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I. INTRODUCCION 

El &nálisis de agentes terapéuticos, requiere de métodos 
funcionales para su uso en el laboratorio, ya que pued~n 
presentarse, (debido & la complejid&d y variabilidad de la 
composición de los medicamentos). interferencias por los 
excipientes de la formulaci6n, otros principios activos, 
sustancias de de~compocici6n y metabolitos en los anAlisis de 
fluidos biológicos. 

Actualmente en la industria farmacéutica se buscan 
alternativos pl'l.ra la cuantif'icacibn de un mismo Principio activo 
y por ello dia a dia se desarrollan métodos de anAlisis que con la 
nyuda de in~trumentos permitan obtener métodos que cumplan 
satisfactoriamente los requisitos p~ra su validacibn como son: 
exactitud, lin~alidad y pr~cisi6n, d~mostrando ademAs, que son 
especificos para distinguir los productos de degradación con 
rczpecto al compue~to de anAlisis. Es importante enfati~ar que el 
poceer métodos alternos, confiables, darA como resultado una 
farmacovigilancia mAs segura y eficaz, cuando por motivos 
inccintrolables no z~a .. posible la aplicación de alguno de los 
métodoc establecidos. 

En los años m&s recientes la cromatograf la de liquides de 
alta resolución ha llegado a ser una técnica ampliamente uea.da en 
~l campo de anblisis de medicamentos. Teniendo apl1caci6n en el 
a.nAlisie; fzarmacéutioo, quimica clinioa y quimica forense. Dentro 
del anAlisis farmacéutico se incluyen; estudios de estabilidad de 
medicamentos, determinación de tra~as y/o impurezas, productos de 
descomposición en muestras de lotes a granel, as~ como también en 
estudios de contamjnaci6n cruzada y por supuesto en el anAlisis de 
de medicamentos y/o sus metabolitos en fluidos biol6gicos. 

La cromat~grafia de liquides de alta resolución ofrece 
··"muchas vE.ntajas e:.n el anAlisis de as;erites terapéuticos como es 
versatilidad para elegir fase mOvil, lo!!- tiempo!!- de anAlisis que 
generalmente son de 10 a 30 min. y los procedimientos de 
extraccibn y limpieza de la muestra para inyectar los cuales son 
menores cc•n rEospecto a otros métodos. 

Existen en la literatura diversos métodos reportados para la 
cuantificaci6n del Clorhidrato de Trihexifenidilo, entre los 
cuales ze tiene: anAlisis espectrofotométrico y/o anAlisis por 
crom&tosrafia de gases. El presenté trabajo muestra el deszarrollo 
de un método de an!lisis para la cuantificación de Clorhidrato de 
Trihexif~nidilo por cromatografia de liquides de alta resoluciOn, 
con su validaci6t1, y la cornparaciOn estadistica con respecto a un 
método espectrofotornétrico ya validado. 



11. FUNDAMENTAClON DEL TEMA 

A. HONOG'RAllA DEL COLRliIDRATO DE TRIHEXIFENlDILO ( 1,2,3,5,6,7 ) 

.a) Nombres Qu1m1cos y Sin6nimos: 
1-Piperidinpropanol , .. -ciclohexil- ... -fenil clorhidrato. 
~ ciclonex.11- 9'-fenil-1-piperidinpropano1 clorhidrato . 

. b) Fbrmula Condensadá: 

C H NO.HCl 
20 31 

e) Ft>rmula Desarrollada: 

d) Peso Molecular: 

337. 93 g/mol 

a) Deacripcibn: 
Polvo blanco cristalino. 

f) Idantificacibn: 
1) Solubilidad: 1 en 100 de agua, 1 en 22 de etanol, 1 en 15 de 

clorofo .... o y 1 en 10 de metanol. 
2) Punto da fusibn: aproximadamente 250 e con deacompoaici6n. 
3)·Caracteriaticaa de abaorcibn al IR. La abaorcibn al IR 

·exhiba mlximoa a las mismas lonaitudea de onda que una 
preparac16n similar de Clorhidrato de Trihexifenidilo USP. 

4) Responde a los ensayos de cloruros. 

&) P6rdida al Secado: no m!s de 0.5% 

.h) Ra•iduo a la Ianici6n: no mls de 0.1% 



i) Metales Pesados: 0.002% 

j) Contenido de Cloruros: no menos del 10.3 y no mAs de 10.7%. 

k) Farmacologia: El Trihexifenidilo es el prototipo de agentes 
anticolinérgicos·usados en el tratamiento de la enfermedad de 
Parkinson, que eeneralmente aparece de m&nera insidiosa en las 
i'tltimas décadas de la vida, produciendo una disminución lenta 
de la capacidad de movimiento. El trihexifenidilo influye 
notablemer1te en el temblor caracteristico, mejora la rigidez y 
bradicinesis adem6s de otros sintomas secundarios de la 
e:nfermedad. 
Efectos Secundarios: En SNC son; confusión mental, delirio, 
somnolencia y aluoina~iones. En vias urinarias se presenta 
ciclopejia, estreñimiento y retención urinaria, que molesta 
especialmente en ancianos. 

1) Preparados y Dosis: 
- Tabletai; de 2 y 5 mg. 
- C&psulas de liberación prolcingada de 5 mg. 
- Elixir de 2 mg/5ml 
Los limites de la dosis diaria promedio es de 1 a 10 mg. 

m) Conservaci6n: Se conserva en recipientes bien cerrados. 



B. CROHATOGRAFIA ( 12,13,16 ) 

l) DEFINICIONES 

1.1 Cromatosrafia. 

Es un procedimiento por el cual los componentes de una 
muestra son separados por un procezo de .migración diferencial en 
un sistema consistente de 2 fases, una de las cuales se mueve 
continuamente en una direcci~n dáda. En este sistema los 
compueetos individualmente exhiben diferentes comportamientos en 
su ·movilidad por ra~ones de diferencias en adsorción, particiOn, 
solubilidad,, presi6n de vapor, tamaño molecular o carga ibnica. 

1.2 Fase ~stacionaria. 

Es un término que se utiliza para denominar cualqui6ra de 
las diferentes formas en que puede usarse la fase fija, que puede 
estar empaquetada en una columna, extendida en forma de capa, etc. 

1.3 Fase móvil. 

Término utilizado para denominar a la fase que acarrea a 
las muestraz. durante el proceso de cromatografia, ésta puede ser 
liquida o gaseosa. 

2) CLASIFICACION ( 12, 18 ) 

Los métodos cromatogrAficos pueden ser clasificados de 
acuerdo al tipo de f aEe mOvil y fase estacionaria 
seleccionados. La cromatograf ia de gases involucra aquellos en 
los oual~s la fase móvil es un gas; la cromatografia liquida 
moderna involucra aquello~ donde la fase móvil es un liquido. 

En base a la naturaleza de la fase estacionaria y procesos 
de separación pueden enumerarse 4 casos: 

2.1 Cromatografía Liquida o de Particibn. 

Este tipo de cromatografla envuelve una fase estacionaria 
liquida de composici¿n diferente a la fase m6vil. En donde las 
moléculas de la muestra se distribuyen entre las 2 fases, como si 
fuera µn ~roceeo de cxtr~cciOn liquido-liquido en una sepsracibn 
con ~mbudo. Las dos fáses deben ser inmiscibles. 

4 



2.2 Cromatografia Liquido-Sólido o de Adsorción. 

En éste caso existe una super~icie muy grande de particulas 
p~Queñas que retienen a las moléculas de la muest~a debido a la 
atracción que existe entre las diferentes sustancias y la 
superficie de las particul&s, proporcionando diferentes grados de 
adsorción. 

2.3 Cromatografia de Intercambio Ibnico. 

En este tipo de cromatografla la fase estacionaria contiene 
iones los cuales son capaces de ser cambiados con los ione~ del 
soluto de la fase m6vil. El i6n cambiador normalmente se 
P.:ncuentra unido a grupos de &monio cuaternario [-(CH'l.)nNR;x-J para 
la .e:eparaci6n de ~rdones, 6 unido a grupos de A e ido sulf6nico (-C 
H & so; ~ en la separación de cationes. En este tipo de 
cromatogra~ia existen 2 variables importantes que deben tomarse en 
cuenta para una separación satisfactori3.de los componentes de una 
muestra, que son la fueza i6nica de la fase móvil.Y la variación 
d~l pH en la mi~ma. 

2.4 Cromatografia de Exclu~i6n de Tamaflo 6 Cromatografia de Gel 

En este tipo de cromatografia el empaque de la columna es un 
material por~so con cierto tamafio. Las moléculas que son grandes 
qu~dan excluidas por los poros y solo cierto tipo de pequeñas 
moléculas podrAn penetrar los poros. obteniéndose un movimiento 
rApido de las moléculas pequeñas y la retención de las de mayor 
tamaño. En éste tipo de cromatografia es estrictamente 
de~erminante ~l tamaño molecular. 

Actualmente exiflten 2· métodos adicionales a lc•s anteriores 
que se desarrollaron oomo resultados de modfficaciones de la 
crornatografia liquido-liquido y cromatografia de intercbmbio 
iónico y son los siguientee: 

2.5 Croma.tograf'ia de Fase Enlazada. 

Es· el tipo de cromatografia en la cual se usa una fase 
estacionaria orgAraica que e5t.b quimica.mente enlazada a las 
part1culas activ~s. El mecanismo aün es controversial. 

2.S Cromstograf'ia de Par l6nico. 

Su mecanismo de retencien aün no estA cornpl~tamente 
elucidado 1 pero se acepta que exi?;te absorción del soluto i6nico 
en la fase ~stacionaria, formaci6n de pares de i6ne~ soluto 
contraión en el eluente y.formación de pares i6nicos soluto 
contrai6n en la fase estacionaria. 
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ED ~ato• doa dltimos tipos de cromato•rafia no siempre ae 
puede aaeaurar cual de loa dos procesos implicados (adaorciOn o 
reparto) desempe~a el papel mAs impcrtante. Por 6sta razbn en la 
practica •• definen otros dos tipos aegOn sea la polaridad de las 

·doa ~••••· 

2.T Cromatosrafia en Fase Normal. 

Ea un tipo de cromatograf 1a en la cual la fase estacionaria 
ea de naturaleza fuertemente polar'(ejemplo silica) y la tase 
mbvil no polar (ejemplo hexano o tetrahidrofurano). Las mueatraa 
polar•• quedan retenidas durante tiempos mayores que loa 
materiales menos polares o apolares. 

2. 8 Cromatograf1a en Fase Inversa. 

Su funcionamiento es a la inversa ya que la fase 
estacionaria ea de naturale~a no polar (hidrocarburo) y la fase 
móvil ea un liquido polar normalmente aaua o alcohol. En 6ate caso 
cuanto menos polar sea la muestra mayor serA su retencibn. 

F\·" 
~·· ... 

Fis. Iluatrac16n sr&fica 
0

de la cromatosrafia liquida en 
faae normal y en fase inver~a. Los circulo• representan loa 
tipoa· de compuestos presentes en la muestra y au posición 
relativa en la direcci6n del flujo de la· fase mbvil indica •~ 
orden de.eluci6n. 



3) PARAHETROS CROMATOGRAFICOS C 12,15,16,19 ) 

3.1 Tiempo de Retenci6n (tr). 

Es el tiempo que transcurre desde el momento en que la 
muestra es introducida al sistema, hasta el momento en que se 
obtierJe el punto de m!.xima concentración por la sefisl o pico. 

3.2 Tiempo Muerto (to). 

Es el tiempo de trayecto de un compuesto no retenido. o de 
la fas~ móvil para trasladarse de un extremo a otro de la·columna. 

