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Resumen

En el presente estudio se realizó la validación de una metodología analítica por 
cromatografía líquida de alta eficiencia con detector de arreglo de diodos (HPLC-
DAD) para la cuantificación del ácido benzoico en complejos polielectrolíticos, 
obtenidos con Eudragit E100. Para ello se evaluaron las características de desem-
peño determinando que la metodología es selectiva; lineal en el rango de concentra-
ciones de 2 a 10 μg/mL; precisa con un RSD inferior a un 2%; exacta con un porcen-
taje de recuperación de un 98,7% y se establecieron límites de cuantificación (LOQ) 
de 0,72 y de 1,56 μg/mL para el sistema y método respectivamente. De acuerdo a 
estos resultados, la metodología analítica es adecuada para evaluar la permeación in 
vitro, del ácido benzoico incluido en los complejos polielectrolíticos a través de piel 
porcina, empleando celdas de Franz.

Palabras clave: Validación, ácido benzoico, HPLC-DAD, permeabilidad, piel de cer-
do, celdas de Franz.
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Summary

Validation of an analytical methodology by HPLC-DAD for 
the quantification of complexed benzoic acid, in an in vitro 

transdermal permeation assay using pig skin

This paper presents the studies carried out about the validation of an analytical 
methodology by high performance liquid chromatography with diode array detector 
(HPLC-DAD) for the quantification of benzoic acid in polyelectrolyte complexes 
obtained with Eudragit E100. Performance characteristics of the methodology 
were evaluated, finding that this is selective; linear in the concentration range of 2 to 
10 μg / mL; accurate with a RSD of less than 2%, exact with a recovery percentage 
of 98.7% and quantification limits of 0.72 and 1.56 μg / mL were established for the 
system and method respectively. According with this results, the analytical method-
ology is adequate to evaluate the in vitro permeation of benzoic acid, in polyelectro-
lyte complexes, through porcine skin in Franz cells.

Key words: Vitamin C, titrimetry, content determination, quality control.

Introducción

La contaminación microbiana en los productos farmacéuticos y cosméticos puede afec-
tar significativamente la calidad y el rendimiento del producto debido a la alteración 
de las propiedades fisicoquímicas, de vida útil y funcionalidad [1]. Una amplia gama 
de preservantes son utilizados para contrarrestar este tipo de inestabilidades,  los cuales 
evitan la descomposición de productos terminados al inhibir el crecimiento de bacte-
rias y hongos [2]. 

El ácido benzoico (ver figura 1) es empleado como preservante de alimentos, cosméti-
cos y productos farmacéuticos presentando una actividad antimicrobiana máxima en 
valores de pH entre 2,5 y 4,5. A pesar de ser considerado como una sustancia inocua, se 
han reportados posibles efectos toxicológicos como la generación de urticaria, eritema, 
escozor, asma e irritación cuando se aplica tópicamente [3], razón por la cual se deben 
evaluar estrategias que mejoren su perfil de seguridad. Una de las alternativas reporta-
das para optimizar las características funcionales y de seguridad de los preservantes de 
carácter ácido, como lo es el benzoico, es la formación de complejos polielectrolíticos, 
los cuales se generan por medio de las interacciones iónicas de las moléculas involucra-
das [4]. 
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En el presente estudio se emplearon dos complejos polielectrolíticos con el ácido ben-
zoico representados como: EuB Cl EuB75 25 100 y , donde Eu corresponde al polielectro-
lito Eudragit E100, B al ión benzoato y Cl al ión cloruro que actúan como contraiones. 
Los subíndices indican el porcentaje en el que cada contraión está neutralizando al 
polímero. El Eudragit El00 (Eu) es un polímero catiónico preparado por copolime-
rización de metacrilato de butilo, metacrilato de 2-dimetilaminoetilo y metacrilato 
de metilo con una relación molar de 1:2:1 (ver figura 2) [5]. Su peso molecular es de 
47.000g/mol y es ampliamente utilizado en formulaciones tópicas y orales, donde 
generalmente se considera no tóxico, no irritante, y esencialmente seguro en humanos 
[6]. La formación de este tipo de complejos generan cambios en propiedades fisico- 
químicas e incluso de actividad y seguridad, que como se mencionó pueden ofrecer 
ventajas frente a las propiedades de las moléculas precursoras. La evaluación de la segu-
ridad de moléculas y productos de aplicación tópica y en este caso de los complejos, 
puede ser valorada por medio de ensayos in vitro en celdas de Franz, considerado como 
uno de los principales métodos para determinar la penetración transepitelial [7].
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Figura 1. Estructura química del ácido benzoico [5]. Peso molecular: 122,13g, pKa: 4,19, solubili-
dad en agua: 0,29 g en 100 ml.
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Figura 2. Estructura química del PE Eudragit® E100 [7].
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Las celdas de Franz tienen dos compartimentos separados por una membrana sintética 
o natural (piel), uno donor y otro receptor en el que se muestrea periódicamente para 
evaluar la cantidad de compuesto que ha penetrado a través del tejido en el tiempo [8]. 
La estructura de la piel difiere de una especie a otra, sin embargo, el reemplazo de la piel 
humana por piel animal es aceptable para estos estudios, ya que esta última se encuentra 
sujeta a consideraciones éticas nacionales e internacionales y no siempre es accesible 
[8]. La piel de cerdo es apropiada como reemplazo de la piel humana debido a simili-
tudes morfológicas y funcionales, demostrando una correlación eficiente (r) de 0,88 
(p <0,0001) como sustituto en los estudios de penetración in vitro, siendo la oreja de 
cerdo una de las partes más apropiadas como reemplazo al presentar espesores similares 
en las capas de la piel [9].

