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l.- I N T R o D u c c I o N. 

1.1.- IntroducciOn: 

Actualmente,debido a la diversidad y cantidad de oroductos oue se ma

nejan y oara tener la sequridad de nue los métodos son anroniados,ta~ 

to la Industria Farmac~utica como la Secretaría de Salud están 1nte~e 

sados y encaminados en la validación de los ~Atados analíticos emPlca 

dos en los laboratorios. 

Se tienen razones imoortantes por las cuales se valida el ~étodo para 

cuantificar el inqrediente activo,una de ellas v muy irnoortante es que 

la validación del Método analítico es una nñrtP. intenral del Sistema 

de Control de Calidad.Otra raz6n es nue las Pr~cticas Adecuadas de 

Manufactura (P.A.M.)y ias nuevas disoosiciones oficiales renuieren 

de la validaci6n del contenído.Adem§s,proveen un medio para nue los 

cientificos tengan una comunicaci6n efectiva concerniente a las cues

tiones técnicas. 

Como oarte del Sistema de Control de Calidad,la validación del conte

nido juega un oaoel clave dentro del ciclo de control universal.Este 

ciclo incluye los siguientes pasos: 

- Ajustar est~naares. 

- Estimar la conformación de los estándares. 

Tomar acciones apropiadas cuando los estándares no son satisfacto

rios. 

Planificar para mejorar. 

Sin una confianza en las mediciones tomadas de las muestras que llegan, 

en proceso y también en ~reducto terminado,sería de qran dificultad 

conf1.rMar que el producto aue fué fabricado es uniforme y que cumole 

con la serie de estándares que aseguran su disposici6n cara el uso. 



Ya que el ciclo de control de calidad es un proceso en evolución,la 

necesidad para la validación del contenido implica nue alguna forma de 

validación o verificación continue hasta el final del oer1odo en el 

que el procedimiento de ensayo esté en uso,y esto no es algo nue se h~ 

ga inicialmente cuando el ensayo es desarrollado v desnu~s olvidado. 

Otra raz6n es que la responsaoilidad del fabricante es suministrar 

productos a niveles de calidad consistente con estándares aue asequran 

su disposición para su uso y nor eso requiere de un nroqra~a nroaresi 

va de validación del ensayo. 

LO irnportante,es aue al tener el método anal!tico validado se asegura 

que el método es correcto, lo que dará una pauta oara ~ue el departame~ 

to de producción sepa en un momento dado si lo nue est~ nroduciendo 

está dentro de los parámetros establecidos y,si es así,oroducirá pro

ductos de calidad consistente.Por esto,es importante tener validado 

el método analítico con base en nrincipios cient1ficos adecuados como 

son la linealidad,precisión y exactitud. 

1.2.- Objetivo. 

El objetivo es el validar el m€todo analitico nropues

to por la casa matriz para la furosemida en el producto terminado de 

Lasix solución inyectable,comorobando su precisi6n,exactitud,lineali

dad, sensibilidad y su reproducibilidad,obteniendo la evidencia docu

mentada y tener un m€todo confiable. 



1.3.- Generalidades. 

1.3.1.- Cromatograf1a de Liquidas de Alta Resoluci6n (C.L.A.R.). 

Esta t~cnica también se le conoce como cromatograf ia de 11auidos 

de alta presi6n o cromatograf1a !1nuida moderna (High Performance Li

quid Chromatograohy, H.P.L.C.). 

Es usada para se~arar los comoonentes de una mezcla auí~ica.Estos 

componentes (o salute) ,son nrimero disueltos en un disolvente líquido 

y después pasados a través de una columna cromatográf ica bajo un f !u

jo a una presión determinada.En esta columna, la mezcla es resuelta en 

sus componentes.La capacidad de resoluci6n es imoortante y es deoen

diente de las interacciones entre los componentes del salute y la fa

se estacionaria definida corno un material de empaque inm6vil en la ca 

lumna.El movimiento de part1culas del sistema es la fase m6vil la cual 

es un 11auido.El éxito en la a~licaci6n de CLAR para un compuesto de

pende de varios factores combinados adecuadamente,es decir,de las con 

diciones de ooeraci6n como son: el tino de columna,la fase m6vil,la 

longitud y diámetro de la columna,la velocidad de flujo de la fase m6 

vil,etc. La migraci6n diferencial en la CLAR es resultado del equili

brio de distribuci6n de los componentes de una mezcla entre la fase 

estacionaria y la m6vil.Los mecanismos de senaraci6n involucrados en 

la retenci6n de las moléculas de una ~uestra por oarte de la fase est~ 

cionaria,dan lugar a los diferentes métodos de la crornatograf1a liqui

da: 

1.3.1.1.- Crornatograf1a de Exclusi6n Molecular. 

Se basa en el tamaño molecular.El em~aque es un material poroso 

cuyo tamaño está definido,separa muestras cuyo neso molecular nuede 

ser de 500 hasta varios millones; se utiliza oara separaciones 



de macro-mol6culas como: proteínas y leidos nucl6icos,para la puri

ficaci6n de mezclas biol6~icas consistente~ en mol6culns grandes y 

pequeftas (separación <le drogas de fluidos fisiolóoicos como nlasma v 

orina,ingrcdientes activos en cremas v gelatinas en for1nulacioncs 

farmacéuticas). Las moléculas que son t.lcJTlnsiado gr::1ncles nara el no

ra salen rápidamente de la columna mientra<; nuc las ncnucf'lns nenctran 

en los poros prolongando su tiempo de clución. E1Tinlea matcrinlcs 

blandos incannces de resistir presiones mnvores de 4 atmósferas 

(ver figura Nº 1). 

