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1. TtffRODUCCION 

Diversos fármacos que act..úan sobre el sistema nervioso 

central _pueden aumentar el apelilo como efec~cs 

5Etcundarios. La maycr parte de e5t.05 fármacos- int..er:act.üan 

en una u ot.ra forma con los rr.ecani smO,s 
·,.·;:'\·_,' 

,·éer_ebrales 

monoamínas:, pero la 

-~':limulanles del_ apelilo no es clara 'Cl.E!:>. -

En el· int.ent.o de buscar f.irmacos est.imulant.es del 

ápot.i~o se encontró el Dihexazin el cual est.A compuesto por 

el Piridoxal 5 fosfato CP5F? y la Clprohepladina. Esle es 

un ant..ianoréxico que tiene vent..ajas sobre et.ros. debido a. 

que ~u mecanismo de acción se ba-sa excl osi vamcnte a una 

mayor ingestión de al1mcnt.os. inducida por el estimulo del 

apet.H .. o. Est.o h:ice que el aumento de peso sea de t.i po 

e'xégeno _y que en la acción de este c.::irr.puP.st.o no intervenga 

en la exi st..enci a de hiperfunc16n 
:o:,':- ·<L'. .. ":., 

_ ·-·-- :·~?~~~cos_upr:aÍ"'f~r:&~l con un a.ument.o de retención acuosa ni de 

un ,hipot.1raidis~ c3. 4J . 

. Usualment.e el método que se emplea s:ara analizar el 

Di hexazin es el e:;peclrofot.ométrico, en el cual se 

det..ermina la absorbancia a 2.S5 nr.i, ::;iendO la longitud de 

onda máxima de 285 nm para la Ciproheptadina y de 295 nm 



par·a el P5F • sin 'C:rz..o·a~·go; .. _~'t~; ·~-é~~~·~.~fen~-~la:,'desvent.aja 
de no d:et.~~ar .. ·1:?;!; ~S~-~l~s-~:.-p.~--~h·~·~~~'.:4~··,:·:_:~~r~~ación que 

¡:ludier:a conteOer.: .Como·"- inpur·eza:s: ~l' Di'héiaz~~:. ·~: .. Cso. no se 

puede con~iderar· ·~~~:i°:f.~·~6:-'-« · .·:, .. ". · 

Ac.t.ualrr.ent.e no_ . ..:se encuentra deS!==iilo en la lit.era.tura 

ningún n:ét.odo analH.ico por el cual se pueda lograr la 

separaci6n.iden~ificaci6n y cuant.ificaci6n de l·os 

componen~es del Dihexazin'C5). 

Dicha problemática crea la necesidad de buscar un 

mét.odo que sea capaz de resolver esle t.ipo de problema. • 

una de la:; allernat.ivas más viables es ta Cromatograf1a 

Liquida de Alta Presión CCLAP). que fue descri"a entre 1967 

y 1959 por Kicklan. Hovath, Preiss y Lipsky (6) . El 

desarrollo de e~ta técnica ha ~enido grandes avances den~ro 

de la Industria Quimico Farmaceút.ica, ya que por est.a 

_prcceso se pueden analizar compueslcs altamente polares. no 

y t.é:-rr.icamente est.ablP.'$ qtJe con 

a~t~riO-ri~á:C( pre.sent.at:'an Cificult.adP.s An su separac10n y 

curn• .. ificaci6n. 

Por el uso de est.e método los compuest.os pueden ser 

determinados con elevada sensibilidad. rapidéz. seguridad y 

resolución. Por t.al moti'lo, el present.e trabajo planlea la 



p'.Olsibilidad de est.ablecer un método analit.ico .por 

Cromalografia_ Liquida de Al t..a Pre~ión :que sea precise 

exact.o_ y r:cprcduc:ible._ para la ident.lficación, separación y 

cuant.ificaciór del P5f y Ciprohept.aina en Dihexazin. 

2. OBJETIVOS 

e.l OBJETIVO GENERAL. 

Desarrollar y validar est.adist.icamenle un mét.odo 

anallt.ico por Cromat.ografia Liquida de Ali.a Presión para la 

sepraci6n, ider.lificaci"6n y cuantificación de Piridoxal 5 

fosfat.o CP5F? · y_Ciprohept.adina en' Dihexazin. 

e.e OBJETIVOS ES!'ECIFICOS. 

l. Oisef!ar un mét.odo para det._erminar cuant.it.at.ivament.e 
' . 

las caract.ertst.icas del P5f y C1prohept.adina por· separado y 

coma componentes del Dihexazi.n:·~~ili,~an~O Cromalografia de 

L!qtJidos a Ali.a Presión , 

des arrollado. 
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3. DS!t..~rminar las concent..rai.:1onl!;ls del P5F 

Ciprohepladina en el Oihexa~in con al método dlsenado. 

4. Est:andari::ar el. Ut..ilizando lrJs 

procedimie_rít.."'.s est.adist.icos exÚt.ent.es •• 

. 5. Apli'.°ar el tr.ét.odo estandari::ado para det.ect.a.· las 

~si~les_,- i~pureza_s o prcduct.os do degradación que ptidier~n 

for.ni.irSEtº en el Oihexa:i~ al ser sometido a factores 

axter_nos. 

3. MARCO TEORICO. 

3.1. GENERALIDADES SOBRE CROHATOGRAFIA. 

3.1.1. DEFINICIOtf. 

La Cromat.ografia es un mét.odo que,-permit..e·.<separ:ar, _ 

aislar e idemt.ificar los componant.e5- .. d~~---·-~~ª-<~'·maZC_l_a __ de: 

compuestos quimicos mediant:e la éi~t("ib~~i?~.--,d_e, ~~a .muestra 

ent.re do~ fa$eS-. Una -·estacionaria-y_ oL~~~-m;;,:i~:l.:__~-!!·:_ 

3.1. a. DESARROLLO HISTORI CO. 

En 1850 Runge describió la formación de zonas 

11 



coloreadi5- .Cuando '·-goteaban Sust.áncias coloJaant.es .. s~bre 
··. ;~ ·-~ ; 

papel secante .. Fué ·~n 190S cuando se u1.l.11:taron por .prirr.era . 

··~1e;:.- ·l·a~~:·; t.~i~i'~a;~. ~~-~~ho.9~át~~~~:··' ~·~r-~~-·:~~~~rar ~zclas_ de 

gases y · v.iporeS ·y :al.·.: ~~o·: .'~~i~J~~~~e · Íu•f é~p~eada la 

·cromal.ograf:ia :d~· El~ciÓn por .eL Bol.áni::o Ruso ·Ts-.iel.I. en un 

e:cper1 ment.o._que. ·t.e~1a :-Po'r · ~bj-~~~- ·1a Sep·~~.ácí~~·:··de · .. c1or:-~ri.1a 

de ext.:-act.os vegetales. Do a.qui el ·orig·~~ .d,~"::.:¡-:;_ J?il~:a~-~ 

Cromat.ografia que lit.eralmenle 

Color ... 

Harold C10) realizó una invcsl.igación bi.bliográfica 

co!}\_ple.ta con respecto a est.e t.ema. en ella menci~na_·.,Ciu~·~ la 

Cromatoarafia pe-rmaneció ignorada durant..e ·.aftoS ·hasta ·que en 
1 

1930 el invest.igador StJeco Tselius y ~us colaboradores. 

inLrodujeron dos -t..énicas. el ... Análisis Fr:ont.al •• y 'el 

'"An<ili~i:::; ;:or Desplazamient.o'"; técnica:¡ que han caldo en 

desuso. En·l941 Mari.in y Synge inl.roducen la Cromatografía 
_.- .. - ·., -

de Repar \.o. E:;t.a \.écni ca .e·rol uci o,;¿ r ápi damer. te. lL egando a 

ser lo· que ahora sa conoce como Croma .. grafia en Papel y ... _., 

una' varsÍ.6n .lirñi't..ada de Cro~togr<"-fia Liquido - Liquido en 
- -- -¡--

Columna. 
1 

1 
En 195a, Martin y Jaimes in\.rodujeron la Cromatcgrafia 

de Gases la cual se ha convert.ido en una de las técnicas 

analit.it:as más ú\.iles para el anális.is de gases y 

12 



compuest.os o:g~~i.c6s '·rol!lt.,iles;~,y no fué hast.a 1968 r.uando 

se _.pr~Ujo:<Un: _.a-.... ~~ce_·:·c~~~ide'~able en la Cromat.ogra.fia 

L1qui?a: Est.e '.'::''.'nce:s;; debió a la introducción de altas 

pi"e~iori~;-. ~·~·· ~~~·~~·i\:,~-~::i'· ~ ·sfst.emas da:t det.ecci6n cont.1nt1a. '. < ::, '.-.. ':" ··:: 
Ac~u~.lm~_nt.0'. est.a técnica se conoce con>o Crom¿at.ografla 

LlqtJi;da·'· de Al t.a Presión la cual ha resultado una 

cont.ribuci6n SiCJnificat.iva para los allálisis farmacetít.icos. 

bioquimicos y clinrcos.C 11) 

3.1.3. METODOS CROHATOG~ICOS. 

:;e· pueden establecer dos principios de procesos 

cromat.cgráficos .. Croma \.ogr afia por Part.ición" y 

.. Cromat.cgrafia por Adsorción... En ambos casos hay que 

considerar una fa.se m6•11l .que puede ser un gas o un liquido 

y una fase estaciona:""i.a liquida o ~Olida. Si la fase 

estacionaria es sólida el _proceso se produce por adsorción 

y cua:'ldo es liquida por part..ic:í6n, y de acuerdo a ta 

·naturaleza de la fa5e móvil se puede clasifiear en 

""Cromat.ografia de Gases .. y ·'"Cromat.ografla de Líquidos··. las 

cuales se subdividen en diferentes t..ipos. 



