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C A P 1 T U L O I 

1 N T R o D u e e 1 o N 



INTRODUCCION 

Uno da los principales objetivos de la Industria Farmacéutica as 

proporcionar medicamentos qua logi-en mantener &u intacridad y qua 

cumplan con el fin terapéutico para el qua fueran di•aNados. para lo 

cual debe asegurar un adecuado control de cal !dad. 

Debido a· ésto. a• requiera de métodos anaJ1ticos capaces de 

cuantificar en forma selectiva al fármaco, aún en pre•encia de &U& 

productos da degradación, a»eclplentes o impurezas. 

Para conocer si el método es el adecuado e• necesario validarlo. 

La val idact6n es 1 a comprobación documentada de una seria da estudio• 

de laboratorio, que d•muastran la reproducibilidad del método para 

proporcionar resultados analitlcos confiables. 

El objetivo de aste trabajo es deaarrollar un 1116todo anaJ1tico 

para cuantificar dlfanilhidantoina sódica en tableta• 

crpmatoaraf!a de liquido& de al ta resolución. uti 1 izando est•ndar 

interno. Una vez terminado aa proceder~ a val !darlo para lo cual •• 

determinará.: L inaaridad. Exactitud. Preci • ión. ñeproduc ibi l idad. 

Especificidad, Tolerancia. 

Para determinar su especificidad se someterAn muestra• de 

principio activo. placebo y producto terminado diferentes 

condiciones de decradación y anal izarAn bajo el método propuesto, 

i6ste debe ser capaz de cuantif !car al principio activo sin 

interferencias de excipientes y/o productos de degradación. 
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El presente trabajo consta de los siguientes capitulas i 

1. Introducción. 

2. Generalidades. 

a) Honografia del principio activo. 

bl Cromatografia de liquidas de alta resolución. 

c> Validación de métodos analittcos 

3.- Desarrollo y validación del m6todo anal!tico. 

4. - Aná.l isis de resultados y conclusiones. 

s. - Bibl ioarafla. 

El método de&arrol 1 adc presenta grandes ventaja• •obre 1 o• 

m6todos reportados en la bibl !agrafia debido a que cambió un 

m•todo gravim•trico o por titulación por un m6todo in•trument•l. 

Ademas hay eran disminución el tiempo da an•I i•i•. menor 

complejidad en la preparación de las muestras y como •• eapecifico 

puede utl l lzarse tanto para control de cal ldad como para el 

•ecuimlento en la estabilidad de difenilhidantoina sódica 

tabletas. 
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C A P I T U L O II 

G E N E R A L I D A D E S 

A) MONOGRAFIA DEL PRINCIPIO ACTIUO 

B> CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA 
RESOLUCION 

C) UALIDACION DE METODOS ANALITICOS 



MONOGRAF'IA DE DIFENILHIDANTOINA SODICA 

FORMULA. QUIMICA DESARROLLADA 1 t7,20,B,4J 

FORMULA CONDENSADA 1 Cs.•H:1.s.N2Na02 

PESO MOLECULAR 1 274.25 

NOMBRE QUIMICO 1 

5,5 - Olfenll - 2,4-imidazolldindlona, sal sódica. 

5,5 - Dlfenllhtdantoina sódica. 

SINONIMOS 1 Fenitoina sódica, Da~t.oin, Difetln, _Dlvulsan, Novodifenil, 

Di lantl 1, Fenantoln, Dlf idá.n, Pyoredol, Zentropl 1. 

DESCRIPCION i Polvo blanco inodoro, sabor amargo, algo htcrosc6pioo, 

expuesto al aire absorbe gradualmente bióxido de carbono. 

Contiene menos de 1 95" y más del 100.5" calculado con 

referencia a la sustancia seca. 
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PROPIEDADES FISICAS : 

SOLUBILIDAD : Fá.cilmente soluble en agua, generalmente Ja aolución 

acuosa es al io turbia, debido a una hidról isls parcial y absorción de 

bióxido de carbono, soluble en alcohol, prácticamente in&oluble en 

éter y cloroformo • 

. COHSTAMTE DE DISOCIACION El pka de la fenitolna determinado 

espectrofotomo6trlcamente es de 6.31 y por titulación potenoiométrica 

es de 8.3, Schwartz reporta valor de a.o. 

ESPECTRO 'INFRARROJO i. 

Di sol ver o: l g de difeni J hidantoina sódica en 20 mi de agua, 

acidificar con solución 0.2 M de ácido clorhidrico, extraer tras 

veces con 30 m 1 de o 1 oroformo, juntar 1 os ex tractos e 1 orofórmico&, 

lavarlo•· agua, evaporar, secar el residuo de 100 a 105°C. El 

espectro da ab•orci6n en la región infrarroja da una disp•r•ión de 

bromuro de potasio del residuo obtenido exhibe má.ximo& principales a 

las st1ulentas longitudes de onda. Figura la 

Principales bandas de absorción: 

-· Longitud de onda lcm > 

3275, 3205 

3064 

1774, 1740, 1719 

1719, 1599, 1496, 1450 

1403 

Grupo funcional 

Amina secundarla 

C-H arom.i.tlco 

Grupo car bon 11 o 

Grupo fenilo 

Enlaces C-N 



'tOO ~00 300 2 00 2'f00 2 ºº 
WAVENUHBER9 

1 00 1 00 00 'ºº 
figw-a Espectro de absorción IR de dlfen!lhtdanto!na. 

ESPECTRO ULTRAVIOLETA : 

El espectro de absorción ultravioleta de difanilhidantoina 

sódica en metanol exhibe má.xlmos a 254 y 258 nm. Fl1ura 2. 

f .. 

Figura 2 Espectro UV de dlfenl 1 hidantoina. 
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ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR : 

El espectro de resonancla magnética nuclear en d1metll9ulf6icldo 

presenta tas siguientes astanaclones: 

Resonancia tpJ?m> 

7.3 

9.2 

10. 9 

Mul tlpl lcldad 

Simple 

Simple 

Simple lmuy ancho> 

Integración Asl¡naclón 

10 Fenllos 

Pro tone• 

Am l na pro tonada 

El .espectro de resonancia magnética se muestra en la figura 3. 

_,.-
-~ 

Figura 3 Espectro de RMN de d1fenllhidanto1na. 
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ESPECTltO DE llASAS : 

El espectro de masas muestra los s1gulente5 iones. 

m/c Fragmentos 

253 M-CHO 
209 11-HNCO 
180 11-HNCO-CHO 
175 11-CGH5 
165 CHHO 
147 11-CeH!:S-CO 
104 CdHOCN 
·77 CdH• 

Figura 4 Espectro de masas de difeni thldantoina. 
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PUKTO DE FUSION 1 

En 10 mi de acua disolver cerca de 500 me de difenilhidantoina 

sódica y agregar 5 mi de '-oido clorhidrico diluido. Deber"- formarse 

un precipitado de difanilhidantoina, separarl.o en un filtro, lavar 

con agua fria y &ecar a 105°C durante 4 horas. La difenilhidantoina 

asi obtenida deberá. fundir entre 295°C y 296°C con da•compo•ición 

parcial. 

IDENTJ:FICACZON DE SODIO 1 

El residuo obtenido de Ja incineración de 300 me de la muestra 

de difenilhidantoina sódica, deberA producir eferveeoencia con lo• 

á.cldos y dar positivas las reacciones para sodio. 

PERDIDA AL SECADO 1 

Secar a tosºc por 4 horas. No pierde mAs de 2. 5" de su pe•o· 

FENITOINA LI:BRE 1 

Diso.lver 0.3 g en 10 mi de una mezcla piridina - a1ua tS01SOJ, 

adicionar o.s mi da solución diluida de fenalftaleina y i3 mi de 

reactivo de nitrato de plata en piridina. No más de 1.0 mi de 

solución 0.1 M da hidróxido de sodio se requier• para cambiar el 

color de la solución a rosa. 

mtsrAHCJAS RELACIONADAS • 

Soporte: Sil lca gel 60 activada a 120°C durante 30 minutos. 
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Fase móvil t Cloroformo, isopropanol, hidróxido da amonio 13.5 f1 

C45:45: 10). 

Procedimiento t Aplicar en carri las separados 10 mol. de laa 

stsutentes soluciones en metanol. 

aJ 4" p/v de dlfenllhidantoina sódica. 

bJ 0.04 " plv de difenllhidantoina sódica. 

cJ 0.020 " plv de benzofenona. 

dJ 0.020 " p/v de benzilo. 

Dejar correr la oromatoplaca, sacarla de la cámara, evaporar el 

disolvente y secar a eoºc por 5 minutos. Revela!' bajo luz ultl'avioleta 

C254 nmJ. 

En el oromatograma obtenido con la solución Cal nincuna mancha 

correspondiente a banzofanona debe 

obtenida el croma toa rama 

m6.s intenaa qua 1 a mancha 

la solución CcJ. La mancha 

correspondiente al benzilo no es má.s···intensa que l~.obtanida con la 

aolución (dJ. Otra mancha obtenida el cromatograma no debe ser mas 

intensa que en el cromatograma con la solución (bJ. 

COLOR Y CLARIDAD DE LA SOLUCION 1 

En 20 mi de agua libre de bióxido de carbono disolver 1 cramo de la 

muestra de difeni 1 hidantoina sódica y ••regar aol ución O. 1 N de 

hidróxido da sodio~· para obtener soluoi6n clara e incolora. No 

debe utilizarse má.s de 4 mi de La solución de hidróxido de sodio. 

METALES PESADOS 1 

f16todo J 1. No m6.s da 0.002 por ciento. 
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METOOOS DE ANALISIS : 

t.- En un embudo de separación dl•olver en 50 ml de a•ua, cerca de 

~00 mg de la mue•tra, agra1ar 10 ml da .1cido clorhidrlco diluido Y 

extraer con tres porciones suce•ivas de 100 mi, 60 mi Y 30 mi 

respectivamente da una mezol a 1 a Z de éter Y cloroformo. Evaporar 

los extractos combinados, secar el residuo a 105°C durante 4 horas y 

pesar. El peso del residuo de difenilhidantolna asi obtenido, 

multiplicado por 1.067 corresponde al peso de la difenilhidantoina 

sódica. 

11.- Suspender O.te gen 2 mi de agua adicionar 6 mi de solución 5 H 

de A.e ido sulfúrico y calentar suavemente p'or 1 minuto. Adicionar 30 

mi de metanol, enfriar y titular potenolométrie¡uaenta con aoluci6n 

0.1 11 de hidróxido de sodio. Después del primer punto de lnflexi6n 1 

adicionar S m1 de solución reactivo da nitrato de plata en piridina. 

mezclar y completar la titulación. Anotar el volumen de solución de 

hldr6Kido de sodio adicionado entre al primer y el secundo punto da 

inflexión. Cada mililitro da solución 0.1 H da hidróxido da sodio e& 

equivalente a 0.02743 s de difenilhidantoina. 

CONSERVA.CXON 1 Preservar en contenedores cerrados. 
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SINTESIS: 

La dlfenllhidanto!na puede ser sintetlz.ada por varios camlnoa1 

H.R. Henze, Parke Davls y Co. la obtuv6 a partir de benzofenona, 

cianuro de potasio y carbonato de amonio en etanol al 60 • 

También puede preparada por la reacción 

benzofenona, cianuro de sodio y bicarbonato de amonio de acuerdo al 

esquema 1 : 

Q\=O 
0 

Esquema 1 Sintesis de dlfenllhidantoina CHenze> 

Blltz preparó dlfenllhldantoina calentando urea con una solución 

de bencllo en alcohol alcalino. Sikdar y Ghosh estudiaron la t~cnlca 

de Biltz Y han mostrado la reacción que tiene lugar como se muestr~ 

el esquema 2 i 
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oo . d"o 

0-" ~-0 r>nodo 0 ' 11 -0 e-~ ~ e-e 
1 
OH 

<?>' o 
---+ 0-7-l-011 ·-tti.0 ----l'iHCONHi 

Esquema a Sintasis de difenllhidantoina CBlltzl 

';' hº N-- , 

1 
C--N 

6' 

+------- -+ 

Esquema 3 Hidrólisis de difenllhldantoina. 
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ESTABILIDAD Y DEGRADACION : 

-. La dt'fenllhidanto1na es muy estable aun bajo condiciones extremas. 

Después de someterla a reflujo en solución 2.5 N de HCl durante 7 

horas, se obtuvo un recobro pr.Act lcamente completo. 

- Al someterla a 170 - 160 ºe durante 24 horas en solución 5 N de Na.OH 

obtiene un 62 "do difentlglicina. 

- Al someterla a reflujo a 105 ºe ~n ~oluciOn 2 N de NaOH por 5 dias aa 

obtiene un 75 " de dlfenl lgl ictna. 

- Al someterla a 105 ºe en soluct6n 0.2 ·N de hidróxido de sodio 

contenida en una ampolleta se encontró bencldrol a los 75 dias. 

- Al disolverla en tetragllcol - trimetilamina - agua, se produce A.cldo 

difenilhidantóico y dtfenilglictna. 

- Con solución amortiguadora de "fosfato& 0.1 M a pH de 11 y 12 y a 70, 

60 y 90 ºe se presentó descomposición de pseudoprimer orden sagQn la 

ley de Arrhenius a 25°C el 10 " del fArmaco se desco111pondria en 61 

aftas a pH de 11 y 35 aftas a pH de 12. 