Se pueden preparar membranas de diferente espesor para experimentos in vitro, sin 
embargo, para cortes efectuados con dermatomo son utilizados valores entre 400-700 
µm [10]. Como medio receptor se emplean soluciones salinas ajustadas a pH 7,4; simu-
lando las condiciones del fluido biológico en términos de pH y fuerza iónica, debido a 
la temperatura superficial de la piel el medio receptor se debe mantener a 32 °C y, tam-
bién, se debe garantizar que la cantidad máxima de la sustancia no exceda entre el 10 % 
y 20 % del valor de su solubilidad total en el medio (condiciones sink) [11].

Las metodologías analíticas, empleadas para la cuantificación de moléculas en estu-
dios con muestras biológicas, pueden influir en la evaluación e interpretación de los 
datos obtenidos, por ello es esencial emplear métodos analíticos bien caracterizados 
y validados para obtener resultados fiables que se puede interpretar adecuadamente. 
En la literatura se han reportado diferentes metodologías analíticas para la determina-
ción del ácido benzoico en productos farmacéuticos y muestras biológicas [14, 15], sin 
embargo, a la fecha no existe una metodología específica para evaluar este compuesto, 
que se encuentra complejado y que entra en contacto con piel porcina. 

Considerando lo anterior, en este trabajo se realizó la validación de una metodología 
analítica por HPLC–DAD para la cuantificación de ácido benzoico a partir de com-
plejos polielectrolíticos, con el propósito de obtener resultados confiables y apropiados 
para la interpretación adecuada del perfil de permeación y seguridad del ácido benzoico 
incluido en los respectivos complejos (EuB Cl EuB75 25 100 y ).

Materiales y métodos

Materiales

Ácido benzoico (99%) Sigma Aldrich (E.U, lote: 09128 DCV); acetonitrilo grado 
HPLC Tedia (E.U., lote: 905154); ácido fosfórico (85%) Carlo Erba (E.U, lote: 
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8C109098E); cloruro de sodio J.T Baker (E.U., lote: t10c54); ácido clorhídrico 2,39 
M; Eudragit E100 (Alemania, lote: B140101519); complejo EuB Cl75 25; complejo 
EuB100; agua grado HPLC.

