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INTRODUCCION

1.3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los &timos aics, s validecida de los procescs de masfeciurs dc los productos farmechuticos el
como fas caicas amaliticas pars I determinacide de ks principios activos de dichos prodecios,
eioborados cn s Industris Farmacéutica sc ha comvertido e uns cxigencs de las Autoridades Senitaris
on wessho pais. Por o que valider todes les tcaices wiilizades on o control analitico do caslguic
proparndo furmachutico fornms parts del aseguramiento de Is Calided Tolal de un producto.(23)

B Difnisdol e un antiemitico y antivartiginoso cste indicado pars ks prevescitn y control de aduscss y
vimito camsado por cafirmedades que afecten riflones, higado, vesiculs bilias, tracto gastrointcotingl,
rediotenaple, catudios posquirirgicos y enfermedades del movimicnto (27).

Ests modicamento 5 encuenie inchuido deatro dal Cuadro Bisico de Medicamentos del Sector Sebed y
@ o Cusdro Bisico lastinscional del LMLS.S. con Is clave 3112 y 010 000 3112 , respectivamente. Se
prosents en forms dc Wnbivtas , solucion imyectabls y supositorios .

Ba I cusstificacida ds Difmidol, of mitodo oficial propmesto por Is Fermacopes Nacional ds los Estedos
Unidos Mexicanos y en s Norme LM.S.8. coa fuchs 16 -01-92 ss bass en of andlisls espectetoiomitrico
o I regiba wiiraviolsia, peso 0o contcmple interfarencies por encipientes, productcos de degradacide &
sustncies relacionsdes enishentes en cualquiors do las formas firmaciuticss ( tnblstes, supositorios ¢
inyectabes ).



Por esta razdn ¢ fievd & cabo s Optimizacidn y Validecion de wn Midtodo Analitico por Crometografia de
Liquidos de Ala Resolucion (CLA.R) pare la cuastificacion de Difenidol cn una solucidn inyectable;
en eata forma fmaccitica o Difenidol s cmplca como Clorhidrato.

12. ORJETIVOS

OBJBTIVO GENRRAL

Optimizar y Velider wn método analitico pars s cusntificacida de Clorkidrato deDidomidol en solucide

MnCLM. on diforentes provesdores dol LM S S,

OBJETIVOS PARTICULARES:

1= Poponsr como mitodo oficial pars is velorecion de Difenidol por CLAR. cnfa Norms

LM.3.8.Clave 3112 y en ls Parmacopes Nacional de los Estados Unidos Mexicanos

2- - Comgrobes qus Is velidecion Amdaments ol método y sebns lns condicionss necesaries
pore fa aplicacita en ol andlisis sicoquinico ds s solucion inyectabls ds Difenidol



13 HIPOTESS

5i ol mitodo propussto ¢s exacto, linsel y precieo (repetible y reproducibic) entonces se podrk estsbiscerss
como Wcnica de veloracion por C.LAR. en ls Norma LM.8.8. 010, Medicines.
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ANTRCRDENTES

2. MONOGRAPIA DEL CLORHEDRATO DB DIFENIDOL

Nembres quimices dol Difsnidel a2 - difienil-1-piperidinbutencl. (22)

1,1 difenil-4-piperidinobuten-1-0l(22)
Didonil-{ 3{1-piparidifpropil] carbinol (22)
Nembre gaivice ; Difenidol (22)
Formula condensade: Clorhidrato  CyHgNOHC! (22)

Fermnls quinics

onccmecnony )



u—qqu.m

Charhidvets do Difeabiel

Peso mebscnker : Corkidmto 339 (2)

Duscripelie: Poivo coistaling blanco, inodoso, 58 ebecurecs
antaments por enposiciie b (22)

Peate do fuslie: 24 2218¢C ()

Solnbilbded: Selubis en alcohel, ligraments solubls 6n acslons,
peicticoments inschebls en dtes.

Nedidn per sscads: l-m-_.mm'c (4),Pissde nomin ds 0.5% ds



Identificaciba:

A)  ESPECTRODE ABSORCION ULTRAVIOLETA:

Fg. No. l.WhMWHWO“&.




TRANSMISSION (%)

B  ESPECTRO DE ABSORCION INFRARROJO:

ol
4000

VHaLE Y VAV IDBER Iy [ [ 4y RV

g, No, 2, Especiro ds Absorcidn Infrarrojo del Clorkidrato de Difenidol en diaco de KBy,

El copacto ds abeoecién cn laregitn infrarvojo de uns dispersion de s mucsirs e nujol, exhibe
miximos solamsents cn las missnes longitudes dc onds qus wne preparacion similer ds Clorhideato dc
Difnidol (22)




2.4, ESTABLIDAD BN SOLUCION

E Clorhidrasto de Dikcnidol on solucidn imyeciable s cotablc & emperatura memores de 40 °C
pocferibiomente alrodedor de 15 8 30 °C Debe sor almacenedo cn ampolistes color dmbas. ( ) )

212 FARMACOLOGIA Y DOSS

E Difenidol es weedo pars o tratamiento del wirtigo y o) control dc ndmeca y vomibo . EI contyol del

wirtigo aparentoments, proviens de un cfucko especifico antiviriigo e ol aparato vestibuler. El control ds
Tn nduscs y vomito s of randiedo ds uns inhibicida de ks 20ma meduley quimio-reccpions (2ons “gatillo™)

El Difanidol 80 esth indicedo pars ol uo y o) atamisnto de nduses y vomito ,en recién necidos. No %
recomisnds \s edministrecion intravences 0 subcutinss ca nifios ds cualquier eded. i Difenidol 80 esla
indicado on case ds niuses y vémito dol embera2o Yo qus 50 5 ha eutablscido of valor tesaputico y b
sagurided on oot indicacionss. Absorbido por tmcto intestinel, (s concentracidn plasmdtics minime o8 de
1.583 horw. Eato es cucastado en oring y heces.

Ea un estudio en pacientes con antiarvitmiss ventriculases inducides con ghucdaidos cardincos ol difenidol
adminietedo 0.5 mg/Kg vis intevences (LV.), dececid ol tismpo ds conducciée prolomgads, dal
avioventricular y suprissinado ol incremento ventricular sutombticaments. (1)

E Difanidol o0 administrado via orel, isvemusculy, istevances y rectal. El closhidrato sulubls en ages
o8 wado en todas lns presanteciones enceplo en supositosies, como of difeaidol bass. La dosis weunl omd
pase adulios, qus padecen ds wirtigo 0 nlusse y vomito es ds 25 mg, cada 4 hores af s nesesuria, alignce
pocientes pusden requeris 50 mg. Purs wa rigido control de fee alntomas, éc 20 & 40 g pusden o



administrados vis imyeccidn intramusculer, s se requisre 20 mig ks pusden scs inyectados desputs de |
hon.

Pars of control de los sintomas om pacicnis hospitalizados edminisvw 20 mg dicecnentc via
inirvenoe.

Cuando 3¢ administra rectabments b dosis pars adulios ¢s de 50 mg en un supositonio, repets ls dosis
coda 4 horas 5 s mecsmrio.

La dosis pars nillos sc calculs por medio de 0.4 mg por peso vis onal o rectal, 0 0.2 qwmom»
Iniramusculer, (29)

3.1.3. FARMACOCINRTICA

ABSORCION
Seguido dc uns edministracion oral, of clorhidrato ds difenidol ¢s bism abeorbido por Wracko
gasivoiniestingl ¥ ls concenivacion plasmiiics miximes generelmentc ocurre en 1.5 -3.0 hores. (1)

‘DASTRIBUCION
La disribucion de Difenidol en humanos 20 csla carncisrizado. En rets ol Difenidol aravicss b
placenin(1)

ELIMINACION

La vida madia boldgica dal Didenidol reportads ¢3 de 4 horss. Seguido de una administracion onl de C#
o v ndmero imitado cn humanos, ol $4% de s redicactivided e cxcretado en orins en 2-3 dlas . By §-
10% de in radioactivided fae cxcreteds como un médicaments inalicrablc .



Ea relacion & su metabolismo s sabe que existe un metabolifo principal y varios metsholitos secundarios
cuys solruchus quimics 10 ha sido ade determineds. Y con Jo referante & s iberacidn 10 98 tene
informacion reporiads.

23 TOXICOLOGIA

En un estudio boxicoldgico realizado o retss mecho adminiswrando Difoaidol por vie subcutiscs y vie

onal 3¢ cncontd que s LDy fuc de 50 mg/Kg y 816 mg/Ky respectivamenic. Ea cuantio s
fiberacion y metabolienso no uc cucia con informacids.

10



2.2, METODOS ANALITICO®

VALORACION POR ABSORCION ULTRAVIOLETA

Existe uns técaics pars ls valoracion de Difenidol, solucion inyectabie, citads en la Farmacopes Nacions!
6a. Edicion , Ea la cull sc realizan extraccioncs empleando closoformo, solucion | N de Hideoxido de
Sodio y soluciom 0.1 N de Acido Sulfiico , B procedimionto para comes o espectro de absorcin en la
Rgion ulraviolets se hace por medio de un basrido de 300 & 240 nim. Y reglstrando ¢ bumido dos veces
mis de 265 2 250 am, Una vez oblenido los amterions sc procede a razas uaa lince basc y une linca
perpeadicular con o fin de unis los minimos y fos misimos de absorbancia; continuando y con s syuda
dels formuls :

(DC/V)(-Am/ -Anl.)

C=  Comcentecién por wililitro ds Difenidol en ls preparacion de refarencia.

D= Esdlfciorde dilucidm de b musstie.

