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JNTROOUCCION 

Et hombre ha buscado durante toda su historia agentes para co~ 

trolar los efectos de la tensión, la ansiedad y otros trastor -

nos de este lipa.Muchos de estos esfuerzos han llevado al uso 

de ~gentes claslficados a menudo como sedantes.El más usado de 

ellos es tambi4n de los más antiguos,el etanol. 

En el siglo pasado se introdujeron en la práctica m6dica,como­

scdantcs,las sales de bromuro y los barbit6ricos junto con corn 

puestos de erecto similar al alcohol,como el paraldehido y el­

hidrato de cloral. 

Al llegar la década de 1930 se hizo evidente que los bromuros­

tenian efectos t6xicos acumulativos sobre el sistema nervioso­

centrat (SNC).Ya nct11almentc ha desaparecido su uso en la prac 

tica médica. 

En las primeras décadas de este siglo los barbitúricos siguie­

ron siendo los principales agentes ansiolíticos,pcro hacia 

1950 comenz6 ha preocupar su tendoncia a inducir tolerancia se 

q\1lda a veces do dependencia física y reacciones potencialmen­

te letales duranle el retiro.Estos problemas influyeron mucho, 

tanto en la actitud de los m&dicos como en la actitud popular­

frente a los sedantes y asi se estimu16 la búsqueda de otros -

agentes que no presentaran los problemas mencionados. 

Una parte de este esfuerzo condujo al estudio de derivados de­

polialcoholcs atifáticos,uno de cuales, la mcfenesina (derivado 



o-metil fenólico del propanotriol),mostró propiedades tanto de 

relajación muscular como sedantes.El problema que presentaba -

este fármaco consistía en que su acción era demasiado breve. 

La síntesis de compuestos relacionados llevaron directamente a 

la introducción de los carbamatos de propanediol (meprobamato) 

a principios de la década de 1950.Durante este período también 

surgieron otros productos relacionados con los barbitúricos -­

o derivados de alcoholes superiores. 

Durante toda la década de 1950,pese a ta enorme popularidad de 

algunos de estos compuestos como sedantes diurnos o como hipn§ 

ticos se tuvo una conciencia cada vez mayor de que compartían­

muchas de las propiedades indeseables de los barbitúricos,in-­

cluyendo una separación difusa entre sus efectos ansiolíticos-

útiles un efecto sedante excesivo además de su notable ten--

dcncia a causar dependencia física y severa intoxicación aguda 

por sobredosis. 

Esto abrió et camino a tas investigaciones que condujeron al -

desct1brimiento del clordiazepóxido a fines de la d~cada de 1950 

y la introducción de más de una docena de compuestos semejan-­

tes a ta benzodiazepina. 

En los ultimas años,el clordiazepóxido y el diazepam han sido­

los más importantes en términos del número de prescripciones -

entre todos los fármacos con este tipo de actividad que se han 

usado,es decir,esta clase de sedantes 11a llegado a dominar el­

el mercado y la práctica médica. 



La maforía dé las benzodiazepinas que han llegado al mercado -

fueron seleccionadas por su gran potencial ansiolítico y su p~ 

ca potencia como depresores generales de las funciones del SNC. 

su extraordinaria popularidad en clínica médica se debe en 

gran parte a que alivian los síntomas de ansiedad con una in -

tcrfcrcncia mínima en la función cognocitiva o la vigilia.sin­

embargo todas las benzodiazepinas poseen,en diversas medidas -

propiedades hipnosedantes que se aprovechan mucho en clínica 

en particular para facilitar el sueño. 

Por su capacidad tan escasa para ocasionar ñepresión fatal del 

SNC,las benzodiazepinas han desplazado en gran parte a los bar 

bitóricos como agentes hipnosedantes. 

Un fármaco sedante disminuye la actividad,modera la excitación 

y calma a su receptor.Un fármaco hipnótico produce somnolencia 

y facilita la iniciación y el mantenimiento de un estado de -­

sueño que se asemeja al sueño natural en sus características -

electroencefalográficas y del que es fácil despertar al pacie~ 

te el efecto se llama a veces hipnosis,pero el suefio inducido-

con fármacos hipnóticos no se parece al estado pasivo artif i -

cialmcnte inducido de sugestionabilidad que también se llama -

hipnósis. (1) 



GENERALIDADES 

DENZODIAZEPINAS.Dada ln enorme popularidad actual de las benz~ 

diazepinas en general y de manera particular la del Diazepam, 

en este trabajo se presenta una pequeña monografía de este tár 

maco,dando primordial importancia a los m&todos de análisis --

más usados para s11 ~uterminaci6n en las presentaciones farma-

céuticas más usadas. 

Actualmente para el tratamiento de la ansiedad se recomiendan 

ocho derivados de la benzodiazcpina. 

Por orden de introducción son:clordiazopóxido,diazepam,oxaze -

pam,clorazP.pnto,1orazepam,prazcpam,alprazolam y holazepam. 

Aunque so 11~an comunmente para tratar la ansiedad tienen otras 

indicaciones terapóuticas,en particular como sedantes y para 

inducir el sueño. 

Aunque a otras benzodiazepina~ se les menciona destacando los 

afectos sedantes o hipnóticos,las diferencias entre ellas y 

las ocho recomendadas para la ansiedad son insignificantes en 

algunos casos. 

El término benzodiazepina alude a la porción de la estructura 

constituida por un anillo benc&nico (A) fusionado con u~ ani -

llo diazepínico (B) de siete miembros (Fig.l). 

