de 1 · hora;·y arriba del 90 .% después de 

24 horas, el intervalo validado debe ser de o - 11 o.% de. lo. i...;<licado en ·,a· etiqueta. 

' .. ,,.·, 
9.4.4.- Impurezas. ···."'· 

'·:. 'i: ~··' . 
Para la determinación de una impurez~;ci.;i':~r\;~l'":eport~do de la impureza, a 

120 % de la especificación. ·: <~:·~F~:!i''-"'< ... :0 '·· 
Para las impurezas conocidas con. i~~~úal'es··~ ·efeCtos farmacológicos que 

producen inesperada y elevada toxicidad, el LD y LC deben ser conmesurados con el 

nivel al cual la impureza debe ser controlada: 

Para la validación de pruebas de impurezas realizadas durante el desarrollo 

de un método, puede ser necesario considerar el rango alrededor del limite 

(probable) sugerido. 

Si el ensayo y determinación de pureza son realizados juntos como una 

prueba, solo un 100 % de estándar debe ser utilizado, la linealidad debe cubrir el 

intervalo del nivel reportado para impurezas al 120 % del especificado en el ensayo. 
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9.5.- Precisión2s.27.28.2e.33,37,38 

La precisión de un: sistema o método analftico es el grado de concordancia 

entre ,:esult~clos !. a'natitl/:os . individua/es cuando el. procedimiento se aplica 

repetida,;.,e'r,f¡,--~:dif~;J~le'i/~iJ~~i-,.e~s re~lizado~ en una muestra homogénea33 • . ·. - ·. ,_ -~·":.::'"'.->-, ~' . ' -- - ., , 

La preci~iÓ;.~,;i~¡,~~!;',;:.;;,.; términos de la desviación estándar, coeficiente de 

variaci6n'_6,\,S~Ú~-~i~·:;d·~._:~~-ii~~:~~:~Íe:..d~'-;n1~-diciories, y.se refiere a Ja di~tribución de los 
, '". : . _; .-· . ·,.~·.-; >·: -,,.;:~..:_-J·~:"--' .·:;_,:--·,;.:.;e;,::.,,·.,- ; "· '.-»·: .-· . -' :.',; ~ . 

resultados individuales del análisis alrededor de su valor promedio. 

indepen~~~~?~ª~~~t~f~~l~~t;~.~j!;~;~~~i=~t:rp;u1:st~~~~:~:nd::r~:~~;ó: 
suministra: la base :de :·:otra'~evaluaCión,da ·. reproducibilidad; una· pobre precisión del 

~s:::~r:t:~\~·ifü~,t~flJ~~F-~':íE,~;6ciu~i~ ;.;,;. pobr;, reproducibilidad en el análisis de 

. Como ség'clni:!o' ,'.)aso; se debe evaluar la precisión del método. La precisión 

alrededo/ái.i ~..-l;,r"iri'~cii6 nó debe "exceder ei 2 % del coeficiente de variación, y el 

valor medid',¡'E,l:,;,/estar dentro del ± 2 % de la desviación estándar del valor nominal 

para exacti~úd. 
La 'precisión puede ser considerada a tres niveles: repetibilidad, precisión 

intermedia y reproducibilidad. 

9.5.1.- Repetibilidad. 

Expresa la precisión bajo las mismas condiciones de operación dentro de un 

corto intervalo de tiempo. 

Es también. denominada precisión intra-ensayo. Puede ser determinada 

como se indica a continuación: 
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Un mínimo de 9 determinaciones cubriendo el intervalo especificado para el 

procedimiento (por ejemplo, 3 concentraciones con 3 réplicas cada una). 

Un mlnimo de 6 determinaciones correspondientes al 100 % de la 

concentración a medir. 

Para los métodos cromatográficos se determina: 

9.5.1.1- Repetibilidad de inyección 

Esta se mide por inyecciones múltiples de una muestra homogénea (solución 

preparada), bajo las condiciones cromatográficas establecidas. Se recomienda con 

parte de la validación de métodos, un mlnimo de 10 inyecciones con un RSD de s 2 

% (algunas gulas recomiendan el 1.5 % y otras el 1 %)28 -'9 • 

9.5.1.2.- Repetibilidad del análisis 

Consiste de múltiples medidas de una muestra, por el mismo analista bajo 

las mismas condiciones. 

9.5.2.- Precisión intermedia. 

Anteriormente conocida como parte de la robustez. es expresada como 

variaciones intra-laboratorio, como diferente dia, diferente analista. diferente equipo. 

etc., dependiendo del tiempo y recursos. 

La extensión de la precisión intermedia puede ser establecida dependiendo 

de las circunstancias bajo las cuales el procedimiento pretende ser utilizado. No es 

considerada necesaria para estudiar los efectos individualmente. Es recomendado el 

uso de un diseño experimental. El objetivo es asegurar que el método genera los 
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mismos resultados cuando muestras similares son analizadas al mismo tiempo que 

se está llevando el desarrollo del método. 