1.3.1.2.- Cromatografía Lfouido - Líquido o de ºartición. 

Se basa en Ja distinta solubilidad que nresenta uno mol6cu

la de la muestra en la fase móvil ven la estacionaria.Las mol6culas 

de la muestra se distribuyen entre amhas fases cowo sucedería en una 

extracci6n líquido-líquido.Se usan componentes moderadamente pola

res de peso molecular inferior a 1500, columnas de 15 a 50 cm de 

largo y de 3 a 5 mm de dilmetro; la caída de nresión puede ser hasta 

de 350 ntm. v denende del tamafio de la nartícula,longitud v relleno 

de ln columna,fluio de la fase móvil,tempcratura v viscosidad de 

la fase móvil. 

1. 3. 1. 3. - Cromatografía de Intercambio Iónico. 

Esta basada en la competencia entre la fase m6vil v la muestra i6nica 

por los sitios o grupos activos de una resina cambiadora de iones 

como fase estacionaria.Estas resinas están fabricadas con materia

les que tienen exceso de cargas eléctricas positivas o negativas 

permanentemente unidas a la superficie de la partícula de la resina 

mediante enlaces químicos. 



Las intercambiadoras de cationes contienen un grupo funcional ácido 

como ácido sulfónico o carbox1lico (cambiador de catión fuerte) en 

tanto que las cambiadoras de aniones contienen un aruno funcional 

básico (grupo amonio o amonio cuaternario) unido al átomo de s1lice 

a través de grupos intermedios. 

1.3.1.4.- Cromato0raf1a L1cruido - Sólido o de Adsorción. 

La separación depende de la interacción entre la muestra,el e~paque 

de la columna y el disolvente que acarrea la muestra a través de todo 

el sistema. 

De esta manera,la muestra se distribuye entre la fase m6vil (disol-

vente) y la fase estacionaria (s11ice, alúmina, etc.). 

La sílice se somete a un proceso de desactivaci6n oara disminuir el 

proceso de retenci6n de moléculas muy polares, de esta manera se man-

tiene la superficie en condiciones uniformes. 

La separación ocurre según la afinidad de la muestra hacia la fase 

sólida o la fase liquida.Si una molécula tiene más de un gruoo funci~ 

nal, el más polar tendrá mayor efecto y será el que deternine el tie~ 

pe de elución del compuesto. 

Por esta razón la cromatograf1a de adsorción generalmente senara la 

mezcla en clases de compuestos, agruoándolos seqún el gruno o grupos 

funcionales de mayor polaridad. 

Se elige una fase móvil de una nolaridad aproximadamente icrual a la 

de la muestra o ligeramente inferior, en esta forma el flujo constan-

te con la misma polaridad hace que la muestra rompa su uni6n con la 

fase estacionaria y as1 sea eluida. 



SegUn la polaridad relativa de las dos fases y la orenonderancia de 

los fenómenos de adsorción o reparto, se clasifica en dos fornas: 

1.3.1.4.a.- Fase Normal. 
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El lecho estacionario es de naturaleza fuertemente nolar (ej. s!lice) 

y la fase móvil es apelar (ej. n-hexano) .Las muestras polares quedan 

retenidas en la columna durante tiempos mayores aue las muestras menos 

oolares o apo1ares.Los empoues cara la fase normal son oor ejemolo 

s!lice, amino,ciano y dial ( figura Nº2 ) . 

1.3.l.4.b.- Fase Inversa. 

Es el µreceso inverso en el cual el lecho estacionario es de natural~ 

za apelar (ej. hidrocarburo), mientras la fase móvil es de un líqu~ 

do polar.Cuanto m~s apelar sea la muestra,rnayor será su retención 

fig. N°3 ) .Los emoa9ues cara la fase inversa son por ejernnlo ODS 

ClB ),octil,metil y dimetil silano. 

CDMparaci6n entre fase normal y fase inversa: 

Polaridad del empaque: 

Polaridad del disolvente: 

Orden de eluci6n de la 

muestra: 

Efecto de aumentar 

polaridad del disolvente: 

Fase Normal: 

Alta 

Baja o mediana 

Menos polar 

primero 

Reduce tiempo 

de la eluci6n 

Fase Inversa: 

Baja 

:-!ediana o alta 

~ás polar orimero 

Aumenta tiemoo 

de la eluci6n 
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Figura :-;" 1. Cranatografía de exclusi6n. Aquí se ve la distribución 

moleculur. Notcse que las moléculas ~randes salen nrimero; ya que 

toman el paso de menor resistencia dentro de la columna. 
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Fi~ra Nº 2., Cromato~rnfia líquida en fase normal.Los círculos 

reoresentan los tuJOs de compuestos oresentes en ra muestra y 

su pos1ci6n relativa en la direcci6n del flujo de la fase m6vll 

indica su orden de eluci6n, 



SUPERFICIE 
APOLAR DE 
LA FASE 
ESTACIONA
RIA. 
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FASE MOVIL: 
ELUYENTE 
POLAR 

Figura N°3. Cromatografía líquida en fase inversa. 

Los círculos representan los tipos de compuestos 

presentes en la muestra y su posición relativa en 

la dirección del flujo de la fase móvil indica su 

orden de eluci6n. 

10 
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1,4,- Validación de Métodos Analíticos. 