3.3 Tiempo de Retención Corregido (t'r). 

Es la distancia entre tr y to, es decir la medida del tiempo 
6D que la mue$tra permanece retenida en el material de relleno de 
la columna. Dicho de otra mnnera, tr es el tiempo total de 
permanencia en la columna, to el tiempo que la muestra permanece 
en la fase móvil y por lo tanto, t'r es el tiempo en que la 
muestra permanece retenida en la :fase estacionaria·. 

t'r = tr - to 

3.4 Factor de Capacidad (K). 

El factor de capacidad es un término que indica el tiempo de 
.retención de un soluto en la columna. Su c!üculo es por medio de 
la siguiente fórmula: 

t'r tr - to tiempo en la fase estacionaria-
K 

to to tiempo en la fase mbvil 

Por otra parte cor,ociendo el factor de capacidad, ¡1odemos 
calcular e1· tiempo de retencit>n de un compuesto. 

tr = to ( 1 + K ) 

·En 1a prActica, hay que hacer lo po~ible para obtener un 
valor del fsct.or de. capacidad por lo menos -igual a UTJO para el 
primer pico de interes, con el fin de asegurar su separación del 
solvente y sus posibles impurezas las cuales se eluyen 
gen·~ralme:nte ·a un tiempo to. 

7 
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3.5 NOmero de Pla~os Tebricos <NJ. 

En cromatosrafia debe tratar de evitar.se el ensarichamiento 
de las bandas en la columr1a tanto como sea posible ya que cuarito 
mAs agudos sean los picos podrbn resolverse un mayor nCmero de 
ellos en un mismo int.ervalo de tiempo, y por lo tanto ~n un mismo 
tiempo pueden separarse mayor n~mero de co~ponente5 de l~ muestra# 
Por todo ésto es necesario entonces conocer la eficiencia de una 
columna calculando a través del n~rnero de plbtO~ tebricos, que se 
calcula del siguient~ modo: 

N 16 6 N ''" t~-J 
Dcinde: 

N Nbmero de platos ~e~ricos 
tr Tiempo de retención del pico 
Wb Ancho del pico (obteniéndose por ex~rapolaci6n de 

tangentes del ~unto de infle~ión a la base lin~a 
como se muestra en la figura 2 ) 

Wh = Ancho del pico tomado a la mitad de la altura. 

La -::fic:iencia de la columna es mejor a mayor nl!lm.::ro de 
platos teóricos. 

3.6 Altura Equivalente de un Plato T~órico (H). 

El r10tnero de platos depende de la longitud de la columna, 
~si a mayor lonsitud, mayor nbmero de platos. En consecuencia se 
ha introducido otro término q¡\1e relaciona el nó.:nero de platos con 
la longitud de la col\1mna.1 y es la altura de plato o altura 
equivalente·a un plato te6rico (HEPT). Se calcula por: 

H = L/N 

Donde: 
L = Longitud de la columna 
N = Nómero de Platos Tebrico~ 

Asi se tiene que a menor altura de cada plato y mayor r1'1!lmero 
de platoe la col\1mna cromat.ogrAfica serA me.e. eficient.~. 

3.7 Factor de Selectividad (oc). 

Este !actor describe la posici¿n relativa de dos picos 
adyacentes. La s~paraei6n de los picos dependt:: de la inter.;..cción 
$electiva con la fb~e ~stacion6ria. CalculAndoee para dos picos A 
y B·del siguiente modo: 



t'r ( B l KB 
oC: ---------------

t'r ( A l KA 

Si oc = 1 los dos picos tienen tiempos de 
1d6nticoa, o aea no existe separaci6n. 

retencibn 

3. 8 Resoluci6n (Rl. 

·El factor de selectividad expresa la poaici6~ relativa ·de 
loa do• picos, pero no proporciona información sobre la eeparac16n 
real de loa picos, que depende de lo puntiaaudoa que sean •atoa. 
Por ello ae ha dado el nombre de reaolucibn a la medida de 
separación que existe entre dos picos calcullndose como: 

2 Ct 
R ----------------

Wb + Wb 
1 2 

Donde: 

