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I. INTRODUCCION

El snslisis de agentes terapéuticos, requiere de métodos

funcionales para su uso en el laboratorio, ya que pueden
presentarse, (debido & 1la complejidad y variasbilidad de la
composicidn de los medicamentos), interferencias por los
excipientes de la formulacidn, otros principios activos,

sustancias. de des composicién y metabolitos en los anilisls de
fluidos biolédgicos, )

Actualmente en la industria farmacéutica se buscan
alternativas para la cuantificacién de un mismo pPrincipio activo
¥ por ello dia a dia se desarrollan métodos de andlisis que con la
ayuda de instrumentos permitan cobtener métodos que cumplan
satisfactoriamente 1los requisitos para su validacidn como  son:
‘exactitud, linealidad y precisidn, demostrando ademds, que son
especificous  para distinguir 1los productos de degradacidn con
respecto &l compuesto de analisis. Es importante enfatizcar que el
posceer métodos alternos, confiables, daré como resultado wuna
farmacovigilancia mas segura Yy eficaz, cuando por motivos
incontrolables no sea_ posible la aplicacidén de alguno de los
métodoz establecidos.

En los afios mis recientes la cromatografla de liquidos de
alta resolucién ha llegado a ser una técnics ampliamente usada en
sl  campo de anélisis de medicamentos. Teniendo aplicacidn en el
andlisis farmacéutico, quimica clinica y quimica forense. Dentro
del andlisis farmacéutico se incluyen; estudios de estabilidad de
medicamentos, determinacidn de trazas y/o impurezas, productos de
descomposicidén en muestras de lotes u granel, asl como también en
estudios de contaminacidn cruzada y por supuesto en el aniAlisis de
de medicamentos y/o sus metzbolitos en fluldos biolédgicos.

. La = cromatografia de 1ligquidos de alta resolucidn ofrece
‘muchas . ventajas en el analisis de agehtes terapéuticos como -es
versatilidad para elegir fase mdvil, los tiempos de andlisis que
generalmente son de 10 a 30 min., ¥ los procedimientos ds
extraccidén y limpieza de la muestra para inyectar los cuales son
menores con respecto a otros métodos.

. Existen en la literatura diversos métodos reportados para la
cuantificacidn del Clorhidrato de  Trihexifenidilo, entre  los
cuales se tiene! &ndlisis  espectrofotométrico y/¢ andlisis por
cromatografla de gases. El presente trabajo muestra el desarrollo
de un método de anilisis para la cuantificacién de Clorhidrato de
Trihexifenidilo por cromatografia de liquidos de alta resolucidn,
con su validacién, y la comparacién estadistica con respecto a un
método espectrofotométrico yva validado.



A.

II. FUNDAMENTACIOR DEL TEMA

MONOGRAFIA DEL COLRHIDRATO DE T‘RIHEXIFENIDILO ( 1,2,3,5,6,7 )

. A.).

B

)

d

;_'c)

i !)

[~ .

Nombres. Quimicos ¥ Sinbnimos: :
1-Piperidinpropanol , = -ciclohexil- <« -fenil clorhidrato.
e ¢ciclonexil- -_‘-fenil-l—piperidinpropanol clorhidrato.

Formula Condensada:

cC H NO.BC1
20 3

Formula Desarrollada:

Lo - "

oK

Peso Molecular:

337.93 g/mol

D@lcrlpcien H

Polvo blanco cristalino.
ldentificacion: o '
1) Solubilidad: 1 en 100 de agua, 1 en 22 de etanol; 1 en 15 de

- -gloroforamo y ‘1 en 10 de metanol.

2) Punto de fusidn: aproximadamente 250 C con deaconpoaicibn.

3) ‘Caracteristicas de absorcién al IR, La absorcitm al IR

. 'exhibe “mdximos a las mismas longitudes de onda Que un
"preparacidn similar de Clorhidrato de Trihexifenidilo US?.

e 4) Responde a los ensayos de cloruros.

L)

~h)

Pérdida sl Secado: no mis de 0.5%
Residue i»la Ignicién: no mAs de 0.1%
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m)

Metales Pesados: 0.002%
Contenido de Cloruros: no menos del 10.3 y no mias de 10.7%.

Farmacologia: El Trihexifenidilo es el prototipo de agentes
anticolinérgicos usades en el tratamientio de la enfermedad de

-Parkinson, que generalmente aparece de manera insidicosa en las

tiltimas décadas de la vida, produciendo una disminucidn lenta
de’ la cspacidad de movimiento, El trihexifenidilo influye
notablemente en el temblor caracteristico, mejora la rigidez y
bradicinesis ademads de otros sintomas secundarios de 1la
enfermedad.

Efectos Secundazrios: En SNC son; confusién mental, delirio,
somnolencia vy alucinaciones. En vias urinarias se presenta
ciclopejia, estrefiimiento y retencidn urinaria, gque molesta
especialmente en aneianos.

Preparados y Dosis:
- Tabletas de 2 y 5 mg.
- Capsulas de liberaciédn prolongada de 5 mg.

‘= Elixir de 2 mg/Sml

Los limites de la dosis diaria promedio es de 1 a 10 mg.

Conservacidrn: Se conserva en recipientes bien cerrados.



B. CROMATOGRAFIA. ( 12,113,186 )

1) DEFINICIONES

1.1 Cromatografia.

Es. un procedimiento por el cual los compouentes de una

- muestra - son separados por un proceso de migracién diferencial en

un sistema consistente de 2 fases, una de las cuales se mueve

centinuamente en -una direccidn dada. En este sistema los

. compuestos individualmente exhiben diferentes comportamientos en

sz ‘movilidad por razones de diferencias en adsoreidn, - particidn,
solubilidsad, presidn de vapor, tamafio molecular o curga idnica.

1.2 Fase estacionaria.

: Es un términoc qgue se utiliza para denominar cualquiera de
- las diferentes formas en que puede usarse lz fase fija, que puede
estar empaquetada en: una columna, extendida en forma de capa, etc.

1.3 - Fase mdvil.

Término utilizado para denominar =z la fase que acarrea - &
las muestras, durante el proceso de cromatografia, &sta puede ser
llguida o gaseosa.

2) CLASIFICACION ( 12, 18 )

Los métodos cromatograficos pueden ‘ser clasificados de
acuerde al tipo de fase mévil b4 fase estacionaria
seleccionados, La cromatografia de gases involucra aguellos en
los  c¢uales la fase mdvil es un gas: la cromatografia liquida
maoderna involucra agquellos donde la fase mdvil es un liquido.

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

2.1 Cromatografia Liquida o de Particidn,

Este <tipo de cromatografla envuelve una fase estacionaria
liguida de composicidn diferente u la fase médvil. En donde las
maléculas de la muestra se distribuyen entre las 2 fases, como =i
fuera un procesa de extraccidan liguideo-liguido en una sepsracidn
con embude. Las dos fases deben ser inmiscibles.



.2 Cromatografia Liguido-Sélido o de Adsorcidn.

En éste caso existe una superficie muy grande de particulas
pequefias que retienen a las moléculas de la muestra debido a la
atraccién que existe entre las diferentes sustancias y la
superficie de las particulas, proporcionando diferentes grados de
adsorcién.

2.3 Cromatografia de Intercambio Idnico.

En ‘este tipo de cromatografia la fase estacionaria contiene
fiones los cuales son capaces de ser cambiados con los iones del
soluto ‘de la fase mévil. E1 3ién cambiador normalmente se
encuentra unido a grupos de amonio cuatermario [-(CH;),NR3X"] para
la separacién de aniones, & unido a grupos de Acido sulfdnico (~C
Hg SO, Y en la separacién de cationes. En este tipo de
cromatografia existen 2 variables importantes que. deben tomarse en
cuenta para una separacidn satisfactoria de los componentes de una
‘muéstra, gue son la fueza idnica de la fase mdvil y la variacidn

. del pH en la misma.

2.4 Cromatografia de Exclusidn de Tamafio & Cromatografia dé Gel

En este tipo de cromatografla el empaque de la columna es un
material poreso con cierto tamafio. Las moléculas que son .- grandes
guedan excluldas por los poros ¥y solo cierto  tipec de . pequeiias
moléculas podrin penetrar los poros, obteniéndose un movimiento
répido de las moléculas pequefias ¥y la retencidn de las de mayor
“tamafio. En éste tipo de cromatografia es estrictamente
determinante 2l tamafio molecular.

Actuaimente existen 2 métodos adicionales a los anteriores
‘que se desarrcllaron como resultados de modificaciones de 1la
cromatografls liguido-liguide ¥y cromatografla de intercambio

. idnico y son los siguientes:

2.5 Cromatografia de Fase Enlszzada.

: Es el tipo de cromatograflia en la cual se usa una fase
estacionaria orgénica que est4 gquimicamente enlazada a las
particulas activas. El mecanismo adn ¢ controversial.

-2.6 Cromatografia de Par Idnico.

Su mecanismo de retencidén adn no esta completamente
elucidado,  pe€ro se acepta qQue existe absorcidn del soluto idnico
en - la fase estacionaria, formacién de pares de idbnes socluto -
contraidn  en el eluente ¥y formacidn de pares idnicoes soluteo. -
.contraién'en la fase estacionaria.

(2]



En éstos dos dltimos tipos de cromatografia no aiempre se
puede asegurar cual de los dos procesos implicados (adsorcidn o
reparto) desempefia el papel mads importante. Por ésta razén en la
grlc;&e- se definen otros dos tipos segdn sea la polaridad de las
‘dos ases.

2.7 Cromatografia en Fase Normal.

Es un tipo de cromatografia en la cual 1la fase estacionaria
es de naturaleza fuertemente polar’ (ejemplo silica) y 1la fase
mévil no polar (ejemplo hexano o tetrahidrofurano). Las muestras
pelares quedan retenidas durante tiempos mayores Qque los
materiales menos polares o apolares.

2.8 Cromatografia en Fase Inversa.
Su funcionamiento es a la inversa ya que la fase
estacionaria es de naturaleza no polar (hidrocarbure) ¥y la fase

mdvil es un liquido polar normalmente agua o alcohol. En éste caso
cuanto mencos polar sea la muestra mayor serA su retencidn.

FASE mavIL . vASE moVEL .
LLUVENTE N8 Poust. UVYENTE THNG

o (178
-
o TOLRR, P

Fig. 1 Ilustracién grafica de la cromatografia liquida en
fase normal -y en fase inversa. Los circulos representan los
tipos de compuestos presentes en la muestra Yy su  posicién
relativa en la direccidén del flujo de la fase mdvil indica  su
oxrden de elucidn. ’ .




3)  PARAMETROS CROMATOGRAFICOS ( 12,15,16,19 )
3.1 Tiempo de Retencion (tr).

: Es ‘el tiempo gque transcurre desde el momento en gue 1a
muestra es introducida al sistema, hasta el momento en que.  se
obtiene el punto de miaxima concentracién por la sefial o pice,

3.2 Tiempo Muerto (to).

Es €l tiempo de travecto de un compuesto no retenido, o de
la fase mévil para trasladarse de un extremo a otro de la columna.