Se determina de una muestra homogénea del producto, cercana al .100 % de 

la concentración teórica por triplicado, y para métodos cromatográfiÓos se 

recomienda un C .. V. s 2 º/o. 

9.5.3.- Reproducibilidad. 

Expresa la precisión entre laboratorios y ·es .evaluada por medio. de una 

prueba inter-laboratorio. Normalmente se evalúa,• si·. la · precisi.ón in.termedia es 

evaluada. 

La reproducibilidad debe ser considerada.: en. el.' caso . de .. reaÍizar · una 

estandarización del procedimiento analltico; por •ejemploi, para ··inclusión como 

procedimiento en farmacopeas28. 

9. 6.- ExactitucfZ•.27.28.33.37.38 

- . : 

La exactitud de un procedimiento analftico. es el grado de cercanfa entre el 

valor el cual es aceptado como valor rererencia y el valor experimental encontrado. 

Debe ser claro que la evaluación de la exactitud nos permite medir la 

efectividad del procedimiento de preparación. 

La exactitud puede ser establecida a través del rango especificado en el 

procedimiento analítico. 
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9.6."I.- Ensayos. 

Pueden ser realizados varios métodos para determinar la exactitud: 

9.6.1.1.- Sustancia far111acéutica32• 

Aplicación de un procedimiento analítico para. u_n: 'analito de pureza 

conocida; por ejemplo. material de refere,.;cia (estándar).· · 

La comparación de resultados del proc~di,:¡,ie:n{,;_'~rÍ~IÍÚco propuesto con 

un segundo método caracterizacló, cuyá .:>i:éacÍitucf .'está .;stableéida o 

definida. · · ,; ~0·{:9:¿<. ;:</> :·::; .. f · ~ .. 
La exactitud pu.;,de ser inferid;,¡ d;;; Í~ '¡;;eci~ión;' é.'.lando la linealidad y la 

especificidad han sido establecidas'/', ,", :.::, '' '' :y:.~'.' .. ,,, 

9.6."l.2.- Producto farmacéutico32
• 

La aplicación de un procedimiento analítico para mezclas· sií)téticas de los 

componentes del producto farmacéutico, cuyas cantidades' conocidas del 

principio activo por ser analizado. han sido adicionadas. 

En los casos donde es posible obtener muestras de todos los 

componentes del producto farmacéutico, es aceptable adicionar 

cantidades conocidas del analito a cada producto farmacéutico. y 

comparar ros resultados obtenidos mediante un procedimiento 

caracterizado, cuya exactitud está establecida o definida. 

La exactitud puede ser inferida de Ja precisión, siempre y cuando la 

linealidad y la especificidad han sido establecidas. 
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9.6.2.• Impurezas (cuantificación). 

La exactitud debe ser evaluada en muestras (sustancias .º productos 

farmacéuticos) individuales con cantidades conocidas de impurezas. En los casos 

donde es posible obtener muestras de impurezas y/o productos de degradación, se 

considera aceptable comparar los resultados obtenido·s '·.por un procedimiento 

independiente. El factor de respuesta de la sustancia 'farmacéutica puede ser 

utilizado. 

Debe ser· claro. que. las impurezas totales o Individuales deben ser 

determinadas, por. ejemplo; porciento de peso en peso, en todos .Jos casos con 

respecto al ~n~Jitb origin~I. 
Lá exáctitud puede ser evaluada utilizando un mínimo de 9 determinaciones 

dentro ' de ' ·~n mlnimo de 3 niveles de concentración, cubriendo el intervalo 

especificado; ·por ejemplo, 3 concentraciones con 3 réplicas de cada una. 

La exactitud debe ser reportada como º/o de recobro para el ensayo, 

mediante cantidades adicionadas del analito en la muestra o como la diferencia entre 

el valor promedio aceptado como referencia junto con los intervalos de confianza.19 

Es recomendable que se realice a niveles del 80, 100, y 120 % del valor 

considerado como el 100 %. 

Otra forma de determinar la exactitud es preparando 6 placebos cargados 

de manera independiente, con la cantidad necesaria de la sustancia de interés para 

obtener la concentración correspondiente al 100 %. El % de recobro y el C.V. debe 

estar de acuerdo con los datos del cuadro A1. 
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La precisión y la exactitud juntas. determinan el error de una medida 

analítica y son los criterios primarios utilizados cuando uno juzga Ja "calidad" del 

método31
• 

Método Prom. de Recobro º/o c.v. 

Cromatográfico 98-102 S2% 

Titulométrico 98-102 s 2 ºA:. 