El objetivo principal en una planta farmacéutica es fabricar 

productos que cumplan con los requisitos de calidad al costo más 

bajo posible. Existen varias razones por las cuales la industria 

farmacéutica está preocupada porque sus procesos y métodos analíti 

cos estén validados: 

Normas legales y reglamentaciones oficiales. 

·9arantía de la calidad. 

Reducción de costos. 

A la fecha,la industria farmacéutica mexicana no contaba aún con 

reglamentaciones oficiales específicas concernientes a prácticas 

adecuadas de manufactura y debido a ello, había optado por emplear 

las normas que a este respecto han sido publicadas en otros países. 

De entre ellas, las mas extensamente usadas y más frecuentemente Ci 
tadas son las de los Estados Unidos (Current Good Manuf acturing 

Pactices).En ellas uno notará que el terna de validación no se tr~ 

ta de manera directa,pero si se enumeran una serie de requerimie~ 

tos Y normas cuya apreciaci6n contextual y subsecuente puesta en 

práctica,lleva al control de procesos,operaciones y métodos.La FDA 

(Food & Drug Adrninistration = Administración de Drogas y Alimentos) 

publicó en 1984 un borrador de una guía para la presentación de s~ 

porte de datos anal!ticos para validación de procesos en las que 

se ve la importancia de validar tanto procesos corno métodos anal~ 

ticos y así asegurar la calidad de los producto3 farmacéuticos, 

La falta de validación del proceso y del método analítico implica 
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que el proceso y método no estan bien entendidos ni bajo control y 

por ello no es posible confiar en la calidad <le los oroductos fabr.!_ 

cadas. Las Prficticas Adecuadas de ~anufactura v las valiJaciones del 

proceso y del m6todo analítico son conceptos inscpar3bles,son ese~ 

ciales para obtener una garantía <le cn.liJa<l. Frecucntcm(."11tc la va

lidaci6n de un m6toJo o nroccso conduce adcmfis de la caliJad mfis 

co11sistente, a una mejora Je la misma. 

La experiencia indica que un m6todo validado es un m6to<lo mfis cfi

ciente,que produce menos p6rdidas,rcpcticiones,etc .. A6n cuando exi~ 

ten obvios costos iniciales asociados con la vali<laci6n del m6todo, 

tambi6n existen ahorros Je costo potenciales a plazo mfis largo. 

La principal ra:6n para validar un método es garantizar la calidad 

a un costo reducido.La validación también ahorra tiempo,lo cual 

constituye otro ahorro indirecto de costos.Con un mltodo validado 

no hay "quebraderos de cabe:a" cada ve: que hav cambios en: perso

nal,disolventes o eauipo.Esto es debido a aue el método esti bien 

documentado y se basa en principios científicos firmes ,los cuales 

han sido bien pensados a través de la validaci6n original,lo que 

provee un fundamento s6lido sobre el que se nuede basar los cambios. 

El personal tiene a su disposición procedimientos escritos a seguir 

y que son revisados contínuamente )' el personal supervisado para 

evitar perder el tiempo tratando de encontrar la forma de hacer ciet 

tas operaciones o un mStodo impropio.Otra raz6n para validar sería 

cuando el análisis de muestras de producto terminado es inadecuado 

para detectar ciertos tipos de defectos en los productos.El análi~ 

sis es estadístico en naturaleza,sería imposible e impracticable 

analizar cada unidad de producto para cumplimiento total con todas 

las especificaciones. 
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Aparte del enorme volumen de trabajo,no quedaría nada ~or vender y 

aún así, todavía no tendría~os el 100% de garantía debido a la vari~ 

· bilidad en los métodos de an5lisis. 

Algunos defectos tienen la tendencia a a~arecer a tr~vés de todo el 

lote en una far.na relativa~ente unifor~e; otros están distribuídos 

al azar en el lote,frecuentemente en forma aislada.De aouí el rem3~ 

cado énfasis puesto en la garantía de calidad,buenas ~rácticas de 

manufactura,control de calidad y en proceso,etc. todos los cuales i~ 

plican y requieren que los procesos y los métodos analíticos sean 

validados. Se han propuesto muchas definiciones de validación pero 

hasta ahora ninguna ha sido aceptada universalmente, por lo que a 

continuación enuncio algunas: para las guías de la F.O.~. de los 

Estados Unidos (1987): "Validación es el establecimiento de evide!!_ 

cia documentada la cual provee un alto grado de garantía de que un 

proceso específico producirá consistente~ente un oroducto que cu~ple 

con sus especificaciones y atr~butos de calidad predeterminados". 

Según la Asociación de Fabricantes Farmacéuticos (E.U.A.) especifica 

mas sobre los métodos analíticos: 

"Validaci6n de un método analítico es el proceso oor el cual se 

establece por estudios de laboratorio que las características de 

comportamiento del método cumplen con los recrueri~ientos para las 

aplicaciones analíticas propuest::¡s". Estas características de 

comportamiento son expresadas en términos de parámetros analíticos; 

para una apropiada discuci6n de los resultados obtenidos con el mét~ 

do analítico, 11 y " es designada como una ~edida cuantitativa obse~ 

vada de la característica analítica (respuesta analítica) la 

cual es característica de la substancia a determinar ( analito ), 
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Los valores observados son usados para determinar la concentración 

11x" y la medida cuantitativa "y" está definida como la función ''n!! 

lítica (y= f(x) ) .Los valores Yi (y 1 ,y2 , ... ,¡·n) ,debido a su origen 

experimental 1 muestran variaciones causadas nor: 

-- Errores sistemáticos: que dan lugar a medidas incorrcct:1s ~que 

puede ser: constante o absoluto y proporcionnl o rc

lativo,cuvas fuentes son errores instrt1racntales,dc 

método 1 operativas o personales. 