V= Volmes en milllircs ds musars lomade

“Am = Promedio éc Jos valores dc sheorbancis obtenidos cos ls preparcion de ls mucoin.
-A ref. = Promedio ds koe 3 valoses de sbeosbancis obienidos con Is preparacids de referencie.
De esla maners 55 cakuls las cantidades de C By NO por milllitro ea ls mucstna. (1)



33 CROMATOGRAFIA

DENINICION

Es un método fisico de separacion ea ¢ cudl los componcates de uns mucsivs & separy ¢ distriduyen
caire dos fases;, uma dc clles ¢5 un lecho estacionario, micatras ls ore 56 mucve Por percolacids & avés
dscote lacho . Los procesce cromatogridicos Uemen Mugar como resuliados de ropetides adsorciones y
desorciones durunic of movimiento de 105 componcates de ls mucstra 4 10 largo del lecho estacionario,
akcanzindose ls sparacién graciss s s difcrencia ea oo coeficientes de disribucitn de los distimtos
comiponsnies ds s museire .(36)

231 CROMATOGRAVIA DE LIQUIDOS DR ALTA RESOLUCION

La cromatogratia de Nquidos dc alia resclucion también o8 conocids como cromstogralia de Nquidos de
alis prsion (CLAP.) 0 cromsiografie Kquide moderns. La migracion difesencial ca crometograila
Squida cs resuliado del equilitrio de disribucion de los diferentes constituyenics de una mezcls et ls
fase catacionaria y s fase MmOV Dichos componemies s¢ ssparan en fa columna y o saliy de ¢sta , 3on
conducidos por ls faes mdvil y en cf orden e que crnergieron hacis un detector donde 3¢ registian sus
concanincionts Y sus empos ds reteacion en le columae .

Us mgistredor , yo see un graficador o un integrador nos da of cromatograme resultanis donde muceine
cada compuseto que sale de s columans en forme de picos simétricos con wm Sempo de rebeacidn
caracteristico por Jo que cots tlismpo pusds uiilizerss pars identifices al corapucsto.

12



Este liempo de reteacidn , tr e mide deade ¢l momeato de s imyeccion de la mucstrs hasta ol momento
en que aparcce ol méknimo del pico ea ¢l cromatograms (36)

Los mecanismos o procesos de separacidn que dan coino resultado la reteacion de las moléculas de una
mucstye por parte de ls fasc estacionaria dan lugar a os difereniies métodos de cromaltografie iquida.

Eses:

Cromatografla liquido -iquido 0 de particidn que consts de una fase extacionayia liquide de composicion

difcronie al de la fhse mOVil ¢ inenisciblc on elis . Las maokiculas de la muesira se distribuyen entre ambes
faszs como sucederia en una cxtraccion iquido-liquido .

Cromsiografla liguido-sdlido o de edeorcidn incluye particules de gran dres wpsrficil donde (as
wobiculss som siraidas, y pos o tanio , retenides .

Cromatografls de intercambio idnico ea donde s fiac estacionaris conticac grupos idaicos fijos como
tridxido de azulle Junto com lonos con carge opucels.(36) Estos Giimos oot prescntes en b fass movil

e forma de saes . De cote mancrs les moléculas idnices son retenides en ls columna pos ¢l imercambio
ibaico, de acuerdo & la siguicate expresidn :

X+ 30N by Na'+50y X'

» Por #ilimo , ia cromatogrfia de cxciusie moleculer , en Is cull of empague e un matarial poroso,
donde ol tamallo del poro esth bisn definido De ests mancrs , las molécues que 508 demasiado grandes

13



pars ¢ poro salen ripidamcale de s colunne micatiss que las pequellas penctian cn los poros,
prolongando s Sempo de alucion . Este tipo de cromstografe es muy cinpleads para separar compuestos
por su famaho mobscular .

-Exigim modificaciones & los tipos de cromatografia mencionados como en La cromatografie de fases
cnlazades.

Esta varianic sc pucde Bevar acabo en fase normal o fase inverss .
La fast normal csta constituida por uma fase estacionaria polar , pencralmente silice ,cuyes propisdedes

de supesficie son: SIO(silancles libres ); amorfa y que tengs un alto potencial de hidraacion (esto facilin
que 5 bumocka ficilmentc con s fase movil ), y una fase movil 8o polar.

La fue inverss lavolucrs uns fase cotacionsria no polas como cadenas de hidrocarburos de 8 8 18
carbonos unidos & los grupos silano de soporic y se utiliza pos lo gemera) con faecs moviles muy polarce
OIS Separas componentes poco polases . (36)

4



33.2. BASES DE LA CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

Los parkmetros que hay que considesas par que sc Beven acabo uia buena sepanxcion:

- Factor de capacided &’ ( retencion )

©. = tempo de elucita de un compussio sin reenct
4= tempo de resenciin del compueno de imerés
-Eficiencia 0 nimero ds platos iedricos que et relacionados dircctamentc cou ls colamas .

N=16 (o, ]'
w
Doade : N = pimero de platos tebricos
W =ancho de Is base del pico
¥ = thampo de retencidm del compuesio de interds

16 ~esia constante depands del mitodo ds madicion del ancho del pico.(36)

15



Sclectividad ¢ la relacion de las retenciones

¥, V1~V

d S oe— T em——
L Vi -V
Donde:

K2 . ¥ = son los factores de capacided de la mucstra 2 y |
respectivamente

v: . v = 300 los volkemenes de clucion de la muestra 2y | respectivamenie

“ = es ¢l volumen de chucion de una mucsirs sin retencr

Rasolucion es ls capacided que ticae la columne de separar completamenic uns muests de la ore. Se
recomisnds que ol resvlindo ds s resolucion este por asmibe de! 1.5, ya que & mayor vajor de R s

separacidn serd mejor.
n-z( - |,J
W, + W,

Donds;
R = eslaroschuciia enire os picos

. & = somfog tiempos de relsmcitn de lns mucsirs 2y | respecivamente
wi W = 508 Joo anchos de lee bascs de loe picos 2 y | respectivamente

16



233, COMPONENTES DE UN CROMATOGRAFO DE LIQUIDOS

Un sistema de Cromeiograils liquida de alts resolucion csts constituida por los siguientes componeatcs :

Figua No.3 . Esquama funcional de un sistems di: cromatografia de tiquidos de alta resolucion

Una hopshy sirve pare impulser la fhee mbvil & wravés de la columna ; un inyector es un mecanieno pars
iaioduccion ds i saseiin, o8 | coling qus contengs la (s estacionaria; U dslectr qus propocions
sefiales que permiten was cvaluacion cusiitative y cusssittiva de los resulados. Exo pusde conmguinse
por simple segigen de \s respussie del detector en forma de cromaogtany (Curva de respuesia contra

1



e ) 0 bien puede utilizare, ademds, wn cquipo de Yainnicnio de datog. Los distintos componciics
de ls mucats scparados ca b columaa tunbién pucde recogerse (36)

23.4. SISTEMAS DE BOMBEO

Tienen por objeto impulsar ls fase movil m&mum. 4

1as cancterfsticas mks importanics cn las cuales debe constar un sisiema de bombeo pars CLAR. son
)~ Reproducibilided

b)- Velocided de a e vl

<) Presion inedia adocuade

Existen bhsicamentc dos sistemas de bombed y cads uno licae sus veatajas y desveatajas. Eatos tipos

Booabes de preside consaste, que tines fa desvemtae de que €3 neccaario manknc la viscondad del
solvenic , ls temperviars de la columaa y Is presion constanic. La veatsia 3 que si catos pardmetros sc
masticnen, 5c conolan wialmentc las pulsaciones, La forma mds scncilla de estas bombas emples
presion de un e incrie pars presurizay ¢l solvente Ed problema e que parte del gas s disiclve en ¢l
.m.ymfonuwencldm.

Qo siscma pars cstes bombas empica un amplificador acumiiico gus reducs ¢l cfocto del gas wiilizando
a pista , reduciondo ds csls mancrs ¢l contacto del solvents com ¢ gas comprimido.

18



Estos normalmenic son sisteras isocréticos, ¢3 decls que mantienen constanie la proporcion de los
solvenies on la fase movil , sin cmbasgo , cstos sistemas generaimente no 30n aplicables 8 scparaciones en
mezclas de soluvos con valores muy variables de k°, en donde cs necesario utitizar sisiemas de chucion con
gradicnic Estos sistemas ulilizan dos bombas que s0n programables pars modificar , en forms lincal ©
exponeacial, las proporciones iniclales de los solveics .

Ea estos casos los solventes que componen ls fase movil se encucairan scparados y alimentando cada
R0 8 s respectiva bombs .

Los solventcs sc meacien ca i proporcion descads ca uns chmars que sc cncucaiss amvies de s colunna.
El incouvenicate del gradicote ¢s quc su w0 e muy diflkd con ciertos detectores como los
refrectimotros(36)

2.3.5, MSTEMAS DE INVECCION
Ss conocen dos méiodos pars s introduccidn de la museirs e of siskema cromatogrifico :

).~ For medio de una vaivula de imyeccidn
)= Por métodos de deteacida de fhujo

Los mé1odos ds detemcion de Mo requicren que ¢l fivjo de i Gse movil hacis la columna see detenido o
desvisdo misntras ls muestrs o5 introducida em ls columaa. Lucgo sc reinicia ¢ flujo y ol proceso de
soparacida comisaza. '

El mitodo mis comn pars introducis ls mussira ¢s smploando una vilvula de inyeccion.

El “So0p” de ks mussie s sace del fivjo cambiando bs vilvula & Ia posicion de casge. En ests posicidn o
Dwio de Js fasc movi pass & ravés de la vilvula directamente & la columna.