'3.3 Tiempo de Retencidén Corregido (t’'r).

Es 1a distzncia entre tr y to, es decir la medida del tiempo
én que la muestrz permanece retenida en el material de relleno de
la columna. Dicho de otra manera, tr es el tiempo = total de
permanencia en la columna, to el tiempo que la muestra permanece
en la fase mdvil ¥y por lo tanto, t’r es el tiempo en gque la
muestra permasnece retenida en la fase estacionarisa.

) t'r = tr - to
3.4 Factor de Capacidad (K).

El factor de capacidad es un término que indica el tiempo de
retencién de un seluto en la celumna. Su calculo es por medico de
la sigulente férmula: .

t'r tr - to tiempo en la fase estacionaria

K = mwmer 2 mneses—mrEe f m e e e e e w e —— -

to to tiempo en la fase movil

Poi otra parte conociendo el factor de capacidad, podemos
calcular el tiempo de retencidn de un compuesto.

tr = to (1 + K

k ‘En  la - practica, hay que hacer lo posible para obtener —un
valor - del. factor de capacidad por lo menos digual a uno. para el
primer  Ppico de interes, <¢on el fin de asegurar su sepsracidn del

- .solvente ¥y sus -posibles - impurezas las cuales se eluyen
. generalmente - a un tiempo to. :
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3.5 Nomero  de Platos Tebricos (N).

En cromatografia debe tratar de evitarse el ensanchamiento
de - 1as bandas en la columna tanto como sea posible ya gue cuanto
mds agudos sean los picos podrin resolverse un mayor némero de
ellos en un mismo intervalo de tiempo, y por lo tanto en un misme
tiempo pueden separsrse mayor ndmerod de componeéntes de la muestra.

" Por- todo ésto es necesario entonces conocer l1a eficiencia de una
columna calculando a través del namero de plutos tedrices, que se
calcula del siguiente modo:

~ 2 2
tr tr
N = 16 ({----=-- & N = 5,545 j-----
Yo
Donde:.
RN = Noimero de platos tedbricos
tr = Tiempo de retencién del pico .
Wb = ‘Ancho del pico (obteniéndose por extrapolacidn de
tangentes del punto de inflexidn a la base linea
como se muestra en la figura 2 )
Wh = Ancho del pico tomado a la mitzd de la altura.

. La eficiencia de la columna es mejor a mavor ntmere de
platos tedricos. )

.8 Altura Equivalente de un Plato Tedrico (H).

El nYmero de platos depende de la longitud de la columna,
&asl a'mayor lengitud, mayoer nimero de platos. En consecuencia se
ha introducido otro t&érmine gue relzciona el ndmero de platos con
la longitud de la columna, ¥ es la altura de plato o altura
eguivalente-a un plato tedrico (HEPT). Se calcula por:

H = L/N
Donde:

Longitud de la columna
‘N

Némero de Platos Tedricos

1"t

A5l se tiene que a menor altura de cada plato ¥y mayor ndmero
de platss la columna cromstogrdfica serd mas eficients.

3.7 Factor de Selectividad (=<).

Este factor describe la posiciln yeslativa de. dos.  picos
adyacentez, La separacidn de los picos depende de la interaccién
gelectiva con la fase estacionaria, Calculandose parz dos picos A
¥ B-del siguiente modo: .



Sf o€ = 1 los dos picos tienen <tlempos de retencion
idénticos, o sea no existe separacién.

3.8 - Resolucidn (R).

. El factor de selectividad expresa la posicidn relativa -de
los dos picos, pexro no properciona informacidén sobre la separacidn
real de los picos, que depende de lo puntiagudos que sean &stos.
Por ello ss ha dado el nombre de resolucién a 1la medida de
separacién que existe entre dos plcos calculindose como:

Donde: .

AT = Diferencias de los tiempos de retencitn
Wb1,Wb2 = Ancho de los picos respectivamente
1 '—-"I‘
i ) ; -
,’f : L
i
'
]
EN )
[
A |
L
<o
9
1-!15. »2 Ilustricien.do un cronlté;:lnl con don.ptc0lbluy‘,

cercanos.



Si se tiene un valor de R = 1.5 representa separaciodn hasta
la lineu base de los picos mientras que un R = 1.0 significa que
la resolucidn es aproximadamente del 90%.

4) CARACTERIZgCIONES DE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA MODERNA
( 12,14,15 ) .

La cromatografia ligquida moderna se caracteriza por

~ Columnas reutilicables de pequefio diZmetro (2-5 mm).

- Rellenos de particulas muy pequefios (5-50 am) y desarrollo

de nuevos materiales para utilizarlos como fases

estacionarias. :

Presiones de entrada relativamente altas b4 fluje

controlade de la fase mévil.

Introduceidn precisa de la muestra, sin necesidad de

grandes cantidades.

- Detectores continuos especiales, capaces de Operar a
flujos muy bajos y de detectar cantidades muy pegueiias.

- Instrumentos rnormalizsdos y automstizados.

An&ligis rapidos.

- Alta resolucidn,

5) . LA FASE MOVIL

Excepto para el caso de cromatografia de exclusioén,
:la fase mdvil desempefia, en general, una parte activa “n
cromatoerafla liguida. Se puede usar una Gnica sustancia -como
fase mévil durante el  andlisis dé una mezcla de dos o mas
sustancias, ajustando adecuadamente las caracteristicas de la
fuse. También es posible mantener constante la composicidn de 1la
. fase mdvil durante el andlisis, o bien cambiarla. El primer método
_se llama operacion iscocratics, mientras que el segundo se conoce
coma ‘elucidn por gradiente.

La elucidén  por gradiente se utiliza con muestras cuyos
componentes posean polaridades muy diferentes, pues én éstos casos
es preferible variar la polaridad de la fase movil durante el
andlieis, para mejorar las separacién de los componentes,
Generslmente se inicia con una sustancia %nica y se auments con el
tiemps la concentracidn del otro componente(s) de ls fase movil,
La variacidn puede ser lineal, convexza o conchva. La seleccién de
log liguidos uszdos depende de vasrios parametros; en €l caso de

4«

‘cromatografia de adsorcién o reparto el papel més importante es la -

polaridad, también a veces viscosidad y otrss caracteristicas  que
puedan influir en el detector. En la cromatograflia de intercambio
idnice son importantes la fuerza idnica 'y el pH, mientras que en
la  cromatografia de exclusidn la consideracidn mas importante es
la =mcolubilidad de la muestra en la fase modvil.




6) LA FASE ESTACIONARIA

La fase estacionaria puede ser un sélido poroso del tipo de
los usados en la cromatografla de adsorcién, intercambio idnico v
erzclusidén. Las diferentes fases difieren en su composicidn
gquimics,  estructura  y tamaiico de particula. Otra posiblilidud es
ugar una fase <stacionaria liguida e impregnar c¢on ellas la
superficie de 1las particulas de un sdlido que actha dnicamente
como  soperte. Sin embargo hoy en dia estas columnas son muy poco
frecuentes, ya gue resulta dificil evitar que la fase estacionaria
‘zeza arrastrada por la fase méwil,

Los rellenos mas ampliamente utilizados actualmente en
cromatografia liquida de particién tienen la fasze estacionaria
quimicamente enlacada a las vparticulas soperte. Son las
denominadas fases enlazadas que poseen larga duracién y mno
reguieren acondicionamiente. Las fases enlazadas se preparan por
reaccidn quimica entre los grupos hidroxileos de la superficie de
las particulas de silice y una molécula orginica lineal o un
organasilano. -

Aunque +también existen fases enlazadas polares que se
utilizan en fase normal come las Qque contienen un grupo
aminoe & ciuno a3l finsl de la caudena hidrocarbonzda, las  mis
ampliamente wusadas son de naturaleza no polar con una cadena
alquilica (ej, octadecilo) enlazada por medio del &tomo de
silicio del alquilsilano. Estas fases se ussn en fase
roaversa ¥ son dtiles en la separacidn de una smplia gama de
sustancias.

En la preparacidn de fases enlazadas como en el
recubrimiento por fases 1liquidas no enlazadas se utilizan
dos tipos de particulas soporte. En el primer tipeo son
particulas, totalmente POXosas, mientras en el segundo

existe un nidcleo sblido recubierto por una delgadsa caps
porosa. A éste tltimo se denomina soporte pelicular .

Las particulas de soporte poroso son en general de silice ds
gran superficie y s& encuentra una gran variedad de tamafios. Los
soportes peliculares son un nacleo sdlido {generalmente cuentas de
vidrio) recubierta por una fina capa porosa, normalmente de
silice, son de formas regular por lo que las columnas pueden
rellenarse facilmente, sin embargo, generalmente son de tamafio

. grande ¥ por tanto las columnas no son tan eficaces comoc las de
particula pequefia de rellenco totalmente poroso,

Como se ha visto el tamafio de particula es muy importante
va que si no es suficientemente pequefic la fase mévil y la muestra
disuelta no se difundiran homogenéamente, ademds se debe de tener
la mavor superficie de contacto posible entre la fase mévil y la
fase estacionaria. Sin embargo existe un limite inferior de +tipo
practico aproximadamente superior a unos 3 um - de dildmetrs., La
mayoria de las columnas  comerciales contienen rellenos ‘de
particulas cuyo tamafio promedio es de 5-15 um, en tanto que muchos
rellenos peliculares presentan tamafios de 37-42 jum.
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7) " INSTRUMENTACION ( 12,13,15,16,18 )

Para lograr que las separaciones sean ma&is eficaces y ripicdas
empleando empaques de columna mas finos se debe emplear equipo ¥
presidn especiales. Se reguieren presiocnes de 1000 a 3000 psi para
lograr velocidades de flujo de 1 a 2 ml/min. en columnas de 2-4 mm
de di&metro ¥ 10 a 15 cm de largo, aunque en ciertos casog pueden
ser necesarias presiones de hasta €000 psi.

: l.os componentes esenciales de un sistema cromatografico de
alta presidn son un sistema hidr&ulico, una columna ¥y un
detector. Ademas de que se deben controlar 1la temperatura del
sistema y la ‘inyeccidén de 1ia muestra, Aparte de una gran
resolucidn  y una gran sensibilidad, el equipo debe tener un alto

grado de reproducibilidad ¥ una maAxima resistencis a ia
corrosividad, debe poseer entradas de altas presiones, inyectores
y - detectores de bajos volumenes muertos. La wvariacidn en 1la

velocidad de flujo  no solo afecta el tiempo de elucidn, sino
también = 1la .forma del pico del cromatograma y por lo tanto en 1la
cuantificacién de la muestira.

