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f, 1 NTRODUCC ION 

La Furosemlda es un diurHlco potente utflizado en el tratamiento del 
edema cardiaco y pulmonar as! como en casos de hlpertensl6n. 

Este f4rmaco es efectivo en casos de dlsfuncf6n renal produciendo dlur~ 

sis a dosis altas, cuando los dem6s f!nnacos son inefectivos.! 

Este medicamento se encuentra Incluido dentro del cuadro b!sico de med.i 

camentos del Sector Salud y es ampliamente utflizado en nuestro pals. 

Para la cuantlficaci6n de la Furosemlda, los métodos oficiales propues

tos por la Farmacopea Nacional de los Estados Unidos Mexicanos (FNEUM¡7 y la 

Unfted States Farmacopoela (USP XXl)B, se basan en el an41isis espectrofotomf 
trlco en la regl6n ultravioleta (UV). 

En la pr4ctlca diaria, estos llll!todos son poco reproducibles y presentan 

la desventaja de no ser especlficos, por lo que no pueden utilizarse en est!( 

dios de estabilidad acelerada. 

Con base en lo anterior, se llev6 a cabo el presente trabajo, cuyo obj_!t 

tivo es desarrollar y valfdar un llll!todo alterno para valorar cualftativa y 

cuantitativamente la Furosemida y su producto de degradacf6n: el 4cfdo 4-

cloro-5-sulfamoilantranflico (ACS), en Inyectables y tabletas utilizando pa

ra ello, un método de cromatografla de llquldos de alta resoluci6n {CLAR). 
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11, GENERALIDADES 

2,1 MONOGRAFIA DE LA FUROSEMIDA 

NOMBRES QUIMICOS: 

NOMBRE GENERICO: 

FORMULA CONDENSADA: 

FORMULA DESARROLLADA: 

PESO MOLECULAR: 

NOMBRES COMERCIALES: 

Acf do 4-c l oro-N-( 2-furfurf lmetflo )-5-sulfamof 1-

antran!l fco19 

Acf do 4-cloro-N-furfurf 1-5-sulfamof lantranl 1 f
co 24 

Aci do 4-cloro-2-(2-N-furf lmetf lamf no)-5-sul fa

mof 1-benzofco9 

Acfdo 5-(amf nosul fonf 1 )-4-cloro-2-[ (2-furanf 1-

met f 1 o)amf no]-benzof coB 

Furosemfda 

COOH 

~ &NH-CHz-0 

HaN~~~ 
O CI 

330. 74 

Furosemfd, Furosemfda, Fursemfdal9, Salud 058, 
LasfxR, DryptalR y FrOsfdR 10 
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2.2 PROPIEDADES F!SlCOQU!MlCAS 

DESCRIPC!ON: 

PUNTO DE FUS ION: 

pKa: 

SOLUBILIDAD: 

Polvo cristalino blanco o ligeramente amari
llo, inslpido e inodoro, inestable a la luz 
y .estable al aire18 

203 - 205ºC, con descomposición20 

3. 92D 

Soluble en acetona, metanol, dimetilformamida, 

y en soluciones alcalinas, en 75 partes de 
etanol al 96%; en 850 partes de Her, ligera
mente soluble en agua y cloroformo.19 

ESPECTRO DE ABSORCION UL TRAV!OLETA 

En una solución de metanol-acetato de sodio D.005 M a pH 2.5, la Furose

mida presenta una absorbancia m~xima a 275.5 nm. El ~cido 4-cloro-5-sul
famoilantranllico bajo las mismas condiciones presenta m~ximos a 200.5 
y 227.0 nm (Figuras No. 1 y No. 2). 

ESPECTRO DE ABSORCION INFRARROJA 

En la figura No. 3 se presenta el espectro infrarrojo de la Furosemida. 

- 3 -



3.000 

Display Mode 

(SlnQle) 

Functlon 

[Peak Pick] 

Abs 

275.5 l. 501 

232.9 2.529 

200.5 1.495 

0.000 ..__ __ _,_ __ _J..__ __ _,_ ___ .__ __ _L 

200 300 

600 nm/min 
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ TRACE 

)\ ABS SOURCE 
UV / Vis 

MODE 
Sean 

k ABS 
300.0 0.1796 250.0 

Fig. No. 1 Espectro de absorción al ultravioleta de 
furosemida en metanol:acetato de sodio 
0.005M pH 2.5 
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3.000 

Display Mode 

[Single) 

Function 

[Peak Ple k) 

). Abs 

269.5 0.763 
227.0 1.686 
200.5 1.088 

l 

300.0 

ABS 

0.1402 

SOURCE 
UV I Vis 

MODE. 
Sean 250.0 

300 

ABS 

0.3168 

Fig. No. 2 Espectro de absorción al ultravioleta del 
ácido-4-cloro-5-sulfamollantranilico (ACS) 
en metanol;acetato de sodio 0.005M pH 2.5 
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2,3 ESTABILIDAD 

Moore14 et al. realizaron un estudio de estabilidad, en el cual se irra

di6 una soluci6n de Furosemida (5 x 10·4 M) en metanol con luz ultravio

leta a 365 nm, los productos se cuantificaron utilizando tanto cromato

grafla de gases como de liquidas. Los autores encontraron que los prin

r.ipales productos de degradacf6n fueron el kido N-furfuril-5-sulfamoil

a ntranll ico y el ácido 4-cloro-5-sul famoilantran!l ico proveniente de 

la degradaci6n fotoqu!mica 

Fig. No. 4. V!as de degradaci6n fotoqu!mica de Furosemida en 

metano l. 
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A. G. Ghanekar16 1lev6 a cabo un estudio de estabfl idad de Furosemida 

en medio !cido y a leal ino, llegando a la conclusi6n que es m!s estable 

en medio alcalino que en medio !cido y que el pH de las soluciones de 

Furosemida influyen directamente en su estabilidad. 

En la fig. No. 5 se presentan los principales productos de degradaci6n 

de la furosemida en medio kido. 

COOH 

?,JQJNH·CH 2 

H 2 N~ 
O FUROSEMIDA 

Ci 

"°" ~ 
?.JQJNH2 . 

H2NS 
" o CI 11 ACS 

11 
Alcohol 
Furfun'lico 

fig. No. 5 Productos de degradaci6n de furosemida en medio !cido 
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2.4 FARMACOLOGIA 

La Furosemida es un inhibidor de la anhidrasa carbónica; ~pre

senta la misma potencia que la sulfonamida pero es mucho más efectiva 

que las tiazidas para estimular la excreción de sodio y agua. En túbu

los perfundidos y aislados inhibe el transporte de cloro en la rama as

cendente gruesa del asa de Henle, cuando se agrega este ión al liquido 

de perfUs ión. En 1os estudios de micrllpunción se observa una fnhibi

ción parcial de la reabsorción de sodio en los túbulos proximales.21,22 

2. 5 FARMACOCINETICA 

Los estudios de fannacocinótica el inica20 llevados a cabo después de la 

administración de una dosis intravenosa única de 0.5, 1.0, ó 1.5 mg/kg 

de peso, Indican que la diuresis máxima oc.urre entre los 20 y 60 min. 

despues de la inyección. f1 volumen aparente de distribución es en pro

medio un Jl.4% del peso corporal y es independiente de la dosis. 

En estos estudios la vida media plasmHica promedio fue de 29.5 minutos, 

con una depuración de 162 ml/min. Se encontró que la excreción renal 

es la principal via de eliminación, y en promedio alcanza un 80% de la 

dosis administrada con una depuraci6n renal media de 149 ml/min. 

Dado a que este valor excede el índice de filtración glomerular, se 

piensa que debe existir secreción tubular de la Furosemida, ya que el 

f!rmaco está unido a las protefoas plasmáticas. 

Asl mismo, se ha observado que la biodisponibilidad se ve afectada por 

la formulación por lo que se ha documentado que algunas marcas comer

cia les pueden tener baja biodisponibil idad.15 

- 9 -



2.6 TOXICIDAD 

La toxicidad clfnica frecuentemente se produce por desequilibrio de 11-

quidos y electro] itos (Na+, K+, Ca++¡. Otras reacciones que se presen

tan son trastornos gastrointestinales y a dosis altas, perturbaciones 

auditivas. Se han reportado leucopenia y trombocitopenia después de 

un tratamiento con Furosemida, las cuales son reversibles. 20 En algu
nas ocasiones puede provocar diarrea. 9 Ests contraindicada en mujeres 
con posibilidad de embarazo. 

2.7 DOSIS 

Las dosis usuales van de 40-80 mgfdia por vía oral; dosis mayores a 

500 mg. se administran sólo bajo estricta vigilancia médica. 20 

2.8 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION 

La cromatografla de 1 iquidos de alta resolución (CLAR o HPLC}. es uno 

de los métodos analiticos más ampliamente utilizados en la actualidad. 

En un p1 incipio HPLC significaba: Cromatografía de liquidas de alta 

presión, hoy es más comunmente utilizado el término Cromatograf!a liqui

da de alta eficiencia o de alta resolución, debido a que la alta pre

sión a la que se trabaja no es el único factor que determina las carac

terlsticas de este método. 