Sin embargo en vista de que todas ias benzodiazepinas importa~ 

tes contienan un sustituyente ari1o en la posición 5 del ani -

llo,el término ha venido a significar 5-aril-1,4-benzodiazepi-

na. (!) 



DENZODIAZEPINAS: Nombres y estructuras 

~ 
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( Fig. 1 ) 
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FARMACOLOGIA 

Pro?iedndes Farmacológicas de las Benzodiazepinas 

Aunque las benzodiazepinan que se usan en clínica ejercen efec 

tos cualitativamente similares,cxisten diferencias cuantitati­

vas importantes en sus espectros farmacodinámicos y on sus pr~ 

piedades farmacocin6ticas que han conducido a distintas modali 

dados de aplicación terap6utica. 

En la actualidad hay motivos para creer que eJ~isten diversos -

mecanismos de acción que contribuyen en grado variable a prod~ 

cir los efectos hip11osedantes,ro1ajantes musculares,ansiolíti-

cos y anticonvulsivos de las benzodiazepinas. 

Las benzodiazepinas tienen efecto sobre el sistema nervioso --

central (SNC). 

En el hombre y otros mamíferos producen los siguientes efectos: 

sedanto,hipn6tico,ansiolítico,re1ajante muscular y anticonvuls! 

vo. 

Unicamcntc dos de los efectos de estos fármacos se deben a ac -

clones sobre los tejidos periféricos: la vasodilatación corona­

ria, que so obGcrva después de la administración intravenosa de 

dosis terapéuticaa de ciertas benzodiazepinas,y el bloqueo 

nouromuGcular con dosis muy altas. 

Aunque laa bcnzodiazcpinas afectan la actividad en todos los ni 

veles del ncurocje,algunos estructuras estan afectadas en grado 



mucho mayor que otras.-Adc~á·s~alg~i:-iOs~··~·,~~~C?tO~·:'aé ·1as fármacos -

son indirectos.Todas lüS· berizodia~epfnaS_,-ti~nen el 'mismo par -

fi t farmacolÓgico,e:ccepto ·1aa -_ef~~·t~:~·>~-~:~ic"~nvu-l~ivos y posi -

blcmente analgénicos de sus ·gru~~~;; :~·~,~~t~~·~:~-:í~·s.~-~n-- embargo hay 
. ,:,.-,'.''': -.-.·,' 

arnndcs diferencias ele sclcc~~:vtcl~c<.~n.t_~-~-:_1,0~ fármacos y la --

utilidad clínica de las bonzodiazepi~as·'-in~ividualcs varía tam 

bién considerablemente. 

El efecto farmacológico de un fármaco determinado varía marca-

damente si es en el ser humano o en algunos animales,cuando se 

han llevado ü caho ciertos experimentos. 

En algunas personas,cl sujeto puede est~r alerta antes de que-

aparezcan pr11cbas ric aepresión del SNC.Las nitrohenzodiazepi -

nas inducen hipcrnctividad en ratones, ratas y monos,pcro no en 

ln mayoría de las demás especies nnimales;cl flurazepam causa-

convulsiones unicnmcntc en los gatos. 

En nt ltombre,nl ntimentnr la dosis de benzodiazcpina,la activi-

dad sedante llega a la hipnosis y ~sta al estupor,como puedo -

esperarse de un ~opresivo general ac1 SNC. (1) 



1.-ABSORCION,DESTINO y EXCRECION. 

El clordiazepóxido,oxazepam,lorazepam,alprozolam y halazepam -

se absorben con relativa lentitud cuando se administran por -­

vía oral,y las concentraciones plasmáticas máximas pueden al -

canzarse sólo después de varias horas.El diazepam es una de --

las benzodiazepinas de absorción más rápida,y alcanza su con -

centración máxima aproximadamente en una hora en adultos,y só-

lo de 15 a 30 minutos en niños. 

La mayoría de las bcnzodiazepinas se fijan en gran medida a -­

las proteínas plasmáticas (85 a 95% ) y este factor limita la­

eficacia de la diálisis en el tratamiento del envenenamiento -

agudo. 

La mayoría de las benzodiazepinas se excretan casi con exclusi 

vidad por la orina como metabolitos oxidados y glucuronados. 

( 1) ( 2) 

2. -DISTRIBUCION Y BIOTRllNSFORMACION. 

Después de la administración intravenosa el diazcpam se distri 

buye en la forma típica que corresponde a los agentes muy lipo 

solubles.El diazepam so distribuye con particular rapidez,pues 

posee una vida media ae cerca de 1 hora.La magnitud de la fij~ 

~ión de las benzodiazepinas en las proteínas plasmáticas con -

cuerda con su liposolubilidad y varía desde cerca del 99% para 

el diazepam y un 85% para el clonazepam. (1) (2) 



El mctabolito principal del diazepam,N-dcsmetildiazepam,posee­

más o menos la misma actividad que el fármaco original.Este -­

metabolito se produce mediante la rápida descarboxilación del­

clorazepato después de su ingestión.El diazepam y el N-desme -

tildiazcpam s~ ~idroxilan con lentitud a otros metabolito~ ac­

tivos.La vida media plasmática del diazepam os en promedio de­

l n 2 Cias y la del N-desmetildiazcpam es de unas 60 horas. 

3.-EFECTOS SOORE EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL. 