3. ! . 4 TI POS DE CP.OMATOORl\fi A 

j C?.C.'!.Ub.EAFI A¡ 
f UQ-S'.J'_ 1 

l CROMATO<':ñ<.1'.Fl: A I 
1 

¡CRCHATC<óRAFIAI JCRO:'.AT:•.;RArJ:A¡ 
l. UQ-L.IQ I ! Ir-ITE?.CA!-!9IO 

romeo 

¡=w.rÓGP..Ar-IA/ JCR0!1A1b:JJ'IAI ¡ PERMEACIOI! I f FIL.TRAC!Otl f 
1 ENGEt. 1 1 EN GEL , 

3. 1. 4. 1 atCMTOGP...AFIA LIQUIDO - SOUOO. 

E¡ :cecanist:e de sepal"acíón de la Cromatogra!"ia Uquido 

;. ::Clido. o de Aá,;on::íón ,;e basa en la compet.encía que 

exist.e ent.re las moléculas de la muest.ra y las de la tase 
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::T.r!l ;¡:::cr o=:upar los sit.ios act.iVc5 en la superficie; de,_un 

sólido. 

Las t.écr.J.ca:; de CLAP también se ptJeden ctasiCicar de' 

a:t:e:"::!o con la na.' ... urale-z.a de la fa::e móvil ; y tcnier.do en 

c--..:enta :;u polarid.J.d en r.el.:ici6r.. con la fase estacionaria 

-I..a ~c::iat.og:-af!a en fase normal. La fase est.acionari~ 

es de nat.uraleza ruert.ement..e polar y -ia> r·á.SO. :iilóViI' es 

apolar. 

-La Crocato¡rafia en "fase 

:::évil es un 11 qui do polar . 

3.Z COHCEPTOS BASICOS DE LA CLAP. 

Para resol '".i'er un det.er:uinado problema por el uso de 

::I..AP., es necesario lograr la :::orrect.a c:orr.binacién de las 

sii;uient..es condiciones de operación. 

El t.i po de ei::par.ue de la columna, la fase mOvi l , el 

15 



largo y d1Ame~ro de la colu'.""a; flujo de lacfase móvil,· la 

t..em~rat..ura de separación y t.atnarso de la muest.ra. 

Exist.en dos caraclertst.ica~ muy import..antes que 

intervienen en la separación cromat.ográfica: La Migración 

Diferencial y La Dispersión Molecular. 

3. z.1.1 HIGRACIOH DIFERENCIAL. 

La migración diferencial es la base de la separación 

en Cromat.ografla. se refiere a la variación en la "l'clocidad 

y movimiento de los diferentes compuesto!: a t..raVé:; de la 

columna. Si no existiera una diferencia en la 'Velo:::idad de 

migración para dos compuest..os dados la separación no seria· 

posible. 

La migraci6n diferencial o movimiento indi 'ridual de 

l,os compuestos a t.r a vés de 1 a columna, depende del 

equilibrio en la distribución de cada uno de les cornpues~os 

en~re la fase móvil y la fase estacionaria. Por lo tanto. la 

migrac::::i6n diferencial est.a det..erminada por aquellas 

variables experLmentales que afectan esta distribución 

como: la composici6n de la fase móVil, la composici6n de la 

fase est..acionaria y la t..emperatura de s~paración. Si se 

requiere alt.erar la migración diferencial para lograr una 

16 



mejc;n~· separación debemos cambiar algunas de las variables 

antes mencionadas. 

3. Z. 1. Z DISP.ERSION MOLECULAR. 

Se refiere a la dist.ribución de las moléculas a lo 

largo de la columna para un compuesto dado; esta dispersión 

es causada pcr varios procesos flsicos. come son: 

a) Difusión de Eddy. Es causada por los di ver:;os 

flujos microscópico:; del dj sol vent.e. dando como re::ul t.ado 

e;:.:~ las d..i!erent.es moléculas de una muestra det.e:-minada. 

p4edan tener diferentes trayectorias de distintas 

lcngi~ude:::; a tr~vés d~l lecho de la columna. 

b) Transferencia deo masa en la fase móvil. Esto se 

refiere a la:; diferentes ·1elocic!ade~ de flujo entre las 

parliculas. E! movimiento del !lujo adyacente a las 

parliculas será m.!s lenlo. t:.l.enlras que en el centro de las 

particulas el m.ovimient.o del flujo sera mas rcipidc 

cj Transferencia de masa en la fase móvil est.ancada. 

La fase móvil dentro de los poros de la part.icula est.a 

·est.aneada. es decir ent.re más penetren las moléculas en el 

¡x:iro de una part.icula más tardará en regresar al seno de la 

17 



corríent..~, por lo que su despla:amient.o· dont.ro del lecho 

sera menor. 

d) Transferencia de masa en la fase est.acionaria. Las 

moléculas de una mue!>tra difunde~, deitlro': de. los poros y 

despué:;: penet.ran a la fase __ ·~s-~.~c;i~Jlar-ia- o permanecen 

enlazadas a est..a. 

e) DifusiOn longit.udinal. Las moféculas de la muest.ra 

tienden a difundirse .3.! aza.r, en teda:;; diro:?cci.on~= y a lo 

largo de la columna, aunque la fase móvil se encuent.re en 

mo•timient.o o en reposo dent.ro de la columna.e 14,15) 

En la figura se muest.ra una represent.acl6n gráfica· 

de los proco:;:so:; mencionados en los íncisos a.b,c y ~ 

3. 2. 2 DEf'I HI CI OHES. 

El lenguaje comunment.a empleado en CLAP ut.iliza 

algunos términos y simbolos caract.erist.icos, como son: 

tiempo de ret.enci6n; tiempo muerto; tiempo de ret.enci6n 

ajust.ado; factor de capacidad: resolt.1ci6':l y factor de 

selectividad. 

3. e. 2.1 TIEMPO DE RETEHCIOH C t.R). Es el t.iempo que la 

18 



FIG. No. 1 

INICIO 

TRAHSFERENCIA 

DE llAS4 EH LA 
FASE MOVIL 

DIFUSKIH DE EDDY 

TRAHSf'ERENCIA 
DE MASA EN U 
FASE MOVIL 
ESTANCADA 

TRANSFERENCIA 
DE MASA EH LA 

FASE ESTACIONARIA 

CONTRIBUCIONES A LA DISPERSION 

MOLECULAR EN EL C.L.A.P. 
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mue~Lra permanece dentro de la columna y se mide desde el 

momento en que la muestra se int,roduce en el sistema hasta 

en el.que aparece el ápice en el pico. 

3.a.a.a TIEMPO 11\JERTO C\.o). Es el .tiempo requerido 

para eluir -una muestra no retenida en la columna y se 

determina midiendo el tiempo de retención de ta !~se móVi.l. 

cv: fir; a ' 

FIG. No. 2 

., 
o 
~ 

• 1 
i.---r" ---4 

:;: 
~ . 
"' z• 
Q ~: : 

~ ~IHo-*, 
,.., 1 

¡! ~ ~ : 
~ : 1 <>-t-_.. __ ..._a ___ _.) 

l!l 
«~-----------------ll-~TtEMPO 

CROMATOGRAMA TIPICO 

3.a.a.3 TIEMPO RETENCION A.JUST{Ü)() Ct'a ), Es la 

diferencia entre t.a y t.o es decir la medida del tiempo qua 
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la mUést.ra ~t-in~ece ret.er:ii~~:,en:·~1·. m-~le;-1~1_--- "de _empaqu~ _de 

la columna .y se calcula de lá' siguiente ferina: 

Donde 

tR = Tiempo total. que la muestra permanece en la 

columna. 

t.• a = Tiempo que la muestra permanec~ ret.-f~mida .. en .. 

la fase est..acionaria. 

to = Tiempo que la muestra permanece- en . ta fase 

móvil. 

3.2.2.4 FACTOR DE CAPACIDAD e k'), Este término 

rrecuent.c:nont.o u::¡ado para ident.ifi.car o localizar una banda 

cromatográfica y se det.ermina como sigue: C v. fig. 3 

t.·a t.co 

t.o to 

Los valores de K'nos indican cuando las bandas eluyen 

relat.i vair.ent.e en el tiempo muerto, estos valores no se ven 

afectadQS por factores como flujo y dimensiones de la 
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columna. 