Quimico y 

Espectrofotométrico 97 - 103 S 3 o/o 

Microbiológico 95 - 105 S 5 o/o 

Cuadro A1 .- Cntenos de aceptación para el º/o de Recobro y el Coef1c1ente de vanación29. 

9.7.- Estabilidad de la muestra en solución28
• 

Es concerniente especialmente, para muestras que pueden sufrir alguna 

degradación por hidrólisis, fotólisis o adhesión al material de vidrio. La estabilidad de 

la solución muestra, después de su preparación, debe ser evaluada de acuerdo al 

método propuesto. Esto puede realizarse mediante la determinación de duplicados o 

triplicados de muestras a un nivel (medio) o distintos niveles (bajo, medio, alto) en 

múltiples puntos después de comenzar su conservación para tener en cuenta 

posibles cambios en su concentración. 

También puede determinarse por comparación de los resultados de las 

mismas muestras, después de permanecer bajo diferentes condiciones de 

temperatura ambiente, refrigeración, protegidos de la luz, durante el tiempo que dura 

el análisis, durante 24 o 48 h, en dlas distintos, etc. Lo anterior será determinado por 

el analista y dependiendo de las propiedades fisicoquimicas de la sustancia. 
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Se realiza bajo 1.as mismas condiciones de operación, utilizando una so.lución 

referencia recientemente preparada para cada tiempo, y <;I valor: medi() .obtenido 

después de su consef"a~ión debe estar dentro del ± 5 % del valor-;;6;.n¡;;·.;¡; : .• ~-- • 
-::~- <i:;,_:t,~~):.~~:;\< ·<:.; .. 

La muestra es estable si el intervalo de confianza (IC)p¡¡;·,:~-í~"~~¡~~ren"c~·de la 

media de la muestra con· respecto a la media del ariáli,;¡;;\;;¡~·i;l·y;.¡;:j~"y'e;~:,;-¡ ~¡;;lo~ de 
:. : , ·: .. .· - -_ . -,; ·:·;.-.,_,..:.;..:~:,,,-~~-''!-:·.:~C;,-!:,\"·;.~'.,_; -·. _,,"· ... . 

cero y/o la magnitud del efecto no exceda el porcentaje indica~:to anteriormente29·30·32. 

».':·;;;: .. -~:-·-:;~)~:~~~- -· ;;··-~-< ,- -~·.· ;,'-'." -
---;r{ ·:·~·· '"'-,, 

9.8.- Sensibi/idacl2s.27,2a,3s,37,~a -.•.>··· •".-.. ,:.> -~\·,:<.'t•• .· ·'' 

=n••n,;:~::u::::ro::;;;;iif:~í~i~~i!~:::::::= 
:.:~::~·: .'.'• 

cambios en la 

. , ·- ' .. _·, 

Existe una gran con.fusión so.bre el .término relacionado a la capacidad de 

determinar bajas concentraciones. El término frecúent .. mente utilizado para ello es la 

sensibilidad. 

La capacidad de detectar pequeñas concentraciones es expresada como 

lfmite de detección (LO) y Lfmite de cuantificación (LC) . . 

9.B.1.-Llmite de detección (LD). 

El LO de un procedimiento analitico individual es la cantidad más baja del 

analito en la muestra la cual puede ser detectada pero no necesariamente 

cuantificada corno un valor exacto. 

Dependiendo del procedimiento instrumental o no instrumental será posible 

determinar éste parámetro. 
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9.8.1.1.-Con base en la evaluación visual. 

Puede ser utilizada por métodos no instrumentales· e instrumentales. 

Es determinado por el análisis de muestras con cantidades conocidas del 

analito y por el establecimiento del nivel . mlr1!má·:. ;.I é:_ual el a na lito puede ser 

realmente detectado. La presentación de los· gráficos· .relevantes es considerado 

aceptable para su justificación. 
·,·-:.:_' 

9.8.1.2.- Con base en la relación Señál '; RÚido; 

Se aplica para proc:edimie~t¡,.¡ an~Htici~s ~~e .. ~fliben linea ba_sal de ruido. 

La deter,,:,irÍ~c_i~n dé:1a;r.,lacjón,;;e·ft;,d·_.:'E~i~~\;;e ~e;liz;.ialcomparar Ías 

señales medidas 'cie m'Uestras, con bajas concentraciones conocidas del analito, y 
muestras blanco. Se·. debe establecer la concentraciÓ~ mínima a la cuar el analito 

puede ser realmente detectado. 

Una relación señal : ruido entre 3 ó 2 veces a 1 es generalmente 

considerada aceptable para estimar el LO. 

9.8.1.3.- Con base en la desviación estándar de la respuesta y la 

pendiente. 

Se puede expresar de la siguiente forma, 

LD = 3.3u 
s 

En donde a es la desviación estándar de la respuesta y s es la pendiente de 

Ja curva de calibración. 