Fi•
Oercanoa~ 

At 
Wb1,Wb2 

Dif erenciaa de loa tiempos de retencibn 
Ancho de loa picos respectivamente 

1 
1 ... 
1 
1, 
1 
1 

~~~~~~~~~~--. 

:---t.,~~~-"'l~~~-A\ .. 
1 
1 
l. 
1 

1 

~.!>.J 

·.U__J:: . o . . . . 1 . lj . . . . .. . ., .. 
'.· .. . - ·-

·: .· . .. ,' "'W"'oll.-, . 
. . . . , 

.· ··. 

' . .. \ ______ t.'--p• .. 

2 Iluatraci6n de un cromato•rama con doa.picoa auy 
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Si se tiene un valor de R = 1.5 representa separaciOn hasta 
la linea b&.se de los picos mientras que un R = 1.0 significa que 
la resoluci~n es aproximadamente del 90%. 

4) CARACTERIZACIONES DE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA 110DERNA 
( 12,14,15 ) 

La cromatografia liquida moderna se caracteriza por : 

- Columna~ reutilizables de pequeño diAmetro (2-5 mm). 
- Rellenos de particulas muy pequeños (5-50,µm) y desarrollo 

de nuevos materiales para utilizarlos como fases 
estacionarias. 

- Presiones de entra.da i·elativamente altas y flujo 
controlado de la fase móvil. 

- Ir,troducción Precisa de la muestra, sin necesidad de 
grandes cantidades. 

- Detectores continuos t::speciales. capaces de operar a 
flujos muy bajos y de detectar cantid&des muy pequeñas. 

- Instrumentos r1ormali:;:ados y automatizados. 
- AnAlisis rbpidos. 
- Al t.a reE·olución. 

5) LA FASE MOVIL 

Excepto para el caso de cromatografia de exclusi6n, 
la fase móvil desempeña, en g~ne:-ral, una partP.i activa ":n 
crorna.to€rafia liquida. Se ¡:iuede usar una \!mica sustancia corno 
fase móvil durante el anttlisis dé una mezcla de dos o mas 
sustancias, ajustando adecuadamente las características de la 
f&se. También es posible mantener constante la composición de la 
fa.se m~•vil durante el anAlisis, o bien cambiarla. El primer método 
se llama op~racion isocrática, mientras que el seeundo se conoce 
come:• e lución por gradiente. 

La eluciór1 por gr&diente se utiliza con muestras cuyos 
compon1;:ntt::'s poüean polaridades muy di:ferentes, pues en éstos casos 
es preferible variar la polaridad de la fase rnbvil durante el 
an~lisis, para mejorar ls sepgraci6n de los componentes. 
Gener~lmente se inicia con una sustancia ünica y se aumenta con el 
tiempo la concentración del otro componente(s) de la fase mOvil. 
La váriaci6n puede ser lineal, convexa o concbva. La selección de 
lo~ líquidos usados depende de v&rios pbrametros; ~n el caso d~ 
cromatografia de adsorción o reparto el papel mAs importante es la 
polaridad, también a vecE::s viscosidad y otr~s caract.er1 sticas qui!: 
puedan in:fluir en el detect:.or. En la crcimatograf1& de intercambio 
iórlicc• .eon importa.rJtes la fuerz~ i6nica y el pH, mientras que en 
la cromatograf ia de exclusión la oonsideraci6n mas importante es 
la solubilidad de la muestra en la f~se móvil. 
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6) LA FASE ESTACIONARIA 

La fase estacionaria puede ser un sólido poroso del tipo de 
los usados en la cromatografia de adsorciOn, intercambio i6nico y 
exclusión. Las diferentes fases difieren en su composicibn 
quimica, eetructura y tamaño de particula. Otra posibilidad es 
Uf:i.ar una fase -:::st&ci•:maria liquida e impregnar con ellas la 
.cuper:ficie de les particulas de un sOlido que acto.a dnicamente 
como soporte. Sin embargo hoy en dia estas columnas son muy poco 
frecuF.::ntes, ya que resulta dií"icil evitar que la fase estacionaria 
sea arrastrada por la fase m6vil. 

Los rellenos mas ampliamente utili::.ados actualmer.ite en 
cromatograi'ia liquida de partición tienen la fase estacionaria 
quimicamente enla~ada a las particulas soporte. Son las 
dE:;nominadas :fases enlazadas que poseen larga duracic!•n y no 
requieren acc·ndicionamiento. Las fases enlazadas se preparan por 
reacci6n quimica entre los grupos hidroxilos de la superficie de 
las particulas de silice y una molécula organica lineal o un 
organosilano. 

Aunque también existen fases enlazadas polares que se 
utili~an en fase normal como las que contienen un grupo 
amino 6 ciario al final de la c&.dena hidrocarbonada, las mbs 
ampliamente usadas son de naturaleza no polar con una cadena 
alquilic~ (ej, octadecilo) enlazada por medio del atomo de 
silicio del alquilsilano. Estas fases se usan en fase 
rcver~a y son ~tiles en la separación de una amplia gama de 
sustancias. 

En la prepar&.ci6n de fases enlazadas como en el 
recubrimiento por fases liquidas no enla~adas se utili~an 
dos tipos de particul&s soporte. En el primer tipo son 
particulas, totalmente porosas, mientras en el segundo 
existe un ntlcleo sblido recubierto por una delgad& capa 
porosa. A éste Ultimo se denomina soporte pe1icular . 

Las p6rt1culss de soporte poroso son en general de silice de 
gran superficie y se Gncucntr3 una gran variedad de tamaños. Los 
soportes peliculares son un nO.cleo s6lido (generalmente cuer1tas de 
vidrio) recubierta por una fina capa porosa, normalmente de 
silice, son de forml't.s regular por lo que las columnas pueden 
rellenarse fAcilmente 1 sir1 embargo. generalmente son de tamaño 
grande y por tanto las columnas no son tan eficaces como las de 
particul~ pequeña de relleno totalmente poroso, 

Como se ha visto el tamaño de particula es muy importante 
ya que si no es suficientemente pequeño la fase móvil y la muestra 
disu~lta no se difundiran homogenéamente. ademAs se debe de tener 
la mayor super:ficie de cont.!lct.o posible entre la :faf;e móvil y l& 
fase estacionaria. Sin embargo existe un limite inferior d~ tipo 
pr&ctico aproximadament.e superior a unos 3 um de diAmetro. La 
mayoria de las columnas comerciz'1es contienen rellenos de 
particula~ cuyo tamaño promedio es de 5-15 µm, en tanto que muchos 
rellenos peliculares presentan tamaños de 37-42 pm. 
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7) INSTRUMENTACION ( 12,13,15,16,16 ) 

Para lograr.que las separaciones sean mAs eficaces y rbpidas 
empleando empaques de columna mAs finos se debe emplear equipo y 
presión especiales. Se requieren presiones de 1000 a 3000 psi para 
lograr velocidades de flujo d~ 1 a 2 ml/min. en columnas de 2-4 mm 
de diArnetro y 10 a 15 cm de largo, aunque en ciertos casos pueden 
ser necesarias presiones de hasta 6000 psi. 

Los componentes esenciales de un sistema crornatogrAfico de 
alta presión son un eistema hidrAulico, una columna y un 
detector. Adem&s de que se deben controlar la temperatura del 
sistema y la inyecci6r¡ de la muestra. Aparte de una gran 
re:>oluci6n y una eran sensibilidad, el equipo debe tener un alto 
grado de reproducibilidad y una mAxima resistencia a la 
corrosividad, debe poseer entradas de altas presiones, inyectores 
y detectores de bajos volumenes muertos. La variaci6n en la 
velocidad de ~lujo no solo afecta el tiempo de eluci6n, sino 
también la forma del pico del cromatograma y por lo tanto en la 
cusntificaci6n de la muestra. 

7 .1 Bombas 

La principal funciorl del sistema de bombeo es proveer 
fase móvil a la columna con un flujo constante y reproducible. 
columnas ut.i lizl!.das en CLAR esta.n rellenas de particulas 
pequefias que present6n cierta resistencia al ~lujo de· la 
m6vil por lo tanto se requiere de un sistema de bombeo que 
fluir la fa~e mbvil a un :flujo raüonable. 

de 
Las 
muy 

fase 
haga 

Los requisitos mas im~ortantes de un sistema de bombeo son: 

a) El sistema debe ser hecho de materiales quimicbmente 
resistentes a la fase móvil. 

b) Alcanzar presiones de operación mAximas ( usualmente hasta 400 
atm = 6000 psi ). 

e) Un amplio intervalo del volOmen de flujo ( entre 0.5 y 10 ml) 
d) Reproducibilidad y constancia del flujo 
e) Facilidad para el cambio de fases moviles 
f) Cara.cteristicas de flujo libre de pulsacioues o tener un 

regulador de pulsaciones. 
g) Facilidad de limpieza del sistema. 

De acuerdo con las caracteristic&s de funcion&miento y 
diseño se puede considerar la !:igui~nte clasificación: 

BOMBAS 

{

Mecl.nicas 

Neum~ticas 

[Reciprocas , 

tnesplazamiento corrtinuo 
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7.1.l BOMBAS MECANICAS. 

7.1.1.1 BOMBAS RECIPROCAS. Las bombas de un solo pist6n despla~an· 
flujo~ de volómen constante en forma no continua, sino mas bien 
pulsante. La mAxima presi6n que se puede alcanzar varia segñn el 
disefio, pero en general es de aproximadamente 600 atm { 8000 psi). 
Su operaci~n es mediante el movimiento de un pistOn o dia~ragma, y 
a través de una vAlvula control que alternadame.nt.e se abre y se 
cierra, y asi e~ llena y descarga una pequeña c&mara. El volt.unen 
que erNla la bomba en cada pulso se ajusta control~ndo la 
di~tancia del r~corrido del pistón o diafragma, el flujo se ajusta 
variando el nümero de veces del desplazamiento por unidad de 
tiem~o. 

VENTAJAS: - Depósito de disolvente ilimitado. 
- Rapidez del cambio de fase móvil. 
- Volómen de flujo constante. 
- Facilidad de limpieza. 

DESVENTAJAS: - El flujo es en pulsaciones, por lo que hay 
pérdida en la eficacia de· la columna e 
inestabilidad del detector. 

Las alternativas que ze utilizan p&ra eliminar el ~xceso de 
las puls3ciones' son : 

a) Colocando un serpentin largo (15 m) entre la bomba y la c&rnar& 
de inyección, para absorber las pulsaciones producidas por la 
bomba. 

b) El uso de un manc1métro de presión con un gran tubo de Bourdon 
(nc-rmalmente intercalado, para evitar retención del liquido) 
que también se flexiona con cada pulso. 

e) Otra manera mAs eficaz es utilizando Bombas de Doble Pistón, 
donde existen 2 pistones gobernados por un mismo motor a travé:-.s 
de un eje excéntrico. Este mecanismo permite que un pistón 
succione mientras el otro expulsa el liquido fuera de la bomba. 
Por lo tanto los perfiles de flujo se superponen el uno al otro 
reduciéndose apreciablemente las pulsaciones. 

7.1.1.2 BOMBAS POR DESPLAZAMIENTO CONTINUO CJEP.!NGAS). Son 
aquellbs en las que un émbolo o pistbn es desplazado en forma 
continua y uniforme por un motór d~ precisi6n, comprimiendo el 
liquido contenido en una cArnara de cierto volümen; el liquido 
fluye lu~go a través de una abertura en la misma cámara y se 
obtiene asi un flujo de volñmen constante, que puede variar seaün 
se d~splace el émbolo a mayor o menor velocidad. 

VENTAJAS: - El flujo proporcionado es uniforme 
continuo. 

- Alcanzan· al tas presiones de operac16n. 
- Son de bajo mantenimiento. 

y 
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DESVENTAJAS: - Limitada capacidad del depósito C250-500mll 
y para llenar la cAmara es necesario 
suspender su operación. 

- A altas presiones hay ligeros cambios en el 
flujo al comprimirse el disolvente (4% a 408 
atm : 6000 psi) 

- Son de alto costo. 

7.1.2 BOMBAS NEUMATICAS. 
Este sistema emplea un cilidro de gas conectado directamente 

a través de un regulador al dep6sito de la ~&se mbvil. La presibn 
del gas impulsa el liquido a través del aparato. La mAxima presiOn 
de trabajo esta limitada por la presión del gas y el material de 
fabricación del sistema. 

VENTAJAS: - Flujos de presiOr1 constante y libre de 
pul?:.aciones. - Son de bajo costo 
Bajo mantenimiento no hay jun'tas ni 
vti.lvulas ) 

DESVENTAJAS: - Ba.ia capacidad de volómen del depbsito. 
- El cambjo de un disolvente a otro es lento 
- La presión mAxima de trabajo se limita por 

el depósito de gas ( 200 atm = 3000 psi ), 
~- Difusión del gas en el liquido. 

* Esto se puede resolver al usar un serpentin largo que hace 
que la Guperíicie Ce la interfase gas/liquido disminuya bastante y 
la m3yor parte de la tase móvil se usa antes de que llegue al 
detE:ctor la porción que contiene al sas. También se logra 
desechando las ~ltimas porciones del liquido que ba.n sido 
saturadas por el gas. 

Algunos diseños tier1en sistemas amplificadores de presibn 
que pueden producir 400 atm (6500 psi) utili~e.ndo bajas presiones 
del gas. En estos sistemas se utiliza un pistón de gran di~metro 
para el gas que transmite su movimiento a otro de pequeño diAmetro 
para el liquido. Asi se obtiene que la presión en el liquido es 
proporcional al cociente del tarea de l& seccibn de ambos pif'.tones, 
