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RESUMEN

Sin duda alguna el andlisis quimico de farmacos es una tarea ardua y una
forma de realizarlo con una mayor precisién es mediante el andlisis instrumental,
por lo que la cromatografia de liquidos de alta eficiencia en fase inversa es la mas
apropiada para compuestos que son altamente polares.

El objetivo del presente trabajo es cuantificar acido acetilsalicilico en
comprimidos comerciales por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE)
empleando el detector de arreglo de diodos en la region ultravioleta y el detector
de fluorescencia, para lo cual se plantea la hipétesis nula Ho, de que con ambos
métodos se obtienen resultados similares.

Dentro de la metodologia que se siguid, se consideraron aspectos teoricos
importantes de la cromatografia de liquidos de alta eficiencia y el efecto de la
variacion de algunas variables tales como: fase movil, fase estacionaria, velocidad
de flujo, tipo de detectores, etc.

En la determinacion de este farmaco antiinflamatorio no esteroideo se
evaluaron parametros de validacion del método de analisis como selectividad,
robustez, solidez, precision, exactitud, sensibilidad, limite de deteccion, limite de
cuantificacion y rango de cuantificacion.

Mediante la evaluacion de los resultados obtenidos, se confirmo que con
ambos detectores se obtienen resultados similares en la determinacion, aunque
con el detector Uv se obtienen menores limites de deteccion y en consecuencia es

MAs preciso para bajas concentraciones.
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ABSTRACT

No doubt the chemical analysis of drugs is an arduous task and a way to do
it with greater precision is by instrumental analysis, so the high performance liquid
chromatography on reversed phase is most appropriate for compounds that are
highly polar.

The objective of this work is to quantify acetylsalicylic acid in commercial
tablets by high performance liquid chromatography (HPLC) using diodes array in
ultraviolet region and fluorescence detectors, which raise the null hypothesis Ho.
That is with both methods similar results are obtained.

Within the methodology followed, important theoretical aspects of high
performance liquid chromatography were considered as well as the effect of the
variation of certain variables such as: mobile phase, stationary phase, flow rate,
type detectors, and etcetera.

In the determination of this non-steroidal anti-inflammatory drug, parameters
of validation of the method of analysis as selectivity, robustness, solidity, precision,
accuracy, sensitivity, detection limit, quantification limit and range of quantification,
among others, were evaluated.

Using the evaluation results, it was confirmed that both detectors achieve
similar results in the determination, although the UV detector provides lower limits

of detection and is therefore more accurate to low concentrations.
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INTRODUCCION

El &cido acetilsalicilico es un farmaco obtenido por primera vez en 1897 por
el quimico Félix Hoffman con una alta pureza y estabilidad (Mejia, 2009); La
reaccién por la que se obtiene este compuesto es una esterificacion del &cido
salicilico y el anhidrido acético utilizando como catalizador unas gotas de acido

sulfdrico y ocasionalmente acido fosférico como se muestra en la figura 1 (Vogel,

1974).
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Figura 1. Acetilacion del acido salicilico (Vogel, 1974, Mann y Saunders, 1978).
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Las propiedades fisicoquimicas que presenta el compuesto son: cristales
blancos o polvo cristalino blanco, inodoro, sabor ligeramente amargo, soluble en
agua, alcohol, cloroformo y éter a temperatura ambiente; se disuelve con
descomposicion en soluciones de hidroxidos y carbonatos. Su férmula quimica
CsH4(OCOCH3)COOH y su nombre sistematico de acuerdo a la IUPAC es el acido
2-(acetiloxi)-benzoico, tiene peso molecular de 180.16 g-mol*, pKa 3.49 a 25°C,
pf=132-136°C, peb=140°C (Hawley, 1993). Es conocido también por los siguientes
sindbnimos: acido o-acetilsalicilico, acetilsalicilato y acido 2-acetoxibenzoico.
Actualmente se utiliza como analgésico, antiinflamatorio, antipirético, previsor de la
repeticion de infarto al miocardio, ademas esta comprobado que reduce el riesgo
de accidentes cardiovasculares, cerebro vasculares, vasculares periféricos y
obstruccion de vasos sanguineos, entre otros (Torrado, 1992, Lednicer y Mitscher,
1977).

El acido acetilsalicilico es el antiinflamatorio no esteroideo (AINES) mejor
estudiado y mas comunmente utilizado, tiene una vida media de eliminacion del
cuerpo humano que varia entre 2.5 horas a dosis bajas y 19 horas a dosis
elevadas. Se absorbe correctamente en el estbmago y el intestino delgado, con
concentraciones maximas en sangre al cabo de una hora de administracion oral
(Martinez y Baeza, 2004).

El 4cido acetilsalicilico es para muchos el medicamento mas emblematico
del siglo XX, pero no es casualidad, ya que algunas estimaciones indican que

cada segundo se consumen en el mundo 2,500 tabletas elaboradas con esta
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sustancia activa, y que por lo menos se han fabricado 350 billones de estos
comprimidos, lo que indica que son aproximadamente 210 millones de toneladas.
El 4cido acetilsalicilico ha sido evaluado por diferentes métodos Uv-Vis, IRy
cromatografia de liquidos de alta eficiencia; sin embargo, es necesario considerar
algunos parametros de validacion de los métodos de analisis, los cuales se

abordan en el presente trabajo.
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JUSTIFICACION

El analisis de farmacos por cromatografia de liquidos de alta eficiencia, es
ampliamente utilizada, debido a su confiabilidad y precision, sin embargo es
necesario confirmar estadisticamente los resultados; por lo que en el presente
estudio se realiza un esfuerzo importante en este sentido utilizando el detector de
arreglo de diodos en la regién ultravioleta visible y el detector de fluorescencia
para cuantificar acido acetilsalicilico con estos dos detectores.

Trabajos anteriores a este no se han encontrado en la literatura, aunque si
hay analisis de acido acetilsalicilico con el detector ultravioleta visible (Torrado,
1992), mediante cromatografia de capa fina (Mennickent et al., 2000) o por
cromatografia de intercambio ionico (Pérez y Bello, 1995), pero no con los dos
detectores (ultravioleta y fluorescencia); y tampoco con analisis estadistico
detallado, por lo que el presente trabajo resulta de interés para el control de
calidad en cromatografia de liquidos de alta eficiencia de otros compuestos de

interés.
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OBJETIVO GENERAL

Cuantificar acido acetilsalicilico en comprimidos comerciales por

cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) empleando los detectores de

arreglo de diodos en la region ultravioleta y el de fluorescencia.

10
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cuantificar &cido acetilsalicilico por cromatografia de liquidos de alta

eficiencia ultravioleta visible y fluorescencia en tabletas comerciales.

Validar los parametros de analisis de acido acetilsalicilico por cromatografia

de liquidos de alta eficiencia: selectividad, limites de deteccidon y cuantificacion,

variabilidad, repetibilidad y rango de trabajo.

Mediante la prueba estadistica de comparacion de promedios, determinar si

los resultados obtenidos con los dos detectores son iguales.

11
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ANTECEDENTES

Aspectos teoricos del &cido acetilsalicilico

El &cido acetilsalicilico es un &cido monoprético organico, con un pKa=3.49,
y presenta el siguiente equilibrio de disociacion en el agua, generando el ion

hidronio y el anién acetilsalicilato.

HA + H,O

Donde:
HA es el acido acetilsalicilico

A~ es el anion del acido acetilsalicilico o acetil salicilato

La distribucién de las especies del acido acetilsalicilico se muestra tanto en
el diagrama lineal de zonas de predominio de especies del acido acetilsalicilico
como en el diagrama bidimensional de distribucibn de especies, el cual
proporciona mayor informacion acerca del predominio de las especies en solucion
de este compuesto como se puede observar en las figuras 2 y 3; ya que la

interseccion de las dos lineas en la figura 3 corresponde al pKa del acido.

12
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Diagramas

CH3CO0CsH4CO0H | CH3CO0CsH4C OO
1

.49 H
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W

Figura 2. Diagrama lineal de zonas de predominio de especies del acido acetilsalicilico.

Diagrama de distribucién de especies del acido acetilsalicilico
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Figura 3. Diagrama de distribucion de especies del acido acetilsalicilico en solucion;
donde « es la fraccién de disociacion del acido en funcion del pH: el acido
no disociado (HA)y ===l anidn del acido disociado (A"). —
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MARCO TEORICO

Cromatografia

La cromatografia es un método fisico de separacion en el cual los
componentes a ser separados son distribuidos entre dos fases, una de las cuales
es la fase estacionaria que puede ser un sélido, un gel o un liquido. Si es un
liquido, éste debe estar distribuido sobre un sélido, que puede contribuir o no al
proceso de separacion, mientras que la otra es la fase movil, el cual es un fluido
gue puede ser un liquido, un gas o un fluido supercritico que percola a través del
lecho de la fase estacionaria en direccion definida (Ardrey, 2003).

Por consiguiente, la cromatografia es considerada como una técnica de
analisis basada en el principio de retencion selectiva, cuyo objetivo es separar
distintos componentes de caracteristicas fisicoquimicas semejantes de una mezcla
gue se distribuye en las dos fases, permitiendo identificar y cuantificar los
componentes por medio de los tiempos de retencion.

Los componentes de la mezcla interaccionan en distinta forma con la fase
estacionaria y la fase movil; por lo que la separacion entre los componentes inicia
cuando una es retenida fuertemente por la fase estacionaria, y las otras tienden a
desplazarse rapidamente por la fase movil. Las diferencias en las velocidades de
flujo de los componentes comunmente Ilamadas retenciones, pueden tener su

origen en los fenbmenos de adsorcion y desorcion; interacciones que se presentan

14
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en los sitios activos de la superficie del sdlido o liquido, delimitando el fenébmeno a
la superficie que separa a las fases o superficie interfacial.
En consecuencia, las distintas técnicas cromatograficas se pueden dividir

segun se utilice la fase mévil y como esté dispuesta la fase estacionaria como se

puede observar en la figura 4:

Cromatografia

Cromatografia de gases Cromatografia de liquidos
Gas-Sdlido Gas-liquido Fluidos supercriticos
Intercambio iénico Exclusion
Adsorcion liquido-sélido Reparto
Capa fina Papel

Figura 4. Técnicas cromatograficas (Johnson y Stevenson, 1978)

La cromatografia entonces se puede clasificar como cromatografia de
gases o cromatografia de liquidos, segun la fase mévil que se utilice para realizar
la separacion de los analitos.