;J.2.2.5 NU!IERO DE PLATOS TEORICOS CIO Y ALTURA DEL 

PLATO CID.Un plato teórico es el equilibrio de distribuciOn 

de la m11estra ent.re la fase móvil y la fase est..acic..nari.a, N 

se mide de acuerdo con la formula. 

ti 7 16 { 
t.a 

VID 

Donde t.a ·y . 'tia C· ancho de la banda ) • se expresan en 

unidades de"liempo, .Volumen, dist~ncia, et.e. 

El número de platos teórico~. se utiliza para medir la 

eficiencia o deterioro de la columna. de acuerdo con la 

apert.ura de la banda~ asl que cuando N sea mayor. más 

eficiente sera la columna .. 

La eficiencia de la columna deberá ser direct.ament.e 

proporcioñal al largo de la columna, lo cual se indica con 

la expresión siguiente. 
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l. 
H = --ti--

Donde: 

H Alt.ura eqUivalent.e de un plat.o t.eórico. 

l. !.onqit.ud de la columna expresada en ..... 

H se uliliza para evaluar la ·variación de la eficacia 

de la columna en diferen~es condiciones. 

FIG. Na. :S 
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3.3.Z.6 RESOLUCION.CRJ.Esto término describe el gr~do 

o la magnitud de separación enlr~ do:: compuestos. 

La resolución es definida coma el cociente enlre la. 

diferencia de dos l1empas de relenc1ón. de dos componente~ 

y e! promedio de los ancho~ de las b~ndas. La ecuac1on que 

presenta es la siguiente. e v. flg. 4 ) 

FIG. No.4 
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tllD tllA 

R 
11'2< VIA - Wa 

Donde: 

tu = Tiempo de ret.encl6n de la banda A. 

t.RB Tiempo de ret.enci ón de la banda B. 

'11:. = Ancho de la b'1nda A. 

Wa = Ancho de la banda B. 

3. 2. 2. 7 FACTOR DE SELECTIVIDAD O FACTOR DE SEPARACION 

Ccü .El valor de a nos dice .cuando un pico eluye 

relat.ivamente de et.ro. 

El factor de select..ividad, va a describir la posiciP,n 

relativa de dos picos adyacont.es y se calcula de la 

siguiente manera: 

t.'ll11 - K.~D. 

CI 

Donde: 

. \.' an = Tiempo de retención para el· pico B. 

\.' RA ~ Tiempo de retención para el pico A. 
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Si ·dos compuest.os eluyen con a 1· los dos. picos 

tendrán tiempo de retención idénticos '~y poi· lo tanto solo 

se observará un pico en el cromat.ograma. 10.-:> 

3.3 VEllTAJAS DE LA CLAP. 

Este método ofrece las ventajas siguientes: 

-Rapidez. 

-Al t.a resolución. 

-Exact.i tud. 

-Alt~ ~ensibilidad. 

-Amplio e-spectro de aplicaciones. 

-Automa.t.ización. 

En est.e mét.odo es i1sual obtener sepa.r.,'\Ctones en 

t.érminos de minutns. y en algunos casos de sF.tgunC'!os. Para 

esto se requieren columnas de alt.a efi.cacia y sistemas de 

bombet::i de alta presión. Ot.ra vent..aja es la alta rejolución. 

que permit.e separar mezclas muy complejas: tal e':i el caso 

de algunos. fluidos biológicos como la orina humana. 

Los métodos de CLAP proporcionan una buena información 

de tipo cuantitativo, siendo posible efectuar con facHldad 
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análisis cuya·precis~ó~-suele ser ·mayo~- del 1 Y.. 

Los deleclores empleados proporcionan buena 

sensibilidad y según el lipo de mueslra es posible medir 

con una ci ert.a facilidad hasta 10-9 g. algunos di sposi ti vos 

muy especializados pueder. detectar cant.idadc~ t.an pequcrt'as 

como 10-12g. 

Ent.re 1 as ventajas de e-ste mét.odo, qui za la má.s 

import..ant.e es la diversidad de sus aplicacione:: a 

compuestos no volálilP,S, iónico~ y t..ermolábiles, que 

ant.ericrmenle era casi imposible separar. Es aplicable a 

muast.ras de peso molecular lan bajo como 19 o tan alto como 

varios millones. Las únicas muestras no suceptibles de 

analizar con rac1lidad son las gaseosas. 

Por ül t..irno, cabe mencionar la automatización de los 

instrumentos de forma tal que realicen el análisis completo 

de la muestra desde su introducción en el crcmatógrafo 

hasta el cálculo e impresión de los resul lados. Hedianle 

este procedimiento, la ident.ificaci6r1 de cada seffa,l se 

realiza comparando los t.iempos de retenc:.6n con los valores 

previamente determinados y la cuantificación se obtiene 

midiendo las áreas integradas de las seffal:s de acuerdo con 

el r.~lodo analilico seleccionado.( 17) 
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4.. INSTRUMENTAL. 

Exist.e una diversidad de eqtUpos utilizados en CLAP, 

en cuant.o a costo versatilidad y complejidad. 

Las caracteristicas de indole general con que debe de 

Ctll!IPlir el inst.rument.o son: 

a) Versatilidad .. El i.nstrument.o debe de ser apto para 

t.rabajar con muest.ras de diferent.c t..ipo. Para ello, el 

in~t.rument.o debe de estar equipado con los siguient..es 

adi tament.os. 

-Si~tema de operación de alta presión •. 

-Diversos delecloreS. 

-Sistema de recolectar -fracciones'._,~· 

columna. 

-Programadores de fase 

gradiente ) . 

-control de temperat.ura. 

-control de flujo. 

.salida 0de la 

de 

b) Rapidez. Para obtener rapidez en el análisis, es 

necesario cent.ar con mat.eriales de relleno, de columna de 

al t..a eficiencia y que el inst..rument.o posea sistemas de 



cJ Reproducibilidad y E:;ta!:lilidad. ·.El inst.Í-.umen\.o debe 

proveer un cent.rol adect.iado sobre·- los 

operaci6n, tales como !lujo de ··ia · fas;.·:· 
:::ompo:;ición de la fase m6vil. 

.:, '· 

·Par.1me\.ros de 

·dJ Sensibilidad. El ins\.rum<>n\.o .• ·debe·: .;d .. 

sef'!ales de int.ensidad apreciables. La ~~~s'í.~ii1~i..d ~d;; '.t.~o 
cromat.6grafo de liquides de alt.a pr~;-{¿;~··.-·'.~~~~~~~~ ~=;j~~~~-~~~d-0 
del sis\.ema de de\.ecci6n 

4.1 COHPOHEllT~ .. PE UH APARATO DE CLAP; ' 

Como puede apreciarse C v. fig. 5 ) • lo5 component.es 

básicos de dicho equipo son: un sistema de bombeo para 

impulsar la fase móvil: un m&=anismo para la int.roducc:i6n 

de la muest.ra: una columna que contenga la fase 

e:;tacicnaria: y un detector para det.err ..... nar la separación 

que tiene lugar y proporcionar dat.os que permitan una 

evaluación cualit.at.iva y cuant.1t.at.iva de los resultados. 

Esto puede conseguirse por simple registro de la respuesta 

del de~ec~or en forma de cromaLograma. 
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FIG. No. 5 

COLUMNA 

FASE MOVIL 

IOMU. 
DISTIUIUIDOAlt .. 

SQL'llENTl!I 

SISTEMA TIPICO DE UN CROMATOGRAFO DE LIQUIDO$ DE -

AL TA PRE$10N. 

5. ANALISIS CUALITATIVO. 

El prop6sit..o de la mayoria de las in'lest..1qac1ones 

crcmalográficas es analizar la muest.ra. El análisis 

cualit.at.ivo, se lte~1a a cabo fundarr.ent.alment.e con ayuda de 

los tiempos de retención comparándolos con los result..ados 

obtenidos al analizar patrones conocidos en idénticas 

condiciones. 
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6. ANALISIS CUANTITATIVO. 

Uno de los aspectos import..ant..es en· -cL,ÁP ~~· ·que se 

pueden analizar cuant.it.at.ivamont.e una amp.lt.a .variedad de« 

compuestos. 

La prec:isi6n de los 

rr.ét.cdo es comparable. o 

resultados 

superior-

' -. ,·.::·::··,_ :· ~· 
obt.enidé:ís.' 

·:\· .. _-,-,:­
:_,__,··· /;;,. 

separac:i6n como Cromat.ografia de Gases: · éré:ímaLogra~i,a de·· 

Capa Fina. Electroforesis ele. 

de int.eres·-sa· asum'9 como el compuast.o puro que ha· eluid!J: de 

la colur.ina y la cant.idad del componen\.e present.e en. le. 

muest.ra será equi•talente al .1re:i o alt.ura d_el pico. 

e. 1 FUENTES DE ERROR. 

6.1:1 SEPARACION Y DETECCION. 

La separ ac:i 6n en CLAP por si mi srr.a puede acarrear 

errores en la cuant.ificación, aunque la d;scomposición de 

la muestra casi nunca se produce en CLAP. se puede 

sospRc:har de est.e t.ipo de problew.as . 
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Los errores de análisis t.ambién pueden provenir de las 

variaciones en la salida del det.ect.cr. La sensibilidad. la 

estabilidad de la linea basa y la t1nearidad son 

especificaciones 1mport.antes para et ~nAlisis cuan~i~at.ivo 

y deben mant.enerse est.ables para una mayor precisión 

analitica. 