A;:tltalmente existe una coincidencia general respecto a quo la­

mayoría de las acciones do las bonzodiazepinas se deben a la -

potenciación ele la inhibición neuronal mediada por el ácido --

gammaaminobutlrico (GABA).Corrobora este punto de vista el he-

cho de que las evidencias do la conducta y los estudios olee -

trofisiol6gicos muestran que los efectos de las bcnzodiazepi -

nas se reducen o se evitan tratan~o de antemano a los pacion -

tes con antagonistas del GAnA,o con inhibidores de la síntesis 

del transmisor.Aunq\1e no se puede descartar posibles acciones­

quc conducen a un aumento en la liboraci6n dol GABA se ha pre~ 

tado mucha atención a la capacidad de las bcnzodiazepinas para 

potenciar las acciones del GABA sobre las neuronas de todos --

los niveles. ( 1) ( 2) 



4. -EFECTOS INDESEABT,ES. 

En el momento de alcanzar la concentración plasmática máxima -

dosis hipnóticas de benzodiazepinas pueden causar diversos gr~ 

dos de mareo,laKitud,pro1ongación del tiempo de reacción,falta 

ae coordinación motoru,ataxia,dctcrioro de las funciones ment~ 

les y psicomotoras,dcsorganización del pensamiento,confusión,-

amnesia retrograda,sequcdad bucal y sabor amargo.Todos estos -

efectos deterioran mucho la habilidad para conducir vehículos­

y otras actividades psicomotoras.La interacción con el etanol­

pucde ser especialmente seria. (1) (2) 

5.-REACCIONES TOXICAS Y EFECTOS SECUNDARIOS. 

Los efectos secundarios que pueden esperarse con los depreso -

res del SNC,o sea somnolencia y ataxia,son extensiones de las­

acciones farmacológicas de estos fármacos. 

con el diazepam pueden esperarse efectos ansiolíticos a caneen 

traciones sanguíneas de 300 a 400.,..Ug/ml,y algunos efectos se -

dantes,el deterioro psicomotor comienza con concentraciones si 

mi lares. 

Los efectos colaterales del diazepam y de otras benzodiazepi -

nas son usualmente moderadas e infrecuentes.Somnolencia,dolor-

de cabeza y ataxia son los más comunes y dependen de la dosis. 

( 1) ( 2) 



6. -·ror,ERllNCII\ Y. DEP!lNDENCIA. FISrCll. 

Sólo se _obsél:varon ··~íntorna~ _"import'antes ·ae- abstinCncia,que in­

ducían ~onv~l~i~-~es-;cu·~,nda '._s-e ~·~·mi·-~i.s·~'~aro~ grandes dosis de -

benzodiazepina durante períodos pra·1an9ados y so. Suspend_ía 

bruscamente. t..os síntomas ae abs-tinenci~ C~~-~ec~t.1.-.Vos ~i ~-~-o 
crónico pueden tardar una semilna e-n aparaCCr·,-cJCsaC-- qUe·_-se-'--int_!­

rrumpc de pronto el fármaco a causa de la lar9a yida ·nleaicl y ·­

de la conversión a metabolitos activos. 

Generalmente el síndrome de abstinencia no _se ·prescñt·a ae·s-pués 

de haber administrado las dosin habituales. (1) (2)_ 

7. - IN'PERl\CCION CON OTROS FllRMllCOS. 

Las interacciones de otros fármacos con las IJenzodiazcpinas 

son poco f rect1entcs excepto por un efecto aditivo con otros de 

prcsores del sistema nervioso central. 

En tos grandes Cumadores de cigarrillos puede disminuir la 

efectividad de las dosis habituales de estos fármacos.La capa-

cldnd de las bc!nzodiazepinas de inducir el metabolismo hcp~ti-

ca de otros agentes es mucho menor que la de muchos otros se -

dantcs,cspccialmcnte barbit6ricos. (1) (2) 



e.-usos. 

El diazepam es una henzodiazepina con propiedades de tranquil! 

zante,anticonvulaivo,sedante,musculorclajante. 

Es usado en el tratamiento de ansiedad y estados de tensión,c~ 

mo sedante y premedicación,en el control de espasmos muscula -

res,en el tétanos y en el manejo de los síntomas del retiro --

del alcohol. 

Esto es de valor en pacientes que sufren procesos ortopédicos, 

endoscópicos y problemas cardiacos.Cuando se administra diaze­

pam por vía oral puede ser beneficioso en el tratamiento de al 

~unos pacientes con epilepsia y este es el tratamiento recomen 

dado. ( l) ( 2) 



PROPIEDADES. 

DillZEPllM. 7Cchloro-1;3-dihydro-1-me~hyl-5-phenyl-2H-1,4-benzo­

diazepin-2-one. 

Es t.ructurñ 

Fórmula Molecular Peso Molecular 

284.75 

Otros nombres dol DIAZEPAM en MEXICO. 

Alboral;Ortopsiquc:Valium• 

En combinaci6n. All)oral GD;Ebelcaps:Numcncial;Qual;Dedotex. 

con otros principios activos. 

Punto de Fusión. 131-135 ºe 



Solubilidad. 

Solvente 

Agua 

E ter 

Etanol 

Metano! 

Acetona 

Cloroformo 

Coeficiente de Distribución. 

Solubilidad mg/ml 

.05 

18 

41 

49 

125 

+ de 500 

El coeficiente de distribución del Diazepam entre 1-octanol y 

buffer de fosfatos de PH 7.2 es 382 a temperatura ambiente. 

Constante de Disociación. 

El PK para Diazepam es de 3.4 (6),(B),(9),(10). 



ESPECTROSCOPIA. 