La cromatografia de gases se subdivide en cromatografia gas-solido o gas

liquido, de acuerdo a la fase estacionaria que se esté utilizando en el analisis
15
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La cromatografia de liquidos, por su parte, se subdivide en diversas
técnicas cromatograficas, de acuerdo a la fase estacionaria que se esté utilizando
como:

Cromatografia de adsorcion.- La fase estacionaria sera una fase polar como la

silice o fase no polar como la silice modificada con grupos funcionales organicos
tales NH2, CN, Csg, C1s, etc. Mediante esta técnica se pueden separar compuestos
no polares, isébmeros, e hidrocarburos alifaticos.

Cromatografia intercambio iénico.- La fase estacionaria es material polimérico de

divinilbenceno entrecruzado con estireno en diferentes porcentajes con cargas
fijas llamados contraiones que pueden ser desplazados por otros iones que
compiten mas favorablemente por los sitios de intercambio activos, denominada
resina de intercambio iénico y pueden ser catidnica o anidnica y también pueden
ser fuertes o deébiles, de tipo gel o macro reticular, esta ultima dependera del
porcentaje de divinilbenceno que se le adicione a la resina.

Las resinas de intercambio i6nico se dividen en cuatro categorias:
intercambiadores cationicos acidos fuertes y débiles e intercambiadores anionicos
basicos fuertes y débiles. Mediante esta técnica se permite analizar compuestos
idnicos de bajo peso molecular (Meyer, 2000; Harvy, 2000).

Cromatografia de exclusion.- Esta técnica es también llamada cromatografia de

permeacion en gel o cromatografia de exclusion molecular. La separacion se basa
en la capacidad del soluto para penetrar en el interior de los poros de la fase

estacionaria, en donde los solutos mas pequefios quedan retenidos por mas

16
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tiempo dentro de los poros y consecuentemente toman mas tiempo que los solutos
de mayor tamafo en eluir de la columna. La selectividad de la fase estacionaria
esta limitada a rangos moderados de tamafio de soluto. Con esta técnica se puede
separar compuestos con peso molecular superior a 10,000 uma.

Cromatografia de reparto.- La fase estacionaria es un liquido que esta sobre la

superficie de un soporte sélido, la fase estacionaria es un liquido y la separacion
de los compuestos se realiza mediante el proceso de reparto entre las dos fases.
Mediante esta técnica se pueden separar compuestos polares no idnicos

Cromatografia de fluidos supercriticos.- Esta técnica de separacion es utilizada

como complementaria de la cromatografia de gases y cromatografia de liquidos;
sin embargo, su aplicacién esta limitada a compuestos volatiles o analitos que
puedan ser volatiles mediante una derivatizacion adecuada, en la cual se utiliza
una fase estacionaria que es un liquido y una fase movil que es un gas mantenido
a una temperatura y presion que exceden su punto critico (figura 5). Bajo estas
condiciones la fase moévil no es ni un gas ni un liquido, sino que es un fluido
supercritico cuyas propiedades son intermedias a las de un gas y a las de un
liquido; especificamente presenta viscosidad semejante a la de un gas por lo que
se puede mover capilarmente en la columna sin necesidad de altas presiones y

también presenta una densidad cercana a la de un liquido (Harvy, 2000).

17
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Figura 5. Variacion de temperatura y presion de un gas hasta alcanzar sus
puntos criticos que lo convierten en un fluido supercritico.

18
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PARTES ESENCIALES DE UN CROMATOGRAFO DE LIQUIDOS

Un sistema cromatografico basico contiene cuatro componentes principales:
dispositivo de introduccion de muestra, fase movil, fase estacionaria y detector
como se muestra en el arreglo basico de un cromatégrafo de liquidos de alta
eficiencia en la figura 6.

Imyector

/

I Precolumna

Batmba

Walvula

Columna

|

Fage mavi Integradar

Figura 6. Esquema de los principales componentes de un cromatégrafo
de liquidos de alta eficiencia.

Los componentes asociados con la separacion de los compuestos dentro
del sistema cromatografico son la fase estacionaria y la movil; las cuales son
responsables para obtener una separacion adecuada y para realizar el andlisis

guimico cuantitativo con precision.

19
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Columnay precolumna

Columna

Es el principal componente de un cromatégrafo de liquidos de alta
eficiencia, es la responsable de la separacion y el corazén del cromatégrafo de
liquidos; constituida por un relleno de tamafio de particula entre 3 y 10 pm,
denominada fase estacionaria. Debido a que el tamafio de particulas es muy
pequefio, se requieren presiones elevadas que solamente pueden ser

proporcionadas por bombas de alta presion.

Fase estacionaria

Son particulas esféricas porosas de 3-10 um de didmetro con estructura
interna totalmente porosa semejantes en apariencia a una esponja, aunque muy
rigida. Dentro de los poros, la fase movil y los analitos no fluyen, sino que se
mueven por difusion a través de la fase estacionaria. Estos materiales, también
pueden ser utilizados si son recubiertos con una capa de material
cromatograficamente activo en estado liquido de 1 a 3 um de espesor para formar
la fase estacionaria liquida.

La silica es un material adsorbente con propiedades sobresalientes, ya que
puede ser utilizado también para cromatografia de exclusion y es la base de
numerosas fases estacionarias quimicamente unidas, debido a que los atomos de

silicio con puentes de oxigeno forman una red saturada en la superficie con
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grupos OH, también llamados grupos silanol; debido a que el material es amorfo
con una superficie heterogénea (Meyer, 2000), no es facil sintetizar silica bien
definida aunque todos los grupos funcionales en la superficie actian como centros
de adsorcioén (Figura 7).

Los sitios activos de la silice presentan diferentes propiedades:

a) Los silanoles libres son ligeramente acidos, por lo tanto compuestos
bésicos seran adsorbidos en este sitio activo.

b) Silanoles geminales son no acidos

c) Silanoles asociados son no acidos. Por consiguiente grupos con OH
tienden a adsorberse en estos sitios.

d) Silanoles cercanos a iones metéalicos son fuertemente acidos. Estos
incrementan la heterogeneidad de la superficie y pueden afectar
seriamente la separacion de compuestos basicos.

e) Los siloxanos son producto de la condensacion de silanoles asociados.
El tratamiento de la silica con calor incrementa la cantidad de siloxanos

y disminuye la concentracion de silanol.

Silanol libre Siloxano Silanoles geminales Silanoles asociados Silanol acido cerca de Me*
OH HO OH OH =----- OH
O—g \Si/ I | "

- i\o//'\o / \ So— i\o/|'\o/f\/|e+ si / I\\

So N s oA o e sl
—O/ \ 0 o— "0 \O/Si\ /Si/ T~si<—0 \O

O—g5; [ o ol_ 0
/ \ O\ /Si<0 \\Si/

Figura 7. Diferentes sitios activos presentes en la silice (Meyer, 2000).
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La fase estacionaria liquida puede ser parcialmente soluble en la fase movil
causando una “purga” de la columna con el tiempo; para evitar la pérdida de fase
estacionaria se forma un enlace covalente a las particulas de silica.

Las fases estacionarias liquidas, se unen por reacciones de particulas de
silice con algun compuesto organoclorosilano de férmula general Si(CH3z)2RCl,
donde R es un alquilo o alquilo sustituido, como se muestra en la figura 8 (Meyer,

2000).

e

Si(CHs),RCl
OH > s

Si

N

AN
NSNS

Figura 8. Equilibrio general de la reaccion de silice con un compuesto
organoclorosilano para formar una fase estacionaria (Meyer, 2000).

Para evitar reacciones entre los solutos y los grupos SiOH que no han
reaccionado, la silice con frecuencia es “tapada” por reaccién con Si(CHz3)3Cl, a
estas columnas se les designa como extremo encapsulado.

Las propiedades de una fase estacionaria estan determinadas por la
naturaleza del grupo alquilo del organosilano; por lo que si R es un grupo funcional

polar, la fase estacionaria sera polar.
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Precolumna

Generalmente contiene el mismo material de embalaje y particulas de fase
estacionaria que la columna de andlisis. La precolumna se coloca delante de la
columna para protegerla de la contaminacién.

Cuando la técnica de separacion cromatogréfica se realiza utilizado una
fase estacionaria polar y una fase mdvil no polar, se llama cromatografia de
adsorcion en fase normal, mientras que si la fase estacionaria es no polar y la fase

movil es polar, la técnica se denomina cromatografia de fase inversa.

Fase movil

El orden de elucion de los solutos en la separacion por CLAE en fase
normal se rige por la polaridad de la muestra y de la fase mévil, donde el soluto
menos polar pasa proporcionalmente en un menor tiempo dentro de la fase
estacionaria polar y es el primer soluto en eluir por la columna; es decir, los
tiempos de retencion son controlados por la seleccion adecuada de la fase movil,
ya que con una fase movil menos polar el tiempo de retencién se incrementara

(Harvey, 2000).

Elucién isocratica y de gradiente
En elucion isocratica, la fase movil que se utiliza para realizar la separacion
cromatografica es solo un unico disolvente o una mezcla de disolventes en

proporcion fija. Si un disolvente no permite una elucion suficientemente rapida de
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todos los componentes, entonces se puede utilizar una elucion de gradiente, que
consiste en incrementar la concentracion de uno de los disolventes y
consecuentemente reducir la concentracion del otro en forma gradual durante el
tiempo de corrida de la separacién, produciendo asi un gradiente continuo (Harris,

2001).