proporcionbndo gran pr~si6n al liquido. Sin ~mbargo el diseño es 
caro, complejo y de alto mantenimiento. 

7. 2 Di sposi ti vos para la Inyeccibn 

Para la introducci6n de . la muestra en la columna es 
necesario tener en cuenta el di~eño del inyector, ya que se 
requiE:!re de una ::ona de poco vol Ornen impregr1&.da por la fase mbvil, 
con el fin de evitar la difusiOn de la muestra y la dilucibn 
expone.ncial. 
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Requisitos con los que debe cumplir un buen inyector: 

a) La introduccion cie la muestra hacia la columna es a través de 
una estrecha entrada. 

b) Debe de ser reproducible. 
e) Operar a presiones altas. 

7. 2 .1 lnyecci~.>n con Jeringa 

La inyección se hace con una microjerii.ga diseñada para 
resistir presiones superiores a 1500 p~i. Los materiales del 
st::Ptum incluyen silicona, neopreno y fluoroelh.stomeros¡ algunos 
contienen t~fl6n para retardar el ataque hacia los elAstomeros 
provocado por ciertos disolventes. 

La inyección con .ierine:a puede ser usada a presiones mayores 
de 1500 psi usando la técnica de "inyección con paro de flujo". De 
esta man-=ra la bomba ze apaga hasta que la presión de entrada en 
la columna iguala a la atmosferica, entonces se inyecta la muestra 
a l&~ condiciones usuales y posteriormente la bomba se enciende. 

7.2.2 

VENTAJAS: Resulta barato, flexible y íAºcil operacibn. 

DESVEHTAJAS: Limitación de operacibn a presiones alrededor 
de 1500 psi para evitSr fracturar la jeringa, 
la vida corta del septum debido a la 
introducción de la aguja y a los solventes 
utilizados, las reproducibilidades obtenidas 
pocas veces son < 2%. 

Inye:cci~n por medio de VAlvulas 

Debido al principal inconveniente que presentan las 
inyecciones con jeringa que es la limitación de trabajar con 
presiones altas se ha dispuesto de v&lvulas de alta pr~sibn ya 
que se puede trabajar a presiones elevadas y proporcionan una 
aplic~cibn de la muestra muy reproducible. 

El instrumental moderno emplea en general v&lvulas 
inyectoras como la que se ilustra esqu~maticamente en la figura 3 
donde la muestra s~ introduce a la vAlvula mediante una jeringa, 
despla~a .:::1 liquido y llena el espacio interr10 de una pequeña 
porci6n del tubo capilar de acero (usualmente el volürnen contenido 
en ~l tubo es de 10 a 50 ul). La muestra se inyecta en la columna 
&ccionando la vAlvula de forma tal que la die~osiciór1 de entrada 

.Y salida se invierte, tal como se muestra en la figura 3 

De esta forma se logra inyectar a cualquier presibn un 
amplio intervalo de t&maños de muestr& (no es necesario llenar 
todo el volO.men del tubo con la muestra ) con un alto grado de 
reproducibilidad. Las válvulas inyectoras se fabrican de 
materi&les inertes, como el tefl6n y acero inoxidab;le, 'y su diseño 
es tAl que resisten presiones muy elevadas. 
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Fisura 3. 

7. 3 Columnas 

VAlvula inyectora. A. toma de la mueetra, 
B. inyecciOn de la muestra. 

Se considera que el corazón del cromatogrlfo es la columna, 
puesto que en ella se lleva a cabo la separación de" los 
componentes de una mezcla en estudio. 

BAsicamente l~ columna consiste de un .seamento recto de tubo 
de acero inoxidable tipo 316, cuya longitud varia entre 10 y 50 
cm 1 di6metros internos de 2.6-3 mm 6 bien de 4.6-5 mm (al tener 
d16metros mas pequeñc1s los anAlieis son mtt.s rApidos) Y d16.metro 
externo de 1/4 pulgada. 

Aunque no forman parte de la columna como tal, las 
conexiones entre columnas, as1 como entre columna detector o el 
inyector, deben ser herméticas y tama~o pequefto. En los extremos 
de la columna se coloca un disco de metal O tefl6n poroso para 
evitar que el relleno de la columna se afloje o se pierda y se 
produzcan caidaa de presi6n muy arandes. 

Actualmente las columnas de CLAR se han desarrollado en un 
alto ¡¡rado de eficiencia ( aproximadamente 10,' 000 platos 
t'oricoa por metro de columna ). 



7.4 Detectores 

Ur, detector ideal seria aquel que satisfaciera los siguientes 
regui si tos: 

- Altamente sensible 
- Estoble 
- Lectura continua 
- Respuesta universal 
Sin embargo en la actualidad no se.cuenta con este tipo 

de detector y los que existen solo son adecuados para ciertas 
~plicacion~s en particular. 

7.4.1 Detector de Indice de Refracción 

La detección se basa en equilibrar el sistema con la fase 
móvil pura y medir el cambio de indice de r~f racci6n cuando 
aparece la mueetra eluida junto con la fase móvil, 6S lógico que 
ouanto mayor sea la diferencia entre los indices de refracción de 
la muestra y la fa!:.e m~vil mayor serA el desequilibrio¡ la mAxima 
sensibilidad es cuando se alcan~an a detectar diferencias muy 
pcq~efias entre ambo~. 

DESVENTAJAS: En me~clas complejas los indices de refracción 
de los componentes pueden cubrir un amplio 
r~ngo de valores y algunos de ellos pueden ser 
tan cercanos a los de la fase móvil que no 
pueden ser detectados. Existe la necesidad de 
equilibrar el detector cada vez que se produce 
un pequeño cambio en la composición de l& fase 
móvil. No se puede trabajar en gradiente. 

Existen dos tipos de det'ectores de indice de refracción, 
ambos requieren del uso de una celda de doble paso en la cual el 
lado que cout.iene a la muesti.·a ze compara con la referencia que no 
contiene muestra. 

7;4.1.1 Detectores de Desviación 

Este tipo de detector se basa en la medida del 
desplazamiento óptico de un rayo de luz, al variar la composición 
del· lado de la muestra en relación con el de referencia. Conforme 
se eluye la muestra varia el 6ngulo de refracción, moviéndose el 
rayo de luz. Esto se traduce como un cambio de la sefial que va 
al detector y lo desequilibra. Esta sefial se relaciona con l& 
conc.entración de la muestra. 

VENTAJAS: Baja sensibilidad frente.a particulas sólidas y 
burbója~ de aire. 
Intervalos de indice de refracción 1.000 - 1.75 
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DESVENTAJAS: Costoso, dificil manejo ( no se puede limpiar 
con facilidad ) . 

7.4.l.2 Detectores de Reflexión CFresnel) 

Se fundamenta en el principio de Fresnel segOn el cual 
en la interfase entre un prisma de vidrio y algOn liquido, la 
cantidad de luz transmitida y reflejada es proporcional al !ngulo 
de incidencia de la luz y al indice de refraccibn del liquido. 

Al entrar la muestra en una celda de luz se refracta con un 
Angulo diferente, con lo cual a la .salida hacia la fotocelda habr~ 
variado su intensidad. El desequilibrio que se genera en el 
detector provoca un cambio en la erJergia eléctrica de su señal de 
salida, dicha señal se relaciona con la concentración de la 
muestra. 

VENTA,TAS; Alta sensibilidad, opera a flujos muy bajos con 
celdas de poco vol~men fAcil acceso a la celda, 
bajo costo. 

DESVENTAJAS: Necesidad de cambiar prismas para adaptarse al 
indice de refracción de los disolver1tes. Ajuste 
óptico cuando se cambia el disolvente. 

7.4.2 Detectores Ultravioleta 

7.4.2.1 Detectores de Longitud de Onda Fija 

Cuando algunos grupos funcionales se exponen a la radiación, 
E:.>:p-::rimentan ex.ci ta.ciOn electr6nica a cauza de la absorción de 
enersia a la longitud.especifica del grupo funcional. Esta en~rgia 
provoca el paso de un electrón provocando desviacibn de la luz. 

Espectro del Visible 380 - 800 nrn 
Espectro Ultravioleta 210 - 380 nm 
La fuente luminosa m&s usada en los detectores UV posee la 

mayor parte de su energia a una longitud de or1da fija de 254 nm. 

VENTAJAS: Estables, sensibles (< 1 ng), ec6nomico, 
sencillo. 

La mayoria de los compuestos que absorben en UV 
pre5entan cierta absorción en 254 nm. Muchos detectores presentan 
filtros también de otras longitudes de onda, sin embargo la 
estabilidad de la linea baee y la intensidad de la sensibilidad no 
son comparables como la de 254 nm. 

1P. 
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7.4.2.2 Detectores de Longitud de Onda Variable 

7.4.3 

Este tipo de detectores son ~tiles en 3 casos: 

- Par&. obtener mejor sensibilidad a longitud de onda 
distinta de 254 nm. 

- En caso de que los diferente~ componentes presenten 
grbn absorción a diferentes longitudes de onda. 

- Evitar algunos problemas cuando la fase móvil llega a 
absorber a 254. 

Detectores.de Fluorescencia 

Para compuestos que presentan fl.uorescencia natural, asi. 
corno para los que pueden convertir~e en fluorescentes por 
derivati::ación. Los detectores difieren eii el modo de oc.•ntrolar 
las longit.udes de onda. Los mAs baratos utili~an filtros, los de 
precio medio se controlan a través de monocromador. de una longitud 
de onda, generalmente la de exci~aci6n y los rnAs completos ofrecen 
control por monocrom&dor de ambas longitudes de onda tanto de 
e:xcj tac ion como de f;:misit.1n. 

7.4.4 Detector Electroquimico 

Repi-e:senta para algunos compuestos mayor selecti vidltd y 
sensibiliciad. Se basa E-n la oxidación o reducción del compuesto en 
un electrodo adecuado midiéndose la corriente resultante. 

La fase móvil debe ser conductora de la corriente eléctrica 
estabili::andos'2: con una ::.al adecuada esto impide trabajar en 
fase r1ormal, se ·t.rabaja mejor en fase inversa e intercambio 
iónico. A la fase móvil se le debe eliminar oxigeno, contaminantes 
metAlicoe y haluros para reducir la corriente de fondo y por lo 
tanto el ruido que se deriva de la linea base. 

En cuanto a las muestras· deben ser oxidables o reducibles a 
un potencial que no provoque electrolisis de la fase móvil o los 
rectentes compuestos de la muestra. 
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C. VALIDACION ( 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 y 31 ) 

Cuando se inicia el desarrollo de un nuevo método analitico 
se requiere de par&metros que permitan la selecci&n de la técnica 
ma~ apropiada para el anAlisis de un compuesto determinado, ssi 
como la seguridad de l& confiabilidad de la misma. 

La validación de métodos analiticos puede definirse como el 
proceso por el cual a trav~s de estudios de laboratorio, se 
est3blece que las capacidad del método satisfacen los requisistos 
necesarios para las aplicaciones analiticas deseadas. 

El proceso de valid&ci6n verifica que u11a. mo:todolosi& en 
particular este basada soore principios técnicos y qu~ ha sido 
optimi~ada para los propOsitos pr~cticos de medición. MAs que una 
simple medida de un procedimiento la validación de rnétodc1s es una 
medida de l~ efectividad total de un sistema analitico, ya que los 
estudios deben de asegurar que el método, los instrumentos, 
disolventes, reactivos y todo lo usado durl:l.nte el er1sayo E.::s 
adecuado para el compuesto a analizar. Obviamente que un método 
q'..le es vAlido en una situación determinada puede ser invblido para 
otra. Las caracteristicas de rendimiento se expresan gener&lrnente 
por términos de parámetros analiticos. 

Las validaciones deben ser hechas tomando en cuenta una 
serie de consideraciones como son: método de anAlisis, compuesto a 
analizar, forros ~armacéutica y/o matriz donde se localiza el 
compuesto, niveles de concentración, etc. Por lo que es lógico 
suponer que diferentes métodos de ensayo requieran di~erentee 
esquemas de evaluación. Sin embargo los parAmetros de evaluacibn 
mas comunes para la valideci6n de métodos analiticos son los 
siguientes: 

A. EXACTITUD 
B. LINEALIDAD 
l. Linealidad del Sistema 
2. Linealidad del H~todo 

C. PRECISION 
l. Repetibilidad 
2. Reproducibilidad 

D. ESPECIFICIDAD 



Algunos otros parllmetros menos comune.e. que .ee utilizan 
see~n lo requiera el método son: Sensibilidad, Tolerancia del 
Sistema, C6ntidad minim~ detectable. Cantidad minima 
cuantificable, Estabilidad de la Muestra, etc. 

l J EXACTITUD 

1.1 Definición: 

La Exactitud de un métodc1 anal! tico es la concordancia de 
los retultados obtenidos en el análisis ·experimental con respecto 
al valor verdadero, se expresa generalmente a través de porci~nto 
de r~cobro obtenido del an.!alisis de muestras a las que se le.s ha 
adicionado cantidades conocidas de la sustancia. 

La estimación de la exactitud de un método esta asociado con 