Dado el rápido desarrollo en los anos pasados este método representa ac

tualmente un procedimiento esUndar eficaz y rápido. 23 

La calidad de empaques de las columnas preparadas y las condiciones 

instrumentales permiten: 

- 10 -



a) Selectividad Optima 

b) Tiempos de análisis cortos 

c) Gran sensibilidad 

d) Mayor reproducibilidad 

e) DetecciOn cuantitativa 

f) PrecisiOn mayor de ! D.S% 

Para lograr resultados Optimas en los sistemas cromatogrHicos es de 

mucha importancia elegir la forma correcta para el desarrollo del aná

lisis. 

En la tabla número 1 se muestra un esquema de como se pueden lograr 

resultados Optimas para el análisis a desarrollar. 26 

La cromatograf!a de liquidas de alta resolución (CLAR), se caracteriza 

por utilizar columnas de diámetro pequeño (2.2-4.6 lllll) y longitud de 

10 - 25 cm. la i ntroducc i On de 1 a muestra es precisa, sin necesidad de 

usar volúmenes grandes. Los detectores continuos especiales, son capa

ces de operar a caudales muy bajos y detectar cantidades muy pequeñas. 

Lo anterior permite lograr: 

l. Análisis rápidos 

2. Alta resoluciOn 

3. lnstrumentaciOn automatizada 

INSTRUMENTACION 

La instrumentaciOn requerida para la cromatografia de liquidas de alta 

resoluciOn es relativamente simple; a continuaci6n se presenta una lista de 

sus componentes: 

l. Reservarlo (depOsito de la fase mOvil) 

2. Bomba de presiOn 

- 11 -



3. Sistema de inyección de la muestra 

4. Columna 

5. Detector 

6. Registrador y procesador de datos 

COLUMNAS 

Son parte importante del método, ya que en ellas se lleva a cabo la sepj! 

ración y resolución de los componentes de la muestra. 

La fase estacionaria debe ser térmicamente estable y qu!micamente inerte 

con la fase móvil y con los solutos. La velocidad de la separación depende 

en gran parte del empaque de la columna. 

Los requerimientos para los materiales de empaque de las columnas emple~. 

das en "CLAR" incluyen: 

pos: 

a) Grandes superficies de contacto 

b) Una cap• fina de adsorbente uniformemente distribuida 

e) Superficies con estruacturas abiertas de f&cil •cceso para la fase 

móvil 

d) Estabilidad 

e) Dificultad para ser comprimidos par presiones altas 

Los materiales de relleno de columna pueden ser bhicamente de dos tí-

l. Gel de Sil ice: 

Geles de S!lice modificados qu!micamente en la superficie, con gru

pos org~nicos diferentes y por lo tanto con comportamientos de se

lectividad o especificidad; las geles de s!lice mod1fícadas qulmi

camente en la superficie, se encuentran unidas a grupos funciona-

- 12 -



les como octadecilsilano (c18), fenilamino, ciano, etcétera. 

2. Oxido de Aluminio: 

Existen diferentes tipos de adsorbentes porosos o superficialmente 
porosos, el tama~o de la partlcula puede variar de 5 a 15 micras, 
lo cual es importante, ya que de ello depende el Area de contacto. 

Existen empaques especiales para el anAlisis de carbohidratos, triglicé
ridos y Acidos grasos. 

Para cromatografía de ;ntercambio iónico, existen columnas con fases 

unidas que permiten el intercambio de aniones, cationes y aniones débiles, 
las columnas pueden tener diferentes longitudes y diAmetros dependiendo de 
la aplicaci6n que se les de.23 En la tabla 11 se muestran algunos rellenos 
de columnas y sus aplicaciones. 

La cromatografla liquida de reparto define dos o mAs tipos de procesos 
cromatogrAficos según sea la polaridad de la fase estacionaria. 

a) Cromatografla de fase normal 

b) Cromatografla de fase inversa o reversa 

CROMATOGRAFlA DE FASE NORMAL 

El lecho estacionario es de naturaleza fuertemente polar (ej. Sllice), 
y la fase móvil es apolar (ej. Heptano, tetrahidrofurano). Las muestras po
lares quedan retenidas en la columna durante tiempos mayores que los materi~ 
les menos polares o apolares. 

- 13 -



Tabla No. 1 

Gu(o para la Selecclo'n de adaorben1e en "CLAR" 

PROPIEDADES DE TIPO DE CRO- EMPAQUE FASE MOVIL LA MUESTRA MATOGRAFIA r diferencio CEM Mallo de po. Disolventes orgánicos de 
en p.m: 10% lies1ireno bojo v1scosidod 

(THF, Tolueno) 

soluble en 
disolventes CH3 CN,H20,CHCl3 ... T. 

'oo"omoo" t'" ommcl 
Grupos CN o 

Heptono. 

polar NH2unidos 
(soluble en o lo Sílice 
MeOH, CHCl,l Fose reverso C1e Comenzar con MeOH y 

Otros 
adicionar aguo hasta que 
se otconce la fuerza del 

Diferencias disolvente de lo derecha. 

No polar 
(soluble en 

Gradiente programado 
heptono ADSORCION 

SÍlico 
CHC1 3 l Fase normal 

desde n·hep!ano hasta 

PM<2000 CH3CN. r .. , .. INTERCAMBIO 
cotldnlcos IONICO Resino de Buffers O.OIM pH 3.0-7.5 

Intercambio lnlercamtlo Fuerzo muy tónico y pH 

Electrolltos 
cationico lónico poro alcanzar la seporacio'n. 

f Diferencias Intercambio 
Resino de 
intercambio 

onla'nlcas onlonlca \ónice 
<t Soluble 
o:: .. r. r ...... FASE ES - Comenzar con 09uo. Adicionar f-
(/) polio les PECIALMENTE S1'lico CH3CN o MeOH poro w 
::> UNIDA. producir resolución. 
::i! No 

Electrolitos 

Otros AQUO 

rsohble e.n .disolventes S1'1ico 
Solventes oroánlcos de 

CEM bojo viscosidad. 
orgon1cos (THF, Tolueno) 

PM > 2000 

!.soluble en ogua CEM aquoso SÍiice Aguo 
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TIPO 

g 
~ 
~ 

e 
~ .. 

TABLA No. 1 I 
RELLENOS DE COLUMNA CFASES ESTACIONARIAS> Y FASES MOVILES 

COMUNMENTE UTILIZADOS 
fASlCSlACIWlll• ítl'ICJOJW.llACIOlrl FASU lllCl~ll(S APLICACJ(llj[S 

1;tldt1llfcr '" '" HtullO, dorofol'tlC, [ttrn,11trru, perftrlnu,· 
•Sl•D•Sl· floproP1n.o1 •1coto•lnu, rtlt•hiU lfpo• 

1olublt1 

Alt•tn1 Al - O• Al Hu1no,cloroforw>, .,_tnu 
t1opro1>1riol 

g 
Allln11 _ .. , Hedno, tlorofomo, Azlluru,tstrroldo,nltro• 

t1oprop1110l cltrlndo1 

Cf1110 "" ~•lllO,cloroforn:i, Jlltrodrrl~ldol, 111inWctdn. 
t1opro~110l 

~ Dial Cltcldoatnll· A11u1, "'zHl'tl1 0.1 ~ Protrln&I, pfptldo1, trnJO• 
.,tort11l1no lcth•ol ICllOIOI 

0-- •. , Dt-.tthlluo Agu1,·1utonltrflo, ...,,111.11, ft110ln, wlu'"lnu 
•t1110l htdrosoh1blu 

""·ª· Octlhilno Agu1, 1utonltrllo, Cu1col121nu, utrroldu, 
•u110I 1crhH 11t11el1lu 

1005·18, OcUdtelhlhllO A11111, 1crtonltrl10, 
•t1nol 

An1l9fHco1, ft•lllo1, ero• 
.attcot polln11c1urt1 

Jnttrnitblador klcla111lf6ntco '11zHP04 O.C·l-0,J ~ r1t1~t11u Mdro1oh1bln, 
f11trt1drutlo1111 P11rln.1,1•t"olcl~1,n11-

clt6tldo1 

Jntrrc&et1oor A.ontoc11H1n11rlo •zHP04 0.0l·0.1!,! lirt116tldo1 
f11rrtr•1nl0fltl 

lntrrcutl10Cr ... , HlP04 0.01-0.os t Color1ntu c111tntblu, 
dfb!ldt1ntol'tf1 urflotildr1to1 

Wlu11010 Ohlnlli.t11uno A91.1t F'rotrl11u, pfptldo1, u¡;. 
111lfon.11=0 Clrtl 

Wlor;.lnlco Dhln!Tbitnurio Clorofonrc,THf Pol19tro1,90-.1 

S111ctcltporo Wl dt aUlct THf,1ltoholr1, 'º"•roi. cc.pwu101 
controhdo ., .. , blo16gtcos 

Yldrlodf"°ro fldrloporolo THr, 1lcollolH C.-pwatos 11tol69lco1 
tontrotldo ., ... 
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CROMATOGRAFIA OE FASE INVERSA 

El lecho estacionario es de naturaleza apolar (hidrocarburo), mientras 

la fase m6vil es un liquido polar, normalmente agua o un alcohol (metano!); 

en este caso mientras m!s apelar sea la muestra mayor ser! su tiempo de re

tención. 