La determinación de a se puede lograr mediante una variedad de caminos: 
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9.8.1.3.1.- Con base en la desviación estándar del blanco. 

La medición de la magnitud de la respuesta basal analltica. es realizada por 

el análisis de un número apropiado de muestras blanco y se calcula la desviación 

estándar de e'staS. respuestas. 

9.8.1.3;2.~·: Con base en la curva de calibración. 

Una ~¿,:_;:~.,·~~·,calibración debe ser estudiada utilizando muestras con el 

analito, . e~ ~rír1f.;.','.J~1;):de LO. La desviación estándar del intercepto de "y" de las 

líneas de reg~.;.'s_fÓn,:·pÚede ser utilizada como la desviación estándar. 

En IÓs c:;.·,;·cis en donde el valor estimado para el LO es obtenido por cálculo o 

extrapola~iÓn; .. 
0

el ·.;.stimado puede ser subsecuentemente validado por el análisis 

independi~~te · d8 un adecuado número de muestras conocidas, preparadas a una 

concentración determinada o cercana al valor de LO. 

9.8.2.- Limite de Cuantificación (LC) • 

El límite "de cuantificación de un procedimiento analftico es la cantidad más 

baja del analito en una muestra la cual puede ser cuantitativamente determinada con 

adecuada precisión y exactitud. 

El LC es un parámetro de ensayos cuantitativos para niveles bajos de 

compuestos en una matriz muestra. Es utilizado particularmente para Ja 

determinación de impurezas y/o productos de degradación. 

9.B.2.1.- Con base en la evaluación visual. 

Puede ser utifizada por métodos no instrumentales e instrumentales. 
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Es generalmente determinado por el análisis de .. mUestras con cantidades 

conocidas del analito. y por el establecimiento del. nivel . mlnimo .·al cual el a na lito 

puede ser realmerite··¿.:,a,;tific,,;do con aceptable preci.;ión yexa6titud. · 

- ,-, 

9.B.2.2.~ Co~·base en la aproximación séiiai':Ruid~~c. 
-~-,''< .... ·., : :.>:~(:~-;_,~t~--3~.:.:/'· .. . ·';;··-·· 

Se aplica pa'rá procedimientos anallticos cií:ie .;xhiberi.unea basal de ruido. 

La d.,;termi,;,;6ión de la relación señal : ruido es· realizada por la comparación 

de señales.·,;:;;;.d¡d·;;.,;.;.; muestras, cori baja~ con~entraciones conocidas del analito y 

muestras blanc'o, estableciendo la concentración mlnima a la cual el analito puede 

ser realmente .. c.:iantificado. 

Una relación señal : ruido de 1 O veces a 1 es generalmente considerada 

aceptable para estimar el LC. 

9.8.2.3.- Con base en la desviación estándar de la respuesta y la 

pendiente. 

Se puede expresar de la siguiente forma, 

LD = l~cr 
s 

En donde a es la desviación estándar de la respuesta y s es la pendiente de 

la curva de calibración. 

La determinación de a, se puede lograr mediante una variedad de caminos: 

9.B.2.3 . ., __ Con base en la desviación estándar del blanco. 

La medición de la magnitud de Ja respuesta basal analítica. es realizada por 

el análisis de un número apropiado de muestras blanco y se calcula la desviación 

estándar de estas respuestas. 
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9.8.2.3.2.-Con base en la curva de calibración. 

Una curva· de c~libra~iÓn :· d0be ser estudiada utilizando muestras con el 

analito en el intenialo el;. i.:c:· L;.d~~,;·iabión estándar residual de una regresión lineal, 
'• • •- •• •" ,.• o" 

o la desviaci~n. E!stándaf, del intercepto ~e,- "y" i:fe las líneas: de. regresión pueden ser 

utilizadas co:~o .. i.~<~:~-~~-~~,@3:·:~~~~.~-~-~~r.(~:, ___ :'.., _ _ .. -.... · · 
En_ los casos en,c:tcm~_e,el valor estimado para el LC::: E!s obteni,do por cálculo o 

extrapolación, el ·e .. ti~:;,ciC:,'~pUede,''s~r;!>ubsecuentemente'cvalidad.;·po~ el• análisis 

~na::::~~~=:~ d:7er:nt=ttud2~1~i~f ::1:red~1f ~~7:~,~-;;~f~i!ª~.·.\pr.:.pamdas a 

El valor medio debe esÍar dentro d;.I llmit;_ p~edefi11·i·d~'.''.'~o'rir;~1~ .. ~t~ dentro 

del ± 
20 :~ d:e~e coc:~es~:::~nq::~:al~~º.~uCd0t~~.Zif~t~;~t~1t~t~d~~-~~:7;a 

cromatografía, es decir, deben tomarse en cue,.;ta l':ar .. ·a·~t;_;:,_~,pa~á;,:;et~os el tipo y 

edad de la columna, ya que esto modifica la relación de valores al considerar su 

determinación mediante la relación señal : ruido28
• 

;·--· 

9.9.- Robuste:z2ª.>7.2s,33.37.3• 

La robustez de un procedimiento analftico, es una medida de la capacidad 

de mantenerse inafectado por pequeñas, pero deliberadas variaciones en tos 

parámetros del método, y sumunistra un indice de su confiabilidad durante el uso 

normat33 • 

Es normalmente expresada como la falta de influencia en los resultados de 

variables operacionales y medio ambientales del método analitico29 . 