el error total ( Et = Ed + Ei ) que es la suma del error 
indetermir1ado y el error determinado. El error determinado .se debe 
a una falta de control en la técnica anil.litic.9. C errores de 
"peraci6n, calibración, reactivos, etc) y es controlable. El error 
indetermin~do permanece, aOn cuando se h3n hecho todos los 
eefuer~os por eliminarlo, es incontrolable pero puede medir~e con 
una va.lidaci~·n adecuada. 

1.2 D~t~rmina~ión: 

Se determina al aplicar el método a placebos cargados ya sea 
al 100% (minirno 6 anAlisis). 6 a diferentes concentraciones arriba 
y abajo de la concentr~ci6n teórica, por el mismo analista y en 
las mismas condiciones de operación. 

l. Tabular los resultados del porciento recuperado (R), con base 
al siguiente formato: 

X , X , X , ••• ,X 
1 2 3 n 

·2. C.&.lculos preliminare~: 

~X = X + X + X + •.• + X 
l 2 3 T1 

~X·= x~+ X;:.+ X;:,+ ••• + x! 
1 2 3 n 



Cálculo de la Media 

tx 
X = -----------

n 

CAlculo de la Desviaci~n Est~ndar 

3. Cálculos Finales: 

a) Determinación de la tcalc 
·Ho Hipbtesis Nula 

Ho: X =)J 

Ha: X /- }J 

te ale 
X - .)Jo 

DE/.rñ' 

)Jo = 100% Ha 

b) Determinación del Coeficiente de V&riacibn 

CV = ( DE/X l * 100 

e) Intervalo de Confianza para la Media: 

X! t 
tab 

DE 

Hipótesis Alterna 

t. Valor de la t de Studerit con n-1 grados de libertad Y 
tab una probabilidad acumulada de 0.975 

l. 3 Criterios: 

a) Si t < t < t No se rech&za Ho 
tab cale tab 

Si t > t > t Se re cha::. a Ho 
tab cale t"b 



b) El Coeficiente de VariaciOn debe cumplir con los criterios 
eetablecidos en la linealidad del método. 

e) El Intervalo de Confianza para la Media debe incluir el 100% 

2) LINEALIDAD 

2.1 LINEALIDAD DEL SISTEMA 

2.1.1 D~finici6n: 
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La linealidad de un siterna e~ su habilidad para asegurar que 
los resulta dos an.e.11 t.:1.cos, los cuales pueden se.r obtenidos 
directamente o por medio de una transformación matemAtica bien 
definida, son proporcionales a la concentración de la sustancia 
dentro de un rángo determinado. 

2.1.2 Deterrninacibn: 

Se determina. construyendo una .curva de calibraciOn de la 
concentraciC:in contra la respuesta, de una misma solución pl:ltr6n 
utilizando cuando menos 5 diluciones y haciendo anAlisis por 
_duplicado para cada dilución. 

El intervalo entre las concentraciones a anali:ar depend~ra 
del prop<!•si to del método; p6.ra prop6si tos de control de calidad y 
de seguimiento de la estabilidad de un fArmaco en una forma 
i'armacéut.ica. deber&. est~r incluido el 100% de la dosis. 



l. Tabular los re~ultados con base al siguiente formato: 

I Conc~ntraci6n de la 
I dilución de la solución 
I patrón (X) 

I X 
I l 
I 
I X 
I 2 
I 
I 
I x I 
I t 

t N~m~ro de diluciones 

I 
I Propiedad Medida <Yl 
I 

I y ,Y , •• .,Y 
I ll 12 ln 
I 
I y ,Y , ... ,Y 
I 21 22 2n 
I 
I 
I y I ,Y ' ... ,Y 
I tl t2 tn 

I 
I 
I 

I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 

n = Nómero de replicaciones (propiedad medida) de cada dilucibn de 
la eolución patrón. 

2. CAlculos Preliminares: 

:CX X +X + ... +X 
l 2 t 

l:Y Y +Y + ... +Y +Y +Y + ... +Y + ... +Y +Y + ... +Y 
ll 12 ln 21 H h U t2 tn 

Xi:+X' + ... +X1 

l 2 t 

EY'= Yª +yZ + ... +Y31 +Y~ +Yz + •• . +Y'Z + ... +YO! +YZ + ..• +Y 4 

ll 12 ln 21 22 2n tl t2 tn 

8XY X (Y +\' + ... +\' )+X <Y +Y + ••. +Y )+ ••• +X (\' +Y 
l ll 12 ln 2 21 22 2n t tl t2 

+ ... +Y ) 
tn 



3. C&lculos Finales: 

m 

b 

r 

PEllDlENTE 

n ~>.'Y) - ~Xl<%Yl 

-----~-<Zxíí-=-~xi-

ORDENADA AL ORIGEN 

(EY)Cl:Xz.) - (EXl~XYl 

COEFICIENTE DE CORRELACION 

n CZXYJ - !~Xl<l:Yl 

-;,-;;-x ií-=-,~;; í .. < ;,-(;.;;; •;-:-,;;;; í • í 

2. l.3 Criterios: 

PENDIENTE m = l , ORDENADA AL ORIGEN b 

COEFICIENTE DE DETERMINACION r 2: 0.98 

2.2 LINEALIDAD DEL METODO 

2.2.l D~finiciOn: 
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La lin~alid&d de ur.a· método analitico es definida como la 
variaciOn de fllrmaco recuperado por el anb.lisis er1 función de la 
cantidad real de la muestra. 

Alguna~.d~sviaciones de la linealid8d del método indican que 
el método no estA siendo trabajado adecuadamente para lae mu~stras 
con respecto a las concentraciones del íArmaco. En tales casos el 
eetudio puede modificarse y revalidarse el método. 



2.2.2 Determinación: 

La linealidad puede evaluarse por ensayos de placebos 
cargados, cuando menos a 3 diferentes concentraciones alrededor 
del valor teórico que se va a anali=ar. haciendo los an~lisis por 
triplicado de c~da concentración. 

La amplitud del estudio dependerA del uso y aplicaciones del 
método (control de calidad y estabilidad) y preferentemente d~bera 
llevarse a cabo por un mismo analista en las mismas condiciones de 
c::1peraci6n. 

1. Tabular los resultados en base al siguiente formato: 

I Cantidad Adicionada (X l Cantidad Recuperada (Y) 

I X I y ,Y , .•• ,Y 
I 1 I 11 12 ln 
I I 
I X I y ,Y " .. 'y 
I 2 I 21 22 2n 
I I 
I I 
I x I y y y I I 
I t I tl t2 t.n 

t N~mero de cantidades adicíon&das. 
n N~mero de replic&ciones (cantidad recuperada) por cada 

cantidad &dicion~da. 

2. CAlculos Preliminares: 

:ex = ·X +X + ... +X 
1 2 t 

.EY =Y +Y + •.• +Y +Y +Y + ... +Y .•• +Y otY + •.• +Y 
11 12 ln 21 22 2n tl t2 tn 

¿: xª= 

+, •• +Y ~ +Yz + .•• +Y2. 
?. z. ?. 

+, •• +Y +Y + ... +Y 
ln 22 2n tl t2 tn 
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I:XY X (Y +Y ~ ••• +Y J+X <Y +Y + ... +Y l+ .•. +X (Y +Y 
ll 12 ln 2 21 22 2n t tl t.2 

+ ... +Y J 
t.n 

CAlcu1o del Error Tipi·co de Estimaeibn 

Sy/x 
~ < Y l - b( YJ - m( XYl -----------;.-------------

CAlculo del Error Tipico de Esti111acil·n Modificado 

* Sy/x 

3. C~lculos Finales 

al PENDIENTE: 

n <~Yl - <.f;X) (;f;Y) 
m = ---;.-<ix•í-=-<~xí•----

b) ORDENADA AL ORIGEN: 

<r,Y )(>::X&¡ - <1'Xl ('&XY) 
b = 
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e) INFERENCIAS:-

i) Inferencia de la Pendiente 

Ho: m M 
Mo 

Ha: m "i M 

(m-Mo) DEx~ 
tea le 

Sy/>: 

Intervalo de Con~ianwa: 

Sy/x S:v/>: 

tab 
----------------

DEx Jñ=l 
m - t. < M < m T t 

tab DEx~-

t Valor de la t de Studi:-.nt, con n-2 grados de libertad y una 
t"b 

t.·robabilidad acumul3da de O. 975 

ii l Ir1ferencia de la Orden&da éÜ Origen 

Ho: b B 

!la: b B 

tcalc 

Sy/x 

Bo = O 

b - Bo 

1 ----.':~------ ... nE(X - Xl 



Intervalo de Confianza 

b - t 
tab 

Sy/x 

n'ECX - X)'-
<B<b+t 

tab 
Sy/x 

nECX - Xl~ 

t Valor de 1~ t de Student, con n-2 grados de libertad y una 
tbb 

probabilidad de 0.975 

2.2.3 Criterios: 

a) PENDIENTE m = 

b) ORDENADA AL ORIGEN b o 

e) INFERENCIAS: 

i) I~f erencia de la Pendiente 

Si t t ) t Se recha::a Ho 
ta):> cale tab 

Si t < t < t No se rechaza Ho 
tab cale tab 

El ir1t.ervalo de confianza debe de incluir el valor de ur10. 

ii) Inferencia de la Ordenada al Origen 

Si t 
tab 

Si t 
tab 

t 
cale 

t 
cale 

t 
tab 

t 
t&b 

Se rechaza Ho 

No se rechaza Ho 

El intervalo de confianza debe incluir el valor de cero. 
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3 ) PRECISION 

La Precisi6n es una me:did~ del grado de concordancia en~re 
mediciones repetidas de Una misma propiedad. El término puede 
expresarse como REPETIBILIDAD y como REPRODUCIBILIDAD. 

3.1 REPETIBILIDAD 

3.1.1 D"'finicHm: 

La Repetibilidad es la precisi6n de un método anl!llitico 
~xpresado como l~ coneordancia obtenida ~ntre determinaciones 
independientes realizadas por un solo analista, us&ndo los mismos 
aparatos y té~nica5. 

3.1. 2 Dete:rminacibn: 

Se de~ermina por el an&lisis correspondiente bl 100% 
establecido ~n la linealidad del sistema. 

l. Tabular lo~ re&ultados 

y t y ' y ' ...• y 
1 2 3 n 

2. ca1culos Preliminares 

EY = y + y + y + •.. + y 
l 2 3 " 

l:Y ··= y&+ y&+ Ya.+ ••. + YL 
l 2 3 n 

CAlculo 

DE 



Calculo de la Media 

DE 

n 

3. C61culos Finales: 

Detertninaci6n del Coeficiente de Variacibn 

DE 
CV = -------- * 100 v· 

3.1.3 Criterios: 

El Coeficiente de Variacibn dependerA. del tipo de método l,. 
de mue6tra, tomando en cuenta la forma farmacéutica y la 
ccnce:ntracibn. 

I 
I 

METODOS 

I Quimi·cos y Espectrofotométricos 
I CromatogrAficos 
I Microbiolbgicos 
I Fluidos Biolb¡icos 
I 
I 

3.2; REPRODUClBILlDAD 

3.2.1 Definicibn: 

I 
l 

COEFICIENTE DE l 
VARIACION I 

I 3 % I 
I 2 % l 
I < 5 % l 
I Dependerb de la l 
I cantidad m1nima y I 
I m6xima esperada. I 

La Reproducibilidad "s la precisibn de un m&todo analitico 
expresado como la concordancia entre determinaciones 
independier1t.es realizadas por diferentes an&listas, en diferent.es 
dias, en el mismo y/o en diferentes laboratorios, utili~ando el 
mismo y/o diferentes equipos. 



3.2.2 DeterminaciOn' 

Se debe de llevar a cabo cuando menos por 2 analist&s en 2 
di1'erentes di as y por triplicado cada ur1a de las muestras. 
Trabajar de manera indep~ndiente partiEmdo de una muestra 
homoaEn6a del producto cercana al 100~ de la concentracibn 
teOri.ca. 

El procedimier1to mas utili z.ado es el de 2 an~listas, 2 di as 
y 3·determin~ciones. En base a esto se da el siguiente formato: 

l. Tabular los resultados con base al siguiente formato: 

D 

I 

A 
(j) 

5 

2 

A N A L 

y 
111 

y 
112 

y 
113 

y 
11. 

y 
121 

y 
122 

y 
123 

(i) 

S T A S 

2 

y 
211 

y 
212 

y 
213 

·y 
21. 

y 
221 

y 
222 

y 
223 

y y 
12. 22. 

y 
l.. 

y 
2 .. Y ••• 



2. C&lculos Preliminares: 

Y ••• =y + ••. +y +y + ••• +y +y + ••. +y +y 
111 113 121 123 211 213 221 

+ ••• + y 
223 

y y + ••• + y +y + ••• +y +y + ••. +y +y 
111 113 121 123 211 213 221 

+ ... +y 
223 

3. C~lculoo Finsl~5: 

DeterminaciOn del Coeficiente de Variación 

CV = C DE/Y ) * 100 
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Si se desea determinar la reproducibilid&d inter-analista, 
inter-dia, es entonces necesario efectuar el sigui~nte 
procedimiento: 

1. C&lculos Preliminares: 

Determinación de la Suma de Cuadrados 

se 
analista 

y 
1.. 

+ 

a e 

y 
2 •• C Y ... ) 

a b e· 



se 
dia 

y 
.11 .. 

y y 
12. + 21. + 

e 

y y 

y 
22. 

11. + 12. + 
se 

Error 
y 

ijk 

Donde: 
a NOmero de Analistas 
b Nómero de Dias 
e N~rnero de Determinaciones 

3. CAlculos F!nales: 

ConstrucciOn de la Tabl& de ANADEVA 

e 

y 
21. + 

TABLA DE ANADEVA (método Anidado) 

1 FUENTE DE 1 GP.ADOS DE I S U M A DE I MEDIA DE I 

y y 
1. + 2. 

b e 

y 
22. 

1 1 1 1 l Fcalc 
l 
lF 

34 

I VARIACIC>N l LIBERTAD 1 CUADRADOS 1 CUADRADOS 1 1 0.95 

1 l 1 1 l 
1 ANALISTA 1 ( a - 1 ) l SC l SCa/gla MCa/MCd lgla/g~ 
l ( i) I 1 analista l 1 I 
l-----------1-----------1-------------1------------1------~----l------
l l I l l l 
1 1 l l l 1 
I D 1 A 1 Cb-l)a I SC I SCd/gld I MCd/MCe Igld/g~ 
1 ( j) I 1 dia I l l 
l ----------1-----------1-------------I------------I-----------I------
I 1 1 I l I 
¡ 1 I se 1 I 1 
I ERROR 1 (c-l)ab l error l SCe/gle 1 l 
l 1 l l l I 

3.2.3 Criterios: 

Si Fcalc 
factor evaluado. 

Ftab '(O. 975) · Uo existe eiecto que se deba al 

- --.~--~:::-:::. :- ~ .. ;:; .. : ·-·- _,, ..... , 
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4 ) ESPECIFICIDAD 

La especificidad es un término que indica· que la respuesta 
anal 1 ti ca obtenida después de un erJS&yo, se debe '!!mica y 
exclusivbm~nte a la !i.Ustancia que se desea detie::rminar y r,o a otras 
sustancias que pudieran estar present~s en el material por 
ar1ali::.e:r. 

Las posibles interferencias pueden ser: 

- Compuestos que eetan si~rnpre presentes (excipientes, otros 
~ctivos e sustancias semejantes al activo) 

- Compuestos que se encuentran ocasionalm-::nte (pre-duetos de 
degradacH>n) 

- Compuestos que no se ~ncuentran con f recu~ncia ( productos 
de d~gradaciOn obt.enidoe en condiciones extremas) 

La especificidad del método pára estudios de estóbilidbd es 
un aspecto importante de los métodos analiticos para evaluar la 
estabilidad de un compuesto en su forma farmacéutica. Un método 
anal1tico debe demostrar su capacidad para separar el activo de 
.e.qu~llos productos de d-=-gradaci6n que puedan iriterferir cc•n el 
an6lisis. 

Para evaluar la especificidad·de un método analitico se 
pueden seguir lo5 siguientes p&eos: 