- Una degradación alcalina de difenilhidantaina produce v1a hidrólisis 

reversible Acldo difeni 1 hidant6ico, el que con hidr61 isis 

irreversible dA dlfenilglicina. 

- En la oxidación con kMn04 se obtiene benzofenona. 
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FARMACOLOGIA 

La difenllhldantoina sódica, (fenitoinaJ un fármaco primario 

para todos los tipos de epilepsia excepto las crisis da ausencia. 

El término epilepsia designa en conjunto a un grupo de transtornos 

cr6nicos del Sistema Nervioso Central CSNCJ que tienen en com'On la 

extstencla de episodios repentinos y tran•itorlo11, Cori•lsl, de 

fenómenos anormal es de ar i gen motor, C ccnvul e ión J, sen• i ti ve, 

autonómico o psiquico. 

Este fá.rmaco es de ericen uint6tico y deriva de la hidantoina, 

nQcleo que adquiere propiedades anticonvulsivantea potentes por los 

dos 1rupoe fenllo en la posición cinco. l19) 

FARMACOOINAMIA 

La fenitoina ejerce su actividad antlepili6ptlca aln causar 

depresión general del -SNC, suprime las convulaionaa tonicoolónicas 

por elactroahock en forma mucho mAs potente qua lo& barbitórioos 

ant iapi l d>pticoa. 

La fenitoina as capaz de impedir la epilapaia jaokaoniana o 

crisis focales motoras aapecialmente, también actua la apilepaia 

psicomotora o automatismo aunque en menor arado. Existe un sineraismo 

con el fenobarbital y la primidona, lo que permita utilizar menor 

dosle da cada uno de los fArmacos cuando se emplean juntos. 
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La fenito!na no ejerc:ie acción sedante ni hipnótica; e& un 

depresor central muy &e.lectivo en la epilepsia; muy pocas vece& las 

dosis elevadas provocan un esti'do de ape1t!.a y somnolencia' tampoco 

modifica el alectroencefalo1rama ·normal en reposo. (13) 

MECANISMO DE ACCION 

Un efecto estabilizador de la. fenitoina es evidente en todas las 

membranas neuronales, incluso de Jos nervios periféricos Y 

probablemente en tedas las membranas excitable& y no excitables. Hay 

pruebas de que este efecto, como los ejercidos sobre el PTP y 

transmisión sinAptica, sen el resultado directo o indirecto da los 

efectos sobre el movimiento de iones a trav~s da la• membranas 

celulares. 

En diferentes sistemas se ha observado que Ja fenltolna 

dt•minuye el flujo en reposo de los iones sodio y da las ciorriant•• 

de •odio que fluyen durante los potenciales de acción la 

despolarización quimicamente inducida. AdemAs, ta entrada dal ión 

calcio durante la despolariz:aci6n esta disminuida forma 

independiente consecuencia de la menor concentración intracelular 

de sodio. La fenlto1.na tambi•n puede demorar la activación da la 

corriente hacia el exterior de potasio durante un potencial de acción 

aumentando as1 el periodo refractario y disminuyendo l <J& descarg¡¡.s 

repetidas. l9 I 
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ABSORCION. DISTRIBUCION. BIOTRANSf"ORMACION Y EXCRECION 

La fenitoin.a es un 3.cido débil cuyo pKa 

hldrosolubil idad 1 lmitada, inclusa 

aproximadamente B. 3f 

el intestino. Por 

inyecclOn intramuscular el principio activo precipita en el sitio de 

lnyacción Y. se absorbe 1 entamen te. 

La absorción de la fenitoina después de su ingestión oral es 

lenta, a veces variable y ocasionalmente incompleta. La concentración 

má.xlma después de una sola dosis se alcanza en el plasma entra la& 2 

y 6 horas. 

La fenitolna se una en gran parte, (alrededor del so•> a las 

proteinas plasmá.ticas, principalmente a la alb(Jmina. El principio 

activo se distribuye ampl lamente todos los tejido&. La unión 

fraccionada en los tejidos, ino luso el 

aproximadamente la misma que en el plaama. De ••ta modo, au volumen 

aparente de distribución del 64" del paso corporal. La 

concentración en el liquido cefalorraquideo •• igual a la fracción 

pla•mAtica 1 ibre. 

Aproximadamente el 2 " de la fenitoina se eKcreta sin cambios en 

la orina. El resto se metabol iza principalmente por acción de las 

enzimas microsomales hepá.ticas. El principal metabolito, el 

derivado parahidroKifenilico, inactivo, el cual representa del CO al 

70 s de una única dosis del principio activo. 

Se excreta inicialmente por la bilis y luego por la orina. en 

eran parte como glucurónido. Otros metabol itos aparentemente 

inactivos son el dihidroxicatecol y •u derivado 3-metoxi, y el 
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dihidrodiol. La vida media plasmá.tica es en promedio de unas 24 h 

pero varia por lo menos en cuatro La vida media plasmá.tica 

aumenta la concentración, quizá. porque la raacoión da 

hidroxllación se aproxima a la saturación o es inhibida por los 

metabol itas. (91 

TOXICIDAD 

Los e1'eotos tóxicos dependen de la via da ad•inistraoión, 

exposición y duración de la dosis. 

La fenitoina es capaz de producir mareos, excitación ps1quioa, 

inaomnio, visión borrosa, disartria, diplopia a veces somnol•nota, 

apatia , ce1'alea, y en raras ocasiones ilusione• y alucinaciones 

hasta llegar a una franca psicosis semejante a la eaquizo1'ren1a. 

La alcalinidad de la fenito1na sódica provoca molestia• 

apig•stricas, 

Tambt•n puede 

, vómito y hematemesis. 

presentarse 1in1ivitis htperpl••tca. 

trantornos hemAticcs consisten en anemia megaloblá.stica. 

Las 

Acción teratog6nica.- Se ha observado la aparición 'de 

malfor•aciones oong6nitas 

durante el embarazo. (131 

19 
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PREPARADOS. VIAS DE ADMINISTRACION Y DOSIS 

Dlfenllhldantolnato sódico SO mg por tableta. 

Dosis: Adultos - 1 a 4 tabletas repartidas en 24 hs. 

Hlftos - De t/Z a 2 tabletas repartidos en 24 h11. 

Dlfenllhldantoina suspensión 750 mg en 100 mi. 

Dos is s En el pr lmer afta de v lda, de 1./Z a una cuchar ad l ta. 

De uno a tres aftas, 1 l./Z cucharaditas al d1a. 

De tres a seis anos, 2 cuchar ad 1 tas al dia. 

Mt&s de 6 años, 3 cuchar ad l tas al di a. 

D1fenllhldanto1na sódica ampol lata inyectable 250 m1 por a111pol let.a. 

Dosis: Una dosis Onioa (5 mg/Kg de paso corporal J, puede 

administrarse lntravenosamente. 

Dlfenl lhldantoina sódica 100 mg por tableta. 

Dosis: De 1./Z a 1 tabl•ta, dos o tres vacea al dla. (51 

INTERACCIOIES MEDICAMENTOSAS 

El alcohol por inducción enzimática a nivel de los mlcrosom•• 

hep.i.ticos e• capaz. de acelerar el metabolismo de la fenito1na y 

dlsmlnulr su acción antl•pi t•ptica. 

Las benz.otiazina& y las banzodiazepinas al inhibir la 

biotransformacl6n de la fenito1na pueden elevar nivel ea 

sanau1 neos. 

El fenobarbltal, por Lnduecl6n enzlm~tlca es capaz de aumentar 

el metabolismo de la fenltoina, con disminución de •u• niveles 
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san1uineos y de su acclón. 

Hay una dlsminucl6n de la acción de la levodopa por ta 

fenltoina. 

Los antidepresivo& trlciclioos pueden provocar convulsione• 

epileptlformes lo que obliga a aumentar la dosis da la fenttoina. 

Por inducción enzimática la fenitoina pu•d• ac•lerar •l 

metabolismo de la di¡itokina con disminución de •u acción. 

~a fenitoina es capaz do inhibir la absorción ¡astrointe•tlnal 

de la furosemida, con disminución de su acción dtur6tica. 

Se sabe que la anemia megaloblástlca provocada por la 

fenitoina se debe a def iclencia• de ácido fót ico, p•ro i6ste aua•nta 

el metabolismo de la fenitoina. (131 
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CROMATOGRAF"IA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION 

La cromatografia de liquido& se puede definir como un método 

fisioo de separación basado en la distribución da la muestra entre 

dos faaes, fase móvil liquida y una fase estacionarla cuya 

naturaleza puede variar. 

La ventaja de la cromatoe;rafia de Uquldoa de alta ra•olución 

CCLARJ frente a otros métodos analiticos, es qua se trata da una 

técnica de separación selectiva que permite la ld•ntificaclón y la 

cuantiflcaclón de varios compuestos la vez. Tiene una al ta 

••peclfi?ldad as! como un amplio intervalo de sensibilidad que hace 

ld .. aal al ani.I iais de muchos 3.otivos tanto en formas farmac~utlcas 

como an fluidos biológicos. Con al avance tecnol61Ico da equipo, 

•aterlal••• t6cntcas y apl lcaciOn de 1• taaria •• po•ible real izar 

•eparaoiones dificiles con gran •Kactitud y velocidad en el anAliais. 

Para l lavar a cabo una aeparación el primer pa•o •• diaolver la 

mua•tra en un disolvente, el cual idealmente deberla ser el mi•mo que 

la fase móvil. A continuación la mueatra se introduce por medio de 

inyector y es transportada por la faae móvil hacia la columna en 

donde se lleva a cabo la separación, los componentes que tienen mayar 

afinidad por la fase estacionaria Vii.O a etuir mAa lentamente que loa 

que tienen menor afinidad por aeta. A ta salida de la columna loa 

compuestos pasan a un detector, que transmite seftales a un inte1rador 

que la• transforma en una grAfica 1 lama.da oromatograma et cual 

proporciona información tanto cualitativa como cuantitativa de los 

compue•tos encontrados en la mezcla. C3, 17) 
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Actualmente ae cuenta con una amplla gama de equipo en cuanto a 

costo, complejidad y tipo de instrumental, pero deben cumpllr con una 

serle de caracteristlcas esenclales de acuerdo a las necesldades y a 

la utl l ldad que puedan prestar. Dichas caracteristicas son ; 

VERSATILIDAD s El instrumento debe ser adecuado para trabajar 

con muestras de diferente tipo, debe adaptarse a las dif•r•nte• 

t•cnicas oromato1r•fioas y debe realizar el mAxl•o de operaciones. 

REPRODUCIDILI.DAD Y ESTABILIDAD s El instrumento deba prov••r un 

control adecuado sobre lo& parámetros de operación, tal•• oom.o el 

flujo de la fase m6vil, la temperatura, presión, compoeiclón d• la 

fase m6v 11 etc. para obtener un funcionamiento efectivo a tarco 

plazo. 

SENSIBILIDAD t Además de trabajar con pequeftaa cantidad•• de 

muestra, debe generar aeftales de intensidad apreciable•. La 

••n•ibilida~~de todo cromatógrafo de liquidas depende del •i•t••• de 

detección, con los detectores mi\.s recientes e• posible cuantificar 

componentes de la muestra en el lntervato de nano1raaos. (6, 

Las partes fundamentales que forman un sistema para CLAR sont 

A. Reservarlo lraclpiente donde se coloca la fase móvil) 

B. Sistema de bombeo de al ta presión· 

c. Inyector 

D. Columna 

E. Detector 

F. Registrador 
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Partes opolonale9 i 

Inyectores automá.tloos, programadores de tradlenta, controles de 

temperatura para 1 a co 1 umna y el detector, s la tema para reco 1 ectar 

fracclones, ato. 

RECFlf.NTE 

FIGURA !3 Partes fundamentales de un oromatógrafo de liquidas de 

al ta resol uo i6n. 

EQUIPO: l4,6,B, 10, 14, 19,20> 

Dentro de los equipos cromatogr~ficos de t!quidos de atta reaoiución 

se han se•uldo dos tandenc ias. Una es e 1 equipo por modu 1 os que da 

aran versatilidad en et cambio de accesorios para mantenimiento 

preventivo o reparación, la deaventaja da esto• equipos •• la 
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lon¡itud de las tuberias e interfases que se requieren. Por otro lado 

los equipos en gabinete, tienen la ventaja· de qua cada parte esta 

un lu1ar prediseftado, optimizando la longitud de las tuberias pero as 

dificil de manipular cada componente para darle servicio. 

A. RESERVORIO a 

Se puedan utilizar recipientes de vidriO, acero inoxidable o 

plA.sticos inertes. de capacidad entre 1 y 3 litros. auficient• para 

todo un dia de operación. La toma del disolvent• se hace • trav•• de 

un filtro, esto tiene por objeto retener pequeftas particula• qua 

puedan obstruir o dal'far al sistema de bombeo o a la colu•na. 

B. S'.ISTEMA DE BOMBEO ; 

Las columnas utilizadas en CLAR astan rellenas de material•• 

especiales de tamafto de particula muy pequefta, lo cual haoe que 1·a 

resistencia al flujo de. la tasa· móvil sea •UY elevada. Por esta 

razón, se requiere un sistema de bomb~o que ha1Ca flu.il' la fa•• 116vll 

a un· flujo razonable, pues de lo contrario los an•ll•i• •erian 

excesivamente lentos. 

