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IIJTRODUCCION 

El ob_lét.ivo principal de est.e l.raba_lo es la modif'icación de 

un mét.odo farm;,.copeico para delermin.d.r clorhidrat.o de Lincomicina.. 

Dicha modificaci6n consist.e la ut.ilizaci.6n de columnas 

capilares en lugar de columnas empacadas en la ~écnica de 

cromat.ografia de gasos. 

Par a escoger la columna capi 1 ar adecuada se deben probar 

columnas de diferent..e polaridad. longitud y espesor de pelicula. 

Además es neces.a.rlo opt..imizar las condiciones de operaci6n y de 

preparación de la mue~t.ra. 

Como realizan varios cambios al mét.odo original 

necesario cert.if'ica.rlo para asegurar que el mét.odo es confiable. 

A pesar de que desde 1957 Gola.y desarrolló la t.eoria de las 

columnas capilares, no ha sido sino hast.a a~os recientes cuando se 

ha observado un crecienl.e- int.erés on ellas. En nuesl.ro pais. y 

especialment.e en la Indust.ria Farmacéutica no se ha visl.o el uso 

generalizado de esl.e t.ipo de columnas debido posiblernenl.e al cost.o 

de las mismas. Cabe mencionar qua con las columnas capilares el 

l.iempo de an:.Olisis se acort.a.. los picos se resuelven mejor y es 

posible separar mezclas complejas que de ot.ro modo no podrian 

separarse. En suma, las vent.ajas de est.as columnas son muchas 

frent.e a las columnas empacadas. 



CAPITULO I . ANTECEDENTES 

La Lincorn!.cina A es un a.nt..1bi6t.ico ant.ibact..eriano que junt.o 

con la Lincorru.cina B es oblenida de los cult.ivos dé St..rept.omyces 

LincolnensLs variedad LLncolnensls NRRL 2936. También es producida 

por el Slropt.omyces esp~nosus NRRL 3890, por ~l St.rept.omyces 

pseudoeriseoLus choTTIC)var Lin.mucetlcus NRRL 3985 y el S. varlabLlis 

lini.abili.s NRRL. 6618. Est.e últ.imo microorganismo no sint.et.iza la 

Lincomicina B. El anlibiólico 

clorhidrat.o. <u 

purifica y ut.iliz.a como 

Esta const..it.ulda por dos part.es de 9 .:t..t.omos de carbono cada 

una unid•s .;,nlre si por un liioril ace amidico. Una d~ las part..es es el 

~rans-l-met.il-4-propil-1-prolina ~onocido como ac.i.do propilhidrico 

C:PHA) y l.- olra parl.e el met.i. l 6-aml. no-6. 8-di deox.i -1 -Li o 

D-&rilro-o-D-galacLo-oclopiranosido 

CM"!l..) • 

6 meLi l ~-liolincoarninida 

La Lincom.icina A siempre viene acompai"l'ada de un coproduct.o de 

la.. f'erment.ación, llamada L!ncomic!na B por su gr;i.n parecido 

estructural. La proporción de Lincomicina 8 producida siempre es 

menor al cinco porcienlo. La única direrencia enlre la Lincomicina 

A y la Lincomicina B o lam.bién denominado antibi6L1co U 21.699 es 

la presencia de un grupo et.ilo en lugar de un grupo propilo en la 

posición 4 del aminoácido. Se cree que la rormaci6n de la 

Lincomicina B una aberración ya que el microorganismo la 

produce en mucho menor proporción que la Lincomicina A. 
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Las est.ruct.uras de las Lincomicinas A y B, se muesLr.a.n en la 

Cigura 1.1: 

R: CH
9 

-CH
2 

-CH 
2 

-

R, CH
9 

-cH
2 

-

Lincomicin.a. A. 

Lincom!cina B. 

flg •· •. ESTRUCTURAS QUIWICAS OE LA LINCOWICXNA A y 8, 

El peso molecular de la Lincom.icina A sola es de 406.53, del 

clorhidrato de Lincomiclna monohidrat.ado es do 461. 01, su pka. es 

de 7.6. El clorhidrat.o QS t.ot.alment.e soluble en agua ent.re 50°C y 

150°C. Por encima de 200°C la descomposición present.a 

pérdida de met..ilmercapt.ano, ést..a. es una de las razones por lo cual 

es necesario silanizar la Lincom.icina para poder analizarla por 

Croma.lograrla do Gases. 

La Lincom.icina A es eslable a pH's mayores de 1.5 ya que en 

medio ~cido la Lincomicina A surra la hidrólisis del grupo 
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aminogl1cósido y de la función amida, t.al como se ilustra en. la 

figure. 1.2: t9• 

Li ncomi ci na 
H;0 
"'-. H• 

H2 0 "'-.. ~Ha 
HO-<f-H 

H~ 
~SCH9 

OH 
Clg. ~.2. ICIDROLISIS ACIDA o~ LA LIHCOWICIHA 

La Linco1nicina cuando se encuentra como base libre es soluble 

etanol, butano!. met.anol, 

n-but.ilacet.at.o, amilacetato, 

isopropil-n-butilcet..ona, 

di cloruro de isopropilo. lo&• 

cloruro 

1 sopr opanol , et..ilacet..ato. 

acetona, met.iletilacet..ona, 

de metileno, clorot"ormo, 

El clorhidrato de Lincom.icina B es muy soluble en agua. 

soluble en metano! y etanol y relativamente insoluble en solventes 

organices menos polares. 

L.a Lincomicina B como base libre es soluble en agua y en la 

mayorla de los disolventes orgánicos. Su peso molecular como base 

libre es de 392. El pka. reportado es de 7. 68.1!;1 

Se ha observado la producción de otros tres c~mpuestos 

análogos la Lincomicina C:fig. 1.3) cuando se adicionan 

nutrient.es espec!ficos on el caldo de cultivo. Por ejemplo, los 

ant.ib16t.icos U-11, 973 y U-20, 943 se forman al adicionar meLi l 

o.-Liolincosaminida CMTL) y et..11 et-tiolincosaminida CETl.). 



respect.ivamen~e. Eslos dos compuest.os sen inhibidcrés de la 

met.ilación en el nit.r6geno de la prolin.a <2L Al agregar 

DL.-et.ionina. es pr-oducido ~l ant.ib16t.ico U-11,921. que únicament.e 

difiere de la Lincomlcind. t!>n el grupo et.ilo en lugar del grupo 

m$lilo que se une al ~t.orno da azufre. •d) 

U-11 , 973 ff=H; 

U-20,943 R=H; 

R J, ::.cH2. CH2. CHll ~ Rz =cHS 

R~~cH2CH2.CHB;Rz=cH2CH9 

fig:. t. s. AHTlBIOT:rcos ANALOOOS A l..A LINCOMIClNA. 

La Llncornicina act.úa princ!palmen~e sobre cocos grampos1t.ivos 

como son est.a..filococos. &st.rept.ococos y neumococos. t7) Es 

espeeialmen~& útil ccnt.ra el St.aphylccoccu$ aureus. St.reptococcus 

pneumoni ae. St.repl.ococcus pyoge-nes. grupo vi r i daos. St..r ept.ococcus 

~t.is, S~cillus afit.hr-acis. y cont.ra algunos Bact.eroides:, 

erLsipelas. infecciones est.a~ilocóccicas y aclinomyce~osis. Sa han 

observado mejor1as con su uso en la. ost...eom1e1it.1s crónica y el 

acné vulgar.'ª•· Su u:;? <Se recomienda para .tn.f'ecciones dabidas a 

pneumococci. E:l mec.anl.smo de- acción consist..e ~r\ la uriión a la 

subunidad 50S de los ribosomas bact..orianos, supr-imiendo asl. l.a 

s1nt.esis de proteinas. Denlro de los ef'ectos indeseables se 

encuentra' la colitis pseudomembrancsa por antibi6tlco que se 

present.a cuando cepas resist.en~es a i- L!neorn.icina de c. difficile 

secretan una t.ox.ina. Los sinlornas de esta enCermedad son diarrea, 

dolor abdom.inal. fiebre. moco y sangre lAs hcc~s. 101 Ot.ros 

ef'ect.os secundarios que se han observado son hi persensibi l !dad y 

d.i ser as! as sangui neas. <7) 



La Llncomic1na B t.lene el mismo espect.ro ant.lbacteriano que 

la. Lincomicina A.(5) 

El derivado 7-desox.i-7-cloro de la Lincomic1na, es la llamada 

clindamicina que es más pot.enLe que la Lincomlc1na, pero ~s menos 

t.6x.i ca. (9) 

La Lincomicina al igual que los oLros anllbi6t.1cos se valora 

mlcrob1ol6gica y quimicament.e. Anter1orment.e el ensayo quimico 

conslst.1a t'!O el análisis por Crotr'ld.l.ografia de G.:is.a,;; pr.,;tvla 

formación del sill.l derivado. El reactivo silanizant.e- utilizado 

para la formación del derivado era mezcla de 

hexamet.ildisilazano y t.r1mei..1lclorosilanu proporción de 

9:1. La pirl.dina se empleaba como dlsolvent.e pues por su caract.er 

básJ.co permite la liberación de la Ll.ncomiclna. part.ir del 

ClorhidraLo de Lincornicina monohidrat.ado. Como est.ándar interno se 

empleaba la tetrafenilciclopenLadienona, la cual era agregada a la 

solución de Lincom.icina dospués de la reacción do silani:zación. 

Esla Lécnica prAcLicamenLe ya no se emplea para el an~lisis de la 

Lincomicina debido a la alta. Lcx.icidad del disolven'~e empleado y a 

que no se obt..enian los r-.:tsull..;..dos cuant...it.a.t..1vo5 asperado~. uo¡ 

Act.ualmenla la Lincomicina se sigue analizando quim.icd.menl.e 

por CromaLograCia de Gases, pero la reacción de derival.ización 

di Cerenle. La USP XXI reconuenda el uso de 

0-BisLrimetilsililacel.am.ida CBSA.) y Lrimelilclorosilano CTHCS) 

una proporción 100: 1, como el reacl.!vo s1lanlzant.e. En es Le caso 

el TMCS actúa como calalizador. El BSA actúa sobre las cuatro 

runciones alcohólicas de la Llncomic1na base libre. Para liberar a 

la Li ncoml ci na se uLiliza solución 

clororormo-imida.zol. Se uli l lza el dol.ri acont.ano 

inLerno. La reacción se lleva a cabo a e5°C por 30 min. 

b.\sica de 

estándar 

La USP XXI establece el uso de una columna de vidrio de 3 mm. 

por 122 cm empacada con 3Y. de OV-17 e-n Chromosorb WHP 100,..-120, el 

empleo de Helio como gas acarreador a un f'lujo de 45 ml./min. 11t> 

En la t.écnica desarrollada se ul.iliza la misma reacción de 

silanización recomendada por la USP XXI, aunque el procedimienLo 

expe~imenLal es distinLo. Ademas se emplea una columna capilar de 

silica fundida de RSL-150 de 0.2 mm de diámetro int..er~o y 12 m. de 

6 



longitud. Por una columna capilar el gas acarreador 

hidrógeno y el flujo es de 3 ml/min. 

7 



CAPITULO I I . FUNDAMENTOS DE LA TECNI CA DESARROLLADA 

II.l General1dades 5obre Croma~ografia de Gases 

AJ Def1nic.l.ón 

La t.oé-cnica da Crom.a.t.ografia de Gas.es fuo des.:..rro1 lada por 

J.::.~5 Mart..in en 19'52 y de=:de ent.onces ha sido utlli=.ada 

herramienta en la Quinúca A.nalit.ic.:... 

La Crom.at.ografia de Gases es una técnica de separación que se 

bAsa en la distribución de los componant.es de la mugs.t.ra entre una 

r•se est.acionaria y una fase móvil por adsorc16n. partición o por 

ambos macani smos. En la. Cromat.ograf1a do Gases la fas~ 

est.aci onar ia puede ser un sólido adsorbent.e CCromalografia 

Ga.s-SólidoJ o bien una fase liquida impregnada sobre un soport.e 

:soólido CCrcir.at.ograf'1a Gas-Liquido) y la fase móvil as un gas que 

se denomina gas parlador gas acarreador. En el de la 

crornat..ografia Ga.s-S6lido l.._ separación se reall.Za por a.dsorc1ón 

difer.ancial, m.i ont.r as que 

Gas-Liquido la separación 

el caso dB la CromaLograria 

1 ogr a por un;,. :::orr.bi r1aci ón de 

adsorción y partición. A ni vol molecular las principales 

intaraccionos que so llevan a caU~ ~e~ dispersión, orient.aci6n. 

inducción. complejación donador-acept.or (incluyendo enlaces de 

hidrógeno). tL:!I) 

Dent..ro de las ventajas de la Cromatografia de Gases 

encuent..ra su alto poder de resolución. su sensibilidad. su rapidez 

·Y su ut..illdad en la obtención de rosult..ados cuantit.at..ivos.u.2) 

Si n ernbar go. la Cro~tografia de GO!l.ses present.a como 

l1rn.1Lant..os que la muestra o su derivado sean vol.a..t..iles y además 

t..érm!cament..e est.ables la Lemperat.ura de operación. Es t.. as 

limit..ant..or. rest..ringen su uso para compuest.os org.A.nicos vol:t.t..iles 

de pesos moleculares menores de 1,000 y a t..emperat.uras da 

operación rnonor~o; do 4.00°C. 1s.10 

8)~ 

Tod- la información que sa puado obLaner de cu-lquier procoso 

cr-omat..ográfico queda regist.rada grA.ficamenLe en 1Jn cromat.ograma. 

Para poder ut.ilizar dicha información han desarrollado 

relaciones mat.emat..icas que definen los parámet.ros 

cromat.ogr á.f"icos. 
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Dent...ro de los parámet.ros más import...ant..es y que van a. ser 

ulilizados en el present.e t.rabajo. se encuent.ran : el Liempo de 

r::::te~ci~~ (t_!"~, Al t.iempo de retención ajust.ado (t.r'), el t.iempo 

muert...o (Lm), area del pico CAJ. ancho de la base CWb), número de 

plat.os Le6ricos (n), allura equivatent.e a un plaLo t.eórico CAEPT:>, 

coeficient.e do repart.o CK) fact.or de cap~cidad Ck'), ret..ención 

relat.iva o seleclividad CcU, ra.zón de fases Cf'), resolución <R), 

velocidad lineal promedio del gas CV). 

El Tiempo de Ret.enci6n Ct..r) es el t..iempo t..ranscurrido desde 

la int.roducci6n de la muest.ra hast..a que el det.ect.or regist..re el 

nta;dmo del pico. Es caract..erislico para un solut.o dado siempre y 

cuando se conserven las mismas condiciones de operación. 

El Tiempo Muert.o Ct.m) el t.iempo que cualquier 

component.e permanece en la !'ase móvil Cgas acarreador) Para 

medirlo se utiliza una sust.ancia inert.e Caire, met.ano, et.e.) que 

no int.eracc!one con la fase est.acionaria y que únicament.e sea 

arras~rada por la rase móvil. 

El Tiempo de Retención Ajustado C t.r') es el t.i empo que 

permanece el solut.o en la fase ~sLacionaria. 

Los tres parámetros ant.eriores se encuentran relacionados por 

la siguiente ecuación 

t.r = t..r' + t.m 

La ericiencia d~ la colurru~a se mide con el Número de Plat.os 

Teóricos (n). o bien con la Alt..ura Equivalente a un Plat.o Teórico 

CAEPD. Un Plat.o Teórico se do!'ine como un equilibrio dol soluto 

ent.re la !'ase móvil y la fase est..acionaria y se calcula medianl.e 

cualquiera de las siguient.es ecuaciones : 

( ~wt, __ · )' 6.54 --
V2 

Dcmde w,. .... 
2 

es el ancho a la nútad de la alt.ura del pico. 

La. Altura Equivalente un Plat.o Teorice es la longit.ud 

de la columna requerida para un Plat..o Teórico. La longit.ud 

generalment.e se expresa 

AEPT : ..f¡----

g 



Se observa facilmenle que a mayor número de Platos Teóricos. 

menor AEPT y por tan•.'::) md;. efJ. C.l ent.e EtS 1 21. col umn.a. 

caract.erlst.ica para cada sol u to t.emperalura dada, y 

relaciona la concenlraci6n del solulo en la lase gaseosa. 

A una K grande mayor sera la solubilidad de la muest.ra la 

fase liquida y por t.ant.o, perrnAnecer~ más tiempo en ella. 

K = Conc. del solu~o fase liquida 
Conc. del solut.o fase gaseosa 

El Fact..or de Capacid.ad Ck') relaciona la cantidad Ce-ri g. J del 

solulo en las dos fases : 

k , = g __ ._d_e_l~_s_o_1_u_l_o_f~a_s_e __ 1_1~q~u_i_d_a_ 
g. del soluto fase gaseosa 

E5 posible relacionarlo 

mediante la ecuación 

el Co~ficient.e de Repar~o. 

por 

K = k'(J 

~nde n es la Razón de Fas~s : 

_ Volun.9n del gas 
~ - Volumen del liquido 

l..a Ret.enclón Relativa o Fac~or de Separación CoU es~A dada 

Donde t.r· 

l.r • ..... 
) lr '<A> 

K . k • . 
Es la relación de los tiempos en qua dos componentes de la 

muestra permanecen en la fase liquida. 

Por definición liane valores igu~lcs o ~yores de ta unidad y 

es una medida de la selecl.1 vi dad del si sl.ama cromat.ográfi ce. 

independiente del tipo y de las dimensiones de la columna.. Es 

conslant.e para una t.ernperat.ura dada. <a.si 

La resolución os ol grado de separación de dos picos. Se 
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calcula, median~e la ecuación 

R• = 
W +W 

• 2 

Donde ~t. es 1 a di f'erenci a ent..r e el t..r 
2 

y el l.r 'l. y W'L es el 

ancho en la. base del pico. 

La resolución latnbi~n puede relacionar con los siguient..es 

paramet..ros cromat..ogr~Cico~ 

Ro 

Do la mi srna se deduce que se r equi ere un valor de et gr ande 

para que se lleve a cabo una buena sepa.ración, y valores de k
2 

dent..ro del rango de 3 a 10. 

La velocidad lineal promedio del gas C V) la relación de 

la longitud de la columna. generalmenle en cm y ol t..iempo muerto: 

L 

II.2 Inst..rumenlación 

En genaral. un cromat..6graio de gases Cfig 2.1) esta 

const.it..u1do por : AJ un cilindro de gas acarreador. 8) un medidor 

del flujo del gas, C) la ent..rada de la muest..ra, 0) la columna, E) 

el horno F') un det.ect..or y G) un· regist..rador y/o un inlegrador. 

f\.9 2. t.. ESQUEMA CON L.OS PRtNCtPAL.ES COMPONENTES DE UN CROMATOORAFO 

11 



No obs t..ant.e, que lo5 principal ers component..es de 

columnas crom.at.ógrafo ~on los mismos cuando trabaja 

capilares, r1ecesario realizar algunas modifica.clones. Estas 

modi f l clones obedecen al hc-..::ho de que 1 a canlidad de muestra 

1 nt.roducida '9n l a.s col urnnas ca pi lares es muy pequeí'ía, a que el 

f"l ujo del gas acarrea.dar es muy bajo y a que 1 a respuesta del 

detect.or debe ser más rápida. 