9



Ahora es cuando se introduce ls mucsira ol “foop” de I vilvula, uando una jerings. El “loop” ss pusde
tlenas pascial 0 totkincaite, pero i se requicse precision 5 recomicnds  onario Wislmentc. Cuando s
cambia ls valvuls con ls mucstrs a ls posicion de inyectar, bs fase mdvil shora viaja por ¢ “foop™ y eva a
s mucetrs hacia ls catrada de I columna. El fujo de ls colunaa s6lo s¢ interrumpkd inomentbncamecnic
por ¢f cambio de posicion de | vilvuls. '

En |s actualided ls inyoccion de In mucstrs s¢ pusde hacer e forma sutomdsics. Prisordiaimsnte Jos
inyectores automiticos cosisieien en une vilvuls de inyeccin aulomitics, un sissma de licnado de s
viivila y um comirol clectronico que sirve para controlar fumciones tales como: tiempos de inyeccion,
Sempos de comida, velocidedes de Beaado, Rimero ds inyecciones por muceira, vohumen de inyeccion,
identificaciin dc musstrs, lavado de vilvula y jerings, inicio deo imyeccion pars registro, asi comw |
operacidn do progrumadorss de gradiantes o controladores ds sisteme.(36)

Existea principalmente 3 métodos pos medio de fos cudles los iyectores automdsicos licnen le vilvela de
myeccion: |

1. Desplazamicato positivo.

2. Succide

. 3.Con jerings

Si ou wiliza of mdtodo de desplazamicato positivo s necessrio ssliar el vial que contiens b muesrs.
Cumndo s icve & cabo s cargs de I mucsira, una aguje dobls pase & iravés del sello y el aire pencire por
w0 de los conductos ds s agwje. Este aire presuriza ol via) y obiiga & s mucsirs & saliv por of segundo
conducto de ls aguie, hacie s vilvuls , Cuando la introduccion de ls mucsira por succidn s uailizs ya sca
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uR sistena de vacio o uaa jeings de mayor volumen y fos viakes que conticacn la mucstre nonmelmente
0 ot seliados.

El tuces méodo de introduccion wiiliza une jesings cspecial pas CLAR. . La microjerings cs
atombtics y gencralmente pucde ajustarns pars der varios volimencs sin cambiar ys ses ls jeringa o o
“Soop” de le viivels Los viales de la mucetrs pucden cias sellsdos © abicrios pars esie mélodo de
introduccidn .

La agujs de Is jarings cniva en of vial ds s mussiss y desplaza ol, volumen requevido de mousstes Luego In
Jrings carge ls munsion ¢a la vilvula de inyeccide , de la misme maners como 5 5 ueass la viivula en
forma manual ; finalmenic ls vilvuls o3 sccionads  ls mucsirs sc introduce em ls columas.

Los sistemes ds imyeccidn automidicos obviemenic permiten wne openciie sin altacits pero ambide
Smen va benelficio adicional. Extos imuctores sliminen sigunce ds fos crroses que 55 presanian ca of
anilisls cuantitativo ocasionados pos ¢f mangjo de les  ticaices de inyeccide .(36)

23,6 COLUMNAS

La colemas 5 considers s paric mis importaste, yu que ¢s er donde ac Neva & cabo ks separacido y
depands de cllo o gran parts le aficacis ds I ticwics .

Las coumass emplendas tisne didmeniros internos ds 2 y 5 . La claccidn del didmetro adecusdo
dupande de varios factores . Con dimetros ds columns pequelios , o utilize menor cantided de fhse
dﬂyubh%h—nmuhn&u‘mknhwm
&o cargs dc mussirs e astas columnes o5 Menor . Las coats cOR ESYOr Conmimo0 $08 Sonmalments
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de 25 cm de longitad. Si s requitse ua aGmeso de platos tedricos mayor de que los que pucden
proporcionsr s conectan e terics dos & mis de elies. En b actuslided les columnas suclen ser de acoo
inouidablc dol po 316, elegido uma vez mds porquc ofiece of mayor beacficio entre costo,
wecasizebilided y resistoncis 8 la corrosida .

Mn&u“t“h“mﬂymmwm&wmyu
algunoe casos , inchueo de S um . De acusrdo con la teoria cromatografics ol disminuls ¢ tamallo
asments b velocided de intercambio catre lns fases moviles y catacionaris dc meners que sc pueden
consagauis eficacias suficientemsentc busass & velocidades linsales de flujo relstivamente alias. (36)

Las particulas de soporic tolalmentc poroso som, ca goneral , de gel de silice dc gran supertkic Los
soportes peliculases estie formados pos um aéciso 96640 , ganeralments bolss de vidrio recubliaries por
una flaa cape pososs, normelments ds ailics.

A contiausciba sc presenis una liste de Jov empaques empleados e cromatografia de lquidos de alle
resclacide.

= Octadecil-sllano snlazado quimicament 8 sifica poross o microparticules de cerbemica ds 50 10
ym de didmetyo.

« Octadecil-allano eniszado quimicamentc 8 gal de sflice con uns superficic de porosided
conolade y que & o vz ha sido unids s un niscieo sdlido eefiirico ds 30 a 50 pm de didmetro.

- Pasticules ds sltica povoss ds 5 & 10 pum ds didmetso .



Gt ds slics con una supsriicis de porasided controlade unids & un adcko sblido exfiirico de 30
6 50 jum de didemetro.

- Adiming con waa superficic Ce porosided controleds unids « ua niclco sotido esférico de 308
S0 m ds didosto .

- Empoque ds intercambio catidmico fuerts : Polimero de fiuvoro carbin sulfonado cubriondo ua
ahcleo sblido esflirico de 30 & 50 pm de didmewro. (36)

- Octilailano ealazado quissicaments 3 paréiculas ds silica totalmants poross de 5 & 10 pm de
didmotvo,

« Cags monomoleculer ds eminopropilsiienc enlazeds quimnicamente & un soports de gel ds silics
poros ds 10 um ds didmerro. (36)

<Gal ds sllica tolaiments pososs ¢ iveguies de 10 um com uns cublorta ealazads quimicaments
ds wn intercambisdor catidmico furtements dcido .

<Orupos aitrilo quimicaments anlazados ¢ particulas de allica porosa de 3 o 10 i de didesowro.
- Grupos fanilo quimicensnets enlazados ¢ particulas de silica poross de $ & 10 um de didenewo.
- Empaque de intorcambio anidaico fucriemente formado por una amina cuaricnaria cnlazade
quinsicansents & un nécieo eafirico ds silice ds 30 & 50 pm de dideneo.

- Trimatilsileno enlaaade quimicaments & particules ds silica poross , ds 3 & 10 pm ds didausiro.
- Oel de sifice ds 10 jm de didonsiro con un intescambiador anidmico de amono custemario
foaricaants baico.

- Haxilsllano quimicamenis enlssado & silica tolalmants poross de 3 3 10 jum de didmetro.(36)



2.37. DETRCTORES

El fin de un detectr &C.LAKuthmM&IMun&ww&m
de cromatografia y por 10 tando hecer posible un registro de como Is composicion varla con ¢ tiempo .
Existen varios tipos de detectores, los cuales ienen aplicaciones difereaies, segin ¢l tipo de moléculns
qus 5c acpasen .Conociendo como irabajs un detecior on i6rmainos genaraies, es posible, determinas que
dotoctor cubre mejor 1as necosidedes pariculares.

La siguicate fists 3¢ deacribe sigwnos de los detectores mis wtilizados cn cromatografia quide :

- Detector especirofotomdtrico (UV/VIS)
« Detactor de (ndice de refiuccida

- Detactor de fuoresceacis

« Detactos cleciroguismico

- Detector inffamojo

- Detactor de conductivided

- Detector d¢ radioactivided

« Detactor de copactromeiria d mam.

mumnm«umm«mmmmw-mm

doucribir y comparar 1o mismos. Estos dirmainos inchyes < ruido , la deriveds y la linsalided . El ruido sc
eflarc & bn inosiobilidad de s lince bas) y nonmalmente s¢ mide oo desvisciones porcentuales dc ume

%



cacala establecids. El ruido también se puede medis en unidades absolutas considerando s oscilacioncs
del registro de un pico & otro. Ceusas milliples como impurezas en le fase movil,  solveates inmiscibles
y falias clectronicas catre otras, pueden ocasionar ef iido.

La linsalided sc express como una desviacion porceatual y se define pars un rango cstablecido de
deteccion . El rango dindmico de lincalidad €3 otro néamero sin unidedes que proporciona informacion
aceics del rango de mass en ¢f cudl ¢ detector ¢s Jincal.. Ademds de tenes poco ruido de fondo, que es
una caracieristica del detector observablc en un tiempo conto, ef detector debe satisfacer otro requisilo: 1s
Nica basc debe desviarse Jo minimo posibic respocto a una inea horizontal. Esia desviacion se denomine
deriva.

Los detectores puoden ser clasificados ¢en forma gruese cn dos Gipos: Los deteciores de propicdades
enerales los cuales funcionan midiendo alguns propicded fisica gencral del cluyente de s column , pos
ejemplo ls constente dickictrica o ¢ indice de refraccidn . Estos detectones responden & uns gren suns de
substanclas casi con s misma scnaibilided, por lo que son comocidos como detectores universales o no
cspecificos.(36)

El ssgundo tipo de dotectorss som aquilios seloclivos en sy respussia. Estos son detactores de
propisdades de solwio y funcionan midiendo uns propieded fisica 6 quitmica de! mismo solwto, como Ia
sbeorcidn ulraviokts.

