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RESUMEN. Se desarrollé y validé un método analitico alternativo para el control de la calidad de las ta-
bletas de clonazepam 2 mg sin lactosa por espectrofotometria UV, €l cual no es aplicable a los estudios de
estabilidad, ya que este método resulta més rapido, mas sencillo y econémico. Ademas se validé el método
analitico reportado para €l estudio de estabilidad por cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR),
compar andose ambos métodos estadisticamente. Ambos métodos resultaron especificos, lineales, precisos
y exactos en el rango de concentraciones estudiadas.

SUMMARY. “Development of an analytic method aplicated in the quality control of Clonazepam tablets’. An al-
ternative analytic method for the quality control of clonazepam 2 mg tablets without lactose for ultraviolet spec-
trophotometry was developed and validated. The method is not applicable to stability studies, for it is quickler,
simpler and more economic. The analytic method reported for the study of stability by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) was also validated and statistically compared with the developed method. Both meth-

ods were specific, lineal, precise, and exact in the range of the studied concentrations.

INTRODUCCION

El clonazepam es una benzodiazepina y ac-
tda en general como depresor del sistema ner-
vioso central (SNC), produciendo todos los ni-
veles de depresion del mismo, desde una leve
sedaciéon hasta hipnosis o coma dependiendo
de la dosis. Esta indicado para el tratamiento so-
lo 0, como coadyuvante en la mayoria de las
formas clinicas de la epilepsia, particularmente
las ausencias tipicas y atipicas. Es util en el tra-
tamiento de la epilepsia infantil, crisis miocléni-
cas y de ausencia. En las encefalopatias epilépti-
cas cronicas del nifio: llamese sindrome de West
0 sindrome de Lennox-Gastaut, asi como en la
epilepsia crénica parcial; las crisis focales y las
crisis complejas del adulto. Se indica también
para el tratamiento del desorden o trastorno de
panico 1.

Existen reportes de métodos analiticos por
espectrofotometria ultravioleta para formulacio-
nes de clonazepam inyectable debido a que es
un producto que absorbe intensamente en la re-

gion del ultravioleta 2. Para las tabletas de clo-
nazepam aparecen reportes de métodos analiti-
cos por cromatografia liquida de alta resolucién
(CLAR) 3.

La espectrofotometria ultravioleta es un po-
deroso instrumento en una variedad de proble-
mas analiticos, aunque en muchas oportunida-
des tiene el inconveniente de la falta de especi-
ficidad, debido a la interferencia que se encuen-
tra en los productos de degradacion, los cuales
en ocasiones pueden presentar un espectro
idéntico al componente sin degradar y en otras
las concentraciones a determinar es muy peque-
fia y esta por debajo del limite de sensibilidad
del método o dentro de su error experimental 3.

La CLAR ha dado la posibilidad al analista de
usar esta herramienta para solucionar los incon-
venientes de los métodos espectrofotométricos
en los estudios de estabilidad, pues ademas de
presentar una alta sensibilidad y exactitud, es en
esencia un método separativo, lo que permite
medir con gran selectividad el compuesto dese-
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ado, siempre y cuando se encuentre un sistema
cromatografico que asegure una adecuada sepa-
racion 3.

La validacién es el proceso establecido para
la obtencidon de pruebas documentadas de que
el método es lo suficientemente fiable para pro-
ducir el resultado 46. Los parametros analiticos
que pueden ser considerados en la validacion
de un método analitico, segun se expresa en la
United States Pharmacopoeia (USP 26, USP 27),
son exactitud, precision, especificidad, limite de
deteccion, limite de cuantificacion, linealidad,
rango, tolerancia y robustez.

En el presente trabajo nos trazamos como
objetivo desarrollar un método analitico alterna-
tivo para el control de la calidad que fuera rapi-
do, sencillo y barato. Ademéas demostrar si exis-
ten diferencias significativas entre el método de-
sarrollado y el reportado en al Farmacopea de
los Estados Unidos, USP 26, y validar ambos
métodos.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras utilizadas para el desarrollo de
este trabajo fueron identificadas como lotes
3001, 3002,3003; fabricados en la UCTB Tecno-
logias Basicas.