Es posible mod11~1car un crom::..t.6grafo de gases para columnas 

empacadas en uno para columnas capilares siempre y cuando haya la 

seguridd de que no existan gradienl.es de lemperatura en el horno 

que puüdan a(ect.a.r grandemente la eficiencia de la columna capilar 

y d~ que la respuesta del delect.or sea constante y rápida. 

Los cambios qua se realizan se llevan a cabo principalmente 

en la part.e noumAt.ica del cromat.6grafo de gases. Est.os cambios 

un regulador ef ica:z de presión del gas acarreador para que 

ést.a si empre sist.oma de división de 

muost.ra . una ent.rada de gas auxiliar para. el det..ect..or, y un nuevo 

iny~clor que pueda ser usado para. cualquiera de las t..écnicas de 

1.nyección elegida Cs.plit.., split.t.les::;;. inyección c:.olumn). 

También &s necesario realizar camblos. menoros en la. t.uberia, en 

los accesorios, et.e, para peder acom-:..da.r los 

adit.amenlos. u.si 

AJ Gas acarreador 

El gas acarroador se emplea para t.ransport.~-..r a la muest.ra. a 

t.ravés do la colunma, efect..uando la soparaci6n. 

El gas acarreador debo ser inerte. decir. debe 

reaccionar con la. rnueslra, n1. con la (ase o?::>laclonaria. Además 

debe •-omars~ en cuent-zi par·3 la el'9cción su cesto. su ericiencia, 

su d1spo1u.bil1d.:;..d, :iu pur·..,.:;,:a, ~u .ZO'guri.Ja.d :,· 1..a. .::ompa.t.1 bl.1 l.d.:.d ce;: 

el detector. Considerando lo ant.er1or, los principales gases 

emplea.dos cromat.ografia de gases el ni lrógeno, el 

hidrógeno, ol helio y raramonLo ol argón. 

El gas acarreador puede influir sobr& la rusolución, también 

arect.a el t.iempo del an~lisi5. ya quo los gases mas ligeros como 

el hidrogeno y el helio pr~;;ent..an velocidades linea.les ópt...1mas 

mayores qu6 los gas~s mas pesados como el ni~rógeno. 
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Las 9rAficas. de Van Deemter son de g1~an utilidad para la 

elección del gas acarreador, ya que relacionan la eflciencia de la 

columna CAEP"D con la velocidad 11neal média del gas. de acuerdo a 

la s1guien~e ecuación : 

AEPT =A+ 8/µ .... e-¡; 
~nde los términos involucrados representan: 

A: la difusión paras1t..;.. o ~fect.o de e.amine múlt..iple. 

B: la difusión molecular. 

C: la resist..encia a la transferencia de rna5.a. 

µ: la velocidad lineal media del gas. 

Para &l caso de las columnas ..:.:..pilares, la ecuación de Van 

Deemt.er se conoce como ecuac16n de Golay, en la que el primer 

l.6r m1 no CA) es igual 

La import.ancia de estas 91·.:i.f1c.:i.~ rad1ca que brindan 

información sobre el flujo 6pl.1mo del gas acarr&ador al cual se 

obt.iene la máxima ef'iciencia de la columna. Las curvas de Van 

Deeml.er de los principales gases acarreadores 

en la f'igura 2.2: 

.------------------

,. 30 ... "° 
velocidad lineal ... __ , 

rned'ia 

muest....ra 

f\.9 2. z. CURVAS DE VAN OEEMTER l"ARA HtDP.OOEHO, HEL.10 V NITROOENO. 
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De las gr:Sflca.s se observa que el nllrógeno presenta 

al lura equivalen Le al pl a.lo t..eór ico menor, es decir una mayor 

ef ici enc1 a a vel ocl. dados de f l LIJO bajas, pr olcngándose asi ! os 

t.iempos de an.!o.liSl.S. En cambio, t.anlo el h1drógeno como el helic 

present.an una mayor efi.ciencio.. .a.. velocidades de flujo mayores. 

Ademas las pendienles de las clesp•Jés del m.1 nl. mo del 

hi drógano y del he-1 i o son m.:tl"lOSO pr onuncid.d.a.s en comparact ón con el 

nit.rogeno, permitiéndose una paquef"ia pél"dida de la efic1enci.c.. 

pero logrando una reducción nolable en el liempo de anal1sis. 

La pureza del gas d.carrgador es import.ante porque !.mpurezas 

agua, ox1ger10 o hidrocarburos provocan la aparición de "picos 

f'anlas;ma.s" en el cromalograrna o pu<'E;>den llegar a int.eraccionar con 

la fase liqu1d4 dG la columna. ?or ello r tO>COm.1. enda la 

ulllizaclón de gases de alt.a pur~za y de filtros 

moleculares. '12> 

tamices 

Para columnas capilares hay gran preferencia por el 

hidr6gano. La única dosvenlaja dol hidrógeno es el peligro de 

posl ble e:.cpl osl ón en caso de 

cromat.ógrafo. u31 

8) Cent.rol y Medición del Flujo 

fuga dentro del horno del 

El gas acarreador esta contenido an un cilindro presur1zado y 

la presión se controla mediante un regulador de dos elapa.s. (t.2> 

En Ql caso de cromat.ógraros sAnclllos que únicamant.e lrabajan 

a t.emperat.ura cons.t.ant.a, el !" l LIJO se cent.rol a. con v:t.l vul as de 

aguja, las cuales perml t.Q>n un flujo cons:t.ant..a del gas .a.e.arreador 

an la. columna y el det.ect.or, siompre y cuando haya una calda de 

presión adocuada en la columna. 

Sin embargo, para el caso do aparat.os más comp.i.ejci::;. qu""' 

t.engan la posibilidtld do programar la temperatura es necesario un 

conlrolador diferancial del rlujo, ya que a m·~dida que aumenla la 

t.emperat.ura, aumenta la viscosidad del gas y disminuye el flwjo, a 

pesar de que sa mantenga la presión cons~ant.e. 

La forma más usual de medl. r el gast.o del gas de.ar retador es 

m&di.a.nle caudallmat.ro de pallcula do jabon, Con '="st.e 

disposit.ivo se mide el ~!ampo que larda en desplazars~ la pellcula 
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de jabón en un volumen dado. 11..21 

C) lnt.roducción de la KuesLra 

En general. la muesLra se inLroduce mediant.e una jeringa que 

at.rav1 esa un s.el.lo Csept.um) de 5ilic6n contenido en ur1 bloque 

M~~:O.lico c•li<Olnt.e, .:.1 cual e~ b;...rr-ido const.anlemont.e por el gas 

acarreador que Lranspcr+..a la muestra por la columna. E:. r.ccesar-10 

prt>calenlar el gas acarreador para e·~·itar la cond~nsac16n de la 

muest .. ra. 

Generalmenle la t.emperat.ura dol inyecLor debe est.ar por 

encirn& de la lemperalura de la columna para ev1Lar que la rr.uesLra 

se condense al llegar a la columna. 

Frecuenlement.e 1 as lempcrat.uras de operación son .:..1 t.as y 

puede haber s.:..ngr.ado d~l sept.um. Para ~vit..ar €'sle problema 

ulill.zan sepLa de bajo sangrado , o bien un sist.ema. de purga.E:s.te 

úl \..imo se emplea especial mer1t.e en i nyeclor es usados par.:;. col umnds: 

capilares. u!n 

Es convenient.O' inyect~""r poca cant.idad de la muestra para 

mejorar la forma. del pico y la resoluciOn. 1Ul 

Las mues t. ras se i nt.roducen en el i nyect.or con la ayuda de 

jeringas. Las mues t. ras gaseosas 1 nt.roduc~n jeringas 

hermélicas o mediant.e válvulas rot.ali·.-·as. Las muest.ras sólidas 

general menle se disuelven ant.es d-=- 1 nyec '-ar 1 as. 

En el moment.o de realizar la int.roduccl.On de la muesl.ra con 

jeringa presenLa el fenómeno de "discriminación" que 

consist.a en que los componenl.es más volát.iles de la muest.ra y el 

disolvenLe se evaporan m.ás rápidamenle y al llegar a la columna la 

compo==1ci6n de la rnuust.ra no es la misma que la mueslra original. 

Est.o problema 110 c,;u:--re iA-n el caso de las colunlhd.S empacadas. ya 

que el t.ot.al de la muest..r·a se i r1t.roduce .:;,n la colufl\f"lcS,. A.de-;.:~::; 

debido al gradient.e t.érmico que ex.J.sle en l.a. aguja de la je-ringa 

puÚ'den present.arse degradación térmica :-1' adsorc16n. sobrel.odo en 

los component.es más lábilc5 de la mueslr21.. CX,bido a lo a.nt.erior y 

a que el flujo tOJn la columna capilar es bajo y hay poc:,. cantidad 

de fase est.aciona.r!..a.. es vila.l ut.ilizar t.&cnicas dtl inyacci6n 

meJor~s que para. columnas empacadas. 
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e) Técnicas de Inyeccl.ón 

Las lécnl.cas de l. nyeccl ón empleada::::. para col umn.:.s cap!. lar es 

son "split..", ''splitless'', e 1riyec~ión "on ccl•.imn". 

e. i'.) ''.?.P..~.~ .. ~ . .'.'C r i g 2. 4) 

Es la técnica mas uLllizada. En él, la. muest..ra se ·,;.apor.tza en 

el 1 nyector y se di Vl de en dos par t.es, una. que va ;;,. la <:o.!. -.,_¡r;u1a y 

~lra que se escapa la aLmósfera. La proporción entre la 

cor r 1 en t.. e que va a la columna y la que se el i m.l. na puede ser desde 

1:10 has.t.a 1 :10,000, siendo el rango .T.ás ut.lli=:a.do ent.re 1:20 y 

1: 200. S.!.n embargo, la relac16n del splll qu-=- se establece a.nt~c-s 

de inyect.ar- la muesLra, :--io os la relación que realment.e se lleva a 

cabo dentro del inyector, ya q•Je es+_a relac1on depende de l.::.. 

temperatura y volumt?n del inyector, del volumen 1r1yect..ado de la 

muest.ra, del disol·....-ente. de la diferencia ent..re los punLos de 

ebullición de los componente::; de- la muestr·a y de la ~~t.cr1ic<s. de 

inyección . La lemperatura a~ecla la relación de división debido a 

que la columna ~lene una tcrr.perat.ura de cperacion m~nor- que el 

inyector fa·10.-eciéndoseo la conde-nsrt:::16n de la. muestra. a la enlrada 

de la columna. lo que provoca una zon;,. d~ pra::oiór1 reducida que 

succiona el vapor de la muestra. 

Par a obt.ener re.::ou1lados r trproduc1 bles anAlisls 

cua.n.t.itd.t_ivo con ir-.yect.or "spl1l", debe i nyec '~ar el m1 smo 

volumen, r~pidamcnt.e, usando el mismo disolvente para lodas las 

·muestras. (13> 

Dentro de las ventajas del inyector "spl1l" se encuent.ran : 

1) fácil dt3' usar , 2) obtienen picos:; delgados, 3) no hay 

"efecto del di sol vent..c". .~) se pueden usar precol umnas empacadas 

t.1erra de diatomeas y lana de vidrio para mejorar la 

eficiencia. de 1 a ev.;-~poración de todos los component.r3"S d~ l.'l 

mueslra. cvit.ar.do a$l la discriminación. 

Las princlpales desvent.ajas de est.a ~ecn1ca son : la razón de 

división qua se es.Labl ece antes de empezar el anál l.:Si s 

real ment.e 1 a que- lleva a cabo, la degradación Lérmlca de la. 

muest.ra debido a las ::iuperflcies met.álicas calient..es. lo cual 

puede m1 n1 mi. zar con ~l de- inserto.:; de vidrio y la 

discriminación de la muest.r a debido al gradiente de l.L:!mperatura 
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e;.:.islenLe en la aguja de la Jérl.nga. 1s.4l 

Septum 

Gas 
Acarreador-

• \li:lrio 

l!llll Plásttco 

Purga del septum 
Válvula de aguja 

~urga del divisor (Split' 
Valvula de aguja {siempre 
abierta ) ej. SOml/min. 

Columna Capilar 

Ej. 2rrrl/min 

í\.9 Z. S. tHYECTOP. SPl..lT/SPLITLf;SS. 

D) Columnas 

En la columna es donde 

componen los de la m1.Iest.ra. 

d) Ti pos de Columnas 

realiza la separación de los 

Hay dos t.ipos de colunu-10.:::>: l.:..s columnas e:rr.pac.:i.da.s ;.# l.:i.s 

capilares. 

d. t) S'.?~.~~~::>. --~~P.~'.7.:':':~~:7' 
La::; columnas empacadas tienen un diámetro externo de O. 3 a 

0.6 cm y una longitud de 1 a 8 m .• aunque puede haber m~s largas. 

En general, las columna~ 5on de acero inoxidable o de vidrio. Las 
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columnas de vidrio son empleadas para compuest.os lábiles y se 

recom.1 endan para el análisis de fármacos como son ami noAci dos, 

est.eroi des y enervant.es. 

Para el an~lisis por Crornatografia Gas-Liqu.1.dO se utiliza una. 

fase liquida impregnada en un soporte sólido. 

Los requisilos que debe cumplir un.a fase liquida son: 

quim.icamento aslable, t. .. "lner una pr8s:ión de vapor baj.a., tanor baJa 

viscosidad a las lemperaluras de operaci6:1 normales, debe 

soluble en los disolventes rná.s comunas y deben mostrar capacidad 

de disoluciOn diferencial para pc1der- separar a los solulos de la 

muest.ra y len&r buona capac.1 da.d dt~ moJ a.do 

empleados. cui 

los sopor les 

Para escoger una ~ase liquida es necesario lomar en cuen~~ la 

t.emperat.ura m.áx.ima. y mlnima, 1::.. solubilidad absolut.a, al cost.o y 

1 a d.1 sponi bl. l i dad. <t<l> 

La mínima. t.emperat.ura. de '..lna !'.ase est..A dada por su punt.o de 

rus16n y su viscosidad. y la t.emp1Jor.a.tura máx.tma por la. t.emperat.ura 

a l.4 cual la rase se manll.e-ne si.n descomposición y sin sangrar 

apreci abl ement.o. 

Para la elección de una fa.se llquld.a. se ut.illz.a. el m~t.odo d•.=? 

Me. Raoynolds;/Rohrschne-ider que se basa en la compar.a.ción de los 

indices d~ retención obt.oniCQS al ov~luar una sArie de ~usLanc!as 

de pruoba en las fa.sos liquidas u~ando el oscwalano, una fase no 

"polar, como referencia. El f'undarr.ent..o de eslH mét..odo la 

cons!doración de las principalés int.eracc1ont4s mol oculares que son 

responsables de la rot.ención de los solut.os por la fase liquida. 

Uno de los principales grupos ut.ilizados como r"ases liquidas 

son los polisiloxanos, debido a su gran 1'2Slabilidad t.érmica. El. 

osquolelo básico csl~ dado por 

R 

[ s,-O-Si-0-

R R 
Ejemplos de estas fases liquidas son el OV-17 C 50~ met.il 50X 

lenilpolisiloY~no ) que es la fase propuesLa por la USP XXI para 
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cuanlifi.car el clorhidrat.o de Linco:n..icina, y el RSL-160 

PolidimeLllsilox~no) que es la fase de la colurtU"la capilar elegida 

para realizar el analisis en el preser1Le Lrabajo. El OV-17 t.1ene 

una densidad de 1. 092 <;;1/ml. t.in.a viscosidad de 1, 300 cp y un peso 

rr.olecular promedio de 4 x 10ª. rnient.ras que el RSL-160 t.1ene una 

viscosidad de t,500 y un peso molecular promodio do 3 x 104
. 

Un soporte ideal para Croma.t.ografia Gas-Liquido debe reunir 

los siguient.es requisllos: 1) debe t.ener un gran area superficial 

para poder ret.ener la !"ase liquida, 2) debe ser un buen 

conductor del calor. 3) debe ser mécanica y térm.icarr,ent.c est.able, 

4) debe t.ener una baja act.ividad superficial, para evit.ar 

int.eracciont3s qulmicas y adsort.ivas con la. mucst..ra, 6) debe t.ener 

un di.amet.ro de para untforrr.e y 5) las part.1.culas deben ser de 

forma regular y t.a.maY'io uni f'orme para preparar columnas de al La 

ef ici ene! a. 

El soporle ~$l.;i.blccido en la. !JSP XXI para la columna empacada 

es el WHP que significa que es un soporle de di.at.omlt..a desact..ivado 

por lavado ácido y silanizado. 

d. 2) ~?.~.~~:~~::-.... ~~?.~ .. ~.~~-~~ 
Existen varios t.ipcs de columnas ca.pilares: las columnas de 

tubo va.cio con pared impregnada CWall-Coa.t.ed Open Tubular. 

W. C. O. T.), las columnas de t...ubw v.ac.!.ó r.:ubi..:?rt~.~s con sopor Le sólido 

CSupport.-Coat.ed Open Tubular. S. C. O. T.), y las columnas de l.ubo 

vacl.o de fase porosa CPorous-L~ycr Open Tubular, P.L.O.T.) 

Las columnas d~ t.ubo vaciQ Q capilares se basan en la t.eoria 

de Gol3.y, desarrollada en i957, que e'.il.ablece q'..IH columnas con un 

diámeLro in+-arno peque~o y rec.ubiertas con una pelicula. delgada de 

fase liquida son capaces de gen~rar 100 veces mas plalos teóricos 

que las colurr~as emp3cadas. 

Lds ~~1u~~~s ~9I CWall-Coat.ed Open Tubular) son aquéllas que 

t.ienen u1-..a pellcula delg.3.da de f<.i.se liquida sobru .!..:.:. pt1.re-d de la 

columna. En el caso de las c<:::ilurnn.".l.s ggI CSupport.-CoaLed Open 

Tubular) la fase l.lqulda se encuent.ra retenida en un soport.e. 