Valvulas de inyeccion

La presion de funcionamiento de un cromatografo de liquidos de alta
eficiencia (CLAE) tipico varia entre 200-3000 psi, por lo que es imposible inyectar
la muestra en la misma forma que en cromatografia de gases, ya que seria
necesario trabajar con valvulas de inyeccion sin flujo. Por lo que la muestra se
introduce mediante un sistema de inyeccion tipo loop, como el que se muestra en
la figura 9, en el que se utiliza una jeringa despuntada en la posicion de carga para
lavar y llenar el sistema hidraulico de volumen fijo con una nueva muestra a la
presién atmosférica; cuando la valvula se coloca en la posicién de inyeccién el
liquido que procede de la bomba a alta presién pasa por el segmento donde se
coloco la muestra, la que es eluida a alta presion dentro de la columna (Harris,

2001; Harvy, 2000).
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Entrada Salida Entrada Salida
Fase il Faze Wil Fase hidil Fase hdvil

= S

Entrada alida Entrada alida
Muesta pjsestra hduestra  hjnestra

(&) (b

Figura 9. Diagrama de un inyector tipo loop. a) Posicion
de Carga y b) Posicion de inyeccién (Harvy, 2000)

Detectores

Los detectores en cromatografia de liquidos responden a una propiedad
fisicoquimica caracteristica del componente o analito y puede ser el indice de
refraccion, el cual es caracteristico de cada uno de los analitos, por lo que es
considerado como un detector universal aunque su sensibilidad no es muy buena
y también es afectada por los gradientes de elucion, por lo que no es
recomendable para separaciones con gradiente. Los detectores de absorcion o
emisién de energia a una longitud de onda definida es debido a la presencia de
grupos croméforos y/o auxocromos en los analitos, los cuales modifican la longitud

de onda de absorcion o emision, pudiéndose considerar detectores ultravioleta
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visible, fluorescencia, fosforescencia, luminiscencia o bioluminiscencia, los cuales

presentan arreglos semejantes que los espectrofotdbmetros respectivos.

Detectores de ultravioleta-visible

Los detectores ultravioleta-visible utilizan una lampara que emite energia en
la region Uv, Vis o ambas; como las lamparas de Deuterio, Tungsteno y Xenon. La
energia que se emite esta cuantizada y cuando las moléculas o iones absorben
esta energia, su configuracion electronica de valencia cambia de orbitales
moleculares cuantizados sigma enlazante o, pi enlazante ©, no enlazante n a
orbitales moleculares desocupados sigma antienlace o* y pi antienlace =*; lo
suficientemente cercanos en energia que las transiciones electronicas de un
orbital ocupado a uno desocupado es posible (figura 10).

Las transiciones c—c* se presentan en todos los compuestos organicos y
son de alta energia e intensidad y solamente se pueden observar en el Uv al
vacio. Mientras que las transiciones o-n* y m-o* es posible observarlas en
compuestos insaturados, son transiciones de baja intensidad en el Uv lejano;
estos carecen de interés practico. Las transiciones de n-c* se presentan en
compuestos con heteroatomos electronegativos (O, N, S, X), generalmente en la
region cercana a los 200 nm; la intensidad de esta transicion es variable
dependiendo de la naturaleza del orbital n. Las transiciones n-n* se presentan soélo

en compuestos insaturados; en ausencia de conjugacion las transiciones se
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presentan en el Uv al vacio, y dan lugar a bandas intensas que pueden aparecer

en el Uv cercano si esté presente insaturacion conjugada.

& 4 fXo—aYh oF
o X—Y x*
f 3 @ %

E .
nr*|lng” |xn* |oo®

““ FEmal o 3

T oy
ST

—T—l— o eXdigYs O

Figura 10. Distribucion de energia del orbital molecular de la
capa de valencia y transiciones electronicas.

Finalmente las transiciones n-n* se presentan en compuestos insaturados
con heteroatomos (grupos carbonilos, nitro, azo, tiocarbonilos), dan lugar a bandas
débiles, usualmente en la region Uv cercano (transiciones de baja energia).

Los detectores espectrofotométricos de ultravioleta mas potentes son los
instrumentos de arreglo de diodos que permiten recoger los datos de un espectro

completo en aproximadamente un segundo, aunque también se puede trabajar a
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longitudes de onda fija 0 en forma alternada, es decir, cuando los picos que eluyen
estan suficientemente separados se puede elegir distinta longitud de onda para
cada pico. De esta forma, los datos espectrales para cada pico cromatogréfico se
pueden colectar y almacenar a medida que van saliendo de la columna.

Los detectores Uv-Vis y de arreglo de diodos, asi como los
espectrofotobmetros presentan arreglos en el sistema Optico y de monocromadores
como se muestra en la figura 11, con celdas o micro celdas de flujo continuo e

intervalos de escala desde 5.0X10* a 3 unidades de absorbancia.

Diodos

Dispersor de A

Figura 11. Diagrama de sistema 6ptico de un espectrofotémetro
Uv-Vis
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Detectores de fluorescencia

La fluorescencia es la propiedad de una sustancia para emitir luz cuando es
expuesta a radiaciones del tipo ultravioleta, rayos catddicos o rayos X.

La espectroscopia de fluorescencia esta referida principalmente con la
emision de energia de moléculas que presentardn estados electrénicos y
vibracionales de mayor energia proporcionadas por fotones. Generalmente, las
especies examinadas tendran un estado electronico basal (baja energia), y un
estado electronico de mas alta energia, cada uno de esos estados electronicos
tiene varios estados vibracionales; y cuando se hace incidir fotones de alta energia
en las moléculas, las especies son primero excitadas por absorcion del foton de
luz desde su estado electrénico basal a uno de los varios estados vibracionales en
el estado electronico excitado (figura 12); cuando colisionan las moléculas
excitadas, éstas pierden energia vibracional hasta alcanzar el estado vibracional
mas bajo del estado electronico excitado; la molécula entonces cae a uno de los
estados vibracionales del estado electronico basal emitiendo un foton de menor

energia en el proceso (Heredia, 2008).
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Figura 12. Transicion que da lugar a la absorcién y emision del espectro
de fluorescencia (Heredia, 2008).

Como las moléculas pueden caer en cualquiera de los niveles vibracionales
del estado basal, los fotones tendran diferente energia y consecuentemente
diferente frecuencia que seran utilizados para realizar el analisis estructural y
guimico de los compuestos, ya que la fluorescencia de los analitos es

directamente proporcional a la concentracion como se observa en la expresion 1.
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F =KC (1)

Donde:
F = Fluorescencia
K = Constante de proporcionalidad

C= Concentracion molar

Los detectores de fluorescencia para CLAE son semejantes en disefio a los
fluorometros y espectrofluorometros. En la mayoria de ellos, la fluorescencia se
detecta por medio de un detector fotoeléctrico colocado perpendicularmente
respecto al haz de excitacidbn como se muestra en la figura 13.

Los detectores mas sencillos utilizan una fuente de excitacion de mercurio,
y uno o mas filtros para aislar la radiacion fluorescente. Una ventaja inherente a
los métodos de fluorescencia es su alta sensibilidad que resulta ser mas de un

orden de magnitud mayor que la de los sistemas de absorbancia en forma general.
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Figura 13. Arreglo de un espectrofotdmetro de fluorescencia

En cromatografia de liquidos se ha aprovechado esta ventaja para la

separacion y determinacion de los componentes fluorescentes de muestras;

compuestos que tienen grupos funcionales no especificos son excitados por una

energia cuya longitud de onda es mas corta que la de la energia de emision.

Alrededor del 15% de todos los compuestos tiene una fluorescencia natural y la

presencia de electrones 1 conjugados especialmente en los componentes

aromaticos proporciona la actividad fluorescente mas intensa (Noriega, 2000).
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En estudios por cromatografia de liquidos de alta eficiencia ademas de las
fases moviles y fases estacionarias es necesario considerar otros factores como
peso molecular, solubilidad de los analitos en los diferentes disolventes, polaridad,
etc., los cuales permiten relacionar sus propiedades con la metodologia de

separacion adecuada, como se muestra en la figura 14.

Aumento de polaridad

Inscluble en agua ] Soluble en agua I
T 1

. ) lonico F

1 'l .

) Polar no idnico , )

T 1

No polar

Intercambic
ionico

(Reparto
en fase
inwersa)

Feco molecular

Exclysion

0= [En gel permeable) [Filtracidn en gel)

07—

Figura 14. Distintos procedimientos utilizados por la cromatografia
de liquidos, los cuales pueden ser complementarios.
El acido acetilsalicilico es un compuesto de polaridad intermedia a alta, es
decir, es soluble en metanol y en agua, pero es parcialmente soluble en solventes
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organicos, por lo que de acuerdo con el diagrama de la figura 14, es
recomendable para su andlisis adecuado por cromatografia de liquidos una fase
estacionaria no polar como una Cg 0 Cig y una fase mévil polar como es el agua
con metanol o agua con acetonitrilo, en una proporcién mayoritaria de disolvente
organico. Las condiciones asi seleccionadas permiten identificar la técnica
cromatografica como cromatografia de fase inversa, donde la fase estacionaria
tiene caracter no polar y la fase mévil polar.

La cromatografia de fase inversa se basa en el principio de retencion
selectiva, mediante diferentes procesos, tales como adsorcion-desorcion e
interacciones de Van der Waals, distribuyéndose en las dos fases (estacionaria y
movil), permitiendo identificar y cuantificar los componentes de interés (Johnson y
Stevenson, 1978; Harvy, 2000, Mennickent, et al., 2000).

Esta técnica presenta alta sensibilidad, facil adaptacion para
determinaciones cuantitativas exactas, es idonea para separacion de especies no
volatiles o termolabiles y sobre todo para sustancias que son de primordial interés
en la industria, asi como en muchos campos de la ciencia y para la sociedad en
general.

Dependiendo de la relacidén carga/tamafio unos constituyentes de la mezcla
seran retenidos con mayor fuerza sobre la fase estacionaria que otros, lo que
propiciara su separacion. Las sustancias que permanecen mas tiempo en la fase

movil, avanzan rapidamente con la fase movil y las que quedan mas unidas a la
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fase estacionaria (retenidas), avanzan menos y por tanto tardaran mas tiempo en
salir de la columna.

PARAMETROS DE VALIDACION DE CUANTIFICACION DE ACIDO
ACETILSALICILICO

Los métodos de analisis son desarrollados rutinariamente, optimizados,
validados, estudiados colaborativamente y aplicados; son de interés practico en
una gran variedad de niveles donde se incluyen algunos de los factores que se

mencionan a continuacion.