Las caracteristicas más importantes en todo sistema de bombeo sOn: 

- Presión maxima de operación !usualmente 5000 pslt 

- Intervalo de flujo en.tre o.s y 10 mi por minuto. 

- Reproducibll idad y constancia de flujo (aproximadamente 1 •1 

- Caracteristlcas de flujo continuo y libre de pulsaciones. 

- Resistente a liquidas corrosivos. 

- Facilidad para el cambio de fases móviles. 

- Facilidad de 1 impieza del sistema. 
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EMlsten dos. tlpós de bombast 

1. - Bombas ! Bombas 

mec~nlcas .. 

Bombas 

reciprocas 

de desplazamiento continuo 

2. - Bombas neum.t..ticas 

Las caracteristlcas de cada una se presenta en la sl1ulente tabla 

TIPO DE BOMBA PRES ION VENTAJAS OESVENT AJAS 
MAXIMA 

Reciproca 6620 Se cambia fá.cil y Flujo en pu 1 •o• •n 

PSI r.6pldo de fase móvil forma continua unl-
FAci 1 mantenimiento forme 

De•plaz.:<1miento 4996 Flujo uniforme y con- Co•to elevado 
continuo PSI tinuo, 1 ibre de pul aa- Dificultad para 

clones cambiar de fa•• 
mOv il 
Tiempo d• anAli•l• 
limitado 

Neum.itioas 5660 Flujo 1 ibre de pulsa- Capacidad limitada 
PSI cienes y de presión del volumen que 

constante puada bombear 

C. INYECTORES 1 

La obtencl6n de picos adecuadamente resueltos es reflejo entre 

otras cosas de una introducción adecuada de la muestra en el sistema. 

La mejor manera de introducirla es en forma de paquete pequefto ya que 

ayuda a obtener picos angostos y simétricos. 
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Esta parte del instrumento eKige cuidadoso diserto puesto qua 

debe resistir altas presiones, tener un volum13n pequef'fo y sus 

cavidades deben ser .fAcllmente barridas por la fase móvll. 

INYECTORES MANUALES. 

La muestra se introduce jeringa. Por medio de un abrir y 

cerrar de vá.lvulas manualmente se desvia el flujo mientra se aplica 

la muestra en la cAmara de carga Cloopl y luego se reanuda a trav6• 

de él completAndose la inyección. 

INYECTOR AUTOMATICO. 

Actualmente la inyección de la muestra se puede hacer en forma 

automAtlca por medio de una vá.tvula que inyecta por si solo las 

muestras disminuyendo el error en la medición del volumen a inyectar, 

aumenta ta reproduclbilidad de la& inyeecione• y cuenta con 

control electrónico que maneja funciones tales tiemPo• de 

inyección, tiempos de corrida, velocidad da llenado, númaro de 

inyecciones por muestra, volúmenes de inyección, identificación de la 

muestra: lavadd de vA.lvulas y jeringas asi como programar gradientes. 

D. COLUMNA s 

En todo sistema eromatográ.fico la columna es el •corazón• del 

aistema. Es un tubo de material inerte, de diA.metro uniforme y 

capaz de resistir altas· presiones, el acero inoxidable es el material 

mA• utilizado. Contiene a la fase estacionaria en donde 1 levan a 

cabo las separaciones de los componentes de la muestra. 

La capacidad de la columna depende de la longitud, diAm~tro y 

material de empaque. La longitud de la columna e& entre 10 y 50 om, 
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diAmetro entre 3 y 4 mm aunque en columnas de tipo preparativo 

pueden ser de mAs de El empaque de la columna es de 

tamaf'Sa de parUcula pequef'io 13 a 10 µmi. 

El material de empaque consiste en particulas de tamat"lo muy 

reducido y de diAmetro constante. En CLAR se dispone de gel de silioe 

en forma de particulas completamente porosas o de bolas de vidrio 

esféricas que astan recubiertas por una delgada capa de gel de silice 

distribuida irregularmente. La superficie de gel de s~lice de 

cualquier tipo estA recubierta por grupos Si-OH y Si-O-Si que pueden 

interaccionar con las moléculas de la muestra. Los grupos hidroxilo 

son los mAa importantes, de los cuales, existen dos tipos1 los librea 

y los reactivo¡ estos últimos constituyen agentes enlazant•& muy 

fuertes que pueden adsorber permanentemente los compuesto• polar•• •• 

la muestra y que adsorben el agua en el gel. Esta actividad suele ser 

responsable del ensanchamiento de los picos, Asi oo•o de la ~alta de 

reproducibll ldad de los resultados. Los hidroxilos reactivos pueden 

deaactivar&e por adición de agua o de un alcohol o por medio de 

reacciones qu1micas. 

FIGURA 6 Grupos hidroxilo libres y reactivos sobre la 
superficie del gel de sil tea. 

26 



El relleno ldealmente debe producir la má.xima resolución en el 

menor tiempo, debe tener la má.xlma capacidad de muestra, 

tac i l mente empacab le, produc l r pequei'1as oalda& de presión y ser 

barato. Las partículas de materiales porosos que sirven 

propiamente como fases estacionarias, o bien de soportes para las 

mismas. La variedad y la naturaleza de fases estacionarlas ea ampl la 

y su utilidad esta en funoión de la separación a la que se pretenda 

apl lcar. 

En 1aneral las columnas para CLAR tienen una gran duración y 

cabe esperar una larga vida de servicio útil, a menos que se utilicen 

en condiciones intr1naecamente destructivas, como por ejemplo, con 

eluyentes extremadamente ácidos o bá.sicos o bien con inyecciones 

contilnuas de muestras crudas o bilógicas •sucias•. 

Después de usar una columna durante periodos lar1os, puede 

aparecer deriva de la linea base, cuYa causa puede ser la a:radual 

eluolón de compuestos retenidos fuertemente que procedan de 

inyecciones· anteriores, estos pueden el !minarse de la columna pasando 

una fase móvil suficientemente fuerte para eliminar cualquier 

compuesto. ... .. . '" 

_M_ . .Júl Jl 

••• FIGURA 7 Diversos tipos de empaque lA> cuerpo poroso, lBI 
pelicular, te> microparticula de cuerpo poroao. Los 
cromatogramas muestran las respectivas anchuras de 1 ca 
picos. 
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Cuando no se utl l lce una columna y estando desconectada, 

prudente colocar tapones en los extremos para evitar que &e seque. 

L~s columna& deben guardarse alejadas de las fuentes de calor y de 

vibración. Si la columna se utiliza a temperaturas elevada• 

aconsejable enfriarla hasta temperatura amblen te antes de 

desconectar 1 a. 

MECANISMOS DE SEPARACION 

En CLAR existen diferentes mecanismos de separación de acuerdo a la 

fase estacionaria estos son: ( 15, 12> 

1. Cromatografia Liquido - Liquido (CLLJ 

2:. Cromatografia Liquido - Sólido tCLSJ 

3. Cromatoarafia de Intercambio Jónico 

4. Cromatografia de Exclusión Molecular 

1. CROMATOGRAF'IA LIQUIDO LIQUIDO L l •mada tambi6n 

cromatoarafia de partición, en la cual, se involucra una fase 

••taolonarla liquida la cual recubre un soporte sólido inerte. Las 

mol ll!ocul as de 1 a muestra se d iatr i buyen de acuerdo a su• af l nidadas 

•ntre la fawe móvil y la fase a•tacionaria 1 levá.ndo&e a.si la 

separación. La fase e9tl'lnionaria puede se.r polar o no polar, cuando 

la fase estacionaria e& polar y la fase móvil •• polar es 1 lamada 

cromatocrafia de p¡¡,rtición en f¡¡,se norm¡¡,J. Si se tiene el caso 

contrario se 1 lam¡¡, cromatoarafia de partición en fase inversa. 
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CROMA TOGRAFIA LIOU1DO - LKlUDO 

••• ••• 
Fase nor .. 1 Fase reversa 

FIGURA 8 Se •ueat.ra et mecanismo de separación por cro•ato1rafia 
L~quldo - Liquido 

2. CROMATOGRAFIA LIQUIDO - SOLIDO • - Es llamada ta•bl•n ·cro•ato1rafia 

de adsorción, como faae estacionaria &o emplean particula• con una 

1~an Area superficial que adsorbe molécula• de aoluto. La aeparaolón 

se bas.a en r•petidas etapas de adsorción y desorclón da la mueatra, 

nor•almente •• utilizan sólidos potara• como aitloa gel, alt.:lmlna o 

vidrio poroso. La fase móvil es no polar, como cloroformo, heptano u 

octano. 
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CROMATOGRAFIA LIQUIDO - SOLIDO 

• 

1 

• • 

.. 

•• ••g ... l 
lo 

nGURA 9 : En Ja fl&ura se muestra el mac•nl•mo d• 11eparaciOn de 
cromato1rafia liquido - aól ido. En donde • rapreaanta un compu••to 
muy polar, x • un campue•to moderadamente polar y /:J. a un oompueato 
poco polar. 

3. CROllATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IOHICO Se uaa una fa•• 

. estacionarla que pueda intercambiar catlon•• o anionea con la fa•• 

móvil, ••ta fase debe tener una caria contraria a la de la mueatra. 

Cuanto mayor ••• Ja carga de ta muaatra, má.• fuertemente eatará 

atra1da hacia la superficie i6nica y por lo tanto tardara. ma• tiempo 

en ••r elulda, para controlar al tiempo de alución ae ajusta al pH y 

la polaridad de la ta&e móvil. Generalmente son·reainaa poliméricas 

la• cuales•• clasifican en anlónlcas y catiónlcas. 

Cada tipo da material puede subdividirse en l ntercamb laderas 

fuert•• o débl lew. Los llrupoa Acldos aul fónlcoa 
- + 

t R-Sos H > y Acldos 

carboxi l lcoa - + <R-COO H )-- son usado& como lntercambladorea catlónlco• 
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dc!rblles. Las resinas de intercambio ani6nico fuertes contienen como 

sitio• activo& crupo• cuaternarios de amonio R-N•tCH•)aCI; R•NH Cl 

Las resinas de intercambio ani6nlco débiles tienen como sitios 

activos. amina• terciarias. 

'· CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION • - Las mol6culas •• ••paran d• acuerdo 

tamafto. la fase estacionarla posee poroa de diferente• 

dl••n•lones, donde 1 a muestra retenida f 11 trada. La• 

•olt!ooula• pequeftas son retenidas en Jos poros, •i•ntra• que la• 

mol•oUla• de mayor tamafto permanecen en la faae móvil y por lo tanto 

•on eluldas primero. 

E. DETECTORES : !6, 121 

·La función d• un detector ea evaluar la oo•posición de la fase 

•óvll al salir de la columna durante todo al tleapo de an•ll•l•. 

El detector id•al serla aquel que reuniera los •1Cuient•• 

requisitosr 

•Alta sensibilidad. 

• Respua•ta a todos los componentes de la auestra. 

•Amplio intervalo de linearidad. 

•Respuesta no modificada por cambios en la velocidad da flujo o 

de teaperatura. 

• Respuesta independiente a la fase móvl l. 

• Que no destruya la muestra. 

• De r••puasta r6.plda. 

• Bajo nivel de ruido. 

• De fAell operación y adqulslclón. 
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Para resolver un determinada problema la el•cciOn del detector 

dependera. de las caracter1st,icas del so luto, la sensibl ldad y la 

selectividad, ademá.s de la conveniencia económica y prá.ctica de 

uso. 

Los detectores se pueden clasificar dentro de dos grandes grupos: 

1J Detector de tipo universal, que mide el cambio que sufre ta 

fase móvil y la muestra en alguna. propiedad fisica, por ejemplo el 

detector de indice de refracción. 

2J Detectores de tipo ••lectivo, sensibles únicamente a una 

propiedad especifica del salute, por ejemplo, el detector de 

ab•orción en U.Y. 

Los detectores má.s utt ! hados en CLAR 

Espectrofotómetro U. Y. !Vis ibl a 

Detector de indice de refracción. 

Detector da f l uorescencla. 

Detector electroquimico. 

Eapectrofotómet.ro da i nf rarroj o. 

Detector de arreglo de fotodiodoa. 

Detector conductim6trlco. 

Detector de radioactividad. 

DETECTORES ULTRAVIOLETA. 

S6n 1 os detectores de mayor uso en CLAR, debido a que muchos 

comput111tos tienen uno o má.a enlaces dobles o con electrones no 

enlazados y no compartidos que absorben luz ultravioleta. Las 
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ventajas son su costo relativamente bajo, la alta senstbllldad <nlvel 

de nano¡ramosl, asi como la insensibilidad 1 os cambio• de 

temperatura, ve l oc ldad de flujo, y comp~s lc lón de la fase móv l l. 

Estos detectores operan sobre el "prlnclplo de la ley de 

Lambert-Beer. Dentro de éstos existen tanto de loncltud de onda fija 

como de l on¡ l tud da onda var lab 1 a. 