Las canscieristicas que debe tener un detector ideal se enumensn & continuacion :

)~ Tonsr un diselio tal que los componentes de la mussirs, no s¢ mezclen ol paser por ¢l
detector.



b).- Tenes uns sefial de ruido y de deriva baja de tal mancis que los compoienics que cluyen el
pequeiia cantided, pucden ey distinguidos.

c).- Tenga un tieinpo de respucsta ripido, parn no distorsionar los picos que cluyen ripido

d).- Teaga un rago dinkmico lincal smplio para que ¢ andlisis cuantitativo sc puoda Bevar 4
cabo.

e}.-S«nﬁvMMﬁh&nmﬁ&mhwW&ht&mﬂvﬂ.mo
composicidn.

f).- Responda de la misma mancrs & $0das las sustancias o bica si ¢s sclectivo , s¢ pucda ajustar
Sicilmente pars que ls reapuceia & cade substancia sca dplima.

). Debe ser il de manejar y confiabic,

Detector de Absorcion ( UV/VIS)
Estos detactores son los de mds uso en C.LAR. y responden a squilias substancias que sbeorben iz
visible 6 ultraviolets. Uns gran cantided de compuestios cacs €n esta categoria, incluyendo substacias que
fisnen clectrones sin compartis como las olefinas, asf como todos los sromdticos Y compucsios que ticne
ealaoss dal tigo;

»=0,>C=8,-N=N-

A ls salids ds bs columan ¢ haz de luz es cufocado s Wavis de s celds de flujo hacis ¢) sistema de folo-
doteccidn, Cuando los solutos que sbeorbem Az s¢ encueniran en ls fase mbvil ls inteasided de huz que
legn & In fotocelds se reduce, producicndo un cambio ea Is seflal clécirica, ls culd pucde ser almplificeds
¢ istroducida & un regiaro 0 sistema de datoe (36)



La relacion enire la shoorcion de bz cn la celda de flujo y I concentracidn del soluto csta dada por la ey
de Beer, donds:

A=gslc

A = sheorbencia

« = cosficiente de axtincion del sokuto a una longitud de onds
1= pasode hx de ba celda de finjo

© = concentracion del soluto ¢n la celde

La swneibilided dol dotactor serd directaments proporcional al valor ded cosficients de extincion y ol paso
de s de I celda, ln mayoria de les coldas tienen ends | y 10 man y varian en vohamen de 0.5 & 20 mcl.

Detactores de bammido(UV/VIS). La cancieristica principal de esie detecior ¢s que pucden basrer
ripidasacnie por vesias longitudes de onda duranie s chucion de un pico de cromatografie, Esto permite
oblenes un espectro de absorcidn pars idestificar 1a Jongitud de onds Optima. Con los detectores de
Sarrido se pusden reslizar varias funciones e forma simultinge taks como cromatogramas & dos o més
longitudes de onds, grificas de relacidm y barmidos rigidos. Tambida cs posibic programar cumbios en ls
longitud de onds micaires ¢ realiza ume comida, o cudl permite optimizar aén més s bongitud de
ada(36)



2.38, REGISTRADOR DE SENALES

A} emerger  un compuesto ya separado en la columna, s sefial de niuchos dedectores ¢ un voltaje
proporcional a s cantidad instantanca de la mucstra cluida a traves ded detector,

La grifica de ls schal del detector como une funcion del tiempo cs Baado cromatogruma. La
maumww&umum.mmmpmma
cOmputo y pucde hacerse de s siguicnie mancrs.

1)  Estiader Externo

En ¢ mitodo del esdndar extiemo, con inyecciones scparadas de mucstre y estindar , permiken la
custificacion mediants ls comperaciin de las dress de los picos ; esto s, comparando el dres del
pico obiewido pars is mucsirs con ¢ dsea del pico obienido pars s muestra con el drcs del pico
oblenido pars ol cstindes, Bs fundamental ol control preciso ded volumea de inyeccion cuando s uss

of cadndr exiemo.

Las vetanjes ds usar ol estdndar cxiermo son:

1) Simplickied cn I preparacion dc las souciones s anelizar.
2)md=m|-mm

3) Sec cvila problcmes causedos por una coclucidn del cstindar inkero  y de productos de
degradacidn desconocidos.

4) Almacenamiento y pesada de un esiadas intemo no necesario.

La wolucidn de un estinder cxtomo debe ser ds uma conccasecion corcans & la eperada e e
sohucidm de I mucsie. Sc debe asgures que el deea del pico podrl ser comparsbie, de esla maner s
evils cancelar crrores o s modides. Despuls cromstogrliando ambas soluciones ( mwestrs y
eotinder ), la cantided contenide s pucdc calcular con e siguicsie formula:



AmsPs s Dm s Pp
As 3 Ds x Pm

Ca=

ea donde :

Cx = Concentascion del activo cn la muestrs.

Am= Arca del pico de la mucstr

As= Ares del pico del catdnder

Pm = Cantided cn mg de la mucstne

Ps = Contided on g ded ctinder

D = Dilucida de ls mucstia en ml

Ds = Dilucidn del esthndes cn mi

Pp = Peso promedio de ls mucsirs

2)  Estiadar Interne

Un cstindar inlerao es una sustancia adicionads & la solucion prucbe. E! redio del irea del pico de las
capecics de interds asl como del cstandas interno som comparados de UB CrOMElOgTAMS & 0NO.
Reaumerndos eslandercs iniermos pars muchos sparsios provocan errores. Asi ef uso del estindes
imterno pucde ocacionas desventajes o sndlisls de catabiiidad ca mucsires . Code mucatrs pucde
desarroller s productos de degradecion les cuales pueden coeluir con ¢ estandar intermo, ¢n cuyo
cas0Ja sparicion ds wns pequels cantided de degradecion podria cambiar sdlo sy poco.

Un estindar interno debe cumplir con los siguicmics requerimicntos:

1) Debe sev compietsmcntc ssparado de los 0os picos e ¢l cromatograma.

2) Debe cluir carca de los solutos que seria cuantificados,



3) Preforibisiacaie su coructurs y ol dses dol pico debe acr pasecide ol de ls mucstrs & analizas,

4) No debe oots prosunis on s mnsire & aaaliser, no dobs potencialine ni s producto de
degradacion de s mussins ni dagradare.

$) Debe ser quimicamente incric dajo las condiciones de wabejo ( cromatogrificas ).

6) Dohe ses ficilmente disponiblesazonablomentc de alis pwreza 0 s une sustancis fcil de
pwrificys.

Exists dos variacionss en las ticaices pase ¢ uso del estindar interno. Uns involucrs Is determinacion
de factores dc reapussla, ¥ Is saguends , uns relacide ents respuceias. Los factores ds respucets 00
calculados dividiondo of peso ds s musstrs eats of conespondionts ime del pico Bl fictor ds
respucets ¢s weado pars calcuies ls concentracidn de s mussiraDe (e siguionts manen s¢ pusde
calculer of facter ds rspussts:

Asr x vl x Dy
Ad 3 Dd x Por

@ donde:

Fr =Factor de mapussa

A= Ass del pico del cotindar ds reforoucia
Asi = Ares dol pico del estindar interno

Pix = Contided en g del estindas ds reforoncis
Psi = Cantided on mg d0l estinder interno

Dus = Dilucion dol estindes de reforencis

Dui = Dilucidn dol estindes interno.



Instrumentos altemativos al registrador cn papel son desde un simple inkcgrador de canales multiples o
sistema de mancjo dc datos hasta computadoras de alla capacidad con software cspecifico(36)

24. PROPIEDADES DE FASES ESTACIONARIAS PARA CROMATOGRAFIA EN

FASE REVERSA
El ntamero dlimitado de combinaciones de fase cstacionaris y movil, proporcioas amplias posibilidades
para ls seleccion de solutos con diferenics caracieristicas y propiedades.
Ea [ claps de desarrollo de I separacion, s scleccion de i fase eotacionaris define on gran medide of
Gxito de bote.
Existica algunes carcteristicas para los empaques de fasc reversa que en  ocasioncs som desconocides o
ignorades y que s¢ relacionan disectaments con of comportamicnto de 10s solulos en ¢ sisicass. La forme
s sencills de compronder of comporiamicnio d les fases estacionaries cs conociendo sus propiedades
Seicse. En forms intuitiva ssbemos que s0n empaques de fase reveraa (C18) de diferestes proveedores y
con cancieristicas sapucslamentc oquivalentes, los resuliados no scria cxactamenie Jos mismos: también
asbemos que de lote & Jote podemos CACORITA VASIACONes en I COMPOrtamicnn.

Esto nos indica que ¢f procedimicnto de mapufacturs define las propicdades de ia fase estacionaria y por
Jo tanto su comportamicato, Demtro de catas propiodades flsicas sc destacan ¢f tamalio de particuls,
didmotro y volumen de los poros, la cantided de carbdes y ¢l proceso de recubrimicato final o “end
capping”, Cade wne de cllss afects imporianicmente ¢f desempeBo del material de empaque ¥ en forma
definitiva & Ia scparacion cromatogrifica. (36)
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2.4.1. TAMANO Y FORMA DE PARTICULA

Para fires analiticos s pueden encontrar makeriales de eimpaques con lamalios que van de 4 & 10 um El
valor ¢s nominal , pues e realidad sc presenta una distiibucion de tamalos de particula. Fsta distribucion
ticnc un papel importantc e paskimetros como ls precision y elicacia . En forma tedrica , mientas menos
sca ¢of tamafio de particuls y més homogénea sea su distribucion , mayor serd I eficiencia y precision del
sisicma . (14)

34.2. DIAMETRO DR PORO

Ya que los cmpaques o soporics de fascs ctacionarias son maderiales poliméricos (stlica pars ls mayoria
de las fascs enlazadas 2 C 18 ), en ¢ proceso de smanufacturs se comtrolan parbmetios como kemperatins,
velocided de reaccidn, cunided de ague remidual, cic; con b flaalided de regular of proccso de
polimerizacitn y definis de cota forma of tamaflo y volumen de los poros del mismo . Por lo tanto, es
dificil suponer que ¢l dibmetro del poro ¢s un nomero singulas de nucvo, se trata de una distribucion de
didmetros de poro que pucden teacr un efecto sulld en b seloctividad de Js couova .