-- Errores aleatorios: que permanecen aún cuando se ha eliminado el 

error sistemático y por lo tanto da lu~ar a medidas 

imprecisas. 

~stos errores aleatorios reflejan la variabilidad inherente de la 

respuesta analítica y origina una serie correspondiente de valores 

Xi (x 1 ,x 2 , ... ,xn) .Los métodos analíticos de farmacooea (USP,DAB,BP, 

etc.) y provenientes como en este caso de la cas.'.l matri:,son méto

dos validados,en los cuales los errores sistemáticos son controlados 

de tal manera qu'e la exactitud de los resultados no se afecta.La 

validación entonces del m&todo analítico consistirá en evaluar par! 

metros tales como selectividad,precisión,exactitud y linealidad. 

1. 4. 1. - Selectividad o Especificidad. 

Es la capacidad para medir exactamente v específicamente el analito 

en presencia de otros componentes,los cuales pueden estar presentes 

en la matriz de la muestra.La selectividad puede a menudo ser expr~ 

sada como el grado de tendencia de resultados de prueba obtenido 

por el análisis de muestras conteniendo impurezas añadidas,produ~ 

tos de <leRradación, compuestos químicos relacionados 
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o placebo (ingredientes) cuando se compara con resultados de prueba 

de muestras sin sustancias adicionadas.La tendencia ( desviación ) 

puede ser exoresada como la diferencia en resultados de contenido 

entre los dos grupos de muestras.La selectividad es una medida del 

grado de interferencia (o ausencia de la misna) en el análisis rle 

mezclas de muestras complejas.La especificidad o selectividad del 

método analítico se determina comparando resultados de pruebas de 

análisis de muestras conteniendo i~purezas,productos de degradación 

o placebos.La tendencia del método si hay alguna,es la diferencia 

en los resultados de la 9rueba entre los dos 7rupos de muestra. 

Cuando las impurezas o productos de degradación están sin identif~ 

car o no disponibles,la selectividad puede ser demostrada por el 

análisis,con el método en cuesti6n de muestras conteniendo i~9urezas 

o productos de degradaci6n y comparando los resultados con aquellos 

de ensayo de.oureza adicional (prueba de cromatografía,solubilidad 

de la fase,etc.) .El grado de concordancia de los resultados de pru~ 

ba es una medida de la selectividad. 

Idealmente,significa que el compuesto que va a ser medido está libre 

de interferencia de todos los materiales conocidos.Sin embargo tal 

aproximación no es realista ni válida.Por lo tanto,la prueba o en

sayo será considerada válida si: 

No hay interferencia de los excipientes con la potencia y pruebas 

de preservativos (no hay efecto del placebo). 

En adici6n,la prueba para el ingrediente activo será suficiente

mente específico para que no haya interferencia de los productos 

de degradaci6n conocidos. 

Pruebas de medicamentos a granel no tendran interferencias debidas 
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a productos de degradación conocidos e impurezas del proceso. (fig. Nª4) 

1.4.2.- Precisión. 

Asumiendo que la especificidad ha sido previamente demostrada, la e~ 

lidad de la respuesta analítica (la serie de valores experimentales 

Y1 ) puede ser indicada por su precisi6n.La precisi6n de un método 

analítico es el grado de concordancia entre resultados de prueba in-

dividuales cuando el procedimiento es aplicado repetidamente a múlt~ 

ples muestras de una muestra homogénea.Es expresada usualmente corno 

la desviación estandar o desvi~ción estandar relativa (coeficiente de 

variación) .Es una medida del grado de reproducibilidad del método an~ 

lítico bajo circunstancias normales de operaci6n. 

s = ti X. -
l. D.E.R. (C.V.%) ~ 

s --. 100 
n - 1 x 

La precisión de un método analítico se determina ensayando un suficie!!_ 

te número de alícuotas de una muestra homogénea para poder calcular 

estadísticamente estimaciones válidas de la desviación estandar o la 

desviación estandar i;elativa ( coeficiente de variación) .. Análisis 

en este contexto son análisis independientes de muestras las cuales 

han sido llevadas a través de un procedimiento analítico completo de~ 

de la preparación de la muestra,hasta el resultado de prueba final. 

Es evidente que decisiones acerca de la precisión requerida deben de 

ser hechas tomando en cuenta los costos totales.Para pruebas con bajo 

volumen,un laboratorio puede aceptar una baja precisión (DER>5%) po~ 

que ésta sería más costeable que analizar más muestras para una prueba 

la cual es hecha ocasionalmente que gastar muchos meses desarrollando 

un método muy preciso ( DER (2% , 0.05 de nivel de significancia). 



Trunbién la precisión evalua la Repittbitidad del mi!todo 

Esta r.::1,dtibilidc..•l se refiere a la concordancia entre valores succsn·os <lcte_r 

nrnados bajo condiciones iguales de tr.:ibajo y un valor mec.110.Sc puede evaluar 

mediante el c.:'ilculo de ln ctcsviaci6n estandnr e.le los resultados obten1dos.L:1 

inferencia de la variabilidad de los rl:'~Ultactos se hace mcdi:intc la iin1cha de 

11ch1-cuadrada" (o .ii-a1adra<la J j\2 definida nor: 

' ' ) 

( n - 1 J ( ( xi- X ¡- + l x., X ¡ • + ... + ( X X ) " 
11 

) a-· 
donde: 

n = número de dctcnninnciones. 