ULTRl\VIOJ,ETl\ 

Espectro de Absorción Ultravioleta 

El Diazepam cm HCl 2 N exhibo una absorción máxima en 242 t1).U. y 

a 287 mp .En n
2

so4 0.1 N oxhibe una absorción máxima en 241 n}U 

<d~m 1402 ),284 n¡u (El~m 700),y 359 l1}U (Ei~m 170). 

El Diazepam rué analizado entre 420 y 210 nm en alcohol acidi-

ficndo,exhibiQndo 3 máximos.Estos fueron localizarlos a 242 + 2 

nm (a•l00),285 ! 2 nm (a•43.7) y 368 ! 2 nrn (a~l4.5). (6)(10) 

0.6 

0.4 

0.2 

D!l\ZEPllM 

(lllo:lnl a:idlfic:Bdo) 

Nanometros 



u 

n 
11 

J r:FJ<A RROJO 

mg/400.mg KBr (6),(10) 

J6B0, 1560, 1480 

7-CHLORO- l, 3-DIHYDRO-l-METHYL-5-PHENYL-211-1,4-llENZODIAZEPIN-2-0NE 

WllVEl[HGTH · MICROH$ 

' ' " 

"""'"""'=-=,~ •• =."'""'~==:<~"""=';,,~ •• ""'""""'~,~ ............ ~"~º=º"""'~.~ ... "'""'"-~ .. ~ •• ¡,¡¡,;¡~ .. ~.~.:..o;;.;.;.¡;,;¡...;;...=,.~.;.:;;.;.,.:..~ •• ;:.;.;;.:.;.¡¡.~~,;;;;;,;;¡;,~ 
.i=.•:;:,:::.~:::• 1:;,°!' _, FREOUENCY ·CM'' 

Source: J. V. Earley, Hoffmann-La Roche lnc., Nutley, N. J. 

SADTLER RESEARCH LllBORllTORIES, INC. 



HESON/\NCI/\ MAGNETIC/\ NU.Cl,El\R:. (RMN) 

El cspc.~tro,'.:.de:d R·-~¡~) :f.ué -~~·~·:··~'.i-~o ~·di~~l v:¡:n_d~- 47, _ mg ~-<!~ estan~­
da r. ~~· ref~rnri~Í:~·:n .o<s ·~;l ~~ c~~13.~sa~do totramotilsilano -

como rcf'f.?rérlCfa/fñt·~··r:·~·ac.- -· ·¿·:_· ·:~~/~ 

_ F.,1 _ ~-~~,-~~~-r?~·~s~:~-f~~~~[;~~~~:~~:'.:~~;y§:_~~;~·i;_~~· ambiente en·: cn~~1 3 ~ ci:os dos 

proton-e_-.;- clei ~~~ti'i_~,n~\~~~-~i~_i·~rc?·n:.'ün CspeCtro J\B -._-. (6) 

Protones 

b 

e 

d 

--·- ·:-. ---

·~-o~spf~~ami~tjt~ __ ou-í_mic~ 

ppm 

3-39 

3.79 ó e 

480 ó b 

7.19-7.72 



CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA. 

Soporte:gel de sílice,capa de 0.25 mm de espesor. 

Fase móvil:Sistcma disolvente de acetato de etilo y n-heptano­

( 1: 1) • 

Solución de la mueatra:Muestra de _diazepam en acetona cante -­

niendo 50 mg/ml . 

Solución de referencia: S Ref. de diazepam en acetona cante -­

niendo 50 mg/ml • 

Solución rcveladora:Yodo platinato de potasio. 

PROCEDIMIENTO. 

En una cromoplaca,por separado se aplican 10.,,Ul de la solución 

de la muestra y lOpl de la solución de referencia.Se dejas~ 

car las aplicaciones y se desarrolla el cromatográma dentro de 

una cámara sin saturar,hasta que el frente de la fase móvil ha 

recorrido cerca de las tres cuartas partes de la longitud de -

la cromatoplaca.Se retira ésta de la cámara de desarrollo,se -

marca el frente del disolvente y se deja evaporar.Se localizan 

las manchas rociando ligeramente con la soluci6n reveladora y 

observando con luz ultravioleta.El diazepam se muestra como 

una mancha morada con un Rf aproximado de 0.3-0.4 {8) 



ME1'0DOS DE l\Nl\LISIS DE Dil\ZEPl\M, 

Cromatografía de Líquidos (HPLC) 

Cromatografía en capa Fina 

En asta s~cci6n se presentan los mótodos de an,lisls de diaze­

pum m6s comunmente usados para su determinación en presentacio 

ncs farmacéuticas,y describiendolos con detalle para las pre -

sentaciones más usuales:Cápsulas,Tabletas,Jnyectables y suspe~ 

sión oral. ( 3) '(4)' ( 5) 



CROMATOGRAFIA LIQUIDA. 

La cromatografía es un proceso para la separación de mezclas -

moleculares por distribución de loa solutos entre dos fases, -

las cuales est6n en contacto de una forma parecida a una con -

tracorriente continua. 

Tipos de Cromatografía Líquida.La naturaleza física de las fa­

ses y los mecanismos de toma de contacto entre ellas,producen­

varios tipos de cromatografía.Mientras que la fase móvil sea -

un lÍquido,la técnica se llama cromatografía líquida (CL). 