Equipos y condiciones analíticas

Para la realización de los ensayos de permeación se utilizaron celdas de Franz estáti-
cas marca PermeGear (E.U.) con área de difusión promedio de 1 75 0 02 2, ,± cm  y 7 
mL de volumen, baño termostatado Lauda (E.U.), plancha de agitación multipunto 
IKA modelo RO 10 PS1 Werke (Alemania), dermatomo Aesculap-B.Braun modelo 
ACCULAN 3Ti, calibrador digital Thomas Scientific modelo 1235C55, tewame-
tro Courage+Khazaka® modelo TM 300 (Alemania), potenciómetro Hanna refe-
rencia HI 2221 (E.U.), ultrasonido Cole-Parmer modelo 8891 (E.U.), sistema de 
purificación de agua Direct-Q® (E.U.), equipo de filtración al vacío, balanza analítica 
(sensibilidad de 0,001 g y 0,0001g) marca Ohaus serie Pioneer (E.U.), micropipetas 
(10-100 µL y 100-1000 µL) marca Select BioProducts (E.U.); filtros Millex (Millipore 
Corporation, E.U.) de 0,45 µm. La cuantificación del ácido benzoico por HPLC-DAD 
se realizó en un cromatógrafo Shimadzu (Kyoto, Japón), serie Prominence de bomba 
binaria LC-6AD, con detector de arreglo de diodos (DAD) SPD-M20A, horno 
CTO-20A, desgasificador DGU-20As, procesador de datos software LCsolution ver-
sión 1.25, automuestreador SIL20-A, columna Kinetex C18, de 4,6 x 150 mm y 5 µm 
de tamaño de partícula, temperatura isocrática de 35 °C, eluyente: ácido fosfórico (1 
%)/ acetonitrilo (70:30 v/v), flujo 1 mL/min, volumen de inyección 10 μL y longitud 
de onda 226 nm.

Material biológico

Para el desarrollo de los ensayos de permeación se empleó piel de orejas obtenidas de 
cerdos recién sacrificados de peso entre 80-100 kg y con edad promedio de 4-6 meses 
procedentes del Frigorífico Guadalupe S.A.S (EFEGE), estas fueron retiradas y almace-
nadas inmediatamente en solución de NaCl 1M [12] bajo condiciones de refrigeración 
(4-8 ºC). Una vez transportadas, se verificó que la piel no presentara ningún tipo de 
lesión, mancha o tatuaje, realizando cortes de piel de espesor de 600 µm a las muestras 
con criterios de aceptación adecuados. Finalmente, se determinó la integridad de la piel 
a través de la medición de pérdida de agua transepidermal (TEWL), seleccionando 
pieles porcinas con valores inferiores a 35 g/h/m2. Todos los experimentos fueron rea-
lizados siguiendo las consideraciones éticas en cuanto a la investigación biomédica con 
animales y con el aval del Comité de Ética de la Facultad de Ciencias de la Universidad 
Nacional de Colombia (Acta Nº 07 de 2015).

Preparación de soluciones de trabajo

Para la validación del sistema y del método se prepararon soluciones madre de ácido 
benzoico (SM-AB) de 125µg/mL, realizando las diluciones correspondientes para 
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obtener un rango entre 2 µg/mL y 10 µg/mL de la curva de calibración. Con relación 
a la validación del método se empleó como medio de disolución NaCl 0,9% ajustado a 
pH 7,4; el cual permaneció en contacto con los cortes de piel de oreja durante 24 horas 
a 32 °C simulando las condiciones del ensayo de permeación.

Idoneidad del sistema

Para establecer la idoneidad del sistema cromatográfico se preparó una solución de 
ácido benzoico de concentración 10 µg/mL la cual se inyectó 10 veces al cromatógrafo. 
Se determinaron los siguientes parámetros: factor de asimetría, número de platos teó-
ricos, factor de capacidad y precisión de la inyección.

Validación de la metodología analítica

Con el fin de garantizar que las características de desempeño del método son adecua-
das y confiables para la cuantificación del ácido benzoico, en los complejos durante los 
ensayos de permeación [13], se realizó la validación de la metodología con base en las 
directrices establecidas por la conferencia Internacional de armonización (ICH) guía 
Q2 (R1), así como los lineamientos de la Guía para la industria de validación de méto-
dos bioanalíticos de la FDA [14].

Especificidad

Para la evaluación de la especificidad se analizaron los componentes de la fase móvil 
(ácido fosfórico al 1% y acetonitrilo), medio de almacenamiento para las orejas de cerdo 
(NaCl 1M), EudragitE® 100, ácido clorhídrico 2,39M, 10 muestras de blanco de matriz 
obtenidas de los ensayos de permeación cuyo montaje se realizó con 10 pieles de oreja 
porcina de diferente procedencia en las celdas de Franz a 32 °C, empleando NaCl 0,9% 
ajustado a pH 5 en el compartimento donor y pH 7,4 en el compartimento receptor. 
Después de 24 horas de duración del ensayo se tomaron alícuotas de 500 µL del com-
partimento receptor y se analizaron, estableciendo como variables de especificidad a eva-
luar: el tiempo de retención (tr) del ácido benzoico con una ventana de detección menor 
al 3%, los espectros de absorción molecular (EAM) y la pureza espectral del pico.