En la siguiente figura se presentan estos procesos, asf como, el orden 

de eluci6n de los distintos componentes de la muestra en funci6n de sus po

laridades, 22 •23 

. 
\o OH 

:: OH hU •aw•l 
@'~VH.,l 

::: 

©r 
CH, OH 

~" OH ,• CH, 

.! 
OH 

!; . º" . 
o 

OH 

- 8 ~ t OH 
~ . - º" , 

~ 

llustraci6n gr6fica.de la Cromatografla 
l lqu'lda. en fas~· normal y fase inversa, 

representa los tipos de compuestos pre

sentes en la muestra y su posici6n rel! 
tiv~ en la direcci6n del flujo de la f! 
se m6vil Indicando su orden en eluci6n. 
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CROMATOGRAFIA DE FASE ENLAZADA 

La ventaja principal que ofrece la cromatografla de fase enlazada, es 
que los rellenos de las columnas son más estables que los usados en cromato
graf!a liquido liquido, ya que la fase estacionaria está unida qulmicamente 
al soporte y no puede ser movida fAcilmente durante su uso. Con este tipo de 
rellenos es posible usar disolventes dentro de un intervalo de pH de 2.0 a 
8.5. Algunos materiales de relleno pueden soportar temperaturas mayores a 
los BOºC, aún cuando los más comunes a utilizar son temperatura ambiente y 

60°C. 

Existe una amplia variedad de rellenos de fase enlazada a diferentes gr),! 
pos funcionales que permiten llevar a cabo cromatografía de fase normal o fa

se inversa. 

En cromatografta de fase normal se usan rellenos polares de la misma ma
nera que los adsorbentes para cromatografla liquido-liquido (ej. Silica). 

Es posible efectuar separaciones de muestras que contienen !;UStancias de 
polaridad moderada o polaridad fuerte mediante el uso de fase inversa (ej. c8 
o c18), en conjunción con fases m6viles acuosas polares para separar una va
riedad amplia de solutos menos polares. 

Los compuestos de carActer i6nico se pueden separar mediante la cromato
grafía de pares i6nicos. 

La cromatografla de fase enlazada es particularmente útil para separar 
componentes con pesos moleculares diferentes (ej. homólogos), siempre y cuan
do el peso molecular sea menor a 3000. 

El mecanismo de retenci6n no se ha establecido definitivamente. Se supo
ne que las moléculas de la muestra se adsorben en la superficie de la cubier
ta orgánica que cubre la sllica, o bien que las moléculas de la muestra se a_Q 
sorben dentro de una fase "liquida", definida por la cubierta orgánica y las 
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moléculas asociadas a la fase móvil. 

En el caso de un mecanismo de adsorción se supone que las moléculas de 

la muestra y el solvente compiten por un lugar en la superficie org~nica. 

Se ho sugerido que los sustituyentes dimetilalquilo en los rellenos de 

fase inversa pueden actuar como cristales llquidos formando una fase liquida 

ordenada. Otra sugerencia es que la cubierta org~nica embebe ciertos compo

nentes de la fase móv11 para formar una fase estacionaria liquida convencio

nal. 

Es conveniente considerar a la fase org~nica enlazada, como si fuera 

equivalente a una fase liquida, sostenida mec~nicamente en una fase sólida. 

ELECCION DE LA FASE MOVIL 

Los valores de K' para los solutos se controlan generalmente cambiando 

la fuerza eluyente de la fase móvil, o bien variando la fase estacionaria. 

La combinación de la fase móvil y estacionaria controla el rango total 

de los valores de K' del soluto para un sistema particular de cromatograf!a 

de llquidos de alta resolución (CLAR); la fase móvil se puede variar siste

mHicamente para optimizar los factores de separación. Otro factor que hay 

que tomar en cuenta e> la selectividad del disolvente, la cual esU dada por 

sus caracterlsticas qulmicas (momento dipolo, aceptores o donadores de elec

trones). 

La fuerza del disolvente se controla mediante P' (polaridad de Snyder). 

El valor de P' varia de 2.0 a 10.2. Mientras mayor sea este valor, ma

yor ser~ la polaridad del disolvente. Al aumentar P' en la cromatograf!a de 

fase normal, aumenta la fuerza de la fase móvil y disminuyen los factores de 
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capacidad K' de los componentes de la muestra. 

La siguiente ecuaci6n muestra la relación entre K' y P1 

K' 
~ = 10 {P'l - P' 2) /2 

1 

Donde K'2 y K'1• son los valores inicial y final de K' para un compuesto 

dado y P' 1 y P' 2, se refieren a los valores inicial y final de P'. 

Las fases móviles usadas en este tipo de cromatograf!a esUn constitui

das por mezclas de disolventes hidrocarbonados con hexano, heptano o isoocta
no y cantidades pequeñas de otro de mayor polaridad. 

La fuerza de la fase móvil se puede modificar variando la concentración 

del disolvente más polar. 

Para cromatograf!a en fase inversa la ecuaci6n es la siguiente: 

K' + = 10 (P' 2 - P'¡) /2 
1 

Las fases móviles usadas en fase inversa esUn usualmente constituidas 

por agua a la cual se le adicionan concentraciones variables de disolventes 

orgánicos miscibles con metanol, tetrahidrofurano, etcétera. 

Otra alternativa para ambas clases de cromatografla es el uso de fases 

terciarias e incluso cuaternarias. 

El pH puede cambiar la selectividad de la separación para solutos ioni

zados o ionizables, puesto que las moléculas cargadas se distribuyen perfec

tamente en la fase acuosa o en la más polar, por lo cual es posible contro

lar el coleo de los picos amortiguando la fase móvil, o bien adicionando pe

queñas cantidades de ácidos minerales {acético, fosfórico, etc.). 

En ciertas ocasiones se adicionan, en cromatografta de fase inversa, al
gunas sales a la fase móvil con el fin de variar el tiempo de retención del 

soluto, la selectividad o bien mejorar la simetr!a del pico. 
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"DESARROLLO DE UN METDDO ANALlTICO POR CLAR" 

Para el desarrollo de un método analttico por CLAR generalmente se si

guen una serie de pasos 30, entre los cuales se encuentran: 

l. Investigación Blbl iogrHica 

2. Investigación de propiedades flsicas y qulmicas de las sustancias a 

separar. 
Peso molecular 

Solubilidad 

Polaridad 

Espectro de absorción visible y ultravioleta 

Naturaleza qulmica (Acido, base, sal, amina, etc.) 

Coeficiente de partición 

Propiedades electroqulmicas 

Indice de refracción 

Estabilidad 

3. Selección del tipo de "CLAR" en base a la investigación anterior 

4. Selección del detector 

5. Desarrollo del sistema con el fin de: 

Evitar presiones elevadas que pueden danar las columnas y el equipo 

Obtener tiempos de retención cortos 

Obtener factores de resolución mayores de dos 

Obtener un método con una tolerancia adecuada 

Obtener un método de costo aceptable 

6. Preparación de la muestra 

7. Procedimiento de val ldación estadlstica 

8. Comprobación de resultados contra los obtenidos por métodos ya es

tablecidos. 
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2.9 VAL!DAC!ON DE METODOS AIMLlT!COS 

Una definición de validación aplicable a la industria farmacéutica es la 
siguiente: 

VALlDAClON: 

Es el procedimiento mediante el cual se documentan pruebas de que un pr9_ 
ceso de manufactura o un método de análisis rinde lo que de ellos se es
pera, o se requiere. 

De las disposiciones legales vigentes que prescriben la validación de m~ 

todos anallticos, se encuentra la reglamentación de la "FDA" en el "CURRENT 
GODO MANUFACTURING PRACTICES" ( CGMP s). 

Sección 211.165 (e) 

Deberán establecerse y documentarse 1 a exactitud, sensibilidad, especifi 
cidad y reproducibilidad de los métodos de prueba empleados. 

Para validar un mHodo analltico es necesario considerar los siguientes 
parámetros: 

!. Linearidad 

2. Repetibilidad 

3. Especificid•d 

4. Precisión 

5. Exactitud 

6. Sensibilidad (cantidad mlnima detectable) 

7. Reproducibi 1 idad 

B. Tolerancia (robustez) 

9. Estabilidad de la muestra 
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LI NEARI DAD: 29 

Se dfce que un método es 1 ineal en un detenninado interv,lo de concentr~ 
clones cuando al graficar la respuesta contra concentraci6n se obtiene una 11 
nea recta. 

DEL ESTANDAR: 

Preparar por duplicado muestras del estándar del fármaco en un disolven
te adecuado de tal manera que se tengan concentraciones al 5D, 75, 100, 125 y 

150% de la concentraci6n del procedimiento normal de análisis. Promediar los 
valores obtenidos para cada punto y graficar respuesta contra concentraci6n. 