7.1 Bombas

La principal = funcion del sistema de bombeo es proveer de
fase mévil a la . columna con un flujo constante y reproducible. Las
columnas utilizadas en CLAR estan rellenas de particulas muy
-pequefias Que presentan cierta resistencia a2l flujo de la fase
mévil - por lo tanto se requiere de un sistema de bombeo que  haga
fluir la fase mévil a un flujo rasonsble.

Los requisitos mas importantes de un sistema de bombeo cson:

‘El sistema debe ser hecho de materiales quimicumente
resistentes a la fase mdvil.

Alcanzar presiones de operacidén maximas ( usuzlmente hasta 400
atm = 6000 psi ).

Un amplic intervalo del volamen de fluje ( entre 0.5 y 10 ml}
Reproducibilidad y constancia del flujeo

‘Facilidad para el cambio de fases moviles

Caracteristicas de flujo libre de pulsaciones o tener un
' regulador de pulsacicnes.

Facilidad de limpieza del sistema.

»
<

o

Qo B Q
s

pos

De acuerdo - con las caracteristicas de funcionzmiento ¥y
disehio se puede considerar la siguiente clasificacidén:

Reclprocas
Mecanicas

Desplazamiento continuo

BOMBAS

Neum&ticas
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7.1.1 BONMBAS MECANICAS.

7.1.1.1 PEOMBAS RECIPROCAS. Las bombas de un solo pistén desplazan

flujos de voldmen constante en forma no continua, sino mas bien
pulsante. La maxima presibn que se puede alcanzar varia segin el
disefic, pero en genersl es de aproximadamente 600 atm ( E000 psi).
Su operacidn es mediante el movimiento de un pistdén o diafrugma, y
a través de una vilvula control que alternadamente s¢ abre y se
cierra, . y asl se llena y descarga una pequefia chmara. El volémen
que envia . la bomba en cada pulso se ajusta  controlando 1la
distancia del recorrido del pistdn o diafragma, el flujo se ajusta
variando el ndmero de veces del desplazamiento por  unidad de
tiempo.

VENRTAJAS: - - Depdsito de disolvente ilimitado,
- Rapidez del cambio de fase mévil.
- Volumen de flujo constante.
~ Facilidsad de limpieza.
-DESVENTAJAS: - El flujo es en pulsaciones, por lo que hay

pérdida en la eficacia de’ la columna e
inestabilidad del detector.

Las alterpativas que se utilizan para eliminar el exceso de
las pulsaciones son

a) Colocands un serpentin lurgo (15 m)} entyre la bomba vy la cimars
ge binyeccién, para absorber las pulsaciones producidas por la

ombda,

.b) El uso de un manométro de presidn con un gran tubo de Bourdon
(normalmente - intercalado, para evitar retencidn del liquido)
qQue también se flexiona con cada pulso. .

¢) Otra manera mias eficaz es utilizando EBombas de Doble - Pistédn,

' donde existen 2 pistones gobernados por un mismo motor a través
de un eje excéntrico. Este mecanismo permite que un  pistén
succione mientras el otro expulsa el liquido fuera de la bomba.
Por lo tanto los perfiles de flujo se superponen el uno al otro
reducléndose apreciablemente las pulsaciones.

1 1.1.2 . BOMBAS POR DESPLAZAMIENTO CONTINUC (JERINGAS). Son
aguellas en. las que un émbolo o pistén es desplazado en forma

‘~continua vy uniforme por un motor de precisién, comprimiendo el
ligquide contenido en una cidmara de cierto volumen; el 1liguido
fluye luego a través de una szbertura en la misma camara y . se
obtiene asi un flujo de voldmen constante, que puede variar segin
se desplace el émbolo a mayor o menor velocidad.

VENTAJAS: - El1 flujo proporcionado es uniforme v
. continuo. :
- Alcanzan altas presiones de operacién,.
- Son de bajo mantenimiento.
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DESVENTAJAS: - Limitadas capacidad del depésito (250-500ml)
y para llenar la camara es necesarioc
suspender su operacidn.

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

- Son de alte costo.

7.1.2 BOMBAS NEUMATICAS. .

Este sistema emplea un cilidro de gas conectado directamente
a través de un regulador al depdsito de la fase mévil. La presién
del gas impulsa el liguido a través del aparato. Lu maxima presidn

!de  trabajo esta limitada por la presién del gas y el material ' de
fabricacién del sistema.

VERTAJAS: - Flujos de presidn constante y 1libre de
pulsaciones.
- Son de bajo costo
-~ Bajo mantenimiento ( no hay  Jjuntas ni
valvulas )

DESVENTAJAS: - - Baja capacidad de volumen del depbsito,

El cambio de un disolvente a otro es lento
La presitn maxima de trabajo se limita por
el depdsito de gas ( 200 atm = 3000 psi ).
¥- Difusidn del gas en el liguido.

* Esto se puede resolver al usar un serpentin large que hace
que la superficie de la interfase gas/liquido disminuya bastante y

la 'mayor parte de la fase mévil se usa antes de que llegue 3l

detector la porcidn que contiene al gas. También se logra

desechando las dltimas porciones del 1liquide que han sido

satursdas por el gss.

Algunos disefios tienen sistemas amplificadores de presibdn
que pueden producir 400 stm (6500 psi) utilizando bajas presiones
del gas.  En estos sistemas se utiliza un pistén de gran diametro
para el gas qQue transmite su movimiento a otro de pequefio didmetro
pars . €l lilguido. Asi se obtiene que la presién en el liquido es
proporcional al cociente del &rea de la seccidn de ambos pistones,

- proporcionando gran presidn al liguido. Sin embargo el disefio es
<caro, complejo y de alto mantenimiento.

7.2 Dispositives para la Inyeccion

Para 1la introduccidén de . la muestra en la columna es
-necesario tener en cuenta el disefio del inyector, ya gue se
reguiere de una czena de poco volamen impregnuda por la fase mévil,

con el fin de evitar la difusidn de la muestra 'y la dilueidn

exponencial.
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Requisitos con los gue debe cumplir un buen inyector:

a) - La introduccioén de ia muestira hacia la columna &5 a través de
una estrecha entrada,

b) Debe de ser reproducibdle.

c) Operar a presiones altas.

7.2.1 Inyeccién con Jeringa

La inyeccidn se hace con una microjeringa disefiada para
resistir presiones superiores a 1500 psi. Los materiales del
septum  incluyen silicona, neopreno y {luorcelistomeros; algunos
contienen +te=fldn pars retardar el ataque hacla Jlos elistomeros
provocado por ciertos disolventes.

. La inyeccidn con Jjeringa puede ser usada a presiones mayores
de 1500 psi usando la técnica de "inyeccidén con paro de flujo". De
esta  manera la bomba se apaga hasta que la presidn de entrada en
la columna iguala & la atmosferica, entonces se inyecta la muestra
@ las condiciones usuales y posteriormente la bomba se enciende,

VERTAJAS: Resulta barate, flexible y facil operacidn,

DESVENTAJAS: Limitacidén de operacidm a presiones alrededor
de 1500 psi para evitar fracturar la jeringa,
la vida corta del septum . debido a la |
introduccidn de la aguja y a los  solventes
utilizados, las reproducibilidades obtenidas
pocas veces son < 2%.

7.2.2 Inyeccidn por medio de Valvulas

Debido al principal inconveniente que presentan las
inyecciones con Jeringa que es la limitacién de trabajar con
presiones altas se ha dispuesto de valvulas de alta presidn  ya
que s& puede trzbajar a presiones elevadas y proporcionan una

- aplicacidn de 'la muestra muy reproducible.

El instrumental moderno- emplea en general valvulas
inyectoras como la que se ilustra esquematicamente en la figura 3
donde 1la muestra se introduce a la valvula mediante una Jerings,
desplaca =1 liquido y llena el espacio interno de una peguefian
porcidn del tubo capilar de ucero (usualmente el volamen contenido
en el tubo es de 10 a 50 ul). La muestra se inyecta en la columna
accionando - la valvula de forma tal aue la disposicidn de  entrada
¥ salida se invierte, tal como se muestra en la figura 3 .

De esta forma =se logra invectar a cualquier presidén un
amplio . intervalo de tamafios de muestra (no es necesario llenar

tedo’ el - volamen del tubo con la muestra } .con un alto  grado de
reproducibilidad. Las v&lvulas inyectoras =se fabrican de
materiales inertes, como el teflédn y acero inoxidable, y su disefio
es tal que resisten presiones muy elevadas, '



Figura 3. Valvula inyectora. A. +toma de 1la muestra,
B. inyeccién de la muestra.

7.3 Columnas

Se considera que el corazén del cromatogrdfo es la columna,
‘puesto que en ella se lleva a cabo 1la separacidén de’ los
componentes de una mez=cla en estudio. ’
BAsicamente lus columna consiste ds un segmento recto de tubo
de  acero lnoxidable tipo 316, cuya longitud varia entre 10 y 50
cm , dismetros internos de 2.6-3 mm & bien de 4.6~-5 mm (al tener
Alametros . mas pequefios los andlisis son mas rapidos) y diametro
‘externc de 1/4 pulgada.
s Aunque no . forman parte  de la columna como  tal, las
conexiones entre columnas, asi como entre columna detector o el
inyector, deben ser herméticas y tamafio pequefioc. En los extremos
de:  la columna se coloca un disco de metal & tefldn poroso para

evitar que el relleno de la columna se afloje o =e pierda y se.

produzcan caldas de presidn muy grandes,
Actualmente las columnas de CLAR se han desarrollade en un

_alto grado de eficiencia ( aproximadaménte 10,7 000 platos
téoricos por metro da columna ).



7.4 Detectores

Un detector ideal seria aquel que satisfaciera los siguientes
requisitos:
- Altamente sensible
- Estable
- Lectura continua

- Respuesta universal
Sin  embargo en  la actualidad no se cuenta con este tipo

. de "detector ¥ los que existen solo son adecuados para ciertas
aplicaciones en particular.

7.4.1 Detector de Indice de Refraccion
La deteccidn se basa en equilibrar el sistema con la fase

‘mévil pura y medir el cambio de indice de refraccién cuando
aparece la muestra eluida junto con la fase mdvil, es légico gue

suanto mayor sea la diferencia entre los indices de refraccidén de

la muestra y la fase mévil maycr serd el desequilibrio; la maxima
sensibilidad es cuando se alcantan a detectar diferencias muy

pequeiias entre ambos.

DESVENTAJAS: En mezclas complejas los indices de refraccidn

) de los componentes pueden cubrir un amplio
rango de& valores y algunos de ellos. pueden ser
tan cercanocs a los de la fase mdvil que no
pueden ser detectados. Existe la necesidad de
equilibrar el detector cada vez que se produce
un pequefio cambio en la composicidn de la fase
mévil. No se puede trabajar en gradiente.

Existen dos tipos de detectores de indice de refraceidn,
- .ambos . reguieren del uso de una celda de doble paso en la cual el
lado gue contiene a la muestra ce compara con la referencia que no

- contiene mueetra.