Linealidad 

Partiendo de tres SM-AB se prepararon soluciones por triplicado de concentraciones: 
2, 4, 6, 8, 10 µg/mL tanto para el sistema como para el método. El análisis respectivo de 
la pendiente e intercepto se realizó por medio del estadístico t de Student y la regresión 
fue evaluada a través del análisis de varianza (ANOVA). Como criterio de aceptación 
para el estadístico t asumiendo 13 grados de libertad (GL) se tuvo en cuenta un t crítico 
de 2,1604, y en el caso del ANOVA un F crítico de 4,667 con GL en el numerador de 
1 y en el denominador de 13. Tanto para el estadístico t como para el ANOVA la pro-
babilidad seleccionada fue del 95%.
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Precisión

La evaluación de la precisión fue llevada a cabo a tres niveles de concentración (2, 6, 
10 µg/mL) para el sistema y método. En el caso de repetibilidad (niveles intradía) se 
prepararon por triplicado cada uno de los niveles de concentración, con el mismo ana-
lista, equipo y día. Para la precisión intermedia (niveles interdía) se prepararon por 
triplicado cada uno de los niveles de concentración, con dos analistas y en tres días 
diferentes. La repetibilidad se reporta en términos del coeficiente de variación prome-
dio ponderado (RSDp), teniendo como criterio de aceptación un RSDp ≤ 5% para el 
sistema y ≤ 15% para el método [14, 15]. Adicionalmente, se evaluó a través del RSDp 
empleando el test de Cochran con un G crítico de 0,8709, asumiendo k y n = 3 y nivel 
de confianza del 95%. En el caso de la precisión intermedia se evaluó mediante un aná-
lisis de varianza (ANOVA), asumiendo un nivel de confianza del 95%, un F crítico de 
4,1034 con GL en el numerador de 1 y en el denominador de 48, para el factor analista 
y un F crítico de 3,183 con GL en el numerador de 2 y en el denominador de 48, para 
los factores día y réplica. 

Exactitud

Se prepararon por triplicado soluciones de concentración 2, 6, 10 µg/mL. Derivado de 
los estudios de linealidad se calculó el porcentaje de recuperación; la exactitud debe 
encontrarse entre 98 % y 102 %. Adicionalmente, se realizó el análisis correspondiente 
por medio del estadístico t Student, asumiendo un nivel de confianza del 95%.

Límites de detección y cuantificación

Para la determinación de los límites de detección (LOD) y cuantificación (LOQ) se 
prepararon 10 curvas de calibración del método y sistema en el rango de 2 a 10 µg/mL.

El límite de detección (ver ecuación 1) y el límite de cuantificación (ver ecuación 2) 
fueron calculados con base en la desviación estándar de los interceptos de las líneas 
de regresión (Sa) y de la pendiente (b) de la curva de calibración del método y sistema 
respectivamente.

Ecuación 1: límite de detección [13]                        Ecuación 2: límite de cuantificación [13].

     LOD b
Sa

LOQ b
S

= =
3 10
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Resultados y discusión

En el análisis cromatográfico para comprobar la idoneidad del sistema se considera-
ron los siguientes parámetros: factor de asimetría, número de platos teóricos, factor 
de capacidad y precisión en la inyección (% RSD); de acuerdo con la tabla 1 es posible 
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afirmar que el sistema cumple con los criterios de aceptación y por lo tanto es adecuado 
para el análisis requerido. Ni la selectividad, ni la resolución fueron factores conside-
rados pues estos parámetros se relacionan con la posición y separación de dos o más 
compuestos en una mezcla, debido a que las muestras a evaluar no son mezclas y en el 
cromatograma solo se evidencia un compuesto (ácido benzoico), la determinación de 
estos no se estableció [16]. 

Tabla 1. Parámetros idoneidad del sistema cromatográfico.