Determinar el coeficiente de correlaci6n (grado de concordancia entre 
dos variables). Cuanto más cercano se encuentre a uno el valor de correla
ción "r11 y la serie de puntos en la grt1fica, se asemeje a una recta, mas li

neal será el método. Calcular la pendiente (sensibilidad), y el intercepto 
(ordenada a 1 orf gen). 

Cuando la desviaci6n de cada punto con respecto a la 1 inearidad no afec
te a los resultados en la región normal de análisis, por más de 1% el mHodo 
puede considerarse también lineal, y en este caso podrá usarse un solo nivel 
de concentracf6n para el estándar de referencia en cada análisis, el cual d! 
berá estar preferentemente en el nivel esperado. 

DE LA MUESTRA: 

Consiste en verificar si la muestra sigue el mismo comportamiento li

neal que la referencia en un rango determinado. 

Los datos obtenidos en la exactitud del método pueden emplearse para 
esta evaluaci6n, para ello se grafican los mg adicionados con los mg recupe-
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rados (promedio de cada nivel), se calcula el coeficiente de correlación "r" 

la pendiente 11m11 y la ordenada al origen 11 b11
• 

Criterio: 

r = 

b = o 
m = 1 

REPETIBILIDAD: 3o 
En la repetibil idad de un método se estudia la concordancia obtenida e!! 

tre determinaciones independientes desarrolladas en un mismo laboratorio con 
el mismo analista y equipo. La repetibilidad debe ser determinada con una 

cantidad no menor a seis anAlisis y si un punto se sale fuera de los limites 

deberan redlizarse análisis adicionales1 si es más de un punto, el método ne
cesita revisión. 

Pard realizar la prueba se preparan concentracion~s del placebo con 851 
100 y 115% del activo (el valor teórico y los limites o concentraciones cer

canas a estas últimas), se analiza 6 veces cada concentración y se reportan 

los mg agregados y el i de recuperación. A partir de estas se calculan los 

siguient~s parámetros estadfsticos; media, desviación estandar relativa, P.rror 

estAndar y 1 Imites de confianza. 

_ESPECI !'ICIDA0: 2g 

Un método es especifico cuando sólo detecta a la sustancia de interés 

en presencia de otras sustancias (otro activo, excipientes, productos de de

gradación, metabolitos etc.). Cuando se trata de estabilidad un método es 

especifico cuando detecta la sustancia de interés sin interferencia de sus 

productos de degradación. 
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a) Para evaluar la especificidad en la estabilidad se puede seguir la si

guiente metodologla para acelerar el proceso de degradación eligiendo 

las variantes de acuerdo a las caracterlsticas del fármaco. 

Colocar por duplicado muestras del producto, placebo y referencia en 

frascos de vidrio con tapa. Si se trata de formas farmacéuticas sóli

das en algunos casos es conveniente triturar la muestra o adicionar pe
queñas cantidades de agua: 

Someter al producto a las siguientes condiciones: 

l. 7 d!as a 60°C modificando el pH de la muestra: 

a) Adicionar al frasco con muestra 2-5 ml de HCL 10% 

b) Adicionar al frasco con muestra 2-5 ml de NaOH 10% 

2. 15 dlas a 60° 

3. 15 dlas a temperatura ambiente expuesto a la luz 

4. 15 dlas a temperatura ambiente protegido de la luz 

5. 7 dlas a 60'C con una atmósfera al 753 de humedad relativa. 

En caso de activos termol&biles pueden modificarse las temperaturas de 

ca 1 entami en to. 

b) Comparar la respuesta del producto placebo y referencias sometidas a estas 

condiciones, con l• respuesta del producto placebo y referencia que per

manece en condiciones normales. Si se presentan productos después de h2_ 

ber sido sometidos a las condiciones de prueba, estos no deberán dar re§_ 

puestas a las mismas condiciones anal!ticas del fármaco. 

c) Realizar el método con un placebo: El placebo no deberá dar respuesta 

bajo las mismas condiciones anal!ticas del fármaco en estudio. 
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PREC!StON: 30 

Es el grado de concordancia de mediciones repetidas de una misma propie

dad, los cuales reflejan la variabilidad de la respuesta. 

a) Del sistema: Preparar un esUndar de referencia al 1D0% del procedi

miento normal de anHisis y medir la respuesta del sistema en seis oca

siones. 

En detenninaciones espectrofotométr1cas es conveniente detenninar la res

puesta cada hora durante 6 hrs. empleando el mismo esUndar. La varia

bilidad de la respuesta está dada por el coeficiente de variaci6n. 

DONDE: 

c.v. (%) = S X 100 

CV = Coeficiente de variaci6n 

= Desviación estándar 

X = Pr°""'tlio de las determinaciones 

b) Del método: Es el grado de concordancia entre los resultados obtenidos 

al aplicar el método de orueba en una serie de determinaciones. 

Para evaluar la precisión del llM!todo determinar el coeficiente de varia

ción (CV), y la desviación estándar de las seis muestras usadas en exac

titud al lOD%. 

EXACTITUD: 

Es el grado de concordancia entre un valor detenninado experimentalmen

te y un valor que se presume como real (100%). 
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a) Para determinar la exactitud del mHodo se preparan placebos adiciona

dos con el 85, 100 y 115% de la cantidad de nnnaco etiquetado en el 

producto, se preparan seis muestras de cada porcentaje y se reportan 

los mg adicionados contra los mg recuperados, el porcentaje de recupera

ci6n, la desv1ac16n estandar y el CV. Los resultados obtenidos se eva

lúan estadlsticamente, empleando la prueba de t de Student. 

b) Efecto placebo. Se preparan placebos de 50, 100 y 150% de la cantidad 

empleada en el anAlisis y se adiciona a cada uno el ~ del fannaco. Se 

analizan por duplicado el mismo dia en que se aplica la prueba de exac

titud. Se grafican los valores promedio y desviaci6n estándar obteni

dos en la prueba de exactitud as! como los datos obtenidos en la prueba 

y se determina el coeficiente de correlación, intercepto y la pendien

te; se observa la grHica. SI se presenta la forma de una linea recta 

y si se obtiene un coeficiente de correlaci6n lo mas cercano a uno, se 

puede decir que no hay efecto del placebo. 

Para los dlculos se utilizan las siguientes fórmulas: 

mg recuperados = respu•sta del problema x peso de referencia (mg) 

respuesta de la referencia 

i recuperac16n mq recuperados x 100 

peso de referencia (mg) 

Diferencia = df = mg adicionados - mg recuperados 

i•n 

Xdf L. 
l•l 

Xa X = 100 

Xo X I 100 
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texp X df fñ' 
sdf 

Donde: 

n = No. de determinaciones 
Xdf = Promedio de las diferencias 

sdf = Desviación estándar de las diferencias 

Criterio: < ttablas, para que el método sea considerado exacto. 

IC °' O.OS = X (%) ± -~-~T-~ta_b_l~as __ 
.(n' 

o: = 0.005 para métodos microbiológicos 

SENSIBILIDAD: 

Es la cantidad mlnima detectable en forma cuantitativa. Se determina 

midiendo la respuesta de diluciones del esUndar preparado al lODX del pro

cedimiento normal de análisis midiendo la respuesta y evaluando los resulta

dos, la mlnima respuesta medible, en forma cuantitativa será la cantidad m!

nima detectable. 

El ruido del aparato deberá ser cuando más 4 veces menor a la mlnima 

se~al detectable. 

REPRODUCIBJL JDAD: JO 

Es la concordancia obtenida entre las determinaciones desarrolladas en 

diferentes laboratorios, realizados por diferentes analistas en diferente 

equipo, endiferente dla, etc. La reproducibilidad se determina solamente 
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entre analistas y entre dlas. 

El método propuesto se realizar4 por triplicado por dos analistas en 

dos dlas diferentes con muestras de un solo lote. 

Los res u 1 ta dos obtenidos se eva 1 úan ut i1 izando un an~ 1 is is de varianza 

de acuerdo a los procedimientos mostrados en las tablas 111 y IV. 
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TABLA No. lll 

PROCESO DE CALCULO PARA LA REPRODUC!BlllDAD DEL METODO ANALITICO 

QUIMICOS 

Fl 

F2 

TOTAL 

Criterio: 

X 111 

X 211 

X nl! 

X 121 

X 221 

X n21 

T.1 

C ( DIAS ) 

X 112 

X 212 

X nl2 

X 122 

X 222 

N n22 

T.2 

X l!K 

X 21K 

X nik 

X l2k 

X 22k 

X n2k 

Tk 

TO TAL 

T1 

T2 

Si ~~~ > F tablas existen diferencias estadisticamente significativas 

entre qu!micos. 

Si ~~~ > F tablas existen diferencias estadlsticamente significativas 

entre mues tras. 

Por lo tanto et mHodo no es reproducible. 

Donde: 
HCF • Cuadrado medio entre anatistas. 