' s-= varian=.a muestra!. 
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r/= varianza teórica ( noblacional ) . Renresenta Ja variabilidad del 

método. (este valor se selecciona b:isfodose en la variabilidad 

que por experiencia generalmente nresentan los métodos. En el 

caso de la cranato.grafía de líquidos moderna el valor seleccio

nado es <r2 
= 5. 

Establecemos un contraste de hip6tesis con lo cua 1 decidiremos acerca de la re 

pitibilidad del m6todo: 

110: s 2 
= o-L hipótesis nula. 

H1: s 2 #(]' 2 hipótesis alternativa. 

Para una región de aceptación o de rechazo del 9oi con una significancia de 

= u.os. 

La evaluaciOn del intervalo de confianza para determinar entre qué valores se 

encuentra el valor verdadero del parámetro se hace por medio de: 

l n 1 )( 
7 

) ( n - 1 J ( s2 ) - s- <u< 7 ? x-
1 - O( X 

O< 

'l ¿ 
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1.4.3.- Exactitud. 

La exactitud de un método analítico es la proximidad de los result! 

dos de prueba obtenidos por el método con respecto al valor verdad~ 

ro.La exactitud puede a menudo ser cxnresada como el norciento de 

recobro por el ensayo,sabicndo la cantidad añadida del analito.I.a 

exactitud del método anal[tico puede ser determinada anlicando ul 

método a muestras o mezclas <le cxcinientcs a las cuales se les ha 

aftadido cantidades conocidas del analito nor arriba y nor •bajo de 

los niveles esperados en las muestras.La exactitud de un método es

ti afectado por errores experimentales que son debidos a la tcndea 

cia (desviación) en el método.La evaluación de la exactitud es con 

venientemente expresada por la diferencia entre la media del resul 

tado analítico y el valor verdadero ,conocido ó asumido: 

b = X - w 

La diferencia,llamada tendencia (desviación},puede ser un ndmero n~ 

gativo o positivo.También la tendencia puede ser expresada en rel! 

ción con su media (tcindencia relativa,bl): bl = b/i . 100 

Para un procedimiento acentable,la diferencia entre la cantidad aft! 

dida y recobrada debería de ser de SI o menos de todas las .concentr! 

clones para las cuales el ensayo es considerado vllido v la diferen 

cia promedio tendrá un valor significativo estadístico de 11 o menos, 

Este criterio puede ser definido efectuando inferencias estadísticas 

en base al valor real mediante: 

Pruebas de hipótesis: verificando que los datos experimentales pe~ 

tenezcan a una distribución especial cuvo parámetro es el valor real. 

Esta distribución es la "t" de Student para muestras pequeftas y 

está definida por la expresión: 
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donde: media de las determi~aciones. 

>'o media teórica = 100\ (pobl:lcional). 

s = desviación cst5nJar de las dctcr~inacioncs. 

n =número de determinaciones. 

Estableciendo un controste de hin6tesis: 

H0 : ¡ •>'o hipótesis nula. 11 1: }' 1- Yo hinótesis alternativa. 

Con lo que se determina si el método es exacto para una región de 

aceptación o de recha:o del 95\ con una significancia del 0.05. 

Utilizando el intervalo de conf ian:a nos permite evaluar dentro de 

que intervalo se localiza el vnlor verdadero del parlmetro,utilizando 

la expresión: !C = x t t 0 • 95 ( s/.{ñ') 

1.4.4.- Linealidad. 

La linealidad de un método analitico es su ~ahili<lad uara obtener r~ 

sultados de prueba los cuales directamente o por una bien definida 

transformaci6n matemfitica,son proporcionales a la concentración del 

analito en las muestras, dentro de un rango dado. La lineali~ad se 

expresa usualmente en términos de la varianza alrededor de la pen

diente de la regresi6n lineal calculada de acuerdo a una relaci6n 

matemitica establecida a partir de los resultados de las pruebas 

obtenidas por el análisis de muestras variando concentraciones del 

analito.La linealidad del método analitico se determina por trata

miento matemático de los resultados de urueba obtenidos por el an~ 

lisis de las muestras con las concentraciones del analito a través 

del intervalo determinado del método. El tratamiento es normalmente 

un cálculo de una re~resión lineal por el método de mínimos cua-
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drados de resultados de prueba contra las concentraciones del anali 

to.En algunos casos nar3 obtener nronorcionalid~d entre ensayos y 

concentraciones de la muestr:i. los datos de rirueba tenJrtan que s1=!r 

sujetos a. una transformación matemática antes del an5lisis de regr~ 

si6n.La pendiente de la regresi6n lineal v su varinn:a dan tina nc

dida matcm5tica de la linellidad; la intersección en el eje de las 

ordenadas es \1na meJida de la tcnJencia ootcncial del en~ayo. 

Graficando los resultados de prueba como una función de la concen

tr~ci6n del analito en un papel adecuado nuede ser una alternativa 

aceptable al cálculo de la regresión lineal. 

La ecuación Je la recta de regresión es: 

y = J':< + p 
donde: )' cantidad recobrada. 

:< s cantida<l adicionada. 

J3 ordenada al origen poblaci.onal o 

3' = pendiente poblacional = 

El ajuste de los valores exoerimentales al modelo lineal se puede 

conocer por medio de: 

-- r 

coeficiente Je determinación y 

coeficiente de correlación. 