Parámetro Valor Criterio de aceptación

Factor de asimetría 1,22 <2

Número de platos teóricos 10512 >2000

Factor de capacidad 1,7 <1,9

Precisión de la inyección (RSD) 0,2% <2%

El ácido benzoico presentó un tiempo de retención de 3,84 +/- 0,02 min siendo apro-
piado para la realización de análisis rápidos y de bajo costo sin interferir con la señal de 
la matriz. Por medio del espectro de absorción molecular (ver figura 3) de una muestra 
del estándar del ácido benzoico a 6 µg/mL se determinó que la longitud de onda de 
máxima absorción (λ max) era de 226 nm, utilizándose este valor para la realización del 
análisis de las muestras. 
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Figura 3. EAM Ácido benzoico. Procesado con el software LCsolution.
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Por medio de la comparación de los tiempos de retención de los cromatogramas obte-
nidos de las muestras de los componentes de la fase móvil (ácido fosfórico al 1% y 
acetonitrilo), medio de almacenamiento para las orejas de cerdo (NaCl 1M), compo-
nentes de los complejos EuB Cl EuB75 25 100 y  (EudragitE 100 y ácido clorhídrico 2,39 
M) y de los blancos de matriz de piel porcina sin ácido benzoico, se determinó que 
no se presentaban interferentes en el tiempo de retención del ácido benzoico, puesto 
que no se identificó ninguna señal adicional como se observa en la figura 4. Adicio-
nalmente, se verificó que ninguna de las muestras modificaba el EAM y la curva de 
similitud no se cruzara con la línea umbral, como es lo esperado. Esto indica que tras la 
comparación del espectro medio del pico con el resto de espectros, a medida que eluye 
el analito, no se presentan interferentes ya que la relación entre los mismos es 1 (índice 
de pureza de pico), como puede verse en la figura 5. Por lo tanto, la metodología ana-
lítica empleada garantiza la obtención de una señal inequívoca y específica del analito 
sin ningún interferente.

Uv

30.000

20.000

10.000

0

0,0                        2,5                         5,0 min

LOQ Método
LOQ Sistema

NaCl
Fase Móvil A (H3PO4)

Fase Móvil B (ACN)
HCl

Eugragit E 100
Muestra blanco de matriz

Figura 4. Cromatogramas de la evaluación de especificidad. Datos procesados con el software 
LCsolution.

Por otro lado, en la figura 6 se observan las curvas de calibración para el rango de con-
centraciones del ácido benzoico para el sistema y método. El rango de concentraciones 
se seleccionó considerando la ley de Lambert y Beer que establece, con base en el coefi-
ciente de absortividad, el rango de concentraciones en el cual se espera que la curva de 
calibración sea lineal [17]; de esta manera se empleó la mínima concentración posible 
para cuantificar pequeñas cantidades de ácido benzoico en los ensayos de absorción.
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Figura 5. Pureza de pico ácido benzoico. Procesado con el software LCsolution.
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Figura 6. Curvas de calibración ácido benzoico (método y sistema).

Para evaluar el intercepto, la pendiente y el coeficiente de correlación de las curvas de 
calibración del sistema y método se plantearon pruebas de hipótesis las cuales fueron 
analizadas por medio del estadístico t Student (ver tabla 2).
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Tabla 2. Análisis estadístico t Student para el intercepto, pendiente y coeficiente de correlación de 
las curvas de calibración del sistema y método.

Parámetro Ho t estimado t tabla Criterio Resultado

Sistema

Intercepto a = 0 0,15 2,1604

t est >t tab. Se 
rechaza Ho

No se rechaza Ho

Pendiente b = 0 27,23 2,1604 Se rechaza Ho

Correlación No hay correlación 
entre x-y 24,546 2,1604 Se rechaza Ho

Método

Intercepto a=0 -0,03 2,1604

t est >t tab. Se 
rechaza Ho

No se rechaza Ho

Pendiente b=0 12,28 2,1604 Se rechaza Ho

Correlación No hay correlación 
entre x-y 11,07 2,1604 Se rechaza Ho

De acuerdo con los datos obtenidos, se observa que con relación al intercepto se pre-
senta un t estimado para el sistema y método menor al t tabulado, por lo que no se 
rechaza la hipótesis nula y en consecuencia se puede afirmar que el intercepto con el 
eje Y no es significativamente diferente de cero. Respecto a las pendientes y coeficien-
tes de correlación para el sistema y método, el t estimado es mayor al t tabulado, por 
tanto no se acepta la hipótesis nula, obteniendo como resultado que las pendientes son 
significativamente diferentes de cero y que existe una correlación significativa entre los 
valores de la concentración de ácido benzoico (eje X) y las áreas obtenidas de los picos 
de absorción para las concentraciones dadas (eje Y). 