Se clasifican de varias maneras los tipos de cromatografía lí­

quida• 

1.-Por el mecanismo.cuando la fase estacionaria es un líquido, 

de manera que el mecanismo de distribución es una partición lÍ 

quido-líquido,la técnica se denomina cromatografía de parti 

ción o cromatografía líquido-líquido (CLL).Cuando la fase esta 

clonarla es un sólido (más propiamente.la interfase entre un -

sólido y un lÍquido),el método es cromatografía de adsorción o 

cromatografía sólido-líquido (CSL).Pueden existir otros meca -

nismos de distribución,tales como cromatografía de intercambio 

iónico y cromatografía de exclusión molecular. 

2.-Por la forma experimental.En la columna cromatográfica,el -

sistema cromatográfico se halla en un tubo cilÍndrico,de vi -­

drio o metal por lo general.La cromatografía plana se efectúa 



en una RUperficie plana.Das formas de la cromatografía plana -

son cromatografía de papel (que por lo general,actúa"~·por. __ un· .. -m!: 

canismo de partici6n) y ~romatografía de capa firia (~CF)¡que ~­

suele ser una forma de cromatografía de adsorción. 

3.-Por la linealidad de las isotermas.En la cromatog"r-afía i-1 --­

neal,cl coeficiente de partici6n o coeficiente de distribudi6n 

es independiente de la concentraci6n,es decir,la isoterma de -

partici6n es lineal sobre el margen de concentración encontra­

do en la ~ona.En la cromatografía no lineal,la isoterma es no­

linenl. 

Cromato~rafía de Partición.En la cromatografía de partici6n -­

ambns fnRCR son lÍquidos,por lo que tambi6n se le denomina ero 

motogrnr[a 1Íquido-J.[q\1ido (CLL).El proceso responsable de la­

rctenci6n es decir.de las diferentes velocidades de desplaza -

miento de las zonas.es una distribución líquido-líquido. 

En el caso de q11c la CLL se efectóe normalmente, la fase esta -

cionarin (fase interna) es la m5s polar de los dos líquidos. 

Esta rano se adsorbe en u11a película muy dclgada,a la superfi­

cie de ltn s61ido rinamente dividido (el soportc).En teoría,el-

ónico papel del soporte en la CLT~ es contener a la fase esta -

clonaría.La fase móvil es un solvente menos polar inmiscible -

con la fane estacionaria.Muy a menudo la fase estacionaria es 

agua o una solución ncuosa y la fase móvil es un solvente org~ 

nico. ( 16)' ( 17)' ( 18) 



Importancia de la Cromatografía Líquida. 

La cromatografía líquida es un método muy adecuado para la se­

paración de mezclas moleculares.Se pueden separar moléculas -­

con pesos moleculares en el intervalo aproximado de 200-2000 • 

La cromatografía líquida es adecuada para sustancias solubles-

en agua. ( 16) ( 17) 



CROMllTOGRllFill EN CllPll·· FIN/\. 

- . -;-. -·"'.-,- ·'-'.·'· ._,: __ 

La croma~og-,r~fía __ -.·d~:c~p~- f(~a e_s una forma de cromatOgrafía de 

adsorci6n'en-'.ln ~ue el absorbente se difunde en llna capa fina­

sobrc u-na Pú:iCu -de vidrio.A nivel comercial hay equipos de ero 

matog·ra·ría en capa fina sobre placa de vidrio. Esta capa Puede-

formarse por extenaión,pulverización,criba u otro método cual-

quiera que produzca una capa de grosor uniforme. 

El aplicador comercial es,en esencia,un deposito bajo el cual-

las placas de vidrio,generalmente de 20 por 20 cm.,se pasan p~ 

ra recibir un revestimiento uniforme de masa adsorbente.El gr~ 

sor habitual de1 una capa t!pic<J P.s de 250 .).J. • 

La atómina y ot gel de silice son los adsorbcntcs mfis utiles. 

El tnmaRo de partícula del adsorbcntc es más pcquefio que ol de 

los materiales de columna,y esta característica de grano fino-

de los adsorbentcs indica la gran sensibilidad de la cromato -

grafía de capa fina (CCF). 

En la CCF,cl revelado se cfcctóa por la tócnica ascendente.Ca~ 

pletado el revolado,se secan las placas al aire antes del exa-

men de las zonns desplazadas.A continuación se revelan las man 

chas por un m6todo físico o químico apropiado.La iluminación -

con luz ultraviolctn está indicada para compuestos fluorescen-

tes. r.os compuestos no fluorescentes se local izan por incorpor~ 

ci6r1 de una sustancia fluorescente a la masa adsorbente.Compl2 

tado el revelado aparecerán las manchas oscurecidas contra un-

fondo fluorcr.cente 



Importancia de la Cromatografía en Capa Fina. 

La principal aplicación de la CCF consiste en detectar e iden-

tificar compuestos en mezclas complejas.La correspondencia de-

los valores de Rf de una especie auténtica y de la sustancia -

desconocida es un criterio de identidad,aunque no una prueba. 

El cromatograma de capa fina es super~or al cromatograma sobre 

papel como medio para reacciones coloreadas,porque muchos reac 

tivos corrosivos,susceptibles de reaccionar con el papel pue-

den aplicarse directamente al revelado de manchas en el croma-

tograma de CCF. 

Una ventaja de la CCF sobre la cromatografía en papel es su ma 

yor sensibilidad,debido al carácter de grano fino de las partí 

culas del ndsorbente comparadas con las fibras del papel.En la 

CCF,la muestra permanece concentrada en una zonu más pequeña y 

por consiguientc,es posible detectar una muestra más pequeña. 