Los detectores de onda fija tienen como fuant• de luz una 

t•mpara de m•rcurio, de zinc o de cadmio, y •a pueden obtener la• 

•l1ulentas lon1ltudes de onda: 254, 280, 313 nm entre otra•. Tienen la 

ventaja de una fuente de luz muy intensa y niveles da ruido muy 

bajos, aun cuando las longitudes da onda no coincidan con •1 m•ximo 

de absorción de los salutes. 

Lo• espectrofotómetros de lon1itud de onda variable •on lo• ••s 

utilizados, permiten la selección de una loncitud de onda de 190 a 

600 nm, u•a una l~mpara de deuterio cuya• lineas de ••islón ••tan a 

254 nm, 280 nm, 313 nm, 334 nm, y 365 nm. La luz de oriC•n •• •nfoca 

la entrada de la abertura de monocromador, por l•nte• 

apropiados ••ta luz blanca inciden la rejilla en donde se dispersa 

en varlas longitudes de onda. Por la poslclón de esta rejilla se 

el 11• la l~n11tud que pasa a través de las celdas de la 111ue•tra y 

referencia por medio de un haz de luz dividido. Con e•to se producen 

dos haces separa.dos de igual intensidad, que se enfocan &obre la• 

celdas de flujo duales por medio de un lente de cuarzo. La ventaja de 

estos espectrofotómetros amplio intervalo de valores de 

1 on¡ i ~ud de onda- la capacidad de variclr tales longitudes ain 

cambiar los filtros de tas l.!.raparas y ta posibilidad de operar a 
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lon¡itudes de onda inferiores a 254 nm. Aunque IOs niveles de ruido 

eon ·mayores que en 1 os de l on¡ i tud de, onda f l ja. 

FIGURA 10 Partes fundamentales de un detector de UV - VIS. 

DETECTOR DE 1NO1 CE DE REFRACC 1 ON, 

Es un detector de reapuesta universal, mide la diferencia entra 

loa indice& de refracción del disolvente puro y de la solución de la 

muestra, es moderadamente sens i b 1 e en e 1 orden de µg o ppm y no 

destruye ·a la muestra. Su estabilidad buena., sen11lbla a loa 

cambi.o• de temperatura y da t lujo y ta sef'fal que genera puede ••r 

positiva o necativa dependiendo de si el indice de refracción d• la 

eoluclón que contiene la muestra •• mayor o menor que el indice de 

refracción del dl•ol vente. 
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DETECTOR DE FLUORESCENCIA. 

E• uno de los detectores m.!s sensibles ya que e• po•lbl• 

detectar cantidades del orden de ptcogramos. EKlsten dos dlseftos: lo• 

f 1 uor6•etro• de f l I tro& que emplean f l 1 tras para sel ecc tonar 1 a 

rad tac lón da eK i taci6n y 1 a da amis lón, y 1 os aapactrof 1 uorómetro• 

qua emplean monocromadores. Su mayor ventaja es su al ta aelectlvldad 

de respue•t• y su sena lbl l ldad. 

cuando la muestra tiene propiedad•• En alcunos 

fluorescentes 

propiedad. 

puadon formar derivados qua al t•ncan ••ta 

DETECTOR ELECTROCIU IHICO. 

La detección alectroquimica basa en que mucha& 11101 ttcu la• 

or1.lnlca• lnorcAnlca• incluyendo mucho• f.6.rmaco• pueden ••r 

eleotroquiatca••nte oxidados o reducidos por un electrodo adecuado. 

Sl la• condicione• cromatocrAfica& se controlan culdado••••nte, la 

detección electroqu1mlca es muy precisa y sensible ha•ta el orden de 

pico•oles. 

DETECTOR DE INFRAROJO, 

Loa co•puastos ora;anlcos absorben ener1ia a dl11eraaa longitud•• 

de onda del ••pectro infrarrojo debido a la pra•encla de •rupoa 

funcionalea especificas, •sta detector se fija a esa longitud de onda 

y reaponde a ••• crupo funcional. E•tos detectores resultan (Jtil•• 

cuando el co•pueato no es detectado en uv/vis o por tos detectoras de 

indice de refracción o bien. cuando al analista daaaa determinar la 

dl•trlbuclOn de los 1rupos funcionales. 

37 



DETECTOR DE ARREGLO DE FOTO~tooos. <DAF) l 1,22) 

El DAF es un sistema 1'otométrioo uv/vis, que se basa en un 

arreglo lineal de fotodiodos, en al cual se transmite lU% blanca de 

una lá.mpara de deuterio, ésta luz pasa a tra.vés de un lente y un 

obturador hacia la celda de flujo. La luz transmitida se enfoca a una 

rejilla de difracción donde se separa en el espectro de 190 a 600 nm 

e incide en el arreglo de fotodiodos, La relación entre la cantidad 

de energia a una longitud de onda particular que \lega al fotodiodo .. 

y la concentración de la muestra, esta descrita por la ley de Lambert 

- Beer. 

E•te instrumento permite ver los espectros rápidamente y adem~s 

almacenarlos. Los beneficios que aporta son: determinar la pureza del 

pico y ver los espectros a diferentes tiempos de otución as! como 

leer de una sola vez a ·&Bis longitudes de onda. 

COMPONENTES DEL DAF 

- Fuente de luz: LAmpara de deuterio con un i'i 1 tro de banda de 

paso que reduce las lineas de emisión de deuterio, y un filtro de 

segundo orden que atenua los efectos de la rejilla. 

- Celda de muestra: Tiene un longitud de recorrido de 10 mm, 

un volumen de 5 ,_,¡ y resiste una presión mli.xima de 1000 psi. 

- Obt_urador: Permite el paso de la luz durante la adquisición de 

datos, y cierra para provocar la obscuridad la prueba de 

correcci6n de la aeMal de recarga por efecto del propio sistema. Abre 

y cierra en un tiempo especifico. 

- Rejilla de difracción: Separa el haz de luz en longitudes da 
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onda que van de 190 a 600 nm. La rejilla concava holográfica 

empleada, minimiza la generación de luz extraviada. 

Arreglo de fotodiodos: 512 fotodlodos reciben la se"al 

proveniente de la rejilla de difracción. Cada fotodiodo produce una 

seftal an•loaa proporcional a la cantidad de enera1a recibida. Durante 

81 tiempo de an•lisis, los canales se abren en secuencia permitiendo 

que las seftales del DAF sean recibidas, para posterior prooesami•nto 

de datos. El (lltimo canal &e cierra al final del tiempo de análi•i&, 

terminando el barrido espectral. 

- Circuito amplificador: La desear.ca de cada fotodiodo se 

convierte en una &ef'lal diferencial de potencial. a travi6& de un 

ampl lficador. Un circuito mantiene los d.i.tos hasta que e•to• •on 

enviados a trav•• de un convertidor an~logo-diCital, a la me•oria da 

la computadora como una •eftal dl1ltal. 

Computadora a Recibe la seftal de sal ida por recarca de lo• 

fotodiodos y calcula la abaorbancia a cada longitud de onda da 

acuerdo con la slautente ecuación: 

A • - lag (P/Po) - log lSn - Dn)/tRn - Dn> 

Donde: 

P = Luz transml t ida 

Po = Luz incidente 

S = Se"al obtenida durante el anAllsis 

D • Sef"l'.al obtenida durante la prueba de raoar1a por 

efecto del sistema 

R = Seftal obtenida durante la prueba con la fase 

a6vl1 

n =Canal o nOmero de fotodiodo (1,2,3 ••••• 512) 
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P/Po • T, ltransmitancial 

S - O = P lD, seftal obtenida en la obscurid&dl 

R - O • Po lR, luz transmitida por el disolvente) 

Los datos cromatogrAficos y espectrales se adquieren y colocan en Ja 

memoria de la computadora. 

PROCESADOR: Los datos se env1an a la computadora para ser 

proca•ados y colocados en la pantalla. El resultado de • la prueba en 

la obscuridad • lsef1al medida en la obscuridad), y la prueba de 

referencia lluz transmitida por el disolvente la calda da 

muestra), son almacenados en la memoria de ta computadora. Despu~s de 

la inyección de la muestra tas sei'i'.ales del DAF son empleada• para 

calcular la absorbancia a cada longitud de onda. 

. l[~ILLA OC 
PLACA CONCA. DUMACCIDN 

.;,, 11 u.Fac•e . fLUJ(\,.f' D81UIAbu• 
• ,.., l.{l(TES --11 .. lífl ft O DZ lAHPAU DE . 

~ -i..iu+-r ~ D DlUTCRIO . 

FIGURA 11 
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ARREGLO DE DIODOS 

Repreaentación esquemAtica de los componentes ópticos del 
DAF. 
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FIGURA 1e Espectros UV con detector de fotodiodo•. 
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F. Registradores. 

La sef'fal que es tran11mltida por el detector e& recibida por un 

registrador y/o integrador el cual tranaforma ésta pleca 

cromatográflcos y calcula las áreas las al turas de éstos. 

Dependiendo de 1 a marca y moda 1 o ofrecen d !versas perspectl vas. 

F~ MOVIL (6, 18 1 19) 

Aunque la fase móvil no es parte del instrumental propiam•nte 

dicho, el control de la presión, el flujo y la compo&ición de la 

misma son muy importantes. 

Las caracteristlca• que debe presentar toda fase móvil son t 

- Disolver a la muestra 

- No degradar o disolver la fase estacionarla 

- Tener baja viscosidad 

- Ser compatible con el tipo de detector utilizado 

-Tener 1 a po 1 ar ldad adecuada para perml t l r una :-atención 

conveniente de la muestra en la columna 

- Exenta de particulas extraf'fas y de burbujas de aire 

Es esencial que la muestra sea compatible con la fase móvil para 

que pueda ser transportada a través de la columna evitando que 

precipite dentro de la cAmara de inyección o dentro de la columna, ya 

que puede tapar al sistema. daf'far la columna y en algunos 

puede propiciar la pérdida de resolución en la separación • 

.. Es indispensable filtrar la fase móvil a través de una membrana 

de por los menos 2 µm de porosidad y además hay que eliminar los 
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gases disueltos que provocan la "formación de burbujas. Esto se haca 

mediante sonicación, aplicación de vacio con t igero calentamiento o 

por desplazamiento de los gases con nitrogeno o algOn otro gas 

inerte. La baja viscosidad de la fase móvil es muy importante en la 

eficiencia de la separación, puesto que la viscosidad influye el 

efecto de transferencia de entre la fase móvil y la fa•e 

estacionarla. Los disolventes mAs comunmente empleados son: agua, 

metanol, acetonitrilo, isopropanol, tetrahidro"furano, otoruro de 

11etilano, cloroformo, cloruro de butllo, he>eano. Dichos disolvanta• 

deben ser de al ta pureza, usual mente grado espectroscópico o bien 

erado cromatogrA.fico lo cual es muy importante cuando se desea 

realizar anAlisis de alta sensibilidad. 

ADITIVOS Y MODIFICADORES ORGAHICOS 

La composición de la 'fase móvi 1 Juega un papel importante en la 

retención y la selectividad tanto para los grupos hidrofóblcoa coao 

para los grupos polares de los compuestos a separar. Con las fa••• 

móvi lea se trata de minimizar la acción de los 1rupoa Si-OH 

residuales, cuya interacción con las moléculas de la muestra afectan 

la resolución de toa picos. (19> 

Laa soluciones reguladoras son tos aditivos mAs utilizados 

sistemas d111 "fa&e inversa, actñan controlando la fuerza iónica y el pH 

d•I siste•a de acuerdo a las propiedades de lo& oompue~to& a separar. 

Las salea má.s utilizadas son las de fosfato, acetato, formlato y 

tri"fluoroacetato, de .sodio o de potasio. De las anteriores las de 
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foafatos son la mAa comunes, ya que sus soluciones son muy estables a 

temperatura amblente y presentan un amplio lntervalo de control de 

pH. 

Los modificadoras amino son utilizados en fase inver•a con al 

propósito de mejorar ta slmetria de loa picos cromatocrAfiooa, la 

t.rleti lamina se utl 1 iza 111n concentraciones cercanas a 5 mtl. El 

carbonato de amonio al o. l• se usa para obten111r al "mismo efecto, 

aai como las sales de tetraalqul lamonio y varios aniona11 orcá.nlcos 

co•o el formiato da amonto. Las aminas y otros compuesto• de oarActer 

bAsico adlclcnados a la fase móvl1, se asocian 108 crupo• 

silanoles lSl-OH) 1 ibres de la fase estacionarla, disminuyendo la 

interacción de estos con los compuestos de la muestra. 

FUERZA IONICA 'i pH 

Hasta la facha no ha sido posible predecir cuantitativaaent• la 

influencia de loa cambios en ta fuerza i6nica sobre los proo•soa de 

aaperación cromatogr6fica, ni parAmatros como el factor de 

capacidad. Esto se debe en parte a la diversidad d• la• lnteraoclonea 

entre las especias l6nlcas a concentración elevada de las sale• la 

fase móvil. Probablemente el factor m.f&s importante a considerar es la 

constante da ionización del soluto, ya qua, en al caso de un •cido 

d•bll, al aumentar la fuerza iónica ta dl11ociaci6n •• mayor, siendo 

11.6.s pronunciado el efecto cuando el pH de la fase móvil estA cercano 

al pKa del o\.oido débil. llO, lU 

Al aumentar 1 a fuerza tón loa, 1 a so 1 ubi l idad de 1 os compua•tos 

se ve afectada por al fenómeno da competencia d• la sal por la fa•• 
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acuoaa, se da también una disminución de la repulsión electrostAtica 

entra las moléculas ionizadas y un aumento en la tensión superficial 

da la fase acuosa. As!, se e&perar!a que al aumentar sustancialmente 

la fuerza iónica en CLAR fase inversa, la retención de los compuestos 

seria mayor, sin embargo este efecto no siempre ocurre. 