La evaluación de la robustez debe ser considerada durante la fase de 

desarrollo, y depende del tipo de procedimiento en estudio. Aunque los datos 
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obtenidos no son usualmente. mostrados, se recomienda que sean incluidos como 

parte del mé.todo de.vaUda~ión28• 
L.ós. factores, que' ti.,.nen jnfluerÍcia · s.obre el. método analltico, pueden ser 

determinad~s·; pe:;,:; .;I •'7st..;di;; '.de':~~fe~t:O~ eventuales de diferentes se'ries de 

condicion~~-·~. ~~I, -~~·é.t6d'o2.~ ~'.~~~ ~¡;~-'._,--~"G·~(-~~:·.'. ~,U~de!n ser controladas adecuadamente. 
Ejemplo ·d~,e~tEls. ~~·ri~'c;io~éS tl~i~~:~~:~: ·:-· .. ·:· 
En el caso .. -d~· ~PL.C: · :·:.·;·;:·,\~ .. ~-.·'~'.:;· 

Influencia de variaciones de·p·H en la.fase móvil 

Influencia de· la fuerza iónicia -. ,,, .. ·-.. ·· 
Estabilidad de la solución analítica 

Tiempo de extracción 

Variaciones en la composiciÓ~ d;,; ia f~ ... ei móvil 

Diferencia en las colun:..n.;.s (1.;t.;,•y'pro,;.;,.;ci.:,r) 

Temperatura 

Velocidad de flujo 

En el caso de CG: 

_.:,._· __ ,. 

Diferencia en las'column.ás {lote y proveedor) 

Temperatura 

Velocidad de flujo 

Estabilidad de la solución muestra 

Además de otros factores como distinto laboratorio, diferente analista, 

diferente instrumento, diferente lote de reactivos, diferentes tiempos de ensayo, 

diferente día, etc. 

Para caracterizar las distintas variables del método, éste debe ser dividido 

en bloques y determinar cuál es el efecto de cada variable en cada bloque (Diagrama 

1 ). 
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Se puede determinar la influencia de cada factor, por la variación de éste a 

un tiempo y .manteni0~dó los ·d~rñá~ .. fa~tf~)~~~- fijos .. Esto nos .lleva a gastar menos 

tiempo y recursos, aderná~ éiE> q;,e é~ C:C>r1ri~ble E>1 res;,lt~do, el método rE>sulta eficaz 

y efectivo. También, .;s P()~ibJe'obtenE>r;ihforrri~ció';, ~tilizando un experimento de 

diseño niuiuta~tC>ri~1c;,,~!dz(;y~• ey :1Ji~;:k:> ·Y': .. .. 
· · El diseño de experi'."entos: es: muy,, lógic'.",:, racional y un camino. cientlflco 

conocido pa·ra :;;~-¡~~Íá-r'·~'i~tO~;. p·u'~~,i~'~d~º~~~t~~r':'~i ¡¿j~·:·factores ~edio -ambienÍa,Jes y 

del método_iie~e;, ;;.¡9;:,¡:¡;,; infí;J.i;~6i~'~66;'.;;·¡g~:~~~Jft'á'd6s. 

Equipo especffico 

Elección del 
instrumento 

Probar 
Adecuabilidad 

-·. .,.- . , ... ;.;~.2;;.~0:":·t~:( 

Pr~d;_;~t~--r:;~~-6~é~~'(;·,· ·.': :. _ , 
M~todo a~e-:=ua,~0.~:.:.~ -~·~,·::-.. Preparación de la muestra 

0_· . e , ~·(};:,.· ::::s::~::::::: 
~- ··· ·j~:<~ 'Peso de la muestra 

·j3;·· 
Resultados 

finales 

Extracto 
Preparación de 

diluciones 

Diagrama A1. Relación entre equipo, método, técnica y muestra en un análisis tfpico37
.38 

El diseño comúnmente utilizado es el de Plackett - Burman, que utiliza un 

diseño de 8 a 12 corridas, y permite investigar un número de 7 a 11 factores. Este 
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diseño tiene dos niveles,· valores y se adapta a un factor. La variación de 

combinaciones de niveles es muy especlfica y muestra una alta simetría. 