Otra ventaja de la CCF es su rapidez de revelado,que sólo re -

quiere minutos,frentc a horas,para la mayoría de las separaci~ 

nes cro~atográficas sobre papel. (16),(17),(18) 



CUADRO 1 

PRESENTACIONES FARMACEUTÍCAS 'oEl.;'o:ÚÍZEPAM; :' 

PRESENTACIONES . METODOS ¡;¡~A su. CUANTIFICACION 

CAPSULAS a) crómatografía de líquidos 

TABLETAS ~) c~~m~tografía de líquidos 

b) Cromatografía en capa fina 

INYECTABLES a) Cromatografía en capa fina 

SUSPENSION ORAL a) Cromatografín de líquidos 

b) Cromatografía en capa fina 

e) Microbiológico 



Presentación.-CAPSULAS 

Método.-a) CROMATOGRAFIA LIQUIDA 

El cromatógrafo utiliza un detector ultravioleta a una longi -

tud de onda de 254 nm y una columna de 30 cm. por 3.9 mm,la c2 

lumna contiene sílice o micropartículas de cerámica cubiertas­

de octadecil silano,de 5 a 10 um de diámetro.La velocidad de -

flujo es de 1.2 ml por minuto.La fase móvil es metanol-agua -­

(65:35).La desviación relativa del estandar no es más de 2.0 % 

y la resolución del factor entre sulfanilamida y el diazepam -

no es menor a 10.0 .El estandar de sulfanilamida tiene una con 

centración de 250 µg/ml . 

Procedimiento. 

Se inyectan al cromatógrafo por separado,muestras de 5 .u.1 del­

estandar de diazepam que tiene una concentración de 0.2 mg/ml 

y de la muestra de ensayo al cromat6grafo y se analiza el re­

gistro de los cromatogramas,se mide el área bajo los picos. 

Eltiempo de retención relativa es 

da y 8 minutos para el diazcpam. 

minutos para sulfanilami-

Se calcula la cantidad en mg de diazepam en la porción de cáe 

sulas,tomando como fórmula 50 e (RU/RS),donde e es la concen­

tración en mg por ml de diazepam en el estandar,RU y RS son -

las áreas relativas obtenidas de la muestra de ensayo y el es 

tandar respectivamente. (8) 



En la pre~en~.~~l~ri d·~ ·:.cá·p'~ul~S ~·~:(, mé.tOac{ de :~roma t.ografía lÍ -
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Presentación.~TABLETÁS 

Método.-a) CROMllTOGRllFil\,LIQUID~ 

Solución de referencia interna.-Preparar una solución de SRcf­

dc sulfanilamida en metano! que contenga 250 µg/ml aproximada-

mente de sulfanilamida. 

Solución de referencia.-Pesar 25 mg de SRef de diazepam,pasar­

a un matraz volumétrico de 25 ml,disolver y llevar al aforo --

con metanol.Esta solución contiene 1 mg/ml aproximadamente de-

diazopam.rasar una parte alícuota de 5.0 ml de esta solución y 

una parte alícuota de 5 ml de la solución de referencia inter-

na a un matraz volumétrico de 25 ml,llevar al aforo con meta -

nol y mP.zclar.Esta solución contiene 0.2 mg/ml aproximadamente 

do diazepam. 

Solución de la m110Gtra.-Pcsar 20 tabletas.calcular su peso pr~ 

medio.moler hasta polvo fino.pesar una cantidad do polvo equi-

valentc a 10 mg apro~{imadamente de diazepam,pasar a un matraz-

volumétrico de 50 ml,agregar 10 ml de la solución de referen -

cia interna y 15 ml do metanol.Agitar mccánicümente por 30 mi-

nutos,llevar al aforo con metano! y mezclar. 

Condiciones del equipo.-Columna de 30 cm por 3.9 mm,empacada -



con silica porosa o micropart!Cu1as de cerámica de 5 a 10 mi-­

cras,recubiertas con octadeci1si1ano1.como fase móvil metanol -

agua (65:35) a un flujo ae··1.2 ml/min,para obtener un factor -

de resolución no menor de 4.51cinco inyecciones iguales de la­

solución de referencia deben mostrar un coeficiente de varia -

ción no mayor del 2.0 %;detector de ultravioleta a una longi -

tud de onda de 254 nm. 

Procedimiento.-Una vez que estén estables las condiciones del­

equipo,proceder a inyectar al cromatógrafo,5..ul de la solución 

de la muestra.Una vez obtenidos los correspondientes cromato -

gramau,medir el área bajo los picos obtenidos con un tiempo de 

retención de 2 minutos aproximadamente para sulfanilamida y 

minutos aprol~imadarncnte para diazepam,tanto en el cromatogra -

ma obtenido con la solución de referencia como en el obtenido­

con la solución de la muestra.Calcular la cantidad en mg de 

diazepam,cn la porción tomada de la muestra,por la fórmula: 

50 e (Rm/Rref);en donde C es la concentración en ,ug/ml de la -

solución de refcrencia,Rm y Rref son las áreas relativas obte­

nidas con la solución de la muestra y la solución de referen -

cia,respectivamente.Relacionar el valor obtenido con el peso -

promedio por tableta obtenido al principio de la valoración. 

En la presentación de tabletas,el método de cromatografía lí -

quida se utiliza en el ensayo de identidad y de valoración. 