Equipo, tiempo y costo

Los métodos analiticos pueden ser comparados en términos del equipo
gue se necesita, el tiempo requerido para completar el analisis y el costo del
analisis por muestra.

El tiempo necesario para completar un andlisis de una Unica muestra con
frecuencia es similar de método a método. Algunas veces puede resultar
engafoso, porque mucho de este tiempo es para preparar las soluciones y el
equipo necesario para el analisis, una vez que las soluciones y el equipo estan en
su lugar, el numero de muestras que se pueden analizar por hora difieren de
método a método, esto es un factor significativo en la seleccién del método para
laboratorios que manejan un alto volumen de muestras. El costo de un analisis es

determinado por muchos factores incluyendo el costo necesario del equipo y el
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namero de muestras que se pueden procesar por hora (Harvey, 2000; Day y

Underwood, 1989).

Seleccion de un método analitico

En la elecciébn de un método de analisis también se debe tomar en
consideracioén alguno de los siguientes criterios: exactitud, precision, sensibilidad,
selectividad, robustez, solidez, escala de operacion, tiempo de andlisis,
disponibilidad de equipo y costo, en base a errores en el andlisis y al tratamiento

de los datos analiticos (Day y Underwood, 1989).

Exactitud

La exactitud es una medida cerrada del resultado de un experimento de
acuerdo con el resultado esperado. La diferencia entre el resultado obtenido y el
esperado dividido entre el resultado esperado generalmente es reportado como

porcentaje de error relativo, como se muestra en la expresion 2.

resultado obtenido -resultado esperado

% Error = x 100 (2)

resultado esperado

Los métodos de analisis se pueden dividir en tres grupos basados en la
magnitud de su error relativo; cuando un resultado experimental esta dentro del

1% del resultado correcto el método analitico es muy exacto; si el método resulta
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entre 1% y 5% de error relativo es medianamente exacto; pero si los errores son

mayores al 5%, entonces se considera que son de baja exactitud.

Precision

Por otra parte, cuando una muestra es analizada varias veces, los
resultados individuales rara vez son los mismos debido a que son distribuidos al
azar y dependiendo de la distribucion del analisis repetitivo sera la precision. Se
puede considerar que la precision es una medida de esta variabilidad y entre mas
cerca estén los resultados del andlisis individual, mas precisos seran los
resultados. Por consiguiente el resultado final se debe de proporcionar con un
intervalo de confianza y los valores extremos de dicho intervalo se llaman limites
de confianza, lo cual implica que se puede afirmar con un grado de confianza
dado, es decir, con una cierta probabilidad, que el intervalo de confianza si incluye
al valor verdadero. El intervalo de confianza dependera de la certeza que se
quiera tener en que se incluya el valor verdadero; cuanto mas grande sea la
certeza, mas grande sera el intervalo requerido. La expresion que se utiliza esta

dada por la expresion 3 para muestras pequefias (Miller y Miller, 2002).

X % (th-1)s/Vn (3)
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El subindice (n-1) indica que t depende de esta cantidad la cual se conoce
como grados de libertad. El valor de t depende también del grado de confianza
requerido, el cual podria ser 90, 95, 98 0 99% y cuyos valores se pueden localizar
en la tabla A.1 del anexo 1.

El valor de s es el valor de la desviacién estandar, el cual es calculado

mediante la expresion 4.

s = {Xi(x; —%)2/(n— 1) 4)

Sensibilidad

La sensibilidad de una técnica de analisis quimico reside en su capacidad
para detectar diferencias o efectos ahi donde los haya, y se define como la
pendiente de la recta de calibracion en una regresion lineal, siempre que la
representacion sea lineal se podra medir en cualquier punto de ella. Por
consiguiente, la sensibilidad de un método es una medida de su capacidad para
establecer diferencias significativas en muestras que tienen diferentes cantidades
de analito (Quezada, 2007).

Se considera que la sensibilidad es el cambio en la sefial por unidad de
cambio en la cantidad del analito, y es equivalente a la constante de
proporcionalidad. Si ASa es el incremento mas pequefio en la sefial del analito que
puede ser medida, entonces la diferencia mas pequefia en la cantidad de analito

gue puede ser detectada se puede determinar mediante la expresion 5 para el

38



TESIS

analisis total con el método Ana y por la expresion 6 para la determinacion de la

concentracion del compuesto ACa.

An A:ASTA (5)
ACAZASTA (6)

Es necesario evitar la confusién de limite de deteccién de una técnica con
su sensibilidad, ya que el limite de deteccién se calcula con la ayuda prestada por
la zona de la representacion cercana al origen y utiliza tanto la pendiente como la

ordenada al origen de la regresion lineal (Miller y Miller, 2002).

Selectividad

La selectividad tiene una importancia particular como parametro de calidad de
un método analitico, definido por la IUPAC, 2001 como la extension en la que un
método puede utilizarse para determinar analitos particulares en mezclas o en
matrices sin interferencias de otros componentes con un comportamiento similar y por
consiguiente, también debe de validarse (Boqué, 2009). Un método analitico es
selectivo, si la sefial es funcion de un solo analito presente en la muestra, en
presencia de un interferente, se pueden tener errores sistematicos constantes o
proporcionales, la sefial de respuesta del analito puede estar influenciada por la

respuesta de la sefial del interferente como se muestra en la expresion 7.

Smuestra = Sa + Sy = kany + kyn; (7)
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la cual puede expresarse como se muestra en (8)

Smuestra = Sa + St = KaCa + kG (8)

Finalmente, la ecuacion 8 se puede rescribir como:
Sa1 = ka(Ca + Ka1Cp) 9)

Kai = ki/lka es el coeficiente de selectividad del analito A con respecto a la
sustancia interferente 1. El inverso de este valor se denomina indice de
selectividad.

Donde:
Smuestra €S €l total de de la sefal de los componentes de la muestra
kay ki son la sensibilidad para el analito y el interferente respectivamente

niy Ci son los moles (o gramos) y la concentracion del interferente en la muestra.

Coeficiente de variabilidad

Robustez es la capacidad de un método para no ser afectado por pequefios
cambios deliberados en los parametros de un método. La robustez de un método
es evaluado variando parametros tales como porcentaje de solvente organico, pH,
fuerza ibnica o temperatura, y determinando el efecto si lo hay sobre los
resultados del método. Para que un método sea Util, debe proporcionar resultados
confiables. Desafortunadamente los métodos estan sujetos a una gran variedad de

interferencias fisicas y quimicas que contribuyen a la incertidumbre del analisis.
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Cuando un método es libre de interferencias quimicas puede ser aplicado a la
determinacién de los analitos en una amplia variedad de muestras, tales métodos
se consideran solidos. Por otra parte si los resultados de un método u otras
medidas son susceptibles a variaciones en los pardmetros del método, entonces
esos parametros deberan ser adecuadamente controlados (Swartz y Krull, 1997).
Muchas variaciones en las condiciones experimentales también introducen
incertidumbre. Si la sensibilidad de un método es altamente dependiente de las
condiciones experimentales, tales como: temperatura, pH, acidez o tiempo de
reaccion, etc., estos pequefios cambios, en estas condiciones, pueden dar
resultados significativos diferentes y un método robusto es relativamente
insensible a los cambios en las condiciones experimentales. Por consiguiente, la
robustez esta implicito en la precision, como el grado de reproducibilidad de los
resultados obtenidos bajo una variedad de condiciones, expresado como porciento
de desviacion estandar relativa (RSD), incluyendo las diferencias entre
laboratorios, analistas, instrumentos, reactivos y periodos experimentales (Swartz

y Krull, 1997).

Escala de operacién

Otra forma de limitar la forma de eleccion de los métodos que deben de
utilizarse para realizar un andlisis quimico apropiado consiste en considerar la
escala que se utilizara, la cantidad de muestra disponible y la cantidad absoluta

del analito necesaria para obtener una sefal medible.
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La segunda y tercera consideracion definen la escala de operacion del
analisis como se muestra en la figura 15, que muestra la concentracion del analito

en funcion del peso de la muestra en el eje Y; y el peso de la muestra en el eje X.

Ultratrazs <

Traza «

1g muestra, 1% analito

A/ 0.1g muestra, 10% ansiito

-log(% analito &= pip)

Menor ¢ 0.1% - oy
0.01g musstrs, 100%: analito

Mayor < 10% -

,,'5‘:',0»‘.‘,‘ 100 10 1 01001
Mes2 yicro

@
-
=)
o
o
e
853°

Uttramicro

-log(Peso de muestra)

Figura 15. Escala de operacion para métodos analiticos (Harvy, 2000).

Limites de deteccidn
Los limites de deteccion y cuantificacion son parametros que determinan la
capacidad de analisis de un método analitico en unas condiciones de mayor

solubilidad que permite el sistema informatico.
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Limite de deteccion (Lp)

El limite de deteccion estd definido como la minima concentracién de
analito en una muestra que se puede detectar en un proceso de analisis con un
nivel aceptable de confianza, mediante la expresién 10 (Miller y Miller, 2002;

Swartz y Krull, 1997).

Lp = X, + 3S,_1 (10)

Donde:
X= concentracion media
n= numero de muestras

s= desviacion estandar

La Conferencia Internacional de Armonizacién ha reconocido que el limite
de deteccion es la concentracion especifica que proporciona una sefial de 2 a 3
veces mayor que el que proporciona el nivel de ruido y también menciona otras
opciones para poder determinarla: métodos visuales no instrumentales y el
promedio del célculo; tales como la cromatografia de capa fina o las titulaciones.

El limite de deteccion (Lp) también puede ser determinado en base a la
desviacién estandar (s) de la respuesta y la pendiente (m) de la curva de

calibracion a niveles apropiados mediante la expresion 11 (Swartz y Krull, 1997).
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Lp = 3.3(%/m)

Limite de cuantificaciéon (Lc)

Este término esta definido como la concentracion minima de un analito en
una muestra que puede ser determinada con un nivel aceptable de exactitud y
precision bajo las condiciones operacionales establecidas para el método. Al igual
qgue el limite de deteccién, el limite de cuantificacion es expresado como una
concentracion en la cual la precision y la exactitud de la medida también son
reportadas y para la cual se utiliza la expresion 12 (Miller y Miller, 2002; Swartz y

Krull, 1997).