'7.4.1.1° Detectores de Desviacién

. Este tipo de detector se basa en la medida del
_..desplazamiento &ptico de un rayo de luz, al variar la composicién
del lado de la muestra en relacidén con el de referencia. Conforme
se. eluye la muestra varia el anguloc de refraccidn, moviéndosze el
rayo de 1luz. Esto se traduce como un cambio de la sefial que wva
al  detector  y lo desequilibra. Esta sefial se relaciona. con la

congentracidn de la muestra,

' VENTAJAS: Baja sensibilidad frente a particulas sé¢lidas
L burbtjas de aire.

Intervalos de indice de refracclon 1.000 - 1.756
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DESVENTAJAS: Costoso, dificil manejo { no se puede limpiar
con facilidad ).

7.4.1.2 Detectores de Reflexidn (Fresnel)

Se fundamenta en el principic de Fresnel segén el cual
en la interfase entre un priszma de vidrio y algin 1liquido, 1la
cantidad de luz transmitida y reflejada es proporcionsl al &ngulo
de incidencia de la luz y al indice de refraccidn del ligquido.

. Al entrar la muestra en una celda de luz se refracta con un
angulo diferente, con lo cual a la salida hacia la fotocelda habra
: variado su intensidad. El desequilibrio gque se genera en el
‘detector provoca un cambio en la energlia eléctrica de su sefial de
salida, ~ dicha sefial se relaciona con 1la concentracién de 1la
muestra.

VENTAJAS: Altas sensibilidad, opera a flujos muy bajos con

celdas de poco voliémen facil acceso a la celda,
bajo costo.

DESVENTAJAS: Necesidad de cambiar prismas para adaptarse al

indice de refraccidn de los disolventes. Ajuste
dptico cuando se cambia el disolvente.

S7.4.2 Detectores Ultravioleta
7.4.2.1 Detectores de Longitud de Onda Fija

Cuando algunos grupos funcionales se exponen a la radiacidn,
experimentan excitacidén electrédnica a causza de la sbsorcidn de
energlu a la longitud especifica del grupo funcional. Esta energia

" provoca el puso de un electrén provocando desviacidn de la luz.

Espectro del Visible 380 - 800 nm

Espectro Ultravioleta 210 - 380 nm
C La - fuente luminosa mé&s usada en los detectores UV posee la
mayor parte de su energlia a una longitud de onda fija de 254 nm.

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

La mayoria de los compuestos gque &absorben en uv
presentan clerta absorcidén en 254 nm. Muchos detectores presentsn
filtros  también de otras longitudes de oncda, sin embargo 1la
estabilidad de la linea base y la intensidad de la sensibilidad neo
son comparables como la de. 254 nm.
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7.4.2.2 Detectores de€ Longitud de Onda Variable

Este tipo de detectores son dtiles en 3 casos:

- Para obtemner mejor sensibilidad a longitud de onda
distinta de 254 nm. .

- En caso de que los diferentes componentes presenten
-grasn absorcién a diferentes longitudes de onda.

- Evitar algunos problemas cuando la fase mdvil llegs u
absorber a 254.

7.4.3 ° Detectores de Fluorescencia

Para compuestos gue presentan fluorescencia natural, asi
como para los aque pueden convertirse en fluorescentes por
derivatizacidn. ' Los detectores difieren en el modo de controlar
laz longitudes de onda. Los mds baratos utilizan filtros, 1los.de
precio medio se controlan a través de menocromador- de una longitud
de onda, generalmente la de excitacidn y los mas completos ofrecen
contrel  por monocromador de ambas longitudes de onda  tanto de
excitaclon como de emisidn,

7.4.4 Detector Electroguimico

Representa para algunos compuestos mayor selectividad vy
sengikilidad. Se basa en la oxidacidn o reduccidn del compussto en
un electyrodo adecuado midiéndose la corriente resultante.

La fase mévil dedbe ser conductora de la corriente eléctrica
estakbilizandose con una sal adecuada esto impide trabajar en
fase normal, se trabaja mejor en fase inversa e intercambio
idnico. A la fase mévil se le debe eliminar oxlgeno, contaminantes
metilicos y haluros para reducir la corriente de fondo ¥y por lo
tanto el ruido que se deriva de la linea base.

En cuanto a las muestras deben ser oxidables o reducibles a
un .. potencial gQue no provogque electrolisis de la fase mévil o 1os
rectentes compuestos de la muestra.
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C. VALIDACION ( 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 y 31 )

. Cuande se inicia el desarrocllo de un nuevo método analitico
se requiere de parametros que permitan la seleccidn de. la  técnica
mas - aproplada para el andlisis de un compuesto determinado, asi
como la seguridad de la confiabilidad de la misma.

La validacidn de métodos analiticos puede definirse como el
proceso por el cual a través de estudios de laboratorio, se
establece que las capacidad del método satisfacen los requisistos
necesarios para las aplicaciones analiticas deseadas.

El proceso de validacidn verifica que uns metodologla en
particular este basada sobre principios técnicos y que ha sido
optimicada para los propdsitos practicos de medicidn. Mas que una
simple medida de un procedimiento la validacién de métodos es una
medida de la efectividad total de un sistema analltico, ya que los
estudios deben de asegurar Que el método, los instrumentos,
disolventes, reactives ¥y todoe lo usade durante el ensayvo es
adecuado para el compuesto a analizar. Obviamente gque un mé&todo
que e5 valido en una situacidn determinada puede ser invalido para
otra. Las caracteristicas de rendimiento se expresan.generalmente
por términos de parametros analiticos.

Las validaciones deben ser hechas tomando en cuenta una
serie de consideraciones como son: método de analisis, compuesto a
analizayr, forms farmacéutica y/o matriz donde se locmliza el
compuesto, niveles de concentracidn, etc. Por lo gque es 1légico
suponer gue diferentes métodos de ensayo reguieran diferentes
esquemas de evaluacién, Sin embargo los parimetros de evaluacidn
mas comunes para la validacién de métodos anallticos son los
ziguientes:

A. EXACTITUD
B. LINEALIDAD
1. Linealidad del Sistema
2. Linealidad del Método
C. PRECISION
1. Repetibilidad
2. Reproducibilidad
D. ESPECIFICIDAD




Alguncs otros parfémetros menos comunes, gque se utllizan
segtin lo requiera el método son: Sensibilidad, Tolerancia del
Sistema, Cantidad minima detectable, Cantidad minima
cuantificable, Estsbilidad de la Muestra, etc.

1) EXACTITUD

1.1 Definicidn:

La Exactitud de un métodu analitico es la concordancia - de
tas resultados obtenidos en el andlisis experimental con respecto
al valor verdadero, se expresa generalmente a través de porciento
de recobro obtenido del an&lisis de muestras a'las que se 1l=s ha
adicionado cantidades conocidas de la sustancia.

La estimacidn de la exactitud de un méiodo esta ascciado con
el error total ( Et = Ed + Ei') que es la suma del error
indetarminado y el error determinado. El1 error determinado se debe
a una falta de control en la técnica andlitica ( errores de
operacidén, calibracidn, resctivos, etc) y es controlable. El error
indeterminade permanece, atn ocuasnde se han hecho todos los
esfuercos por eliminarlo, es incontrolable perc puede medirse con
una vzlidacién adecuada.

1.2 Determinacidn:

Se determina al aplicar el método a placebos cargados ya sea
al 100% (minimo 6 analisis) ¢ a diferentes concentraciones arriba
y _abajo de la concentracién tedrica,  por el misme analista ¥y ¢€n
las mismas condiciones de operacidn.

1. Tsabular los recsultados del porciento recuperado {R), con basze
al siguiente formato:

X, X, X ....X
1 2 3 n

2, C&lculos prel!minares:

X =X+ X+ X+...+ X
1 2 .3 n

SX5= X%+ 20 xEe. e %3
. b3 2 3 n
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Calculo de la Media

Calculo de la Desviacidn Esténdar

. Y2
n (X ) -~ (X)
DE = Jremerercree e
n(n - 1)
3.. Calcules Finales:
a) Determinacidn de la tcalc
- ‘Ho : Hipdtesis Nula
Ho: X = Q0 .
- Jo = 100% Ha : Hipétesis Alterna
Ha: X £ L
X - Peo
tcale & ©  —moe---—--
DEAT®

-by Determinacidn del Coeficiente de Variacién
CV. = ( DE/X ) % 100

c) Intervalo de Confianza para la Media:

‘e = vValor de la.t de Student con n~1 grados. de libertad y
tzb una probabilidad acumulada de 0.975

1.3 Criterios:

a) 81t < % <t No se rechaza Ho
FI tab ©  calc tab
Sit >t >t Se rechaza Ho
tab cale tab
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b) El Coeficiente de Variazacidn debe cumplir con los criterios
establecidos en la linealidad del método.

¢).  El Intervalo de Confiaznza para la Media debe incluly el 100%

2) . LINEALIDAD

2.1 LINEALIDAD DEL SISTEMA

2.1.1 Definicidn:

La linealidad de un sitema es su habilidad para aseguraf que

los  resultados analiticos, los cuales pueden ser obtenidos
directamente o por medio de una transformacidén matemdtica bien
definida, son proporcionales a la concentracidén de la sustancia

dentro de un rango determinado.

2.1.2 Determinacidn:

Se determina, construyendo una .curva de calibracién de la
concentracidn . contra la respuesta, de una misma solucidn patron
utilizands -cuando ‘menos 5 diluciones y haciendo andlisis por
duplicado para cada dilucién. .

El intervalo entre las concentraciones a analiuar dependera
del propldsito del método; . para propdsitos de control de calidad ¥
de seguimiento de la estsbilidad de un firmaco en una forms
farmacéutica, debera estar incluido el 100X de la dosis .
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3. Ctlculos Finales:

FERDIENTE
n BXY) - @X)@EY)

ORDENADA AL ORIGEN
E€Y)EXY) ~ gX)IEXN

COEFICIENTE DE GORRELACION
n {2XYV) - EMEN
n @X%) - @x)®(n @yh - =NH

2.1.3 Criterios:

PENDIENTE m = 1, ORDENADA AL ORIGEN b = O,
_ COEFICIENTE DE DETERMINACION r'= 0.98

2.2 LINEALIDAD DEL METODO

2.2.1 Definicién:

Ls linealidsd de un método -analitico e= definida como

variacidn de farmaco recuperado por el anilisis en funcidn de
cantidad real de la muestra.

[
A

la

la -

- Algunas desviaciones de la .linealidad del método indican que
el método no estd siendo trabajado adecuadamente para las muestras
con respectc a las concentracicnes del faArmaco. En tules casos el

estudio puede modificarse y revalidarse el método.



2.2.2 Detérminacibn:

“La 1linealidad puede evaluasrse por ensayos de placebos
cargados, cuando menos a 3 diferentes concentraciones  alrededor
del valor tedrico que se va a analicar, haciendo les ankdlisis por
triplicado de cuada concentracidnm.