El pH es un factor importante para establecer al equilibrio de 

ionización de los compuestos iónicos. Por las ecuacione• qua 

representan la disociación de Acido& y base& se han determinado 

valores de pH, estos valores han sido referido& a solucionas acuosas, 

mientras que en cromatogra11a liquida, y en particular de 1aaa 

inversa, la mezcla de di sol ventes es lo mlt.s comOn, estas mezcla• de 

disolventes orgánicos con agua no proveen un valor de pH que aea 

evaluado con exactitud, sin embargo se hace una aproximación al valor 

deseado. La dependencia del tiempo de retención con el valor de pH aa 

hace mAs evidente cuando la fase móvil es una mezcla da disolventes 

orglt..nicos y acuoso, ya que cambios en la proporción de disolvente 

oraantco influyen en el grado de ionización del co•pueato. Cuando el 

pH da la fase móvil ea cercano al pKa de la sustancia a analizar, lo• 

cambios en la retención y la selectividad por efecto del pH aon •~• 

dr6.sticoa. 

Como la forma ionizada es menos retenida en CLAR an ~a•• inv•r•• 

que la ~arma neutra, el a~ecto del equilibrio de protonación et 

proceso de retención puede controlarse mejor manteniendo el pH de la 

fase 11óvi 1 en cierto valor, uti 1 izando solución reguladora, por 

efecto de supresión de la ionización del compuesto. 
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TERMINOLOGIA EN CLAR 

Tiempo de retención ltr) : l9,20,2U 

Es el tiempo que la mue&tra permanece dentro de ta columna, se 

mide desde el momento en que la muestra se introduce en el sistema. 

ha•ta que se obtiene el punto máximo de la sef'(at o pico. El tiempo de 

retención 

temperatura. 

caracteristico de la fase móvil d• la columna y la 

Volumen de rat•ncl6ln lVrl : 

Es el volumen total de fase móvil requerida para que el 

compuesto eluya al mAxlmo. 

Cuando el flujo IFcJ de la fase móvil e• constante •• ti•n• lo 

•lculentei 

tr 
Vr 

Fe 

EL Yr y al tr se tienen que correclr para conocer exactamente el 

volumen o al tiempo que se ocupa para Ja eluclón del compue•tos 

t' R • tr - to 

V' R • Vr - VM 

Donde: t'R y Y'R son el tiempo y el volumen d• retención 

oorreatdos, to es el ti•mpo muerto, que es el tiempo requerido para 

elulr un compuesto no retenido en la columna y Yl'1 as al volumen d• 

fase móvil que se requiere para llenar la columna, volumen muerto. 
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FIGURA !3 Cromatograma 

Factor de capacidad <KJ : 

El factor de capacidad indica el tie•po que el compueeto 

retenido por la coluaina y depende de la natural•za qu1•ioa y 

temperatura de las fases liquidas que conforman al sistema, •• define 

comos 

tR - to t' R 
K =-----

to to 

Normalmente se debe tener K en intervalo de l a 10 para 

asegurar la separación del compuesto con las posibles lmpurezaa del 

disolvente, sl K es mayor de 10 se tienen problemas con el tiempo de 

aná.l is is. 

N~mero de platos teóricos <NJ 

El número de platos teóricos indica la eficiencia de la columna 
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cromatográfioa. Un plato teórico el equi 1 ibrio de 

distribuci6n da la muestra entre la. fase m6vil la faae 

es tac lanar la 

N se pueda def lnlr matemá.ticamente-
,-. ::: ~'·. - -

N = a(t~t,WJ 2 

N a-· 16 -,·t~1Wj 2 

Donde r 

a a una constante que depende del método utilizado par 

datermlnar N. 

tr • el tiempo de retanc i6n de 1 sol uta. 

W = el ancho del pico cromatogrAfico extrapolando los lados 

del pico a la 1 inea base. 

N a el número de platos teóricos y depende de Ja lonCitud de 

la columna y del tamaf.fo da particula. 

Existan varios métodos para determinar el número de platos 

teóricos, el método má.s uti 1 izado es el 5 e, debido a que tienaa 

mayor sunsibilidad, ya que toma en cuenta la asimetria de los picos 

cromatográficos, por lo tanto, da mayor información sobre la 

eficiencia de la columna. Esto se muestra en la siguiente figura: 
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SSIGMA TAILE 

1111M 

13 .... ..... t.:;;;~=====~ 
FIGtmA 14 Alternativas para el cálculo del númeroº de plato• te6rlcos. 

Selectlvldad ta) : 

El factor de selectividad proporciona información sobre la 

posición relativa de dos picos adyacentes y se define comos 

t' R IBJ Si a = 1 no hay separación 

t'R <Al 

Resolucl6n IRsl : 

El factor da resolución es una medida cuantitativa del grado de 

sepa rae lón obten ido entre dos compuestos. Se define la raso lución 

como el cociente entre la distancia de los máximo& de dos picos y el 

valor medio de la anchura del pico en la base: 
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Si Rs es igua 1 a 1. 5 se t lene una raso lución idea 1 , es dec l r una 

re&o 1 uc ión, hasta 1 i nea base. 

La ecuación general para la resolución es t 

H = ~ N [ 1 a - s. 11 aJ [ K 11 I< + s. J J / 4 

En esta ecuación se observa que la resolución es función de la 

eficiencia de la columna, que depende de la selectividad y de la 

capacid~d del sistema cromatográ.fico. 

Altura equivalente a un plato teórico <AEPTI: 

Es la lon1itud de la columna requerida para obtener un 

equilibrio de la mues~ra entre la fase móvil y la fase estacionaria. 

Se calcula 
L 

AEPT =-
N 

Donde: L = longitud de la columna. 

N = ntlmero de platos teóricos. 

Coeficiente de distribución o reparto (1() : 

Es la relación de la cantidad de masa del soluto en la fase 

móvi 1 y 1 a fase estacionaria. Se representa por t 

Cantidad de muestra / mi 1i1 i tros de fase estacionaria 
K = 

Cantidad de muestra I mililitros de fase móvil 

Es una propiedad 1'1sica caracter1stica de cada muestra y del 

sistema cromatogr.1fioo. 
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Factor de simetria <T J 1 

Es la medida de la slmetria del pico cromatogrAflco, Y se defln• 

w o.os 
T·=----

2f 

Donde W O.OS es el ancho del pico al 5 S de su altura. •edida de•d• 

la base y f ea el ancho del pico medido desde ta linea que divide el 

pico pasando por el vértice y la linea tancente. Para que la forma 

del pico 

a 1.4 • 

conaiderada aceptable. el valor d• T no deb•r• exceder 

" 

111 
FIGURA 15 r Pará.metros par e.I cá.lculo de T. 
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CRITERIOS DE VALIDACION 

La validación de un método analitico &e define como el proceso 

por el cual queda establecido, por estudios de laboratorio, que la 

capacidad del método satisface lo& requisitos para las apl icaoian•& 

analitlcas deseadas. 

La validación incluye dos partea 

1) Sistema 

- Llnearldad 

- Precisión 

21 Método 

- Llnearldad 

- Exá.otltud 

- Especificidad 

- Estabilidad de la muestra 

- Tolerancia del sistema 

DEFINCIONES : 

UNEAR.IDAD DEL SISTEMA. La llnearldad de un slst•ma metodo 

analitlco habl 1 id ad para asegurar que 1 os re•ul tados 

analitlcos, los cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio 

da una transformación matem~tica bien definida, proporcionales a 

la concantraciónde ta sustancia dentro de intervalo blan 

determinado. 

INTERVALO. El intervalo da un método ana11tico las 

concentraciones comprendidas entre los niveles de concentración 

superior e inferior de la sustancia (incluyendo estos niveles>, an el 

cual se ha demostrado que el método es preciso, eKActo y lineale 
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EXA.C'l'l:TUO. La e)Cactitud de un método anal1tico es la concordancia 

entra un valor obtenido experimentalmente y el valor de re1'erencia. 

Se expresa como el porciento de recobro obtenido del anal isis de 

euestras a las que se les ha adicionado cantidades conocidas de la 

sustancia. 

PREC1SION. La precisión de un método anal!tico as al grado de 

concordancia entre resultados anal!ticos lndlvlduale• cuando el 

procedimiento se apl lea repetidamente a diferentes muestreos de una 

muestra homog6nea del producto. Usualmente se expresa en t6rmlnoa da 

desviación eatandar o del coe"ficiente de variación. La precisión e• 

una medida del grado de repetlbi l idad y/o reproduclbi 1 idad del ••todo 

analitico bajo las condiciones normales de operación. 

a) REPETIBILIDAO .- Es la precisión de un método anal!tico 

expresado como la concordancia obtenida entre determinaclon•• 

independientes real i z:adas bajo la& misma& condicionas, lanal i•ta, 

tle~po, equipo, laboratorio. etc.J. 

b) REPRODUCIBlLlDAD .- Es la precisión de un mil!otodo anal1tlco 

expresado como la concordancia entre determinaciones independiente• 

real iz:adas bajo condiciones diferentes. tdiferentes anal latas, en 

diferentes dias, y/o en difereentes laboratorios, utilizando el mi••o 

ylo diferente equipo, etc.I. 

ESPECIFICIDAD. Es la habilidad de un m•todo analitico para obtener 

una respuesta debida únicasnente a la sustancia de interés y no a 

Otros componentes de la muestra. 

TOLERAMc.I.A. La tolerancia de un métedo anall.tico e& al grado da 

reproducibi l idad de los re&ul tados anal 1.ticos obtenidos por el 
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an!,llsis de la muestra bajo modificaciones de las condiciones 

normales da operación, tales como diferentes temperaturas, lotea de 

reactivo, co.lumnas, sistemas de e lución, tipos de empaque, 

condlclooes ambientales, etc. 

ESTABILIDAD DE: LA MUESTRA. Es la propiedad de la. muestra, preparada 

para au cuantificación, de mantener su integridad fisicoqulmioa y la 

concentración de la sustancia de interés, después de mantenerse 

durante un tiempo determinado bajo condiciones especificas. 

DETERMl'-IAC10NES : 

LINEARIDAD DEL SISTEMA. - Se determina construyendo una curva de 

oal lbración entre la concentración y la respueata obtenida., con 5 

diferentes concentraciones partiendo de una misma solución patrón. 

Los anAI is is se hacen por tri pi loado de muestras independientes 

incluyendo la concentración seleccionada como el 100 " • Se conctdera 

al 100 " la concentración de la mue•tra en la aotución final a 

anal izar que proporciona una re•puesta adecuada dependiendo del 

••todo de cuantificación. 

CRITERIO DE ACEPTACION 

r ~ O. 99 

M•todo'• mlcrobiol61icos 

r2 ~ o. 98 

rª~0.96 

c.v. ~ 1.5" 

PRESICION DEL SISTEMA.- Se determina del análisis por sextuplicado de 

una misma solución estAndar correspondiente al 100 ~ establecido en la 

linearldad del sistema. 
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CRXTERJ:O DE ACEPTACION 

c.v. s. 1.5" 

Métodos mlcrobiol6glcos c. v. < 3 " 

ESPECIFICIDAD. - Espaclf toldad para métodos de control de cal ldad. 

Con el método propuesto : 

1.- Analizar placebos del producto. 

2.- ldentlflcar las respuestas del llos1 actlvo(sl. y 111 procede de 

lo• etcclplnetas y/o de otras sustancias presentas. 

CRJ:TERJ:O DE ACEPTACION 

Confirmar que el método dasarrol lado es capaz de cuantificar las 

sustancias de interes 11in que exista interferencia da otras 

su•tanclas pra•antes. 

ESPECIFICIDAD PAXA METODOS INDICADORES DE ESTABILIDAD. - En caso de 

contar con los posibles productos da degradación, preparar muestra• 

de placebo •adicionado• de estos y la sustancia da intar•• y 

anal lz.al' con al método propuesto. Si no su cuenta con lo• productos 

de de1radacl6n, es necesario degradar la muestra bajo diferentes 

condiciones. La degradación debe ser tal que la concentración· de la 

sustancia en aatudio esté disminuida de ser posible en un 25 " 

con respecto a la orieinal. 

Se sugieran los siguientes métodos p¡¡ra decradar ta sustancia¡ la 

persona que reallce el estudlo deberA escoger aquel que de acuerdo a 

las propiedades flsicoquimlcas del compuesto, sea el mas adecuado: 

1. Colocar la sustancia de i~terés, el placebo y mueatrae del lota 
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del producto, en un horno a 70 - 120 ºe o 
o a 20 e por debajo del 

punto de. fusión de la sustancia da interés durante un apropiado 

nó:mero de diaa <2 a 4 semanas). 

2. Exponer la sustancia de interés, el placebo y muestras del lote 

del producto a la luz U.V. o a la luz fluorescente ylo humedad. 