Es i.mport.ant.e uUliz¡u- un detector con la suficient.e 

sensibilidad, adecuado al tamai'lo de l~ muestra requerida 

para que la :nedlci~n cuant.it.at.iva, no sobrepase la 

capacidad de la columna.los cambios de flujo, t.emperat.ura y 

las fallas electrónicas pueden afect.ar las caracterist.icas 

de la respuesta del detector. 

e.1.e 11EDICIOM DE LOS FICOS. 

Los errores en al análisis cuant..i t.at.i vo pueden 

producirse durante el manejo de lo.,. datos, pro'len1ent.es del 

det.ect.or. 

El m~t.odo de cuant.ificar la medida del pico t.amb1én 

puede influenciar la exactitud y preci.si.ón del análisis. Se 

ut.i.li.:an dos aproximaciones para medir el t.amai'lo del pico. 
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1.- La medición de la altura del pico. 

<::. - Medición del área del plc_o por di versos métodos. 

6 •. 1. z. 1 ALTURA DEL PICO. 

~ r_·~pr~!Oe.nt.~ .. ·:J'.lC:r _, ~~·:_. .. __ .j-:."'~s .-.~~P.1_ida corno 

desde la Ünea: ba;;.e ha~i.a .. et .. mi.:~mo ci~l. pico. E:;; ¡;,; mél.odo 

sencillo; ya. que íá'''tt· ~~~cie)er det~~ni-~a~~ iácilmfnt:con 

ura _regla_ o media~t..~.~ ~-~~~_.·car:t.~·- d~. ~~nt..."eo ¿o~':·:di ~Í~i:~nes· . 
. ,"..-~··."e.'·'-;~~'.·~·.;}~»;_;; 

aunque ya ex.i sterl ~-1~te9f ~dor~-~ -~):_et;:_t..-~2~1c_q-~::~~~l, r~e·P~r'.t..á.n! i a· 

al 'ura de los· ·pico's· .. · .• : ·:·:,::,:.~.':.,,"'---.•~.··" •::¡'.:/;.•'"" .,,,,'"" ... - -"--~~~,:~_:-·· :;;;:;">-.::-·;;> 

-_.: <.-.~.: __ ··::·- .· ::·:.---=: ..•.. ~--.,'.. . ,, :·· ,' ; .:~'.\,·.;:; ,-, ,·':. ,• 
_ ~ - iL:}~:-;,:'i.: - -

1 ª 11c:ea:d:º:::º:~:s~s:~t~,f~:;.;?er;~·i~ª~;~~¡~f~lf Ir-~~~ec?0-s:-
obti er:c 1nterg~1~~ci;;/'i~'"if1~,~~tij~~;rf i.i~;'.,~>r'l'n<:igio y e1 
fin de c;cla ptc1/c't:r1:i;í;• fÍ~)c;;·;· 

La ventaja de este método es su simplicidad 'f la 

rapidez del cálcuro.-Pero l;i~ne la desvent.aja-- de que es 

tr.ucho más sensible a variaciones instrumentales. Si los 

picas eslan complet.ar..ent.e dist.orcionados o asimétricos no 

debe utilizarse este método. 
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5.1. 2. 2 AREA DEL PICO. 

El uso de las áreas de los picos para las mediciones 

cuant:it:at:ivas se basa en que el area medida es proporcional 

a la cant.idad de la mue:¡t.ra~ la pr.ecisión de est.e mét.odo es 

menos_ influenciado por las ·:ariaciones: en el inst.rtJ:r.ent.al. 

Algunas de las ven~ajas qu~ pra_sent.a. el. método es que 

el área del pico se ve afectada por :,é1~--áíe¿{:-de- los picOs 
"-..--~ ' ::~ -- ;- :-,--

•J'ecinos. Y la exist.encia -de- Cora-~0 ~':1-_:_·e110s~-c-áU~a :problemas 
< ,'./ ~,~·;;~,;. ~ ~-~~ 

en la medición del área. 

los picos en CLAP. son las sigÚie~t:esi ('(,,,;r'fg:7 ,) 
'·: ·- . . "/.'.< .. -·;:·.:( > 

/ü Al t.ura por el ancho a la mitad :ela alt.ura. 

BJ Triangulación. 

CJ Planionet.ro. 

0) Cort.ar y pesar. 

EJ Int.egradores de disco. 

FJ Int.egrador electrónicos di gi t.ales. 
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FIG. No. 7 

A) ª' 

H a: EL ANCHO DE 1/2 H. 

C) D) 

E) FJ 

INTEGRADOR DE DISCO 

,• . 
·: ¡: .. ... ....... º '• . :· ·l ... IOITM9 ... 111411 

,. - ,. 
- ,.. ••""'º :· .: H7 ::::~ ... , . 

"' 11101<11 ,. .. ITn•T .. 
~ ,. 

IHTEGRADOR DIGITAL 
E.LECTRONICO. 

TECNICAS PARA LA MEOICION DE LAS AREAS DEL PICO 
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·" 

6. e HETODOS DE CAUBRACIOM. 

~ pesar de que la respuesta del det.ector as 'Casi 

siempre proporcional a la concentración de ta sustancia en 

la _muestra. normalmente es tmpos1ble definir esta relación 

con precisión. siendo tndispen~able por lo tanto construir 

una prueba de calibrado del detector utilizando su 

respuesta frente a una serie de soluciones estandar. 

E:;t.e método consist.e en comparar el Mea o al tura del 

pico corre'5pondiente a cantidades conocidas de sustancia 

pura Cestá.n:::!ar). ccn el a.rea o altura de la :nueztra. Se 

procede inyect.3ndo en el crcr.iatografo r.nJestras repetidas de 

cantidades exactas de !a sust.anc1a pur-a obten1endose las 

áreas de los p1ccs C Pt y Pz ). correspondien~es a cada una 

d.a las cantidades inyectada-::; C .,, f.ig. S J. A partir de 

estos datos se hace un gráfico de calibración en el que 

se repr~':ient.a la concent.ración en función del a.rea del 

pico~ a continuación se inyecta la n:ceslra .y ~e relaciona 

el área C X ) obtenida para el compuesto objeto de analisis 

eon el gráfico de calibración. 
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i:;.e.e ESTANDAR IHTERHO. 

Este método es menos suceptible .ª ·er.ror:.es.· LécnicOs. y_ 

compensa. en algunos ca:;os errores ·'produci~Os· 'dUrant.E{ la 

preparación de la mu~st.ra. UlilizandO 'ttn ~:¿1:~:da:i·{1iti.erno 
se tendra una mayor reprcducibiÜdad .. r ~;J¡~'t.f~ud en el 

anális1 s. Consist.e en comparar 13. ; .·~f!~ciÓ~:: .::-·-~~~..:.~·. áreas 

obt..eni drt.s de muest.r a y del .est.ánd.ir_~-~-éXt..er·no~·tanlO a la 
·_·. ~ ,~· ' 

muestra como al estándar exlerno~ se:: f~O"~~Qr~Ó~~:_u'na- cantidad 

ser qui mi cament.e si mí lar al 
_- :',) ··,:>·.;·'.. ___ '._' ;" ·:· 

compuest..o · que --·se esta ancil.izando··."es,t.ar presenta en 

concent.:-aciones similares· •. ::\~ne~::.'-:~~~-- ,·~~E'.'mP'? de retención 

cercano al del compue::t..o ·de int.eré~' per~ si.'n, .inLerfcrir con 

P.l, ser inerte y no formar parte 'de la,.mueStr3 .. c 14.19 ) 



7. VALIDACION ESTADISTICA. 

7 •. 1 GEMERALID.o\IJES. 

CUalq::.:ier :iétodo qutmico dr. análisis cua.lt.it.at.ivo 

implica la loma de una =-iest.ra. su análisis y la deducción 

de algunas caract.erist.icas res¡:,.~ct..o a la nruest.ra. dE"Sde los 

resul t.aCo:; obtenidos en los ana 1 i si s. Par a poder e•ra t uar 

la confiabil1dad de los ':1a.los pe;- ~·-Odos aná.lit.icos es 

nec~aria la aPlicación de proced~nuent.os e~t.adist.icos 

pcrq".:e est.os cor-.st.it.uye.-: u.~ i.::port.a..-it.e recurso para el 

anali::=!..a. ya qt..:e act.ua.lrnent.e el análisis est.adist.ico es 

apl~~ado en control de calidad en pruebas de est.abilidad. 

~~ procesos de producción y en análisis de fluidos 

biolog1cos.( 20.21 J 

?ara que una lécnica 'Se considere est.adislicament.e 

""ralida.hay que t.cr..ar enccent.a l~ sigt!l.ent.e'!> criterios~ 

1J E::cact.i t.:Jd. 

el Preei,;ión 

3) Repet.ibilidad. 

4)_ Reproducibilic!ad. 