2.4.3. POROSIDAD
El volunen del poro es indicativo de I porosidad de la silica o material de soporte. Voluments de poros
undes indican que of material de empaques tienen baja densided y bejo ciertas condiciones serk miés

susceptibic 2 la frachun Lo primeros empaques de fase reversa con poros grandes fueron hoechos
incrementando ¢f tamalio de los poros de los empeques convencionales , al grado de bhacer las parcdes de

n



éatos muy delgadas y las particulss muy frigiks generando cokunnas incstabics. En ls actualided Ja
uuhdunhmdoyhmmmmd:woxmwdmnuyuwm.(%)

2.4.4. FASE ENLAZADA
Exigten relicnos de columnas on los que s fase estacionaria ests permancnicimente utiida ol soporie por
medio de enlaces quimicos. Estos materiakes s denominan relienos de fesc enlazada.

Ea la fig. No. 4, 5¢ represeata b estructura de varios Gpos de fases cnlazadas . Se preparaa por reaccion
de Jos grupos Si-OH situadas cn I supesticie de las particulas del soporic com diversos reactivos,

»



GRUPOS ORIGINALES SOBRK LAS GRUPOS FINALES EN LAB FASES

PARTICULAS DBL SOPORTR BSTACIONARIAS ENLAZADAS
] '
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Fig. No. 4 Estructuss lipica de diversss fhees enlazades

Algunas fases calazades , como ks que tiene o grapo amino-ciano o hideoxilo, son de natursleza poler y
pueden ualizarse de ls muiss nvers que ¢l gel de slioe y olros adeorbentes o fhses estacionarias iquides
fpolases con fases mbviles de bajs polarided (36)

Por otra parte Jas fases anlezades de alquilaililo o fenilo se utilizan normalmenic en la cromatografla de
fhae inverss con una faee mibvil muy polas.



2.4.5. CANTIDAD DE CARBON

Exisicn diversss tcaices pare determinar la cantided de carbon: una de cliss involucrs ¢f calentamicato
del maicrial de cmpaque al punto que la cadena hidrocarbonade sc climina ; la cantided de carbon s
conoce ye sea por pirdida de peso o por determinacion de ls cantided de didxido de carbono formado
[Esta % roporta como porcisnio de carbon, ¢l cudl s Is fraccion en peso de este respocto o makerial de
empaque Ea forma todrice sc sabe que al incremeatarse ls cantided de carbdn por un sumeako ea ls
fongitud de i cadens 0 por incremento cn 1 densided de enlace, la redencion de las columnas ¢s mayor
426)

246 RECUBRIMIENTO FINAL (END CAPPING)

Los reactivos de slanizacitn C18 son molbcules grandes de apromimademente 204 dc boogitnd, que
pucden causer impadimento cabénico sobee olres moklculas de reactivos que inkcntan cnlazasse & un grgo
silanol prdxinio , 0 em reglomes de los poros que estla catericamentc reatringidos, fos que inducea & la
pressncia de grapos silancics seeiduaies en fs superficic. Estos grupos silanoles polares isteracionan con
sohsios éaicos bajo ciertas comdiciones provocando of coleo de 1os picos, I que ocasions problemes ¢ fe
cumiificacion de ls cromatografia snalitics y la carpe co les aplicaciones preparativas (36)

Estos incouvenienies puedea sov solucionsdos realizando un recubeimisato final del ernpaque. El proceso
Namado “End Capping™es una reaccitn separads y seguide que se reviea sobre fs fase enlazada pane
sjuster &l ndmero de grupos sllanoles sobve la superficie. 3¢ emplean moliculas pequefias tal como el
trimetiailano y menos impodides ostericamentc como las moliculas de C18 .

¥



2.5. VALIDACION

Validecion o8 f proceso por ¢ cubl queda establecido por excrito y 8 avds de caudioo_dsldmuxioqm
s capacidad del método satisface los requisitos pars les aplicaciones analiticas descades,
Existen 2 tipos de validacion; validacion retrospectiva y validecidn prospectiva

Validacitn restrospectiva s ls evidencia documentads basada en los detos acumulados de produccion,
andlisis y control dc que un  prodicio ya cnn distribucidn, estd siendo fabricado con efectivided. La
validecidn relrospoctiva no ¢ pucde aplicer & cquipos de proceso.

Validacion prospuctive ¢3 la evidencis documentads que demuesire que les operaciones se encusains
bajo control anics de que of producto saigs al mercado. Este validacion s aplicable s nuevos producios,
formulacioncs 0 cambios de cquipo de proceso,

En us programa de validacion Jos resuliados obienidos deben registrarse adecusdamente (documentarse)
y cvaluarse cotadisticamente. El seguimiento de uns validacion, dependerd de s aplicacion de que se dark
8 Is misms (control de calidad y/o catudios dc cetabilidad), disposicioncs gubermamcartales, lincamientos
iisternos del laboratorio doude s ciccticn, y del criterio de ¢l (los) analista(s).

Dentro dc I validecion de tenicas andliticas exisicn diversas vasiables involucrades seles como;



- Maderial que oc analizard

- Materinies y reactivos wiilizados en los andlisis
-Equipo jastumentos o meterial pars calibracion.
<Quimicos analistas

Factores ambisntales
~Inssumentos 0 apareios en 8

Por o que ¢ poccswio organizar comectamenic ls validacion, tomando cn cucota las vasishles,
parbmeteos, disposicion de reacivos. cic, antes de inicier los andlisis. (6)

251, BSPECIFICIDAD

Esls habilided de un mdtodo andlitico pars oblener una respussts debide & ls substancia de inteeds yno 3
oos componenies que pusden cotur presemics on of meterial & andlizar ales como producios de
dagradacion, cxcipientes u oyos activoe (12).

352. LINEALIDAD DEL SISTEMA

s In habitidad pars ascgaras que 108 resullados andiiticos , que pueden scr obicalos directamentc 0 por
medio ds une trasformecion matemétics bisn definida, son proporcionaics & I concentracida do b
sibetancis ds interis deno s um ierveko de comceatracioncs de pisciplo a£kivo, dicho inlervalo
depende del propieio del mitodo: pars conkol de calided  de. scguimiento & la csubilided de wn
Armaco en une forms fhrmactutica debers estas nchuida a comcemiracibn scoccionads como 100% de s
cantidad » cuamtificw. (12)

n



2.8J. PRECISION DEL SISTEMA

Es o grado de concordancia catrc resuliados andliticos individuakes cuando ¢ procedimicnto sc aplica
repetidamente & difcremtes muesticos, csio cs ,que la capacided del método andlitico ,pars cusntificas s
mwahmmwuwnlilﬁnmwiuinnmdhbcmkmqﬂiuwbm
bajo les condiciomes normalics de operacion fambién Namadas repetibilided.(12)

254, LINEALIDAD DBL METODO

Al igual que le lincalided de) sistcmma cs la habilided pars asegurar que los resultados andliticos son
roporcionalcs & la concentracion de Js substancie dentro de un inkervalo determinado.(6)

245, PRECION DEL METODO

Como sc menciond ea Is precisidn del sistema o8 la capacided ded método andlitico pars cuantificas s
mioms caitided de ls substancis o analizar con fs minime variscion posible cusndo sc andliza variss
veces (6)

35.6. KXACTITUD DRL METODO

L2 emctiond dol mdtodo endiitico €3 ls concondancia eare wn valor obieido experimentaiments y of

valor ds sefivencia. Sc exyress como ea porcicsto de fecobro obienido de andiisis de svecetra ¢ ba que s
Ies ha adicionado cantidedes conocidas de ls substancia. (6)



2.5.7. TOLERANCIA

La tolesancia de un método andiitico ¢s el grado de reproducibilidad de los resultados obenidos por d
anklisis de ls misne bejo modificaciones de las condicioncs normales de opcracion, tales como diferenics
tempernting, lotes de reactivos, columnes, sistemas de chicion, tipos de empaque ( soporte fascs
estacionarias) condiciones ambictales cotabilided de ls mucstra andlitics (6)

2.58. ADECUANLIDAD DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

Cuando sc wtilizan tcaicas cromatogrificas, como is Cromatografia de Oases, €9 recomendabie verificr
In adecusbilided y eficacis del sistoms cu uso.

Pasa corroboser s eficacis del sistesus de operacion, dsts se debe somcier o una prusbe de adecusbilided
cada vez qus s¢ realiza un andlisie, esto originalmenis se debe a modificaciones, tando en las condicioncs
de operacion o en los cromalogrames.

La citeds pruchs comprende conceplos de clectoaica, equipo utilizado, clsboracion de mucstras y
operacioncs analiticas, comstituyendo con csto una prucbe global e fincion del sisiema.

La edecusbilided del sisicma pucde comprobarse por medio de 3 puimetros que son muy importanies,
comu: .

8) Reproducibilided de inyeccionss patides

§) Colso

¢) Resolucitn eatre 10 picos



) Reproducibilided de inyecciones repetidas: se realizan § inyecciones con ls solucion analitics los
resultados nbicnidos se expresan como b desviacion estbndar relativa (DER).
Los chiculos s cxpresan por medio de la siguientc ecuacion

DER - \IZ(X. -7) . —IE

»-1 X
Doade:
D.E R~ Desviacion Estindes Relativa en 100 %
X=Media den medidas
Xi= Madia de s relacion de las respucetes del pico =Ra(cuando 5c es  estinday
intorno).