Esta aproximación también se puede utilizar para demostrar la transferencia 

de un nuevo método a otro laboratorio31
• 

9. "10.- Cromatografía de gases39 

La cromatografía se define como un procedimiento analflico mediante el cual 

los solutos son separados por un proceso dinámico de migración diferencial en un 

sistema que consiste de dos o más fases, una de las cuales se mueve 

continuamente en una dirección dada (fase móvil) en la cual la sustancia individual 

exhibe diferente movilidad por motivos de diferencias en. la adsorción, partición, 

solubilidad, presión de vapor. tamaño molecular,' o densidad.de carga iónica3 º. 
Esta técnica analítica tiene como funciónla°.~eparaC::ión de compuestos, con 

el propósito '.cÍ~· identificar, cuantificar o purifiC::ar ... uria{múestra. Aunque existen 

diferentes tipos '.de··cromatografia, solo se mencio;,a·rán ,las caracterlsticas de la 
' ' '• 

cromatografia de gases, que es la técnica analftica utilizada en este trabajo. 

La cro.matografia de gases es un método de separación, en la cual, un 

soluto gaseoso (o el vapor de un liquido volátil) es transportado por una fase 

gaseosa o fase móvil. La fase estacionaria suele ser un liquido no volátil que reéubre 

el interior de la columna (cromatograffa de reparto gas-liquido) o un soporte sólido de 

grano fino (cromatografía de adsorción gas-sólido). La figura 1 muestra el esquema 

de un cromatógrafo de gases. Una muestra de liquido volátil se inyecta a través de 

un septo de goma (un disco delgado) en un puerto de inyección caliente, recubierto 

de vidrio o metal, donde se vaporiza la muestra. La muestra es arrastrada 

rápidamente hacia la columna por un gas portador inerte (que suele ser He, N 2 , o 

H 2 ), que actúa como fase móvil. Después de pasar por Ja columna que contiene a Ja 

tase estacionaria, los salutes separados fluyen por un detector. cuya respuesta se 

visualiza en un registrador o una computadora. No es necesario que la temperatura 

85 



Anexo/ 

de la columna sea. mayor que el punto de ebullición de todos los solutos, sólo debe 
. . . 

ser lo bastante elevada para que cada. salute tenga suficie"!te, prei;¡ió.n .de vapor a fin 

de ser eluido. en un Uempo razonable. 

SegtO CJO 
goma de 
silicona 

inyocc1on 

Entrada d8' gas oortador 
1 

HO<no de a. cowmn.f' 

- Colurnna 

Figura A3. Diagrama esquemático de un cromatógrafo de gases39 

9.10.1.- Columnas 

Las columnas pueden ser empacadas o tubulares abiertas. Las colur_-nnas 

empacadas son de acero inoxidable o vidrio y tienen típicamente un diámetro de 3 a 

6 mm y 1 a 5 m de longitud. La columna se llena con un soporte sólido de grano fino 

recubierto de un líquido no volátil como fase estacionaria, aunque el sólido mismo 

puede ser la fase estacionaria. Las columnas tubulares abiertas (capilares) 

proporcionan mayor resolución, menor tiempo de análisis y mayor sensibilidad, 

debid_o a que la longitud de la columna es mayor y el diámetro menor, con lo que 

aumenta el número de platos teóricos por unidad de longitud. Las longitudes de las 

columnas capilares van desde 10 cm hasta 100 cm y los diámetros externos son del 

orden de 0.25 mm. 
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9.10.2.- Soporte sólido. 

El soporte debe ser de un material resistente "inerte", en particulas 

pequeñas de forma regular y con gran área superficial. Idealmente no debe 

interactuar con los salutes. pero ninguno es inerte. La mayoría de los soportes son 

de diatomita (tierra de diatomeas) consistente en los esqueletos de sllice de las algas 

microscópicaS denominadas diatomeas. 

El tamaño reducido de la particula reduce 'el tiempo requerido para el 

equilibrio dé lo-s salutes,- lo que mejora la eficiencia de: la columna. Sin embargo, a 

menor tamaño de la particula, se requiere mayor presió<l para forzar a la fase móvil a 

través de la columna. 

9.10.3.~ ·Fase estacionaria 

La elección de la fase líquida para un problema dado es esencialmente 

empirica;· 1a regla de que "los semejantes se disuelven mutuamente" es muy útil. La 

cantidad de_ fase liquida utilizada se expresa como porcentaje en peso del soporte 

líquido. Las cargas más comunes están en el intervalo de 2 a 10%. En general, un 

gran porcen!aje de fase liquida conduce a una mayor capacidad para el salute, 

tiempos de'retención mayores y mayor separación entre picos. 