Mientras más se acerquen estos valores al valor de 1 ,el modelo li

neal propuesto serl el más aproximado a una recta.Para saber que 

tanto se ajusta la recta de ajuste al modelo de regresión lineal, 

utilizamos pruebas de hipótesis oara la oendiente v para la ordenada 

al origen estableciendo oara ellos sus resoectivos intervalos de 

confianza n un nivel de significancia dado. 
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Ordenada al origen: u0: b = Jl donde Jl = O, hipótesis nula, 

H
1

: b # Jl donde se tiene una hipótesis alterna. 

. Pendiente: 11
0

: m = t donde = 1, hipótesis nula, 

11 1 : m I'() hipótesis alterna. 

Las expresiones del modelo m3tcm~tico para estas hipótesis scr5 la 

11 t 11 de Student: 

Ordenada al origen: 

Pendiente: 

donde: 
m 

t 
b 

n 

t = b - l 

L x¡: 
~:·lx 1---~---

n I (xi -x) 2 

(m -el sx~ 
"S'y/x 

valor de la pendiente experimental. 

pendiente teórica = 1 (noblacional). 

valor de la ordenada al origen (poblacional). 

ordenada al ori~en teórico = O (noblacional). 

cantidad adicionada. 

media de las cantidades adicionadas. 

desviación estandar de las cantidades adicionadas. 

error estandar de estimación modificado. 

número de determinaciones. 

La evaluación de los intervalos de confian:a para la ordenada y la 

pendiente a un nivel de significancia dado (siendo = O.OS) para de-

terminar entre que valores se encuentra el valor verdadero de la 

pendiente y la ordenada: 



Ordenada al origen: 

Pendiente: 

re= b tO.YS (;;;:)'IX ) 

IC = m ~ tu.95 
5 

r;;-:-¡
x'I" - ' 

24 
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1.5.- ESTABILIDAD DE LA FUROSE\IIDA. 

Furosemida: Acido 4-cloro-N-furfuril-5-sulfamoilantranilico: 

Peso 'folecula1·: 330.7 

COOH o 

0
~-CH,-{ ) 

HN - L_j 
2 's...- P' 

.¿ ~ 
o o Ci 

La furoscmida es un nolvo cristalino blanco o casi blanco,prfictic~ 

mente insoluble en agua y cloroformo,soluble en acetona,poco soluble 

en etanol y difícilmente soluble en eter.La sutancia se solubiliza 

en soluciones diluidas de hidróxidos alcalinos ,µor ser un ácido ca!_ 

boxilico al elevarse el pi! del sol\•ente su solubilidad se incremen

ta.Su producción es partiendo del ácido "·4 dicloroben:oico el cual 

se clorosulfona en la posición 5 con el ácido clorosulfónico a OºC 

y amoníaco concentrado dando una sulfonamida. 

Los dos 5tomos que tiene reaccionan con un exceso <le Eurfurilamina 

por una sustitución nucleofilica nara dar la furoscmida: 

gOH 
CI 

1 

el 

Acido 2 ,4 Sulfonamida. Furosemida 

dicloro benzoico. 
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La furosemida es un diurética usado en el tratamiento de edemas ca~ 

díacos,hepáticos y venales,de hipertensión arterial,edemas por que-

.maduras,por insuficiencia venosa y postromb6tica;se administra nor-

malmente en solución parenteral conteniendo 20 mg/2 ml (ampolleta.). 

Su estabilidad ha sido estudiada por varios autores y dichos estu-

dios demuestran que su descomposici6n es por hidrólisis o fotoquí-

mica: 

Acido 4-Cl-5 sulf amoil 

antranílico. 

Furosemida. Alcohol furfurílico Acido Levulínico. 

Rowbotham et al. reportan que la solución acuosa de furosemida sufre 

una degradación por hidrólisis y fatoquímica. 

La cuantificación de los productos de degradación de la furosemida 

por método de la USP XIX utilizando procedimientos de UV oara el CO!l_ 

tenido no fué exitoso.Una prueba de estabilidad del contenido de la 

furosemida usando CLAR fué desarrollada por Ghanekar et al. y repor

taron que una solución acuosa de furosemida conteniendo sorbitol y 

10% de alcohol ( v/v tiene estabilidad limitada. 

El pH de la solución fué ajustado a 8.5,sin embargo esto dificultó 

el mantener el valor del pH de la solución,lo que causo fué una 
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descomposición rápida. 

Kirit et al. reportaron en su estudio el efecto del pH, clorohuta

nol, EDTA, propilenftlicol, metahisulfito de sodio, sulfito de sodio 

y clorhidrato de cisteínn en la furosemida n diferentes temperatu

ras ( 24 y SOºC ) 1ue el ni! aparece como el factor crttico para l:i 

estabilidad de la Eurosemida. Teniendo en cuenta esta información 

para la parte de la esoecificidnd en ln vnlidación del m&todo, se 

pod[a degradar la furosemida en la solución por hidrólisis o ajus

tando el pH a 1-2 v permanecer de 2 n 4 aemanas a 60-SOºC. 

O bien, tomando una muestra de retención ( contrmnucs

tra ) que tuviera aproxiMa<lrunentc do 4 n 5 aflos v ver ln nnarici6n 

de la sutancia relacionada: ftcido 4-cloro-5-sulfamollantranílico 

y verificar ~ue este producto puede ser senarado de la furosemida 

por CLAR y que no interfiere con el tiemno de retención de la misma. 