CK.>nt.ro de lJ.5 columnas SCOT, ~ncuent.ran las s;olumnas E.kQI 
CPorous-Layer Op~n Tubular) en las cuales se depcslt.a sobre la 

pa.red i nlt:r na d!> la columna. sil ica fundida cr ist.ales 



elongados. d,!I) 

Las columnas capilares t..ienen un diámetro int..erno menor de 

l.. O nun. Las col unina.s WCOT t.ienen diámetro interno de O. 05 a 

0.53 nun y las columnas SCOT de 0.5 mm. Su longitud varia desde 5 a 

100 m. u,,) 

A cont.inuación se muest..ra un cuadro comparat.ivo ant..re las 

columnas capilares y las &mpacadas : 

:l! 8npi.tuct e nU 

y l-v.p e ml /m.J. n) 

Pla.tt:t-::i. :r eó"l. le 8? 

?':/.«:A.i.uer-::i. (2m. 60m) 

:Pla.t4-::i. "t.f.eet,i,vt:t-:> fl.d"I. 

'fJ a. (\ad.et.ad. 

~Óf\e.ód".I\. d¿ !PE.li cu.la. e µrn) 

i. 5 - e. o 
10.0 - 60.0 

5,000 

2,500 

10µg/pico 

10 

't?e l u.m..rw.-;. 
'ea.f\-i la.'l.e-::i. 

5 - 100 

0.5 - 10 

150,000 

3.000 - 4.000 

50-500 ng/picc 

o. 1 - 5. o 
l a.bt o. %. 1 

En gener a.1 • las columnas capilar es son más car as que las 

columnas empacadas. Sin embargo. debido a su mayor ericiencia, se 

requieren manor cant..idad de columnas ca pi 1 ares que de empacadas 

para resolver los mismos problemas. 

Las principales desvo!""'lt..ajas del empleo de columnas capilares 

son: 1) ld baja capacidad de muest..ra, 2) el costo de las columnas, 

3) las modif"icaciones inst.rument.ales que so requieren. No 

'obst..a.nt.e. dent.ro de la.s vent.ajas más import.antes. se t.iene: poder 

realizar separaciones que no son posibles con columnas empacadas. 

y las separaciones 

resolución. <14.I 

realizan mas rApido y una mejor 

E) Horno 

El horno por mi t.e mant.ener la columna a un:i.. lcmperatur<\ 

6pt..ima para lograr la separación t.iempo de análisis 

razonable. Para. ello t.iene un t.ermost.at.o que permite un intervalo 

grande da t.emparat.uras. (:t.~u 

Existen 2 modos de t.emperat.ura el isot.érm.lco y al d~ 

t.emparat.ura programada. Como su nombre lo indica el modo 

isolé~rnico es cuando la t.emperatura de anAlisls ma.nt.ien~ 

const.ant.e. Mientras que la temperatura progra.m.ada es cuando hay un 
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aumento lineal de la t.emperalura en función del t..iempo. Se 

recomienda utilizar la t..empera.lura. program.;:;,.da cuando haya ~s de 

1ooºc de sepa.ración entre los punt.os de ebullición da los 

component.es de la muestra. Con el uso de la t.emperaturd. programada 

se resuelve el " el problema general de la eluc.Lón ", que es el 

i ncremant.o en el tiempo do retención y el ancho del pi ca de los 

últimos componenlos de una serie homóloga, debido que la 

relación enlre el tiempo de relenc.L6n y el punto d~ ebullición es 

logaril.mica. Es posible ut..ilizar varios program.;as de temperat.ura 

si la muestra es compleja. Las principales liml.Lac.Lones del uso de 

la lempera.l.ura programada son la est..abil!dad lérmica de la fase 

oslaciona.ria. y los cambios que sufre al flujo dol g~s acarreador 

durante el programa. Esto úllimo es debido a que confcrmEf aumenta. 

la Lemporat.ura.. aumenta la viscosidad del gas acarreador, y por 

t..ant.o disminuye la velocidad de flujo. Por ello, ~n crorr,alografos 

l.emperalura programa.da sa necesita un controlador diferencial 

dal flujo. 

F) Da lec t.or 

Un det..ect..or es un disposit~vo capaz de medir alguna propiedad 

de los component..es do la muest.ra que puada relacionarse 

d1rect.ament...e con la concenlrac16n de los mismos. 

Los parámet.ros que deben ~ornarse en cuont..a para la elección 

de det.ect..or 

respu&Sta (universal 

s1.mplicidad, 6) el 

1) la sensibilidad, 2) el ruido, 3) la 

select.iva), 4) la linealidad, 5) la 

cost..o y 7) la disponibilidad. t"t.2> 

Experiment.alment..e los paramet.ros operac.Lonales que se evalúan son: 

1) la cant.idad minima. det..ect..able, 2) la proporc1.6n de re!ipuest.a 

select..iva w-nlro lo::: -e~t~ánda.res de diferent.e composición 

est..ruct.ura y 3) el i nt..er val o EH'l el cual la respuesta del dot...act.or 

es direct..amenle proporcional a la concent.raci6n. 

La concent..raci6n minim.a delect..able esta relacionada con el 

ruido del det.ect.or y con su sensibilidad, ya que por def.Lnici6n 

la concenlraci6n de la muest..ra capaz de producir 

respuest.a del doble del ni vol dP.l ruido. 

El presente ~rabajo se desarrolló usando el det.ect.or de 

ionización do llama, por el mas út.il. debido su gran 
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sensibilidad. su est.abilidad, rapida respuesta. bajo 

volumen muert.o y a su ampli.o int..ervalo lineal. La respuest.a de 

este det.ect.or se basa en la medic16n de la conduct.iv1dad eléctrica 

generada. por lo ionos de los componenLes de la muestra al ser 

arrastrados por el gas acarreador hacia la llama del det.ect.or. La 

corriont.e eléct..rica producida es proporcional a la cantidad de 

iones f'ormados. 

El gas acarreador se mezcla con t1i drógeno y se quema en 

presencia de aire o do ox.1geno que rluye a t.r.a.·.rés del detector. 

Tan t. o 1 a punta del ''jet.." como el coleocl.or ci 11 ndr leo f'unci onan 

como electrodos. y se encuentran conve-nientement.o separado~. El 

col ec t.or se local 1 za arriba de la l 1 ama. Cuando úni cament.e f' luye 

el gas acarreador velocidad constante, se genera 

cor r i &nt.e const.ant.e, 11 am..ada "cor r 1 ente de fondo". En el momento 

de que algún componente de la muestra pasa por la 11 ama, 

ioniza. generando una corriente ~léctr1ca, que a su vez produce 

una sen'al. Est.a sef'ial amplif'!cada en un a-leclr6metro 

ampl.Lfl.cador de precisión y es alimentada a un r&gistrador 

l.nl&grador. u.z> 

G) I nt.egr ador 

La sef'ial produci.da en el deleclor pasa al regislr.a.dor, el 

cual la imprime y da lugar al cromalograma. Actualmente se emplean 

int.egradores, que son disposit...ivcs ..:apaces de prc.¡:..oi'.::icna.r 

directamunte las Areas de los picos. de hacer cálculos, e imprimir 

resul t.ados, adoro.As de graf'ii.:ar el cromat.ograma. sef'lal ando 1 os 

t.1empos de ret.enci6n de cada pi.co. EnLr@ las venl.a.Jas principale-s 

de los integradores. se encuentran su gran recorrido lineal, su 

alt.a -.reloci.dad de recuent.o. La sert"al quP.- sale del detector ent..ra a 

un convertidor de f're-cu&ncia. el cual produce un impulso a una 

vo-locidad de cont..eo proporcional al área del pico. 1121 

II.3 Formación de Derivados 

La f'ormac16n de derivados es muy import.ante porque aumenta la 

vol at."111 dad y la est.abilidad, mejora la sepa.ración y 

det.oct.abi lidad de compuestos que de otra forma no podrlan ser 

analizados por Cromalograf'ia de Gase~ 
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Las reacciones de forn~ci6n da derivados son reacciones 

orgánicas, paro a microescala.. Est.as reacciones deben 

r.\.pidas, 2) cuanlit..ativa5, 3) de producto Cinal úri1co y 4J 

t.rasl apamient.o de los picos del rGact.i vo y del produclo. (17) 

1) 

Las moléculas grandes presont.an, gener.al, menor 

volat.ilidad que, las moléculas peque~as. No obslanle, ex.ist.on 

moléculas pequef>ías de baja volatilidad debido a la. !'ormación de 

pu9nt.es de hidrógeno entre si, por poseer cualquiera de los 

siguientes grupos f"uncionales: NH• OH ó SH Pare. Cavo:"'ecer la 

volat.i 1izaci6n de eosLa.s moléculas so reempl a::a el hidrógeno por 

algUn grupo polar, ya sea por sílanizacion, alquilaci6n 

a.cilación. Por olra part.o, la formación de derivados evit.a la 

adsorción de las muesLras polares on la suparI'icio de la columna y 

del soporte, qua de et.ro modo, producirla la aparición de picos 

asimétricos en el cromatograma. 

La f"ormac16n de derivados brinda estabilidad t.érnUca 

compuest.os que volátiles, paro que sufren descomposición 

dentro del cromat.ógraCo. Ent.re olras aplicaciones de las: 

reaccJ.ones do derivat.ización, encuonlran: la separación de 

me::clas compl&jas y doCt i$ór.i81·os ópLicos y la de con:f'arir 

sensibilidad compuestos pa;a el det.eclcr de capt.ura de 

el ec t.r ones. u.en 

Los reacli vos para la formaci 6n de derivados est.án 

conslit..uidos por dos parLes: una parle orgánica, cuya longit..ud 

det.ermina la volaLilidad del dorivado y una parle reactiva que 

como su nombro lo indica es modiant.e ella 

de deri v.3.t.i::ación al compuesto. ual 

uno el react.1 vo 

Para as~gurar la cuant.it.aLivJ.dad de la.s reacciones de 

f"ormaci ón da derivados, se ut.11 izan re.:..cli vos puros y en gran 

exceso. ctcn Los p.arámet.ros primordial"'°s que deben t.omarse 

cuent..a en esto t.ipo de roacciones 1) el disolvont.e, 2) la 

t.emperat.ura, 3) el t.iempo , 4-) si requiere o 

realizarse on condicones anhidras. 

cat.álisis y 5) 

La m.ayor1a de los reactivos ut.ili:zados son sensibles a la 

humedad atmos!'érica y al ox.ige-no, por t..ant.o, recomienda 

almacenarlos en frascos ámpula hermóL1cament.e cerrados. La l.oma. 
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del react.J.vo se realiza con jeringas, para ev.it.ar el contacto del 

reactivo con la atmósfera. Es. aconsejable emplear jerJ.ngas con 

émbolos recubiertos 

suf'ren corrosión y si 

reaccionar =on la jeringa. 

t.eflón, ya que los émbolos melá!icos 

adecuadamente lavados puod@.n 

Las re-acciones de f'ormación de derJ.vados se lle-va .._ cabo en 

recipientes herrr.ót..i cament.e cerrados. Estos r€!-cl pi entaes pueden 

f'rascos viales con Laponas da hule o discos de t.ef'lón y 

~obret.apa con rosca o engargolada. 

Sl reacción rc-qui era cal en t. ami ont.o, éste puede 

proporcionarse madiant.o canastos calef'~cloras, ba~os de agua o de 

arena. 

AJ Roact.i vos de Sil ani ::zaci ón 

Los reactivos aJquilsilil son los agentes derlvat.izante-.;:. más: 

empleados debido l.a f'aci 11 da.d de uso y 

cualquier 

su gran 

d<> versatilidad. U3J Los productos de reacción 

s1laniz.-c16n son éteres o ést.e:-es a.lquils.1111. do acuerdo a la 

reacción general; 

El mecanismo involucra 

silicio: 

R-O 
. 1 

H 

TH• 
+ CH -s¡-x 

• 1 
CH 0 

" R-Q-SiR
3 

+ HX 

alaque nucleor11!co sobra el 

yH, 
R-o-s;-cH 

1 • 
CH3 

+ HX 

Para que X sea un buen grupo sallont.e dGbo ser poc.o básico y 

sor capa2 de estabilizar la carga negativa parcial en el e$l~do d~ 

lransición. 
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Los principales react.ivos de silanizaci6n en orden creci.ent.e 

de donación de-1 grupo silil 5on: 'tdl 

Reactivo 

He:<ameli l di sil azano 

Trimelilclorosilano 
Ccon calaliza.d·.:ir básico) 

N-met.11-N-Lrlmet.ilsilil
acelarnida 

N-t.r!met.ilsilildielilam!._ 

U-tr 1 melJ. l si 111 di met.i la
mi na 

U-met.il-N-t..rimet.ilsi 11 l -
lrirluoroacet.amida 

N,0-Bis(t.rimelilsilil)-
acet.amida 

N.O-BisCt.rimet.!lsilil)-
lriCluoroacet.amida 

14-t.r i meli l si 1111 mi dazol 

Abreviat.ura 

Hl-fDS 

TMCS 

M.SA 

TMSDEA 

TM.SDMA 

HSTFA 

BSA 

BSTFA 

TMSI 

Est.ruct.ura 

(CH
9

)
9
-Si-,-Si-CCH

3
)

3 

H 

o 
11 

CH -c-N-Si-CCH) 
9 1 3 9 

CH
3 

o 
11 

CF -c-N-s ¡e CH ) 
9 1 3 9 

CH
3 

?-s ¡e CH
3

) :a 

CH
9 

-C=N-S i -C CH
9

) 
9 

?-S iC CH
3

) 
9 

CFB-C=N-Si-CCH9)9 

CCH) -su,• . 
1 I 

Tabla 3. II 

El t.rimelilclorosilano t::!S un agent.e- do silan1:zac10n débil, y 

por ello requiere un catalizador basteo como e~ la piridina o la 

di et.i la mi na. El lr 1 meli l el orosi 1 a.no puede promover 1.a formaci 6n 

del éler-enol -TMS e tr 1 met..i.l si la no) con compuestos que posean 

grupos cet.ónicos de5pr-otcg1dos. El éLer-enol -THS es un producto 

secundario i ndeseabl e debi. do a l. nestab.l. l idad y fácil 
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hidrólisis. El TMCS es empleado como calali:::a.dor de los oLro~ 

agent.es silanizanles. 

El H-met.i 1-U-t r i met.i l sil i l f l uoroacal.t:i..mi d;:i. C MSTPA-"1 

ut.ilizado para la ::ep;,.rac16n de compuaslos do:~ t...a.Jo pe:.so molecular. 

El N-0-BisClrimet.ilsilil)acetami.da CBSAJ t.iene <:amo principal 

aplicación, al igual que ül BSTF'A forro.ar los lrim..;it.ilsl.lil 

derivados, sin embargo, promueva la. for in.:..ci ón de éter e'.i enol -THS 

en compuestos con grupo cet.6nicos d~sprot.ag1dos. 

El N-Lrimetilsil!limidazol uno 

silar.izant.es ma.~ potent.oas. obstant.e. 

de les 

reacciona 

agenlés 

los 

grupos ami ne. Dent.r o de las propiedades n\á!:i. apr cci .adas de est.e 

react.ivo se encuant.r:o.ri: l)L-. de no formar los éteres enol-D!S y 8) 

silan1~ar ;:i. lo~ carbohidralo~ en solución acuo~a. 

La mezcla formada por TI1SI -BSTF'A-TKCS .:1: 1 1 v/·.r) el 

reaclivo de silaniz.a.ción más poderoso. 

~1 orden de acept...a.ci6n del grupo silil cst.á dado por: 

a~~~~~~!~ ) ~;~~~:!~º ) carboxilo ) amln~ ) amida 

Par¿. cada <::ompues.t.o en part1cul;¡.r es nlE>CE-•sarl.o considerar el 

i mpadi rneri.t.o •:-Stér ico porque es Al paso 11 mi t..ant.e cu:..lquier 

reacción de s1laniz.:i.ción. Por éllo, es mas fá.cil '.iilani:zar 

alcohol prim.ario quú uno socundai-io, y ésle 

reacl.ivo que un ;:i.lcoh·:il t..erc1ario. 

L.a dosvonlaja de los agant.es Sl l a.nizar.t..•:;.s es la formación de 

dep6sit.os de silica. en los deloclcres de i.on1:::aci6n deo lldm..a. La 

f'ormación de estos depós1los ~e ven disml.nu1dos con el de 

react.!.·.•0$. 5.ila.ni~anLos-. con alto cont..eriido de flúor, como el BSTPA 

y al MSHFBA CH-mal1l-M-+_rirnet..ilsl.l1liu:,p~.::.!'!•.10robuLJ.ramida). 

B) Silanizaci6n de la Lincornicina 

Las Lincom.icinas A y B presentan cuaLro grupos hidroxl.los 

alchól ices st-cundar io~ suscept.i bl "="s de reaccionar cor, ;:i.1 gUn 
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roact.!vo de s!lan!zac!ón. según se observa en las estructuras; 

?H.!I O CH3 

~ 11 HO-b-H 

)--J-c~~ 
~SCH3 

OH 

R: CH
2 

CH
2 

CH
9 

L! ncom.1 ci na A 

R: CH:? CH
3 

Ll nconU e!. na B 

Debido a que los grupos hidroxilo se encuentran impedidos 

ester! cament..e se requi er~ un raa.ct.1 vo sll ::\ni ::zanLe poderoso. 

Anteriormente se empleaba. una mezcla de hexametildisilazano 

CHMDS') y t.rimet.ilclorosilano CTI-fCS) en pirldina. 

El procedimiento consist.la en disolv·er 10 mg de la muestra en 

1 m1 de piridina, af'íadir 200 µl de HMDS y 100 µ1 de TM'.CS y dejar 

reaccionar por: 30 m.l.n a t..omperat.ura ambienLt~. 

La reacción que 5e lleva d cabo 

pi r i di na 

CH TH• 

Ó
I ª THS°T-H 

-CONH-c-H 

C,H, TMS~ 
~SCH3 

OTMS 

Act.ualmente la Lincom1cina se silaniza con el mélodc 

propueslo por la USP XXI. En este mét.odo el reactivo silanizante 

está compuesto por una solución de trimelilclorosilano como 

catalizador en bisCt.r1metilsilil)acetamida en una proporción 1 a 

100 resp~ct..i va.mente. La t.écrüca consi st.e él"l a..qr-o&gar 1 ml de 1 é1. 

50luc1ón ar.t.er10r .;. _. ml de- una ~o!uclón que cont.1ene 4. 4 mg de 

Lincomtc!na y 3.4 mg do dolr!acontano, ést~ úlL1mo es el estándar 
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inlerl'lo. Se cal1ent.a a 65°C por 30 mtn. La reacción invclu<:rada 

es: ~ i. s.) 

CH TH• 
1 • T HSO-C-+i 

ó--CON~-+i 
C9 rf, THSJ-o~ 

~SCH0 
OTHS 

La vol.a.lil1dad da la Lincarrd.cina v.:i- J.. ncr eme-ntada 

grandemente por !a s¡lar.izac16n de los cualro grupos hidróXilo. 