3. Si es necesario, hacer solucione& da la sustancia da lnter6& 

ajus~ando el pH a 1-2 y/o 10-14 y colocarlas a 60 - 80 ºe durante 2 a 

4 semanas. 

4. La& muestras pueden dag radarse por oxidación, lean peróxido de 

hidrógeno) y permanecer de 2 a 4 semanas a temperatura ambiente. 

CIUTEIUO DE ACEPTACZON 

Verificar que los productos de degradación o sustancias relacionada• 

no interfieren con la cuantificación da la sustancia de lnter•• 

utilizando el m6todo desarrollado. 

LINEARI.DAD DEL METODO.- Se dotermina a p•rtlr de placebo• adicionado• 

de 5 diferente• cantidades del principio activo, tplaoabos caraados>, 

cada de manera independiente, haciendo los anAI isla por 

triplicado. l..aa concentracion•• de los plac•bos careado• deben 

las ad•cuadaa para qu• utilizando al método propuesto, las 

concentracione• da la scluc~onas finales a analizar, astan dentro del 

lritervalo de la l inearldad del •l•tema, incluyendo sl•mpre la 

correspondlent• al 100 " • 
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CRITERIO DE ACEPTACJ:ON 

1.- Con respecto la cantidad adicionada contra la cantidad 

recuperada ; 

.. = 1 b = o r 2 ~ 0.98 

2 - Con respecto al por ciento recuperado 

Promedio = 100 " 

Loa coe"fictentes de variación a cada nivel y el global de todo el 

intervalo deben estar .de acuerdo a la siguiente tabla. 

METODOS PROMEDIO DE RECOBRO c.v. 

Cro•atogrA.ficoa 98 - 102 " < 2• 

Tl trlsa~trlcoa 98 - 102 " < 2• 

Quimlcos y espectro- 97 -103 " < 3 • 

"fotom•trlco& 

Microbiológicos 95 - 105 • < 5 • 

NOTA :- Para suspensiones y samisól idos se acepta incremento de l " 

en el intervalo para los recobros y un C.V. de < 3" 

EXACTI.TUD AL 100 " .- Se determina de cuando menos 6 placebos 

cargados con la cantidad del primcipio activo considerado como 100 " 

en la l inearidad del método, haciendo los aná.l is is las mismas 

condiciones de operación y por el mismo analista. 

57 



CRITERIO DE ACErTACIOH 

Promedio = 100 " 

El c.v .. Y el" recuperado deberA cumplir con _lo&-_crlte.rios de la 

tabla anterior. 

REPRODUCIBILIDAD. - Se determina de una muestra homogénea del producto 

final cercana al 100 " de la concentración teórica, anal izada cuando 

por dos analistas en dos dias diferentes y por triplicado. 

CRITERJ:O DE ACEPTACION 1 

El C.V. total debe cumplir con los siguientes criterios : 

ME TODO 

Cromatográ.f leo 

Quimlco y espectrofotómetrlco 

Microblológleo 

< 2 " 

< 3 " 

< 5 " 

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA.- Se determina mediante la 

comparación de los resultados de los análisis iniciales de 3 muestras 

con los obtenidos de las muestras después de permanecer por un tiempo 

determinado en diferentes condiciones. 

Almacenar las muestras a diferentes condiciones (ejemplo; Temperatura 

ambiente, refrigeración, protegidos de 1a Juz, ate.>, durante un 

tiempo preestablecido por el anal i&ta dependiendo de la11 

propiedades fisicoquimi.:::;as de la sustancia. Reanalizar bajo las 

mismas condiciones, uti 1 izando un estándar recién preparado para cada 

tiempo. La determinación debe ser efectuada por un mismo anal is ta. 

CRITERJ:O DE ACEPT ACJ:ON l 

Las muestra es estable si el J.C. para la diferencia de la media de 
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la muestra con respecto a la media del an!.li&i& inicial incluye el 

valor de cero. y/o la magnitud del efeotC no debe exceder los 

siguientes porcentajes. 

Cromatográf icos· 

Titrim•tricos 

Qu1mlcos y espectrofotométrlcos 

t1lcroblo16¡lcos 

.:!:. 2 " 

.:!:. 2" 

.:!:. 3" 

.:!:. 5 " 



C A P 1 T U L O 111 

D E S A R R O L L O 
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DESARROLLO DEL METODO 

EQUIPO" MATERIAL Y REACTIVOS. 

EQUI.P01 

- Balanza analltlca metl lar AJ150 

- Bafto ultrasonido Flsher Scientif.ic 

- Bomba Yaters 600 PF 

- Columna HPLC µBondapak Cs.• 125 A 10 µm 3. 9 mm x 300 mm 

- Detector de longitud de onda variable Yaters 484 

- Detect.or l.laterg 990 de arregla de fotodlcidos 

- Integrador y registrador Yaters 745 B 

- Inyector automatice l.lllSP modelo 712 

- Inyector manual lilaters UGK 

- Sistema controlador Yaters 600 E 

MATERIAL : 

- Equipo de filtración Mllllpore 

- Membranas de f 11 traclén Ml 11 lpore tipo GV~f' de o. 22 µm 

- Mlcrojerlnga Haml 1 ton de 25 µ1 

REACTI.VOS 1 

- Agua destilada 

- Metano l HPLC 

- Matanol RA 
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- Solución o.os M de Aoido fosfórico. 

- Sustancia patrón de referencia Sigma de difenilhidantoina sódica 

- Materias primas de di-fenllhidantoina sódica 

SELECCION DE LAS CONDICI.ONES CROMATOGRAFICAS 

Las etapas importantes que se consideraron para desarrollar el 

método analitico descrito an este trabajo fueron las sicuiante•: 

Revisión bibl iogr3.fica, Desarrollo del método y Val idaoión de la 

técnica desarrollada. 

Se hizo una revisión bibliográfica exhaustiva, con la finalidad 

de conocer las propiedades fisicoquimicas, estabilidad, interacciones 

del principio activo, as! como métodos para ta cuantificación de 

difenilhidantoina sódica principalmente por HPLC. 

Para contar con un patrón de referencia plenamente identificado 

y de pureza conocida fué necesario certii'icar una materia prima. Esto 

se llevó a cabo realizando las pruebas para difenilhidantoina sódica 

como materia prima de acuerdo a las referencias 7, 2 y 20. 

En el desarrollo del método anal1tico por CLAR consideraron 

las propiedades fJ.&iooquJ.mica& de este f•rmaco su solubilidad, 

pka, polarid;;t.d, etc. Además de que revisaron los métodos 

cromatogr.6.ficos reportados an la literatura 6 y 20. 

Por ser la difenilhidantolna sódica un Acldo débil, poco polar y 

muy soluble en alcoholes, ha sido analizada por cromatografía liquida 

en 'fase inversa. 
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De los métodos reportados se probó el siguiente: 

Fase móvil: Metanol - Agua - Acido acético l40:59.S:0.51 

Columna : µBondapak Cu 10 micras 300 mm K 3. 9 mm. 

Longitud de onda ; 254 nm. 

Bajo estas condiciones se inyectaron 20 µl de una solución de 20 

mcclml de dlfenllhldantoina sódica. Se obtuvo un pico simétrico. bien 

lntacrado aunque el tiempo de retención fué largo de aproximadamente 

14 minutos. 

CllOMATOOJlANA l 

Con el fin da saber si el ~rea era directamente proporcional a la 

concent.raci6n se determinó ia 1 inearidad dei sistema de 100 a 500 

mcg/ml. El coeficiente de determinación tu• de 0.996 y el coeficiente 

da va·rlacl6n da 1.91 "· muy atto. por lo que fue necesario optimizar 
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las condiciones cromatográflcas. Con esta llnearldad se observó que a 

mayor concentración el coeficiente de variación dismlnu1a. 

Se si gu iero_n haciende pruebas mod i f ica.ndo las prepare iones de 

a¡ua y metanol y aumentando la concentración del principio activo hasta 

que finalmente la 1 inearidad quedó de 300 a 700 mcg/ml. Adem~& se 

cambio el ácido acético por ácldo fosfórico O.OS M, porque se obtuvo un 

plco con forma muy aceptable y con un tiempo de retención de S minutos 

a.pro)( imada.mente. 

caow:A.Tooa•w• z 

El sistama cromato¡ráfico finalmente quedó : 

Fase móvil i Metanol - Agua - Acido fosfórico o.os M e 55:45:0.61 

Columna : µBondapak Cle 10 micras 300 mm JC 3. 9 mm. 

Lona i tud de onda; 254 nm. 

Volumen de lnyeccl6n: ZO ,.,1. 
Flujo : 1.5 ml/min. 

Velocidad de carta 1 0.25 cm/min. 
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Las muestras al 100 " quedaron con una concentración. de 500 

mcglml en metano!. 

Bajo estas condiciones se determinó otra vez la l lneridad del 

sistema obteniéndose un coeficiente de determinación de 0.996 Y un 

coeficiente de variación da 1 "• tos cuales estAn dentro de lo• 

limites establecidos. 

ESPECIFICIDAD DEL SISTENA CROMATOGRAF'ICO 

Para evaluar la especificidad del sistema propuesto, 

sometieron degradación muestras de placebo, materia prima 

producto terminado en condiciones extremas, verificando la aparición 

de productos de degradación en los cromatogramas obtenidos. 

Se prepararon soluciones acuosas a pH 10 - 12 con hidróKido de 

sodio y soluciones a pH 1 - 2 con Acido clorhidrico diaolvi•ndo las 

muestras previamente la m1nima cañtidad de .metanol. También 

prepararon otras soluciones adicionadas con peróxido da hidróceno al 

40 • Y se colocaron muestras en polvo bajo luz ultravioleta y a una 

te1nperatura de 80 ºc. 

Las muestras sometieron ~agradar de acuerdo 1 as 

condiciones y tiempos indicados en la tabla l. 
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TABLA 1 

CONDI t::I ON DE DEGRADACI ON TIEMPO DE EXPOSICIÓN 

Luz uv Aprox. 336 h 

Tempera tura 80 ºe Aprox. 336 h 

Acida en raf lujo Aprox. 18 h 

B.lsica en ref 1 ujo Aprox. 18 h ., 
Oxidación en reflujo Aprox. 6 h 

Se anal izaron los resultados bajo el sistema propuesto y 

encontró el producto terminado en la materia prima 

condiciones oxidativas dos pequert'os picos qua eluyan antes del pico 

de interés, éstos podrían ser posibles productos de degradación. 

Una vez que han sido fijadas las condiciones de decradación 

procedió a repetirlas, para cuantificarlas y poder decir qua el 

porcentaje obtenido corresponde a la mol•cula de lnterOs exclusivamente 

Y' no a compuestos da degradación, adem!s para verificar que loa 

resultado::>: no son obra de la casualidad o del 
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Las muestras nuevamente se degradaron de acuerdo a 1a aiguientan 

cond lctonás ·: · 

TA8LA Z 

MUESTRAS TZPO DE DEGRADACX:ON TIEMPO 

Acidas pH "- 1 en reflujo 15 h 

Placebo 
Básicas pH.:. ·14 en reflujo 15 h 

Oxida ti vas IHzOz 1 en reflujo 6 h 

Luz ultravioleta 336 h 

Temperatura eaº e 336 h 

Acidas pH.:::. 1 en reflujo 15 h 

Materia Básicas pH.:::.. 14 en reflujo 15 h 

Prima Oxida ti vas <HzOzl en reflujo 6 h 

Luz ul travicleta 336 h 

Temperatura aoº C 336 h 

Acidas pH.::. 1 en reflujo 15 h 

Producto Bá.sicas pH ~ 14 •n reflujo 15 h 

Terminado Oxidativas IH202 I en reflujo 6 h 

. Luz ul traviolata 336 h 

Temperatura eaº e 336 h 
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Se analizaron las muestras utilizando un detector de arreglo 

de fotodiodos, haciéndose un an~lisis espectral de 220 a 320 nm, de tal 

forma que se pudiera anal izar el pico cromatogr:..fico de cada muestra 

en tres dimensiones : absorbancia, tiempo, longitud de onda. Con esto 

podr.6. asegurar que detras del pico de interés no se encuentra oculto 

algún producto de degradación, lo cual no seria posible detectar a una 

sola longitud de onda, ya que la absorbancia de algOn producto de 

degradación la longitud de onda de trabajo seria aditiva al 

compuesto que cuantifica, grave problema para estudios de 

estab i 1 idad. 

El detector de arreglo de fotodiodos acoplado a una computadora 

es capaz de obtener datos espectrales UV - VIS de 190 - BOO nm. As1, 

de esta manera, pueden ser adquiridos datos de los cromatogranias y 

espectros slmul t.6.neamente. 

Se puede obtener en pantalla casi instantáneamente toda la 

información tareas, tiempos de retención, porcientos de recobro! y 

desde varios Angulas espectros y cromatogramas lperfiles topográ.ficosl 

de cada corrida cromatográfica. 

Los topogramas que se pueden ver se muestran en las siguientes 

figuras. 

Los ejes en los qUe se trabaja son 
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Cromatograma El cromatograma es una grAfica de absorbancia en 

en el eje Y contra tiempo en el eje X a una 

lonsittid de onda especifica. 