Validacién del método analitico para la
cuantificacion por CLAE

En el ensayo se empleo un cromatografo
(Knauer) con detector UV/VIS (Knauer) ajustado
a 254 nm, un dosificador de 50 ul e integrador
(Shimadzu CR 8 A). La separacion se realizo iso-
craticamente sobre una columna Lichropher
100, RP- 8 (5 pm). La fase movil utilizada consis-
tié en una mezcla desgasificada de Solucion de
Fosfato de amonio anhidro dib&sico a 6,6
mg/mL y llevar a pH 8,0 con &cido fosférico 1 N
6 hidroxido de sodio 1 N: metanol: tetrahidrofu-
rano (60:52:13) con una velocidad de flujo de
1,0 mL/min. Estas condiciones cromatogréficas
aparecen reportadas en la USP 25 para la valo-
racion de las tabletas de clonazepam.

Con el objetivo de evaluar la especificidad
del método se analizo la sustancia de referencia
quimica (de calidad USP, con un 100% de pure-
za), el placebo y una muestra sometida a condi-
ciones drésticas de pH y oxidacién: hidrélisis
acida (HCI 3 N), hidrdlisis basica (NaOH 3 N) y
a la luz durante 3 dias.

Para el estudio de la linealidad de la res-
puesta del detector se prepard una curva de ca-
libracion, utilizando 5 niveles de concentracion,
con soluciones patron de clonazepam en un

442

rango de concentraciones entre 8 a 24 pg/mL,
gue representan el 60, 80, 100, 120 y 140% de la
concentracion teorica del principio activo en la
solucién.

Se evalud la precisién del método. La repeti-
bilidad se estudié sobre la base de 8 determina-
ciones y se efectuaron valoraciones por dos
analistas en dos dias diferentes para comprobar
la precision intermedia del método. En el estu-
dio de la exactitud se empled el método de re-
cuperacion, preparando muestras con diferentes
niveles de Clonazepam que representaban el 80,
100 y 120% de la concentracion tedrica del prin-
cipio activo en la solucion, segun la formulacién
propuesta. Con el objetivo de verificar la rela-
cion lineal de la respuesta analitica con respecto
a los diferentes niveles de concentracion utiliza-
dos se realizé el estudio de linealidad a través
de los coeficientes de variacién de los factores
de respuesta C.Vy, los cuales deben de ser me-
nor que el 5%. Ademas se realiza la prueba de
proporcionalidad utilizando el estadigrafo t-Stu-
dent, con el objetivo de demostrar la proporcio-
nalidad de la sefial obtenida. También se deter-
mino la influencia del factor concentracion en la
variabilidad de la respuesta obtenida, a través
de la prueba de Cochran (Ggycuiada debe ser me-
nor que Giapylada) +°-

Validacioén del método analitico para la
cuantificacion por Espectrofotometria
ultravioleta

En el desarrollo del método analitico por Es-
pectrofotometria Ultravioleta se utilizé6 un Es-
pectrofotométro Spectronic® Génesis™ 2PC. Pa-
ra la cuantificacion se disolvié una cantidad pre-
cisa de la sustancia de referencia en alcohol iso-
propilico, de modo que se obtuviera una solu-
cién con una concentracion final de 20 ug/mL.
Las muestras fueron preparadas pesando el
equivalente a 10 mg de principio activo, trasva-
sandolo a un matraz aforado de 100 mL, afia-
diéndole 50 mL de alcohol isopropilico, soni-
cando 10 min y luego se llevé a volumen con el
mismo solvente. En un paso posterior se tomé
una alicuota de 5 mL de la solucién preparada
anteriormente, trasvasandola a un matraz afora-
do de 25 mL y llevando a volumen con alcohol
isopropilico. De esta manera la solucion de refe-
rencia quimica y la muestra tuvieron una con-
centracion de 20 pug/mL, que representa el
100%.

Con el objetivo de evaluar la especificidad
del método se prepararon muestras de sustancia
de referencia quimica de clonazepam, placebo,



muestra de clonazepam. Las mismas fueron so-
metidas a condiciones dréasticas de pH y luz, re-
alizdndose el escaneo de las soluciones corres-
pondientes, entre 200 y 500 nm.