Le =X, + 10S,_4 (12)

Donde:
X= concentracion media
n= numero de muestras

s= desviacion estandar

Algunas veces una relacion sefal ruido 10:1 es utilizada para determinar el
limite de cuantificacion; esta relacion es una buena regla, pero se debe de
recordar que la determinacion del limite de cuantificacion es un compromiso entre

la concentracion, la precision y exactitud requeridos. Esto es que, cuando los
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niveles del limite de cuantificacién disminuyen, también la precision disminuye. Si
una mayor precision es requerida, entonces una mayor concentracion debera ser
reportada para el limite de cuantificacion (Swartz y Krull, 1997).

La Conferencia Internacional de Armonizacién ha reconocido que la relacion
sefial ruido 10:1 es una forma tipica; sin embargo, menciona dos opciones
adicionales que pueden ser utilizadas para determinar el limite de cuantificacion
(Lc): métodos instrumentales visuales y la media de los céalculos. El método de
célculo es otra vez basado en la desviacion estandar (s) de la respuesta y la
pendiente (m) de la curva de calibracion de acuerdo a la férmula 13 (Swartz y

Krull, 1997).

Le = 10C5/m) (13)

Nuevamente, la desviacion estandar de la respuesta puede ser determinada
en base a la desviacion estandar del blanco, sobre la desviacion estandar residual
de la regresion lineal.

Un detalle adicional debe ser considerado: tanto el limite de deteccién como
el limite de cuantificacion pueden ser afectados por las formas de los picos

cromatograficos que se obtengan.
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Linealidad y rango

La linealidad es la capacidad del método para obtener resultados de prueba
gue son directamente proporcionales a la concentracion del analito dentro de un
rango dado. La linealidad es generalmente reportada como la varianza de la
pendiente de la regresion lineal. En tanto que el rango es el intervalo entre los
valores superior e inferior del analito que han sido demostrados al ser
determinados con precisién exactitud y linealidad utilizando el método. El rango es
normalmente expresado en las mismas unidades que en los resultados obtenidos
por el método. La guia de la Conferencia Internacional de Armonizacion especifica
gue deben de utilizarse un minimo de cinco niveles de concentracion dentro de
ciertos rangos minimos especificados. El rango minimo especificado en las
pruebas de ensaye debe de estar entre el 80 y el 120 % de la concentracion de
prueba (Swartz y Krull, 1997). El rango, en consecuencia es la variabilidad de un

proceso.

Contraste de métodos

Para determinar si los métodos utilizados proporcionan la misma
informacion es necesario realizar una comparacion de los valores medios
experimentales (X) de los dos métodos. En este caso se tienen dos medias
muestrales (X;) Yy (X;), ¥ se debera de realizar un contraste de hipotesis,
considerando que la hipétesis nula que los dos métodos proporcionan el mismo

resultado, es decir Ho: p1 = p2, para lo cual se requiere probar si ((X;) — (X2))
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difiere significativamente de cero. Si las dos muestras tienen desviaciones
estandar que no son significativamente diferentes, se puede calcular una
estimaciéon conjunta de la desviacion estandar muestral s, a partir de las dos
desviaciones estandar individuales s:1y s».

Para saber si la diferencia de las medias muestrales (X;) vy (X,) es
significativa, es decir, para contrastar la hipotesis nula Ho: p1 = p2, se calcula el
estadistico t mediante la expresion 14, el cual se supone que las muestran se

extraen de poblaciones con desviaciones estandar iguales

t = (X1—-X3) (14)

1 1
s |—+—
ni; nz

Por su parte el valor de s, se calcula a partir de la expresion 15

2 — (M=DS*H (= 1S,°

15
nq{+n,—2 (15)

el valor de t tiene n1 + n2- 2 grados de libertad

Si el valor de t calculado es mayor al valor de t de tablas (critico), entonces

se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alterna Hi: ui # p2; por el
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contrario si el valor calculado de t, es menor al valor de t de tablas, entonces se

acepta la hipotesis nula y se rechaza la hipétesis alterna (Miller y Miller, 2002).

Cuando las desviaciones estandar de las poblaciones sean diferentes, no
es muy apropiado mezclar las desviaciones estandar muestrales para dar una
estimacioén global o conjunto de la desviacién estandar. Un método aproximado en
estas circunstancias es considerado a continuacion:

Para contrastar Ho: pu1 = p2 cuando no se puede suponer que las dos
muestras proceden de poblaciones con desviaciones estandar iguales, se calcula

el estadistico t con la expresion 16.

(16)

Los grados de libertad son calculados con la expresion 17, redondeandose

el valor obtenido a un nidmero entero.

2 2
S S
(LJ,L)
nig np
4 524-

1 a1
<n12<n1—1fn22(n2—1)>

grados de libertad = (17)

Se aplica el mismo criterio que en el método anterior para aceptar o

rechazar la hipétesis nula (Miller y Miller, 2002).
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HIPOTESIS

El analisis de acido acetilsalicilico por cromatografia de liquidos de alta

eficiencia utilizando los detectores de Uv-visible y fluorescencia proporcionan

resultados similares.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras y preparacion

Las muestras son tabletas efervescentes con contenidos de 300 mg de
acido acetilsalicilico que corresponden a tres compafias de productos
farmacéuticos genéricos (A, B y C). Trece tabletas de cada una de las tres
muestras fueron pesadas en una balanza analitica en forma individual, molidas en
mortero de agata para evitar contaminacion y mezcladas perfectamente.

Del material preparado se tomaron dos fracciones de cada una de las
muestras (0.0210 a 0.0249 g.), que fueron tratadas con 1 ml de MeOH grado
cromatografico para disolver el compuesto de interés, se aforaron a 10 ml con
agua grado cromatografico.

Para la inyeccion se tomo una alicuota de 0.1 ml de la solucion preparada y

se aforé en 10 ml de la solucion de la fase movil.

Estandar

Acido acetilsalicilico R. A. fue disuelto en MeOH (grado cromatografico),
mediante un calentamiento ligero utilizando una patrrilla, se enfri6 en una solucion
acuosa con hielo para iniciar la recristalizacion; una vez recristalizado, la solucion
se decantd y se volvié a repetir el procedimiento por dos ocasiones mas para
asegurar que el acido acetilsalicilico fuese de alta pureza. El sélido obtenido se

dej6é secar a peso constante y posteriormente se peso6 con exactitud una muestra y

50



TESIS

se disolvié en las mismas condiciones que las muestras con 1 ml de metanol y

aforado a 10 ml con agua grado cromatografico.

Determinacion de las condiciones de trabajo para el andlisis por

cromatografia de liquidos

Longitud de onda de maxima absorbancia utilizado en el detector de Uv-Vis.
Para la determinacion de la longitud de onda de maxima absorbancia (Amax)

se utilizo un espectrofotometro Uv-Vis de la marca Perkin EImer, Modelo A 40 y se

realiz6 un barrido de 200 a 400 nm con el estandar de acido acetilsalicilico

preparado y a una dilucidon de 1:100 con agua destilada.

Longitud de onda de maxima excitacion y emision

La determinacién de la longitud de onda de maxima excitacion (lex) €s
requerida en el analisis de fluorescencia y ésta, fue determinada utilizando el
detector de fluorescencia de la marca de Perkin Elmer modelo LC 240, llenando la
celda del equipo con una solucién de 1:100 del estandar del acido acetilsalicilico
sin flujo y realizando un barrido de excitacién del compuesto en el rango de 230-
400 nm.

La longitud de onda de maxima emision (Aem) fue determinada con el mismo
detector, realizando el barrido de emision del compuesto en el rango de 250-500

nm.
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Equipo
Se utilizé un cromatografo de liquidos de alta eficiencia (CLAE) de la marca
Perkin Elmer Modelo Series 200 con bomba cuaternaria utilizando el Software

Total Chrom version 6.3.1 para su manejo.

Metodologia utilizada

Se utilizaron dos detectores conectados en serie al cromatografo de
liquidos para la deteccion de los compuestos de interés: detector de arreglo de
diodos de la marca Biosystem modelo 1000 S, a Amax=227 nm; detector de

Fluorescencia de la marca Perkin Elmer Modelos LC 240 con una Aexc= 250 nmy

Aem= 350 nm condiciones que fueron determinadas previamente.

La columna empleada fue de silice modificada con cadenas de Cig marca
Perkin Elmer de un tamafo particula de 5 ym; dimensiones de la columna son de
250x4.6 mm; un loop de 20ul;

Se utiliz6 la técnica de cromatografia en fase inversa en condiciones
optimizadas, en donde la fase movil empleada fue agua grado cromatogréafico
ajustada a pH 3.5 con &cido fosférico y metanol grado cromatografico (65:35) a un

flujo de 1 ml-mint, el tiempo de corrida de cada andlisis fue de 10 min.
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Calculos

Para la realizacion de la curva de calibracion se prepar6 una solucion
estandar de &cido acetilsalicilico de la que se hicieron seis diluciones de
concentracion conocida, posteriormente se inyectaron 20ul de cada una de las
diluciones (cada inyeccion se hizo por triplicado); del area bajo la curva se
obtuvieron los valores para graficar y obtener la curva de calibracién por regresion
lineal (Day y Underwood, 1989; Harvy, 2000; Verma, 2005).

Se tomaron 20 ul de cada una de las soluciones problema y se inyectaron
en el cromatografo de liquidos, se tomd nuevamente la lectura del area bajo la
curva, y por interpolacion con la curva de la regresion lineal de los estandares, se
obtuvo la concentracion de acido acetilsalicilico de las soluciones de los

comprimidos preparados utilizando la expresion 18 (Harvy, 2000; Verma, 2005).