Los dos mét..odos .a.nt.eriorme.nt.e c.i t.ados son .:..deo.:uados para e-l 

.análisis: por Cromat.ograf'ia dt.l' Gases de rnat.obria prima, dlf"erent.as 

f'or-mas f'armac.éuti cas que cont.engan Li í'"lcomi ci t'la., mu~sLras da-

ferment..acióh y separación do compuest.os si mi lares la 

Li ncomi e 1- na. <1.<r1 
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CAPITULO r r r . PLAfffEAHI EIJTO TEOR! co 
A cont.in:.1a.ci6n se present.a el plant.eamienlo lc6rico de cada 

uno de los ensayos de la cerl1f1caci6n del mé~odo propuesto y los 

paramelros est.adisticos ut.1lizados. 

Cualqu!ér método que nuevo, bien. que haya 

modif'lcado deberá ser cerllficado para comprobar su ef'ect.1vidad. 

Los parámetros de la c.ert.!f'.Lcación so eligen en base a la 

concent.rac16n del analilo dentro de la matriz y al tipo de forma 

f'armacéulica que so oslo estudiando. 

En general. los parárr.B>lros que s~ *O"Va.l·.Jan son: lineal!dad, 

exact.i t.ud, proc!sión. Creproducibilidad y repet.ibilidad), 

est.a.bill.d.dd de la muo-slra. especificidad y lirnile de detección. 

Este últ.imo pa.rá.mvlro calcula cuando la concentración del 

anal.ilo se encuent..ra dent.ro del nlvol de t~razas. 

AJ Ll neal 1 dad 

La lin"'.'!'alld.:a.d e~ un.:i.. med1da del grado ~n que la curva de 

respuesta en función de la concentración se aproxima a una linea 

rect..a. Es necesario especificar el lnt.ervalo en el cual la curva 

de calibra~16n una linea r-ecla. Puede calcularse t.ant.o la 

"linealidad del sistema" Ccua.ndo est.ándares) la 

"linealidad del método" Ccuando se adicionan est.á.ndares lo.::; 

placebos). 

Par-a mater-la prima y formas I'ar-macéul.icas donde la 

concent.ra..ción del ar.alito es grando ()10~ se puede ulili:zar un 

intervalo d~ conc&nlr-ación estrecho (del 50 al 150~J del principio 

act.i·..ro para evaluar la 11n·~.al1dad del sist..erna y del método. 

Experimentalmente. la lin~alidad del sistema s0 obtuvó 

anal izando por duplicado solucione-:; nst.ándares .<d 50, 80. 100 y 

120% del valor esperado (1. lmg/ml). 

?e:- ot-!"'.:i. p.:..:- Lo • .:..á iit-1ual.t<l.;.d dt.:"l método :::.e aeLernunó usando 

placebos adicionados del est.dndar de prlnc1pio activo A dif'ere-ntes 

concentracione~ 50, 80. 100 y 120~ d&l valor esperado, E5 posible 

evaluar la aY..aclit.ud y la prec1s1ón del método con los rn1smos 

resulta.dos experJ.m-e.-ntales. 

Par a ambos ca~os so debe probar que 1 a variable dapendi en t.. e 

e::; direct..:..mBrit..e pr•.:ipur·c1011.al 1 a va.r l abl ~ l ndependi ent.e y por 
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el 1 o se hace una r egr esi 6n l 1 neal usando el método de ml ni mes 

cuadrados. En 1 a. linealidad del ~1 sl.ema. la. var l abl e dependi en le 

es la "sef'\'al" o "respuesta" y la var1ablo? l.ndepand1ente es la 

cantidad adicionada, m.ient.ras que en la lin0alidad del mólodo, la 

variable dependienle es la cantidad recuperada y la variable 

independiente 0$ la canl.idad adicionad.<t..119) 

Es posibl& eslablecer pruebas de hipótesis sobre la pendienlc 

y la ordenada al origen para conrirmar que los resultados 

experimentales so ajustan a una linea recta, cuya ecuación es: 

'i = r X .... (J 

La prueba de hipótesis sobre- la ordenada .al origen os: 

He: b = p, donde ~ = O CHipót.asis nula) 

H•: b ~ O CHipótesis alterna) 

El esladlslico de prueba empleado es la ·•t. de SLudent." para 

n-2 grados de libertad ya que los coe!'icienlos do regresión í1 

(ordenada al origen) y y Cpendient.e) ruaron reemplazados por las 

est.i maci onas da nú ni mos cua.dr ad os: 

t.. = b-(J / ns)(,. 2 

S. Sx)( + n(X) 

Donde: 

b Ordena.da al origen experimental 

~ = Ordenada al origen poblacional cn=o) 
So- = E:-rcr- t!pico du 1i1=>Li1c..-.ción 

Sxx =Suma de cuadrados de la variable independl9nlo 

= Número de det..erminaciones 

x = Media experim~nLal 

El error t..!pico de ast.1mac10n se calcula, de acuerdo a la 

siguient.o ecuación: 

S. = / SM xSyy - CSxy)
2 

Cn-2)n Sx>e 
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Donde: 

Para rechazar la hipOlesis nula; t.. < - t.Ct/
2

6 

se t.rat.a do un ensayo bi lat.eral 6 de dos colas. 

t > t.C'/2:º pues 

Donde a es el 

nivel de signi~icancia, que en el presente t..rabajo se considerara 

del 5Y. Co=0.05), que corresponde a un valor usual en el riesgo de 

cometer un error t.ipo l. 

Es recomendable calcular el int..ervalo de confianza para el 

mismo nivel de signif'icancia para conocer ent.re que valores 

encuent..ra el valor verdadero de l~ ordenada al D1igen. 

I.C: b±t s.../;;1o(+CnX)
2 

CV2 nSi.x 

La prueba do hip6t.esis para la pandient.e 

Ho: m = y. donde r = 1 Cen caso da la linealidad del mét..odo) 

Ht.: m ;;.c y 

Nuevament..o el est..adl~t.ica do pr•Jeba ut..il izado es la t. de 

st.udent.. para n-2 grados de libertad. 

t.= Cm-r) 1~ 
So n 

Donde: 

Pendient..e experimental 

?' = ?.:.ndi..,r.l& pcbl=i.c.!onal 

Se = Error t.lpico de est.imaci6n 

Sxx = Surn.a de cuadrados de la variable independiant.e. 

n = Número de determ.inacione~ 

Para rechazar !;.. hipótesis nula t.. < -t.. ó t. > l Se 
0..-Z 0-./2 

uliliz6 un nivel de significancia del 5~. 

El inlurvalo de confianza calcula de acuerdo la 
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siguient.e ecuac16n: e ts:>1 

I. C .. 

9) Exa.ct..i 'L ud 

S9 def'" i na como el grado de concordancia en t.. re valor 

exper 1 mental y •Jn valor de r ef er enci a quo s::a considera como el 

valor real. 

Para pi-abar la exacl.i t...ud del rnélodo de manera experimental 

ensayaren por sextuplica.do a.d!c!onados de cuatro 

diferenl.es concentrac.lones (..;.l ~O. 80, 100 y 120~;) del prl.ncipl.o 

activo esl..\ndar de refer..ioncia.ctei 

La hipó~esis nul4 propuesta es; 

Ho~ X =- µ 

Es decir, l;i. media poblac.:..onal, cuyo valor es ñ.cP.plado 

al real debe ser igual a la modia Rxparimont..al oncontrada. 

La hip6~e5!.~ alLernal..lva es: 

Ht: X;# µ 

C::omo hacen menos d~ 30 detarm.ina:.::1ones:: el e-stad!slico de 

prueba es la "t de Sludant", para n-1 grados: de liberla.d. 

X - µ 

srrr: 

D:>nde: 

la media exporimontal 

µ es el valor considerado como raal Cµ=100Y~ 

s = la desviación e~t..ándar 

el No. de determinaciones. 

Se t.raLa de una. región bilaLer.a.l 6 "'en dos sentidos", por 

ello para rechazar la hipólesis nula l < -lOl/
2 

6 l > tOl/
2

. 

El i nler va J. o <le c:oil-fi ~n::.a. puede aval. u....i.r sü p.it.r a conocer el 

.1.nt.arvalo donde se encuentra. la medla experimenta.1111>1 
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C) Proci.s1.611 

La precisión es ol gr.ado an que concuerdan las dif'erenles 

mediciones de ur.a misma propiedad. La precis.!ón puede calcularse 

tant.o para el si.sle~~ como para el mét..odo. Para la 

precisi6r1. del sistema St3' ensaya.ron por duplicado 8 soluciones 

esLánd.a.r al 100'-•. Los rosult.ad~s de esle ensayo no deben dif'erir 

m..á.s d~l 2,.; de la desviación est...á.ndar relali·.ra por t.rat.arse de 

un mélodo croma.Lográf'ico. 

La precisión del mét.odo puede la 

reproducibilidad y la repelibilidad. 

La répeLibilidad la concordancia ent.re delorminaciones 

indeper1d!ent.es de soluciones con una concent..ración del principio 

act.ivo cércana d.l 100Y., provenienlias de un.a muoslra homogénea del 

produc~o. Los ensayos. son realizados por un mismo analis.l.a y en 

las mismas condiciones da operación. La di ft:trenci;;.. ccn l .a 

reprodu~ibi.lidad 

di fer en t.. os anal i st..as 

laborat.orios. 

que- los análisis los puedan realizar 

diferont.as equ1pos y/o di í'erent.es 

Par·a evaluar la repot..ibilidad se prepararon 8 soluciones da 

una mue::;Lra hon:ogónea del contenido de 20 c.:..psula:s de clcrhidraLo 

de Lincomicina de ~00 mg. Se deLerm.i.nó ?rov1amont..o el peso 

promedio de las cápsul.a.s pat"'a ccr.ocer ol equivalenLo del cont..enido 

do las cápsulas que debió pesarse para t.ener una concenLra.ci6n 

cercana al 100~~ C1. 1 rr.g/rnl) del principio activo. Est.e experiment.o 

corresponde al del anal ist..a 1 di:.. 1. y junt.o con el axperiment.o 

del analisLa 2 dtd 2. que consist.i6 en preparar oLras S soluciones 

independient.es dt:t la misma rnuestra homogér,ea de las c~ps.ulas por 

ot.ro an.alisLa en o+-ro d1a. sirv~?n para evaluar la reproduc1billdad 

del mét.odo. 1uH 

En los casos de precJ..sión del sist.nm.a y repeLibill.dad del 

método, la hipótosis nula que se contrasta es Ho; s = ü !'rente a 

la hipótesis alL~rnaLiva He Es~o es equivalente 

conlrast.ar la hipót.esis nula s 2 = o 2 
contra la alt.-arnaliva s

2 > 
0'

2 Como los resultados de estos. experimentos no deben var·iar en 

más del 2~. la hi pC~-e5i s nula par .tt. el caso da l.:;. prec.l sión d~l 

sistema 
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y la hipót.es.ls alt.ernat.iva: 

Hi: s:z. > c/l, s 2 > O. 0004 

Para la repe~lbtlidad dél méLodo: 

el porcentaje rE.-Cuperado Ho: " 
2 

"' 
2 

donde O'::~ 4 Cpuos l OOY., y 

el a~ de 100 es o ~ 2) 

Hs.: s • > "' 
2 s 2 

' .. 
Por t.rat.arsa de mues. t. ras .Gleat.orias que provienen da 

población normal de varianza o~ ~e ut.ili:::a la prueba de _">;
2 con n-1 

grados de llber~ad: 

Donde: 

n Número de dot.orminaciones. 

s = desviación q5t.ándar mues~real 

o-
0 

dssvi ación 4s;t...~ndar f'r\Á;.d ma acept.abl o 

El int.ervalo de confianza al nivel de 1-o., para el 

Cn-l)s
2 

2 
>:, 

Cn-1)s
2 

2 
~. 

Tomando la ra1.z cuadrada de cada mie:m.bro de la desí.gualdad 

obt.enemos el int.ervalc de conCiariza para O' con IS>l mismo hival 1-o.. 

/ 
Se consideran dos "colas igualas". p9sar da qu& la 

dist.ribución x.;z. no es simét.rica para. e·.rit.ar cálculos complicados. 

La reproaucibil!dad det mS~odo s& deLormina de la comparación 

de las var-1 anzas y da las mod.i as de los l"'fS>SU1 \..adc.~ obt-_ erii dos por 

los de$ anal!sLas en los dos días. 

L~ prueba de hip6~asis sobre las varianzas qu&darla: 

Ho: a: O': 
Hs.~ o~ ~ o: 

Como se t.raLa de det..erm1nar s.1 1.as do~ mtie-sLras provienen de 
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poblaciones con variancias: iguales, se ut..111za el es:ladislico F de 

Snedecor, qua se calcula: 

Donde: 

. 
s, 

--,.-.--. 
Es la varianza mueslral mayor - 1 grados de libert.ad 

nm - 1 grados dA llberlad 

Se rechaza la hipótesis nula Ho, si F > Fcv-
2 

Cn~-1, nm-1). 

La prueba de h1p6los1s sobre las: modias se establece como: 

Ho: µ~-µ2 =O, o sea, µ
1
= µ

2 

H1: µ,,0tt µ
2 

Si con la prueba anlerior se demostró q~e las variancias son 

iguales: y se t.rat.a de muestras pequef'l.as: 

es:ladis:t.ico de prueba es: 

X - !< ,/'/ n,n . 2 

Je,.. -1 )s 
2 . Cn -l)s 2 / • 2 2 

i ndependi en Les. al 

e n, • n - z ) 
2 2 

n . n 
1 2 

Cuando decir, el mismo número de de t..er mi naciones: 

para ambos exper 1 mon los. la ecuación anterior reduce 

L= ____ x_2_-_x_, ___ _ 

h--~---.-~~s-~----~ 
Como !:C t.ra.t.a do ur. or • .s.,¡:,,yo bilaL~ral o "en dos sentidos", 

n¡+n
2 

- 2 grados. de liber"lad, la hip6t.esis nula se rechaza 

cuando e-1 t. < -l. ó l > t.. 
cole .Ov'2 ca.\ e U/2. 

0) Est.abil!dad de la Muestra 

En as:La ensayo, so t.rat.a da observar el o~Gc~o dol disolven~e 

sobre el principio act.ivo. Para ello se dejan las muestras ya 

pr ep3r a.das t.omperatura ambien~e. bajo la luz solar y/o 

refrigerac1ón. El objetivo establecer las condiclones de 

almacanamie-nto de la muestra. Se reocom.ienda un minimo de 16 horas 
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lampara.tura ambiente en viales herméLicamenle cerrados, para 

métodos cromatogrAficos. Es posible util1zar las mismas soluciones 

empleadas en el experimento de reproducibilidad del analista 1 dia 

1, después de guardarlas el tiempo y las condicionas elegidas. En 

el pr-esent.e trabajo se escogió almacenar las muest..ras 24 horas a 

t.emperat.ura ambiente. Las pru.:.-bas du h.lpót.esi.s e$l.a.blecidas son 

las mismas que para reproducibi.lidad del mél.odo: •11>1 

Ho: O'~ 

Hs.: o: ~ O'~ 
y, 

Ho: µs. µ
2 

Ht.: µt. ~ µ2 

E:s decir. deber:... h.aber n1nguna diféronci.a estadtsl.ica 

entre los ensayos hechos antes y después del almacenamien~o de la 

muest..r.a.. 

Ot..ros parámetros que pueden evaluarse son: 

E) Especificidad 

Est..e parámetro asegura qu:e la respuesta medida es debida al 

principio activo y no a otros componentes de la muestra que p~eden 

ser product..os de degradación, excipl.entes o lmpurezas. 

Si trata de un método de conlrol dl? calidad, como el 

método que se propone er. 1 a pres.;,n1_e t...esi s, se debe asogur.a.r que 

el mél..odo es capaz de separar el principio activo de cualquier 

in~errorencia presento. Para ello, se debe: 

1) Analizar con el mét.odo propues,t_9 placebos. del producto. 

2) IdenliCica.r las se~ales del pr1nc~pio ac~i..vo, su ce-producto, 

el e·sLdnda.r inlerno, excipi..enlE>s y ·.=.tras sust..ancias presenles. 

3) En caso de conlar co~ los est~ndares del principio activo, de 

co-product...os o pro.Jt.:.:.Lo.> .Jv d'-"g;-.:i.c!:.i.:::ión, sro ~f'í;::i.don ~ plac..;.bos y 

analizan con el método propuosLo. 

Para métodos indicadores de estabilidad, se debe degradar la 

sustancia de interés por algún mélodo fisicoquimico 

calenlamiant.o de 70°C a 12oºc, luz UV luz rluoros.cenle y/o 

humedad, o somet.erla a pH' 1o1 exlremos y confirmar que el método 

capaz de separar l.as sei'id.lti:-S d~ los. prodt.:ct.c~ de d~gradaclón de la 

sef'ial del princip.:.o acti•.ro. 
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Se .a.conseja usar olra técnica de análisis para comprobar la 

selaclividad dal método, como puede ser un cdrnbio en la polaridad 

de la columna l'.l'n el caso da Crom.aLograf'ia de Gases. 

F') Tolerancia del Mélodo 

Es la i nf 1 uenci a del cambl o de alguna de las candi ci ones 

experimenlales en el anál1$iS. 

En Croma.t.ograf'ia de Gases las modif"icaciones pueden 

ra•lizarse al var1ar cualquiera de las lomperaLuras (d,p] i n)"Afé't.("'lr, 

del horno, del det.eclor), variando el porconlaje de !'ase 

liquida, el flujo del gas acarreador, ele. 

G) Ef"ecLc de la Halriz 

Es básLcament.e el mismo axperim9nLo que el de ex.a.clilud, solo 

que en esle caso, se observa como afecla la mat.rlz al recobro del 

anal 1 to. 

Cuando se car t..i f i ca un mélodo para concent.ra.ci6n mayor 

del 10~ del analilo como es el caso parLicular del Clorhidrato de 

Lincomicina materia prima, es recomendable, evaluar los siguienLes 

parámetros: linealidad, precisión. es.pecif"ic.J.dad y esLabilidad. y 

evaluar l i neal1.dad, precisión, recuperación, especificidad, 

estabilidad y efecLo de la maLriz cuando se trata de alguna f'orma 

f" .a.rmacóut.i ca. cápsul .as, tabletas, s.uspens...L ones, 

sol uci enes, ele. ne> 
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CA.PI 11.JLO IV. PARTE EX PERI MEUT AL 

IV.1 Equipo. Material y React.ivos 

A) Técnica Desarrollada 

a. :1.) Equ1 po: 

1) Cromat.69raf'o d'3' Gases H.ewlet.t Packard Modelo 5890 con detector 

de ionización de llama. para columnas capilares. 