1) Inve5tigar el 6 los posibles producto5 de degradbcibn del 
activo en cuestión y si es posible obtenerlos. Si se cuenta con 
ellos, probar· el m~todo en estos. 

2) Probar ~l método con placebo del producto para asegurarse 
que no existe inter:ferencia de lo:s excipientes con el activo. 

3) Someter el activo, placebo y formulacibn completa a 
conCiciones de degradación 5uaves ( ejemplo: lu~ 5olar, luz 
U.V., t~mperatura) y si no se encuentran degradantes a é&t&s 
condiciones, entonc~s someter el activo,placebo y formulación a 
C?Ondiciones e~vera!!: de degrsdaci6n ( hidr6lisis Aoid&, hidrólisis 
b&sica, oxidaci~n, etc ) 

.-.··· .. - --·-:-
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Cuando se desarrolla una técnica an::i.litica se requiere que 
la detecci6n distinga eficazm'?nte el producto de deg;radaciOn del 
fti.rmaco original; que tenga gr:s.n sensibilidad puesto que 
generalmente el porcentaje del fArm~co degradado ser~ bajo. 
Los métodos analiticos mas utili~adcs para det.erminaciorJes de 
estabilidad son: cromatogr~f icos, e.spectrofotornétrioos, 
micrcbiol6gic<.1s. 

Los métodos c2·om~toe:rt:i.fioos son muy utili~ados para indicai· 
estabilidad de medicamentos, los principales tipos de 
cromato¡raf!a son de Cápa delsada, d~ gases y de liquidos, los 
cuales mu-est.r~n .!:e.r m~toCos mu.y precisos y especificos. 

Los métodcis t::!7.p-ectro:fotométrii::os mas utili~ados z..:•n los S.\.1e 
son cuantificadc.s t!::n la. reeil>n vi si ble >' ul t.ravi<::·l~t.a. La 
~spectr,1ccc.pia infrarroja y de reson&ncia magnética nuclear :;;on 
muy titile~ -para e~tcis fines cuando el producto de degradación 
pr-:ze::nta un grupo f'uncional de señal int6n.5a que no E-Xistia en el 
fbrrnaco original. 



III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En la prActica farmacéutica industrial es necesario contar 
con métodos alternativos para la cuantificación de los principios 
activos y debido a esto, en la actualidad se han desarrollando 
métodos mucho mas sensibles con la ayuda de aparatos e 
instrumentos que permiten obtener resultados m4s precisos, en 
menor tiempo de anAlisis, obteniendo también ventajas con respecto 
a los métodcs tr~dicionales de anAlisis. 

Para controlar adecuadamente los medicamentos que contienen 
cantidades pequeñas de principio aCtivo se rec;,uiere de métodos 
analiticos sen~ibles, exactos y precisos capaces de detect&r bajas 
concentracione~. Actualmente el método de ~lección es la 
cromatograf'ia. de liquidos la cual tiene una extensa variedad de 
aplic&ciones, como ~on: los anAlisis de rutina en los laboratorios 
de control de calidad; el desarrollo de métodos especificos para 
llevar a cabo estudios de estabilidad o de biodiponibilidad 
durante la etapa de desarrollo de un nuevo medicamento e incluso 
tiene también aplicaciones f isicoquimicas como en la determinaci6n 
de la con~tante de acide~ de algunas sustancias. 

El método de Control de Calidad utili=ado normalmente para 
el anAlisis del Clorhidrato de Trihexifenidilo en tabletas, es una 
técnica que se en basa la formación estequiométrica de un complejo 
par-i6nico entre la molécula de trihexifenidilo y el colorante 
p6rpura de bromocresol en medio acuoso a un pH de 4.5, seguida de 
una ~xtracci6n con cloroformo y posteriormente lectura al 
espectro. Los resultados de la validaciOn del método demostraron 
que es exacto, preciso y lineal, sin embargo no es lo 
n.uficieritemente sensible y especifico como para poder ser 
utili~ado en estudios de estabilidad. 

Por lo tanto se p~opone el desarrollo de un método 
snalitico especifico utili~&ndo la Cromatografia de Liquidos de 
Alta R~~oluci6n, par& la cu&ntificaci6n del Trihexifenidilo en 
tablEtas, el cual se comparar!. estadieticament~ con el m6todo 
anterior para determinar si son equip&r&bles y conocer las 
ventajas ·y desventajas que present& el uno del otro. Est.e estudio 
comparativo se realiz6 en una formulación de tabletas que 
conti~nen 5 mg de clorhidrato de trihexifenidilo. 
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IV. OBJETIVOS 

1) Desarrollar y validar un método para la cuantificación 
del Clorhidrato de .Trihex.ifenidilo en tabletas por una té·~nica de 
Cromatografia de liquidos de alta resolución 

2) Realiz~r la comparaci6~ estadistica del método 
espectrofotom~trico con respecto al desarrollado por CLAR. 



V. HIPOTESIS 

Al realizar el estudio comparativo del método 
espectrofotométrico con respecto al de CLAR. se determinarA 
que tbn equiparables resultan ambos m~todos y bdem&s dependiendo 
d~ las neccsid~des y recursos del laboratorio seleccionar el que 
mas le convenga a éste. pars la cuantificaci6n del clorhidrato de 
trihexif~nidilo en tabletas. 

39 



40 

DETERMINACION DE CLORHIDRATO DE TRIHEXIFENIDILO POR CLAR. 

VI. MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS. 

A. MATERIAL 

- M6trac~s volumetricos 

- Pipetas volumétricas 

- Viales para cromat~grafo 

- Matraces erlenmeyer 

10 y 100 ml 

0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 ml 

4 .o ml 

25 ml 

- .Embudos de filtraciOn de vidrio de tallo corto 

- Pbpel filtro Whbtman !lo 42 

B. EQUIPO 

- Cromatogr~fo de liquides de Alta Resolución equipado con: 
+ Bomba Waters modelo 510 
+ Inyector automAtico WISP Waters modelo 712 
+ Detector de longitud de onda variable Waters modelo 490 
+ Proc~sador de datos Waters modelo 745 · 

- Columna Micro-Porasil de 10 micras, 30 cm de longitud por 3.9 
mm de diAmetro interno. 

- Baño deyltrasonido Equipar modelo 8851 

- PotenciOmetro Beckman modelo 45 

- Balanza analítica Mettler AE-100 



c. P.EACTIVOS 
-----------------

Metanol HPLC Merck 

Metanol RA Merck 

I sopropano 1 HPLC Merck 

Nitre.to de Amonio P.A Baker 

Hidrbxido de Sodio RA Baker 

Clorhidrato de Ciprobeptadina sustar1cia de referencia 

Clorhidrato de Trihexifenidilo ~ustancia de referencia 
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VII. HETODO 

SOLUCIONES: 

- Fa~e Ml>vil - , 
Metanol:Isopropanol (70:30) con Nitrato de Amonio 2.5•10 M 
pH 7.5 

Disolver 25 mg (por cada 100 ml de fase m6vil) de nitrato de 
amonio en 70 ml de metanol, adicionarle 30 ml de isopropanol y 
llevar a pH de 7.5 con una solución 0.1 M de hidróxido de sodio en 
metanol. Filtrar a través de una membrana para solventes orgAnicos 
millipore tipo FA 0.2p y desgasificar en el baño de ultr&sonido 
durante 5 min. 

- SoluciOn de Estbndar Interno 

Pesar cor1 exactitud alrededor de 5. 5 mg de Clorhidrato de 
Ciproheptadina sustancia de referencia y transferir a un matraz 
volumétrico de 100 ml, disolv~r y llevar a volómen con metano! RA 
( concentraci~n t 55 mcs/ml de Clorhidrato de Ciproheptadina ) 

- Solución EstAndar de Clorhidrato de Trihexifenidilo 

Pesar con exactitud alrededor de 20 mg de Clorhidrato de 
Trihexifenidilo est~ndar de referenci~ en un matraz volumétrico de 
10 ml, disolver y llevar a voló.men con metanol. Transferir una 
alicuota d~ 1 ml a un mbtr&z volumétrico de 10 ml, adicionar 0.5 
ml de la solución de estAndar interno y llevar a volümen con 
metanol C concentraci~in !, 2. 75 mcg/ml de Clorhidrato de 
Ciproh~ptadina y z 200 mcg/ml de Clorhidrato de Trihexif~nidilo) 

- Prep~raci~n de la Muestra 

Determinar el peso promedio de 20 tabletas, pulverizarlas y 
homogenizar en un mortero. Pesar el equivalente a 2 mg de 
Clorhidrato de Trihexifer1idilo y transferir a un matraz 
volumt:trico de 10 ml, adicionar una alicuota de 0.5 ml del 
estAndar interno, agregar 6 ml de metanol y ponerlo en el baño de 

·ultrasonido durante 5 min, llevar a vol-Ornen con metanol y :f'iltrar 
a trav~s de papel·whatman No 42 en un matraz erlenm~yer de 25 ml 
( ccncentrbcilin ± 2. 75 mcg/ml de Clorhidrato de Ciprc1heptadina y ± 
200 mcg/ml de Clorhidrato de Trihexifenidilo ) 

Transferir a los viales de inyecc16n las solucione:!i estbndar 
y las muestras, inyectando alternadamente al cromatogrAfo de 
liquides bajo las siguientes condiciones: 
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FASE MOVIL 

LONGITUD DE ONDA 
SENSIBILIDAD 

~=t:~~~~~,,~~;~t6P~~ ~~o~~~J con nitrato 

VOLUMEN DE INYECCION 
VELOCIDAD DE FLUJO 
VELOCIDAD DE CARTA 
ATENUACION 

254 nm 
0.01 AUFS 
40 mcl 
l. O ml/min 
0.25 cm/min 
32 

CALCULOS 

AREA DE TRIHEXIFENIDILO EN SOLUCION ESTANDAR 
AR"t 

AREA DE CIFROHEPTADINA EN SOLUClON ESTANDAR 

AREA DE TRIHEXIFENIDILO EN SOLUClON DE LA t1UESTF.A 
AI!mta 

AREA DE CIFROHEPTADINA Etl SOLUCION DE LA MUESTRA 

mg de Clorhidr&to de 
Trihexifenidilo 

Tableta 

Donde: 
ARmta 
ARsr 
Pst. 
Pmta 
Fp 

ARmta * Pst * Pp 

ARst * Pmta 

Area relativa de la mue~tra 
Area relativa del estAndar 
Peso del estAndar (me;) 
Peso de la muest1·a (me) 
Peso. promedio (mg) 
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VIII. RESULTADOS 

VALIDACION DEL METODO POR CLAR 

LINEALIDAD DEL SISTEMA 

Para evaluar la linealidad del sistema de mediciOn se 
efectu6 ut1& curva de calibración de una misma solución patrbn 
contando con 5 niveles diferentes cada una d~ ellos analizados por 
triplicado. 

Las concentraciones t:mpleadiüs son las mismas c;ue se ar1ali::an 
en la lineólidad del método. Con esto se obtuvieron los 
siguientes parbmetros: 

1· 
r1. 

m 
b 

0.99911 
0.9982 

~: g~;~~_, 

Por lo tanto la ecubci6n que' describe la linealid2:1.d del 
sistema de medici6n es la siguiente: 

-· Y 2.06*10 + 0.99995X 

P6ra la evaluación de Exactitud y Linealidad del HétOdo ~e 
analizar6n 30 muestr3s que representaban los porcentajes de 40, 
60, 80, 100 y 120% por t;extuplicado, tornando como 100% la· 
conc~ntraci6n final de 200 mcg/ml. Los re~ultados obt~nidos 
fu·eir6n los siguientes: 



TABLA No. 1 Re~ultados obtenidos para la evaluación de Exactitud 
y Line&lídad del método. 

I mg 6dicionbdos I rng recuperados I % de recobro l 
I-----------------I-----------------I--------------I 

n 

I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 

~E 
CV 

0.8 
0.8 
0.8 
0.8 
o.e 
0.8 
l. 2 
l. 2 
1.2 
l. 2 
l. 2 
1.2 
1.6 
l. 6 
l. 6 
l. 6 
·i. 6 
l. 6 
2.0 
2.0 
2.0 
2.0 
2.0 
2. o 
2.4 
2.4 
2.4 
2.4 
2.4 
2.4 

30 
0.6626 
100.20 
0.68% 

I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
l 
I 
l 
l 
l 
I 
I 
l 
l 
l 
I 
I 
l 
l 
l 

0.8031 
0.7956 
o. 8084 
o. 8011 
0.7987 
0.8016 
1.1954 
1.2009 
1.2072 
1.1966 
1.2009 
1.2038 
l. 6048 
l. 6096 
1.6254 
1. 6146 
1.6123 
1.5929 
2.0026 
2.0020 
l. 9906 
1.9988 
1.9992 
2. 0066 
2.3580 
2.3829 
2.3964 
2.4002 
2. 4081 
2.4429 

EXACTITUD 

I 
l 
I 
I 
I 
I 
I 
l 
I 
I 
I 
I 
I 
l 
I 
l 
I 
I 
I 
I 
I 
l 
I 
l 
l 
l 
l 
I 
l 
l 

Ho: 

Ha: 

100. 39 
99.45 

101.06 
100.14 
99.84 

100. 20 
99.62 

100.08 
100. 60 

99.89 
100.08 
100.32 
100.30 
100.60 
101.59 
100.93 
100.77 

99.56 
100.13 
100.10 
99.54 
99.94 
99.96 

100.33 
98.25 
99.29 
99.85 

100.01 
100. 34 
101. 79 

)J- = 100" 

)J. ;. 1 ºº" }Jo 

I 
l 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
l 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 

100" 
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t.calc 

Area de Aceptaci6n 

100.20 100 

----º~ªª;~-¡-¡-;º--,-

t. 
(29gl;0.05) 

;t 2.045 

- 2.045<1.64 <2.045 

lntervalo de Confianz&: 

0.6826 

l. 64 

0.6826 
100.20 - (2.045) -:f 3o ___ _ < 100 < 100.20 + (2.045) --¡-;Ci--·-

99.9451 100 < 100.4548 

LINEALIDAD DEL HETODO 

DATOS DE Y DATOS DE X 

~Xz. 86.4 
~X = 48.0 

46 

86.5740 
48.0644 

o.5744 
l. 6021 

86.4842 

DI:: 0.5753 

'tCX~-X~~= ~:~ 

-C6lculo .del Coecficient.e de Correlacibn: 

30' (86.4842) - 48.0 (46.0644) 
r = ----------------------------------------------

30 (86.4) - (4~.0) 30, (86.5740) - (48.0644) 
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r = 0.99972 

r'I.= 0.99944 

- C&lculo de la Ordenada al Origen: 

(48.0644) (86.4) - (45.0) (86.4842) 
b 

30 ( 86. 4) - ( 4 8 . o) 

- C&lculo d6 la Pendiente: 

30 (86.4842) - (48.0) (48.0644) 
m 0.9980 

30 CC6.4l - (48,0J 

- CAlculo del Error EstAndar de Regresibn: 

(86.5740) - 5.2746>o10_, (48.0644) - 0.9980 (86.4842) 
Sy/x u-----------------------------------------------------

1 30 

Sy/x 0.01332 

- CAlculo del Error EstAnd~r de Regresión Estimado: 