Ajustando las condiciones del integrador ( atenuación = 2 y el um

bral ( threshold ) = 4 ) se visualizar& mejor la resolución obteni

da a partir de las caracterlsticas de la< fases utilizadas, la fue~ 

za de la fase m6vil y de las características de la columna emplea

da. 

Al manejar o variar los factores de selectividad, eficiencia y ca

pacidad para obtener una mejor resolución v conocer la especifici

dad del método, se tendrá como resultado final el corroborar que 

no hay efecto del placebo, ni interferencia del producto de degra

dación en el cromatograma de la furosemida. 
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P A R T E E X P E R I ~ E N T A L 



ll.- PARTE ~X PE R l MENTA L. 

II.1.- INTRODUCC!ON. 

29 

En esta parte se tendrá la parte exnerimental, 

donde se validará el método analítico uara cuantificar furosemida 

en soluci6n inyectablc,dcscribicndose a continuaci6n el M6todo,los 

reactivos utiliza<los 1 el cauipo,las condiciones de operación v los 

resultados obtcnidos,asi como las conclusiones. 

El método analítico se basa en la técnica cromatográfica de separ~ 

ción líquido - sólido o de adsorción en fase inversa, en la que la 

separación depende de la interacción entre la muestra, el empaque 

de la columna y el disolvente que acarrea la muestra a través de 

todo el sistema y en el cual el lecho estacionario es de natural~ 

za apelar, mientras la fase móvil es de un liquido polar. 
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11.2.- D l SE~ O D E L T R A B A J O. 

2.2.1.- Método Analítico. 

Procedimiento para la muestra: 

Se transfieren S ml. de la solución inyectable de Lasix (previa me! 

cla del contenido de varias ampolletas) a un matraz volwn6trico de 

so ml. 

Se dilure con 20 ml. de )!etanol R.A. v se afora con solución de b!_ 

carbonato de sodio O.OS M. 

Cinco mililitros de esta solución se transfieren a un matraz volu

métrico de SO ml. y se afora hasta la marca con la fase móvil. 

Una parte de esta solución se filtra dos veces oor membrana de 0.2 

um y se <legasif ica. 

Procedimiento para el est5ndar: 

Se pesan exactamente SO mg. de Furosemida estándar,se transfieren 

a un matraz volum6trico de SO ml. y se afora hasta la marca con la 

fase móvil. 

Se toman S ml. de esta solución v se transfieren a un matraz volu

métrico de SO ml. y se afora hasta la marca con fase móvil. 

Se filtra 2 veces por membrana de 0.2 um y se degasifica. 

Para llevar a cabo la validaci6n del método,definiremos los parám~ 

tras y criterios a seguir para cada una de las pruebas: 

1.- Linealidad del Sistema: 

Se determinará construyendo una curva de calibración de una misma 

solución patrón utilizando S diluciones y haciendo el análisis por 

duplicado para cada dilución, en estas diluciones tendrá que estar 



31 

incluido el 1ooi de la dosis.El criterio a seguir ser& que cumpla 

' con: b = O , r ~ O, 99 , r - • O, 9 8, 

2,- Precisi6n del Sistema: 

Se determinar5 por anilisis sextuplicado de una misma solución es-

tándar correspondiente al 100\ establecido en la linealidad. 

El criterio a seguir ser5 que cumpla con un coeficiente <le variacidn 

(C.V. l = 1.5 L 

3.- Linealidad del método: 

Se determinará con olacebos adicionados ( placebo al que se le adl 

clona el ingrediente activo ) ,para esto se deberá de conocer la fer. 

mulaci6n de la solución ( protocolo de fabricaci6n ) para poder el;!_ 

borar el placebo. Cada placebo adicionado se analiza de manera ind~ 

pendiente a tres diferentes concentraciones ( incluyendo el 100\ ) 

y se hace por triplicado cada concentraci6n.Esto lo hace un mismo 

analista en las mismas condiciones de aceración. 

El criterio a seMuir serl que cumpla nara la cantidad adicionada 

vs cantidad recuperada: ' m = 1, b =O, r" • 0.98, 

Para el porciento recuperado en el intervalo de conf iania para la 

media ( x) debe localizarse el 100\, C.V.= 2\. 

6.- Especificidad: 

Se verificará que el producto de degradaci6n pueda ser separado 

del principio activo y que no haya interferencia del placebo,es d~ 

cir, que los tiempos de reten.ci6n en el croma tograma sean diferen

tes para que no se traslapen y den datos err6neos de concentracio

nes del principio activo y del producto de descomposición. 
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11.Z.Z.- EQUIPO UTILIZADO. 

Aparato: Cro::1atógr:ifo de llquidos <le alta resolución, narca Hcwlett

Packard ~oJelo 1090L ( ~istcm~ de di~trih11ción de disolvc~ 

tes, sistcna Je gradiente binario, in~ccci6n de la ~ue~tra 

manual ( R~codvnc ) , intcrcambiaJor de caliJr v tcr~o~t3to, 

detector de Jiodo~ en circt1ito inte~rado, li~~arn Je Jcut~ 

rio y control de sistena LUSI J. 

Tratamiento de los datos: 

Integrador l!P3392A. 

Columna: LiChrospher 100 qp-1s de la compaft[a ~erck. 

Tipo: acero inoxidable, longitud: 100 mm 

Tamdño de partícula: um 

Diámetro interno: Mm 

t;runo funcional: Si-(C11 2l 1¡-Cll3 
Geometría de las partículas: esférica. 