5:> Especificidad. 

6) ::en:>ibilidad. 

T) Linearidad. 
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8. MONOGRAFIA 

B.1 GENERALIDADES. 

- Nombre Qulmico. 2 - met.il - 3 .. hidroxi -· 4 formil - 5 

- Fórmul·a· Extruct.ur.al. C. v. fig. 9 ) .. 

B. 2 PROPIEDADES FISICO -QUI MICAS. 

- Peso Mol ec.ul ar. 821. 97 

-Aspecto. pequei'los 'cr-islales. de color amarillo 

canario. inodoro y de sabOr ~lig~rarñé~la. 

- Punt.o de Fusión·.: 110 ·_;· 1úi :':'c.' 

- ·Solubilidad •. Pra~Ú¿~;,.,,nt~ insoluble en agua y ét.er, 

~1 



muy soluble en .alcohol·· met.1lico'-:c100g/lOOml '· y poco 

soluble en .,uf1 ~~; ~ 55g/l OOmJ. ) ~· . 
' ".J·,: ·:_·','.: 

- Hum.?1~~.:P:rdida por tlesecaci6n a 60 ºc. dunnt.e e 

horas, no· niá.s.'dei" 2· Y..: 

- Ensayo. Por el método especlrofotométrico a Z86 

nm.contlene entre el 95 - 105 Y. de Piridoxal 5 ~-osfato y 

Ci prohept.adi na. C Z3 ) 

8.3 PROPIEDADES FARHACOLOGICAS. 

- Acci6n Farmacol6gica. Est.imulanle del apetito. 

- Toxicidad aguda: lo. DL :;e ha delormi nado en el 
:so 

ratón y la rata. tanto por via oral como inlraperi~oneal. 

Por via oral. la DL,.
0
en el ral6n es de 195 mg/kg y en 

la rata de 370 mg/ Kg. 

Por via inlraperitoneal.la DL:soes de 76 mg/kg en el 

rat6n 

- Toxicidad SUbaguda: La administ.raci6n de una dosis 
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diaria de· 6 mg(Kll. en}.;: rat.a dl.Írant.e 30 di as ha ·puest.~ de 

manifies!..o · lii _"b~~Oa ··,_~olera~cia para este ·compuesto, no 

produí:iendo. en 'ningún «caso signo ¡iprcdable de t.oXicidad. 

- Ier~at.og~nesi_s. '.·No debe usarse dur . .l.nt.,a· el .embarazo. 
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9.- DESARROLLO EXPERJMENT AL. 

!3.1 EQUIPO 

Cromatografo de liquides 

de Al t..a Prr:>:;i On . 

.. ~ector. 

Bomba. 

Columna. Modulo rlP. Compf'e~ ,--­

,;ión radial Z Module radial· 

Pack C
18 

C _10cm. __ X ~mm • .?~ 

Detector U.V.Lambda Max.de 

ondr. .,,~ar i abl e. 

Registrador e Integrador. 

Jeringa de c5 µl. 

Balanza Anal1tica. 

Espet:t.rofot.ómet.ro. 

Equipo para Filtración. 

Bor..ba de 'lacio. 

Estufa. 

MARCA 

Wat.ers Ass.·. 

Wate"rs · Ass. 

Waters Ass. 

Sart.Orio 

Perkin-Elmer 

Millipore 

Koblenz 

Mapsa 

MODELO 

00 K 

eooo·A. 

481 

730 

2463 

GG?-134 

HDP-3342 
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9. C! MATERIAL. 

NOMBRE 

- Matraz Volumétrico. 

- Vasos de Precipitados. 

- Malraz Erlenmeyer. 

- Membrana de Filtración 

Acuosa. 

- Me~~rana de Filtración 

Orglmica. 

9. 3 REACTIVOS. 

CAPACIDAD 

so.es y 10m1. 

eso • 1 oo y 50ml • 

500 y esoml. 

0.45 µm. 

0.50 µm. 

HARCA 

Pyrex. 

Pyrex. 

Pyrex. 

r!i.llipore. 

Millipore. 

-Metanol Lichrosolv Grado Cro~~tografico .... CMerckJ. 

-Acelonilrilo Lichrosolv G:'ado Cromalografico CMerckJ. 

-Agua Bidestilada. 

-Fosfato de Dibulilamina. 0.05M. CD) . • 



9. 4 llETOOO. 

9. 4.1 FREPAE!ACIO!f DE SULUCIOH DE REl'EREICCIA ~A 

(ESfAHDARJ 

Pesar "37. 5n:q. Ce Di hexazin d.e :-efere:-:.cia y colccarlcs 

en un ma~raz vojw;;él•1co de 25m.l ... disolver y aforar con el 

sist.e't\a de disolvent.es CAgua (50): Ace~cnit.rilo COlO): O .. 
CD), t.omar :.:na allc:uot.a de 2ml. de esta sol=ión y 

colocarlos en un matraz volumétrico de ZSml .• af"orar con el 

sis!.e.:a t!e dis:ol vent.es. la solución :"'esullan'Le t.iene una 

ccncenlr aci Cn de O. l 2:::g/cl . 

9. 4.2 PREl'AP..ACIOK DE LA SDLUCIOH MUESTRA. 

Pesar 37.~mg. de Dihe~in trruestra y colocarlos en un 

matraz. 'llOlu=ét.rico de 25ml .• disolver y aforar ::ora el 

sist.ema. de di sol ventes .. t..oma:- t...-na al lcuct.a ~e 2:nl. de est.a 

solución y colocarles en un mat.raz. '\-O.!t...~t.r1C":C"1 de ~- .. 

afo:"'a:- ccn e!. sislec:;l de d.i:;:::!.·.-er..~es. la ~clución 

result.ant.e ~lene una concentración de 0.1~.~'m!. 
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9.4.3. DETERMI HACIOH DE PIRIUOXAL FOSFATO 

CIPROHEPTADIHA POR CROHATOGRAfIA DE LIQUIDOS DE ALTA 

PRESIOH. 

Inyectar 20 µl de la soluc1on est.andar y 20 µl de la 

solt.::::.6n mu~st..ra en el crom.3.lógrafo Ce liquidos bajo las 

siguient..~ condiciones analit.icas: 

Columna: Módulo de compresión radial .. Pack. Cia •. 

. , .. - . 
Fase móvil: A;¡ua: · Acet.on1t.r:.10: D

4
_C50:4o:·n: 

Velocidad de flujo: 2 :nl/min. 

Cet.ect.or de U. V. : 290 nm. 

Valocidact de carla: O. 5 clJl/min. 

Sensibilidad: 0.1 AUFS. 

Volumen de inyección: 2:0 µl. 

CALClll.O: 

Donde: 

A?R. 
·.·ARST 

e 
p 

e 
TP " 

e 
ST 

100 

e 
p 

~ Recuper adc 

Af'R Area relat.iva de la solución problema. 
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ARST ~ Area relat.i•1a de la solución eslá.ndar. 

C =·'"Concentración de la solución est.Andar. 
ST 

Cr = Concent.raciOn experimental de la solución 

problema. 

CTP Concentración teórica de la solución problema. 

Q. !5 VALIDACIOH ESTADISTICA OEL METOOO, 

. Q. B.1 ESPECIFICIDAD. 

Para 'lerificar la especificidad del mét.odo por CLAP, 

el Dihexazin se.somet.10 a diferentes condiciones C V. Tabla 

1): temperat.ura. luz solar y a hidrólisis usando medios· 

alcalinos y 1"i~ios ácidos. asi como condiciones de 

oxidación con peróxido de hidrógeno. 
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.1 CONOICl:ONES DE 1 TIEMPO CdiasJ 

-1 l. ALMACENAJE · 

1 70 e 20 

1 Lu: solar 1 ao 

1 1 Medio l>.cido 1 10 

1 Medio alcalino 1 10 

1 1 Peróxido de H 1 10 
1 1 . .J : 

TABLA 1. Especificidad 

9.5.Z EXACTITIJD Y REPETIBIUOAD PARA CIPROHE:l'TAOIHA Y 

PIRIDOXAL 5 FOSFATO. 

?ara valorar ·1a ex.act.1t.ud y repet.ibilidad del melodo 

análit.ico por Cromalograf1.a Liquida da Alt.a Presión 

CCLAP;.se anaf1:z::aron 10 muest.ras por separado a la misma 

Concent.raci6n. para la ::uantif1cac1ón de Ciprohept..adina y 

P1ridoxal 5 Fosf alo C ?5FJ. 

9.5. 3 UHEARIOAO PARA Cil'ROl!E:PTADIHA Y PIRIDOXAL 5 FOSFATO 

Para evaluar la linearidad del método analllico por 
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CLAP, sa raaliz6 .el análisis-de 5 .. mueskas independientes 

de diferentes concent.raciones par·a la éuanÜficaci6n de 

Ciproheptadina Y.Piridoxal 5 Fosfato CP5F) 

9,5,4 REPRODUCIBJLIDAD PARA LA CIPROHEPTADINA 

'f PIRIDOXAL 5 FOSFATO. 