Adicionalmente, para evaluar la regresión y la dispersión de los datos entre las réplicas 
para los diferentes niveles de concentración analizados se empleó el ANOVA y estadís-
tico de Fisher (F) (ver tabla 3). Respecto a la regresión el Festimado > Ftabulado, por lo tanto, 
la hipótesis nula (Ho) “la regresión no es significativa” se rechaza, demostrando que 
la regresión es significativa para el sistema y método. De manera análoga, estadística-
mente no hay un desvío significativo de la linealidad ya que el F estimado < F tabulado, 
por lo tanto la Ho, “el desvío no es significativo”, se acepta. 

Considerando los resultados obtenidos en los test realizados, y con base en los paráme-
tros evaluados, es posible afirmar que la metodología analítica garantiza la linealidad 
del método y del sistema en el rango de concentraciones establecidas.
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Tabla 3. Análisis de varianza (ANOVA) y estadístico de Fisher para determinar la regresión y desvío 
significativo de las curvas de calibración del sistema y método.

 Parámetro Grados de 
libertad (gl)

Suma de 
cuadrados 

(SC)

Cuadrado 
medio (CM) Fo Ft

Sistema

Regresión 1 3,466 E+11 4,466E+12 741,5 4,66
Falta de 
ajuste 3 196749856,9 65583285,6 0,111 3,25

Error 
residual 13 6076536592 467425891,7

Error puro 10 5879786735 587978673,5
Error total 14 3,527E+11

Método

Regresión 1 3,355 E+11 3,355E+12 150,8 4,66
Falta de 
ajuste 3 6645712995 2215237665 0,995 3,25

Error 
residual 13 28916432490 2224340961   

Error puro 10 22270719495 2227071949   

Error total 14 3,644E+11    

Como se indicó anteriormente, la repetibilidad (precisión intradía) fue evaluada a tra-
vés del Test de Cochran (estadístico G); en la tabla 4 se observa que el Gexp < Gtab por 
lo que no hay diferencia significativa entre las varianzas de los niveles de concentración 
evaluados. De manera complementaria, los RSDp para la curva de calibración del sis-
tema y del método son 5% y 15 %, respectivamente, cumpliendo con las especifi-
caciones establecidas [14, 15]. 

Tabla 4. Test de Cochran para evaluación de repetibilidad (precisión intradía) en las curvas de cali-
bración del sistema y método.

Sistema Método

Concentración 
(µg/ml) 2 4 6 Concentración 

(µg/ml) 2 4 6

X 111504 313384 533256 X 116216,3 343415 515636

S 183337 2345222 1120426 S 108854444 1019529442 5779349044

C,V (%) 0,384 0,489 0,198 C.V (%) 14,5 9,298 14,7

(Continúa)



436

Laura A. Martínez, Jorge A. Martínez, Yolima Baena

Tabla 4. Test de Cochran para evaluación de repetibilidad (precisión intradía) en las curvas de 
calibración del sistema y método. (Continuación)

Sistema Método
Concentración 

(µg/ml) 2 4 6 Concentración 
(µg/ml) 2 4 6

RSDp 0,377 RSDp 13,1

Gexp 0,643 Gexp 0,816

Gtab 0,8709 Gtab 0,8709

Ho No hay diferencia significativa 
entre varianzas Ho No hay diferencia significativa entre 

varianzas
Criterio Gexp > Gtab, se rechaza Ho Criterio Gexp > Gtab, se rechaza Ho

La evaluación de la precisión intermedia (interdía) se determinó a través del ANOVA a 
tres niveles de concentración (2, 6, 10 µg/mL). Empleando el estadístico F se evidencia 
que para el sistema y el método el F estimado es menor al F tabulado (ver tabla 5), en 
todas las fuentes de variación esperadas (analista, día y réplicas), por lo que no existe 
variación significativa en los resultados obtenidos con analistas y días diferentes.

Tabla 5. Análisis de varianza (ANOVA) y estadístico de Fisher para determinar la precisión inter-
media en las curvas de calibración del sistema y método.