Tanto en las columnas empacadas como en las columnas tubulares abiertas 

se emplean una gran variedad de fases estacionarias sólidas. Las más comunes 

como la alúmina (Al2 03) o los tamices moleculares son una notable fase sólida 

ampliamente usada en cromatograffa. Son materiales inorgánicos o polimeros 

orgánicos con grandes cavidades en las cuales pueden entrar moléculas pequeñas, 

que son parcialmente retenidas. 
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9.10.4.- Programa de temperatura 

Al incrementarse la temperatura de una _columna se reduce el tiempo de 

retención y la resolución, debido a que los compuestos eluyen más rápidamente. 

Cuando se separa una mezcla de compuestos cor:' amplio intervalo de puntos de 

ebullición o polaridades, es· muy útil pode;~. modificar la temperatura de la columna 

durante la. $,i;pa~.;.;ión: ya que, los compues·t;,;.·m.ás volátiles emergen de la columna 

uno cerca' del· afro;·· mientras que: los ·_.;ompu~stos menos volátiles no pueden ni 
siquiera er~fi-Se~9 .:.,,_, .:~ - ··:¡·.· -.. :·.:/ · 

' "<~-'.V•>_.•" :···" :;'"_:.'-•.r• __ ··::·• O 

9.10~·5:- ·G~sº~can.eador 

L.:>s ga;.es ·acarreadores más comunes son H2. He y N2. Los tres producen 

una altura de plato óptima similar (0.3 mm}, pero gastos significativamente distintos. 

El He e H2 requieren un gasto mayor que el N2 lo que favorece la resolución, debido 

a que los gases del soluto difunden más rápido a través de H 2 y He que de N2. 

9.10.6.- Inyección de la muestra 

Con el objeto de introducir una muestra liquida en una columna 

cromatográfica se requiere de un puerto para muestra, que usualmente contiene un 

tubo de vidrio silanizado (llamado inserto) dentro de un bloque metálico caliente. La 

muestra se inyecta con una jeringa a través de un septo de goma, y se vaporiza en 

el tubo de vidrio. El gas portador lleva la muestra vaporizada a lo largo de la columna 

de cromatografía. Por lo general las columnas analiticas requieren de O. 1 a 1 O µL de 

muestra liquida, mientras que las columnas de trabajo preparativo pueden manejar 

de 200 a 1000 µL. 

La inyección dividida es una forma de reducir el volumen de muestra para 

las columnas tubulares abiertas. Solo 0.1 a 10 % del volumen de 0.1 a 2 µL de 

muestra llega a la columna; el resto se elimina. En la figura No. A4, se muestra la 
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cámara de inyección, en. do~de la muestra se inyecta a través del septo ':!n la· zona 

de vaporización de~.la.<muestra; La válvula .de. aguja se cierra .. f:1 ·gas. por1ador 

procedente del cont~olad6rcde fluj~ transporta la muesÍrá. a,tr.:vés;~~lin,;;.;;,10'. de 

~~:?~~~;s~.Zf J~~l~f.~f ~~Ef.~~j~~~~~~~~1I 
aguja 2. o'ur.Ínt~. I;,; ;, i~·~ección, la muestra puede . fraccionars.;•: si ~igu'ri'o'. de los 

compone~tes· ';:,o··~~ ;;~poriza del todo, lo cual causa error en el análisi.s .cualitativo. Si 

la temperatJra del inyector es demasiado elevada, puede ocurrir descomposición, 

con perdida de algunos componentes y la formación de otros. 

Figura A4. Cámara o puerto para la inyección dividida o sin división en una columna tubular abierta39
. 

En la inyección sin división la mayor parte de la muestra se aplica a la 

columna. y durante la inyección ocurre poco fraccionamiento de solutos~ Se utiliza en 

los casos donde se requiere el análisis de trazas de solutos. 

Se utiliza inyección sobre la columna en el caso de muestras que podrían 

descomponerse al ser calentadas por encima de su punto de ebullición al inyectarlas. 

La solución de la muestra se inserta directamente al principio de la columna de 

cromatografía. sin pasar por un inyector caliente. La temperatura inicial de la 
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columna es cercana al punto de ebullición del disolvente. De este modo, el disolvente 

se condensa y atrapa solutos en una zona estrecha. La cromat.ografia ·ocurre al 

elevarse la temperatura de la columna. 

9.'10.7.- Detectores 

Existen diversos detectores que puede_n _utilizarse para detectar. IÓs solutos a 

la salida de la columna cromatográfica, com_o el detector de conduc::tividad térmica, 

de ionización de flama, de captura de el¡;,cÍ~orÍes,'. det¡;,ct~r foton:;étri~o d.;, flama, 

detector de álcalis de flama, y detector de.emÍsión'atÓmica, cada uno con distinta 

sensibilidad y útiles en distintos casos. Los eispectrómetros de masas y los 

espectrofotómetros de infrarrojo de transformada de Fourier se utilizan_ a·mpliamente 

en combinación con la cromatografla de gases. Estos detectores proporcionan el 

espectro completo para cada componente conforme eluye de la columna, pudiendo 

realizar el análisis cualitativo. 