A ~0' Sy/x = ------ * (0.01332) 
28 

0.01379 
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INFERENCIAS: 

a) Ordenada al Origen: 

Ho: b B 
Bo = O 

Ha: b f. B 

5. 2746*10-? - o 
tea le 0.6982 

86.4 
0.01379 

30 (9. 6) 

ttab '!: 2.048 

Area de Aceptación: 

-2.048 0.6982 < 2.048 

o < 5.2746•1Ó· + 2.048 

- 0.0102 o 0.0207 

b) Pendiente: 

Ho: 111 = M 

Ha: m / M 
M 
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(0.998045 - l) 0.5753 f29' 
tea le - 0.4394 

0.01379 

t "!: 2.048 
tab 

."ire·a de Aceptación: 

- 2.048 < - 0.4394 < 2.048 

Intervalo de Confisnza: 

0.01379 0.01379 
.0.9980 - (2.048) ;;~575;-jTai-- < l < 0.9980 + (2.048) 

o. 5753 ,'29' 

0.9889 < l <. 1.0072 

Por 10 tanto la ecuacion que rige sl método ~s: 

y 
-:; 

5.27*10 + 0.9980X 
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GRAFICA DE LINEALIDAD PARA ·el 
CORHIDRATO DE TRIHEXIFENIDILO 

rng recupera dos 
2.8 . 

2.4 

2 

1.6 

1.2 

o.a 

0.4 "°"--_ _.._ _ ___.. __ .....__ _ __._ __ ....__ _ __, 

o.4 · o.a t2 ta 2 2.4 2.8 

mg adicionados 

tv1ETODO POR CLAR 
~ 
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2.4 
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1.6 

1.2 

o.a 

GRAFICA DE LINEALIDAD PARA .EL 
CORHIDRATO DE TRIHEXIFENIDILO 

mg recuperados 

0.4 ~ _ ___... __ _.._ __ __,__ __ __.__ __ _,__ _ ____. 

0.4 0.8 1.2 1.6 2 2.4 2.8 

mg adicionados 

METODO POR CLAR 



a) REPRODUCIBILIDAD 

~ 

D 

A 

s 

cv 

12 
100.22 
1.3Z% 

2 

A N A 

98. 17 
101.72 
99. 93 

101.57 
100.24 
101.39 

PRECISION 

L l S T A 

2 

100.97 
99.37 

102.08 

99.27 
99.75 
98.26 

TABLA DE ANADEVA 

111 

s 

I FUENTE DE I GRADOS DE I SUMA DE l MEDIA DE I Fe~lc I Ftab l 
I VARIACION I· LIBERTAD I CUADRADOS! CUADP.ADOSI 

I ANALISTA I I 0.9219 I 0.8219 l 0.29 I 18.511 
l I l I l I I 
I D I A I 2 I 6.3203 I 63 .1802 I 2.07 I 4.4 I 
l l I I l l l 
l ERROR l 8 I 12.209 l 1.5261 I I l 
----------------------~-----------------------------------------
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ESPECIFICIDAD 

Para evaluar la e&pecificidad del método se sometiO materia 
~rima, formulación y placebo a las siguientes condiciones: 

I M U E S T R A I CONDICIONES I TIEMPO DE I 
I I I EXPOSICION I 

I Materia prima I 
I FormulaciOn I 
I Placebo I 

I Materia prima I 
I Formulaci~n I 
I Placebo I 

L u z 

S o l a r 

L u ::. 

u. v. 

30 

d 1 a e; 

I 30 
I 
I d 1 a s 

I 
I 
I 

----------------------------~--------------------
I Materi3 prima T~mperatura 30 
I Formulaci6n 
I Placebo < 80 C l d 1 a s 

I Materia prima 
I Formulación ·. 
I Placebo 

I Materia prima 
I Formul&ci~1n 
I Placebo 

I Materia prima 
I Formulaci~n 
I Placebo 

Acidas I 
I 

Reflujo I 

BAsicas 

Reflujo 

OxiclaciOn 

I 
I 
I 

5 horas 
2 horas 
5 horas 

5 horas 
2 horas 
5 horas 

5 horas 
2 horas 
5 horag 

L&.s muest.r'as obtf'=nid&s de las deSr.!:ldaciones $e anali~ar~m 
utili~ando 2 métodos de crom&tografia que fuerOri: por cap& finb. y 
de a;lta resoluci6r1. Los res\'.lltados obtenidos se muestrbn a 
continuación: 



A) Cromatc.grafia de Alta Resolución 

El métc:ido utilizado fué el mismo ya descrito para la validación. 

I 
I 

MUESTRA I CONDICIONES I APARIENCIA I % RECOBRO I FIG. No I 
I I FISICA I I I 

I Materia prima I 
I Formulaci6n I 
I Placebo I 

I Materia prima I 
I Formulación I 
I Placebo I 

L u ~ !Polvo blanco! 
I ·· amarillo I 

S o i a r I ·· ·· I 

L u z 

u. v. 
!Polvo blanco! 
I ·· amarillo I 
I .. .. I 

I Materia prima I T~mperatura !polvo crema I 
I Formulaoi6n I I " crema I 
I Placebo I I polvo ca:fe I 

I Materia prima I 
I Formulación I 
I Placebo I 

I Materia prima I 
I Formulaci6n I 
I Placebo I 

I Materia prima I 
I Formulación I 
I Placebo I 

Acid&s I Sol.transp.I 
I .. c/ppI 

Re:flujo I .. I 

Bósicas ISol.transp. I 
I c/ppI 

R"'flujo I ""I 

OxidaciOn ISol.transp. I 
I ·· c/ppI 

Reflujo I ''I 

99.06 
95.93 

I 
I 
I 

93.16 
99. 03 I 
----- I 

93.40 
95.07 

90.47 
77.00 

85.91 I 
96.f.2 I 
----- I 

53.81 
94.13 

1 
7 
13 

2 
8 

14 

3 
9 
15 

4 
10 
16 

5 
11 
17 

6 
12 
18 

I 
I 
I 

A continuación se muestran los crornatoe:ramas obtenidos.para 
é!itas muestras: 
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CROMATOGRAMA A 

Cromatocrama obtenido para la Muestra Estandar de 
Clorhidrato.do Trihexifenidilo a condiciones normales. 



'\•:. 

~ ... 
N ""' "' 
=! .,; 

... 
"' ... ,, ,,. 

N 
M • J 

t: co 
N 

CROMATOGRAMA B 

Cromatosrama obtenido para la muestra de l& f ormulacion del 
Clorhidra~o de Trihexifenidilo en condiciones normales. 

· . 
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CROMATOGRAMA C 

Cromatoarama.obtenido para la Muestra del placebo de la 
formulacion del Clorhidrato de Trihexifenidilo on condiciones 
normales. 

5<· 



l'IGORA No. 1 
Croaato•rama de la 
da•radaciOn de materia 
priaa par luz Solar. 

i 

·::! • .... - lt 

FIGURA No. 2 
Cromatocrama de la 
.dearadaciOn de materia 
prima por lu~ U.V. · 

57 
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!'IGURA No. 3 
Cromatoarama de la 
desradaci6n de mate~ia 
prima temperatura 80 c. 

:. 

FIGURA No. 4 
Cromatoarama que muestra 
la desradaci6n de materia 
prima en condiciones Aci
daa. 

5 



FIGURA No. 5 
Cromatosrama que. muestra 
la d•sradaci6n de materia 
prisa en condiciones b•ei
caa. 

3 

FIGURA No. 6 
Cromatocrama q~• muestra 
la desrac16n de materia 
prima en condiciones de 
oxidaei6n. 

59 
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FIGURA No. 7 
Cromatosrama que muestra 
la de8radaci6n de la for
mulaciOn con luz Solar. 

FIGURA No. 8 
Cromatoarama que muestra 
la de.sradaci6n de la for
mulación con luz U.V. 

6< 
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FIGURA No. 9 
Cromato.rama que mueetra 
la desradacien de la for
aulac16n a 80 c. 
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FIGURA No. 10 
Cromatoararna que muestra 
la de•r•daci6n de la for
mulac16n en condicione• 
Acidaa. 
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FIGURA ·No. 11 
Cromatoarama que mue~tra 
·1a de¡¡re.de.cibn de la for

. mulac10n en condicione"' 
b•llicas. 

... • 
• -:· 

FIGURA No. 12 
Cromatoarama que mueetra 
la dearadaciOn de la for
mulaci~n en condiciones de 
oxidacibn. 

6'. 



l'lGlJJIA No. 13 
Croma~ocrama qu• muestra 
el efecto de la Luz 
Solar en el .Plac•bo. 

7 
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FIGURA No. U 
Cromato•rama que muestra 
el efecto de la Luz u;v. 
en el placebo. 

113 
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J'IGURA No • 15 
Cromato•rama que muea~ra 
el· efect.o de la 
t.ea~rat.ura en el 
plac•bo. 

• 

FIGÍlRA No. 16 
Cromatosrama-~u• muestra 
el·efect.o del medio 
•c1do en el placebo. 



FIGURA No. 17 
Croaato•rama que muestra 
el efecto del medio 
b•aieo en el placebo. 

9 

¡ 

.; 

FIGURA No. 18 
Cromato•rama que mueatra 
el efecto de oxidaciOn en 
el placebo. 

55 



B) Cromatografia en Cspa Fina 

El método de cromatograf~a en capa fina se realizo en: 

- Cromatoplacas de silicagel 60F 254 de 20 * 20 cm, 
espesor de la capa 0.2 mm 

- Eluente: Cloroformo:Metanol (90:10) 
- Volñmen de ap11eac16n: 10 mol 
- Concentración de 1a mue&tra: 600 mca/ml 
- Revelador: Iodo · 

Se obtuvieron e:n la eromatoplaca manchas correspondientes al 
Clorhidrato de Trihexifenidilo con un Rf de O. 63. En la mayo1·1a de 
las muestras ee precentaba una mancha en el sitio de aplicación y 
solo·para las mueetra.s eometidas a condiciones de oxidación se 
present.eiba una muy lisera mancha de de.gradación superior al Rf de 
la mancha principal. 

Para asegurar que r.to existia lllgó.n compuesto de degradacibn 
que pudiera interferir con el ar1&.lisis del trihexifenidilo, e.e 
realiz6 otra cormatografia en cbpa fina con una crom3toplaca de 
mayor espe3or (0.25mm) y tomando en cuenta el Rf obtenido en l~s 
cromatoplaca.s anteriores se rasparon por :separado las manchas 
principales que contenien al trihexifenidilo y el resto de la 
silica de cada carril en donde se encuentran los compuestos de 
degradación de una d6 las muestras, se ~econstituyeron .en rnetanol 
nuevamente y se inyectaron al sietema cromatogr8f ico. -

Los cromatosramas mas representativos se pre~entan a 
continuaciOn: 



FIGURA No. 19 
Cromato•ramaa obtenidos a partir dEJ una muestra de materia 
prima dearadada en condiciones ~cidas. En la parte izquierda 
••- localiza la mancha principal que contiene al 
tribexifenidilo y la parte derecha representa el reato de 
ailica ael.' 
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FIGURA No 20 
Cromatoaramas obtenidos a partir de una muestra de materia 
prima aometidas a condiciones basicas. En la parte izquierda 
se · encuentra la mancha prir"cipal que contiene al 
trihexitenidilo y en la-parte derecha se encuentran al resto 
de la ailica sel. 
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FIGURA.No. 21 
.Cromatosramas que representan a una muestra de materia prima 
sometida a cond1c1onea de ox1dac1bn. En la parte derecha ee 
localiza el trihex1~en1dilo que pertenece a la mancha 
principal. El l!l p!lr't.e dereoh!l se pueden encontrar al reato de 
loa de•radantes. 

G!l 
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FIGURA !lo 22 

.Cromatoeramaa que se obtuvieron para una muestra de 
fol'lllulaci6n sometida a condiciones &cidas. En la parte 
izquierda se localiza el trihexifenidilo que ae encontraba en 

_la mancha principal. En la parte derecha representa al·resto de 
loa desradantes. 



FIGURA No. 24 
Cromatoaramaa que ae obtuvieron de una mueatra de la 
formulaciOn sometida a condiciones de oxidaciOn. En 
la parte izquierda ae localiza al trihexifenidilo que ae 
encontraba en la mancha principal y en la derecha el reato 
de loa dearadantea. 
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FIGURA No. 23 
Cromatcaramaa que representan una mueetra de la 

·formulacion aometida a condiciones b•e1cae. En la 
parte izquierda se localiza el pico de tr1hex1fen1dilo 
que contenia la mancha principal de la cromatoplaca y la 
parte derecha repre8enta al reato d• dearadantea. 
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VALIDACION DEL METODO ANLITICO POR FORMACION DE PAR IONICO PARA 
CUANTIFICAR CLORHIDRATO DE TRIBEXIFENIDILO EN TABLETAS. 

73 

A continuacibn se muestra la validaciOn del método analitico 
que .e;e emplee. en los an~li&is rutinarios de Control de Calidad 
en el c;uie como se explicó b.nteriorrnente deritro del planteamiento 
del problema es una técnica que se basa en la fo1·maci6n 
estequic1métrica de un complejo par-ic!·nico. 

Para la eovalullci6n de ">:actitud, precisión ":I linealidad se 
anali=ar6n 15 mu~etra$, los P~rcentaj~s que $e utilizar6n .Para la 
evaluación fueren: 80, 90, 100, 110 y 120% toruando como 100% la 
ccncentración final de 5. 5 mcg/ml. Se pe·saron diferentes 
cantidades de clorhidr.s.to d~ trihexi:ferlidilo y se hicieron las 
mismas diluciones para todas las muestras para obtener los 
porcentajes ante~ mencionados. 

EXACTITUD 

X 100.28 Ho: )J = 100% 
DE 1.75 Ha: µ 1 100% 
n 15 

tcs1c 0.619 
ttab = + 2.145 

PRECISION 

Xcalc 19.055 Ho: 1.5% 
Xtab 23.685 Ha: > 1.5% 

l 



m l. 0074 
b -0.254 
r 0.9994 
r~ 0.9969 

LINEALIDAD DEL METODO 

i) Inferencias de la Ordenada al Origen (bo) 

t 
cal 

t 
t&b 

-0.0395 

:!: 2 .142 

ii) Inferencia~ de la Pendiente (mo) 

t = 0.0649 
cal 

t 
tab 

! 2.142 

Ho: b 

Ha: 

B 

B O 

b fi B 

Ho: m= M 
mo 

Ha: m f. M 

Por lo tanto la ecuaciOri que describe el método es la siguiente: 

Y -0.25 + 1.0074X 

2 
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ComparaciOn Estadistica de lo~ dos métodos 

Para evaluar si ambos métodos analiticos que sir.ven para 
dete::rminar clorhidrato de trihexifenidilo en una f'ormulaci~1n de 
t&bletas de 5 mg, son estadisticam~nte equivalentes ~e compararon 
los regultados obtenidos en ambos métodos: 

Formacibn Par-16nico M6todo No. l' 
li6todo No. 2' Cro1r,atogr,.fia Liquida de Al ta Resolucibn 

REl?ETIBILIDAD 

a). Tabla de comparación: 

VARIABLES METODO No. 1 

1 
I 
1 

!! 
X 
DE 

b). Contraste de Hipbtesis 