2) Cromal.ógraio de Gases Hewlet..l Packard Modelo 5880.t. con deleclor 

de ionización de ll¿rna. para columnas capilares. 

3) Integrador Hewl'3't..t Packard Modelo 3396A. 

4) Integrador Hewlett Packard Modelo 3390A. 

5) Inlegrador Hewlet.t. Packard Modelo 5880A. 

a. 2) M.o.t.eri al: 

t) Column.:.. capilar entrecruzada de melil5i.ll.córa 

1.1) Espesor de la pellcula: 0.33 µm 

1.2) Diámet.ro interno: 0.20 mm 

1.3) Longitud: 12 m. 

2) Cclunina capilar entrecruzada de Car-bowax 2:01-i 

2. 1) Espe.;;c;r de la péllcula: O. Z µm 

2.2) Diámetro interno: 0.25 rrun 

2.3) Longitud: 30 m. 

3) Cclumna Capilar de metilfenilsilic6n 

3.1) Espesor de la p~licula: 0.2 ~m 

3. 2) Diamet.ro interno: O. 25 mm 

3.3) Longilud: 30 m. 

4) Columna Megabore de met.1lf~nilsilic6n 

4.1) Espesor de 14 pelicula: 1. 2 µm 

4.2) Diámetro in~erno: 0.53 mm 

4,3) Longit.ud: 30 m. 

5) Columna Capilar entrecruzada de met.ilsilicón 

6.1) Espesor de la pel1cula: 0.33 µm 

5. 2) Diamet.ro :.nt.erno: O. 20 mm 

5.3) Longit.ud: 6.5 m. 

6) Jeringa de Vidrio graduada de 10 µl 

a. a) Reac t..i vos 

1) Cloróf'ormo 

2) lmidazol 
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3) Clor hidr alo de Li ncomici na. Estandar de Referencia. Pot..encia 

658 µg/mg 

4) D-..:ilr 1 a..:-onL.ano 

5) N,O-b1sCLrimel1lsilil)acelam1da CBStJ 

6) lrimetilclorosilano CJNCS) 

IV. 2. Preparación de la Muest.ra 

A:. Preparación de las Soluciones 

a,1) Solución del Estándar lnLorno 

Se pc.•san aproxim.adamer.le 850 mg de dot.riacont.a.no en un m..a.lr.a.z 

volumélr1co de 100 ml y se lleva al aforo con cloroformo. La 

conc2nlrac16n aproximada de la solución es de 8.5 mg;ml. 

a. 2) Solución de Irn.idazol-Cloroformo 

Se prepara una solución con un.;.. ccinc.::nt.ra.ción aproxim.a.da de 

20 mg/ml de im1da~ol en cloroformo. 

a, 3) $r_,l1Jción de Clorh1dralc de Lincom...1.c1na. Estándar de Re-ferencia 

Sé pesan aprox.l.ma.damen~e lló mg de Clorhidrato do Lincomicina 

es~ándar en un matraz volumélr1co d~ 100 ml.. se adicionan 10 ml de 

la solución de estándar ir.'_erno y 

sol uc16n de l r¡ti dazol -clorof"ormo. 

a. •J Solución ;.. valorar; 

a. .•. 1) --~~-P.:~.~~-~.;:; 

11 eva al aforo la 

O& acuerdo a la VSP XXI se remueve el cor.t.erüd..:i de no menos 

de 2.0 capsulas de clorhidra.Lo do Lincomicina. Se transfiere ol 

equi· .. ·alenle a 110 rr.g de Lincornicina en un matra.= cónico do 250 rnl. 

se aí"iaden lÓ ml del osl.ándar i nt.er no y 90 rn1 de 1 a solución de 

clorolo•mo-inudazol, ag.l. ta meca.nicarnenl.e por 15 mi nut.os, 

Cilt.ra. Sin embargo. como menos dal 2. 5~.; del cor.tenido de las 

cápsulas ~na.lizadas corresponde los excipien~es. puede 

ahorr.<o.r el paso de la lill.raci6ri, pUBS los e:.-:c.l.plenl.es 

dispersan la ~oluci6n. Por lo Lanf_-:;_, 

pr éí' .er l bl a pr epar ar 

volumélr1co dé 100 ml. 

la muestra direct~a.ment.e 

"""st.~ caso, 

mat1·a.z 

8) Opl!m1zación de las Condici~~es de la P.eacción de Silani=ación 

La USP XXI recomienda. la utili=ac.l.ón de t_ubcs de ce-nlrlf"uga 

d-e- 15 m1 (c~n lapón. de ·..-J...drlo para llevar a. cabo la reacción de 

39 



silanización). Sin embargo. en el moment.o de cetlent.ar la me:=cla de 

reacción en baf"ío H.;.ri a se l. ntoduce el vapor de a.gua denlro de 1 os 

tubos; de cenlr1fuga., f'av.:ireciéndose la des;:~mpo:=aci-=r, d-:.-1 réa.ctl ·.ro 

silanizant.e. ::omo la reacc16n debe llevarse c.;..bo e-n med1 o 

anhidro se propone el emple-o de fras.cos v1ales con l.apón d-e- hule y 

engargolados. Además sl se coloca un tubo capilar en el lapón de 

hule sa genera un roaflujo que frtvor&C":€- L<t r~::--.acc.i·~·n y pi"::'rnut..o el 

desprendi mi ente de gases que de ne ser ol i mi n.:..dos di r ..!. cu! t.an la 

loma de la muestra al término de 1~ reacción, por la d1ferencia de 

presiones e:..dst..ent.es dentro del frasco vial y la at_mós:·o:-a. 

Por otra part~. la f'Ct.rmacopoa-a r'-i-com..if.O>nda la adlc.ión de 1 m..l 

de la mezcla sil an1 zanle de trimel..!.lclorosil~no 

bisCt..rimelils1!1l)acel~m1da (1:100) 4.0 ml dé la solución 

estándar y de la solución por valorar. Ne obslanle, por ra:zono:-s de 

costo, e-s prerer.ible .:..t"i<•dir O. 5 ml dE-1 reo:.cl1vc silan1zanle .a. 2 ml 

de las soluciones. 

tr.enc1on6 anteriormente y se- c.:d1enL.<:1. ..;. 55°C por 30 ml.nut..c.;;. 

Después de Lrar1scurrido 

solución en el cronLalógrafc. 

ti ernpo i.nyecla 

C) Ensayos par.o. la Cer t.i f 1 ca el ón del Hét.odo 

e. 1) Linea 1 i dad del .Sl. $Lema 

µl de cad.<:1. 

prop.a.raron por dupl1cado di ferénL~s soluciones 

correspondienlt?s al 50, 80, 100 y 120~ del ·.r.a.lor establecl.do en la 

!~arrr.acopE.<a para cu.:..nlificar el clorhidraLo dt2' Lirv.;.01:üc.ina eslándar 

e:::: 110 mg/100 ml). El ·~·ol•.Jmen de 1.:.. soltJc16n dos-1 ~sldndar interno 

ClO m..l de cene . .:;:; e. 5 mg/ml) se m.'.'>.ntuva const.anle .:;-n t.od.: ... s la::. 

soluciones. Se llevó al Ctforo (100 rn.lJ l~ s:clo,-::i~n de 

l. mi dazol -cl or of'ormo C conc. .:;:; 20 mg..-;nl). S.:t sil an1 zar· on las 

mues~ras y c~da una se inyecló por duplicado. 

c.2) Precisión del Sist..em~ 

Se pesaron aproximadamente 110 mg dE>l clorh.i.drd.l<.~ de 

Lincomicina eslánda.r en 8 rnat.rd.ces volumálri<.::os de 100 ml y 

adicionaron 10 ml de la solución del esl.\nda.r 1nL->rno t::~ 8.$ 

mg/ml). Sa llevó al af'oro con lo. .s.c..luclón de imidj=•..:il-clc..rof'ormo. 



Se s.ilanl.::aron las muaslras y cada una se inyect.o por duplicatjo. 

c. 3) Lineal1dad y Ex.a.ctllud del Mélodo 

En es.le onsayo rna.Lraces volumoé-Lr1co$. de 50 ml 

porque no se Lenian a la mano suficienLes matraces volumétr1cos de 

100 ml. Se mantu·.r6 la cantidad de placebo conslant.e en cada maLraz 

cza mg) y pesó por sexluplicado el equivalenLe cada. 

porcentaje 50, 80, 100 y 120!~ d00tl valor establecido C55 mg/ 50 ml) 

de-1 clorh1drc.to de Lincomicina :?sl.\ndar. A cada matraz se le 

adicionaron 5 m1 de la solución del estándar int..erno Cconc. ~ 8. 5 

mg/ml). Se lle·.ró al af'oro con la soluclón lmidazol-cloroformo. Se 

silanizaron las mu&s~ras y cada. una se lnyecló una vez. 

c.•) Precisión del Método 

e. "'. •) .. ~!P.~.~.~.~~}.~.~:'?:9. .. 
Se pe~aron 8 matraces volumélr1cos de 100 ml el 

equ1valenLe a 110 mg de clorhidrato de Lincomicina de muestra 

homogénea del cOnlenido de 20 cápsula.s, se adicionaron 10 rnl de la 

solución del estándar inlerno Cconc. ~ 8. 5 mg/ml). Se llevó al 

af"oro con la solución imida:zol-clorof"ormo Cconc. ~ 20mg/ml). S'3' 

silanizaron la~ mu0$l~as y c~da una ~e inyectó por duplicado. 

e. ". z) .. ~~P.:..~~.~~--~.!?.~.~.:1:.~~~ .. 
e, "· 2. •) .. ~~.!.~.~ .. ~.~ ... ~ _ .. ~~ ~ ... ~ 

El exparimento anterior corresponde Lambién al del Analista 1 

Dia 1 del ensayo do reproducibilidad. 

e. ". z. 2) .. ~~~.~.::".~-~ .... ~.--9.~.~ ... ~ .. 
Un segundo analista pesó el equivalente 110 mg de 

clorhidrato de Lincomic1na de la r.úsmil. mueslra homogénea dal 

contenido de las capsulas en 8 m.a.t..ra.ces volumétricos de 100 tnl, 

ad! c1 oro!. 1 C ;oJ, dt:r l <:t. s.ol uci on del es:t.andar i nt€tr no, 11 evó al a.f'or o 

con l.a. solución .1.m.ldazol-clorof'ormo, silan1=6 la:::. mt.:.:tslras y las 

i nyec t..6 una vez. 

c.~) Estabilidad de la Muestra 

Las sol uci enes pr epar .a.das por el anal l. s t,a dla 1 fueron 

.al m.acenadas 24 hor ::..s 

inyecto por duplicado. 
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C.ó) Especif'icidad del Mélodo 

c. ó. t.) Placebo solo ...................... 
Se pesó a.prcxi madamenle 2. 8 mg de placebo 

volumét.rico de 100 ml y llevó al aforo 

matra= 

la solución 

i mi dazol -el or of'or mo C conc. ~ 20 mg/ml). Se sl. l ani zó la mues lr a y 

se inyectó. 

El placebo que corresponde al 2. 14~ del conleni do de 1 as 

cápsulas eslA conslituido por dos exciopientes: 

excipienle A y 27.1~-; del excipienle B. 

c. ó. z) .. ~~.~9.~~?. ... ~.?.0. ... S~.'.?.'...~~.~'...~.~?. ... ~.~ .. -~~.0.~.~'.1~1.~-~-~"'.': est.:t.ndar 

72. 9~ del 

Se pesaron aproxirr.d.d.ame-nle 110 mg de clorhidr.al.o de 

Lincom.1cina eslándar y aproximadamenl.e 2. 8 mg de plac.&bo, 

mat..raz volumét..rico de 100 ml, y llevó al afore con la solución 

de imidazol-cloroformo Cconc. :::: 20 mg/rnJ). Se- -s1lani::ó la.. :nuest..ra 

y se inyectó. 

c.d.9) Clorhidrat..o de Lincornicina sólo . . .............................................. . 
Se pesaron aproximadamenle- 110 mg da clorhidrato de 

Lincomicin.a es.t..ándar en un mat.raz volumétrico de 100 ml. Se llevó 

al a.roro la solución de lmidazol-clorof'ormo Cconc. :::::: 20 

mg.-'ml). Se silanizó la muest.ra y se inyect_ó. 

c.ó.4) Est.ándar Inlerno sólo ..................................... ··················· ... 
Se adicionaron 10 ntl dd' la solución del est.Andar inlerno 

Cconc. :::::: 8. 5 mg/rnl) en un mat.ra=: volumétrico de 100 ml, se llevó 

-al aforo la solución ..Lmidaz.ol-clorot'"ormo. Se silan1z6 ta 

mueslra y se inyect..6. 

c.d.~) Clorhidrat..o de Lincom.i.cina estándar con Est..ándar Interno 
······•··· ....... . 

Es la solución se preparó igual que 1 a solución del 

clcrhid.:-ato Co Lincc1".ic!n.i'.l. cs•_án:L:i.:- ~e rc!'cror.cl:-.. So ::;!lan.1::6 la 

muest.ra y se inyect.ó. 

IV.3 Selección de la Columna 

Para podér seleccionar la columna for m.a. .'.ldecuada fue 

necesario probar columnas de diferente polaridad, 

cantidad de fas&. 

La primor a col um.n..:l que probó fue. una columna polar de 

Carbowax 20H CSuperoY..) entrecruzada de longitud: 30 m., 

diámetro: O. 25 mm y t.emperat.ura máxima. de operación: 220°C, 0. 2µm 
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de asposor de pellcula. 

Ld.s CO!lrliciones de trabajo f'ueron: 

F'l ·...ijos 

Spl i t: 

Purga: 

H
2 

columna: 

36.6 ml/min 

7.1•1. ml/min 

O. gg ml/mi n 

H det.ect.or: 28.2 ml.-"min 
2 

H det.eclor: 27. O ml /mi n 
2 

Aire: 333. O m.l /mi n 

Relación de split: 37:1 

Temperaluras 

Temp. inyector: 21oºc 

Temp. de~ecLor: 21oºc 

Temp. horno: 210°C 

Equipo 

Cromalógra~o de Gases: HP 5880 A 

In t..egr ador : HP 5890 A 

El crom.ato9ram.a obtenido .a..l inyectar 1 µl da la solución de 

Clorhidrato do Lincom.icina estándar silanizado y est..Andar interna, 

se muestra en la Cigura 4.1. 

Es t.a col urnna. es a.d.g.cuada ya que el ti ampo de anál 1 sis es 

muy largo. además da que la L1ncom1cina A se retiene mucho y sale 

hast..a los 19.18 rnin, muy alejada del estándar interno que sale a 

los 3.Q4 min. La resolución ent.re la Lincomic1na A y el esl.\ndar 

interno es de 33.85. Esto es debido a que el dotriacontano que 

usado estándar inlerno 

pr áct. t. cament..e rat.!eno 

complet.amenle 

la columna, 

polar 

camb10, 

y 

la 

Lincornicina pos~e varios grupos pelaras 

hldrc.xil.::.., y por- tanleo su r~Lie;;on.;;. mucho. 

son los grupos 

El hombro qua se observa en ol p!co de la Lincomlcina A 

corraspond~ posiblemente a la Lincomicina B. 

El número da pl .a.tos t..eór ices et~ecti vos: de es'~ª columna. es do 

7.500, es decir, 250 pla~os por m .• lo cual indica qua la columna 

no es of'icienla, pues el int.ervalo de plalos t.e6ricos 

column.:.. c.;:i.p.1.1.:..r va de 3,000 a 4,000 plat.os por metro. 



h.g. 4. t 

APtA ¡v::.~ WIZIT~ ~::'.!GHi' B~S~L: .'iE. ;.:.=t~fl .. 
: ;--;:-:-!.. 7¿, ?'•' '3 • . :.;~ ..!..;.;)':). .;¿ j~. 
"2~ 57. ~! V-3 ~. i:+7 s~)e. --5 .:a .3.J !_.: •• 

64'5. 83 ~8 ~- \)~2 '. lÜ. o: :¿. 65 ._:. 

! l '3. ·:.-, n ·~ . .;10: ~. .?~ 1~. '?5 .;. 

Después se probo una columna. ca.pilar de polaridad int..ermedia 

de RSL··300 (50~; met.11, 50~ fenilpolis1loxan..:i) de 30 m de longitud, 

de O. 25 mm de diámet.ro y 330ºC de t.emperalura máxima de operación 

y o.a µm de espesor de pelicula. 
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Las condicionias de operación Cueron: 

Flujos 

SpHt, 38. O ml /min 

Purga: 3. 7 rnl/min 

H columna.: 1. O ml /rnJ. n . 
H dét.act.or: 25. O ml /Jl'.i n . 
N

2 
det.eclor: 30. O ml/mi n 

Aire det.ect.or: 333. 3 m.l /m.i n 

Relación de spltl.: 38:1 

Temperaturas 

Temp. inyect.or: 870°C 

Temp. delect.or: 270ºc 

Temp. horno: 250°C 

Equipo 

Cromalógraío de Gases: HP 5980 A 

t nt.egr ador: HP 5880 A 

Nuevamente se inyect.6 1 µl de la muest.ra de Clorhidrat.o de 

Lincornicina est.ándar silanizado. ~l crcmalograma obtenido 

muestra en la Cigura 4.2. 

En este cromat.ograma se observa. que el tiempo de an~lisis 

l;,. columnd. de RSL 300 es menor que en la columna de Carbowax. Sin 

embargo, el pico de la Lincomlcina A no es siméLrico y en est..as 

condiciones no se d~tect.a la Lincontlcina B. La resoluciórt entre la 

1.-1 ncorni ni ca A C t.r=6. 63) -y el Dot..r iacont.ano C t.r=7. 78) es de 1. 67 

apenas mayor de 1.5 que es ol valor limit...e indicat.ivo de 

resolución CSeparación del 99~~-

buena 

La eficiencia da la columna expresada como el número de 

plalos lreóricos ef'ect.ivos es de 6.500. o sea. 200 plat.os por 

met.ro. 
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La tercera col umn.a. que se probó t_en1 a 1 a mi sm.a rase que la 

columna anler J. or C Rst.-300), con 1 a di f'erenc1 a que 1 a columna es 

Megabore, es decir, tiene un d1ámet.ro lnLerno mayor C0.63 mm), 

mayor capacid,¡,_d de rn•.:e:::.lr.a. y mayor ~spesor de película Cl. 2 µrrU. 

Debido las caractarlsllcas anteriorm~nte mencionadas, 

requiera un flujo más al Lo del gas acarreador. 

Las condiciones del análisis ruaron: 

Flujos 

Split.' 

Purga: 

H
2 

columna: 

H
2 

det ec t.or : 

40. 00 ml /rnl n. 

