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VALIDACIÓN DE UN MÉTODO DE CROMATOGRAFÍA 
LÍQUIDA PARA LA DETERMINACIÓN DE RIFAMPICINA

EN PLASMA HUMANO

Luis Moreno-Exebio1,a, Miguel Grande-Ortiz1,a

RESUMEN

Objetivos. Validar un método de cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) para la determinación de rifampicina 
(RFP) en plasma humano. Materiales y métodos. Se desarrolló un método HPLC para la determinación de RFP en 
plasma. La separación fue realizada por cromatografía de fase reversa con una columna C18 y una fase móvil compuesta 
por una mezcla de acetonitrilo y solución amortiguadora de fosfato de potasio monobásico 0,05 M (38:62 v/v) a 335 nm. 
En el cual se empleó como estándar interno rifampicina quinona (RFP-QN). Resultados. Los tiempos de retención 
de RFP y RFP-QN fueron 7,81 y 12,26 minutos, respectivamente. El ensayo fue lineal de 0,5 a 250 ug/mL Los 
parámetros evaluados de precisión, exactitud, selectividad, linealidad, recuperación cumplieron con lo establecido en 
las guías internacionales de validación de métodos bioanalíticos. Conclusiones. El método HPLC desarrollado es 
simple, específico, sensible, selectivo y lineal para un amplio rango de concentraciones de RFP en plasma.
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VALIDATION OF A LIQUID CHROMATOGRAPHY METHOD FOR 
RIFAMPICIN DETERMINATION IN HUMAN PLASMA 

ABSTRACT

Objectives. To validate the high-performance liquid chromatography method (HPLC) for rifampicin (RFP) determination 
in human plasma. Materials and methods. A HPLC method for RFP determination in plasma was developed. The 
separation was performed by reversed-phase chromatography with C18 column and a mobile phase composed of 
a mixture of acetonitrile and monobasic potassium phosphate buffer solution 0.05 M (38:62 v/v) at 335 nm in which 
standard rifampicin quinone (RFP-QN) was used. Results. The retention times of RFP and RFP-QN were 7.81 and 
12.26 minutes, respectively. The trial was linear from 0.5 to 250 ug/mL. The evaluated parameters of precision, accuracy, 
selectivity, linearity, and recovery complied with the established international standards for validation of bioanalytical 
methods. Conclusions. The developed HPLC method is simple, specific, sensitive, selective and linear for a wide range 
of RFP concentrations in plasma.
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INTRODUCCIÓN

El monitoreo fármaco terapéutico (MFT) es el 
proceso de obtener las concentraciones plasmáticas 
de un fármaco y modificar la dosis basados en los 
resultados y en la evaluación clínica para optimizar 
los beneficios terapéuticos, mientras se minimizan 
sus riesgos por efectos adversos o toxicidad. El 
monitoreo terapéutico ha sido aceptado para un 
grupo grande de fármacos, incluyendo los usados en 
el tratamiento de la tuberculosis (1). Al igual que en 
otras enfermedades, el uso de MFT en tuberculosis 

permite a los clínicos tomar decisiones informadas 
respecto al ajuste de la dosis en terapia. En otras 
palabras, el MFT puede ayudar a identificar que 
pacientes requieren mayores dosis (2,3).

La rifampicina (RFP), así como la isoniacida (INH), 
causan la mayor y más temprana reducción en el 
número de Mycobacterium tuberculosis; es por ello 
que ambas drogas son consideradas como los dos 
principales fármacos para combatir la tuberculosis y 
forma parte fundamental de los regímenes de primera 
línea antituberculosos en el Perú y a nivel mundial (4,5). 
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Se ha descrito que bajas concentraciones de RFP en el 
plasma han sido asociadas con falla al tratamiento contra 
la tuberculosis (6). Es así que, la detección temprana de 
personas que no alcanzan concentraciones plasmáticas 
adecuadas de RFP o INH, permitiría realizar un oportuno 
ajuste de dosis o un cambio de esquema de tratamiento. 
Tales ajustes no se requieren en aquellos pacientes que 
responden al régimen estándar de cuatro fármacos. No 
obstante, algunos pacientes que responden lentamente 
al tratamiento, que tienen una mala absorción, están en 
riesgo de interacciones medicamentosas o tienen otras 
enfermedades concomitantes que complican la situación 
clínica, podrían beneficiarse del MFT con intervenciones 
oportunas que pueden evitar el desarrollo de resistencia (7).