CL = _Wr;b) (18)

Donde:
CL= Concentracion de la solucion de los comprimidos leida en la curva estandar
y= Area bajo la curva
b= Interseccion de la regresion lineal
m= Pendiente de la regresion lineal
La concentracion de los comprimidos de cada muestra es calculada

mediante la expresiéon 19 (Harvy, 2000; Verma, 2005).
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_CLXVaf .
CR = PmuestradeXPppaStlna (19)

1000

Donde:

Cr=Concentracion real de la pastilla
C.L=Concentracion leida de la pastilla
Pmuestra= Peso de la muestra
Pppastilla=Peso promedio de pastilla

Fd = Va/Vaic es el factor de dilucion donde:

Va=Volumen de aforo y Vaic=Volumen de alicuota

El porcentaje de recuperacion es calculado mediante la expresion 20

%Rec = (C—R) x 100 (20)

Cc
Donde:

Cr=Concentracion real

Cc=Concentracion marcada en la caja

La desviacion estandar se calcula con la expresion 21

%DER ==X 100 (21)

S
X
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RESULTADOS Y DISCUSION

La longitud de onda de maxima absorcion Amax = 227 nm, se selecciond a
partir del espectro ultravioleta visible que se obtuvo de la muestra de &cido

acetilsalicilico y que se muestra en la figura 16.

22781

FAh=zorbancia

0z} "

007
i =10 30 240 50 60 o =0 0 a0 Mo 330 EET] 340

Figura 16. Espectro de absorcion del acido acetil salicilico, la longitud de onda de maxima
absorcion es de 227 nm.

Con las condiciones predeterminadas se realizo la deteccion del estandar
del acido acetilsalicilico utilizando los dos detectores, como se muestra en la figura
17; utilizando la columna de fase inversa Cig de 250x 4.6 mm, con fase movil de
H>O (pH = 3.5 con H3P0O4)-CH3OH (65:35) a un flujo de 1.0 mI-min-t y el detector

de arreglo de diodos a 227 nm, obteniéndose una buena separaciéon de los
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compuestos naproxeno, acido salicilico y &cido acetilsalicilico, respectivamente,

por lo que se considera que el método es selectivo.

Intensidad

B)

t(min)

Figura 17. Cromatograma realizado a 227 nm, con solucién de: A). naproxeno

+ B). acido acetilsalicilico + C). acido salicilico; en las siguientes
condiciones: Columna Cis de 5 um de tamafio de poro, fase mévil
H.0O (pH=3.5 con H3PO4)-CHsOH (90:10) a un flujo de 1.0 ml:min

Las condiciones de trabajo del método se optimizaron, quedando como

siguen: longitud de maxima absorbancia Amax = 227 nm en el detector de arreglo

de diodos; longitud de excitacion Aexc = 250 nm y de emision Aem = 350 nm en el

detector de fluorescencia para el acido acetilsalicilico obtenidas con el detector del

cromatografo de liquidos solo llenando la celda con la solucién del estandar, la
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fase movil utilizada fue H-O (a pH = 3.5 con H3PO4)-CHsOH (65:35) a un flujo de
1.0 m'min?, en ésta, se muestra que el tiempo de detecciéon del estandar
disminuido y que es menos sensible con el detector de fluorescencia que con el
del detector de arreglo de diodos a longitud de onda fija, el cual fue utilizado para

todo el analisis (figura 18).
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Figura 18. Cromatograma de &cido acetilsalicilico. Condiciones de operacion:
columna octadecil silano (Cig) de 5 pum. 250x 4.6 mm.
Fase movil: H.O (pH = 3.5 con H3PO.)-CH3;OH (65:35), flujo de 1.0
ml-mint. A) Detector arreglo de diodos a Amax=227nm.
B) Detector de fluorescencia a iexe= 250 nm y Aem= 350 nm.

El tiempo de retencién del acido acetilsalicilico por cromatografia de
liquidos en condiciones optimizadas correspondi6 a 6.72 min con ambos

detectores (figura 19).
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6.72

Estandar

Intensidad

t(min)

Figura 19. Cromatograma de acido acetilsalicilico de estdndar y muestra
comercial A (MC-A). Condiciones de operacion: columna octadecil
silano (Cig) de 5 um. 250x 4.6 mm. Detector de arreglo de diodos a
A= 227 nm. Fase movil. H.O (pH = 3.5 con H3PO4)-H3;OH (65:35),
flujo de 1.0 ml-min‘t.
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Curvas de calibracion

La curva de calibracion para &cido acetilsalicilico obtenida utilizando el &rea
bajo la curva con el detector de arreglo de diodos en la region Uv se muestra en la
figura 20, la cual presenta una correlacion R? = 0.9989, limite de deteccién Lp =
1.22 pug-mlt con la expresiéon de 3.3(s/m) y un limite de cuantificacién de Lc = 3.71
ug-mlt con la expresiéon de 10(s/m), la linealidad de cuantificacién se puede dar en

consecuencia desde 1.22 pug-mlt hasta 65 ug-ml2.

Curva de calibracion de &cido acetilsalicilico por Uv
Area
3.5E+06 -
3.0E+06 -
2.5E+06 -
2.0E+06 -

1.5E+06 -

1.0E+06 -

y = 46296x - 24558

5.0E+05 - R2 =0.9989

0.0E+00 T T T T T T 1
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0

Conc. (ug-ml?t)

Figura 20. Condiciones de operacion: Uv Amax=227nm; columna Cis de 250X4.6
mm; fase mévil Agua ajustado a pH=3.5 con acido fosférico y metanol
(65-35) a un flujo de ml-mint; tiempo de andlisis de 10 min.
Lp=1.22 pg'ml?; Lc=3.71 ug-mi?
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Por otra parte, la calibracion del estandar de acido acetilsalicilico obtenida
utilizando el area bajo la curva con el detector de fluorescencia se muestra en la
figura 21, la cual presenta una correlacion R? = 0.9958, Limite de deteccion Lp =
3.68 ug'mlt con la expresion de 3.3(s/m) y un Limite de cuantificacion de Lc =
11.15 pg-ml?t con la expresion de 10(s/m), la linealidad de cuantificacion se puede

dar en consecuencia desde 3.68 ug-mi! hasta 65 ug-mi.

Curva de calibracion de acido acetilsalicilico por
Fluorescencia

Area

6.00E+05 -

5.00E+05 -

4.00E+05 -

3.00E+05 -

y=7790.1x + 6171

2.00E+05 - R2 =0.9958

1.00E+05 -

0.00E+00 T T T T T T 1
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0

Conc. (ug-mi?)

Figura 21. Calibracién de acido acetilsalicilico con el detector de fluorescencia.
Condiciones de operacion: Aexc=250 nm, Aem=350 nm; columna Css
de 250x4.6 mm; fase mévil: agua (pH 3.5 con acido fosférico)-metanol
(65:35) a un flujo de 1.0 ml'‘min!; tiempo de analisis de 10 min.
Lp =3.68 ug-ml; Lc =11.15 pg'ml*
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Los resultados del andlisis de acido acetilsalicilico se presentan en la tabla
1, asi como los pesos del muestreo de la masa de cada una de las tabletas donde
se tomaron n = 13 muestras de cada una y se obtuvo el promedio de las tres
muestras con una precision del 95 %, para las muestras de A se presenta el
siguiente promedio 0.5990+0.0114; las muestras de B 0.4678+0.0068 y para las
de C 0.5001+0.0046. Se puede observar que las que presentan menor variabilidad

son las de C y las de mayor variabilidad son las de A.

Tabla 1. Peso promedio de tres marcas de tableta
de acido acetilsalicilico de 300 mg

MARCA
Tableta A B C
P1 0.5855 0.4566 0.4943
P2 0.6066 0.4519 0.5131
P3 0.6520 0.4635 0.4932
P4 0.6029 0.4782 0.4985
Ps 0.6135 0.4744 0.4916
Ps 0.5913 0.4615 0.4957
P~ 0.5891 0.4568 0.5061
Ps 0.6000 0.4642 0.5076
Pg 0.5935 0.4940 0.4997
P1o 0.5804 0.4714 0.5036
P11 0.5823 0.4757 0.5124
P12 0.6029 0.4698 0.4930
P13 0.5874 0.4639 0.4926
Promedio 0.5990 0.4678 0.5001
Desv. Est. 0.0188 0.0112 0.0077
PSSt | 00114| 00068  0.0046
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Los resultados obtenidos de &cido acetilsalicilico de muestras A con
marbete de 300 mg pastilla, analizadas por CLAE se muestran en la tabla 2 y la
concentracion determinada en cada uno de los métodos es ligeramente diferente,
sin embargo debido a que la norma oficial mexicana establece que el contenido
puede variar un 5 %, entonces se puede decir que en ambos métodos se obtiene
la concentracién que presenta el marbete. En la misma tabla se presentan la
desviacion estandar con un 95% de precision, el porciento de recuperacion y el
porcentaje de desviacion estandar relativa tanto para el analisis con el método
utilizando el detector de arreglo de diodos en la region ultravioleta, como por el

método donde se utiliza el detector de fluorescencia.

Tabla 2. Contenido de &cido acetilsalicilico en muestras por CLAE utilizando detector
de arreglo de diodos a A= 227 nm y de fluorescencia a Aexe= 250 nm,
Aem=350 Nnm; muestra A.

Masa CLuv | *Cr Area CL(r1uor) *Cr

Muestra (@) | Areauv mg-L*| (Uv) | Fluoresc. | mg-L* | (Fluoresc)
A-1 0.0210| 133675.5 10.7| 305.8| 198589.1 11.2 319.7
A-2 0.0210 | 501742.4 10.9| 311.1 73494.6 11.0 3134
A-3 0.0210 | 493874.9 10.9| 3114 92941.4 10.9 312.2
A-4 0.0249 | 528699.3 12.2 | 293.7| 100040.6 12.6 302.6
A-5 0.0249 | 191119.9 12.7 | 305.6 28933.1 12.6 302.6
A-6 0.0249 | 256909.7 14.4| 347.3 27618.0 12.0 289.6
cone. Real 3125 306.7
Desv. Est. 18.2 10.7
Desv. Est. al
95% 19.1 11.2
% Rec 104.2 102.2
% DER 5.8 35

* mg-pastilla*
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En la tabla 3 se presentan los resultados obtenidos del andlisis de &cido
acetilsalicilico realizado por CLAE a muestras B con marbete de 300 mg.pastilla?,
y la concentracion determinada por ambos métodos es ligeramente diferente, sin
embargo, al igual que en las muestras A en ambos métodos se obtiene la
concentracion que presenta el marbete; de igual forma se presenta la desviacion
estandar con un 95% de precisién, el porciento de recuperacién y el porcentaje de

desviacion estandar relativa para los dos métodos utilizados.