Los eulindos de os cinco cromaogremas repotidos, usados pars reakza ks chiculon, 8
menos que en in monografia individual s¢ cite lo contrario; debem indicar que s¢ encucatran deatso det
limite de Is Desviacin Estiader Relstiva que es de 2%(DER £2%). En o caso de que la DER
sobrapass dicho limits; te smiploan (08 datos de 6 cromatograneas y ol limite serk mayos al 2%(DER >
%),

Coleo.- Es of limite miximo permisible de asimetria del pico. Pars un pico simétrico, ¢l
factor de coleo, T es bs unidad (T=1);, paro sblo que este valor suments cuando o coleo llags & ser més
promumciado (T > 1).



Ente cobo 9 define como la relacion qus existe entre lo ancho del pico ol 5% de ls altura dol mismo
pasticndo de la inea basc (W 0.05), y ¢l doble de Is distancia, f medida cn la base del pico.

T= Wy

i
Resolucion R Asegura s separacion de los componenies que cluyen cercs, estableciendo asi le ;
eficiencia general de |s separacion del sistema, 0 cusndo um estindar inteo s usado. i

41
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3.1. DIAGRAMA DE FLUJO. CUANTIFICACION DE DIFENIDOL POR CLAR
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111, DIAGRAMA DE FLUJO. YALIDACION DEL METODO ANALITICO.
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3.2. MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO

3.2.1. MATERIAL DE LABORATORIO

- Matrwz. Erleamsysr & 500, 1000 y 2000 .

- Matrz volumitsico ds $ , 10,50y 100 ml.

- Probeta de 100y 250 .

- Vasos de precipitedo de 30, 50, 100 y 230 ml.
- Essbudo de ssparacida de 250 ml.

- Esbudo de filiracidn ripide

-Cajas de petei 8.5 con. de didmotro

- Frascos viakes pars Cromatografie de Liquidos de Ads Preside con expaque
- Pigotss gradundas de 1,2, Sy 10 ml.

- Pipetas volumétricas ds 1,2, 3,4, 5,10y 15 ml.
- Tubos de ensayo de 13 X100

- Macrojeringss ds 10y 100 ul.
NS
- Jeringa d¢ cristal con boce ds metal de 10 ml. com dembolo de phisico



322 REACTIVOS

- TYIWMAIA PUS SINENITCH15):1 (MICTCK)

- Acido foafieico (HPOY) ().T. Baker)

- Acstonitilo Grado Cromatogrifico CHIN (Merck)

 Tarivato de Sodio Grado Reackivo (NaCHO) (HOR (T. 7. Reker)

-Feaol Grado QP. (C¢H; OH)Merch)

- Acido - Tervdrico Orado Reactivo HOOC(CHOH) ; COOH (J.T. Baker)

- Progikeagical (1 2-Propasodiol) Grado Reactivo Cy Hy (OH), (.7 Bakes)

 Aloohol Bencllico Grado Reactvo (CoHCH,OH) (J.T. Bekar)

- Acido Clorkédeico Orado Reactivo (HCT) ().T. Baker)

« Pertuido dc hidrogeno 30% (HeD, ) (Sigme Queanical Co.)

- Hideduido de Sodio Grado Rsectivo (NeOH) (Técaics Quismics)

- Sohuciie pH=7 Reactivo pase diagadetico cisico. Basda en los “Buffers Cortificado™ do s
Netional Bureau of Standesds. (Beckman asrumea)

- Sohucide ph=4 Grado Reackivo pars vohismeria (Merch)

- Aloohol Metiico Grado Eapeciroscdpico(CHOH) (Merck)

- Esthavdar IMBS 34¥3 Estinder Secundario, Disidol clorhidrato (C;HpNO HCH)

- Agea Destisde

4



323, EQUIPO

- Campans de Extyaccion Square de México

- Estufa de Secado con vaclo JM. Orliz, Aparatos Eletricos pars Bacteriologia y Quimics.
- Balaaza Acalitics Digital Mestier AE 160

- Equipo MILLIPORE purs fkracidin (vidrio) pars uso exchusivo con HA

- DOSIVORSS-PUIECIOR PArS AgUA

- Bquipo MILLIPORE pars filtracion de solventcs orghaicos, uso membrans HY

« Chmats con Mz uisaviolcss, largs Y corts con edaptador visual

- Cromatigralo de Liquidos LC: Modulo 1. Digitel con funcionss ¢a pantells Welers(Modelo
146)

- Cobumas LICiwoCART 250-4 HPLC-Cartridge. Lichrospher 100 RP-18(10 um) Merck

- Ballo wieasdaico Branson 8200

- Espaewofotdmetro DU-7 Beckmia

« Agitador ds Tubos Lab-Line Instrwments INC



33. METODOLOGIA
TECNICA ANALITICA

La tcaics enalitics pass cusntifices ol clorkidrato de difmidol pos CLAR. invalucra diversos factons que
ey qus considerws.

< Bomba.Capas ds apeses ¢ 6000 poi

« Inyacter:Adecuado cun bejo vehmmen muerts

« Detector:Ulsaviolsta(22$ wn) com un mgistrador educusdo

- Colmmanlichrocant 2504 HPLC<carwidge, Licheosphes 100 RP-18(10um)

- Alspuciba: ¢4

«Pivje ds tnbojs: 1.5 mbmin

- Pwenida de bs columena: 1000 pei

- Tempevahws ds s columan.T. Arnhicais



-Volkumea de inyeccion: 20 ul

Fase mivil: Acctonitribo : Agus : Trictilamioe 40600.0 pH = 3.

( degusificas ls fasc movil por 30 min. en uitrasonido )

-AUFS0.16°%24)
*Alguncs dc los perimoiros de operacide quizd deben sjustane pars oblcaer un cromatgrams
satisfactorio. ( como la stomuecide , velocided de carta, volumen de inyeccidn )

**Sogie optisizacion hecks 8 s ticaica ds MIKAM, EICH!

Exseseaciie del Estindar do Referuacia 3 Ia Massirs

Exasraciie del Ketiader de Releracis:

Twnshoris 20 mg ds Clorhideto de Difemidol USP Estinder ds Reforencie saactuments pesado on
mabnz de 200 mi{vohamitrico). Adicionss agus y colocario en we ballo ulsesinico por 5 minutos, sfoses
©on ags y agiter. Esta solucida costisne wns concasiracidn ds 100 mcy/ml, de clorhidrato de difenidol,
Dxssaraciie de ln Masten

En un mairaz dc 100 ml afosedo agragar 5 mililitros de s muestra de Diswmidol , solucidn inyectabis;

adicionar agua, y afoses. Tomer 10 wl de bs sohucidn anterior y (ransferivios & W matnz de 100 m,
adicioner ague; aforas y agiter. Esia solucion conticac 100 mcg/mil de clorhidrato de difemidol.



Tmyecias al cromatografo por separedo, volimencs iguales de 20 wl sproximadamente ds ls preparacida
del patetn de meforencis y calcular ol cosficiante de variasion of cudl 80 debe ser mayor ded 2%, o factor
de coleo mo debe ey meyor de 2.0 y bs ciiciencis de I columns R0 dobe ser menor de 1000 platos
todvicos.

Una vez gjustados los parisnsiros do operacide, inyecs o cromatdgraio por scpasado, volimmencs
iguaise(20 mci aproximedaments) de la propasaciin del patrde de referencia ¥ de bs prepasecion és b
mmesirn, Oblcncr s crometogrames correspondientce y medir las respusetes de los picos peincipales.

Calkculas s cantidad de Didhnidol pos mi. do In solucidn imyectsbie por medio de Is sigicnts Rk

Miligmos ds Difhaidol por mililivo

ARSANUGRTRA % PRI 0. BRTAMBAS X (WPOTEMOW b MUMBSAR )X BLUOION X DILUCION X P M AR IMDCL
ARBA BSTANDAR ArORO 100 VOL. MWEST. ALIGUOTA P20 HOL DIFEN.



34.  EVALUACION DEL SISTEMA

3.4.1, LINEALIDAD DEL SISTEMA

La lincalidad del sisteene 3¢ determino construyendo ume cusve de calibracids que comprendia las
concentraciones de 60%,80%,100%,120% y 160% ; utilizando pars sw preparecion ls misma solucion
stock.Cade punto de s curva fuc analizado por searuplicado, ademis de que Is lincalided del sistema fuc
amalizade on 3 diss,

Criterio de acaplacide de ls grifica respucsta vs. conceniracion
1 509
r s 098

cv.s 1S

343 PRECIHON DEL SSTEMA

Esta prushe s efoctud analizando por ssxiuplicado uns misme solucidn catimder correspondionts & of
100% empleado en s inealided dol sistema.

Criterio ds aospincién

Cosficiente de veriacida C.V.<1.5%



3.5, EYALUACION DBL METODO

3.5.0. LINEALIDAD DEL METODO

5S¢ detrmind anslizendo placebo al cudl 3¢ I8 adiciond de mancra independionts cantidedes necesarias de
clorkideato de difenidol para cbtener e concentraciones ds 60%,80%,100%,120%, y 160% . Code
concentracion foc analizade por sextuplicado y adembs foc anaizade en trcs diasajo las misimas
condicionss de operacide y por of mismo analiste.

Criterio de accptacion de b grifics cantided adicionads vs. cantidad recupernds

»a0

1509

¢ <09

Promedic de recobro  98-102%

Cosficionts ds vasinsida C.V.< 2%

s



352 EXACTITUD AL 100%

Se detormind por ¢ andlisis de 6 placebos cargados dc mancra independiontc con ls cantided Reccanria de
clorhidrato de difenidol pare obtener Is conceniracion ds 100%.