Existen, sin embargo, pocos métodos sencillos y 
rápidos para determinar la concentración plasmática 
de RFP en pacientes, lo son mucho menos los que 
emplean cromatografía líquida de alta resolución 
(HPLC). La mayoría de métodos existentes demandan 
procedimientos tediosos o requieren equipamiento 
especial (8). Es por ello que el objetivo de este estudio fue 
estandarizar un método para determinar la concentración 
de RFP en el plasma, modificando ciertas condiciones 
experimentales de los métodos ya existentes para usarlo 
en el monitoreo terapéutico de pacientes del programa 
de tuberculosis del Ministerio de Salud del Perú (MINSA).

MATERIALES Y MÉTODOS

SISTEMA CROMATOGRÁFICO

Se empleó un sistema HPLC (LaChrom Elite® HPLC 
System), el cual estuvo conformado por: una bomba 
(L-2130), un detector de arreglo de diodos (L-2455), un 
automuestreador con sistema de enfriamiento (L-2200) 
y un horno para columna (L-2350). El software para la 
recolección y procesamiento de la información fue EZ 
Chrom Elite® versión 3.2.1 (Cromatography Data System).

La columna utilizada fue C18 (PurosphereStar®) 150 x 
4,6 mm ID, el tamaño de partícula fue de 5 um (Merck 
KGaA, Darmstadt, Germany), con una precolumna 4-mm 
L X 3,0 mm ID (Lichrospher 100 RP-18e, 5 um, Merck 
KGaA, Darmstadt, Germany). La fase móvil estuvo 
compuesta por una mezcla de acetonitrilo y solución 
amortiguadora 0,05 M de fosfato de potasio monobásico 
(0,05 mol/L de fosfato de potasio monobásico KH2PO4 
ajustado a pH 3,7 con ácido fosfórico) en una proporción 
38:62 v/v, con una velocidad de flujo de 1 mL/min a 
temperatura ambiente. El volumen de inyección y la 
longitud de onda de cuantificación fueron 20 uL y 335 nm 
respectivamente. Las muestras se mantuvieron en el 
automuestreador a 5 ºC durante todo el análisis.

REACTIVOS

Se utilizaron estándares primarios de RFP y rifampicina 
quinona (RFP-QN) de la United States Pharmacopeia, 
acetonitrilo (J.T. Baker, USA), metanol grado HPLC 
(J.T. Baker, México). Además, se emplearon fosfato de 
potasio monobásico, y ácido fosfórico (Merck KGaA, 
Darmstadt, Germany) de grado analítico. Asimismo, se 
usó agua grado HPLC (18.2 MΩ), obtenida a través de 
un equipo purificador de agua Sartorius Stedim Biotech 
modelo Arium® 611 UV (Gottingen, Germany).

PREPARACIÓN DE LA SOLUCIÓN ESTÁNDAR

Se preparó una solución madre de 1000 ug/mL de RFP 
en metanol. Diferentes volúmenes de la solución madre 
de RFP se diluyeron en metanol y plasma para producir 
los estándares de calibración de RFP. Una solución del 
estándar interno de RFP-QN, se diluyó con metanol a partir 
de una solución madre para obtener una concentración final 
de 100 ug/mL. Todas las soluciones fueron almacenadas 
en tubos de polipropileno a -70 °C. Se prepararon 
estándares de calibración de RFP a concentraciones de 
0,5; 1, 5; 10; 20; 50; 100; 200 y 250 ug/mL añadiendo 
diferentes volúmenes de solución madre de RFP y 100 
uL de solución del estándar interno en 5 mL de plasma.