La amplitud del estudio dependerd del uso y aplicacioneu del
m‘todo {control de calidad y estabilidad) y preferentemente debera

ilevarse a cabo por un mismo analista en 1las mismas condiciones de
<peracidn.

1. Tabular los resultados en base al siguiente formato:

1 X I Y Y Y I
I 1 I 11 12 in I
1 1 I
I X I Y Y Y I
I 2 1 21 22 2n I
I . I . . . I
1 . I . I
I . I - I
1 X 1 I
I t 1 tl w2 tn I

t = Ndmero de cantidades adicionadas.

n Nimero de replicaciones (cantidad recuperada) por cada
. cantidad sdicionada.

2. C&lcules Preliminares:

CEX= P IES SRS |
. 1 2 t
BY =Y +Y +.. . 4Y Y +Y 4. . +Y LAY 4Y 4L, 4Y

11012 in 21 22 . za el t2 tn

X% XPaxAe . ex®
. 1 2 t

2y v av® e avd wv? av® o av® e eyt ey Tl ey
) 11 12 in 21 22 2n t1 2 tn




TAY = X (Y +Y +,...+Y  3+X (Y +Y +.. I+ R (Y Y
111 12 in 2 21 2 Tt

2n 1 t2

L4y )
tn

Calculo del Error Tipico de Estimacion

’ (Y)Y - Bl ¥} - m( XY)
SY/X =  |mm—memme e b e

C&lculo del Error Tipico de Estimsciln Weodificado )
Sy/x. = jmwmmmoos L * Sy/x

3. C#lculos Finales

‘'a}’ PENDIENTE:
n (ZXY) - (EXIEY)
u (8XY) - (@x)?

“b) . ORDENADA AL ORIGEN:
AR mxh) - @X) @xy) |
n @®X2) - (&
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2) INFERENCIAS:
i) Inferencia de la Pendiente

Ho: m= M : .
Ha: m# M N ’

(m-Mo) DEx { n-1

t = Valor de la ¢ de Student, con n-2 grados de libertad y- una

rrobabilidad acumulada de 0.37%

ii) '!nferencia_de la Ordenada al Origen

Ho: b = B

Bo = 0
Ha: b =B
b - Bo
tcalec = ----rmsocoomeocmoo—e oo
)
= X .
Sy/x. fmm===meo-oe-



Intervalo de Confianza

b-t Sy/x
tab -,
ni(x - X)
t - = Valor de la t de Student, con n-2 grados de libertad y una
tab : . . .
probabilidad de 0.976
2.2.3 Criterios:
a) PENDIENTE m = 1
'b) ORDENADA AL ORIGEN b = O
c) INFERENCIAS:
1) Inferencia de la Pendiente
Si v > t >t Se rechacza Ho
tab calc tzab
Si ¢ < t < % No se rechaza Ho
tab calc tab

"".El intervalo de confianza debe de  incluir el wvalor de uno.
ii) Inferencia de la Ordenada al Origen

Sit > t > t Se rechaza Ho .
: tab calc tab ’

Sit <

t .. < -t No se rechaza Ho
tab cale tab R

El intervalo de confisznza debe inclulr el valor de cera.
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-3 PRECISION -

La Precisidén es uns medids del grado de concordancia entre
medliciones repetidas de una misma propiedad. El +términeo puede
expresarse como REFETIBILIDAD y como REPRODUCIBILIDAD.

"3.1 REPETIBILIDAD

= 3.1.1 Definicién: )

La Repetibilidad es la precisidn de un método ‘analitice
expressdo como la concordancia. obtenida entre determinacicnes
independientes realizadas por un solo analista, usando los mismos
aparatos y técnicas.

3.1.2 Determinacibn:
Se determina por el anslisis correspondiente al 100%
© establecido en la linealidad del sistema.
1. Tabular los resultados

Y,Y,Y.,..., ¥
1 2 3 n

2. Colculos Preliminares
BY = Y 4+ ¥ + Y +,...+ Y
12 3 n

BYE vie yReoyh e y?
1 .2 3 oY

Calculo de la Desviacidn Estandsar
n(Y)-(v |V
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Caiculo de la Media

3. C&léulqs Finales:

Determinacidn del Coeficiente de Variacidn

CV. 2 —=—ce=-=- % 100
v -

3.1.3 Criterios:

‘El Coeficiente de Variacidn dependera del tipo de método oy

de muestra, tomando en  cuenta la forma farmacéutica  y 1la
concentracibn. .

I METODOS 1 COEFICIENTE DE 1

I . I VARIACION 1

. % I Quimicos y Espectrofotométricos 1 < 3% 1

1 Cromatogréficos I < 2% 1

I Microbioltgicos 1 < 5 % 1

I Fluidos Bioldgicos I Dependers de la 1

1 I cantidad minima y I

I I maxima esperada. 1

3.2, REPRODUCIBILIDAD

.'3.2.1  Definicién:

La  Reproducibilidad es la preciSicn de un método  amnalitico
expresado como la copcordancia entre determinaciones
independientes realizadas por diferentes anslistus, en - diferentes

dius, " en el mismo y/0 en diferentes 1aboratorios, utilicande el
mismo y/o diferentes equipos, . .




: 3.?;2 Determinacidn:

; 8¢ debe de llevar a cabo cuando menos por 2 analistus en 2
diferentes diss y por triplicado cada una de las muesiras.
‘Trabajar de manera independiente partiendo de una muestra
homogénea del producto cercans al 100% de 1la concentracidn
tedrica. -

El procedimiento mas utilicado es el de 2 anslistas,. 2 dias
¥y 3-determinaciones. En base a esto se da el siguiente formato:

1. Tabular los resultados con base sl siguiente formate:

AN AL I 5 TAS

)
1 2 .
Y
111 211
v
D 1 112 212
Y
113 213
I ______________________
'S Y
11, 21
A .
: T
Y
s 121 ‘221
Y
2 122 222
123 223
b4 Y
12 22.
Y Y
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2. Ctlculos Preliminares:

Y... =¥ +...+ Y + Y LIRS 2 § +Y +...+ Y + Y
111 . 113 121 123 211 213 221
..+ Y
223
Y =-Y +...4 Y + Y L 4 + Y + + Y + Y
111 113 121 123 211 213 221
L A ¢ =
223

©'3..C8lculos Finales:
Determinacién del Coeficliente de Variacién

€V = ( DE/Y ) * 100

Si se desea determinar la reproducibilidad inter-analista,
inter-dia, es entonces necesario efectuar el siguiente
Pprocedimiento:

1. Célculos Preliminares:

Determinacidn de 1a Suma de Cuadrados

T analista L ac : T aber




factor evaluado.
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Y Y ' ¥ ' Y
sC A1 + 2. + 21, + 22. 1.+ 2.
dla = ~--emrererercme e e e e - memmmmemceeea-
< b e
Y Y Y Y
1.+ 12, + 21, + 22,
C = Y I el et k tad
~ Error i3k c
Donde:
a = Nimero de Analistas
b = Némero de Disas
¢ = Némero de Determinaciones
3, CAlculos Finales:
Construccidn de la Tabla de ANADEVA
TABLA DE ANADEVA (método Anidado)
I FUENTE DE 1 GRADOS DE 1 S UMA DE I MEDIA DE 1 1
1 1 1 I 1 Fecalc 1F
.I VARIACION I LIBERTAD 1 CUADRADOS I CUADRADOS 1 10.95
1 I 1 I 1
1 ANALISTA 1 ( a - 1)1 5C I SCa/gla I MCas/MCd Igla/gl
-1 i) I 1 analista I 1 . I
D il Jemmrmrmme il Dt Dt Ir=r=meeromae P ettt lemmemm
1 I I 1 1 I
I - hs 1 I 1 1
I DIA I (b-1)a I SC I. SCd/gld I MCca/MCe. Igld/gl
I (3 1 1 dia 1 I I
I —mmmmeme- R ettt I-mmmmmmee e I----ememm - b e I-~—---
1 1 1 1 I I
I 1 1 sc 1 I 1
I . ERROR I (c-1)adb 1 error 1 SCe/agle 1 I
- I I I I I 1
3.2.3 Criterics:
Si Fcalc Ftab (0.975). - Ho existe efecto que

se deba al




4) ESPECIFICIDAD

La especificidad ¢s un término que indica que la respuesta
analitica obtenida después de un ensayo, se debe tnica ¥

. exclusivamente a la sustancia que se desea determinar ¥ no & otras

sustancias- que pudieran estar presentes en el material por
analizar.

Las posibles interferencius pueden sex:

- Compuestos que estan siempre presentes (excipientes, otros
activos & sustanclias semejantes al activo)

-~ Compuestos gue se encuentran ocasionalmente (productos de
degradacidn)

~ Compuestos Que no se encuentran con frecusncia ( productos
de degradacidn obtenidos en condiciones extremas)

La especificidad del método paxra estudios de estabilidad es
un- aspecto importante de los métodos analiticos para evaluar la
estabilidad de un compuesto en su forma farmacéutica. Un método
analltico debe demostrar su capacidad para separar el activo de
squellos  productos de degradaciédn que puedan interferir con el
sn&lisis.

Pars evaluar la especificidad de un método analitico se
pueden seguir los siguientes passos:

1) Investigar el & los posibles productos de degradacién del
activo en cuestidn y si es posible obtenerlos. Si se cuenta con
ellos, probar el método en estos.

2) Probar el método con placebo del producto para asegurarse
que no existe interferencia de los exciplentes con el activo.

3) Someter el activo, ‘Pplacebo y formulacidén .completa &
coridiciones de . degradacidn suaves ( ‘ejemplo:- luz solar, luz
U.V., temperatura )} y si no se encuentran degradantes a éctas
condiciones, ‘entonces someter el activo,placebo y formulaucisn a
condiciones severaue de degradacidn ( hidrdlisis &cids, hideblisis
basica, oxidacidn, etc )
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‘Cuando se desarrolla una técnica anzlitica se requiere que
la deteccidn distinga eficacmente €l producto de degradacidn del
farmaco original; - gue tenga gran  sensibilidad puesto aas
generalmente €l porcentaje. del farmaco degradado serd bajo.

-Los . métodos eanaliticos mas utilicados para determinaciones de
estabilidag son: cromatogréficos, espectrofotométricos,
micrebioldgicos. .

Los métodos cromatogriaficos son muy utilisades para indicar
-estabilidad de medicamentos, los principzales tipos ce
cromatogrufla son de capa delgada, de gases y de 1liguidos, - los
cuales muestren ser métodos muy precisos y especificos.

Loz métodos espectrofotométricos mas utilicados son los cue
son cuantificades en la regidn wvisible » ultraviclet=. La
espectroscepia  infrarroja vy de resonancia magnética nuclear son
muy %tiles para estos fines cumndo el producte  de  degradacidn
presenta un grupe funcional de sefial intensa gue no existia en ol
férmace original.