Para verificar la reproducibilidad del método 

anali l.ic:o por Cromat.ografia Liquida de Al t.a Presión para 

Ciprohept.adina y Piridoxal 5 Fosfato. se llev6 a cabo el 

análisis de t..res muestras del mismo lot..e por dos 4nali~t.as 

en dos dias. 
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10 RESUL T AOÓS. 

19.1 l'SPECifICIDAD. 

~os resul~ados obtenidos indíc~n que no e:ci.s~e ninq~n 

cor..pue;t.o adicional que present.e el mismo tiempo de 

ret.ención que el Piridoxal 5 Fosfat.o CPSF) y la 

CipÍ:otleptadina. para t.odas las condiciones probadas. (•1. 

fig. 10-19). 

10.é! E:YALUACION ESTADISTICA PARA EL PIRIDOXAL 5 fOSfATO. 

Los resuJ. t.ados oblemdos para la evaluación 

e,;t.adist.ica de exact.it.ud y repet.ibilidad del mélodo por 

Cromat.09rafl.a Wquida de Ali.a Presión, C Cl.AP). para la 

delerminación del Piridoxal 5 Fosfato CP5f) se muestran en 

la t.abla z. 

Las fórmuJ.as para la reali:ación del calculo se 

encuentran en el Anexo A y B. 
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FIG. No. t0 

CROMATOGRAMA OBTENIDO PARA EL '''5F 
ESTANDAR EN EL QUE SE OBSERVA UN 
PICO CON UN (tR • f. 50 mln.J 
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FIG. No. 11 

.. 
u 
~ 
! 

. 

.. .. 

l ___ _ 

CROMATOGRAMA OBTENIDO PARA LA 

CIPROHEPTADINA ESTANCAR EN EL QUE SE OBSERVA 

UN PICO CON UN (tR~ 4.52 mln.J 

1 



FIG. No.tz 

-· o -­.. 

;¡; 
.; 

L_iJ. _____ _ 

CROMATOGRAMA OBTENIDO PARA EL Dl.HEXAZIN 

ESTANDAR EN EL QUE SE OBSERVAPI DOS PICOS 

QUE CORRESPONDEN AL P5F (tR• 1.50 min.} Y 

LA CIPROHEPTADINA (tR = 4.51 min.) 
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FIG. No. ti 

::; 
~ 
! 

L_'J~-----
-

.CROMATOGRAMA OE DIHEXAZIH MUESTRA EN EL 
QUE SE OBSERVAN DOS PICOS QUE CORRESPON­

DEN AL P5F CON UN ( tR • l. 50 mln.J Y A LA 
CIPROHEPTADINA (tR• ... 5 f mln. J 
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"" c. 

FIG. No. t4 

N .. 

L 

CROMATOGRAMA OBTENIDO PARA EL DIHEXAZ'.IW 
SOMETIDO A LA TEMPERATURA DE 7DºC POlt 
20 OIAS EN EL QUE SE OBSERVAN 005 PICOS 
QUE CORRESPONDEN AL PSF(tR• 1.52 mln.J Y 

A. LA CIPROHEPTADJNA (IR• 4. 51 min.J _ 
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FIG.Mo.t5 

.. .. 
-' 

o .. 
..; 

CROMATOGRAMA OBTENIDO PARA EL DIHE:XAZIN 
SOMETIDO A LA ACCION DE LA LUZ SOLAR POR 
20 DIAS EN EL QUE SE OBSERVAN DOS PICOS 
QUE: CORRESPONDEN AL P5F (tR• t. 52 mln. J Y 

A LA C/PROHEPTADIHA (fR • 4. 50 mln.) 
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'f''. 

FIG. No. ta 

.. .. 

.,; 

;¡ .. 

CROMATOGRAMA OBTl!NIDO PARA EL DIHEJ<AZIN 

SOMl!TIDO A UN MEO/O llCIDO POR 10 O/AS 

OBTl!Nll!NDOSE DOS PICOS. P5F('R• 1.57 min.) 

Y C/PROHEPTADINA (tR • "4.61 min.) 
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FIG. No. tT 

.. .. 

.... _ 
u ... .. .. 

\J 

CROMATOGRAMA OBTENIDO PARA EL DIHEXAZIH 

SOMETIDO A UN MEDIO ALCALINO POR 10 DIAS 

OBTENIENDO DOS PICOS. P5F (tR• 1./55 mln) 

CIPROHEPTADINA (tR• 4.56 mln.) 
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FIG. No. 11 

,.._ 
u .. 
~ 

:: 

CROMATOGRAMA OBTENIDO PARA EL DIHEXAZIN 

SOMETIDO A LA ACCION DE H2 02 DURANTE 10 

DIAS OBTENIENOOSE.OOS PICOS PSF(t •l.SSmia) 

Y CIPROHEPTAOINA(tR• 4.76min) • 
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Miligramos Mil1gr:unos 
\ 

Porciento de f 

Adicionados C::ü Recuperados Cy) 
1 

RecuperaciOn CylO 1 

O.la o.121ae 1 lOt.oe 1 
O.la o.1aao8 1 lOa.a3 1 

1 
1 

O; 12 o.1aoo8 100. ce 1 
0.12 0.12300 1 102.65 

1 1 
1 O. la 0.12010 

l 
100.08 

0.12000 100.00 

1 
-. ,_:o.1a .0.11747 97.89 

O. ta o. 1201 t 100.09 

-Tabla a. Dates para la evaluación est.adist.ica de la 

Exactitud y de la Repetibilidad para Pirid.icxal 5 "F'osfat.c. 

Media. y ~ 99.919 

Do~viación Estándar. s • 1. 771522 

Húmero de Datos. n • 10 

10.2.1 EXACTITUD 

1) Prueba de Hipótesis: 

Ho : µ = 100Y. 

. Ht : µ >' 100X 
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2) Resul t.ados: 

t. - 0.14420 
c<&lc 

t. G.e6 
(0. 07!!J,P> 

t.m. Vl:S,o, > t.c:ale • .-·· .No se rechaza Ho y podemos 'Concluir que 

el met.odo es·. e~c~o~ 

3) Int.e•valo de Confianza C95!-:J : 

98. 64959 < µ < 101.19941 

10.C:.G REPETIBILIDAD. 

Las: -f6rmU1aS: para calcular la repet.ibilidad se· 

encuentra en el Anexo C. 

D Prueba de Hipól.esis: 

2J Resul t.ados: 

Ho : cr ~ 2:-¡ 

tu:a>~~ 

;r.
2
calc. = 7. 09849 

;r.•
10 

• .,,-"' = 16. 919 

");zro. v.1.sn > .·• No se rechaza Ho y podemos decir que z 
X cale. 

la técnica es repet.ible. 



3) Int..ervalo de Confiar.za C 95Y. J: 

1. GGZ46 < <t < 3. a4Zee 

10.2.3 LINEARIDAD. 

En la t.abla·_ 3 y en la· _grá.rica No: .1 se niuestran· los 

resultados ob\.enid= para J..;: U~e,_;¡~éi a'..1 ~\.~o ~aÚi~o 
Í>or C~omá1.69raf1a' de Üqtiicic:iS·'·b.tAi~a ;;:;;;;:6~ ccCLAP);'para< 

la de\.erminac¡~n de.,Pirido~l 5 Faih:l() c~;;;,3 ' 
Las f6rmufas, para 1°" cálcttl~0tde:'\1h~a.ri~d -.•se . 

. - . . ' - - .. -_.,,. -·:-.:~~~~ ~::;~> <~;;-:o:;Y; :~·-:~~>f.:l-=: 
eñcu~ntr.an··-en e1:·AAexo-O; ~ · :""',/-:~-.~~----~::~:,-.-.. ~.e--::°-·'. ~,."" '~;.;··_ 

~-;;;-';';-je; +J.··:,~~~."::::-_,,_· . , 
-;.<~"·- ;" ~~~~-~- : ~::_::s~ :.-

-M-il-'--i-"~_. _ªm_o_s ___ -+1-~_~·-~_;,_~-·~·-ª_7_:._~...,"-:r...,.y.,.··_)_'. _>..,. :+1 __ • .... ~;,,.-'··_'::::_\.,.:; .. _'·.,.~_l_~_d_e_"· .... : ---1 
Adicicn:~:: (x) i,,·•·. o.oG09o · •. ".;.:.: .. · .• ·.·.·.',··~··.~.:.::•.•.•.•.•~.·.·.·.;·-•.~.~.:.·.·.•.·.":::~~O, '"' 1 o. oo ·. o.o9ioo · "°'" ;ii<5r~o6 -1 

1 1 
0.12 I .o.u919· 'I 99.3Z 1 

L o. 15355 1 1oe.3fi 1 

1 
0.17ee4 - r 1-

0.1!;3. 
1 

Q.18 

Tabla 3 Dalos para la evalt1ación estadist.1ca de - la 

linearidad para Piridoxal 5 Fosfato. 



" 1 
o 
11 
D • 1 
Q 

J 
o 
1 • V 

11. 
11 
11. 

1 
11 

a 
E 

0.19 

0.18 

0.17 

0.16 

0.15 

G.14 

0.13 

G.12 

11.11 

º·' 
G.t! 