MCC • Cuadrado medio entre muestras. 
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TABLA No. IV 

ANALISIS DE VARIANZA PARA DETERMINAR REPRODUCIBILIDAD 

FUENTE DE SUMA DE CUADRADOS GRADOS DE MEDIA F 
VARIACION s.c. LIBERTAD CUADRATICA COCIENTE 

J 

FILA F 2 T2 J - 1 SCF MCF ¿.....IJ..,_:__ -
nk -N- J-1 MC"C 

J=l 

K 

COLUMNA C ¿_LL - T2 K - 1 scc MCC 
nJ -N- T-1 MCC 

K•l 

INTERAC- J K J K n 

CION 1 L-¿ ..IJ.:!... - ¿ .L.i_ + :¿ 2 (¿ Xijk) 2 (J-l)(K-1) s c 1 MCI 
(J-l)(K-1) MCe N J=l nK 

n j k 

ERROR e ¿ ¿ ¿ 
i•l j=l k=l 

n j k 

TOTAL T .L ¿ ¿ 
i•l j•l k=l 

Donde: 

Fila F = Analistas 

Columna C • Muestras 

K•l nJ 

J K 
2 

X ijk - ¿ ¿: ( 

jo! k=l 

2 T2 
X ijk - -N-

Nota: 

J•l K=l l=l 
n 

n 
X ijk)2 JK(N-1) SCe l=l """"Ji<fñ=Tí n 

N - 1 

El método se considera totalmente vAlido cuando h•Yª 

sido probado en cinco lotes de fabricación o para 

an~lisis de prueJas de esta!.>ilit~ac.. 



ESTABIL!OA0: 3D 

Es necesario considerar las posibles condiciones de almacenamiento a las 

que pudiera estar expuesta la muestra, por lo que antes de medir su respuesta 

generalmente se determina su estabilidad, cuando se conserva a temperatura ª!!! 
biente y a temperatura de refrigeraci6n (DºC). 

Se pueden utilizar las muestras preparadas para exactitud marc~ndolas 

con iniciales dividiendo la soluci6n en cuatro porciones y guardfodolas en 

viales cerrados, o tubos con tap6n conserv!ndolos en las siguientes condicio

nes: 

Temperatura ambiente 

Refri geraci 6n 

(24 y 72 hrs.) 

(72 y 168 hrs.) 

Medir la respuesta de las soluciones al cabo de los tiempos de almacena

je. Efectuar una prueba de "t" comparando la respuesta obtenida contra la 

respuesta inicial empleando los siguientes c!lculos (usar absorbancias, t de 

recobro, etc.) . 

Diferencia • df = respuesta inicial - respuesta después de X tiempo. 

i•n 

Xdf = I __!!f._ sf = df2 - (0) 2 / n 

i=l n n-1 

Texp = X df ..rn 
sdf 

Ho: X= 100 

Ho: X:; 100 

- 31 -



CRITERIO: 

T exp ~ T tablas 

para que la muestra sea considerada estable 

Donde: 

Xdf Promedio de las diferencias 

n • Número de determinaciones 

sdf DesviaciOn estfodar de las diferencias 
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111. PARTE EXPERIMENTAL 

A continuación se mencionan las condiciones instrumentales y cromatogra
ficas ut1l izadas en el estudio: 

A) INSTRUMENTO 

Columna 

Inyector 

Bomba 

Detector 

Registrador 
( l ntegrador) 

Fase Móvil 

Flujo de la fase móvil 

Volumen de inyección 

Longitud de onda 

Velocidad de carta 

Tiempos de retenci6n 

- 33 -

Cromatografo de liquidas "WATERS" 

)IBondapak c18 fase inversa, 30 cm x 
3.9 mm de diametro interno, de ace
ro inoxidable. 

Automatice "WATERS" WISP 7106. 

Modelo 6000 A "WATERS" 

Ultravioleta longitud, de onda va
riable modelo 450 "WATERS". 

Modelo M-730 marca "WATERS" 

Metanol: Acetato de Sodio 0.005 M 
pH 2.5 (55:45) 

1.2 ml/min. 

5 mcl. 

232 nanómetros 

0.3 cm/min. 

Producto de degradación kido-4-clo
ro-5-sulfamoil antran!l ico: aproxima
damente 2.8 min. 
Furosemida aprox. 5.54 min. 
Estandar interno (Tolbutamida) 
aprox. 8.9 min. 



B) REACTIVOS 

C) METOOO 

Agua grado HPLC J. T, Baker 

Metano! grado HPLC J. T. Baker 

Acetato de Sodio R.A. J. T. Baker 

Acldo Clorhldrlco R.A. J. T. 8aker 

furosemida grado USP 

Tolbutamida grado USP 

Acido-4-cloro-5-sulfamoil antran!l lco grado USP 

a) SoluciOn Estfodar 

Se pesan exactamente 10 mg. de Furosemida USP y se llevan a 10 ml 

con metano! conteniendo el esUndar Interno (Tolbutamida) en conc. 

de 4 mg/ml, se agita durante 30 seg. en un agitador Vortex, se to

ma 1 ml de esta solucfOn, se lleva a 10 ml con metano]: agua (45: 

55) y se Inyectan al cromatOgrafo 5 mcl. {Diagrama flo. 1). 

b) Para inyectables 

Se toman 10 inyectables, cada inyectable contiene 20 mg de Furose

m!da, se homogen!za la soluci6n, se toma el equivalente a 10 mg de 

Furosemida y se lleva a 10 ml can metanol conteniendo el estSndar 

interno; se homogeniza durante 30 seg. en un agitador Vortex, se 

toma 1 ml de esta solucl6n, se lleva a 10 ml con metano!: agua 

(45:55) y se Inyectan al cromat6grafo 5 mcl. (Diagrama No. 2). 

c) Para tabletas 

Se pesan 20 tabletas, cada tableta contiene 40 mg de Furosemida, é2_ 

tas se trituran hasta polvo fino, se toma el equivalente a 10 mg de 

furosemida y se le adicionan 10 ml. de metanol conteniendo el est&n 

dar Interno, se agita durante 30 seg. en un agitador Vortex, se ce!! 
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trifuga durante 5 min. a 3000 rpm. Se toma 1 mi del sobrenadante 
se 1 leva a !O ml con metanol: agua (45:55) y se inyectan 5 mcl al 
cromat6grafo (Ofagrama No. 3). 
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DETERMINACION DE FUROSEMIDA (ESTANDAR) POR "CLAR" 

Pesar 10 mg de Furosemi da 

USP. 

Llevar a 10 ml. con Meta

nol conteniendo Tolbutamf 
da (4mg/ml) (EsUndar in
terno) 

Tomar 1 ml. de esta sol u

ci6n y llevar a 10 ml. 

con Hetanol: agua (45:55) 

Inyectar 5 mcl. a 1 Croma

t6grafo bajo las condiciQ 
nes especificadas 

DIAGRAMA No. 1 
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OETERMINACION DE FUROSEHIOA EH INYECTABLES POR "CLAR" 

Tomar 20 inyectables y 

homogenizar 

Tomar una cantidad 

equivalente a 10 mg 

de Furosemi da 

1 

Llevar a 10 ml con me

tanol conteniendo el 

est!ndar interno (Tol

butamida 4. 55 mg/ml.) 

Agitar 30 segundos 

Tomar 1 ml de esta 

solución 

Llevarla a 10 ml con 

Metanol: agua (45:55) 

Inyectar al cromatOgr!! 

fo 5 me!. bajo las con 

di clones especificadas 

DIAGRAMA No. 
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DETERMINACION DE FUROSEHIDA EN TABLETAS POR "CLAR" 

Precipitado 

Desechar 

Pesar 20 tabletas 

Molerlas hasta obtener 

polv~ fino 

Tomar una cantidad equi-
valente a 10 mg de FurQ 

semi da 

1 

Llevar a 10 ml con Meta-

nol conteniendo el esU!! 
dar interno (Tolbutamida 

4 mg/ml.) 

1 

Agitar 30 segundos 

Centrifugar a 3000 rpm 
durante 5 minutos 

DIAGRAMA No. 
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Tomar una alfcuota 
1 ml 

Llevar a 10 ml con 
metanol: agua 45:55 

Inyectar 5 mcl al 
Cromat6grafo bajo 

las condiciones 

especificadas 



VALIDAClON DEL METODO: 

Los parAmetros utilizados para la validación del método fueron los si
guientes: 

LINEARlDAD: 

a) Del est&ndar: Se prepararon por triplicado muestras del estAndar 

de Furosemida en metanol: agua (45:55), para obtener las siguientes 
concentraciones 30, 60, 90, 120, 150 mcg/ml. y se siguió el procedi 

miento descrito en el diagrama No. l. 

b) De la muestra: Se prepararon muestras por triplicado de Furos;;mida 

en sus respectivos placebos o a las mismas concéntraciones que las 

muestras del estAndar, para lo cual se siguieron los procedimientos 

descritos en los diagramas No. 2 y No. 3 respectivamente. Se hicie

ron los cAlculos para obtener la correlación,el intercepto y la pe!)_ 

di ente. 

REPET!Bll!DAD: 

Para determinar la repetibilidad, se preparó el esUndar de referencia 

al 100% (O.l mg/ml), y se midió la respuesta del sistema en 6 ocasiones. 

a) Del método: Para evaluar la repetibilidad se preparó la muestra al 

100% (100 mcg/ml) en placebo y se midió la respuesta en 6 ocasiones 

en dos dlas diferentes, y se calculó la desviación estAndar, la me

dia y el coeficiente de variación. 