En el estudio de la linealidad de la respuesta
del detector se prepard una curva de calibra-
cidn, utilizdndose para el mismo 5 niveles de
concentracion, con solucion patréon de clonaze-
pam en un rango de concentraciones de 12 has-
ta 28 ug/ml que representan el 60, 80, 100, 120
y 140% de la concentracion tedrica del principio
activo en la solucion. La longitud de onda em-
pleada para el estudio fue 310 nm.

Se evaluo la precisién del método. La repeti-
bilidad se estudid sobre la base de 6 determina-
ciones, efectuandose valoraciones por dos ana-
listas en dos dias diferentes para comprobar la
precision intermedia del método, utilizando para
el estudio los estadigrafos F-Fischer y t-Student,
con el objetivo de determinar la existencia de
diferencias significativas entre las precisiones al-
canzadas por ambos analistas y entre las medias
obtenidas, respectivamente. Primeramente, se
realiz6 la prueba de Fischer verificandose la ho-
mogeneidad de las varianzas alcanzadas por di-
ferentes analistas, debiéndose obtener un valor
calculado menor que el tabulado. En el caso del
estadigrafo t-Student se debe obtener también
un valor calculado menor que el tabulado.

En el estudio de la exactitud se empled el
método de recuperacion, preparando muestras
con diferentes niveles, que representan el 80,
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100 y 120% de la concentracion tedrica del prin-
cipio activo en la solucién.

Comparacion estadistica

Con el objetivo de realizar una comparacion
estadistica entre los resultados por CLAR y los ob-
tenidos por el método analitico alternativo desa-
rrollado por espectrofotometria UV se realiz6 un
estudio del t-Student para determinar si existian
diferencias significativas entre los dos métodos.

RESULTADOS
Validacion del método analitico para la
cuantificacion por CLAE

La Figura 1 muestra los resultados obtenidos
en el estudio de especificidad del método. Co-
mo se observa en el cromatograma correspon-
diente a la muestra placebo (A) no se obtuvo
ninguna sefial en la zona de interés, al ser com-
parado con la sefial obtenida para la solucion
estandar de referencia (B) y de la muestra de
clonazepam tabletas (C), lo cual indica que los
excipientes o sustancias auxiliares de la solucién
no interfieren en la determinacién del principio
activo. En cuanto a las muestras sometidas a
condiciones drésticas de: hidrolisis bésica, hi-
drolisis acida y a la luz se observan en los cro-
matogramas (D, E, F) la aparicién de picos se-
cundarios, atribuible a un posible producto de
degradacién, el cual no interfiere en la determi-
nacion del principio activo. Simultaneamente se
realiz6 un escaneo al pico correspondiente al

Figura 1. Resultados del
estudio de especificidad
892 del método.

A- Cromatograma de la
muestra placebo.

B- Cromatograma de la

sustancia de referencia

quimica.

C- Cromatograma de la
muestra de Clonazepam
en la tableta.

D- Cromatograma de la
muestra sometida a

E- Cromatograma de la
E muestra sometida a
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muestra sometida a la
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Parametros CLAE uv Limites
y = 1,2376 X + 0,68092 Y = 0,03885 + 0,0052 x y=ax+b
r = 0,99696 r = 0,9998 r = 0,99000
Linealidad o _ 0 9
del sistema CVi=12% CV=0,73% C.V §<5,0%
T calculada = 22,16 t calculada = 22,22 t calculada > t tabulada
t tabulada = 3,18 t tabulada = 3,18
y = 0,9576 X + 0,2456 Y= 37,8708 X - 4,7044 y=ax+b
r =0,99941 r = 0,99705 r = 0,99000
CV §=158% C.V §=452% C.V §<5,0%
0 0 R 0
Exactitud 99,98% 99,87% 98,0 - 102,0%
T calculada = 2,94 T calcutada = 0,56 t calculada <t tabulada
t tabulada = 3,18 t tabulada = 3,18
G calculada = 0,7025 G calculada = 0,8580 G calculada < G tabulada
G tabulada = 0,8709 G tabulada = 0,8709

Tabla 1. Estudio de la linealidad del sistema y exactitud. C.V ¢ : coeficiente de variacion de los factores de res-
puesta; r: coeficiente de correlacion; t: estadigrafo t-Student; G: estadigrafo G Cochran.