4.23 ml/min 

5. 00 rnl /mi n 

30. 00 ml /ml n 

N detector: 30.00 ml/min 
2 

Aire delect.or: 333. 00 ml /mJ. n 

Relación de splil: 8:1 

Tempera l ur as 

Temp. inyector: 290°C 
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Temp. detector: 290°C 

Temp. horno: aaoºc 
Equipo 

Cromalógra~o de Gases: HP 5880 A 

Integrador; HP 6880 A 

r "g •. 3 

(-e] 58~ij~ MR~lüAL iNJECTtc•1 
AC_::_¡-1 ~; 

~=.:.~ 7'.'?E. F;~:::.?. ;~ 

~). ;:;:·;.. 
\) • ..:.7 
e.::.1 
·). ~: 

~. -?l 
'.. 2~ 

2.7\ 
:Z.!.·4-
.1 • .)'t 

:::3...:..:. ¡ • j\) 

~562.. ?5 
1865. '.-+ 
2267. ~~ 

:30. . , 
:il8. "37 

~!56. 5..:. 
33-l. l ·j 

,2.;.747. :~ 
.2:::::iz: . , 

éB 31 S9S 
'3'-; : ~ -::..:, 
'/V ~- :oe 
V'./ 2. 55:; 
'./'·I ;). º"" .'8 ~) . . -.-, 
oe : 52'." 
=o .j. 3':: l 
FO 2;" .. ;.3·;. 
~-8 25. 930 

.. s:. 

El tiempo de an~lisis se acorla con esLa columna de 8 minuLos 

a. 6 minulos. Los pl.cos de la L.incom.tcina A CTr=3.14) y el del 

estándar inlerno CTr=4.C';J ~en cc:::im~t.ricos pero anchos, y se logra 

det.~c~ar el pico de la Lincomicina B (Tr=2.71). La detección de la 

Lincomicina B se logra por ol aument.o en el espesor do .ta rase 

eslacicnaria. Eslo último se demuestra al comparar las razones d9 

f"ase crn. ya que la(? para la. columna capilar es de 312.5, y la (l 

para la columna megabore es igual a 110. 4Z, es decir, hay mayor-

volumen de fa5e est.acion.c..ria. on la columna megaborA. Al aumerntar 

el espesor de poalicula de 1.1 (ase liquida se bloquean los sitio~ 
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activos residuales en la pared del t..ubo capilar. elimin~ndose as1 

la adsorción de los solut.os polares. que provoca la. aparición de 

picos asimét.ricos. 

Se observa que la resolución de la LincornJ.cina B con respect.o 

a la A no es muy buena CRs=O. 86), pero ést.a se puede mejorar. si 

s.e disminuye la t.emperat..ura del horno. 

Por úl t.i mo. probó una columna polar de RSL-150 

Cmet.ilpolisiloxano), dA 12 m de longit.ud. 0.2 mm de d!t..;:,et.rc 

int.erno. 0.33 µm de espesor de la pellcula. 

Las condiciones de t.rabajo, fueron: 

Flujos 

Split., 46.50 ml /m.i n 

Purga: 5. f51 rnl/mi n 

Hz colum.na.: 2.93 ml/min 

H• det.ect.or: 27.27 ml/mln 

N det.ect.or: 27.27 ml/min 
2 

Aire delect.or: 375.00 ml /m.in 

Relación de split.· 16:1 

Temperat.uras 

Tomp. inyect.or: 300°C 

Temp. det.ec~or: 300°C 

Temp. horno: 290°C 

Equipo 

Cromat.6grafo de Gases: HP 5890 

!nt.egrador: HP 3396A 

Est.a columna es la adecuada para ~1 mét.odo desarrollado, por 

las siguien~es cualidades: el t.iempo de an~lisis es cort.o C4 m1nJ, 

los picos de int.erés son simét.ricos y la se~al de la Lincomlcina B 

C Tr=l. ?45) 

CTr=2. 000) 

Ademas est.a columna es mAs eficiente que todas las ant.eriores 

con 25.000 platos efec~ivos. ~s decir, 2,000 platos por 
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Í\.Q '·· 
SfA111 

•UtU 

A•lAt 

n AREA 

,353 2e2•SB•e 
.361 ~49•9:S? 

,435 232 ..... , '" ,1594 231 ,,'!, 1368 

.658 2839 

.674 237t 

.731 ... 
• 114 3 .. .. ,, ... 
.919 ... 
• 983 211 

lo 166 9382 

1.213 ... 
1.745 1736 

z.aaa 17761& 
1,6"12 ... 
1.e9:s 1:5:1616 
ii. 32:S ... 
... zu 1171 

"· 358 
1. 866 

2. 868 

3. 895 

JAH .. ua1 •lll31S:S 

T'l'PE WIOTH AREA:C ... .917 76.,:1843 

"" • fl88 21.698:SG 

TSY • et7 • eeeee 

TYP • 117 ........ 
TPY .111 . '''ªª 

.•1• • aa:s21 
• ti 1 • 91181 
.111 ·'''ª' • 11:1 ·••t78 
..2, .IU<l7 

yp .au .18182 
,813 .... ,. . 
• 12t • 88888 

YB ,815 .83192 
pp • 821 ·'"ª" .. .u:s • lliido 1 .. .eu ·'"'"' • 837 .11168 .. ·ª"" • :S92t6 

YV , ll:SZ • 1182'48 
py .... , ,88'4<16 

Es posible disminuir aún rn..1t.s el tiempo de an~llsis, empleando 

columna con las mis1nas ca.ra.cl-erlslica.s que ld ant.orior, pero 

una l ongi t.ud ml!Omor C 6. 5mJ • 

eromalogram.a, cuyas. co1.dicion9s Cueron: 

Flujos 

Split 40.00 nll/min 

Purga 4. 76 ml/min 

H
2 

columna. O. QQ ml ,.'min 

H
2 

detector: 26. 30 ml ,.•min 

•l
2 

deleclor: 25. 00 rnl .-nu. n 

Airo doleclor. 364..00 ml/min 
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Relación da split.: 40:1 

Temperaturas 

Temp. 1nyec~or: 2goºc 

Temp. detect.or: 2G0°C 

Temp. horno: 2aoºc 

Equipo 

Croma.tógraro de Gases: HP 5990 

Int.egrador: HP 33QOA 

~:::~~==~~ . .,:s'· ¿n=·-1 " I'·' -r-- ~.14 
STOP 

RUH 1 11 
WORKFILE ID• C 
WORKFILE /l~~E. 

AREA% 
RT 

0.24 
0.38 
0.•6 
0.71 
0.77 
0.89 
1.32 
1.52 
2.44 

AREA TYPE 
l. 4946E+07 tSPB 

1506 OTBP 
5031 DTPB 

506 DTYP 
6386 TPP 

301 DTPB 
459} pp 

263130 Pe 
213340 PB 

AR/HT 
0.030 
0.'312 
Q .~27 
6 024 
o.oca 
e.026 
0.041 
O. 049 
0.072 

ARE1l% 
36.79ti 
e. 010 
0 .OJJ 
0.0U3 
ol.041 
0.002 
tl.~30 
l.70• 
1.382.. 

CTr=l.52) y la. 

L1ncom1ci na B CTr=l. 32) de 2. 79 6,000 platos teóricos 

orectivos C900 platos/m) da la columna. 

IV.4 Condiciones de Operación 

Una elegida la columna procede cpt.imizar las 

condiciones de operacion, para 9llo se debe considerar: 

lo. Que el pi.co de la Lincorru.cina 8 se resuelva bie-n y que la 

se~al producida por é5t..e sea reproduc1bl~ de inyección 

!nyecci6n. 
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2o. Que el t.iempo de análisis no sea muy largo. 

Como 1 a columna sel ecci en.a.da es de di ámot..ro pequef"i:o y 

pal!cula d"'"°lgada es posible aumenlar el. fluJO de hidrógeno da 

3 ml/fnl.n para acorl.o..r el tiempo::> de an:..lisis, sin 

sacriricar la eficiencia de la columna. 

Para hallar las condiciones 6pt.1ma.s de anAll.sis se hic1eron 

serle de ensayos:.. en los cuales se mant.uvieron t.odas las 

condiciones de operación const..anles, excépLo la Lemperat...ura del 

horno. la cual soe modific6 de :.oºc en 10c:iC. Los croma.logram.as 

obLen1dos ~e mueslran a conlinuaci6n: 

Condiciones 

Columna 

Fase est.dcionaria: Helil Silic6n enlrecruzado 

Espesor do la Pellcula: 0.33 µm 

Di ~melro i nt..er no: O. 20 

Long! Lud: 12. 00 m 

F'l ujos 

Splil: 

Purga: 

H columna: 
2 

H det.eclor: 
2 

N del.ect.cr; 
2 

A.ir"' detoctor: 

46.50 

5. 61 

2.93 

27.27 

27. 27 

375. ºº 

m1 .rmin 

ml /rni n 

m1 "'m.i.n 

nü /ffil. r. 

ml/min 

ml /m.i n 

Relación da Split.: 16:1 

T.,;,mpera.luras 

Temp. 1nyecLor: 300°C 

Temp. delecLor: 300°C 

Equipo 

Croma~Ografo de Gases: HP 5990 

lnlegrador: HP 3396 A 

Presiones; 

12 PSI 

10 PSI 

30 PSI 

27 PSI 
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Temp. horno: 2.60°C 

r ~ g ". d 

RUH • 
STAltT e_ -;.,1 .. ,]J• p 

Z. C'J;"' 

3.957 

f ..... 
STOP 

RUHI '"" 1. 1981 

AREA% ., AREA T"l'PE WlOTH .3,, 22125200 SPO • 817 

• 368 'J'453670 TOP • 01 e 
.388 1'4384 '18 TPO . u e 
• 497 , .. TOP • 89'91 

.!l:SS ,, . TPP • 012 
• 574• ISZ TPY • 811 

.:S97 ••• TYP • at 1 

. '"'' 5'1 TP'I • 617 

• 678 ... TYY • 821 

.144 ... TPY • 816 

.16:S 2922 TYO • e 12 

• 974 183 py • e 11 

• 997 4814 • 823 

1.84:S 3018 YO • 815 

l. 181 351 9P • et :s 
t.67:S 371 PP • 839 

2.826 10491 ve • 826 
2.497 419 YP ,833 

3.9:S7 2196 PP • 841 

... 746 2Z:S939 PO . º' l '· ,,., 726 pp . ª' 1 
a. sz:s 184358 pp • 112 

a. 3•• 

. . 

B81'4Bt02 

AREAZ 

66.IJ6'4:S 

28. 25983 

4.29995 

• 081 l:S 

• 99099 

• 88845 

• eeea:s 
• 88171 

.eu:se 
• eeeea 
.88615"' 

• BBeJ:S:S 
.eueo 
• 88902 

, 8Bt8:S 

• BBI 11 

• 83136 

• 0e.12:s 
• ll86:S6 

• 67508 

• 80217 

• 55198 

52 



Temp. horno:270ºc 

-

A~~* ~~~·--~.,.hi~======-: ... ,.. 
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;:,o.-,, -
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3. 472 

STOP :5.'i:.?8 

.JAH lo 199\ 991:19117 

AAEA~. 
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.s~e 
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.671 
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·ªª' .98!1 

l. 348 

l .!199 

l .91:S 

2:. 941 
3. 472 

:s. 928 

7B933'J TPB 

74'J TBP 

428 TPI/ 

t3:S: TllP 

23:S TPP 

13:5 TPV 

284 TVP 
454 TVV 

198 TVV 

1171' TVB 

397:S PV 

2938 \18 

428 BP 

348 PP 

9945 PB 

538 VP 

1933 88 

281113 ~B 

1796:56 PB 

,888 

.88B 

.888 
• 888 

.etl 
• 989 

• 899 

• 813 

• 919 
• 0l l 
dH8 

• 01"' 
• 81 6 

• 928 

• 022 

• 936 

• 836 

• 844 

• 076 

AREA~ 

70. :S:53:14 

2:s. 6'4!198 

2.:s3e12 
• 98249 

• 88137 

• 80043 

• 89875 

, B9843 

• 8886:5 

• 001•6 
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• 81274 

• 09939 
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Temp. horno: 2B0°C 

RUH . .JAH ,, 1901 ia 1 1ª'1 ze 
STAlfT 1 "º' --, . t.41i1'.~a e.3•e ........- ¡, :a::1 "E1. ::J .i, 
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f;j .. , .., ~:i 
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... 227 
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1. 894 2l6 py • 816 . eeeee 
1. 286 98 14 PB . u e • 0334:5 

1. 583 .. , BP .027 • 881:52 

2. 23:5 1956 PY .929 • 119667 

z. :S99 1981 69 .. .833 • &7:534 

3. 46:5 ••• yy • 94 :5 . ea 110 

4, 227 17'51 :S& PO .9:53 .:59692 
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Temp. horno: Z90°C 

( 1.9 4, i> 
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2. e ea 
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3. 32'!1 

... 216 

:S,94951 TBB 
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8382 ve 
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Temp. horno:300ºC 

r ~ g •. so 

RUH 1 

START 
JAtt 1. 1901 ser 37147 

... 

RUHI JAH .I • 1981 881 37147 

AREA); 
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De los cromaLogramas anler1ores se pue-de deducir que laE:. 

condiciones óplimas de operación se oblien~n con una lemperal.ura 

del horno de GGOºc. pues el pl.c.o da la Lincom.ic.lna B CTr=l. 745) 

sale jus~o después de la cola del disolven~e. resuelve 

perfeclamenle del pico de la Linconucina A CRa-=5. 66) y el l.lempo 

de análisis es corlo C4min). Se observa que a 300°C, el t.iempo de 

analisis se acorl.a aún más CG. 5min). sin embargo, el pico de la 

Lincomicina 9 CTr=l. 416) sale en la cola del disolvent.e y puede 

ocasionar una falla de reproducibilidad de la se~al de inyección a 

inyección. 
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CAPITULO V. RESULTADOS 

v.1 Linealidad del Sist.ama 

Conc o : 8.503 mg/ml 

No de No. de Conc LA ALA AD Conc LA ALA 

muestra inyección e mg/ml) -ConClS""'""" 'AD 
(y.) Cy) 

o 0.0000 o o 0.0000 o. 0000 

lo. 0.4745 186498 351144 0.5580 0.5311 

2 lo. 0.4745 89273 159081 0.5580 0.5612 

2 2o. 0.4745 87782 1501336 0.5580 0.5827 

3 10. 0.75B9 189287 215158 0.8900 0.8798 

3 2o. 0.7568 184163 211430 0.8900 0.8710 

... lo. 0.7568 155666 172631 0.8900 0.9017 

... 2o. 0.7568 138358 150771 0.8900 0.9177 

5 lo. 0.9438 184989 164303 1. 11 00 1. 1259 

5 2o. 0.9438 195846 170086 1.1100 1. 1515 

6 lo. 0.9429 266571 243845 1. 1089 1. 0932 

6 2o. C.9429 258443 235045 1. 1089 1. 0995 

7 lo. l. 1317 381415 297265 1.3309 1. 2831 
.,. 2o. 1. 131 7 323116 244737 1.3309 1.3203 

a lo. 1. 131 7 225866 174408 1. 3309 1. 2950 

a 20. 1. 131 7 220059 163182 1.3309 1. 3485 
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V.2. Prec1si6n del Si stéma. 

wº"~ 850.1 mg 

No de No. de Peso de Are a de Area de F'aclor de 
muestra inyección muest.ra LA esl !nl res pues la 

(mg) 

lo. 110. 3 145786 1473 0.9939 

2o. 110. 3 146325 1499 1. 001 o 

2 lo. 110. 1 127397 1301 0.9929 

2 2o. 110. 1 125962 1290 0.9931 

3 lo. 110. o 99260 1014 1. 0013 

3 2o. 110. o 97873 992 1. 0069 

4 lo. 110. 3 119136 1205 1. 0091 

4 2o. 110. 3 123108 1257 1.0175 

5 lo. 110. 3 157048 1629 1. 0199 

5 2o. 110. 3 151166 1551 1. 0207 

6 lo. 110. 3 160731 1668 0.9936 

6 20. 110. 3 165028 1792 1.0036 

7 lo. 110. 4 128086 1378 1.0043 

7 2o. 110. 4 128521 1441 1. 0042 

e lo. 11 o. 3 203766 2035 0. 9995 

8 2o. 110. 3 199351 2004 0.9978 

F-;;, 1. 0037 

s= 0.0092 

'.C. V. = 0.92 ~-; 
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V 3 Precisión del MéL.odo 

A) RepeL.1bi11 dad 

8) Reprodueibilidad 

b.1J AnalisL.a 1 01.a 1 

Marbete, 500mg/cápsula 

mg de LA Ni>. de 
muest.ra 

No. de 
inyección peso promedio 

Porcenlaje 
respeclo al 

mar bel e 

lo. 

2o. 

2 lo. 

2 2o. 

3 10. 

3 2o. 

4 lo. 

4 2o. 

5 lo. 

5 2o. 

6 lo. 

6 2o. 

7 10. 

7 20. 

8 10. 

8 2o. 

~C. V, 

" = 

502.36 

510.20 

488.úl 

506.10 

502.27 

498.78 

496.04 

495.02 

485.84 

492. 42 

467. 19 

476.34 

493.77 

497.28 

509.24 

500.70 

496.41 " = 

1. 83 ,;c. v. = 

9.08 

100. 47 

102. 04 

97.60 

101.22 

100. 45 

99.76 

99.21 

99.20 

97.17 

98.48 

97.44 

95.27 

98.75 

99.46 

101.85 

~ 
99.28 

l. 83 

l. 82 

mg de LB 
peso promedio 

9.81 

a.71 

9.43 

9.72 

9.76 

9.50 

9.60 

9.66 

a.60 

9.35 

9.33 

9.04 

9.63 

9.53 

9.82 

~ 
X= 9.67 

};C. V.= 2. 113 

o. 21 

tlota: Se usó el f aclor de respuest.a de la Lincomicina A para hacer 

los cálculos de la Lincorniclna a. pues no cuerita con el 

eslAndar de referencia de esL.a ú1L.1m.a. 
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b.2) Analis~a 2 Dla 2 

No. de 
muestra 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

mg de LA 
peso promedio 

501.66 

497.49 

!300. 19 

520. 51 

510.08 

491. 51 

507.08 

~ 
X 503.18 

s = 9. 12 

Y.C. V. 1. 81 

Porcentaje 
respecto al 
marbete. 