Se utilizó muestras de control de calidad (McC) (9,10) en 
plasma a concentraciones: baja (1 ug/mL), intermedia 
(10 ug/mL) y alta (20 ug/mL). Los estándares de 
calibración y de control de calidad fueron extraídos 
cada día de análisis con el procedimiento usado para la 
preparación de muestras.

PREPARACIÓN DE MUESTRAS

En crioviales de 2,0 mL que contienen 100 uL de estándar 
interno (100 ug/mL) se adicionó 100 uL de cada uno de 
los estándares de calibración y 100 uL de acetonitrilo, 
después de mezclar en un vórtex a 2200 rpm por 3 min, 
se centrifugó a 8000 rpm por 10 min; se inyectó 20 uL 
del sobrenadante, en el sistema de HPLC. De la misma 
manera, se preparó un blanco (plasma sin estándar 
interno) y un blanco cero (plasma más estándar interno).

VALIDACIÓN DEL MÉTODO

Se tomaron en cuenta los parámetros recomendados por 
la guía de la Food and Drug Administration (FDA) para 
la validación de métodos bioanalíticos (9) y la guía de la 
European Medicines Agency (EMA) (10). En las cuales se 
señala que los parámetros principales de validación son 
la selectividad, exactitud, precisión, recuperación, curva 
de calibración y estabilidad. Para la evaluación de estos 
parámetros se tuvieron las siguientes consideraciones:
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Selectividad. Se preparó una solución estándar de 
isoniazida, pirazinamida y etambutol de 40 ug/mL en 
metanol; inyectándose 20 uL de esta solución en el 
equipo HPLC. Estos medicamentos se seleccionaron 
porque se utilizan conjuntamente con la RFP para tratar 
a los pacientes en el esquema de primera línea del 
programa de tuberculosis del MINSA. 

Linealidad. Se preparó una curva de calibración 
analizando los estándares de RFP de 9 concentraciones 
(0,5–250 ug/mL), usando para su evaluación una 
regresión lineal de mínimos cuadrados.

Exactitud y precisión. Se realizó cinco inyecciones 
consecutivas del límite más bajo de cuantificación 
(0,5 ug/mL) y de las McC. La exactitud fue evaluada a 
través de la desviación del promedio obtenido de las 
concentraciones 0,5 (es decir, del límite más bajo de 
cuantificación), 1, 10 y 20 ug/mL (es decir de las McC) 
en relación a la concentración real del analito. La 
precisión intradía del método es determinada a través 
del coeficiente de variación de cada concentración, 
el cual no debe exceder de 20% para las muestras 
correspondientes al límite más bajo de cuantificación 
(LLOQ) y 15% para las McC. El mismo procedimiento se 
repitió durante cinco días consecutivos para determinar la 
precisión interdía.

Recuperación. Se preparó cinco inyecciones de las 
McC en plasma y en fase móvil y se comparó sus 
concentraciones. El límite más bajo de cuantificación 

(LLOQ) fue definido como la concentración más baja 
sobre la curva de calibración con una precisión de <20% 
y una exactitud ± 20%.

RESULTADOS 

En relación a la selectividad se observó que, aun 
cuando fueron analizadas bajo las mismas condiciones 
cromatográficas que las soluciones de RFP y RFP-QN, 
ninguna de las soluciones estándar de isoniazida, 
pirazinamida y etambutol (Figura 1.A) presentan señal 
que pueda interferir con el tiempo de retención de la RFP 
(7,8 min) y RFP-QN (12,3 min), conforme se aprecia en 
la Figura 1.B.

Figura 1. Cromatogramas que muestran la selectividad del método de cromatografía líquida de alta resolución para la determinación 
de rifampicina en plasma humano

A: mezcla de estándares: etambutol clorhidrato (ETB) USP Lote: HIJ063 + pirazanamida (PZA) USP Lote: ho6198 + isoniacida (INH) USP Lote: IOG205. 
B: estándar de rifampicina + rifampicina quinona (estándar interno). 
RFP: rifampicina; RFP-QN: rifampicina quinona
Nota: En la parte A se muestra que ninguno de los estándares de INH, PZA y ETB se eluye en el tiempo de 0 a 16 minutos, lo cual muestra la selectividad 
del método; en la parte B, se observa los tiempos de retención para RFP (7,81 min) y RFP-QN (12,26 minutos).