I1T.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA :

. En la préctica farmacéutica industrial es necesario contar
con métodos alternativos para la cuantificacidn de los principios
activos ¥y debido a esto, en la actualidad se han desarrollando
métodos mucho mas sensibles con la ayuda de aparatos e
instrumentcs que permiten obtener resultados - mds precisos, en

-menor tiempo de andlisis, obteniendo también ventajas con respecto
a los métodes tradicionales de andlisis.

Para controlar adecuadamente los medicamentos que contienen
cantidades pequefias de principio activo sg reguiere de médtodos
analitices sensibles, exactos y precisos capaces de detectar bajas
concentraciones.  Actualmente el método de eleccidn es  la
cromatograflia de liquidos la cual tiene una extensa variedad de
aplicaciones, como s=on: los andlisis de rutina en los laboratorios
de control de calidad; el desarrollo de métodos especificos para
llevar a cabo estudios de estabilidad o de biodiponibilidad
durante la etapa de desarrollo de un nuevo medicamento e incluso
tiene también aplicaciones fisicogulmicas como en la determinacidn
‘de la consctante de acidez de algunas sustancias.

E! método de Control de Calidad utilicado normalmente para
el anAlisis del Clorhidruato de Trihexifenidilo en tabletas, es una
‘técnica gue se en basa la formacidn estequiométrica de un complejo
par-idnico entre 1ls molécula de trihexifenidilo y el colorante
pirpura de bromocrescl en medio acuosce a un pH de 4.5, seguida de
‘una extraccidn con clorcforme y posteriormente lectura al
espectro. Los resultades de la validacién del método demostrardn
que es exacto, preciso ¥y linesl, =in embargo no es lo
suficientemente sensible  y especifico como para poder ser
utilizado en estudios de estabilidad.

Por 1lo tanto se. propone el desarrolloe de un métode
analitico especifice utilizande 1la Cromatografis de Liquidos de
Alta Resclucidn, pars la .cuantificacién del Trihexifenidilo en
tabletas, el cual se comparard estadisticamentes con =1 método
anterior para determinar si son equipasrables ¥ conocer las

ventajas y. desventajas que presenta el uno del atro., Este estudio.

‘comparativo se realizé en una formulacién de tabletas que
contienen 5 mg de clorhidrato de trihexifenidilo.

37
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Iv. OBJETIVOS :

1) “Desarrollar y validar un método para 1la . cuantificacién
del Clorhidratoe de Trihexifenidilc en tabletas por una técnica de
Cromatografia de liguidos de alta resolucidn

2) " Realizar la comparacién- estadistica del método
espectrofotométrico con respecto al desarrollado por CLAR.




[EBTY PR

v. HIPOTESIS :

- Al realizar el estudio comparativo del método
espectrofotométrico con respecto. al de CLAR, . se determinard
que . tan equiparables resultan ambos métodos vy ademas dependiendo
d= "las necesidades y recursos del laboratorio-seleccionar el que

. mas le converiga a éste, para la cuantificacidén del clorhidrsato - de
-‘trihexifenidilo en tabletas.

39
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DETERMINACION DE CLORHIDRATO DE TRIHEXI?ENIDILO POR CLAR.

VI. MATERIAL, EQUIPC Y REACTIVOS.

A. - MATERIAL

- Matraces vclumetricos 10. y 100 ml

- Pipetas volumétricas 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 ml
- Viales para cromatégrafo 4.0 ml

- Matraces erlenmeyer 25 ml

‘- Embudos de filtracidn de vidrio de tallo corto

--Papel filtro ¥Whatman No 42

B, EQUIFO

- = -Cromatografo de liguidos de Alta Resolucidn equipado con:
+ Bomba Waters modelo 510
+ Inyector automitico WISP Waters modelo 712
+ Detector de longitud de onda variable Waters modelo 490
+ Procesador de datos Waters modelo 745

- Columna Micro-Porazsil de 10 micras, 30 cm de longitud por 3.8
mm de dismetro interno. :

- Bsfio de ultrasonido Eguipar modelo B851
- Potenciodmetro Beckman modelo 45

~ Balanza &naliticas Mettler AE-100
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C. REACTIVOS
Metanol - HPLC ) Merck
Metaﬁol RA : Merck
Isopropancl HPLC Merck
Nitfato de Amonio . RA Baker
Hidroxido de Sedio RA ' Buker

Clorhidrato de Ciproheptadina sustancia de referencia

Clorhidrato de Trihexifenidilo sustancia de referencia
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ViI. METODO

SOLUCIONES:

- Fase Mbvil . -3
Metanol:Isopropanol (70:30) con Nitrato de Amonioc 2.5%10 M
pH 7.5

Disolver 25 mg (por cada 100 ml de fase mdvil) de nitrato de
amonio en . 70 ml de metanol, adicionarle 30 ml de isopropanol ¥
1llevar a pH de 7.5 con una solucidn 0.1 M de hidréxido de sodio en

~metanol. Filtrar a través de una membrana para solventes orgénicos
millipore tipo FA 0.2n v desgasificar en el bafio de ultrasonido
durante 5 min.

- Soluéibn de Estdndar Interno

Pesar con exactitud alrededor de 5.5 mg de Clorhidrato de
Ciproheptadina sustancia de referencia y transferir a un matraz
volumétrico de 100 ml, disolver y llevar a volumen con metanol RA
{ concentracién + 55 mcg/ml de Clorhidrato de Ciproheptadina )

- Soluecidn Estandar de Cleorhidrato de Trihexifenidilo

Pezsar con - exactitud alrededor de 20 mg de Clorhidrateo de
Trihexifenidilo esténdar de referencia en un matrasz velumétrico de
10 ml, disolver y llevar a voldmen con metanol. Transferir una
alicuota de 1 ml a un matraz volumétrico de 10 ml, adicionar 0.5
ml de la solucidn de estandar interno y llevar & voladmen con
metanol ( concentracidén x 2.75 mcg/ml de Clorhidrsato de
Ciproheptadina v + 200 mcg/ml de Clorhidrato de Trihexifenidilo)

- Preparacién de la Muestra

. 2 Determinar el peso promedio de 20 tabletas, pulverizarlas y
homogenizar en un mortero. Pesar el eguivalente:a 2 mg de
Clorhidrato ' de Trihexifenidile vy transferir - a un matraz
volumétrico de 10 ml, adicionar una alicuota de 0.5 ml del
estandar interno, agregar 6 ml de metancl y ponerlo en el bafio de

“ultrasconido durante 5 min, llevar a voltimen con metanol y filtrar

.. &  través de papel whatman No 42 en un matraz erlenmeyer de 25 ml
( concentracidén * 2.75 mcg/ml de Clorhidrato de Ciproheptadina y *
200 meg/ml de Clorhicdrato de Trihexifenidilo )

Transferir a los viales de inyveccidn las soluciones esténdar
. ¥ las muestras, inyectando alternadamente al cromatografo de
liquidos bajo las siguientes condiciones:




FASE MOVIL
LORGITUD DE

ONDA

SENSIBILIDAD

VOLUMER DE INYECCION
VELOCIDAD DE FLUJO
VELOCIDAD DE CARTA

ATENUACION

mg de Clorhidrato de
Trihexifenidilo

43

Metanol:lsopropgpol (70:30) con nitrato
de amonio 2.5%10°M, pH 7.5
254 nm

1.0 mi/min
0.25 cm/min
32

CALCULOS

AREA DE TRIBEXIFENIDILO EN SOLUCION ESTANDAR

AREA DE CIPROHEPTADINA EN SOLUCION ESTANDAR

AREA DE TRIHEXIFENIDILO EN SOLUCION DE LA MUESTRA

AREA DE CIPROHEPTADINA EN SOLUCION DE LA MUESTRA

Tableta’

Donde:

ARmta
ARsr

-Pst

Fmta
Pp

wnsnu

Area
Area
Pesa
Peso
Peso

relativa de la muestra
relativa del estandar
del estandar (mg)
de la muestra (mg)

. promedio (mg)
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VIII. RESULTADOS

VALIDACION DEL METODO POR CLAR
LINEALIDAD DEL SISTEMA

Para ~evsliuar 1la linealidad del sistema de medicidn se
“efectub una curva  de calibracidén de una misma solucidn patrdn
contando con 5 niveles diferentes cada una de ellos analizados por
triplicado.

Las concentraciones .empleadas son las mismas que se analizan
en - la 1lineslidad del método. Con esto se obtuvieron los
siguientes parimetros: .

r' =-0.99911
r* = 0.9982

m . = 0. 89995,
b = 2.06%107°

Por lo tanto la ecuscién que describe 1la linealidad del
sistema de mediciédn es la siguiente:

-3
Y = 2.06%10. + 0,89998X

Para 'la evaluacidn de Exactitud y Linealidad del Método se
analizarédn - 20 muestras que representaban los porcentajes . de L
0; 80,  100-.y . 120%- por sextuplicado, +tomando  come . 100% la'j
s -eoncentracidn | final ‘de’ 200  tcg/ml. Los resultados obtenidos
....faerén los siguientes: . : Do



TABLA No. 1 Resultados obtenidos para la evaluacidn de Exactitud

¥ Linealidad del método.

§ mg adicionados § mg recuperados 1 X de recobro 1
1 0.8 I 0.8031 1 100.38 1
I 0.8 I 0.7956 I 99.45 1
1 0.8 I 0.8084 I 101.06 I
I 0.8 I 0.8011 I 100:.14 I
I 0.8 I 0.7987 I 89.84 1
I 0.8 1 0.8016 1 100.20 1
T 1.2 I 1.1954 I gg.62 I
I 1.2 I 1.2008 I 100.08 I
o1 1.2 I 1.2072 I 100.60 I
I 1.2 1 1.1986 1 99.89 I
I 1.2 I 1.2009 1 100.08 I
1 1.2 I 1.2038 1 100.32 1
1 1.6 I 1.6048 I 100.30 I
I i.6 I 1.6096 1 100.60 1
T 1.6 I 1.6254 1 101.59 I
-1 1.6 1 1.6148 I 100.83 1
I 1.6 I 1.6123 I 100.77 1
I 1.6 I 1.5929 1 89.56 I
1 2.0 1 2.0028 1 100.13 I
I 2.0 1 2.0020 I 100.10 I
I 2.0 1 1.9908 1 98.54 I
1 2.0 I 1.8988 I 99.94 I
I 2.0 I 1.9882 1 998.86 1
I. 2.0 I 2.0086 I 100.33 1
I 2.4 I 2.3580 1 g8.25 I
1 2.4 I 2.3829 1 99.29 I
T 2.4 I 2.3964 I 99.85 1
1 2.4 1 2.4002 1 100.01 1
I 2.4 I 2.4081 1 100.34 1
I 2.4 I 2.4429 1 101.78 I
EXACTITUD
n = 30 Ho /U. = 100%
DE = 0.6826 : Mo
%v =.100.20 Ha: M. 7 100%

0.68%
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100.20 - 100
tcale = @ --meeo-—-e---oooo oo = 1.64
0.6828 s { 30

=+ 2.045

t
(29g1;0.05)
Area de Aceptacidn :
- i - 2.045 <1.64 <2.045

) Inte_i'valo de 'Ccmfi anzat

. 0.6826
100.20 = (2.045) =~=—c--e-- < 100 ¢ 100.20 + (2.045) --zz==c=-
J 30 R

89.9451 < 100 < 100.4548

LINEALIDAD DEL METODO

" DATOS DE Y DATOS DE X

2% = 86.6740 ‘ex® = s6. 4

EY " = '48.0644 . aX .= 48.