EXACTITUD: 

Para determinar la exactitud se prepararon 3 concentraciones diferentes 

50, 100, 150% (50, 100, 150 mcg/ml). Para cada concentración se realizó la 

pesada individualmente 6 veces y se trató de acuerdo a los diagramas 2 y 3 

respectivamente. 
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PRECISION: 

a) Del sistema: Se prepararon muestras al 100% (O. l mg/ml) y se mi

dió la respuesta del sistema en 6 ocasiones. 

b) Del mHodo: Para evaluar la precisión del método se determinó el 

coeficiente de variación (CV) y la desviación estandar de las 18 

muestras usadas en la prueba de exactitud. 

ESPECIFICIDAD: 

En esta prueba se sometió a la Furosemida a pH extremos los cuales fue

ron pH = l y pH • 14 con el fin de degradar a la Furosemida y observar si 

los productos de degradaci6n no interfieren en la cuantificación de Furosemi 

da bajo estas condiciones cromatogrHicas. 

SENSIBILIOAO: 

Se determinó midiendo la respuesta de diluciones del estandar al 100% 

(O. l mg/ml); de ah! se tomó 1 ml y se llevó a 10 ml; de esta solución se to-

1Mron 5 ml y se llevó a 10 ml para obtener una concentraci6n de 5 mcg/ml. 

De esta solución se inyectaron por sextuplicado 5 mcl al cromatógrafo y se 

determinó la media, la desviación estandar y el % de coeficiente de varia

c16n. 

REPRODUCISILIOAO 

Para esta prueba se utiliz6 la solución estandar de Furosemida al 100% 

{O.! mg/ml). Esta prueba se realizó con dos analistas en dos d!as diferen

tes, cada analista efectuó el analisis 6 veces. 

TOLERANCIA: 

En esta prueba se sometió a la Furosemida a pH de 2. 7 y pH 3.9 a dife

rente composición de fase móvil metanol: acetato de sodio 0.005 M (45:55) y 
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(50:50) respectivamente. En ambas soluciones se regu16 el pH con Acido clo_r: 
hldrico concentrado. 

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA 

Para esta prueba se utiliz6 la soluc16n de 0.1 mg/ml de Furosemida, pa
ra lo cual se sometieron las soluciones de inyectables y las preparadas a 
partir de tabletas, a las siguientes condiciones: luz directa del sol, obs

curidad y refrigeraci6n durante 5 dlas. 

COMPARACION DE METODOS: 

Para esta prueba se hicieron anAlisis de la Furosemida por el método 

oficial de la USP XXI y por el mHodo de Cromatografla de Liquidas de Alta 
Resoluci6n (CLAR) desarrollado, utilizando para ello diferentes lotes de 
proveedores del !.M.S.S. 
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IV, RESULTADOS 

4.1 LINEARlOAO: 

En las figuras No. 6, 7 y 8 se presenta la linearidad del método en el 

rango de concentraci6n de 30-150 mcg/ml. A partir de estos datos se 

calcul6 la pendiente, el intercepto y el coeficiente de regresi6n li

neal. 

4.2 REPETIBILIOAO: 

Los valores de repetibilidad se presentan en las tablas No. V, Vl, Vil 

y VIII a partir de los cuales se calcul6 la media, la desviaci6n están

dar y el coeficiente de variaci6n. 

4.3 EXACTITUD: 

En las tablas IX a XIV se encuentran los resultados obtenidos a las si

guientes concentraciones: 50, 100 y 150 mcg/ml. que equivale al 50, 100 

y 150% tanto para inyectables como para tabletas y se calcul6 la media, 

la desviaci6n esUndar y el coeficiente de variaci6n. 

Con el fin de observar si los placebos no interferlan en el análisis, 

se elabor6 la figura No. g, a partir de la cual se calcul6, la pendien

te, el intercepto y la correlaci6n. 

4.4 PREClSION: 

Los valores obtenidos es Un reportados en las tablas No. XV, XVI y XVII 

tanto para el sistema, como para inyectables y tabletas. En cada caso 

se calcul6 la media, la desviaci6n esUndar y el coeficiente de varia

ci6n. 

4. 5 ESPECI FICIOAO: 

En la figura No. 10 se presentan los cromatogramas que se obtuvieron al 
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anal izar placebo de inyectables y tabletas en la figura No. 11 se ob
servan los cromatogramas que se obtuvieron al analizar Furosemida en 
medio kido y medio alcalino y en la fig. No. 12 se presentan los cro
matogramas obtenidos al analizar Furosemida, estándar interno (Tolbu
tami da) y el ácido-4-cloro-S-sul famoilantranll leo producto de degrada
ción de la Furosemida. 

4.6 SENSIBILIDAD: 

La tabla No. XV!!! presenta los resultados obtenidos para una concen
tración de S mcg/ml de Furosemida, a partir de los cuales se calculó 
la media, la desviación estándar y el coeficiente de variación. 

4. 7 REPRDDUC!BILIDAD: 

Los resultados de ambos análisis se concentran en la tabla XIX. 

4.8 ESTABILIDAD DE LA MUESTRA: 

Los resultados obtenidos se encuentran en las tablas XX y XXI para in
yectables y tabletas respectivamente. 

4.9 COMPARACIDH DE HETODOS: 

En la tabla XXII se presentan los resultados obtenidos, utilizando 
el método de la USP XXI y el mHodo propuesto (CLAR) para inyectables, 
y en la tabla XXIII los resultados obtenidos para tabletas utilizando 
el método de la USP XXI y el método propuesto (CLAR). 
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TASLA No. V 

Repetibilidad del método primer dla por CLAR para inyectables 

utilizando una concentración de 100 mcg/ml de Furosemida 

MUESTRA AREA AREA E. l. AREA FURO/ X FUROSEM!OA TOLBUTAM!OA AREA E. l. 

ST 14255.60 19602.65 o. 7272 100 

1 14505.45 20120. 65 o. 7209 99.13 

2 14652.35 20275. 05 o. 7226 99.36 

3 14875.80 20128. 55 o. 7390 lOJ.62 

4 14853.25 20243.55 o. 7337 100.89 

5 14570.55 20356. 30 o. 7157 98.41 

6 14576.10 20054. 30 o. 7268 99.94 

)( 99.89 

(Í = 1.1869 

%CV 1.18 
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TABLA No. VI 

Repetibilidad del méto<io segundo dla por ClAR para inyectables 

utilizando una concentración de 100 mcg/ml de Furosemida 

MUESTRA AREA AREA E. J. AREA % FUROSEMIOA TOLBUTAMIDA FURO/ AREA E. J. 

ST 14626.22 20020.60 o. 7405 100 

1 14743. 30 20045. 25 0.7355 99.32 

2 14381. 75 19725.60 o. 7290 98.44 

3 14613. so 19896.10 D. 7344 99.17 

4 14826. 85 20361. 80 o. 7281 98.32 

5 14531. 90 20093.10 o. 7232 97 .66 

6 14554. 70 20063. 90 o. 7254 97. 96 

X 98.47 

rr o.6s5o 

icv o. 56 
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TABLA No. Vil 

Repetibilldad del método primer d!a por CLAR pra tabletas 

utll izando una concentraci6n de 100 mcg/ml de Furosemida 

MUESTRA AREA AREA AREA FURO/ % FUROSEM!OA ESTANCAR l AREA E. l. 

ST 14255.6 19602.65 0.7272 100 

1 14838. 20 20514. 75 o. 7232 99.44 

2 15140.65 20551. 70 o. 7367 101. 30 

3 14688.05 20309. 95 o. 7231 99.43 

4 14930. 55 20309. 95 o. 7351 101. 08 

5 14688.05 20309. 95 o. 7231 99.43 

6 14113.30 19664. 50 0.7177 98.69 

x = 99.89 (f' = l.C459 %CV = l. 047 

TABLA No. Vlll 

Repetibilidad del método segundo d!a por CLAR para tabletas 

utilizando una concentraci6n de 100 mc9/ml de Furosemida 

MUESTRA AREA AREA AREA FURO/ % FUROSEM!OA ESTANCAR l AREA E. l. 

ST 14826.22 20020. 60 o. 7405 100 

1 14676.30 19993.85 o. 7340 99.12 

2 14965.35 20273.90 o. 7381 100.55 

3 15277. 20 20501. 20 o. 7451 100. 62 

4 15399. 45 20459. 30 o. 7526 101. 63 

5 15438.60 20598.BO o. 7494 101. 20 

6 15358.10 20556.00 o. 7471 100.89 

x = 100.66 (f" = o. 8565 %CV = 0.85 
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G 

MUESTRA 
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6 

TABLA No. !X 

Determinaci6n de la exactitud de Furosemida en Inyectables 

utilizando una concentraci6n de SO mcg/ml 

MG ARAD!OOS MG RECUPERADOS ~ ARAD!DO 'i RECUPERADO 

S.Dl 4 .0955 100.2 97. 91 

5.0 4. 9665 100.0 99.33 

5.01 s .0640 100.2 101.28 

5.D S.0010 100.0 100.02 

5.0 5.0185 100.0 IOD. 37 

5.0 5. 0265 100.0 100.53 

99.~0 d' = l.16BO icv 1.16 

TABLA No. 