Fuente de 
variación

Grados de 
libertad (gl)

Suma de 
cuadrados (SC)

Cuadro medio 
(CM) Fo Ft

Sistema

Analista 1 314466987,9 314466987,9 0,009006883 4,04
(1, 48, 0,05)

Días 2 1261825396 630912698 0,018070439 3,19
(2, 48, 0,05)

Réplicas 2 443368645,3 221684322,7 0,006349425 3,19
(2, 48, 0,05)

Error 48 1,67588E+12 34914076538
Total 53 1,6779E+12

Método

Analista 1 1748946738 1748946738 0,048226918 4,04
(1, 48, 0,05)

Días 2 919936125,4 459968062,7 0,012683543 3,19
(2, 48, 0,05)

Réplicas 2 1061681011 530840505,4 0,014637839 3,19
(2, 48, 0,05)

Error 48 1,74072E+12 36264949533
Total 53 1,74445E+12
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Los resultados obtenidos permiten establecer que la metodología analítica es precisa 
para los diferentes niveles analizados (repetibilidad y precisión intermedia).

Considerando la ecuación de la curva de calibración del sistema, se determinó que el 
porcentaje de recuperación de la metodología analítica es 98,7%, por lo tanto, cumple 
con los criterios de aceptación requeridos para la exactitud. 

Adicionalmente, el análisis realizado con el estadístico t de Student (ver tabla 6) evi-
dencia que el t estimado < t tabulado, lo cual conlleva a aceptar la Ho y concluir que el 
porcentaje de recuperación no es significativamente diferente de 100, por lo tanto, la 
metodología analítica es exacta para la cuantificación del ácido benzoico en la matriz 
biológica empleada. 

Tabla 6. Análisis estadístico t Student para la evaluación de la exactitud de la metodología analítica 
empleada.

Variable Ho Criterio t exp t tab Resultado

%Rpromedio 98,74433369
%R no es 
diferente 
de 100%

t exp > t tab

Se rechaza 
Ho

0,286021528 2,306

No se 
rechaza Ho

S2 169,1289369

C.V 13,17033361

El límite de cuantificación (LOQ) fue de 0,72 y 1,56 µg/mL para el sistema y método 
respectivamente, el valor del límite de detección (LOD) para el sistema fue de 0,23 µg/mL 
y de 0,51 µg/mL para el método, por lo que todos los niveles de concentración de la curva 
de calibración del sistema y método pueden ser cuantificados con exactitud y precisión 
(ver tabla 7). 

Tabla 7. Pendiente y desviación estándar de las curvas de calibración del sistema y método para el 
cálculo de los límites de cuantificación y límites de detección.

Pendiente de curva de calibración  
y desviación estándar LOQ LOD

Sistema
Sa 53745

0,72 µg/mL
0,23 µg/mL

b 3784,31501

Método
 Sa 52878

1,56 µg/mL
0,51 µg/mL

b 8263

La metodología analítica validada permitió determinar el flujo y el coeficiente de per-
meación del ácido benzoico, evaluados a través de piel de cerdo en condiciones de dosis 
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infinitas, empleando las celdas de Franz. De manera similar, fue posible cuantificar al 
ácido benzoico, sólo y complejado, en concentraciones normales de uso (dosis finita), 
para evaluar si los complejos ofrecen ventaja en términos de seguridad frente al ácido 
benzoico. Las concentraciones estudiadas estuvieron comprendidas en el rango de 
concentraciones evaluadas a lo largo de la validación, siendo posible cuantificarlo con 
precisión, exactitud y especificidad en valores comprendidos alrededor del límite de 
cuantificación.

Conclusiones

Se implementó una metodología analítica por HPLC-DAD para evaluar la permeación 
in vitro de ácido benzoico a partir de complejos polielectrolíticos a través de piel porcina. 
Dicha metodología resultó específica, lineal en el rango de concentraciones de 2 a 10 μg/mL,  
precisa (RSDp 5 % y 15% para el sistema y método), exacta con un porcentaje de recu-
peración de 98,7%, con LOD de 0,23 µg/mL (sistema) y de 0,51 µg/mL (método) y con 
LOQ de 0,72 y de 1,56 μg/mL para el sistema y método respectivamente.
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