Tabla 3. Contenido de acido acetilsalicilico en muestras por CLAE utilizando detector
de arreglo de diodos a A= 227 nm y de fluorescencia a Aexc= 250 nm,
Aem=350 Nnm; muestra B.

Masa CrLuv) *Cr Area CL(F1uor) *Cr

Muestra (@) | Areauv mg-L? | (Uv) | Fluoresc.| mg-L? [ (Fluoresc)
B-1 0.0211 | 196007.7 13.7]303.8| 237875.4 134 296.7
B-2 0.0211 | 624820.7 13.6(302.4| 93010.2 13.5 298.6
B-3 0.0211 | 622554.0 13.8|305.4| 113205.9 13.5 299.6
B-4 0.0230 | 634779.8 14.6|296.7| 119315.2 15.0 304.2
B-5 0.0230 | 223706.0 145]295.1| 34700.7 15.0 304.2
B-6 0.0230 | 291706.9 16.4|332.8| 33921.0 14.6 297.7
Conc. Real
Promedio 306.0 300.2
Desv. Est. 13.7 3.3
Desv. Est. al
95% 14.4 3.4
% Rec 102.0 100.1
% DER 4.5 1.1

* mg-pastilla*

Los resultados obtenidos del andlisis de acido acetilsalicilico realizado por

CLAE a muestras C con marbete de 300 mg.pastilla™, se presentan en la tabla 4 y
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se observa que la concentracion determinada por ambos métodos es ligeramente
diferente, sin embargo, por ambos métodos se obtiene la concentracion que
presenta el marbete; de igual forma se presenta la desviacion estandar con un
95% de precision, el porciento de recuperacion y el porcentaje de desviacion

estandar relativa para los dos métodos utilizados.

Tabla 4. Contenido de acido acetilsalicilico en muestras por CLAE utilizando detector

de arreglo de diodos a A= 227 nm y de fluorescencia a Aexc= 250 M, Aem= 350
nm; muestra C.

Masa CLuvy | *Cr Area CL(Fluon) *Cr

Muestra (@) | Areauv mg-L? | (Uv) | Fluoresc.| mg-L? [ (Fluoresc)
C-1 0.0210| 167811.9 12.4| 294.2 | 225040.2 12.7 301.8
C-2 0.0210 | 575511.9 12.5]298.7| 88019.0 12.8 305.6
C-3 0.0210 | 559401.7 12.4|294.7| 104010.5 12.3 294.1
C-4 0.0242 | 628246.9 14.4]298.5| 116541.0 14.6 302.0
C-5 0.0242 | 232428.9 15.0(309.8| 32973.1 14.2 294.4
C-6 0.0242 | 301637.5 16.9]349.5| 32895.1 14.2 293.7
cone. Real 307.6 208.6
Desv. Est. 21.3 51
Desv. Est. al
95% 22.3 54
% Rec 102.5 99.5
% DER 6.9 1.7

*mg-pastilla?

La comparacion de los valores obtenidos por el método ultravioleta y el de
fluorescencia se muestran en la tabla 5, y se observa que a pesar de que

presentan diferentes valores promedio en la concentracion de acido acetilsalicilico,
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al realizar la comparacion de medias de ambos métodos, se observa que el valor
de t calculado es menor al valor t de tablas (critico), por lo que se llega a la

conclusion de que ambos métodos proporcionan el mismo resultado.

Tabla 5. Valores estadisticos determinados en la comparacion de los métodos
ultravioleta y fluorescencia en la determinacion de acido acetilsalicilico
por CLAE en muestras de A, By C.

Variables A B C
X1 312.5 306.0 307.6
X2 306.7 300.2 298.6
S1 19.1 14.4 22.3
Si? 364.9 207.1 499.0
S. 11.2 3.4 5.4
S2? 125.2 11.8 29.1
s? 245.1 109.5 264.0
s 15.7 10.5 16.2
tealc, 0.6 1.0 1.0

t de tablas=2.23

X es el promedio; S es la desviacion estandar al 95 % de precision;

S?es la varianza; s? es la varianza calculada; s es la desviacion estandar
calculada; subindice 1y 2 es el método ultravioleta y fluorescencia
respectivamente
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el andlisis de &cido acetilsalicilico
por cromatografia de liquidos de alta eficiencia, utilizando el detector de arreglo de
diodos en la region ultravioleta y el detector de fluorescencia, ambos métodos son
robustos, selectivos, precisos, exactos, lineales y presentan bajos limites de
deteccion aunque para las condiciones de trabajo seleccionadas, el de menor
limite de deteccion se presenta en el método que utiliza el detector de arreglo de
diodos en la region ultravioleta. Se observa que la deteccidon se puede realizar con
ambos detectores, pero con el detector de fluorescencia presenta menor
sensibilidad, a pesar de que este Ultimo esta considerado como el de mayor
sensibilidad.

La cantidad de acido acetilsalicilico determinada en las tres diferentes
marcas farmacéuticas se encuentran dentro del rango de + 5% de tolerancia
permitido por la Secretaria de Salud (Dipiro, et al., 2004).

Con la comparaciéon de la concentracion promedio de acido acetilsalicilico
de las muestras, se comprueba la hipdtesis Ho planteada de que ambos
promedios no difieren significativamente, por lo que ambos métodos pueden ser
utilizados indistintamente para realizar el analisis cuantitativo de este farmaco.

Se cumple el objetivo especifico de determinar las mejores condiciones de

analisis del acido acetilsalicilico por cromatografia de liquidos de alta eficiencia.
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El objetivo especifico de validar el método de analisis de &cidoacetil
salicilico por cromatografia de liquidos de alta eficiencia fue alcanzado
exitosamente y confirmado por los parametros estadisticos que se calcularon tales
como media, desviacion estandar con un 95% de precision, % de recuperacion,
entre otras., con las siguientes condiciones de operacion optimizadas: columna
con fase estacionaria de octadecil silano (Cig) de 5 um de tamafio de particula,
dimensiones de la columna de 250x 4.6 mm., fase movil: H>O (pH = 3.5 con
H3PO4)-CH30H (65:35), flujo de fase mévil de 1.0 ml-mint. A) Detector arreglo de
diodos a longitud de onda fija de Amax=227nm. B) Detector de fluorescencia en la
longitud de onda de excitacion de Aexc= 250 nm y en la longitud de onda de
emision de dem= 350 nm.

Finalmente se concluye que la cuantificacion de acido acetilsalicilico puede

ser realizada por CLAE utilizando el detector ultravioleta y/o fluorescencia.
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APORTACIONES

En el presente trabajo se realizan aportaciones importantes en el area de la
cromatografia de liquidos de alta eficiencia, tales como:
1. Utilizacion de dos detectores en la cuantificacion de un compuesto
como el acido acetilsalicilico.
2. Emplear del andlisis estadistico para comparar los resultados

obtenidos con los dos detectores.
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Anexo 1

Tabla A-1. La distribucion de t

Valor de t para un intervalo de confianza de:

Valor critico de |t] para valores de P de numero

de grados de libertad:

O©CO~NOOUITA WN P

90%

0.10

6.31
2.92
2.35
2.13
2.02
1.94
1.89
1.86
1.83
1.81
1.78
1.76
1.75
1.73
1.72
1.70
1.68

1.64

95%

0.05

12.71
4.30
3.18
2.78
2.57
2.45
2.36
2.31
2.26
2.23
2.18
2.14
2.12
2.10
2.09
2.04
2.01

1.96

98%

0.02

31.82
6.96
4.54
3.75
3.36
3.14
3.00
2.90
2.82
2.76
2.68
2.62
2.58
2.55
2.53
2.46
2.40

2.33

99%

0.01

63.66
9.92
5.84
4.60
4.03
3.71
3.50
3.36
3.25
3.17
3.05
2.98
2.92
2.88
2.85
2.75
2.68

2.58

TESIS

Los valores criticos de Itl son adecuados para un contraste de dos colas. Para un contraste de una cola el
valor se toma de la columna para dos veces el valor de P deseado, es decir, para un contraste de una cola.

P=0.05, 5 grad.
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Los pesos de las trece tabletas de acido acetilsalicilico para cada

muestra, se muestran en la siguiente tabla.

Tableta A B C
P1 0.5855| 0.4566| 0.4943
P2 0.6066| 0.4519| 0.5131
P3 0.6520| 0.4635| 0.4932
P4 0.6029| 0.4782| 0.4985
P5 0.6135| 0.4744| 0.4916
P6 0.5913| 0.4615| 0.4957
P7 0.5891| 0.4568| 0.5061
P8 0.6000| 0.4642| 0.5076
P9 0.5935| 0.4940| 0.4997
P10 0.5804 | 0.4714| 0.5036
P11 0.5823| 0.4757| 0.5124
P12 0.6029| 0.4698| 0.4930
P13 0.5874| 0.4639| 0.4926
Promedio 0.5990| 0.4678| 0.5001
Desv. Est. 0.0181| 0.0108| 0.0074
Desv. Est.

al 95% 0.0114| 0.0068| 0.0046
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Anexo 3

ANALISIS DEL ESTANDAR DE ACIDO ACETILSALICILICO REALIZADO POR
CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS CON DETECTOR DE UV Y FLUORESCENCIA

Uv

Estandar (ﬁgﬂﬁb AREA1 | AREA2 | AREA 3 |PROMEDIO DEESST\_/'
0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
1 10.5| 431003.4| 428317.0| 415814.4| 425045.0 8106.0
2 21.0| 999880.2| 988036.8| 920834.0| 969583.7| 42631.7
3 31.5|1498720.8 | 1475287.6 | 1408431.9| 1460813.4| 46852.4
4 42.0|1980959.1 | 1956962.8 | 1896235.1 | 1944719.0| 43668.9
5 52.5|2362746.0 | 2372746.0 | 2373932.0 | 2369808.0 6144.5
6 63.012934742.1|2934742.1 | 2803073.2| 2890852.5| 76019.1