Oetenninacl6n de la exactitud de Furosemida en Inyectables 

a una concentraci6n de 100 mcg/ml 

MG ARAD!DOS MG RECUPERADOS % ARAD!OO % RECUPERADO 

10.0 9. 9180 100.0 99.18 

10.0 10.2050 100.0 102.05 

10.0 9. 9300 100.0 99. 30 

10.0 10. 1250 100.0 101. 25 

10.0 10.1180 100.0 101.18 

10.0 9.9910 100.0 99.91 

x • 100.47 ¡) • 1.1794 icv 1.17 
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l 
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4 
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6 

TABLA No. XI 

OeterminaciOn de la exactitud de Furosemtda en Inyectables 

utilizando una concentrac!On de 150 mcg/ml 

MG ARAD!OOS MG RECUPERADOS % MADIDO % RECUPERADO 

15.0l 15.4155 100.06 

15.0 15.2880 100.0 

14.99 14.8095 99.93 

15.0 15.1680 100.0 

15.0 14.7120 100.0 

15.0 15. 3525 100.0 

100.82 ú • 1.9610 icv 1.94 

TABLA No. XII 

Oeterminac16n de la exactitud de Furosemida en tabletas 

utilizando una concentración de 50 mcg/ml 

102. 77 

101. 92 

98. 73 

101.12 

98.08 

102.32 

MUESTRA MG ARADIOOS MG RECUPERADOS % ARADIDO % RECUPERADO 

l 5.0l 5.0187 100.2 100.37 

2 5.0 4.8960 100.0 97 .92 

3 s.o 4.8990 100.0 97 .98 

4 s.o 4.9330 100.0 98,66 

5 5.0 5.0045 100.0 100.09 

6 5.01 5.0710 100.2 101. 42 

x = 99.40 cr • i. 431a %CV • 1.44 
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6 

TABLA No. Xl 11 

Determinación de la exactitud de Furosemlda en tabletas 

ut i1 izando una concentración de IDO mcg/ml 

MG AílAD!DOS MG RECUPERADOS ~ AÑAD!OO >, RECUPERADO 

!O.O 9. 9690 100.0 99.69 

!O.O 9. 9890 100.0 99.89 

!O.O 9. 9430 100.0 99.43 

!O.O! 9. 9370 100.1 99.37 

!O.O 10. 0500 100.0 100.50 

!O.O 9. 9890 100.0 99.89 

x • 99. 79 0.4098 %CV 0.41 

MUESTRA 

1 

2 

3 

4 

s 
6 

TABLA No, XIV 

Determinación de la exactitud de Furosemida en tabletas 

uti 1 izando una concentración de 150 mcg/ml 

MG AílAD!DOS MG RECUPERADOS l AílADlDO % RECUPERADO 

15.0 14.8875 100.0 99.25 

15.01 14. 6985 100.6 97 .99 

IS.O 14. 5200 100.0 96.80 

15.0 14.6550 100.0 97. 70 

IS.O 14. 6415 100.0 97 .61 

IS.O! 14.695S 100.06 97 .97 

97 .88 (f • o. 7960 %CV 0.81 
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Flg. Ne. 9 

5 

IO 
mq. oño d Idos 

A) Inyectables 

Correlación: 0.99999 
Pendiente : J.01322 
Intercepto: 0.07759 

8) Tabletas 

Correlación: 0.9998 
Pendiente : O. 96679 
Intercepta: 0.18713 

A Gráfico cltl efecto Plocebo para inyectablH 

8) Gráfico del •f•cto Plocebo para tabl•los 
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TABLA No. XV 

Precisi6n del •istema: Utilizando una concentraci6n de 

100 mc9/ml de Furosemida 

MUESTRA AREA AREA FURO/AREA 
~ FUROSEH!OA E. l. E. l. 

ST 15361. 30 20635. 7 o. 7404 IDO.O 

1 15445. 70 20720. 2 o. 7454 100. IB 

2 15255. 70 20480.1 o. 7449 100.12 

3 15193.10 20366. 7 o. 7459 100.25 

4 15371. 90 20456.B o. 7514 100.99 

5 14895. 50 19952.3 o. 7465 100.33 

6 15089.60 20185.1 o. 7475 100.47 

X = 100.39 IÍ = o. 3183 %CV = 0.31 

TABLA No. XVI 

Precisi6n del iretodo: En inyectables, utilizando una concentracf6n de 

100 mc9/ml de Furosemida 

MUESTRA AREA AREA FURO/AREA % FUROSEMIOA E. l. E. l. 

ST 14210. 60 18952. 30 o. 7498 100.0 

1 13853. 666 18626.666 o. 7437 99.18 

2 14152.10 18492 .30 o. 7652 102 .os 
3 13621. 90 18293.10 o. 7746 99.30 

4 14020.667 18465.333 o. 7592 101. 25 

5 13961. 50 18399.567 o. 7587 101.18 

6 13587. 767 18134.90 o. 7492 99.91 

X• I00.4 IÍ = 1.179 %CV • 1.10 
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TABLA No. XVll 

Precisión del m~todo: En tabletas, utilizando una concentración de 
100 mcg/ml de Furosemi da 

MUESTRA AREA AREA FURO/AREA % FUROSEHlOA E. l. E. l. 

ST 13202.00 20200. 70 0.6535 100.0 

1 13107 .os 20116. 50 0.6515 99.69 

2 12837. 55 19662.40 o. 6520 99.89 

3 12461.80 19177. 20 o. 6498 99.43 

4 12845.55 19555.35 o. 6568 100.50 

5 12816.10 19733.40 o. 6494 99.37 

6 12837 .55 19662.40 0.6528 99.89 

i( 99.79 

G' 0.409 

XCV 0.4 
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CRDl'.ATDGRAMAS OBTENIDOS AL UTILIZAR CRO~.ATOGRAFIA DE LIQUIDOS 

DE ALTA PRESION 

A) Placebo de inyectables 

B) Placebo de tabletas 
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FIGURA No. 11 

CROMATOGRAMAS OBTENIDOS AL ANALIZAR 

A = FurosP.mlda estfodar en medio alcalino (pH14) 

B = Furosemlda est!ndar en medio !cldo (pHI) 
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FIGURA No. 12 

CROMATOGRAMAS OBTENIOOS UTILIZANDO CROMATOGRAFIA LIQUIOA DE 

ALTA RESOLUCION 
A = Furosemida (I) y Tolbutamida (TI) esUndar interno. 

B = Producto de degradaciOn Acido-4-cloro-5-sulfamoilantranllico (ACS) 
(1), Furosemida 11 y Tolbutamida esUndar interno 111. 
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TABLA No. XVIII 

Sensibilidad, obtenida a una concentraci6n de 5 mcg/ml de furosemida 

AREA 
MUESTRA FUROSEMIDA 

l 480.55 

2 481.37 

3 484.65 

4 503.07 

5 476.46 

6 488.04 

x = 485.69 ó = 9.3695 %CV = 1.90 

TABLA No. XIX 

Reproduclbilidad del m~todo analltico utilizando una concentraci6n de 

100 mcg/ml de furosemida ambos analistas en los dos dfas de prueba 

1 DIA l 2 

100. 29 % 100.93 % 

99. 71 % 100.83 % 

Analista 1 101.23 % 99.16 % 

101. 33 % 100.83 % 

101.34 % 103.47 % 

1 OIA 1 2 

100. 75 % 102.41 % 

100.34 % 99.28 % 

Analista ll 100.66 % 99.18 % 

101. 72 % 100.49 % 

97 .51 % 100.38 % 

X• 100.74 <f = 1.4127 %CV • 1.40 
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TABLA No. XX 

Estabilidad de la muestra, obtenida a partir de una concentración de 

100 mcg/ml de Furosemida para inyectables 

T/EN O!AS EXPUESTO A LUZ OBSCURIDAD REFR!GERACION 

o !Ol.35 % IOI.35 % !01.35 i 

1 22. 99 % 100.08 % 100.21 : 

2 100.33 ;, 98. 58 % 

3 99. 33 % 97. 56 % 

4 99. 90 % 98. 76 % 

5 99. 95 % 98. 70 % 

TABLA ffo. XXI 

Estabilidad de la muestra de tabletas obtenida a partir de una 

concentración de 100 mcg/ml de Furosemida 

T/EN DIAS EXPUESTO A LUZ OBSCURIOAO REFRI GERAC ION 

o 99.0 % 99.0 % 99.0 % 

1 9B.8l % 97. 34 % 

2 9B. 94 % 97 .09 % 

3 99. 36 % 98.07 % 

4 99. 70 % 98. 59 % 

5 99.65 % 98.45 % 
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COMPARACION DE METOOOS 

TABLA No. XXI 1 

Para inyectables, utilizando el método oficial de la USP XXI 

y el método propuesto por "CLAR" 

PROVEEDOR 

Hormona 

Hormona 

PROVEEDOR 

Hoechst 

Farm. In-
teramer1-
cana 

Labimex 

Labimex 

METODO OFICIAL USP XXI METODO PROPUESTO POR "CLAR" 

102.30 % 101. 29 i 

100.00 % 99.5 % 

TABLA No. XXIII 

Para tabletas, utilizando el método de la USP XXI 

y el método propuesto por "CLAR" 

METODO OFICIAL USP XXI METODO PROPUESTO POR "CLAR" 

103.10 % 101.39 % 

102 .36 % 101. 90 % 

99.05 % 9B. 46 % 

100.39 % 102.47 % 
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V. DISCUSJON DE RESULTADOS 

Sistema CromatogrMico: Inicialmente se probó una columna /lBondapak 

CN con una fase móvil de metanol-acetato de sodio 0.005 M pH 2.66 (45:55). 