Es'pectro El espectro es una ¡rá.f lea de absorbancia en el eje Y 

·contra longitud de onda en el eje z a. un tiempo 

especif leo. 
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Se pueden obtener de otra forma los topogramas como se muestra 

la figura 16 • . - ...... "' .. .,, __ , .... -. 

I¡ - ,_,·~-~"-'-='4-..F--'-l"'-"'7=':>::'::"~-~--,·"'t·--
l . ~ r--- --
f¡ ··-· 

FIGURA 16 Este topograma se divide en dos partes, en la parte 

superior se observan los picos cromatogrAficos vistos desde arriba. 

En el eje Z se graflca la longitud de onda, en el eje X et tiempo y 

el eje V ta absorbancia lhacia arribal, de tal forma que en la 

parte donde el color es mA.s obscuro la absorbancia es mayor, la 

pilrte inferior Ge muestran los picos que eluyen en esa corrida. 

Para comprobar ta pureza del pico se hizo un aná.lisis espectral 

de 220 a 320 nm, se real izaron cortes al pico cromatográ.fico de 

intero6s en el intervalo de tiempo en et cual et pico comienza y 

termina de e luir como se muestra el siguiente perfil 

topogrAfico, figura 17. 
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FIGURA 17 Se muestra el toposrama de dlfenllhldantoina materia prima 

desradada en medio bt..s leo. 

Lueso, se obtuvieron los eapectros para cada corte que 

realizo en el intervalo de longitudes de onda al cual sa hac• el 

barrido. Por medio del sofware implantado en la computadora se i1ualan 

las concentraciones, a la longitud de onda de maxima absorbancia. en 

este caso 254 nm. 

Si el pico corresponde a un compuesto puro la sobrepoaicion de 

los espectros es completa, (figura 18J, si esta acompa!'!ado de otro 

compuesto, su espectro UV es aditivo al del compuesto de interés y la 

sobreposlcion de los espectros no es completa debido a que los 

eSpactros no son igualea ya que corresponden a compuestos diferentes 

(fisura 24), 
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FIGURA 18 Es~ectros sobrepuestos de la materia prlma decradada en 

medlo baslco. 

Posteriormente se comparó el espectro del pico de lnteré• contra 

el espectro del patrón de referencia para definir la identidad del 

pico. Fisura 19. 

ir--._,,....._~----'--~-----~-.. ........ '::~:·:t . .... 
•t•foll\. .. 11...,111111 

••• • ...... _ .•• ! ·"' 

~ Ne•t :ll.. ria\ B'•ltUal 

... 
f••-·•l .. 

•ll ....... 

aATHIA Pll•.1". 

IASICA 

FIGURA 19 Espectros sobrepuestos de dlfeni lhida~toina. materla prima. 

degradada en medio bAsico y de difenilhidantoina sustancia 

de referencia. 
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Se anal izaron de esta forma todas las muestras degradadas 

indicadas en la tabla 4. pa.ra determinar la pureza del pieo Y para 

ver en donde aparecen otros picos correapondientes a productos d• 

degradación. Ademas se calcularon los por cientos de recobro, loa 

resultados se reportan en la tabla 5 en la parte de validación en la 

p6.1tna 66. 

·Al llevar a cabo este estudio se encontró qua aolam•nta en la 

matarla prima y en el producto terminado degradados en condioion•• 

OKidatlvas. aparecieron dos picos de degradación. Loa perfiles 

topo1ri.fieos s• •uest.ran en las fi1uras 20 y 21. 

:1 
! 
.ir----"fl-"------------~.....¡. 

!_. .:. 
1 '•' . '-· •.!; ··~·~! ~- .. :.:---~ .. - .. :~,.: • , 11 IB:.': ~.,: 1--·~~:i:62~·~·j·~7~·.3.T)i/t.•1•r.,,.··:Í~.ii. -.~~~ .H 

FIGURA 20 Materia prima degradada en condicione• oxldat'tvas 
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FIGURA 21 Producto terminado degradado en condicionas oxidatlvas. 

--
¡= ¡ li: 
~ .. : i.~;.::: D:.: ~ .';:::~··','.·. ' iac-.~ 

FIGURA 22 Placebo degradado en condiciones oxidativas~ 

Como se observa en el topograma del placebo <'figura 221 no hay 

ningun pico por lo que se deduce que los dos picos presentes los 

otros dos topogramas 1 figura 20 y 211 corresponden a productos de 

degradacion de la diTenllhidantoina. 
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Debido· a que solo se encontraron degradantes an condiciones 

oxidativas consiguió producto de slntesis la benz:ofenona que 

puede ser también producto de degradación como 

monografia del principio activo en el capitulo l. 

indica en la 

Este compuesto se inyectó junto con la sustancia de referencia, 

el toposrama obtenido se muestra en la sisuiente fisura • 

. 
[~,1-~~ ..... f-~~~~~~~~~-'---tll'l•-~-·~ u< 

,· 

U4•• 

' ---••1,1;11••••otl?oo. 

FIGURA 23 Toposrama de dlfenilhidantoina y benzofenona. 

En el topograma se observa que la difenilhidantoina tiene un 

tiempo de retención de 3.6 y la ben~ofenona de 6.4. por lo que &i la 

difenllhidantoina se llegara a degradar por una ruta diferente a la 

que se encentro y produjera benz:ofenona, ésta no interferirla en 

cuantificación. 
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FXGURA 24. se muestran los espectros de difenilhidantoina y de 

benzofenona, y se observa que no hay sobreposicion debido a que son 

compuestos di fe rentes. 

SELECCION DE LA SUSTANCIA PATRON DE REFERENCIA INTERNA CSPRI> 

Despu6s de haber determinado el sistema cromatogr.i.i'lco y que se 

ha demostrado su especificidad se buscó una SPRI que tuviera un 

tiempo de retención mayor que la difenilhidantoina sódica y menor que 

la benzo-fenona, 'debido a ,que en condiciones oxidativas, antes del 

pico de interés, se obtuvieron picos de degradación. Ademá.s de que 

1 as muestras se prepararon en metano l y en 1 os primeros minutos sa 1 en 

pequef'los picos correspondiente a este disolvente. 
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Para eleair la SPRI se debe probar compuestos que no reaccionen 

con el compuesto de interés. que no interf lera ni presente en 

t lampos de retanc i6n correspondientes é1 productos de deg radac i6n. 

Dado que existe una gran variedad de compuestos que se pueden probar 

de acuerdo a las caracteristicas anteriores se consideraron los 

siguientes criterios : 

a) Sustancias simllares estructura al compuesto de interé•. 

b) Sustancias que absorban slgnlflcat.ivamente a 254 nm. 

e) Sustancias que se tenga la referencia de que se analizan bajo 

condiciones cromatogrAficas similares. 

Las sustancias que se probar6n fueron i A:i:atioprina. fenilbutazona. 

lbuprofen. metllparabeno. naproxeno. plroxicam. 

El cromatograma en donde se obtuvo mejor resolución y un tiempo 

de retención adecuado fué el de difenilhidantoina y naproxen. adem~& 

el naproxen cumple con las caracteristicas mencionadas anteriormente 

por lo que esta sustancia se aliglO como SPRI. Cromatoarama 3. 

Con objeto de disminuir el tiempo de an~lisis. se modificó la 

polaridad de la fase móvil variando ta proporci6n de metanot y agua. 

Al aumentar la proporciOn de metano\ disminuye la polaridad de la 

fase móvil. entonces la difanilhidanto1na y al naproxan qua son 

moléculas poco polares son mas afines a la fase móvil por lo que 

el uyen mas rapldamen te. 

A contlnuaclOn se presentan 1 os cromatogramas obtenidos. 
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FASE MOVIL A 

Metanol : Agua : Solución O.OS t1 de H•PO• 

t55 ; 45 z o.GJ 

Resolución 19 

CD 
caOMATOOaAMA • Ñ 

FASE MOVJ:L B 

Metano 1 : Agua Solución o.os M de HsP04 

(70 : 30 0.61 

Resolución z 6 

caOJIATOO&AllA ' 
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ESTA 
SfüR 

FASE MOYJ:L C 

n:srs 
DE 1.A 

D BEIE 
llBLJOTECA 

Metanol : Agua Solución O.OS H de HaPO• 

FASE MOYJ:L D 

Metar;tol : Agua : Solución O.OS 11 de HsPO• 

(58 : 42 : 0.61 

Resolución 14 

164 : 36 : 0.6> 

Resolución : B 

.... 
N 

CRON'ATOGaANA O 

Se decidió que la mejor fase móvil para control de calidad as la 

fase móvil s. porque se obtuvo una buena resolución y el tiempo en que 

eluyen los componentes es corto. Para estudios de estabilidad 

propone utll izar la fase m6vil O porque el tiempo no es muy l.,_rgo y 

pueden apreciar con mayor faci 1 idad picos correspondientes a productos 

de da¡¡radaclón además hay buena resolucl6n. 
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METODO ANALITICO 

El método ana 11 t ico que validó, para cuantificar 

difenllhldantoina sódica en tabletas quedó de la si1uiente forma t 

CONO IC IONES CROMATDGRAF ICAS 

FASE HOVIL : Metano! : Agua H3PO- O.OS M (58 J 42 t 0.6J 

COLUMNA t µBondapak Cs.• 3. 9 mm x 300 mm. 

VOLUMEN DE INYECCION : 15 µI. 

FLUJO t 1.5 mi/mino 

ATENUACJON : 256 

LONG 1 TUD DE ONDA t 254 nm. 

VELOCIDAD DE CARTA : 0.25 cmlmin, 

SOLUC ION PATRON DE REFERENC l A l NTERNA 

Pesar aproximadamente con exactitud 30.0 mg de naproxen transferirlos 

a un matraz volumétrico de 100 ml, adicionar 50 mi de metanol, 

sonlcar durante 5 minutos, llevar a volumen con matanol y mezclar. 

SOLUCION PATRON DE REFERENCIA 

Pe•ar aproximadamente con exactitud 62.5 mg de au11tancia de 

referencia da difenilhidanto1na sódica, transferirlos a un matraz 

volum•trico de 25 mi. adicionar 15 mi de metanol R.A. sonicar durante 

5 minutos. llevar a volumen con metanol R.A. y mezclar. Tomar una 

alícuota de 5 mi y transferir a un matraz. volumétrico de 25 mi, 

adicionar 5 mi de la solución patrón de referencia interna, llevar a 

volumen con metanol RA y mezclar. 
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SOLUCION PROBLEMA 

Moler no menos de 20 tabletas, pesar el equivalente a 62.S mg da 

difenilhidantoina sódica y transferirlos a un matraz volumétrico de 

25 mi, adicionar 15 mi de metano! RA. sonicar durante S minutos y 

agitar •acAnicamente durante 15 minutos, llevar a volumen con metanoJ 

RA y mezclar. Filtrar desechando tos primeros mililitros, tomar una 

alicuota de 5 ml del filtrado, transferirla a un matraz volum6trioo 

de 25 •I, adicionar 5 ml de solución patron de refert¡1ncia interna, 

llevar a volu•en con metanol RA y mezclar. 

Una vez desarrollado el método se continuó con Ja validación. 
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VAL!OACION DEL METOOO ANALITICO 

Para valldar el método se evaluaron tos siguientes parAmetros : 

·- Llneartdad del sistema 

- Precisión del sistema 

- Especif lcidad 

- Llnearidad del método 

- Exactitud del método al 100 K 

- Reproduclbllldad 

- Estabilidad de la solución de la muestra 

- Tolerancia del sistema. 

LINEARIDAD DEL SISTEMA (Tabla No. 31 

Se llav6 a cabo preparando una solución de difenilhidantolna 

1:;6dlca en met<1.nol y se tomaron alicuotas para obtener aoluoiona• de 

300, 400, 500, 600, 700 mog/ml que corresponden al 60, 60, 100, 120, 

140 por ciento de la concentración elegida como 100 " 1500 mcctml J. 

Cada solución se preparó por tri pi icado, Se anal izaron las mue11tras 

bajo al m4otodo propuesto y se determinó la 1 inaaridad del sistema 

¡raf !canda concentración de las muestras á.raa 

difenilhldanto1na. (Grá.fica No. lJ. 
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LINEARIDAD DEL SISTEMA 

«TABLA No. 9> 

CONCENTRACION CC) AREA (A) 

mcgñnl 

300 

300 

300 

400 

400 

400 

500 

500 

500 

600 

600 

600 

700 

700 

700 

RESULTADOS 

COEFICIENTE DE 

DETERMINACION (r 2) m o. 9988 

COEFICIENTE DE 

VARIAClON (C.V.) = 1. 00 K 
• DHS = Difenilhidantoina Sódica 
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•D H S 

2025064 

2012398 

2012575 

2697907 

2657867 

2793467 

3340046 

3395773 

3336938 

4016042 

4006147 

4016264 

4656859 

4628767 

4556406 

FACTOR 
IVC 

6750. 260000 

6707.993333 

6708. 583333 

6744.767500 

6644. 667500 

6756. 667500 

6688.992000 

6791.546000 

6673.876000 

6693. 403333 

6676.911667 

6693. 773333 

6652. 655714 

6612.524266 

6509.151429 

CRITERIO 

c.v. ~ 1.'9 " 



GRAFICA 1 

LINEARIDAD DEL SISTEMA 
DIFENILHIDANTOINA SODICA TABLETAS 

11000 
AREA (Thoueande) 

O'----'-~-'-~~~-'-~,____.~_._~~ 

o ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 

mcg/ml 
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PRECISION DEL SISl'EMA 1Tab1 a No. 41 

Se determinó de la respuesta obtenida de seis muestras 

preparadas de una solución concentrads. y haciendo una di luci6n para 

obtener la concentración correspondiente al 100 ~ • 

tTA•LA No.•> 

AREA •D H S 

3689720 

3738625 

3684122 

3652079 

3672770 

3647774 

PRECISION DEL SISTEMA 

RESULTADOS 

COEFICtENTE DE 

VARIACION <c.v.> - o.eo ,. 