9. 11.- Espectra1T1etría de masas•0 

La espectrometría de masas es una técnica analítica que proporciona, 

además del peso molecular, información valiosa acerca de la estructura qulmica de 

un compuesto. En el espectrómetro de masas, llegan electrones de alta energla a la 

muestra, rompiendo las moléculas en fragmentos, de los cuales se obtiene su masa, 

y esta información es utilizada para reconstruir la molécula. 

El espectrómetro de masas ioniza las moléculas en un alto vacío, clasifica 

Jos iones de acuerdo a su masa. y registra Ja abundancia de los iones de cada una 

de las masas. Un espectro de masas es la gráfica que representa las masas en el 

eje de las x y el número relativo de iones (abundancia relativa en º/o) de cada una 

de las masas en el eje de las y. Se emplean varios métodos para ionizar las 

muestras, y también hay varios tipos de analizadores para separar los iones de 

acuerdo con su relación (masa/carga), pero solo se mencionará la ionización por 
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impacto electrónico y como analizador la deflexión magnética para separar los iones 

formados. 

9. 11 .. 1..... Ionización por impacto electrónico. 

Cuando un electrón choca con una molécula neutra. puede ionizarla 

eliminando otro electrón. 

e + M > + 

El tipo más común de molécula ionizada es el que carece de un electrón, y por lo 

tanto, tiene una carga positiva y un electrón no apareado. El ión es un radical 

catión. Por ejemplo; 

e + 
H 

H:g:H 
H 

> + 2e 

Radical catión 

El radical catión en la reacción anterior no es un carbocatión normal, el 

átomo de carbono tiene siete electrones alrededor de él, y los siete lo enlazan a otros 

cuatro átomos. Este catión excepcional se presenta por la fórmula [CH.J .: en donde 

+ indica la carga positiva y • indica el electrón no apareado. 

Además de ionizar, el impacto de un electrón energético puede romper la 

molécula. Este proceso de fragmentación da una mezcla característica de diferentes 

iones. El catión radical que corresponde a la masa de la molécula original se llama 

ión molecular, y se abrevia M+. Los iones de menor peso molecular se llaman 

fragmentos, y pueden ser positivos, negativos o neutros, pero en el espectrómetro de 

masas solo se detectan los fragmentos con carga (positiva ó negativa). 
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9."l"l.2.- De,,ección tnagnética. 

Una vez que la ionización y la fragmentación han formado una mezcla de 

iones, estos deben separarse y detectarse, y se realiza en el analiza.do~ del 

instrumento. 

En el caso de Ja deflección magnética, las moléculas de Ja muestra se 

ionizan mediante un haz electrónico que pasa a través de una cámara de vacío. Los 

iones con carga_ positiva son atraldos por la placa cargada negativamente, que tiene 

una rendija ·ang;,sta para permitir que algunos iones pasen a través de ella. Ei' haz de 

iones entra a ün tubo al vaclo. con una parte curva colocada entre Jos polos de un 

imán grcl~<li:. Cu_ .. ncio pasa una partlcula cargada a través de un campo magnético, 

sufre un8.:t.~e·rza~transversal y se cusva su trayectoria. El radio exacto de curvatura 

del trayectó'_de ·un ión depende de su relación masa/carga ( m / z ) que se simboliza 

m I z. En esta expresión m es Ja masa del ión (en u) y z es su carga en unidades de 

carga elect'rónlca. 

Al final del tubo del vaclo hay otra rendija, seguida de un detector de iones 

conectado con un amplificador. A un campo magnético dado, solo el trayecto de los 

iones de una masa determinada se curvará exactamente la cantidad correcta para 

que pasen a través de Ja rendija y entren al detector, el cual produce una señal que 

es proporcional al número de iones que llegan a él. Variando el campo magnético, el 

espectrómetro recorre todas las masas iónicas posibles y produce una gráfica del 

número de iones de cada masa. La información se tabula y se imprime el espectro 

como una gráfica de barras o como una tabla de intensidades relativas, como se 

muestra en la figura 3, todos los valores se redondean al entero mas cercano en 

unidad de masa. A Jos picos se les asignan intensidades expresadas como 

porcentajes del pico más intenso al que se le llama pico base. No necesariamente 

debe corresponder al de la masa del ión molecular, simplemente es el más 

pronunciado. El valor de m / z para el ión molecular inmediatamente da el peso 

molecular del compuesto. 

92 



Anexo I 
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Figura AS. Espectro de masas por IE del 2,4-dimetilpentano dado como gráfica de barras y en forma 

tabular40
• 
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