DE . = 0.5744. ) .DE = 0. 5'753
.Y = -1.8021 . - X = 1:8
2XY = 86.4842 -- CE(Xi-X)=9.6

‘V-Calculpxdel Coeficiente de Correlacidn:
so (86.4842) - 48.0 .(48.0644) ;

30 (66 4) - (48.0) 30 (86.5T740) - (48.0644)
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r = 0.99972
r*= 0.99%44

‘.T Cédlcule de la Ordenada al Origen:
(48.0644) (86.4) - (456.0) (£6.4842)
30 (86.4) - (48.0)

- Ctlculeo de la Pendiente:

20 (86.4842) - (48.0) (48.0644)

30 (B6.4) - (48.0)

- Cidlculo del Ervor Estindar de Regresién:

30

Sy/x
“Sy/% = 0.01332

; - Cslcule del Error Esténdsr de Regresidém Estimado:

* (0,01332) = 0.01379

N
Sy/x =



 INFERENCIAS:
a) Ordenada al Origen:
Ho: b =B
Po
Ha: b £ B

5.2746%10°° - 0
tcalc =

0.01379

30 (9.6)

ttab = + 2.048

Area de Aceptacion:
-2.048 < 0.6982 < 2.048

Interyalo de Confianza:

0 < 5.2746%10

. -3
5.27¥10 - 2.048 (0.1379)

0.1378) Joeoolioll

- 0.0102 < 0 < ‘0.0207

b): Pendiente:

He:' m =M
Ha: m % M

+

’ 48'

2.048




(0.998045 - 1) 0.5753 { 29
teale = mtmeem e mee o c=
: 0.01379

t =+ 2.048
tab

Area de Aceptacién:

- 2.048 < - 0.43%4 < 2.048

Intervaloc de Confisnza:

0.¢

- - 0.01378
9980 - (2.048) --r=--=m---~ <1 < 0.9880 + (2,.048)

6.5753 {28

0.9889 < 1 < 1.0072

Y = 5.27%10° + 0.9980X

0.0137

0.5753

. Pof'lo tanto la ecuacion que rige sl método es:

2]

ves

. 49
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" FRECISION

' ’a) ' REPRODUCIBILIDAD

D -
. 1
1
A
) 2
s
n-= 312
X = 10¢.22
CV.= 1,32%

1 2
88.17 100.37
101.72 2g, 37
g8. 93 1062.08
1Q1.57 a8.27
160.24 98.75

101.39 . 98.26

TABLA DE ANADEVA

.1 'FUENTE DE

. "VARIACION

GRADOS DE I SUMA DE-1 MEDIA DE I Feale 1 Ftab I
LIBERTAD I CUADRADOSI CUADRADOSI 1 I

1 1 00,9219 1 0.9213 10.29 I 18,511
1 : 1 1 . I I

2 I 6.3203. 1 63.1802 1 2.07 § 4.4 §
T 1

8 I 1z2.209 1 1.5261 I I I
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ESPECIFICIDAD

_'Para evaluar la especificidad del método se sometid materia
prima, formulacidn y placebo a las siguientes condiciones:

§; MUESTRA 1 CONDICIONES I TIENPO DE %
- I I

EXPOSICION
I Materis prima I Luz I 30 I
I - Formulacién 1 I I
I Placebo I Solar I dias 1
1. Materia prima 1 Lusz 1 30 I
‘I Formulacidn 1 1 1
I FPlacebo 1 u. v. 1 dias 1
I  Materia prima I Tﬂmperatura I 30 I
I Formulacidén I 1 1
I Placebo 1 { 80 C) I dias 1
I Materia prima 1 Acidas I 5 horas 1
1 Formulacién . 1 I 2 horas I
I Placebo I Reflujo 1 5 horas 1
I Materia prima I Basicas I 5 horas I
1 - Formulacidn I I 2 horas 1
.I. Placebo I Reflujo I 5 horas 1
I Materia prima I 1 § horas 1
I Formulacidn 1 Oxidacidén I 2 heras 1
I Placebo 1 1 5 horas 1

. Las ‘muestras obtenidas d¢ las degradaciones s& - analizardn
utili-ando 2 métodos de cromuatografla que fuerdn: por caspaé fina 'y
‘de ~alta - resolucién. . Los restltados  obtenidos se - muestran a
vcontinuacion:< - ' T
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A) Cromatagrafia de Alta Resolucidn

Fl método utilizado fué el mismo ya descrito para la validacién.

I Materia prima
I Formulacidn
I Placebo

I Materia prima
I Formulacidn
I Placebo

IPolve blancol
- amarillo I

IPolvao blancol
I " amarilio 1
I - M

I Materia prima
I Formulacién
I Placebo

Ipoclvo crema I
I " crema I
I pclvo cafe I

I Materia prima
1 Formulacidn
I Placebo

Acidas

Reflujo

1 Sol transp.l
I c/ppl
1 “ a1

I Materia prima
I -Formulacién
I Placebo

Basicas

Reflujo

IScl transp. I
e/ppl
"I

I Materia prima
I Formulacidn
I Placebo

Oxidacién
Reflujo

ISol transp. 1

c/ppl
"I

I

7 I
I
21
8 1
49 I
3 I
9 I
15 1
4 I
10 I
16 I
5 I
11 I
17 T
6 I
1z I
18 I

A’ continuzcidn se muestran los cromatoaramas obtenidcs para

&stas muestrss:
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CROMATOGRAMA A

Cromatograma obtenido para la Muestra Estandar de
Clorhidrato -de Trihexifcnidilo a condiciones nomales.

2
EN




2. 4'-3
9.60

ER ©

. 28

CROMATOGRAMA - B

Cromatograma obtenido para la muestra de la formuldcion del -

o Clorhidr.to de Trihexifenidilo en condiciones normales,:



TAT 32

3420

T

ER @

CROMATOGRAMA C

Cromatogranma. 6btenido éara la Muestra del placebo de la -

“-formulacion del Clorhidrato de Trihexifenidilo en- condicioneu
: noxnnles.
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FIGURA No. 1
Cromatograma de la
.- degradacion de materia
prima por luz Solar.

e

FIGURA No. 2
Cromatograma de la
.degradacitn de materia
‘prima por luz U.V. N
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FIGURA No. 3
Cromatograma de la
degradacidon de matexia
prima témperatura 80 C.

L1 + I

'
)
'

FIGURA No. 4
Cromatograma que muestra
la degradacidn de materia
§x1ma en condiciones &ci-

as. : -
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FIGURA No. 5
Cromatograma que muestra
la degradacion de materia

prima en condicicnes bAsi-

cas.

3ead

FIGURA No. [

Cromatograma que muestra’

la degracidn de materia
prima en. condiclones de
oxidacién.

59
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" FIGURA No. ' 7 .
Cromatograma que muestra
la degradacién de l1la for-
mulacidn con luz Solar.

FIGURA No. &8
Cromatograma&a que muestra
la degradacion de la for-
mulacién con luz U.V.

6¢
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.. FIGURA No. 9
| Cromatograma que muestra
1a degradacién de la for-
mulacién a 80 C.

nversege

T

FIGURA No. 10 i
Cromatograma Que muestra
1a degradacion de la for-
mulacién en condiciones
Acidas. -

61
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© FIGURA No. 11
Cromatograma que muestra
1a degradacidn de la for-

: mulacidén en condicionea
L b‘sicas.

Y

3,56

a2

.

FIGURA No. 12

. Cromatograma que muestra

la degradacién de la for-
mulaciin en condiciones de
oxidacidn,



FIGURA No. 13
Cromatograma que muestra
" el efecto de la Laz
Solar en.al placebo.

FIGURA No. 14 .
Cromatograma que muestra
- el efecto de la Luz U.V..
en.el placebo. '
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FIGURA No. 1

.. Cromatograma. Que muestra
el efects ‘del

- tewmperatura en el
-Placebo. -

W
e

)

la

(7]

B ] |
I
_ 5
Nl

FIGURA No. 16 o
Cromatograma qQue: muottrn
el efecto del  medlo
acido on ¢l Placedo.



FIGURA No. 17
. Cromatograma- que muestra
.. el efecto del medio
- basico en el placebo.

lp

.FIGURA No. 18
Cromatograma que muestra
el efecto de oxidaciOn en
el placebo.

§5
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B) Cromatografia en Cspa Fina

El método de cromatografia en capa fina se realizé en:

~ Cromatoplacas de silicagel 60F 254 de 20 x 20 cm,
. espesoy de la capa 0.2 mm

Eluente: Cloroformo:Metanol (80:10)

Volamen de aplicacidén: 10 mel

Concentracién de la muestra: 600 mcg/ml

Revelador: Jodo

Se obtuvieron en la cromatoplaca manchas correspondientes al
Clortidrato de Trihexifenidilo con un Rf de 0.63. En la mayvoris de
las muestras se¢ pPresentaba una mancha en el sitio de aplicacidn vy
solo para  las muestras sometidas a condiciones de oxidacidn se
- presentaba una muy ligera mancha de degradacién superior al Rf de
la mancha principal.

Para asegurar que no existlia algin compuesto de Gegradacidn
que pudiera interferir con el analisis del +trihexifenidilo, se
realizd otra cormatografia en cupa f£ina con una cromatoplaca de
mayor espesor (0.25mm) y tomande en cuenta el Rf obtenido en las
cromatoplacas . anteriores se raspardn por separado las manchas
principales gque comtenian al trihexifenidilo y el resto de la
silica de cada carril en donde ce encuentran los compuestos de
degradaciédn de una de las muestras, se reconstituyeron en metanol

nuevamente y se inyectaron al sistema cromatografico.

. . Los cromatogramas mas representativos se presentan a
continuacibn' -
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L
J -
E - . FIGURA No. 19
Cromatogramas obtenidos a partir de una muestra de materia
< prima degradada en condiciones Acidas. En la parte izguierda

ge. localiza la mancha principal que contiens al

trihexifenidilo - ¥y 1a parte derecha representa el resto de
sllica gel.’