Bajo estas condiciones la cantidad m!nima detectable fue de O.! mcg/ml uti

lizando un detector de fluoresencia y sulfato de quinina como estfodar in

terno. Se encontraron los siguientes tiempos de retención: 2.5 min. para 

el acido-4-cloro-5-sulfamoilantran!lico, 5 min. para el sulfato de la quini

na (E.1.), y 9 min. para la Furosemida, sin embargo el estfodar interno no 

era estable bajo estas condiciones cromatogrHicas por lo que se cambió el 

estandar interno a quinina base; el tiempo de retención del esUndar aumen

tó a 7 min. pero también fue inestable bajo estas condiciones. 

En base a estos resultados se cambió la columna y el estandar irterno; 

utilizando en este caso clorhidrato de piridoxina como est~ndar interno y 

una columna )IBondapak c18 . Se encontraron buenos tiempos de retención de 

las sustancias a separar, sin embargo, al hacer el an~lisis de recobro con 

este estandar se encontró que los valores eran muy variables lo cual pudo 

deberse a que el esUndar interno no se extra!a homogéneamente, por lo cual 

se decidió a cambiar el esUndar interno 21 kido acetil salicilico, utili

zando un detector de ultra-violeta de longitud de onda variable. Bajo es

tas condiciones se observó una buena separación de los productos, pero nue
vamente se presentó la inestabilidad del est~ndar interno. Al utilizar la 

Tolbutamida como esUndar, se obtuvieron buenos resultados tanto de estabi

lidad como de recobro. El pH utilizado fue de 2.50 y como fase móvil meta

no!: acetato de sodio 0.005 M pH 2.5 (55.45). 

Aún en los estudios en los que el estandar. interno sufr!a degradación, 

la muestra de Furosemida fue estable bajo las condiciones de estudio. 
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LINEARIOAO: El método propuesto para cuantificar furosemida en inyec

tables y tabletas presentó una linearldad satisfactoria en el intervalo de 

concentración de 30-150 mcg/ml, con un coeficiente de correlación de 0.9997 

para el estandar de furosemida (Fig. No. 6) y 0.99858 para inyectables (Fig. 

No. 7) y de 0.99968 para tabletas (Fig. No. 8) el cual es adecuado conside

rando el número de parejas de datos. 

REPETISILIDAO: En la tabla V se presentan los valores obtenidos para 

inyectables el primer dla de prueba de los cuales se obtuvo un coeficiente 

de variación de 1.18%. En la tabla No. VI, se presentan los valores obte

nidos el segundo dla de prueba, con un coeficiente de variación de 0.66%. 

En la tabla No. VII se presentan los valores de tabletas obtenidos el pri

mer dla de prueba en la cual se observa un coeficiente de variación de 

1.047% y en la tabla No. VIII se presentan los valores obtenidos, el segun 

do d!a de prueba en el que se obtuvo un coeficiente de variación de 0.85% 

en ambos días el coeficiente de variación no fue mayor al 2%. Dado a que 

el criterio para esta prueba es que el coeficiente de variación no sea ma

yor al 2% y la prueba cumple con el criterio señalado se puede decir que 

el mHodo es repetible. 

EXACTITUD: Las tablas IX, X y XI presentan los datos obtenidos para 

inyectables en los cuales se observa un buen recobro a las diferentes con

centraciones estudiadas, asl a la concentración de 100 mcg/ml. se obtuvo 

un rer.obro de J00.~7% con un coeficiente de variación de J.17, los valores 

obtenidos para tabletas se encuentran en las tablas XII, XIII y XIV en las 

cuales también se observa un buen recobro (99.79%), con un coeficiente de 

variación de 0.4!L 

El criterio estadlstico para esta prueba es de un 98-102% de recobro 

con un coeficiente de variación menor al 2% y por el cual la prueba cum

ple con este criterio garantizando con ello la exactitud del método. 
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PRECISION: La precisión del mHodo es buena ya que el coeficiente de 

variación para el sistema es de O. 31~ (tabla No. XV) el coeficiente de va

riación para inyectables de l.17t (tabla No. XVI) y de 0.4~ para tabletas 

(tabla No. XVII). Oado a que el criterio estadlstico para determinar una 

adecuada precisión es que el coeficiente de variación debe ser menor al 2%, 

esta prueba cumple con este criterio estadlstico. 

ESPECIFICIDAD: En la fig. 10 se observa que no hay interferencia en 

los placebos tanto para inyectables como para tabletas. En la fig. No. 11, 

se observa que cuando se realizan la degradación en medio kido y en medio 

alcalino, los productos de degradación no interfieren en el método devalo

ración, la fig. No. 12 muestra los cromatogramas obtenidos en el an~lisis 

de muestras de inyectables y tableta; en el cual se puede observar perfec

tamente que no hay interferencia con su principal producto de degradación 

(kido-4-cloro-5-sulfamoilantranllico). En base a ello se considera que 

el mHodo ouede ser útil en estudios de estabilidad. 

SENSIBILIDAD: En la tabla XVIII se presentan los datos obtenidos pa

ra una concentración de 5 mcg/ml. de Furosemida en el cual se observa una 

desviación esUndar de 9.3695 y un coeficiente de variación de 1.90% estos 

datos indican que el método es sensible ya que su coeficiente de variación 

no es mayor a 1 2%. 

REPRDDUCIBILIDAD: En la tabla XIX se puede observar que los valores 

obteoidos por los analistas son muy semejantes. Al efectuar el an~lisis 

de varianza (ANADEVA) (tabla XXIV) se encontró que no existen diferencias 

estadlsticamente significativas entre dlas ni entre analistas por lo que 

se considera que el !OOtodo es reproducible. 
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TABLA No. XXIV 
AnAlisis de varianza (ANADEVA) para los resultados obtenidos 

en la prueba de reproducibilidad 

Modelo: Yijk =fl+ Di + Aj + DAij + Ek(ij) 

FV gl se CH F Calculada 

Di 0.47 0.47 0.3032 

Aj 0.57 o. 57 o. 3677 

DAij 1.55 1.55 0.5272 

Ek( ij) 16 47 .06 2.94125 

F Calculada F tablas con significancia de 0.05 

Donde: 

H Media 

D; Efecto del dla 
Aj • Efecto del analista 
DAAij = JnteracciOn dla-anal is ta 
gl = Grados de 1 ibertad 
SC Suma de cuadros 

CH = Cuadrado medio 
Ek (ij) = Error experimental 
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA: En las tablas XX y XXI se muestran los re
sultados de la degradaci6n de la Furosemida en inyectables y tabletas res
pectivamente. En ambos casos se encontr6 una degradaci6n total a las 48 
hrs. al exponerse a la luz. Y se observ6 as! mismo un comportamiento dis
tinto en refrigeraci6n y temperatura ambiente en obscuridad bajo estas con
diciones no se present6 degradaci6n. 

COMPARACION DE METODOS: En esta prueba solo se utilizaron lotes de 
proveedores del Seguro Social y se observa en las tablas XXII y XXIII que 
en general no hay variaci6n de mas de 2% entre el m!\todo oficial de la 
USP XXI y el método propuesto tanto para inyectables como para tabletas 
dando resultados muy semejantes a los obtenidos con el método oficial. 
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VI. CONCLUSIONES 
Se desarrollo un método por HPLC para la cuantifiaciOn de Furosemida en 

inyectables y tabletas. De acuerdo a los resultados obtenidos, el método 

propuesto presenta las siguientes ventajas: 

1) Una precisiOn con un coeficiente de variaciOn de 1.17 para inyectables y 

de 0.41 para tabletas, los cuales son adecuados para los fines de metod!! 

logia anal ltica. 

2) Confiabilidad en los resultados ya que en los limites de detecc16n alca!! 

zados por el mHodo, se encuentran por debajo de lo marcado en inyecta

bles (20 mg/ 2 ml.) y tabletas (40 mg/tab). 

3) Una exactitud de 100.47% para inyectables y de 99.79% para tabletas. 

4) El método es especifico ya que es posible separar y cuantificar al prin

cipio activo de su principal producto de degradaciOn. 

5) Estabilidad adecuada de la soluciOn después de 5 dlas almacenada en re-

. frigeraciOn y a temperatura ambiente en la obscuridad. 

6) Una manipulaciOn sencilla con la cual la reproducibilidad de los result~ 

dos puede mejorar. 

7) Un tiempo de an~lisis corto (30 minutos) en comparaciOn de los métodos 

oficiales GUe requieren mlnimo 60 minutos. 
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