Los placchos sc analizaron por ssxtuplicado, Sejo les mismes condicionss de operacide y por of misso
alish .

mt*ﬂl:
Promedio de recobro 98 -102%
Coaficients ds vasiacide C.V.< 2%
Con wn intervale ds conflense ol 95%

333, PRECHRON DRL METODO

36 RAPRODUCIMLIDAD

0 analind e mmusetn comencial s Difmidol sobucion nyecibls o b cudl fos determingdo por dos
analistng dos dige distintos, y con ol mismo sisteme cromatogeifico.

Critario de woaplacide:

[l couliciants ds variaciba total dahe cumglis con los siguieates crlerios . C.V. < 2%

2



3.7. ESPECIFICIDAD PARA METODOS INDICADORES DE ESTABILIDAD

- Se expuso cl placcbo y closhidrslo de difenidol a las siguicnics condiciones:

Tebla No.1 Kspacificided pasa placebo y muesiss.

“Critario !

Vesificss que los prodectos de degradacion y /o wbetaacias relecionades 80 imterfleren con
cuamificacion dal Clorhidrato ds Diftaidol uilizando of método deaarrolisdo. Ajusier las condicionss de
apesacidn para obtener s ssbxing sesolucidn.



38. TOLERANCIA

Es of grado de producibilided de fos resuliados analiticos obcaidos por ¢f endiisis de i misus mucstn
Sajo modificacionss de Jas condicionss sormales de operacidn, fakes como pl y proposcide de Is fie
wbvil,

Las modificacionss haches & ias condicionss normales de operacidn fusron:

- Veriscida deplidafo o mivil ds pH 235 y 3.5

~ Cambio s ln proporcida de Sase mivil acotonitvilo: agee  30:50 y 70:30

39, ESTAMLIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA

B¢ deterind) ln evtabilindad dc ln seussire reansiizando Is mwestrs como indica s ticaics analitics, y los
eondiciones fesrcs :

» Los reandlisis fusrou efectundos por o ssisms ennlists

- Las condiciones ds spemcide y cromatogeidicas (veroa (es mismes

~ La varishle que 30 considero pare este andlisis Tus s Somparsiura ambissic y en relrigacidn , por Jo
e las muceiras ss shmaccnaon & s condiciones indicades ,durnate 24 horas, pare posteriormentc
sor analizades.
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RESULTADOS

411 Ewscificided pere método indicedos de combilided.

:
X
3
y
m
¥ i
3 /\A
(o) (8 (¢)

Fg No.V Cromstogrames ipico del método ) banco del Disoivente §) estiader de clorhidrato de
Difenidol ¢) musste



f e\

|

! |

i H

I ;

¥ 3

| ¢ |

« 11 - ;
?zf @l,\ o ||

o }}/4 E L B

(o) TS

Mo No.V1  Especilcided el clortidento e Difkidol
c-mbp‘oupb.lm witravioletn Seapo 20 diss
»-m-amw.wwm



Mg Ne V2

(1) (%)
¢) Cromatogrames ds placebo cargado. 1c ) pHde 1 8 2/60°C,
26)pHd10812/00C ,
3¢ con HeOy /60 C duracks 20 diss

57

.34

()



41.2. PRECISION DEL SISTEMA
Se analizh por scxtuplicado 5 soluciones cstindures dc clorhidvato de difenidol. Se calould el cocficinie:

dc variacidn de las breas bajo Is cuive..

8= datmerods inyecciones C.V. = ¢s ¢l cosficients de variacidn
TobisNoR  Preciside del sistems cromaiogrifico : Andlisis sexuplicado ds 3 sohiciones cxbndares



4.1.3. LINEALIDAD DEL SISTEMA

Sc detcrmind 8 lincalided del visema pera o Closhidraio de Difenidol, analzando soluciones
comespondicaics al 60%,80%,100%,120% y 160% del principlo activo, S deermind o coeficieate de
regresion y de detcrminacion. El andlisis sc realiz6 cn 3 dias difkremtes, Los resullados obichidos wa los
siguionics.

Tebia. No. 1l  Linealided del Sistema  Arcas promeediv y s respectivo coediciente de variscion e
diferemies dias






GRAFICADELA LINEALIDAD DEL SISTEMA PARA EL CLORHIDRATO D¥:
DIFENIDOL

Grifics No.1. Linealidad dcl sistume dwawmamu

o



| PENDIENTS ™ 2050258 1950649 & 211066 09!
TAL

Clochidssio de Diknidol

Tebia No.VI  Andlisis de Varianzs pars s Linealided del sistcma del Clorhidrato de Difenidol.



4.1.4. LINEALIDAD DEL METODO

Usiizando ¢ mn¢todo ded placcbo afladido, se determind la licalidad del método pars detcrmine
Clorhidrato de Difcnidolal cual s¢ e adiciond de mancrs independicnic cantidades nocesarias del
peincipio activo pars obteacs , las concemiracioncs del 60%, 80%,100% 120% y 160% , s¢ tabuleron oy
promedios de In cantided adicionsds contrs i cantided encontrads. EJ resullado obtenido fus of siguicnie:

i
r 160 16168 161.19 160.08

Tabls No. VI Asas promadio y su respectivo coaficiants ds variacioa on 3 dias difhrentes.



160 160.9¢ 160.77

Tabla No. VIl Promedio Wil de les 4 determinacionss.



GRATCA DE LINEALIDAD DEL. METODO PARA EL CLORHIDRATO DE
DIFENIDOL

Grifica No. § Linealided dal mitodo pars of Closhidvato de Difhaidol

6




[rmom 4 1006 094 s 1009 Y

Tebls No.IX. Detos catadisticos de fos pardmeciros de I lincalided del método

Teabla No. X . Andlisis d¢ Varianze pars s Lincalided del método.



"MEDIA ARITMETICA DEL % WFCUPERADO

DRSVIACTON BRVANIAN T DL, ¥ RECUPRRAIR

FCORMCIBNTE i VARIACION

Tabla No. X1, Pastinctios cstadisticos para de ta tincalidad del mddodo

A et At i)

[PRUKAK + DF TUDENT ¢ (el )

| LIMITR RFRRIOR 99928 %

"Tabla No. Xi 1 Lisuiias da Conflunza s 955 pare ia insalided dei mbtodo



EXACTITUD AL 100 %

Utilizando ¢} método de placcho afladido, sc determino ba exactitud del mitodo pars le deserminacion
del clorhidrato de difmisiol, wilizando placchos cargados con | sustancie de imterée para oblcner las
conceatraciones de 100% . Se cakularon ¢ cocficicate de variacion y o porcicato recugerado con
un intesvalo de conflanza ol 95% . Los resuitados obicaidos som los siguicaics:

Tobla No. Xl Rarobeo de 22 mussisa ds placebos cangados com Clorhidesto de difanidol af 100%

Tabla No. XIV Parimetros estadisticos pars b xactitud o 100%



LIMITS INPRRIOR ' T e %

i
H '

Tl o, XV i do condlanc 4955 o s o 100K 3

4.1.6. PRECIION DBL METODO

REPRODUCINLIDAD
Se dotermind ds una musetrs homogines corcans ol 100% , anslizade por dos ensliste e dos diss
dificrentes por  riplicado , los resulindos son los sigulentes:

5’ % "9 1008 i
oA 2 10100 017 i

; 10069 10069 E :
’ éTﬂMN.MhMt:“ a2 dies diftounice cn uns mucelrs ;
o ;



TDESVIACION ESTANDAR TOTAL

TOORFTCTENY

0187 %

TolNo. XVI Pusisusiros condistioos pars 1 reprodusibilided del miodo.

ANALISES DE VARIANZA PARA LA REPRODUCIBIRLIDAD

‘TaaNo.XVEL  Andes de varianza pura s reproducibiided del método



41.7. TOLERANCIA

Se reglizaron  variaciones ca pil, proposcion de los componenics de lu fasc mOvil pars ver como
influyen ca cf tempo de reteacion , ea dal pico y of fictor de coleo. Los resuitados s0n ke

i s (1] 191158028 128 [ ]

H

“oble o, XIX Variscion de pii o fase movi

i 0:30
Tl o, KK “Viriacion 6 18 propancion ée a e maivil

28 2160080 1.0 0

n



R No. VB Cromsiogrames de Tokrancis del Sikcns pase o Clorhidrato de Difenidol
a)-emAes mivilapli 2.8 c)-fmmivil 50:50:0) ACNHO: TEA
0)- oo o movil 0 pH 3.5 O-fmemdvil 70:30:0.) ACNHO: TEA

1



4.4.8. BSTABILIDAD DB LA MURSTRA ANALITICA.

73



43, DISCUSION

En la optimizacion del mitodo se realizardn investigaciones prelininarcs pars obtsner condiciones
crometogrifices Optimes, como ls tormperatura de ls columns : cambiando ls emperaturs de 45 °C
mghn Mikami (24 ) o temporaturs ambinnic , eoic cambio s obsorvd on ol ismgo ds retencide
del Clorhidrato de Disnidol (10.5 min.. ) , pars esto sc ajustd la velocided de la faes mbvilde 1.0 &
1S mimin. Com csté cambio sc cvils que ls relacion de accionitrilo cambie vy ocasione
vasiaciones on ol fempo de reicacion y por consecucacis cn s precisidn ded siskema. Y 5¢ podré
wilizar ests método en equipos de cromatografie de Squidos de alls reackucion qus no cusates con
ma“ahm

En la figura No. V1 sc mussirs un cromalograme Sipico del estindas de Clovhidrato de Difenidol , y
' Slanco de solvente

En ls dotorminacidn dsl Clorhidrato de Didenidol s¢ realizd ussado una curva ds calibsacion con
ostinder extorno yo qus ol weo de un estindas interno no Ass necesario , debido & qus tanto of sisterne
cromatogrifico, i preparecion de b mucstra y fos excipionics y/o placcbos de ls misma no Wvicron
coctos significativos sobre ls respucata del detecior ca I curva lineal.