I
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FIGURA No 20

e Cronntou"nmu obtenidos a partir de una muestra de. materia

prima sometidas a condiciones basicas. En la parte izquierda

se - encuentra la . mancha principal que contiene al.
trihexifenidilo 'y en la parte derecha se encuentran al resto -
de la silica gel. . K ) :
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| Jum—

T s

4.4
e FRLA.

o ) FIGURA No. 21 .
Cromatogramas que representan & una muestra de materia prima
sometida a condiciones de oxidacion. En la parte derecha se
localiza el -trihexifenidilo que  pertenece a la mancha
- principal.- El 1a parte derecha se pueden encontrar al resto de
" los degradantes. :
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FIGURA No 22

.Cromatogramas que se obtuvieron para .una muestra de
foraulacion sometida a condiciones &cidas, En la parte
izquierda se localiza el trihexifenidilo que se encontraba en

la mancha principal. En la Parte derecha repreésenta al resto de
‘108 degradantes. L
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FIGURA No. 24 : -
Cromatogramas Que se obtuvieron de una muestra de ‘la
formulacién sometida a condiciones de oxidacidn. En
la parte izquierda se localiza al trihexifenidile Que se
encontraba en la mancha principal y en la derecha el resto
de los degradantes. '

~1
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FIGURA No. 23
'Cromatogr:mal que representan una muestra de la
-formulacion sometida a condiciones basicas. En

: 1la
parte  izquierda se localiza el pico de trihexifenidilo
Que contenia la mancha principal de la cromatoplaca y la
parte derecha representa al resto de degradantes.

71
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VALIDACION DEL METODO ANLITICO POR FORMACION DE PAR IONICO PARA
CUANTIFICAR CLORBIDRATO DE TRIBEXIFENIDILO EN TABLETAS.

A continuvacidn se muestra la validacidn del método analitico
que se emplea en los analisis rutinarios de Contrel de Calidad
en el que come sSe explicd anteriormente dentro del planteamiento
del problema es una técnica gue se basa en la formacidn
estequiométrica de un complejo par-idnico.

Para 1la evaluacidn de exactitud, precisidn y linealidsd se
snalicardn 15 musstras, los porcentajes que se utilizardn para  la
evaluacidn.  fuerdn: 80, 80, 100, 110 y 120% tomande como 100%. la
ccncentracion final de 5.5 mcg/ml. Se pesaron diferentes
* cantidadeas de ' clorhidrato de trihexifenidilc y se hicieron las
mismas diluciones para todas las muestras’ para obtener los
porcentajes antes mencionados.

EXACTITUD
X =.100.28 Ho: M = 100%
DE = 1.75 Ha: P # 100%
n = 15
. tcale = 0.619
ttab = + 2.145
_ PRECISION
‘Xeale = 19.055 . Ho: = 1.5%
Xtab = 23.8685 . . Ha: > 1.5%



LINEALIDAD DEL METODO

m- = 1.0074
b = -0.254
r = 00,9994
r% = 0.93889

i) Inferencias de la Ordenada al Origen (bo)

t = -0,0395 Ho: b =B
cal

t =+ 2,142
tab Ha:s bt B

ii) Inferencizs de la Pendiente .(mo)

t = 0.0649 Ho: m= M
cal .

t = &+ 2.142 Ha: mAM
tab

Por lo tanto la ecuacitn gue describe el método es la siguiente:

Y= -0.25 + 1.0074X



" GRAFICA DE LINEALIDAD PARA EL
'CLORHIDRATO DE TRIHEXIFENIDILO

oF mg recuparados

601t

60}

40 ‘ L _ — L —
40 : 80 60 70 -

mg adicionados -

| METODO POR FORMAGION DE PAR IONlOO S

g



Comparacién Estadistica de los dos métodos

Para evaluar si ambos métodos analiticos que sirven para
determinar  clorhidrato de trihexifenidilo en una formulacién de
tsbletas de 5 mg, son estadisiicamente egquivalentes se compararon
los resultades obtenidos en ambos métodos:

Método No. 1:  Formacién Par-idnico
Método No. 2: Cromutografia Ligquida de Alta Resolucidn

REPETIRILIDAD

.a).r

b).

c). Estadigrafo de contraste

o

DE

Fcale =

DE 10.6826)°

3 ot

d).. Regidn critica bilateral a nivel de significancia 0.025.
Fesle > F - == (n -1,n ~1) ¥y  Feale < F = ; .(n -1,n =1)’
B 12 1 2 2 2. 1

S . = 2.078" ¥y cecmememcam-- = 0.4932
CU(0.875Y; (14, 29) F
Sl 8 , , (0.025):(29,14)




tanto se rechaza Ho,
repetibilidad.

- giendo : 0.4932 < 6.57
indicando que los métodoz no tienen la misma

EXACTITUD

Se  selecciona el método II,

la repetibilidad.

a).

b)

. )

Tabla de Comparacién:

> 2.0275,

por 1lo

ya que fue rechazada HBo de

1 VARIABLES I METODO No. 1

I n 1 15
1 X 1 100.28
I DE I 75

METCODO No.

Contraste de Hipdesis:

Ho: =
© pl ﬁ2

B AP,

Estadigrafo de Contraste:

( 100.28 -~ 100.20 )

" tcalc = 0.1706

: 1 2
LeBlS F o essemmeooer oo oo
pE* DE
1
_____ 4 me———e
n n
1 2

77
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d) Regién Critica Bilatersl a nivel de significancia 0.035 ¥ con
los siguientes grados de libertad:

[ oe? S
1 2 2
-------- 4 momee-- (1.75 ) (0.6826)
n S T e ettt
. 1 2 15 .30 .
g1l = wr=-ms-—-m--e—ee--oo-Te- B i R UT S DL D g = 2=
oL % 2 {pg 2 T2 ¢ 1.75 )"“»[(o.eaze)a ]‘Z
1 - N R ahiainttad B Eiahettiataiatel
———————————————— 15 30
n n ] mmomesssessT 4 eeomo—coeooo-
1 2 4 16 31
----------- H e e
n +1 n +2
1 2
€l = 82.077 Se aproxima a 60
teale <t -{?- , 60 v tecale > ¢ ===, €0
g %
% = '+ 2,000
(0.975),60 -
Siendo: - '2.000 < 0.1706 < + 2.000

lo° tanto se acepta Ho, que indica que no existe
diferencia significativa entre la exactitud de ambos métodos.

LINEALIDAD

1 n 1 15 1 30 1
1 b 1 - 0.25 1 5,27%10 1
I m I 1.0074 I 0.9980 I
1 C Byrx 1 1.1243 1 0.01379 1
1 (=X=) 1 46282.5 I 86.4 1
1 X 1 825 I a8 I

e = e ALt e s o T R 00T L 08 il
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b)  Contraste de Hipbtesis:

Ho: m=m

c). Estadlgrafo de Contraste:

m - m
: . 1 2
tealec =  meste s ee s e s e e — e s o oo
¥
1 1
------------- # mmemm——ees———g
(zx (£X )
Sy/u(1) + Sy/x(2) (Jaxt-  ooectooe b S
1 n 2 n
- 1 2
‘con gl =(n-2)+(n -2)
1 2
) 1.0074 - 0.9950
doale = mmemre—mme e c e m e m e — e —mm oo m e
) 1 1
(1.1243 + 0.01379) | =—----m-mmem-oln 4 ommmeeimee oo
(525,; taey*
46282 - --—----- e
i5 30
‘téale = . G.02608

d) ‘Bégibh Criticsa Bilateralha Nivel de Sigrificancia 0.025

V S -
tcole < r y tcal . > t - e
2 1 2

- 2.021 < 0.02608 < + 2.021

Por 1lo taunto se scepta Ho, indicande gue no hay . diferencia

o sisniticativa entre las rectas de regresidn.

R ESTA TESIS M5 ‘am
L SAUR TE LA iBLIBTER.




IX. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

1. La Evaluacién estadistica de la técnica desarrocllada por
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidn, demostrd ser

exacta, precisa, reproducidle y 1lineal en el rangeo de
concentraciones ensayadas

2. Especificidad

- El método desarrollado por CLAR, al igual que la técnica
de Formacién de Par 1lénico, mostrd ser capas de separar,
identificar v cuantificar &l Clorhidrato de Trihexifenidilo sin
quelilos ‘dembs componentes de la formulucién interfieran con - el’
andlisis. '

- Con respecto & las condiciones de degradacidn uceleradass
ze puede observar que con Luz Solar, Luz U.V. y Temperatura no se
encontraron cantidades significativas de los productoes de
degradacidn, Por lo que entonces para forcar a la formulacionm,
materia prima y excipientes a la produccidn de grandes cauntidades
de productos de degradacidén fue necesario trabajar en condiciones
exageradamente severas come son hidrélisis  &cida, hidrolisis
basica y oxidacidén; en lus cuales a través de los porcentajes  de
recobro ¥y cromatogramas se observa. la produccidn de grandes
cantidades de degradantes &si como la buena resolucidn que ellos
presentan con respecto al principio sctivo, perc en el medic de
oxidacidn se observa gue uno de los productos de degradacidn
formado llega & intexrferir con la respuesta del estiandar interno,
sin- embargo hay gue tomar en cuenta gue esta fue una condicidn
que . se * forsd demasiado ¥y qQue dificilmente podra llegar a
alcanzarse en los estudios de estabilidad de la formulaciémn.

Con - la ayuda del razpado de las manchas pPrincipales
.(principio activo) y degradantes obtenidos en la cromatografia de
capa fina e inyeccidn posterior al cromatégrafo se demostrd que no
existiy interferencig alguna de los degradantes con ¢l activo. Con
lo gque se aspoya la especificidad del método,

3. . De los resultados obtenidcs por la comparacidn  estadistica
de ‘loz métodos, se ¢bgerva que exizte una diferencia significativa
entre ambos métodos, esto es cobvio ya gue €l método por CLAR
prezenta mucha menor variabilidsad en sus datos que el método por
formacidn de par idnico. Sin embargo en el resto de los pardmetros
no -hay diferencias entre los métcdos per lo que s=e puede
considerar que son estadisticamente equivalentes paro con
repetibilidad diferentes.
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X. CONCLUSIONES

En baze a 1los resultados y discusién de los mismos cbtenidos

se puede concluir lo siguiente:

Ambos métodas sirven para cusntificar el Clorhidrzto de
Trihexifenidilo rutinariamente en los analisiz de Control de
Calidad.

E1l método desarrcllado por Cromatografia de Liéuidos de Alta
Presidn es Exacto, Preciso, Lineal, Reproducible ¥y

‘Espmcifico.

Loz dos métodos son estadisticamente equivalentes por 1o que
podran ser usadoz indistintamernte.

El método desarrcllado por CLAR Presenta ciertas ventajas
con recpecto al de formacidén de ‘par idnico como:
tiempos de andlisis cortos, sencillezc y facilidad de 1la
téenics,  mayor rapidez  de prepuracidn de 1las muestras,
menor cantidad de reactivas empleados, y menor manipulacidén
de la muestra. Sin embargo el uso de una u otra técnica
dependerd de las fuentes y recursos con las que disponga el
labeoratoric para analizar dicho compuesto.

Por todo lo anterior y de acuerdo a . los  objstivos
rlanteados es claro establecer que estos se cumplieron.
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