0.(11 

0.111 

~ 

o.m 
O.ot 

o.os 
o.m 
O.O! 

o 

UNEARIDAD DEL METODO ANALITICO / CLAP · 
P5oí o'5clolllldo 'IS ~ 11CUpm¡cfG 

o ~ ~ ~ ~ ~ w w m m 

~ di ~ (odi:lon« .. ) 
- T=.9'46(1)+.001li4 

GRAFlCA NO. l. Linearidad del método analítico por Cromatograf!a 

L!quida de Alta Presión para PSF adicionado cont:ra 

PSF recuperado. 



y • 0.12:071 s • 0.0472E: 
y 

X • O.le s = 0.04743 • 
Inercept..o a 1 a ordenada: a 0.00135 

Pendient.e: b = O.Y9460 

Coefici.ent.e de Correlación: = 0.999a3 

Ev • o.oeo3!5 E •Y 
• 0.08136 

E z = 0.08177 E z = 0.81000 
y . 

s • o. 00167 s = O. OOC16 
y/x y/x 

1 o. e. 3.1 IKTERCEPTO A LA ORDENADA AL ORIGEN e a ) 

1) Prueba de Hip6t.esis: 

Ho a .. O 

Ht: a " O 

GJ Result.a.dos: 

t. = o. 467ZC: 
ea.\.c. 

t. C:.35 
co. 0:1,31 

t. 
co. 9',8> 

t. .• 
• co.\.c. 

No se rechaza Hoy podemos concluir que 

ªª o 



3J Intervalo de Confian:z:a C 9S'/o J: 

- o. 01'l46 < a < o'. 01919 

10. C:. J, C: IHTERFF.REllCIAS ACE!!CA DE LA PEllDIEHTE C b J, 

lJ Prueba de Hip6t.esis: 

2) Resul t..ados: 

t. 
cale. 

-o. 2:3717 

C:.35-

t..<o. $1e,3> ,- t. eete ... No se rechaza Ho y podemos ccncl uir que 

b 

3) Intervalo de confianza C 99% ): 

0.94109 < b - 1.04510 

10.C:.4 REPRODUCIBILIDAD. 

Los resultados obtenidos para el estudio del efec~o de 
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- - -·--. 

analist.a y dfa ~ª:~a·¿: r"epl-txliJcibihdad dei mét.odo anal! t.ico 

por 'Cromat~~Jia.~ t.fai.fdi ~~ Alta Presión CC..AP), para la 

ceterniina~i~¿~ ~§~Si/~~~~i · 5 fósfat.o CP5f) se muest.ran en 

la tabla:.!:_-:'/'., '.it:>::;;;;•· ·· 

E. 

Las 0f6r~~l-~~;;;~_r,a:. el ~~¡c~1;,: s" encuent.ran en el Anexo 
·f:~,º~ ·,~--.., ·::: , --

. -~-· f.'•. ,, ... _, ' - , 
'-"·- '. '.>· ·,··',~:i~ F.-':' :.';-.'<:;"~~~f..::, te:'.:; .-.,- · 

· .. -~;-. '. ,,~:~· :ó~ ,/ :;:;;¿.~ ·.:/i~-f:. r,i'/:\, 
: ::~, ' ::i:~:: , "-':~- . ;.~:- _-:\:;s:, '_/;· 
. ~~·:) ·;~-,¿'_\ ;·¡:~~;~,~ I,-~jf'::;;>i~-!i:' ;•';¡'.{;,- (;:'':: •. ·<·'.:·." ~ 

Tabla 4 Datos para la Evaluación Est.adist.ica de la 

Reproducibilidad para el Piridoxal 5 Fosfato. 

118879. 2454 
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E E Y~, 
6 

_. . : 

.; 118850. 6243 

118!;77. 2901 

116895. 6469 

Fleóri.c:a.> F.ca.t.c. •• He exi!:te ningún efecto de alguna de las 

fuentes de variación en la deterr.únacion de ?iridoxal. 5 

Fosfat.o <P5F:>. pcr Crotr.a.lcgrafia U qui da de Al t..a Presión 

CCLAPJ.C v. tabla 5 ). 
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!Fuent.e de. 

r/ar:ia~~6~.: 

I · El. 
1 ' 

1 
1 

1 
1 
1 

- ____ ._,_- ·-· 

. Tabla'. 5 Análisis de. Jarian;::a para el 

10. 3 E'/ALUACIOH ESTADISTICA PARA LA CIPROttEPTADIKA. 

Les resulados obtenidos para la evaluación e~lad!s~1ca 

de la exact..it..ud y repet.1b1lidad del por 

Cror.iat.ografia Liquida de Alt.a Pres16n CCLAP). para la 

determinación de Clprohept..adina ~e muestran en la tabla e. 

t..as fórmulas de cálculo para cada uno de los 

siguienles subindices se encuen~ran en los Anexos A. B. c. 

7D 



O y E. 

99,99 

99.31 

. Tabla '" e O~.~O~ \ ~-;pa-~-~c- -,: i a e:;t.adi :::;t.i ca e!'ial Uaci on de la 

'EX..cÜLud. y ·RepeÜbÚidad para la Ci.prohepLadina. 

--?i'.edia: y 99.BBl 

Desviación Est.ándar: s l. 43707 

Númer.o de DaLos: n = 10 
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·10. 3.1 EXACTinJt> 

1) Prueba de Hipótesis: 

Ho : µ = 100Y. 

Hl : µ.,.. 100Y.. 

2) Resul t.ados 

.t.CC1~. ;a .:-0:>Z61s6 
•t. ···•··· ;~_:¡;;f, 
· ·-co;or.s.sn . __ 

~-,_._:·,- .. 
.. 

que el -mét.odo es exa.C"t.o. 

3) 1-nt.P.rvalo de Confianza e ss-.,.-_,,·: 
98. 65300. < µ <. 1 OO. 90804 

10.3.2 REPETIBILIDAD. 

1) Prueba de Hipótesis: 

2J Rest.:lladc~: 

Hi : o'> Z!-9 

;/ c:o.le. = 4. 64662 

::t:
2

m. sr.:i.sn = 16. 91 
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,¡, 

z 
l:: m. ,P':'.Ol 

l:.~i:a.lc .. ~·· Mo se,. rechaza 'Ho y p<Xlemos concluir 

que el mélcdo es. 

3) 

-.' ,._.: ,· .. '. ~'.-~.·;, .; __ :~,,.,_:, \::;·~· 

resul t.ados. · Obl~~i'd~s-: \pa~a:,. :·· ra · -1inea-ridad del mét..odo 

análiico po~,.cr;,m;\o~~irra'.<d~;uqÜidos de · Alt.a Presión 

CCLAP), para la d~t.~~~~,;~¡~ de Ciprohept.adina. 

Miligramos Porcienlo dr:i 
Cy) Recuperación Cy:O 

1 0.06176 !Oc. 93 

1 
0;09100 101.11 

1 0.12146 101.22 
.1 

1 0.14953 99.ee 
1 
1 0.18. 0.18190 101. 00 . 
1 
Tabla 7 Datos para la e•taluación estadistica de la .Llneari. 

dad para la Ciprohepadina. 

1 
1 

1 
1 
1 
+··· 
l 

.· .. 1 
1 



LINEARlDAD DEL METOOO ANALITlCO I CLAP 
Cfpir.lle¡tali:a céáamJ 'IS rn¡¡pmb 

0.19 

0.111 

0.17 

.... 11.16 
• 11.1~ a 
u 
a 11.14 • • o. 11.13 
J 
a 11.12 • • V 0.11 
a 
! Q.1 
11 

!! o.m 
o. • 0.111 J: 
a 

0.01 • o. 
ii o.~ 

• 11.!!í a 
a 0.04 
E 

0.03 

o.lll 

O.U! 

o 
o 0.82 0.04 D.ll6 0.111 0.1 l12 G.14 0.1' 0.11 

GRAFICA NO. 2. Linearidad del método analítico por Cromatograf!a 

Líquida de Alta Pt"esión para C~iproheptadina adicio-

nada canea Ciproheptadina recuperada. 
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y = O. lC!l.11 s = 0.47GG3 y· 

X = Q.1c000 s 
X 

0.04743 

Inercept.o a la Ordenada: a = 0.00166 

Pendie~t.e:.:.~· b 0.99536 

Co;:,fi~ie~té d~ córrelaci6n: r = 0.99991 

E = o.6055 
". 

E z= 0.92G59 
y 

S·· o.oooea 
v~~x 

E = o.os16a 
•Y 

E z = 0.08100 
X 

s = o. 00106 
y/X 

10. 3. 3.1 IMTERCEPTO DE LA ORDENADA AL ORIGEN e a ) 

lJ Prueba de Hipótesis: 

Ho a = O 

H1 a "' O 

:::J Resul lados: 

t. = l. 69039 
i:o.li;._ 

t. = a.35 
, IO. v.:t,J> 

\o.fir.>,l,> t..~~!~·-~·-~_No se rechaza He y pt:lidemos concluir que 

a =·O 

3) Int.er•talo de Confianza C 95Y. J: 

-0.00711 < a< 0.01044 
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1 o. 3. 3. a I lfTERFERENCI AS ACERCA DE LA PEllDI ENTE e b ) • 

D Prueba de H1 pót.esi s: 

Ho b = 1 

Z) Resultados: 

t.ce>lc. = -'J. 41346 

.t. . . = 2.3!5 
-_co.;_~?·3• 

t. > \. .... 
co •. 90,31 - · cole. 

podemos concluir que 

3) 'Intervalo: !=ie' Ccnf-ianza C 95!~ ) : 

O. 9690Z < b. < 1.0Zl 70 ·· 

10.3,4.REPRODUCIBILIDAD. 