1 OO. 33 

99.50 

100. 04 

104. 10 

102.02 

98.38 

101.42 

QQ.39 

X= 100.65 

s = 1. 81 

"'.C. V.= 1. 80 

61 

JllQ' de Le 
peso promedio 

9.68 

9. 51 

9.70 

10. 16 

10. 22 

9.50 

10. 33 

9.58 

X = 9.84 

0.34 

>:C. V.= 3. 49 



V.4 Estabilidad de la Mueslra.CTemp~ralura Ambienl~. 24 horas) 

No. de No. de mg de LA Porcentaje mg de Lo 
muest..ra inyección peso promedio respecto al peso promedio 

mar be le 

lo. 600.67 1OO.11 9.58 

2o. 495.92 99.18 Q.41 

2 lo. 603.13 100. 63 9.70 

z Zo. 494.Z3 98.86 9.61 

3 10. 61Z.98 lOZ. 60 10. 00 

3 2o. 507.32 1 01. 46 9.58 

4 lo. 603.Z9 100. 66 9.62 

4 Zo. 60Z.80 100. 56 9.50 

5 lo. 522.67 10-t.53 10.18 

6 ªº· 613. 18 102. 64 10. 19 

6 lo. 619.Z4 103. 86 10. 01 

6 Zo. ~ 102. 80 9.82 

X = 607.46 x =101. 49 x 9.77 

8.99 1.80 o.a? 
Y.CV 1.77 '<CV 1.77 "cv 2.74 
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v.s L!neal1dad y Exact.it.ud del Mél.odo ' 
No. d .. Cantidad Cantidad Porcentaje 
muest.ra adicionada recuperada de recupe-

(>ng) Cmg) ración. C"-'.> 
y 

o.oc o.oc o.oc 
2 27.46 27.28 99.34 

3 27.S4 28.39 103.09 

4 27.63 27.17 90.34 

5 27.63 28.24 102. 21 

6 27.63 28.52 103.22 

7 27.63 29.16 105.54 

a 43.93 42.03 95. 67 

9 44.02 43.S9 99.02 

10 44.02 45.34 103. 00 

11 44.02 45.93 104. 34 

12 44..10 42.SS 98.49 

13 44.10 43.37 98.34 

14 54. 91 56.65 103.1 7 

15 SS.OC 58.90 103. 45 

16 5S.17 5S.92 101. 38 

17 86. lS 88. 9S 101. 21 

18 88.15 87. 4S 101. 97 
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V.6 Espec1r1c1dad 

;..:; Cromat..ograma del Placebo solo : 
f ~ 9· ~. l 

TIME • tHTC . -· • . RUH • 3 APR Z7. 1989 12151112' 

START 

---, lE 

TIOETABL~. 
RUHI . .. .,, 1989 1 ZI 'ª' 2:1 

AREA~ 

RT AREA TYPE WJOTH 'IR:EA% 

• 339 6363274 PV .BB9 48.81978 

• 349 7998816 vv • 813 !18.2'''ª 
• 361 1!521934 ve .eee 9.:17118 

• 458 244:1 • e 13 • 8 l.S38 

• 498 338 • 81 l .8ezee 

• 530 3714 pp • 814 • 82336 

• 648 8114 •• • 817 . ª' 141 
• 94:1 4109 •• • 818 • 81!!184 

1. 818 4916 •• • e 19 .83892 

J. 'J76 ... ! BH • 841 .80414 

e.91':101e 9:~U 
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8) Croma~ograma del Placebo con Clorhidra~o de Lincomlcina asLándar 
f;, 9 5. 2 

RUH . ••• 27 • 1989 121 :S:Sl 39 

START 
---, If 

s:i~~ 
Crr ¡. tl-2 o. 949 

1. 989 

T IHET,:u¡ STOP 

RUHt ... 27 • 1999 121 :S:St 39 

AREA~ 

RT AREA TVPE l.IIOTH AREA% 
• 3<41 6662729 PV .809 JS.:S9JZZ 

• 3~2 183,8376 YB • e 11 :59. 98<1i4) 

• 468 JB6 l PV • 814 • e 1113 

• 4"94 ,., VP • e 11 . eezze 
• ,41 '432:5 PP . e 14 • BZ:S8:5 

• 6:52 18769 PP • '317 • 86236 

• 949 :5939 PV • 819 • 03439 

1.e22 4122 VB , 8Zl • 82397 

1.664 2298 VB • 932 • 81326 

t.989 2 l 64:S 9 PB • 833 l.Z:SJ49 
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C> Cromatogram.a del Clorhidrato de L1ncorruc1na estAndar solo ' 

r "9 ~- s 

. RUH . . .. z7, 1'89 IJ1 Q01.&:; 
START 

TIL-:.· .. ~ 
RUHI APR 27· l 989 131 ee• .. 9 

AREA~ 

RT AREA TYPE W fOTH tUEA"> 

.3<41 6S18637 • 989 ,l'J. 91:S l :S 

.3:12 7631:179:5 VB • 916 :se. 6J7'H ... 6. Z7:1Z " ,lifl:I .9167:1 

.49l ... VP .. liHl • 99333 
• 54t :12:15 ., • 81 .. • &31 '.18 

• 639 5892 vv • 812 • 13999 

• 6!11 11634 vv • 816 . '"'ªªª 
.785 ... PV • 826 .8835o4 

,9<18 '"'' PV • eza • 83852 
1.ez2 18276 ve • 8ZI • 11122 
, ,,43 1 Bll ,, • e33 .lll15 

'. 'ª' l 72S79 PD • 033 1.11'822 
z ... ,., ... PO • 042 . ºª'º 
:i. 98J 1a1e 1 8H • 8'4111 ,8'16l 

66 

':m 
1. 'ª' 



0) Croma~ograrna dol Es~~ndar ioler~o solo : 

r \ 9 5. • 

. """ . .. .,. ••· 1999 l31 2' • '" 
START 

7. Tl=~l:TOP 
[. g .. , 1:), 95~ 

5'UHI .. ... .,, 1989 1)12":5"' 

AREA~ ., AR.f;A TYPE WtOTH AilEA:IC 

• 3'43 '""º"' •• • eoz 7ol,1t3'7 

. ""'ª 19338 .e1z t. 819"' 
.41>5 13256 .IU3 z. 399 J 6 
• '5•:5 12831 ji:!. 32' 38 
• 6!56 1566.B ·ª'ª 2.8:15'53 
,953 3431 • 821 . '2t 2S 

l. 821' .,, .. . ez• . "ª'" 
2. 9 32 95972 PO , 1;1'5 1 !! • :56682 

0. 65á •. Jtl 

2. 932 



E) Crornalograma del Clorhidarlo de Lincom.!cina eslAndar 

eslAndar in~erno 

r " 9 5. ::1 

. RUH . ., . '" 1909 t318ófl8 

ST1HtT 

E:_~j 
Tl•ET'B" 3.9'1 

RUH• .,. 
'" 1'199 1 :)1 961 18 

•llCA% 

RT AAEol lYPE ~tOTM >IAE.:ll-• 

• , .. 2 691ó893 PV . ote 37.6Z939 .,,, te9,;,,672 YB S9.b,.56Z 

.164 '36•7 '" • e 19''5 

.~ 96 607 • 89339 
·.5441 6!519 YY • 03!546 

·"''-7 118!5 Yy . e J2 • aau 1 
.6'5'5 19714 yy • 026 • 107ZS 
• 790 '" py dhl4 l '5 
• 9!12 7191 py • 022 • 03912 

1. 927 2364, YB • 023 ol2863 
1.U8 2686 PB • 934 • 0141 e 
l.'JIL'5 247997 PB • 93'5 1. 34916 
z. 494 ... .. • 941 • 98'51 '5 
z.9se ~ 822!58 PD .8'48 • 991'52 

3. 991 28'1 l BH • 93!5 , a 11 Z7 
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CAPITULO VI. AllALISIS DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES 

VI.1 Linealidad d&l Sislem.a 

Con est.e experimenlo se pretende demostrar que la rospuest..a 

medida direcLamenle proporcional la concent..rac16n dol 

&st.Andar dantro de un inlor·.ralo dado. Para ello so c.:onst.ruy6 un.a 

curva de e.a.libración con -4 puntos 

preparados por duplicado. 

Par a oval u.ar 1 a r el aci 6n exi st.onl\l' de la razón de 

Area Lincornicina/Area r:-st..ándar interno en función d& la ra:zón de 

Concent..r.ación Ll.ncomicina./Concent.ración oslAnda.r int.erno se hizó 

la regresl.On lineal de t.odos los dat..os. y se encontró~ 

1) OrdQnada al origen. b=0.0095 

2) Pendiente= Paclor do P.ospuosl.a, Fr=0.987G 

3) Coeficiont.e de regresión, r=0.997Q 

4) Coeficient.e de determinación, r 2=0.gg57 

Con est.os resultados puede construir la siguiente ecuación 

Ala 
Aallnt 

Fr~ +b 
Catlnl 

Ala. "" O, 9876 ~ + O. 0095 
~ C.t~nt 

5) La prueba de hipóte~is sobre la ordenada al origen as : 

Ho: b=(?. {1=0 

Hs.: b.-!Q 

B) El e.s:Ladlst.ico l'ilmplt?ado para b. 

~· tea.le =+ 

(b-(D 

s. 
Dond~ 

X "" O. 9372 

~ Xi ]' -L.. - 32. 930 

Svy E ¡: y\ )
2 

32. 246 



S.y ~ n E x,r, - ( .~. x, ) ( .~. r, ) 

S>1..:Syy - CS>1yJ
2 

nCn-2)S1ex 

t.c;a.lc: = o. 6204 

0.0007 

32. 5094 

7) Se. t.rat.a do una región bJ.lat.eral o de " dos colas " con un 

nivel de sign1Cicancia do a=0.05. y g.l. = n-2 = 16-2 = 14. 

Para recha2ar Ho : 

t.<-t.o./26 t.>t.Ct/2 

Donde : 

-t. = -2.145 o. 02!5 

t..
0

_ 02~ ,,. +2. 145 

9) Conclusión Como -2.145< 0.5204< 2.145. se acopla la hip6les1s 

nula, es decir, la ordenada al erigen es igual a O, 

Q) Calculo del 1nlorva.1o de conCianza del QS~-;. para la ordenada al 

or.i.gen : 

b + 

O.OOQS + 0.0392 

-0.02Q7< ~ <0.0487 

10) Not..a: SE• puede hacer una prueba do hipótesis sobre el 

coeCicienle de correlación, pcrc 14 poL~nc!~ de esta prueba lan 

baj.a. quiE< genoralmenla. se acepta 1.1. corraolación. Adorn!l..5 on la 

f'igura 6.1 se observa que &s: una linea rect.a.. 



FIGURA 6.1 
LINEALIDAD DEL SISTEMA 

1.4 

1.:i 

1.2 

1.1 

0.9 

Cl 
o.a 

< 

' 0.7 o 
-' < 0.6 

0.5 

0.4 

o.:i 

0.2 

0.1 

D 

o 0.2 0.4 0.6 0.8 1.2 1.4 

CLo/CD 



'/I. 2 Precis!.6n de-1 Sistema 

Se analizaron e soluc1or.e-s .;)S•.~nd.<,r del Clorhi.dr.:n.o de 

L1 ncomi ci na al 1 oo-..o par .a conocer el gr .:.da de ccr.cor da.nci .a ·de les 

r,;;,s.ult.;.dcs do l.as diC~-.rGnt.-.:rs detorrr.!.r:.aciones. Para .;illo, 

calculó el fa::t.or do r'9-spuost.a pdr,c. ..:..;..d.:i. !.ny<?cc1ón, y s.B encontró: 

1) Medi a. Fr = ! . 0037 

2) V;¿r i anza. s 2 = 8. 464 :-: l o--:s 

3) Oesvt aci6n est..&kndar, s = C. 0092. 

4) Coaf.1:.:ien•-e de vari.acion , ~;C'.I = 0.92''• 

5) :..a prueba dü h1pó•_os.ts pr•.::pue~la 

Ho: s 2 = c-
2 

donde o-2 = o. ooo.¡ 
H1.: sz;.. 0'2 

6) El est..adist...tco de prueba ulilizado 

.2 (n-l)(s.
2

) 
>. = ---

0
•-- 3. l 74 

7) Con una reglón un1laLeral, nl.V'l'l du s1gnificancia de o. 

o.os. g.1.= 15-1 = 15 

x2 = 24.996 

X
2

c;a.lc > X2
o 

Y.2 c;u~-:: '.<.2u. 

o. 
8) Cor'1clus.t6n Cerno x:c.lc; < :-::: 3. 17~ •, 2.4. 996. La hipótesis nula 

acept..a. el s1s.t..ema és prP.tctso, 

mA.ximo. 

9) Ct.:l culo del l. nt.er val o de conf" .i .:snz.a del 95~~ p.i.r a s: 

!C ~·-/ . < 
D=>nde 

x: x~. "75 
6.262 

x: x' o. 025 
27. 488 

re c. 0068 o 0.014.2 

:.e 0.0068 "). 0092 0.0142 
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VI . 3 Li n.:.-al i dad d.:.-1 Mét.ódo 

La 11 ne.-al i dad del Hét.odo det.er nu na al ensaya!" por 

sext.upl i cado placebos .e.di c1 onados del el orhi dr at.o de Lir.corr.ici na 

estándar al 50•,;, 80~;. 100~: y 120~:; del valor esperado . 

Algun::::is valo!"e5 s.., rechazaron debido a que la pruo:'.!'ba de 

hi pót..:so.=.i s. sobru 1 os mi :omos demost.r 6 qua se enconlr abari fuer a dél 

cirit.uron de conrianza de la regresión. 

Por lo t.ant.o quedan un1camente 18 d.a.to-s. que son 

Cantidad Cantidad " du Roe u 
adicionada rocuporada por ación 

0.00 0.00 o.oo 

27.46 27.28 99. 34 

27.54 28.39 103. 1)9 

27.83 27. 17 98. 34 

27.63 28.24 102. 21 

27.63 <?8.52 103.22 

27.63 2Q.16 105. 54 

43.93 42.03 95.67 

44.02 43.59 99.02 

44.02 45.34 103. ºº 
44.02 45.93 104.34 

.:.4. 1 .t.2.55 96. 49 

44.l 43.37 98. 3.t. 

134.91 56.65 103.17 

55.00 56.90 103.45 

135.17 55.92 101. 315 

BB.15 66. 95 101. 21 

66. 15 67. 01'3 t·:i!.' g7 

7é:: 



H.:..ci.~nd-.::. la regresión lineal de los 18 datos, se obl..iene 

1) Pendienle, m= 1.0154 

2) Ordenada al or!gen. b= -0.1576 

3) Hedi a,:::= 40. 3930 

4) Co~f1c1ente de regresión 0.9978 

5) Coefl.cl.anla do delernUnac16n; 0.9956 

6) Número de delernunacion.a-.:> : 18 

7) Húmero de .gr.d.dos de liberl.a.d 18 

8) Error l.ipl.có d~ est!md~l.ón Sé= 1.1496 

9) S•.ima de cuadrtldos de la ·.r.::..ria.ble !ndepondienle, S"x= 83959. 31 

10) Para comprobar que el método es lineal se hacen las pruebas de 

hi p6Les1 s par a 1.a ord<3'nada it. l or l geri y para l A pendl. ente. La 

prueba de h1póles1s para la. ordenada al erigen e3 ; 

H~: b = n. dende n = O 

H1: b ;111! O. 

11) Ei estadlslico de prueba para b, 

e b-/1 ' 
s. 

D::inde 

X = .:.o. 39 

$>1.y = 85251 . 05 

S""SYv - C S"y J 
2 

ne n-2)5:""' 

s. 1. 1496 

Por lo tanto 

~.:e'.- -=- - 0.2!53 

12) Ser lr.:o.t..,:,. de 

l. 32113 

r~gi.on bilal.eral, n1 ve! de 

si gni f i e.a.ne! a do .::.=O. 05, J 

Para re~hazar Ho 

n-2 = 18-2 .= 16 grados da li.b-:trt.ad. 

l , 

-t = -2.120 
o. 02:1-

-e o 
~/:Z 

-to. 02~ 

lc:-~'2 
6 l ) t. o. o:z~ 



13) :c.nclus.l.On: ::omu -2.120 '· - 0.2153 2.120. se ·acepta la 

h1pót.~s1s nula, es decir. la ordenada al or1g&n 

14) La prueba de hipotesls p.:..ra l.~ p.:.ndlent..e es : 

Ho : m = f• donde r = 1 

Hs : m -;.e "t· 

15) El est.ad1st.1co de prueba 

lc:ale 
m - ~ ) 
s. 

Le<=Lle = O. 9149 

/ s .. -,,-

igual a o. 

16) Como es una region bilateral con un nivel de signific.ancia 

do ü. =O. 05, cor: n-2 "" lB grado~ d~ lib~rlaa. 

Para re-cha:zar He. : 

-t. = -2. 120 
o. 025 

+t. 2. 120 
o. 025 

t. < - t 0./2. ó 

t. < - t o. 02:-:; 

l ) l 
CV2 

6 t. > Lo. 025 

17) Conclus16n: Como -2.120 ~ 0.9149 ~ 2.120 se acepla He. por lo 

tanl.o, l .3. per.dl. ente 6'S 1 gual a ! . Se concluye que el método 

lineal, pues ambas h!p6L&sis fueron aceptadas. 

18) Calculo del int.er·~·alo da conf'iar1za del 95~ para la ordenada al 

origen 

-0.1576 :!: l.~5 

So j s"" - en xJ
2 

ns .... 

-1.7076 < ~ ~ 1.3924 

19) Cálculo del i nter val o de cont~l an::a del 95'-~ par;, la pendiente : 

m ! 

1. 0154 

o. g-;-g7 

t.cv'z s./ 
0.0357 

' <. 1 . 0511 
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V!. 4 Ex.acLi t.1.1d del Mét..odo 

Con los resul Lados de los por cent.ajes recuperados de los 

placebos adicionados del est.andar al 50~:. 80~;. lOOX y 120~; puede 

ev.aluarse la ex..a.clilud del mélodo. Para ello deben considerarse 

los siguientes da.Los 

1) Hedi.a. del por cent.ajo rocuporado X = 101. 16 

2) Desviación esl~ndar, s = 2.82 

3) Coefictenle do variación • XCV = 2. 79~: 

4) Error est..andar, s/ YO "' O. 68 

5) Húmero de det.erminaciones, n = 17 

6) Grados de libert..ad, n-1 = 16 

7) La prueba de hlpót.esis propues~a 

Ho : X= µ, donde µ = 100~: 

H1: X¡Jlf! µ 

8) El esLad!st.ico uLilizado 

t. ea.le l. 7059 

Q) Se t.rat.a de una regi6r1 bil.a.t.eral o " de dos colas " con un 

nivel do significancta de o 

Para qu& Ho se rechace : 

0.05 

-lcc./Z 6 t. ) lOl/Z 

l ' -t..0.02'3 O t.) lo/2 

Donde : 

-l ~ -a. lC:O 
o. 02:5 

+.L 2.120 
o. o:::. 

10) Conclusión Como -2. 120 1.7059 < 2.120 se a.cept..a la 

h.i.p6t.esis nula y por lanlo, so concluye que ~1 ~oé>t.odo es exaclo. 