Analista 1 Analista 2
Dia 1 Dia 2 Dia 1l Dia 2
101,7 102,6 101,3 100,3
102,1 101,2 102,8 101,9
102,9 103,5 102,8 99,0
100,3 100,3 99,8 102,8
99,3 101,3 100,0 101,7
102,4 99,8 100,4 100,7
Media= 101,5% Media= 101,4% Media= 101,1% Media= 101,0%
C.V=1,35% C.V=1,36% C.V=1,33% C.V=1,30%
CV<15% CV<1,5% CV<1,5% CV<15%
tca = 1,08 Fca = 2,59
tiap = 2,33 F tab = 5,05

Tabla 2. Estudio de la precision del método analitico por CLAE. C.V: coeficiente de variacion; t: estadigrafo t-

Student; F: estadigrafo F-Fischer.

principio activo en un rango de 200 a 500 nm,
obteniéndose una pureza del 99,9%.

En la Tabla 1 se reportan los resultados del
estudio de la linealidad del sistema y de exacti-
tud. El resultado del estudio de precision del
método desarrollado aparece reportado en la
Tabla 2.

Validacion del método analitico para la
cuantificacion por UV

Los resultados obtenidos en el estudio de es-
pecificidad del método realizado a 310 nm, al
placebo, la sustancia de referencia quimica, la
muestra de Clonazepam se muestra en la Tabla
3. En la Tabla 1 se reportan los resultados del es-
tudio de la linealidad del sistema y la exactitud.
El resultado del estudio de precision del método
desarrollado aparece reportado en la Tabla 4.
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Absorbancia
(310 nm)

Placebo 0,002 0,003 0,003

Sustancia de referencia quimica 0,402 0,399 0,405

Muestra 0,394 0,390 0,398

Tabla 3. Estudio de especificidad por Espectrofotome-
tria ultravioleta.

Comparacion estadistica

Los resultados de la comparacion estadistica
de los resultados obtenidos por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién y el método analitico
desarrollado por Espectrofotometria ultravioleta
se aprecian en la Tabla 5.
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Analista 1 Analista 2
Dial Dia 2 Dial Dia 2
101,4 100,8 100,3 102,9
102,0 99,5 101,1 99,3
100,9 101,1 103,4 101,8
101,2 98,3 102,9 102,5
99,3 100,8 102,3 100,5
103,6 102,0 100,1 101,8
Media= 101,4 % Media= 100,4 % Media= 101,6 % Media= 101,4 %
CV=138% CV=131% CV=136% CV=132%
CV<l15% Cv<l5% CV<l15% CV<l15%

t calculada = 1,95
t tabulada = 2,33

F calculada = 3,98
F tabulada = 5-05

Tabla 4. Estudio de la precisién por Espectrofotometria.
F: estadigrafo F-Fischer.

CLAE Espectrofotometria Lo
(%) (%) Limites
101.7 101.4

102.1 102.0

102.9 100.9

100.3 101.2 C.V§<5.0%
99.3 99.3 t calculada <t tabulada
102.4 103.6

Media= 101.5% Media= 101.4%
C.V=1.35% C.V=1.38%
$=1.37 S$=1.40

t calculada = 1.02
t tabulada = 2.33

Tabla 5. Comparacion estadistica. C.V: coeficiente de
variacion; t: estadigrafo t-Student; S: varianza.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el estudio de es-
pecifidad, reflejado en la Tabla 3, al analizar la
muestra placebo, la solucién de referencia, la
muestra del producto terminado, indican que
los excipientes no interfieren en la determina-
cion del principio activo con estos resultados se
demuestra la especificidad del método para el
control de la calidad al no observarse absorban-
cia del placebo a la longitud de onda méxima
del principio activo. Sin embargo, al analizarse
la s muestras sometidas a condiciones drasticas
se observaron interferencias de los productos de
degradacién a la longitud de méaxima absorban-
cia del clonazepam, se demuestra que el méto-
do no es especifico para el estudio de estabili-
dad de las tabletas.