Los resultados obenidos para el estudio del efect.o de 

analist.a y dia para la reproduc:ibi idad del :nét.odo 

3nalit.ic:c por Crornatcgrafia·Liquida de Alta Presión CCLJ.P), 

pa:ra la dt.erminación de Ciprohept..adina se muest.ran en la 

·t:at1a S. 
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1 m• ¡-- ;-ª_1 __ Atl~r-STA 
1 1 100;32· .,1> 
1 1 =1 1 100.10' 

1- 1 -. ,:: r 
99.95 

99.67 

101. 35 

100. 74 

101.15 

102.95 

Tabla. e Oat.O!i,pal"alá E_;~uáci6n Est.adist.ica de ra 
-~ · · ·-·o:c,~,.,.:,·,;-,C.~ - -· ' ' ' 

· "Rep~.,d.;~J,~I}_i~.id;~,. la Ciprohept.adina . 
.. - ·. ·:;:-;.,, --·· .. , 

•' --;.'= -t: ~ .. -=-:-'c_:~'f~-:.-- -.:... 

a 121353. 6108 



Ft.eónc:G > Fc:oÍc.:º· Ho- -exfSt.e ningún .er9Ct.O -ge·· '.tlguna: da; -las 

fuent.es de variaci6n en la det..erminaci6n de Ci prohept.adina 

por Croma\.egrafia Liquida· de Al t.a . ?re,,;ióri C Cl.Af'). C v. 
i . 
~abla 9 ). 

FtJFJrit.e de Grados de 
Uber~ad 

Sumat.oria de 
Cuadrados 

Media 
Cua.drát..ica 

f 
ea.\ e: fl•or 1 

~~~1--~~+-~~~+-~~-+-~--l-~I 

1 

1 
-~ 
1 

1 

1 

3.8988 

1.8409 

5.8437 

¡c:.1179 1161.4 1 

1 1 1 Iº· 9915 1101. 4 ¡ 
¡a. óeOO 1 5. 3::1 

1 1 1 

1. 9409 

3. 8988 

0.7305 

Tabla 9 Análisis de Varianza para la Ciprohept.adina. 
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ESTA TESIS NO DEBE 
Sf1UR DE LA BIBLIOTECA 

11 CONCLUSIONES 

- t'e- acuerdo a los resul lados obtenidos podemos 

concluir que el método analítico desarrollado por 

Cro:r.atog:-afia de Liquides de Alta Presión CCLA?).para 

Dihexa=iri .. es ~specifico ya qtJe logra separar, ident.ificar y 

cuantificar ··al Piridoxal Fosfato CP5f? y la 

Ciprohepladin~,asi como a sus productos de degradación. 

- La Evaluación Est.adislica demostró que se cumplieron 

los objetivos planteados, ya que el método analitico 

desarroll~~~._P9_r _ c;ror..a~.~grafia de U.qui dos de Al ta Presión 

CCLAPJ, para Dihexazin es Exacto.Repetible, Reproducible y· 

Li.nP.al o:11 un ~ Y. dP prcbabilidad par cada uno de los 

co~ponenles C Piridoxal 5 Fosfato y CiproheptadinaJ. 
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ANEXO A FORMULAS GENERALES. 

_ FORMULAS: 

- l'.edia A!°i t..mét..ica ( X ) , 

E x1 
" n 

- DP.:;;1iación Estándar_ Mtie_stral C S ) ; 

? ... :~·.~~X:. ~¡.: >, 

.,, 

- Variani_a_ C S~j~' 

Er-ror _ Má>"..i:mO de Estimación para el 95"/. de 

Probabilidad C E ) • 

E E.S. t.. 
<0.97:5,n-u 
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- Ecuación de.la RecLa. 

y=a+bx 
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Error Estándar C s J 
. Y"'.'X 

ANEXO B FORMULAS PARA LA EXACTITUD. 

- Hodelo Probabilisl.ico. 

>º - µ 

- Hipót:esrs 

Ho: µ 
:, ~ ::·' ' .. ' 

10oli' ' 

Hl: ;_µ .,, '100Y. 
" 

Hoy se 

conci ui r _;qt.Je'j'µ;:~·."Í' OO#;:;;~·;:~i~~lne~Odo es;:~~cta~: :··­
' "o;,;·: y,, >; .. · 

- Ini.e~-~'a1Ó ~.itc6i'írfi~Ü pár:a el 9oY. d<! Probabilidad, 

con n- 1 g~a~~s-:d~ \'r(,;.;t:a2 
·t ' . ' ,.. ,:\~' 

IC 
~P'!)X> 

· .. '·:·'.~J: ">".::/;~~ 

E.S. 
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ANEXO C FORMULAS PARA LA REPETIBILIDAD. 

- Modelo Probabilist.ico. 

Cn -D .. s2 
z X <:ole.=- ____ z __ _ 

-Cl 

- Hipót.esis a -Cont.ras_t.ar. __ , 

Ho: u-'S GY._ 

H1: "> 2% 

Decisión Est.adist.ica. 

-Si x 2 > t. ,- no se rechaza Ho y se puede e o. v.s.n-t> cu.le. 

concluir que u :: C;Y. ••• el mét.odo es repet.ible. 

- lner-·ralo de Confianza para el 95% de Probabilidad 

con n :_ 1 ;;;.d.;:; de libertad: 

Cn-1) s2 (. uz _< 
z 

Cn-1) $7-
z 

~ - . -_ 
.. <0~95'.,n-:1,, X<O. OZ~, o-J) 
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ANEXO D FORMULAS PARA LA LINEARIDAD. 

Intercepto de la Ordenada al Origen. 

- Modelo Probabili~tico. 

t 
ca.le. 

Hoi 

s 
y~x 

.,' . 

a - Ao 

·-·-:.:·--'~....;. .. ·.,.,, 

,- De::isi6n Estadistica. 

, ·-·' ea.le, no .~e· rech~za · la Ho y se puede 

concluir' 

- -Intervalo de Confianza para ~1 ~ ·:le Probabilidad., 

con n - ~ grados de liberad. 
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a !; t. 
to .-9'.n-Z> 

Pendient..e. 

- !'.<:idelc Probabili.st.ico. 

t. ·=¡ 
ca.1.c .. 

- Hip<;t.esis a Cont.rast.ar. 

Ho:. b • !lo 

Hi: b ~ So 

- Decisión·Estadist..ica. 

·"oncluir qtJe b = 1 

- Sx .r;.:; 
s 
y/~ 

- Inervalo de Confian::a para el 95!~ de Probabl l i.dad, 

!". n - 2 grados de libert..ad. 

es 



b !: l 
10. v.s.n-Z> 

s 
Y/X 

s ·¡-;;:; 
X 

ANEXO E FORMULAS PARA LA REPRODUCIBILIDAD 

Modelo Malemático e 2 faclores al~atoriosJ. 

D::mcE': 
-,. " . 

' ' ' 
yiJ~.= ?~rcenLaj~_."cUant.i.'fi'cadc.Con·'él· i -éne:;i:::o 

;on~l1-;t.'3 Pn P.l j-titn~~-i.~ .. ":il~ en ·i:·~,·~~~~;~i:~~--~,.~~(ie_íÓn. 

~-::·~-;-~:::::-:-' ·<::~--~--~. "~ >··. : . _:·.' 
O,: Efeclo :d;;_l 0i-'eri~i0nio clia en ~l ~r~ent.i..je 

MJ =Erecto :d~b_id~:a·,la ·i~Lerac~icn ·dia-ar.alist.a. ,, 
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Inferencia. 

i. - Efect.o po'. Ola. 

Si F F con l - t 

Cí-D CJ-D 

Ne exis~~ ~t~'?.~·o ·p~~.;~dfa-~· 
.-' .,.,,< ,,~-·; 

é:. ~ É/~;:y~,'~~;: ~¡~i~i~:~ 
J - 1 

_·,_e 
- -,_ -"-- ,, 

~::·.-.·-

No exi:;t.é ef..<:to pÓr ~:ri~li5Í.a; . 
.:~.~,>, ;~/~ >-<' -

.:º,';-:-,e ;~,:-:.:- ':>.-_.~ 

3. - Ef ~-c.~~.º:~ p~~; 

.:;:1. F c:clc:: -'·n-oi.d~ :F·o. 9~H:-_~cn ~-•L:<~n'7ql·a. ( i -l j .. ------
G;L:err:or. 

tjq ~~st.e efect..o·por- _ano.:!st.a~!.a. 
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