(8) 



Método. -b) CROMl\TOGRllFill EN Cl\Pll FIN/\ 

Emplear una cromatoplaca de gel de s.í1ice.-."~r~~'ritográf~·co. 
Solución reveladora. -Mezclar en el mom~~t·O: ~~- ,4~~~}~e:~.:~.n- .-P_f'.ºPºE­

ción 1: 1, solución 1: 10 de c-loruro. f_é~~'i·c~ ~y_ -~~6i~-C~i:"-~~-~;~i\-~9~- de,_ 

f i . d t i .. _,. ·.··· 
err cianuro e po as o. .',~\_'.?\:·--:· _· __ -::-_'.; ... ~ _.-_ '>·, 

Solución 1. -Preparar una solución de SRef 'de - diáz·_~Pa~~··-e.~" aCet~ 

na,que contenga 10 mg/ml. 

Solución 2. -Preparar una solución de 2-meti.lamino~s-C1o;~~b·~-ri-- -

zofcnona, en acetona, que contenga 10 ,.u.g/ml. 

Solución 3.-Preparar una solución de 3-amino-6-cloro-l-metil-4-

fcnitcarbostiril,cn acetona que contenga 100 ~g/ml. 

Solución 4.-Prcparar llna solución de 7-cloro-1,3-dihidro-5-fe -

nil-2U-1,'1-benzodL1zepin-2-onLJ. en acctona,que contenga 300 µ.g/ml. 

Solución de la muostra.-Molcr finamente no mono3 de 20 tabletas 

pesar una cantidad de polvo equivalente a 100 mg de diazepam, -

pasar aun tubo do c~ntrífuga do 50 ml y agregar 10 ml de aceto-

na,somoter a la acción del ultrasonido por 5 minutos y centri -

Cugar,emplar el 1Íq11ido claro para la prueba. 

Procedimionto.-Utilizar como rase móvil una mezcla de acetato -

de otilo-n-hcptano (1:1),dividir la cromatoplaca en 5 carriles-

y aplicar las solucioncs,por separado,cn el orden siguiente: 

100 )ll de la solución 1,100 ,ul de la 3olución de la muestra, 

10 ..Ul de la solución 2,10 ..ul de la solución 3 y 10 ~1 de solu -



ción 
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4.Desarrollar el cromatograma sin saturación previa de la 

cámara,hasta que el frente de la fase móvil alcance 15 cm des­

de la línea de aplicación,sacar la cromatoplaca de la cámara,­

dejar secar y observar bajo luz ultraviolcta,posteriormente r9 

ciar suavemente con la solución reveladora. {8) 

En la presentación de tabletas,el metodo de cromatografía en -

capa fina se utiliza en el ensayo de identidad. (8) 

Presentación.-INYECTABLES 

Método.-a) CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA 

Utilizar una cromatoplaca de gel de sílice cromatográfico.Pre­

parar una solución de SRef de diazepam en acetona,que contenga 

10 mg/ml (solución l ).Preparar una solución de 2-metilamino -

5-cloro-benzofenona,en acetona,que contenga 10 ~g/ml (solución 

2 ) .Preparar una solución de 3-amino-6-cloro-l-metil-4-fenil 

carbostiril,en acetona,que contenga 100 .ug/ml (solución 3). 

Preparar una solución de 7-cloro-l,3-dihidro-5-fcnil-2H-l,4-

benzodiazepin-2-ona en acetona,que cotttenga 300 ~g/ml (solu -­

ción 4).Pasar a un embudo de separación un volúmen de la mues-

tra equivalente a 10 mg de diazepam,agregar 20 ml de la solu -

ción reguladora de fosfatos PH 7.0,extraer con 4 porciones de-

20 ml de cloroformo,pasando cada extracto a través de papel --



filtro con sulfato de sodio anhidro,reunir. lOs extracto,y·eva­

porar a sequedad con corriente de nitrógeno.~iso~yer el resi -

duo en 1.0 ml de acetona. 

Dividir la cromatoplaca en 5 carriles y ·aplicar las soluciones 

en el orden siguiente:lOO µ1 de la solución. 1;100 )..11 de la so­

lución de la muestra,10 ~1 de la solución 2;10 ~1 de la solu -

ción 3 y lO "l de la solución 4. 

Desarrollar el cromatograma,sin saturación previa de la cámara 

con unn Case móvil de acetato de etilo-n-heptano (1:1),hasta -

15 cm arriba de la línea de aplicación, retirar la cromatoplaca 

de la cnmarn,marcar el frente de la fase móvil y dejarla secar 

al aire.Localizar las manchas con luz ultravioleta de onda coE 

ta y rociar suavemente con una mezcla de volúmenes iguales de­

solución {1:10) de cloruro férrico y solución (1:20) de ferri~ 

cianuro de potasio. (0) 

En la presentación de inyectables,cl método de cromatografía -

en capa fina se utiliza en el ensayo de identidaó. (8) 



Presentación.-SUSPENSION ORAL 

Método.-a) CROMATOGRAFIA LIQUIDA 

Patrón interno.-Pesar aproximadamente 25 mg de p-hidroxibenzo­

ato de ctilo,trasferir a un matraz volumétrico de 50 ml,disol­

ver y llevar al aforo con metanol,mezclar.Esta solución conti~ 

ne 500 ..ug/ml a~roximadamentc de p-hidroxibenzoato de etilo. 

Preparació de referencia.-Pesar aproximadamente 10 mg de diaz~ 

pam,trannferir a un matraz volumétrico de 10 ml,llevar al afo­

ro con metanol y mezclar.Transferir 5 ml de la solución ante -

rior a un matraz volumétrico de 25 ml,agrcgar 5 ml del patron -

interno,llevar al aforo con metanol y mezclar.Esta solución con 

tiene 200 ..ug/ml aproximadamente de diazepam. 