Como se puede apreciar en la Fig. 1, el me-
todo reportado por CLAR resulta especifico al
no presentarse interferencias de picos adiciona-

C.V: coeficiente de variacion; t: estadigrafo t-Student;

les en la zona de elusion del producto principal.
El escaneo realizado con el objetivo de determi-
nar la pureza del pico de clonazepam, en el
rango de 200 a 500 nm demostrd que no existi-
an solapamiento de otros productos de degrada-
cién. Las curvas de calibracion de los métodos
validados para el control de la calidad y el estu-
dio de estabilidad de las tabletas de clonazepam
resultaron ser lineales. Al aplicar la prueba del
intercepto a cada uno de los métodos, ambos
resultaron ser no significativos ya que la tegicula-
da fue mayor que la tipylaga POr 10 que se re-
chaza la hipdtesis nula de que el intercepto es
igual a cero, para ambos métodos. En la prueba
de linealidad mediante el coeficiente de varia-
cion de los factores de respuesta CVs, se obtu-
vieron coeficientes de variacion menor del 5%
demostrandose el cumplimiento de la linealidad
en el intervalo de concentraciones estudiados
para ambos métodos validados.

En los estudios de repetibilidad se obtuvo un
coeficiente de variacion adecuado lo que nos
demuestra la buena precisién de los métodos.
Los valores obtenidos para los estudios de la
precision intermedia demostraron que no exis-
ten diferencias significativos entre las precisio-
nes alcanzadas por los analistas en diferentes di-
as para una probabilidad de 0,05% ya que el va-
lor de Fcalculada es menor que la Ftabulada. Al
realizar las prueba de Student para ambos méto-
dos, el valor calculado resulté ser menor que el
tabulado, lo cual demuestra que no existen dife-
rencias significativas entre las medias alcanzadas
con un nivel de significacion de un 5%.

En los estudios de exactitud realizados para
los dos métodos validados, los valores de por-
ciento de recobro estuvieron dentro de los limi-
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tes establecidos para los métodos espectrofoto-
meétricos (98-102%) y los valores del coeficiente
de variacion para cada uno de los niveles de
concentracion estudiados resultaron ser menor
que el 5%. En la influencia del factor concentra-
cién sobre la variabilidad de los resultados de la
exactitud al aplicar la p concentraciones emple-
adas son equivalentes y nos indican que la con-
centracion no influye en la variabilidad de éstos.
No existieron diferencias significativas entre las
recuperaciones medias y el 100% de recupera-
cion al aplicar la prueba de Student, ya que la
tcalculada fUE Menor que la tipyulada, POr 10 que el
método es exacto. La curva de recuperacién re-
portada de mg tedricos contra los mg préacticos
demostré un comportamiento lineal. La prueba
de significacion del intercepto resultd no signifi-
cativo y el valor de la pendiente no difiere sig-
nificativamente de la unidad. Los valores alcan-
zados de la pendiente, el intercepto y el coefi-
ciente de correlacion demostraron la exactitud y
linealidad del método.

Al analizar estadisticamente los resultados
obtenidos de los métodos analiticos por CLAE y
el desarrollado por Espectrofotometria ultravio-
leta, para la cuantificacion de las tabletas de clo-
nazepam 2 mg sin lactosa para el control de la
calidad y estudio de estabilidad, se pudo com-
probar que no existen diferencias significativas
entre los resultados, al ser la t calculada menor
que la t tabulada.

CONCLUSIONES

Se desarroll6 un método analitico alternativo
por espectrofotometria UV para el control de la
calidad del clonazepam tabletas 2 mg sin lacto-
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sa, no aplicable al estudio de estabilidad, com-
parandose estadisticamente con el método re-
portado por CLAR para el estudio de estabili-
dad, demostrdndose que no existian diferencias
significativas. Ambos métodos resultaron linea-
les, precisos, exactos y especificos en el interva-
lo de concentraciones establecidas.

El método analitico propuesto para el control
de la calidad de las tabletas de clonazepam 2
mg sin lactosa es mas econdmico, mas sencillo
y mas rapido que el método cromatogréfico re-
portado.
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