~~~ ~ ;: ; ~~¿ 

e). . Estadigrafo de contraste 

15 
100.26 
l. 75 

I 
1 
l 

HETODO No. 2 I 

30 
100. 20 
0.6622 

1 
I 
I 

Cl.75)z 
Fea le 

-¡~~6826)" 
6.572 

d). Región critica bilateral a nive~ de significa.ricia 0.025 

Fc&lc > F - - fn -1,n -1) y Fcalc <F.!::::: ¡ .Cn -1,n -1) ·· 
1 2 1 2 2 2 1 

F : 2 .075 · y ------------- 0.4932 
(0.975); (14,29) F 

(0. 025): (29, 14) 



Siendo 0.4932 < 6.57 > 2.0275, por lo 
tanto =e r~chaza Ho, indicando que los método~ no ti~nen la mi~ma 
rep.,tibilidad. 

EXACTITUD 

Se selecciona el método II, ya que fue_r~ohazada Ho de 
la repetibilidad. 

a). T~bl' de ComparaciOn: 

I VARIABLES 

1 
I 
I 

ll 
DE 

I 
I 
,¡ 

METODO No. 1 

15 
100.28 
l. 75 

b) Ccntr~~te de Hip~esie: 

He.: 

Ha: 

e) E:st.adigrafo de Contraste: 

( X 
1 

X 
2 

l 
I 
I 

tealc --------------------------

toalo 0.1706 

n 
1 

+ 

DE o. 
2 

n 
2 

METODO No·. 2 I 

30 
100.20 
0.6826 

1 
I 
I 

( 100.26 - 100.20 ) 
--------------------

+ ---------
15 30 

77 
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d) Regi6ri Cri"tica 
los siguie.nt.es 

Bila"ter&l a nivel de significancia 0.025 y con 
grados d~ libertad: 

¡¡l 

f-~L __ . 

n + l 
l 

n + 2 
2 

- 2 

16 

gl 82.077 Se aproxima a 60 

tea le < t ' 60 tea le 

~ 2. 000 t 
(0.975) ,60 

Siendo: 2.000 < 0.1706 < + 2.000 

31 

' 60 

Por lo t~nto se acepta Ho, que indica que no existe 
diferencia significativa entre la exactitud de ambo~ métodos. 

a). Tabla de Compar~ci~n: 

VARIABLES 

n 
b 
m 
"§°y/x 

(:E:JC =- ) 
:¡;)( 

I 
I 
I 
I 
I 
I 

LINEALIDAD 

11ETODO No. l 

15 
- 0.25 
1.0074 
l. 1243 
46282.5 

825 

I 
I 
I 
I 
I 
I 

METODO No. 2 

5 ~~7*10-3 
0.9980 
0.01379 

86.4 
48 

I 
I 
I 
I 
I 
I 



b) Contraste de HipC>teioi•: 

Ho: m = m 
1 2 

Ha: m / m 
1 2 

e) Eiotadie;raf o de Contraste: 

tea le 

con gl 

tea.le 

tcalc 

m - m 
1 2 

-------------------------------------------------

Sy/x(l) + 5y/xC21 i:x•-
1 

<:i:X >" 
l 

n 
l 

l 
+ --------------

xx•
z. 

!i:X >" 
2 

n 

n - 2 ) + ( n - 2 ) 
1 2 

l. 007 4 0.9950 

(1.1~43 + 0.01379) ---------------- + -------------
(825)ª (48)" 

46282 - 86.4 -
15 30 

o. o2608 

d) R~i;;iC>n Critica Bilateral a Nivel de Sisnificancia 0.025 

tc&lc t -
2 

- 2.021 < 

y 

0.02608 

tcel t -
l 2 

+ 2.0!'.!1 

79 

Por lo tanto se ~cepta Ho, indicando que no hay diferencia 
significativa entre las rectas de regre~i6n. 

ESTA su 
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IX. DlSCOSlON DE LOS RESULTADOS 

1. La Evaluac16n e5tad1stica de la t~cnic~ desarrollad& por 
Cromatoaraf1a de Liquides de Alta Re~oluei6n, demostrb s~r 
exacta, precisa, reproducible y lineal en el rango d6 
concentraciones ens211yadas 

2. E~pecificidad 

El método desarrollado por CLAR, al igual que la técnica 
de FormaciOn de Par Ienico, moetr6 ~er capaz de separar, 
identificar y cuanti~icar al Clorhidrato de Trihexifenidilo sin 
que los d~mlts ccmponentes de la forn1ulaci6n interfie1·a.n con el· 
anlllisie. 

Con respecto a las condiciones de degrad&cibr1 ~celeradas 
~e puede ob~er\•.sir que con Luz Solar, Luz U. V. y Temperatura no se 
e:ncontraron cantidades significativas de los productos de 
degradaciOn. Por lo que entonces para for:::ar a la formulacibn, 
materia prima y excipient.es a la produccit!in de grandes c&rJtidades 
d~ productos de degradación fue necesario trabajar en condiciones 
exaaeradamente severas como son hidrOlisis Acida, hidrólisis 
bAsic~ y oxid:tción; en las cuales a través de los porcentajes de 
recobro y cromatogr.&mas st9' obse1·va la producción de grandes 
cantidades de degradantes esi como la buena resolución que ellos 
presentan con resp6cto al principio activo, pero en el medio de 
oxidaci~n ~e observa que uno d~ los productos de degradaci6n 
formado llega a interferir con la respuesta del estAndar interno, 
sin embargo hay que tomar en cuenta que esta fue una condición 
que se forzó demasi&do y que dificilrnente podra llegt:i.r a 
alcanzarse en los es1.udios de estabilidad de la formulación. 

Con· la byuda del ra~pado de las rn6nchas principales 
(principio activo) y degradantes obtenidos en la cromatograf ia de 
capa 1ina e inyección posterior al cromat6grafo se demo~t.r6 que rJo 
exi~t.ia interferencia alguna de lo5 degrad&ntes con el act.ivo. Con 
lo que se apc:1ya la E:specificidad del método. 

3. De los resultados obt.enidos por la comparación eetadi~tica 
de log·m~todos1 ~e obGerva que exi~te una diferencia significativa 
entre ambos métodos, esto es obvio ya que el método por CLAR 
pree--erJta mucha menor variabilidad en sus datos que el método por 
formación de par i6nico. Sin embargo en el resto de los par&metros 
no hay diferiencias entre los métodos PC:•r lo que se puede 
considerar que son estsdistica.ment.e eq,uivalerJ"tes pero con 
repetibilid~ó diferentes. 



4. 

St 

x. e o N e L o s I o N E s 

En ba~e a los resultados y discu&iOn de los mismos obtenidos 
8e puede concluir lo siguiente: 

2. 

3. 

Ambo& métodos sirven para CU$nti~icar el Clorhidrato de 
Trihexifenidilo rutinariamer.ate Ein los anA.lisi.s de Control de 
Cálidad. 

El m~todo des&rrollado por Cromatografia de Liquidos de Alta 
Presión es Exacto, Preciso, Lineal, Reproducible y 
E~p.,cifico. 

Los dos m6todos son e.stadisticamente equivalentes por lo que 
podran ser usado~ indistintamernte. 

El método desarrollado por CLAR presenta ciertas ventajas 
con refipecto al· de f'ormaciOn de par i6nico como: 
tiempos de anAlisis cortos, sencille~ y facilidad de la 
técnica, mayor r&pidez de prepbracibn de las mue$tr&s, 
menor caratidad de reactivc.s .:mpleados, y menor manipulación 
de la muestra. Sin embbrgo el uso de una u otra técnica 
depender&. de las fuentes y rescursos con las que dieponaa el 
laboratorio para analizar dicho compuesto. 

5. P~r todo lo ant~rior y de acuerdo a los objetivos 
planteados es claro establecer que estos se cumplieron. 
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