La precisita dal sistema s evalud en drminos dal coeficiente de vasiacitn de 6 imyecciones de cade
wna de lns soluciones contoninndo of 60%, 30%, 100%, 120% y 160% del estimder de Clorhidrato
e Difenidol, como sc observa oa la tebls No. il d cocficicmic de variacidn de cads conceatracidn
csmenor al 0.70 yes mayor ca ls conceniracion del 60% (C.V. de 0.68).
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La grifics No. | prescina | Kncalided del sistcan, e s cual se obacrva usa relacion lincal eatre las
concentrecidnes de Clorhidrelo de Difenidol y las umidedes de drea , on ¢l rango de concentraciones
de 6108 ol 16288 ug/m), obicnicndo uns ccuacidn de la lincarecia de Y = 2050252 X -
44576 , con cocficicaie de determinacidn igual 8 0.9 .

Eals tabls No. V . 55 prescatan los parimetios cstadisticos de s lincalided del sistcma pare verificer
de que ln ondenads pans por el onigea , con la siguicate Hipdteais decontste Ho: a =0 (H, : a
«0  dondsa oo el estimador dol interospto , ael pare U mivel de conflenze del 95 %
(p=0.0%) con n-2 grados dc ibarted (leg2552 =2.16) sc obticnc ua tcal. de 0.943 porbo cual
teal < lygse @RMOROES 82 Acepin ia Hipdicsis nuls . y esto es interprotado  qus ol intarcopto pase
por ol origen,

Pom i verificacit s o modelo de fegrosicn ¢3 adocuado pars s asociacidn caire b concentecite
¢l Clorkideeto de Difenidol y s unidades dc dress , 00 wilizd ol andlisis dc verienss , como 5
mussn cu o tebls No. V1, os perienciros dc segresida y la falts dc ajusts & | curve fucron
probados con wn nivel de conflanza dal 93% ( p= 0.03) obteniendo los siguientes resuliados : Pans s
mgreside sc tieme uas Feal. de 2337.82 , comparnds esls . con I8 Piab. (Fiipn ) = 64 Bos
esiabloce que Feal. > Pisb, cn la cual Bos indica que cxistc una relacidn aliamente significativa catre
fa concentracitn def Clorkidrato de Difenidol y s respucsta como usidades de drea. En of parkmetro
de thia do ajuste se Sone uma Feal. e 0.156 y una Fiab. ( Fyi0001 ) =482 on donde Ros establece
que Feal. < Puab. porfotaato o cxisic la falts de qjustc en la curva fincal.

B oo estimador comém pars cvaleer I lincelided dc la curva o8 ¢f fictor de determinacitn r*
oblesiendo en caie caso um valos de0.994 .
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En la lincalided del mitodo donde s grifica la cantided adicionsda de Clorhidiato de Difenidol ¢
placcbos conra |s cantided de Clorhidrato de Difenidol encontrado o los mismos. 38 oblicne los
siguicrite resultados: En ls tsbia No. X que s pendicnic icne um valor de 1006 com sus limites de
confinaza al 95% dc 0.994 3 1.019 y un interceplo de 0.247 con sus Kmuites de conflanzs al 95% de
16388 1.144 cn donde podemos obssrvar que lanto pars la peadicale com un valor predictivo de |
y o intercapio con un valos predictivo de 0 som inchaidos csvs valores en ol intervalo de conflanzs ol
95% como sc muselrs ¢a I8 grifica No. 4.5.1. I relacita lincal de I cantided adicionads contrs b
cantided rocuperada del Clorhidrato de Difenidol y sus respoctivos lisnites ds confianza 8l 95%
Ea la tabls No. X1, ss tans of andlisie de vasionzs pars la lincalided dol método . En s mgresida
fonomos una Feal. de 2932991 y una Pisb, (Fins0) =907 en lacual Feal. > Piab. y o¢ establece
que caiste uns relacide sllsmentc significative anive In cantided adicionads ¥ s cantided encontrads.
donde p=0.01.Y e I falis de ajusic sc ticnc una Feal. = 0.926 y uns Plab. ( Fyu04s) =6.55 en
donde Feal. < Piab, por bo tento 8o cxisie falie de qjustc & I relacio Kneal simplc cantided
sdicionads , cantided recuperads con p = 0.03 . Con respacto of facior de determinacidn s¢ obtuy)
s valor de 09995,

Eafatsbls No. XWy XIV s prescatan los datos cotedisticos pars | cxactitnd o 100% e 22
museten dc placebos cargedos a8 s cual s realizd fs prushe de Hipdtesis donds : Ho: = 100%.
y Hy :u=100% donde p =l valor el on ls cual ¢ wiilize una distribucion mussal de 1 de
Sudent con 0-] grados de Mberied 8 un nivel de conflaaza ded 95% obienicndo uns tcal. de
1357 y un ik (1) = 2000 donds &al <tab por lo que % acepis le Hipdiesis nuls
intorpretandose como 1 carencis ¢ ol mitodo de error sistemidico comstanic .

Pare s reproducibilided del mitodo ¢ prescaten en la iabla No. XVI cf andiisis dc verianza pans
cvabuacion del cfocto del anslista sobre ¢f mitodo cn dos dlas diferenics. como s¢ obecrva pars ol
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efecto ded analists sc obticne une Fead = 1233y compands con Fiab. (Fiaee) = 18.51 donde
Feal < Pab. imgplica esto que el mitodo analitico ¢ reproducible por 1os analistes.

Y con refacion a efcio eatre dias s obtuvd una Fcal = 0.768  con une Plab ( Fas00s ) = 446
dondc Fcal < Fiab, por o tanto s¢ interpreta como ¢l método analitico ¢s reproducible ca distintos
dies por un misemo anafists.

En | ileracie del mitodo on la cusl s enseyo la variacion ea pH y s proposcion de la faes movil,
calatablsNo. XIX y XX , s obeesva variscioncs sigmificactivas tento ca ol Sempo de reicucion
como o ¢f factos de coleo indicando que cstos dos parimetros deben ser bie controlados ye que
wne simple variacidn pusde ocacionss une difcreacis ea los resuliados,

En b cstabilided dc bs muceina como 3¢ obscrvs on Is (abls No, XX1 |s micsirs 0o presenis uns
difcroncis significative cn ol Gmpo dc preparacide y almecenads duraiic 24 horms o mperaturs
ambissic y reftigaracide.

Con s reslizacidn dcl cutudio cotedistico y Is cvideacies prescatedes pars b determinecite del
Clorkidrato de Difenidol por CLAR. 3¢ catabloce uaa clars accptacién  del método como ¢
cumglimicnto de vs copecificided, precisidn y exactitud. Por lo cull mecsin hipbicais cs scopiads.

E) objetivo de eatc imbajo fiac alcanzado al Optisaizar y valider o médodo pos CLAR. por o cudl sc
segerich como método oficial 8 la Norms IMSS clave 3112 y o ls Farmacopes Nacional de ks
Estados Unidos Mexicancs.
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CONCLUSIONES

Sc optimizd un mitodo pars cuantifics Clorhidnato de Difcuidol pos C.LAR, que climing los
problcmas caisienies pars scparwr ¢ indemtificas los excipiciiies, productos de degradecidn y
sustancies rejacionades . Pos Jo que:

Con base & los resulindos obienidos en cade uno de los parkemetros deserroliados en b Validecion y
comparkndoios con s bibliografla citads sc concluye que s Técaica Analitica pars cuantificar
Clorkideato de Discnidol ea sohucion inyectable por CLAR. ¢s:

- Lincal . Ya que obsesvando los sesullados obienidos podemos constater que se cumple con bos
requisitos de ordenade al origen (b ), pendiente (m ) , coeficicule de cosrelacion (1) y coeficicak
ds detorminacidn (¢ ) ; tanto en las grfices de inealidad del sistema como en I linealided dal
miodo

« Preciea . Se obiuvieron cocficimics ds variacida ( C.V. ) pars s precision de! sistame menos &
1.5%y para Is procision del método menos o 2% com un recobro deatro de los Kimites catablecidos
el 99% - 102% . .

= Exacto . Debido & que se obtuvo um coeficienie de variacion (C.V. ) menor al 2% y ¢l porcentaje
de recobeo a¢ cacontrd dentro de los limites de 95-102%. establecidos.

« Espacifica. Sc demostrd I capacided  del método para separs of Closhidrato de Difmidol de
diftrenics producios dc degradacida; por (o anto o mélodo cs capecifico pars cusntificr o
Clorhidrato de Difonidol.



ESTR TESIS B9 pror
aUR OE LA BiBLoidua

En lo que se refiere o s tolerancia del método, los sesubiados indican que la mucitra aaalitics
almacenads & ikmperature ambients por 24horas no 88 enconiso difereacies siguificatives Y pos lo
tando la mucsirs cs estable durante 24 horus de almacenaje & eruperaturs ambicnie y refrigerecion.

En cusato & s Tolerancia , variando cl pH y la proporcidn de la fasc movil, podemos obeesvas que
cxinie difroncia on bos resulindos promedio , <0 3on airibuidos & diversos factores como bo son el
carboter polar que ke confiere, al sumeniag o disminuis uno de los dos disolventes constituyenics de la
fasc mdvil 0 la vasiacioa ca ol pH de s misma como coasocucncis .

Finalmente podemos concluir que la Técnics Analitica pars Cusntificss Clorhidrato de Difenidol en
solucide imyecable por CLAR. , es confisbic ye que cumpie con todos Jos roquerimiontos
sstablecidos pass i Validecion.

Pox 1o anierios sc propoms incluis csts metodologia e la Norma [M.S.S. y ca ls Farmacopea
Necional , pasa I8 veloracia de ests producto, misma que puedc ser viilizade en estudios de
astabilided.
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