11) C~lculo del 1.nt.,.;,rvalo de Confian::a del 95~-; para 1.a media : 

I. C. ::.<: .± L .:.v~2 s. 

.:rn 
r.c. 101.1e = 1.44 

!.C. 99.72 < 7.< 102.60 



FIGURA 6.2 
LINEALIDAD DEL METODO 
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VI.6 Precis16n del Mét.odc 

A) Repetibilidad 

P.a.ra evaluar la =-~pet.l.bilidad del m~todo se •nali=a.ron por 

duplicado 8 soluciones prepara.das part..ir de muest.ra 

horn09énea del product.o (capsulasJ. Estos mismos dat.os corréspcnden 

a los del analista 1, d1a 1 del o~~er1ment.o de reproduc1bilidad. 

1) La media del pcrcanLajo encentra.do 

2J 0€irsviación os.•~anda.r, s = l. 02• .. ;. 

X= 99. 20~~ 

3) Coef1cient.a dé var1acl6n, '• C. V. 1. 83~-~ 

4) Error est.~ndar 

6J Núrr.ero de grados de liberlad, n-! = 15 

7) Var·ianza, s 2 = 3.31 

eJ La p:-uoba do h!.pót.OSlS e'S'-ablec1da es 

He: s 2 = c..2, dond9 o
2 = 4 

Hi: s 2 
, o 2 

9) El est.adislico de prueba 

Cn-1JCs
2

J 
2 

o 
12. 41 

10) Con un ni ve! de signi ficancia de e, 

l i ber t.ad. 

Para recha=ar Ho: 

x2:::a.le > 

>::
2

ca.t.c ) 

Donde ~~. 05 = 24.Gge 

2 
):o. 

2 
:.to. 05 

O. 05 y 15 grados de 

!.. 1) Concl usi 6n Corno :t:Glc < ':{~. 12.41 < 2·1.996. La hipótesis 

nula se .a.cept.a, con un error d9l 2~, como máximo, por lo tant.o, el 

mót.odo es pr-e-c1so C repél..ible ). 

12) C:..l:=.ulo del :.r.tervrtlo do confidn:Za del 95!-; pa.ráil. S: 

l. C. = /~~)s2 

.< 
Donde 

2 .2 ; 

"· <o. P75 

2 2 
<2 :co. 0'2.!:I 

; 

/ Cn-1Js
2 

--2--
" 

6. 262 

27 . .!82 

~·e 



I. c. 
r. c. 

B) ~eproduc¡b1l1dad 

1.34!-• 

1. 34~; 

sol uc1 ones:, par t. l. r- de una rnuest..r a homogi::tn.ea. del produ:::.t.c 

(capsulas) por ~l analista 1 ~n &l dla 1, y$~ prepararon clras a 
soluciones de la rrusn!.a muestra. poStro d~ 

al anaList~a 2 Ola 2. 

independi.ent.e por 

Para e·.t;.lu;,.r 1.). roproducibilidad de dos .:tfl.;,.list.a.;;: en das 

diferentes dlas Cd1a y d1 .l 2) • posible. comparar las 

. _.arianzas y las medias de los. dos di.:.s y de los dos .;.nal.isLa.s. 

los s19u1ent.es dalo~ 

l) He-d.1.a. de-1 dial analJ.s:.:.. 1 
' 2) Oes·11aci.ón -est.:..nda• del dla l analisl.l. l s ... == 1. 82!-• 

3) V;,..ri<:i.n=a del dia 1 analista. 1 ; s: "" 3. 31 

4) Coef.ici&nt.e de v.:sriaci6Tl de.l d.!.a 1 .;.na.li!:.t..a 1 

6) ~edia del dl.a 2 analista 2 X =- 100.85~ 
z 

~; c. v. 

5) Desviaci.ón E-slandar del di.a. a. ana.lis.t.a 2 s=t.81}~ . 
7) Varianza dt:<l d!a 2 ana.ll.St.a á! ; s: = 3. 28 

$) Ccefici.ant.e de .. ·.ti.ri.ación del dla 2 At1al1st.a 2: 

9) Pr~tlba de h1.p6tesl.s zobre l~s varianzas ~ 

Ho o: O"~ 
H1 at. 11t o 2 

' 2 
10) El as~adis~1co ~~ prueba 

' --.- 1. 01 

s2 

}; c. v. 

1. 83}0 

1. 80% 

11) Grados de libertad p;.ra. la varian:za ma.yor. nw-l : 16 - 1 = 15 

1.2) Grados de- 11.b".!'r-l.:..d para 1~ varianza menor. nm -1 9 - 1 '"" í' 

!.3) Se t..rat.a de uni'.l rogión bilat.eral o '' <1& dos colas ", c.::on un 

n.í.v~l de signif.ic.;:.nc;.i.;'" de v .- C . .)5 

Para. l""&ch.:..~.:..r i-b 

C.:>nde F" o. .t. !37 



14) Concl usi 6n 

nula so acopta, 

Como F' < 
cole 

decir. 

F' ; 1. 01 
o. 02~ 

las var l an:zas 

4, 57. 

de las 

La hipótesis 

dos mues t.r as 

1. ndependi en les anal i :::adas por di ferent.es anal i st.as di as 

dist.int.os son iguales. 

16) Prueba de hipolesis sobre las medias 

Ho 

H• 

16) El est~disl1co da prueba 

Par.a a: 
x - -;¡-

" = . 2 

/en -1) s 2 . . + Cn -1 )!;2 
2 2 

t. = -1.74 

/ n n 

-1/ 
/' 

. e n + n - 2 ) 
2 . 2 

n . n . 2 

17) Loso grados de libertad para la dislribuci6n t. son : n
1 

+ n
2

- 2 

= 22. 

18) Se lrala de un ensayo bilateral o " en dos sentidos " con un 

nivel de significancia de Q 

Para rechazar ~o 

0,05. 

D:>nde : 

-l = -2.074 o. 02!5 

+t.0.02!> 2.074 

t. < t..-cv'z 6 t. > t Ol./2 

t.< L-0.02~ 6 l ) lo. 

19) Conclus.1.ón Como t-o.oz'!I < l.;..:i.le e 1..o.oz!i -2.074 <. -1.74 < 
2. 074, la hipótesis nula se acepta, es decir, la m1~dia p.o:..ra ambos 

analistas en los dos dla$ es la misma. $€- concluye que el método 

.;.~ pr cc.1 :;o ( r"":.'¡:·roduct bl * ) , pues la v.ar i anza y la medl. a 

ig•Jales para los dos ar1al1so1..as on lo~ do;: días d1st1rit...::.s. 
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Vl.6 E5lab!lidad de la Muestrd. 

Para i:.oroprcbar que la mUo'tstr:i. es; estable, se alm.d.Can.d.ron las 

niueslras; proparadas por el .'ln.<.lista !. dia.. 1 del e;..:perim&nlo de 

reproducibllidad lemparat..uo.a ambient..e po:- 2.:. horas, 

anal1z•ron y los d~los oblenl.CQS s~ con~t..r .. staron con los del dla 

~n~er1or, s~gún, 

l) Media del dJ. a 1 ~-= 99. 28~~ 

2) Oes;viacion estándar dol d1a l s, 
3) Varianza d-:tl d!d. l s: = 3. 31 

~) Coefl.ciant.e de V4'.r.1a.c1.6n dol dia l 

5) Media del d1a 2 xz = 101. 40~; 

8) Desvi-c16n estándar del dia 2 

7) Var1anza del dla 2 s~ = 3.24 

8) Cooficl.en•-e do variación del dia. 2 

9)Pruebas de hl.p6tosis ~obro varian~a 

Ho o: "' o-: 
Ht o: 7! o: 
10) El eslad!st.ico de prueba 

F " =--;::-
z 

s 
' z s, 

1. 02 

l . 82~~-

~·: c. 'l. 

l. 80!~ 

~~ c. 'J. 

11) Grados de libertad para la varianza m.a.yor 

12) Grados de lib.ar•.ad para la v;..ria.nza m-'tnor 

l.77~ 

nM- 1 : 16-1=15 

n.,,- 1 : 12-1=11 

13) Se trata de una re-gión bil.aLeral o " de dos colas "• con 

r.ivel d~ s1gnific,¡,,nc1.a. d-..:.. = 0.0'3 

Paro. aceptar Ho p F ec_.'2 

F.:Fo.02~ 
Donde 

F = 3.33 
o. oz~ 

1.:0) Concl us1 Or1 Ceimo Fcok ': Fo. 02~ 1.02 < 3. 33 

nul:.. acept . .;., dvc1r, qua l.o. 

mJ. srr.a. 

15) Prueb;;. de hl¡:.ót.és1s Sóbr~ 1-..s rr.'""d1.:...s 

La hlpót.esis 

las mues'.. ras 

TESIS 
"r ¡ ' IJa. .,,..¡ 

tm !JEBE 
•KUüTEGA 



16) El estadlsticc de prueta 

Para a: O': = o
2 

:; n
1 
~ n

2
: 

"' ' 
- X: ,/ en 

' 
+ n . - 2) n n 

/ ' 
/en -t)s 2 . / n + n . Cn -1 )$ _,./ . . 

' ' . 2 

t = -1. 22 

17) Los grados de libertad para la distribución L 

""25. 

19) Se l-rat<o. d~ 

slgnlfl.ca~cia de o 

Para rechazar Ho : 

Conde : 

- t = -2.05~ o. 02'!:1 

..- t.
0

• 
02

!; = +2. 05B 

regiOn bl.lat..eral, con 

0.05 

t_.('-t ót>t 
º· 02::1' 

. 
n + n - 2 
' . 

nl.vel de 

19) Concl usi6r. Como -l < t~o.L~ < L -2. ü'.:JG < -i. 22 < 
0.025 o.o2'!:!-

'T'2, 056, la hl. pót..esi s nula se ac.opt...<.., es decir, la r:'ledi a par a las 

muestra almacenadas y sin almacenar os la mi~ma. P~i lo tanto. las 

muest.ras son ~st.dbl.;ts por 2·~ hcras .a t..e-mperatura amb!.ente. 

VI.7 Prec.isi6n del Método C Linc..::iml<.::l.n.<o. B) 

Par.i. el caso de la Lincomiclna B como no ;:;e .:.uenta con un 

es:t.á:"ldar de ref er- enci a, únl. e amen'-~~ pu'°' de eval '.1ar se l .l pr o:.ci si ón 

dtrl mótcdo, consl.deranc:!o el mi.::;r..c fac•~or dot- respu•:tsta que para la 

Ll. ncom.i e i na ;.... 

t...J R~'.lpet..ibllidad 

D&l mismo anál 1. sl. s que-

repel.ibilidad del mélodo r;ara la Linconu . .:.iria ,..,,, puede 

d~terminar la rt:-pell..bilidad del n"él..odo pat·a. la Lincomic1n;. B. 

l) La medl.a de la c .... r.t.lda.d -d.;. Linc.orniC.lria E por peso promedt.o 

;9.57 mg/p.p. 

2) La deE.vl.:i::.;..ór. estanda.r O. 21 mg~·p. p. 

3) Cr'.:efl.cit?nle- de variación '• (:.'J. = .:;., 1.6 ·-~ 



.:1) Húmero d& det..errrunacl.cnes 16 

<:;/~ = 0.053 

6) Grados de ll.bert..ad n-1 = 15 

7) V~ri,nzo s 2 = 0.0441 

8) La prueba de hl.p6tes1s propuest..a 

He- = o 2
• donde a 2 = O. 04 

Hs s
2 > el 

9J El estadlslico de prueba es 

Cn - 1 )Cs
2

) 

.%:o.le = 
0

z !.5. 54. 

lOJ Con un nivel de 

libertad : 

si gnl f 1 c.:.nci a de et 

Para rechazar Ho 

Oor1de : 

"<~. 0:5 = 24. 996 

11) Conclusión 

hipótesis nula 

repet..ible 

:c:olc ~~ 
2 2 

~cul<: ) ):'O. O!I 

Cor..o ;c~<>lc: 
acopla. Por 

2 
);:O. O!I 

tan•. o, 

O. 05 y 15 grados de 

16. 54 24.996 La 

el mét.odo precl so e 

12) C~l culo del 1 nt~Gr val o de conf .1 anza del 95~ para s 

D:>nde : 
2 2 

~. :to. 97~ 
2 2 

Xz -<o. 

I. c. 
I. r..:. "' 

6.262 

27.488 

O. 18 rng/p, p. 

O. 16 mg.rp. p 

J Cn-1 :Js
2 

--2--
>, 

O. 33 mg/p. p. 

O. 21 mg.rp. p. C.. 33 mg/p, p. 



VI.a Especl.ficid.a.d del Met.odo 

Para demostrar· que el rr.ét.odc ~spec! fico SA' prep;..r.:..ron 

diferent.es muest.ras Sl.lani:=ada.s del Clorh1drat.o do Ll.ncomicina. 

sola. del placebo solo, del e!it.J.ndar l.nt.0rnc solci y cornbinaciones. 

como son placebo adicionado de Ll.ncom1c1n.:.. es•- andar y Li ncorr.icina 

adicl.onada del estándar interno. con el objeto de 1denL1ficar las 

sef"iales de cada uno de los componont.e""' de la muost.ra y asegurar 

que no hay sobreposición do los picos. 

Del crom.a.t.ograma dal pla..:.ebo s.ol-::i, se observa que- cor, el 

sist.arna cromat.ogr~f1co ost.a.blec!.do no s:e det.ect.a.n ,;;.orid.le::= debl.d.-:,:;. 

a los exci p1 en•~es. 1-os pr l. meros p!. e.os quo so obsor van son do!::>1 dos 

.oi.l dis.olvont,o y :i. ccmpuostos asoc1ado~ al medio de reacción. pues 

se repiten en los otros crorr~t.ogram~s. 

y con placvbo son igualt-:iS, y;,. que cor..-::- se menciona .antér!.ormenlé 

los excipient..as; no dan sol"ial. El t.1.empo de ret..encion de 1. 905 

correspondo!I' a la L.i..nc<:irr...;.c!n.;. :.. :,· ..... 1 de 1. 653 cor-res¡::..onde a la 

Ll.r1com..tciria B. 

En ol cromat.ogr.a.m.a del estdndO\r l.l"".~,ar:-,-=i solc. el p.i..co dcv 

tiempo de rc-t.onc1on do 2:. 932: se dsOc.l..a ."l.l dot.riaconLa.no, pues est_a 

so~al no aparece on los croma.t.ogramas ant..erio:-os. 
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VI.9 Conclusiones Generales 

La fase e::.lacionaria Opt.im.a para cuanl1f'icar 1:.-Ü Clorhidrato 

de Linccmicina en columnas capilarl?s es metils1l1c6n. El espesor 

de la pellcula minimo para este andlisis os de 0.33 µm. 

Debido a la alta selectividad y ef1cienc1a de las columnas 

capi 1 ar~s con rase meli 1si11 c6n, os pos l. ble, reducir aún md.s el 

Liempo de an.\lis!.s opt.irni:;;:and.:i la. separación con una columna más 

corla. o bien us.ando una column,:,. de 12 m. p.:.-ro aum~nt.ando el flujo 

del gas acarreador de 3 ml/min. 

El polietilengli..:ol no sirve como fas.a esL.:..cionarid, :1.:i. que 

carece do se-1 e-cl1 vi d:...d y se debe t.r a.baJ ar ;_,_ 1 a len1per alur a máx.i ma 

con Liempo;;: d•.>• andl.:.sls muy largos.. 

L:... separaci.on d~ la Llncomicinit. A y pu~de lograr 

ut.111zar1do como fase '3-st.acionaria met1lsili.:On, siempre y cuando 

se emplee ur:a. col u:nna con una razón d& faso m..:-r.or de 31 2. 5. 

Con 1 os r esul t.ados ..;..bl""ni dus conc:l u:,.·e ·.;¡ue el mét..odo 

propuesto es i.;-onfiablé. pues cu:nple lo::; requlsit.os de pri.-.::ls.i.ón, 

exact.it.ud, linealidad y espúcir1cldad ¡:.ara poder ser ut.ili=.:ado 

como un mét..odo de cont.rol d<? ca.lid.ad p::..1·., l"" determin.:..ci6n del 

clorhidrato de- Llr1com..icir.-':I en cA.ps1Jlas. 

El méLodo propuest.o ¡:::..r esenLa como •.rent.3.j as ser un método rr.á.s 

r~pldo (4 m.in) quo el farmacopt-lco e-; min), perm.ile cuanlificar la 

Lincom1cina 8, les picos obt..e-n!.dos si mét.r l cos. él ga.;; 

a.carraador 1..:t.ilizado CHidrog.,,no) má3 b.:i.r at.o qu<:!' el gas 

a.car re.;..dor racoméndado por 1 a USP XXI C Helio). 

La principal desventaja es el cost.o de las column~s ca.pilares 

que e::. mucho mayor quo ~l do l. as empacadas. Sl n embargo. debido a 

la alt.a eficienc.ia do:,. est.as. columr.as :::;e 1··~quier-e un mE.-ncr n(urero 

de ellas para cuantificar compuestos. con diferentes propiedades. 

Otra desven•~aJ.a el peligro que ropresenta t.rabajar 

hidrógeno como gas acarreador. !k.1 oi..>o.Lo..t•lc:, .:;1 ~e .c:i·; 1J-:-n tor:l.<ts l.:iis 

r ec:=in,("nda•.:.!. ones d.-,. S-"!guri d.:i.d come• .:;.011 r-~v1 ::.1 on de f'u9as 1..dnt~,.:> ""n 

el cilindre: del gas el equl pe y el l. !ni na.el On por 

combust1<'.:lro d~l hidróg~n.:i que no e-T1tr a a. la colt..:111na y que de otro 

medo ser1a envi.:id:.::i a la atrn..'isfer.:... ~.t? descart.a. casi por compli:.-.lo 

la pos!. bl ! l. d.;:uj -je una e:<pl csi ón. 
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Por otra parte • .ol reali=a.r la reacción -:i& s.ilar1i=actón, se 

evapora p.l.rle del di:>:olvi:rnl"'° (cloroformo) y puede llegar 

preci p1 t.ar ol est.ándar .1 nlerno. Este problema e-lim1na. 

ad1ci ona.ndo di sol ·..-ent.e después de ei~ecluada 1 a r ea.c.:i On a l .;,,s 

muost..ras que lo reql!1erari. 

Si desea emplear est.e método para cuanll.ficar ú-l 

clorhidrato de Lincomic1na et.ras formas f arm.;..céut...1.ca.s, 

necesario. validar nu~vament.e el mét.odo para ..:.ada forma 

farrn.acéu*-ica, pues r equier é" demo:>t..r ar que 1 o;:; ~xci p.1. en t. es 

,.;a.da fo;mulac1ón 
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