Preparación de la muestra.-Transferir una parte alícuota de la 

muestra previamente agitada equivalente a 10 mg de diazepam a­

un matraz volumétrico de 50 ml,10 ml del patrón interno y lOml 

de mctanol,agitar mccanicamentc durante 30 minutoa,llevar al -

aforo con metanol,mezclar. 

Condiciones del cquipo.-Fasc móvil:metanol-agua (65:35) a un -

flujo de 1.2 rnl/min,detector de ultravioleta a una longitud de 

onda ele 254 nm,columnll ele 30 cm por 3.9 mm,empacada con micro­

partículas de cerámica o aílica porosa,de 5 a 10 micras de aiá 

metro,recubiertas con octadccilsilano. 

Proccdimiento.-Inyectar al cromatógrafo,por quintuplicado,vol~ 



menes iguales {5 .AJ.l aproximadamente) de la prepar,a.Ción. de refe 

rencia, ajustar los parámetros de op.eracióri y· :ci tamnño~ de. los­

picos. El coeficiente de variación, no debe sor ,may~r del 2 % y­

el factor· de resolución no debe ser menor ~e 4;5·. 

Una vez cumplidas estas especificaciones, inyectar al cromató -

grnfo,por soparado,volúmenes iguales (5 ..Ul aproximadamente) de 

la preparación de rercrencia y de la preparación de la muestra. 

Obtener nus cromatogrnmas correspondientes y medir el área ba-

jo tos picos para p-11idroxibcnzonto de etilo y diazepam,que --

son cluidos en este orden. 

Calcular la cantidad en mg/ml de c 1611 13 c1N 20 en la muestra to­

mada,por medio de la fórmula siguiente: 0.05 C/V (Rm/Rref)~en-

Gonclci C es la concentración en )J.9/ml c.lc la prcpnración de rcf!:! 

rcncia;Rm y Rrer non las 6reas relativas obtenidas en el ero-

matograma con la preparación de la muestra y la preparación de 

rcferencia,r~spcctivamcnte y V es el volúmen,cn ml,Oc muestra-

tomuda. (8) 

En la presentación do suspensión oral,cl método de cromatogra-

rí.u líquida se utiliza en el ensayo de identidad. (B) 



Presentaci6n.-SUSPENSION ORAL 

Método.-b) CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA 

Solución regulildora a PH 7 .-Mezclar 104.5 ml de solución 0.2M 

de fosfato dibásico de sodio con 85.5 ml de solución 0.2 M de­

fosfato monobásico de potasio en un matraz volumétrico de 1000 

ml,llevar al aforo con agua y mezclar. 

Preparación de referencia.-Pesar 5 mg de diazepam,pasar a un -

matraz volumétrico de 1 rnl,disolver y llevar al aforo con ace­

tona. Esta solución contiene 5 mg/ml aproximadamente de diaze -

pam. 

Preparación de la muestra.-Transferir a un embudo de separa -­

ción una parte alícuota de la muestra previamente agitada,equ! 

valente a 10 mg de diazepam,agregar 20 ml de la solución regu­

ladora y extraer con 4 porciones de cloroformo de 20 ml cada.-

una.Pasar cada extracto a través de g de sulfato de sodio 

anhidro y recibir los extractos en un matraz volumétrico de 

100 ml,llcvar al aforo con cloroformo y mezclar.Evaporar 50 ml 

de la solución anterior con ayuda de corriente de nitrógeno, -

agregar 1 ml de cloroformo y mezclar. 

Procedimiento.-Aplicar a una cromatoplaca de gel de sílice,en­

carriles separados,30 u1 de la preparación de referencia y 30-

ul de la preparación de la muestra,emplear como fase móvil una 

mezcla de volúmenes iguales de acetato de etilo y n-heptano. 



Desarrollar ·el Croma t-og~ain'a.:si~:~:~'~~~·~~·/'.·ia .·~;áinara-~dej ar .-correr 
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PreSentación.-SUSPENSION ORAL 

Método.-c)MICROBIOLOGICO.EN PLACA. 

Límites microbianos. 

La muestra debe estar ausente de microorganismos patógenos,no-

debe contener más de 100 colonias/ml de mesofílicos aerobios -

ni más de 10 colonias/ml de hongos y levaduras. {8) 

En la presentación de suspensión oral,el método microbiológico 

se utiliza en el ensayo microbiano. (8) 



CONCLUSIONES 

Se hizo una revisión de los métodos oficiales de análisis c2 

munmente empleados para diazepam en las presentaciones farma-­

céuticas más comunes: tabletas,cápsulas,inyectahles y suspen-­

si6n oral.Las farmacopeas consultadas fueron las siguientes ·: 

Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 

SD Edici6n.Mexico. S.S.A. Secretaría de Salud.Comisi6n Perma-­

nente de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos. 

USP XXI 

The United States Pharmacopeia 

The National Formulary NF XVI 

United States Pharmacopeial Convention Inc. 

The United States Pharmacopeia 

USP XX NF XV SUPP 3-5 .Twentieth Revision.United States -­

Pharmacopeial Convention !ne. 

British Pharrnacopeia Vol. II 

se presentan las técnicas analíticas para diazepam,en las cua­

tro presentaciones anteriormente mencionadas que se encuentran 

en las farmacopeas consultadas.Se encontró que los métodos más 

empleados para el diazepam son:Cromatografía de líquidos y Cro 

matografÍa en capa fina. 
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