Tabla 1. Ensayo de linealidad del método de 
cromatografía líquida de alta resolución para la 
determinación de rifampicina en plasma humano

Concentración 
nominal  
(ug/mL)

Concentración 
hallada  
(ug/mL)

Exactitud  
(%) DE CV

(%)

0,52 0,49 -6,64 0,07 15,07
1,04 1,2 14,8 0,12 9,66
5,21 5,24 0,52 0,08 1,47

10,43 9,23 -11,43 0,01 0,12
20,85 21,62 3,7 0,21 0,99
52,13 54,44 4,44 0,08 0,15

104,25 104,64 0,37 0,18 0,18
208,51 198,95 -4,58 0,37 0,19
260,63 267,33 2,57 0,09 0,03

DE: desviación estándar, CV: coeficiente de variación
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El ensayo de linealidad fue medido por un análisis de 
regresión lineal de mínimos cuadrados con un factor de 
peso 1/x2 (Tabla 1). La curva de calibración (Figura 2) de 
RFP fue y = 0,019X + 0,5214 (r2=0,99), correspondiendo 
al rango de 0,5-250 ug/mL. El LLOQ obtenido con la 
concentración más baja (0,5 ug/mL) sobre la curva de 
calibración mostró una precisión de 10% (C.V.) y una 
exactitud ± 10%.

El sistema de precisión fue evaluado por área del pico 
de RFP versus el estándar interno después de cinco 
inyecciones sucesivas de los estándares de control de 
calidad (McC). Los valores obtenidos de LLOQ y McC 
se presentan en la Tabla 2.

La recuperación promedio alcanzada con este 
método fue de 86,1%. Los valores obtenidos para 
cada uno de los puntos de control de calidad se 
muestran en la Tabla 3.

DISCUSIÓN

El método de cromatografía líquida para la 
determinación de RFP en plasma humano utilizado 
en la presente investigación demostró ser bastante 
selectivo. La corrida cromatográfica (16 min), permitió 
una selectividad adecuada de la RFP respecto a 
los otros fármacos de primera línea empleados en 
el tratamiento antituberculoso. Se puede afirmar 
que este método es comparable con la separación 
obtenida con métodos más sensibles, como la 
cromatografía líquida acoplada a un espectrómetro 
de masa (HPLC-MS) (11).

Los métodos existentes para la determinación de 
RFP en muestras biológicas han sido validados en un 
rango de concentraciones que varían generalmente 
entre 0,4-20 ug/mL (12), otros entre 0,25 y 15 ug/mL (8). 
En algunos trabajos recientes se encontró valores por 
encima de 20 ug/mL (13); siendo RFP el fármaco con el 
más alto potencial de variabilidad entre los fármacos 
antituberculosos (1,14); por esta razón en el presente 
trabajo se amplió el rango de la curva de calibración de 
0,5 hasta 250 ug/mL.

La exactitud hallada estaba dentro de los valores 
recomendados por la guía de validación de la FDA y EMA, 
que indica: el valor promedio de McC deben estar dentro del 
15% del valor verdadero y 20% para LLOQ. Asimismo, la 
precisión obtenida cumple lo recomendado, el coeficiente 
de variación no excede el 15% para las McC y el 20% para 
LLOQ. Esta exactitud y precisión fue comparable a otros 
métodos de HPLC (15). El valor promedio de recuperación 
del método encontrado en el presente estudio fue 86%, el 
cual es muy similar al encontrado por Zhou et al. realizado 

Tabla 2. Límite de cuantificación, precisión y exactitud 
del método de cromatografía líquida de alta resolución 
para la determinación de rifampicina en plasma humano

Analito (n=5) LLOQ 
(ng/mL)

McC-A 
(ng/mL)