Fluorescencia

Estandar (ﬁ;’/”rﬁl') AREA 1 | AREA 2 | AREA 3 | PROMEDIO DEESS.FY'
0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
1 10.5| 79393.1| 78798.0| 73522.7 77237.9 3231.2
2 21.0| 170875.9 | 188687.0 | 170768.2 176777.1 10314.5
3 31.5| 253879.8 | 269560.0 | 273879.0 265772.9 10523.7
4 42.0| 321730.3 | 336828.0 | 331613.1 330057.2 7668.2
S 52.5| 404339.6 | 406018.0 | 403748.8 404702.1 1177.2
6 63.0 | 474287.2 | 505037.0 | 521274.8 500199.7 23864.4

Condiciones de operacion: Uv Ama=227nm; fluorescencia Aexc=250nm,
Lem=350nm; columna Cig de 250X4.6 mm; fase movil agua ajustado a pH=3.5 con
acido fosférico y metanol (65-35) a un flujo de 1 ml-min-t; tiempo de andlisis de 10
min.
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Anexo 4

CURVAS DE CALIBRACION DE ACIDO ACETILSALICILICO OBTENIDAS UTILIZANDO
EL DETECTOR DE UV

Area ;
Curval Area
4.0E+06 4.0E+06 - Curva 2
3.0E+06 3.0E+06 -
2.0E+06 2 0E+06
LOE+06 y = 46502x - 7611 PR
: R2=0.9972 1.0E+06 - y =46715x - 24111
0.0E+00 + T T T ] R2=0.9984
0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 0.0E+00 T T T )
Conc. (ug-mi) 0.0 200 400 600 800
Conc. (ug-ml?)
Area Curva 3
3.0E+06
2.0E+06
= 45669x - 41952
1.0E+06
R2 =0.9994
0.0E+00 T .
0.0 50.0 100.0

Conc. (ug'mli?)
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Curva de calibracion promedio

Area
3.5E+06 -
3.0E+06 -
2.5E+06 -
2.0E+06 -
1.5E+06 -

y = 46296x - 24558

1.0E+06 - R2 = 0.9989

5.0E+05 -

0.0E+00 T T T
0.0 20.0 40.0

Anexo 5

60.0

80.0
Conc. (ug-ml?)

CURVAS DE CALIBRACION DE ACIDO ACETILSALICICLICO UTILIZANDO EL

DETECTOR DE FLUORESCENCIA

Area

Curva 1l Area
6.0E+05 6.0E+05 - Curva2
4.0E+05 4.0E+05 -
2.0E+05 y = 7463.2x + 9813.1
R2 = 0.998 2.0E+05 ~ y =7756.3x + 12442
0.0E+00 - . . . . R2=0.9934
0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 0.0E+00 T T T \
" 0.0 20.0 40.0 60.0 80.0
Conc. (ug-ml™) Conc. (ug-ml?)
Area Curva 3
6.0E+05
4.0E+05
2.0E+05 y =8150.8x - 3742.6
R2=0.9914
0.0E+00 - T )
0.0 50.0 100.0

Conc. (ug-ml?)
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Area
6.0E+05

5.0E+05
4.0E+05
3.0E+05
2.0E+05
1.0E+05

0.0E+00

Anexo 6

Curva de calibracion de acido acetilsalicilico
por Fluorescencia

y =7790.1x + 6171
R2 =0.9958

0.0 20.0

40.0 60.0 80.0
Conc. (ug-ml?)

Tratamiento de datos de la curva de calibracion de acido acetilsalicilico por
UV, para obtener los valores de los limites de deteccion y cuantificacion.

Curvade | Ordenada
calibracién | al Origen

1 -7611.0

2 -24111.0

3 -41952.0

Promedio -24558.0

Desv. Est. 17174.9

m 46296.0

El limite de deteccion se obtiene mediante la expresion siguiente:

Lp =3.3(5/m)

Sustituyendo nuestros valores en la ecuacion tenemos que:

Lp = 3_3(17174.

9 _
/16296.0) = 1.2

Para el limite de cuantificacion utilizamos la formula:

Lc = 10(%/m)
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Que al sustituirla obtenemos:

Le = 10(171749/ 1 6296.0) = 37

Tratamiento de datos de la curva de calibracion de 4cido acetilsalicilico por
fluorescencia, para obtener los valores de los limites de deteccion y cuantificacion.

Curvade | Ordenada
calibracién | al Origen

1 9813.1

2 12442.0

3 -3742.6

Promedio 6170.8

Desv. Est. 8685.3

m 7790.1

Al sustituir en nuestra ecuacion obtenemos:

Lp = 33(86853/,,50 1) =37

para el limite de cuantificacién:

Lc = 10(86863/, o0 1) =11.15

Otra forma de obtener el limite de deteccion es mediante la expresion
siguiente:

Lp = X, + 35,4
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se obtiene que y= 26966.6 y se sustituye en la ecuacién siguiente:

(y—b)
m

CL=

Entonces se obtiene un limite de deteccion de 1.11 pg/ml.
Para el limite de cuantificacion se usa la expresion
LC = Xn + 1OSn_1

De la que se obtiene que y tiene un valor igual a 147190.6, y al sustituirla en la
ecuacion se obtiene un limite de cuantificacién de 1.11.

Para el método de fluorescencia se hace lo mismo y se obtiene un valor de
y=32226.8 y un limite de deteccion de 3.3.

Para el limite de cuantificacion y= 93024.1 y el limite de cuantificacion es
igual a 3.3.

El limite de deteccion calculado para un elemento puede variar facilmente

en un orden de magnitud a través del uso de diferentes métodos estadisticos
(Long, G. L., Winefordner, J. D., 1983).
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Anexo 7

Contenido de acido acetilsalicilico en muestras por CLAE utilizando detector

de arreglo de diodos a A= 227 nmy de fluorescencia a Aexc= 250 nm, Aem=350 nm.

Primero se obtiene la concentracion leida para la cual se utiliza la siguiente

expresion:

CL:(y—b)

Donde:
y= area bajo la curva
b= ordenada al origen

m= pendiente

Para la concentracion real se utiliza la expresion siguiente

80



TESIS

CL X Vaf .
c. _ Pmuestra X Fd X Pppastilla
R 1000

Donde:
C.=Concentracion leida
Vaf=Volumen de aforo=10 mI=0.01 L
1000 ml=1L
Fd=100/1

V.

Fd = af
Valic

Para la desviacion estandar se utiliza la expresion:

s= [ e—-9/m-1)

El porcentaje de recuperacion se obtiene mediante la formula siguiente:

Cr

%Rec = (
Cc

)><100

La desviacion estandar relativa se calcula con la expresion siguiente:

%DER = =x 100

S
X

Lo anterior se realizé para cada muestra y los resultados obtenidos se muestran
en las siguientes tablas:

Masa CLuv | *Cr Area CL(Fluor) *Cr
Muestra (@) | Areauv mg-L*| (Uv) | Fluoresc. | mg-L* | (Fluoresc)
A-1 0.0210| 133675.5 10.7| 305.8| 198589.1 11.2 319.7
A-2 0.0210| 501742.4 10.9| 311.1 73494.6 11.0 313.4
A-3 0.0210 | 493874.9 10.9| 3114 92941.4 10.9 312.2
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A-4 0.0249 | 528699.3 12.2293.7| 100040.6 12.6 302.6
A-5 0.0249| 191119.9 12.7| 305.6 28933.1 12.6 302.6
A-6 0.0249 | 256909.7 14.4| 347.3 27618.0 12.0 289.6
Conc. Real
Promedio 312.5 306.7
Desv. Est. 18.2 10.7
Desv. Est. al
95% 19.1 11.2
% Rec 104.2 102.2
% DER 5.8 35
* mg-pastilla*
Masa CLuy | *Cr Area CL(Fluon) *Cr
Muestra (@) | Areauv mg-L?| (Uv) |Fluoresc.| mg-L*? | (Fluoresc)
B-1 0.0211 | 196007.7 13.7| 303.8| 237875.4 134 296.7
B-2 0.0211 | 624820.7 13.6| 302.4| 93010.2 13.5 298.6
B-3 0.0211 | 622554.0 13.8| 305.4| 113205.9 13.5 299.6
B-4 0.0230 | 634779.8 14.6| 296.7| 119315.2 15.0 304.2
B-5 0.0230 | 223706.0 145 295.1| 34700.7 15.0 304.2
B-6 0.0230 | 291706.9 16.4| 332.8| 33921.0 14.6 297.7
Conc.
Real 306.0 300.2
Promedio
Desv. Est. 13.7 3.3
ge;'%’%ESt' 14.4 3.4
% Rec 102.0 100.1
% DER 4.5 11
* mg-pastilla*
Masa CLuv) | *Cr Area CL(Fluor) *Cr
Muestra (@) | Area uv mg-L*| (Uv) |Fluoresc.| mg-L? [(Fluoresc)
C-1 0.0210|167811.9 12.4| 294.2| 225040.2 12.7 301.8
C-2 0.0210|575511.9 12.5| 298.7| 88019.0 12.8 305.6
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C-3 0.0210|559401.7 12.4| 294.7| 104010.5 12.3 294.1
C-4 0.0242 | 628246.9 14.4| 298.5| 116541.0 14.6 302.0
C-5 0.0242|232428.9 15.0| 309.8| 32973.1 14.2 294.4
C-6 0.0242| 301637.5 16.9| 349.5| 32895.1 14.2 293.7
Conc.

Real 307.6 298.6
Promedio

Desv. Est. 21.3 5.1
Zesg’%ESt' 223 5.4
% Rec 102.5 99.5
% DER 6.9 1.7

*mg-pastilla?t

Trabajo publicado durante la elaboracion de esta tesis:

» Fabiola J. Castro Lopez, Fidel Pérez Moreno, José L. Cadena Zamudio,
Yolanda Marmolejo Santillan, Raul Moreno Tovar y Oscar Corefio Alonso
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