CRITERIO 

c.v.~ 1.!S" 

ESPECIFICIDAD DEL METOOO ITabla No. SJ 

Para demostrar que el método indicador de estabilidad fué 

necesario poner a degradar al placebo. materia prima, y producto 

terminado de difenilhidantoina sódica en condiciones : 

1.- Acidas 
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2.- BAsicas 

3.- Oxidativas 

4.- Luz ultravioleta 



En la slgui ... ente tabla se muestran los porcentajes obtenidos a la 

longitud de onda de interés 254 nm por medio del detector de arreglo 

de fotodlodos. 

CTABLA No. !!U 

MUESFRA CONDICION " OBTENIDO 

Aclda 

8..1slca 

PLACEBO Oxidación 

Luz UV 

Temperatura 

Acida 98.0 

MATERIA Bá.sica 96.0 

PJUMA Oxidación se.o 

Luz UV 98.0 

Temperatura 95.0 

Acida 99.0 

PRODUCTO Básica 95.0 

TERMINADO Oxidación 72.0 

Luz UV 96.0 

Temperatura 100.0 

NOTA LOS T:IEMPOS Y COND:ICIONES DE DEO•ADACION 

PA•TE DE Dl:SA•aoLLO DEL METODO EN LA PAO!NA 
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le DEGIUJ>ADO 

30.0 

20.0 

ENCUENTRAN l:N LA 



LIHEAIUDAD DEL NETODO <Tabla No. 51 

Dado que ya se contaba con un sistema cromatogr.!.fico adecuado, 

utilizó el método propuesto con estAndar interno para evaluar 

l inearidad se anal izaron pi acebos car¡ados independientemente 

cuatro niveles correspondientes al 52, ea, 100 y 120 "' cada ntvel se 

analizó por triplicado. lGr.1.fica No. 2). 

LINEARIDAD DEL METODO 

.. CONC • CAJll'IDAD CANTIDAD POR CIENTO 

Cmcg"-l) ADICIONADA C mg ) RECuPERADA C iog> RECuPERADO 

260 32.S 33.07 101. 76 

62 260 32.S 32.8S 101.07 

260 32.S 32.91 101.26 

'°º so.o 60.66 101.13 

80 '°° so.o 50.62 101.2• 

'00 50.1 60.67 100.0, 

soo 62.5 62.67 100.30 

100 soo 62.5 63,08 100.93 

600 62.5 62.99 ·100. 78 

600 75.0 7.fo.94 QQ.Q2 

120 600 75.0 76.1.fo 100.19 

600 7S.O 75.75 101.01 
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GRAFICA ~ 

LINEARIDAD DEL METODO 
OIFENILHIDANTOINA SODICA TABLETAS 

80 
CANTIDAD RECUPERADA (mgl 

40'--------~--=b-·~º=·=ª4=8=7_,____, 
m • 0.9968 

20'----___,c... _____ .___=-· --.99.9 

20 40 60 80 
CANTIDAD ADICIONADA (mg) 

ea 



RESULTADO 

A) Cant.. adiciona VS Cant. recuperada. 

Pendiente Cm> • o. 9958 

Int.•rceplo Cb) • 0.6'87 

Coef'. de det.er. crZ, • O. 9998 

Bl Con respecto a.l porcionto recuperado. 

RESULTADO 

Pro.-dio " 

recuperado cX> • 100.ee" 

Coef'icient.e de 

variación global c.v.> • o.50 -

NIVEL c.v. 

5a" 0.35 

80 " 0.1!9 

100" 0.33 

" 
" 
" 

120 " o. !'l6 " 

tTA•LA No. 71 

se 

CRITERIO 

ID. ~ 1 

b !! o 
rz ~ o.98 

CRITERIO 

X • 98 - 102 X 

El c.v. par• cada 

ni v•l y el. 9J.obal < 2 " 



EXA.CTI·TUD DEL METOOO AL 100" !Tabla No. 81 

Se determinó del por ciento recuperado anal izando por 

sextup 1 icado placebos cargados i ndepand ientarnente con cantidades 

correspondientes al 100 ~ • 

EXACTITUD DEL METODO AL 100 % 

CONC. CANTIDAD 

C.::g/nll) ADICIONADA C mg ) 

500 62.S 

500 e2.s 

500 02.s 

500 e2.5 

500 62.5 

500 62.5 

RESlA.TADO 

Promedio cX> • 101.31 " 

Coef'. de variación ce. V> • o. 72 " 
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CANTIDAD POR CIENTO 

RECUPERADA. C mgl RECUPERADO 

83.32 

e2.e2 

e2.7• 

e3.'9 

63.09 

e3.96 

101. 31 

100.!51 

100.38 

101.!58 

101. 90 

102.19 

CRtTERtO 

X • 98 - 102 " 

c. v. < 2 ,. 



REPROOUCIBILIDAD t Tab 1 a 91 

Se llevó a cabo por dos analistas an dos d1as difer•ntas 

anal izando una misma muestra homogénea de producto terminado da 

difenllhidantoina sódica tabletas. 

REPRODUCIBILIDAO DEL METOOO 

LOTE: 92015 

ANALISTA 

2 2 

99.07 98. "2 

D 99.07 98 •. U 

100.09 98.40 

99.85 99.09 

A 2 100.83 90.04 

100.57 99.26 

<TABLA NO. Pl 
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Resultador 

Media cX> • 99. 34 " 

Coeficiente de 

variacióO ce.V.> •.0.83" 

Criterioa 

c.v. < 2" 



ESTABILIDAD DE LA SOLUCION DE LA MUESTRA (Tablas No. 10 y 111 

Se determinó haciendo el aná.I i&i& inicial de tres muestra&, 

lis tas para inyectar y se volvierón a anal izar a las 24 y a las 48 h 

sometiéndolas a las siguie~tes condiciones : 

1. - Temperatura ambiente 

·2. - Temperatura ambiente prot.ej idas de 1 a luz 

3.- Refrigeración 

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA A LAS 24 h 

ANALX SIS INICIAL TA...a• h OBSC • .r.!.& h REFR.IG. "'24 h 

98.06 99.09 9B. 72 98. 91 

98.13 98. 16 98.00 98.36 

98.61 98.80 98. 94 101. 19 

x.c (-34 a 1. 17) <-0.49 a 1.06) l-0.84 • 3.28) 

-
I 100.42 100. 29 101. 24 

RESULTADO 

Las muestra• son estables en condiciones ambient .. tes, •n la 

obscuridad en condiciones ambientales y en refrigeración por 24 ya 

que el intervalo de confianza (J.C. J incluye el valor de cero y la 

media para el factor 1 se encuentra entre 98 - 102 " • 
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA A LAS 48 h 

ITA8LA NO. UJ 

AHALISIS J:NJ:CJ:AL TA/'8 h OBSC. ....... h REFRIG. ;40 h 

98.06 99.00 99.54 101. 04 

96.13 99.12 95.62 98.05 

98.61 se. es 100. OB 100.41 

z.c. <0.34 a 1.16J C-3.16 a·a.45) (-0.59 a 3.73J 

-
J: 100. 77 100. 15 101.59 

RESULTADO 

La9 muestras son estables en condiciona& ambientale&, en ta 

obsCuridad en condiciones ambientales y en refrigeración durante 48 

h. ya que el intervalo de confianza incluye el valor de cero y la 

media para el factor 1 esta entre el 98 a 102 " • 
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CRITERIO 

La muestra e& e&tabla si el 1.C. para la diferencia de la media 

de la muestra con respecto a la media del anAllsls lnlclal incluye al 

valor de cero y/o la ma¡nltud del efecto llJ se encuentra entre el 98 

a 102 "· 

TOLERANCIA DEL SISfEMA lTablas No. 12 y 13J 

Se realizó comparando los resultado& iniciales de do& muestras, 

tos obtenidos después de variar : 

COMPONEKTE 

AGUA 

METANOL 

H:sPO• 
co.oe ... 

al el pH ·de la fase móvil <±. 1 U de pHJ 

bl la prop~rc16n.de fase móvil <±. 17 •> 

F. M. ORIGINAL -17 IC F.M. 

35.B 29.4 

63.5 70.0 

o. 7 0.6 
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+17 IC F.M. 

41.8 

57.5 

0.7 



VARIANDO EL pH 

ANALXSIS 1 UNIDAD DE pH 1 UNIDAD DE pH 

INICIAL ABAJO ARRIBA 

pH . 3.36 pH . 2.. 38 pH . 4.36 

96.40 98.48 96.49 

96.57 100.52 96.39 

¡¡ . 98.48 .. ¡¡ = 99.5 " ¡¡ = 98. 44 " 

RESULTADO CRITERIO 

Coef'. de variación CC. V> = O. 85 X c.v. < a" 

VARIANDO LAS PROPORCIONES DE FASE MOVXL 

tTA•LA NO. t.S > 

ANALISIS EN+ 17 " EN - 17 " 
INICIAL 

98.32 97. 12 97.90 

98.58 97.26 97.46 

;¡ = 98.45 " ¡¡ . 97.69 " ;; = 97.69 " 

RESULTADO CRITERIO 

Coef'. d& variación C c. V> • o. 60 X c.v. ( 2" 
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C A P 1 T U L O IV 

A N A L 1 S 1 S 

D E R E S U L T A D O S 

y 

e o N e L u s 1 o N E s 



ANALISIS DE RESULTADOS 

- El método analitico desarrollado en este trabajo presenta grandes 

ventajas sobre los reportadas ya que un 1116todo ln•trueental, 

adem.ts con el uso de una SPRJ para 1 a cuan ti flcacl6n del principio 

aottvo permite obtener mayor precisión y disminuir al m&xlmo los 

errores de manipulación que pudieran cometerse durante el anAllaia. 

Al llevar cabo la técnica ana11tica obtienen picos 

cromatogrAficos de dlfenilhidantoina y naproxen, bien definidos 

slm6trlcos y con buena resolución. 

- El método puede ser empleado en el seguimiento de la estabilidad 

del producto ya que se obtiene una respuesta debida Onicamente a la 

sustancia de interés. Este estudio de especificidad se 1 lev6 a cabo a 

través de un an!.l is is espectral con un detector de arre11 o de 

i'otoJiodos. que proporciona un al t~ grado de coni'iabi 1 idad por la 

i'aci lid ad y rapidez con que se determina si m•todo ea selectivo o 

no hacia el compue&to que interesa cuanti~icar. 

- La dit'enilhidantoiniil sódica es una mol4cula muy estable ya que de 

todas 1 as condiciones experimentales para degradar! a tl:nicamente en 

condiciones oxidatlvas se encontraron productos de degradación. 
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- La técnica anal1tica as muy senoil la da real izar. no pr•••nta 

prob 1 emas en cuanto a manejo ex ces i Yo de mues trae, es económica 

puesto que se utilizan pocos reactivos. ademá.& el tiempo da anA.lisis 

•• muy·cor-to. 

- Se determinó que las muestras lista& para inyectar son ••tables 

hasta las 46 horas en condicionas ambientales. en la obscuridad y en 

refri1er-aciOn Y que al cambiar al pH de la fase móvil entre Z y 4 •I 

sistema cromato1rAfico no se ve afectado. ademA& al modificar las 

proporciones de agua y metanol se alteran los tiempos de rentenoión 

pero lo• porcentajes de recobro no varian por lo tanto el sistema es 

tolerante a esto9 cambios. 
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CONCLUSIONES 

- Se desarrol l6 un método por CLAR para cuantlflcar dlfenilhldantolna 

sódica an tabletas utl l lzando naproxen como está.ndar interno. 

- El m•todo desarrollado en el intervalo analizado•• lineal exacto. 

preciso y reproducible por lo que se oons-idera val ldado, ya. que lo• 

resultados estAn dentro de tos limites establecidos. 

- L..a técnica ana11tica puede ser utilizada tanto para control de 

cal ldad por ser sencilla, r~pida y económica. como para el 

se1ulmlanto de la estabilidad ya que es especifica. 

- Laa muestras lis tas para inyectar son eatabl as ha.ata 46 horas en 

condiciones ambientales en la obscuridad y en refrt1eracl6n. 

- El método es tolerante a ciertos cambios de pH y polaridad de la 

fase móvil. 

- Cabe mencionar que la cromatografia de liquidas d• alta re•oluciOn 

tiene 1randea Yanta.ja& entre ellas versatilidad y sensibilidad. Sin 

embargo sa considera una gran desventaja el elevado costo para Ja 

adquiaiciOn y mantenimiento de los equipos. 
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