McC-B 
(ng/mL)

McC-C 
(ng/mL)

Precisión        
Promedio 0,46 1,09 10,08 20,24
DE 0,05 0,07 0,61 1,23
CV (%) 10,03 6,05 6,05 6,07

Exactitud
Concentración Obtenida 0,46 1,09 10,08 20,24
Concentración nominal 0,51 1,02 10,21 20,41
Exactitud (%) -10,16 7,12 -1,28 -0,85
DE 0,05 0,07 0,61 1,23

LLOQ: limite más bajo de cuantificación (0,5 ug/mL); McC-A: muestra 
de control de calidad A (1 ug/mL); McC-B: muestra de control de calidad 
B (10 ug/mL); McC-C: muestra de control de calidad C (20 ug/mL); DE: 
desviación estándar; CV: coeficiente de variación

Tabla 3. Recuperación del método de cromatografía 
líquida de alta resolución para la determinación de 
rifampicina en plasma humano (n=5)

McC
Concentra-

ción nominal 
(ng/mL)

 
Promedio de muestras 

(área)  Recupera-
ción (%)

 
Extraída de 

plasma
En fase 
móvil  

McC-A 1,02   1198853,20 1421914,00   84,31
McC-B 10,21 1746700,8 1959328,60 89,15
McC-C 20,41   2160241,60 2545659,00   84,86
McC: muestra de control de calidad; McC-A: muestra de control de 
calidad A (1 ug/mL); McC-B: muestra de control de calidad B (10 ug/mL); 
McC-C: muestra de control de calidad C (20 ug/mL)

Figura 2. Curva de calibración del método de cromatografía 
líquida de alta resolución para la determinación de rifampicina 
en plasma humano
Nota: Y = 0,019X + 0,5214, r2=0,99 (regresión lineal de mínimos 
cuadrados con un factor de peso 1/x2)
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en plasma de pacientes chinos (16) que alcanzó valores 
superiores al 83%.

La estabilidad de corto plazo de rifampicina en el plasma 
fue evaluada comparando las áreas de los McC durante 
las pruebas de validación, sin hallar variación respecto 
al área de RFP o RFP-QN a lo largo de corridas 
cromatográficas de más de 48 horas porque la bandeja 
del automuestreador se programó a 5 ºC.

Una ventaja del método propuesto es que este usa 
un estándar interno (RFP-QN) de fácil adquisición y 
bajo costo, en comparación con otros métodos para la 
cuantificación de RFP que utilizan estándares internos 
de difícil adquisición por ser sustancias controladas (5), 
o que usan metabolitos activos de costo elevado (17,18). 
Además, la RFP-QN es empleada en la determinación 
de contenido de RFP en capsulas de la farmacopea de 
Estados Unidos - USP 35 (19). 

Una limitación debe ser reconocida, la duración de 
la corrida cromatográfica es relativamente larga en 
comparación con otros métodos de HPLC-MS. Sin 
embargo, el método propuesto es simple, preciso y 
exacto y constituye una buena alternativa para pruebas 
de monitoreo terapéutico de RFP en el tratamiento de 
pacientes con tuberculosis. 

En conclusión, el método de cromatografía líquida 
para la determinación de rifampicina en plasma 

humano, validado en el presente trabajo constituye 
una herramienta valiosa. Su uso conjunto con los datos 
clínicos y bacteriológicos del paciente permitiría tratar 
los casos más complicados de tuberculosis de una 
manera adecuada. La validación de este método de 
cromatografía líquida de alta resolución posibilitaría 
su implementación como parte del MFT de pacientes 
del programa nacional de tuberculosis en Perú que 
se encuentren en tratamiento con drogas de primera 
línea. Gracias a este metodo se podría detectar de 
forma temprana las concentraciones plasmáticas 
subterapéuticas de RFP en pacientes que se encuentren 
en mayor riesgo de fracaso al tratamiento (20). Se 
requieren de estudios costo-beneficio para evaluar 
la factibilidad de su implementación en hospitales 
del MINSA.
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