Condiciones de operación: 

Cromatógrafo: 

Flujo: 1 ml/min 

Temperatura del intercambiador de calor: 40°C 

Detección: UV Z54 nm 

Fase móvil: Buffer fosfatos (pi! 

v/v ). 

7 )/~etanol ( 50:50 
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~j~¡ 
~11111111 

CROMATOGRAFO OS LIQUIDOS INT::GRAOOP. 

HP 1090 3392~ 

Figura Nº s. Equipo util1:3do en la pm·te exoerirnentnl. 
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Dia;¡rana de flujo del solvente y de la solución a través del 

=at6grafo de líquió:ls HP 1090L. 
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QETICULA !IOLOGR1'FICA 

Figura N°7. 

Detector de diodos en circuito integredo. 

Sistema óptico del Crornat6grafo de L!auidos. 
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u.2.J.-. RE A e TI V os U T I L I Z A DO S. 

Para la preparación de las muestras (estandar y placebos adicionados): 

1.- Agua destilada,calidad farmacéutica (agua oara inyectables). 

2.- Metanol grado R.A. 

3.- Buffer fosfatos: 0.4% fosfato dibásico de Sodio heptahidrata

do grado R.A. 

0.4% fosfato monobásico de Potasio R.A. 

en 1000 ml de agua destilada,ajustando el pH 

a 7. 

4.- Bicarbonato de Sodio O.OS M : 4.2005 g de Bicarbonato de Sodio 

R.A. en 1000 ml de agua destilada. 

5.- Fase móvil: Metanol R.A. 

Buffer fosfatos 

Para el cromatógrafo: 

50 volúmenes. 

50 volúmenes. 

6. - Metanol grado HPLC filtrado 2 veces por membrana de O. 42 pro y 

degasificado. 

7.- Buffer fosfatos filtrado 2 veces por membrana de 0.42 jlm y 

degasif icado. 
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R E S U L T A D O S 

u,· 
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111.- RES U L TA DO S. 

111.1.· Ll:iEALlDAD llEL S!STE'.\..\. 

a) Curva de calibrnción de Furoscmida nor nhsorci6n al ultravioleta 

a 25-1 nm en fase móvil. 

Caneen t ración .1 

partir de la 

solución patrón: 

( mg/ml ) 

x, 11. 1 25 11. i'l s Y1z 11. 119 

Xz 10.550 1~.533 Y22 10.594 

x_ 1o.025 
~ 

1o.136 Y32 9.981 

X4 = 9.550 9.533 Y~z 9.585 

x_ 9.050 , 9.057 Y52 9.026 

El 100~ de la dosis corresponde n x3 T = 5 n = 2 

b) Cálculos preli~inares. 

100.6 100. 737 

1017.3475 1020.1878 1018. 7577 

Pendiente: m = 1.0060"'1.00 

c) Cálculos finales. 

b - 0.04687::; o.o 

r 2 0.9967 

Ya que r 2 > 0.98 v b = O , se cu:nnlen con los criterios para linea 

lidad del siste~a. 
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lll.2.- PREClSlON DEL SISTEMA. 

Al analizar una solución estandar ~ar sextunlic~do se obtuvieron 

los siguientes resultados: 

a) Tabla de concentraciones reportadas ( ~g/ml) : 

10.148 10.199 

9.981 10 .127 10.125 

b) C.álculos nreliminares. 

Iy = 60.116 ty2 = 614.432 1.0.119 

DE 6(614.432) - (60.716) 2 
~---------515r--------- 0.0730 

c) Cálculos finales. 

Coeficiente de variación, CV = -~5~tf~- • 100 = 0.72% 

Se cumple con el criterio 0<1ra la precisión del sistema (CV <l. 5%). 



l I l. 3, - LINEALIDAD DEL 11ETODO. 

a) Cantidad adicionada vs Cantidad recuperada: 

Tabla de cantidad adicionada contra cantidad recuperada. 

Cantidad 

a<liciona<la ( X ) 

Xl s.20 y 11 

Xz 1 O. O S.\ Y21 

X3 11 . 92 7 y 31 

T = 3 n = 
b) Cilculos preliminares: 

X = 90.633 

y 90. 6.\6 

xy 933.701 

e) Cálculos finales: 

Cantidad 

S.250 

1o.103 

11. 986 

933. 5.¡ 

933.87 

recuperada 

y12 s. 165 

Y22 1 o. 04!1 

Y3z 11 . 90 8 

X 

y 

m = 
(3) (3) (933. 701)-(90.633) (90.646) 1. 001.\ 

b = 

(3) (3) (933.54) - (90.633) 2 

90.646 - (1.001.\)(90.633) 
= -0.0126 zo.oo 

(3) (3) 

' 

( ,. ) 

Y13 

Yz3 

Y33 

10.070 

10.072 

(3) (3) (933. 701) - (90. 633) (90. 646)-

(3)(3)(933.54)-(90.633) 2 (3)(3)(933.87)-(90,646) 2 

d) Pruebas de hipótesis para la ordenada al origen: 

11
0

: b = f> donde j3 = O 

H1: b # )l 

hipótesis nula. 

hipótesis alternativa. 

prueba estadística ~ara la ordenada: 

t = cale 
b - Jl 

.\2 

8.200 

1 o. 06; 

11. 91 s 

0.99955 



f) Porciento recuperado: 

rl = -ª.:.~!iQ_ 
8.20 • 100 = 100.61 10.067 . 100 99.83 r6 -10:-1rn:r 

8.165 • 100 ~ 99.57 11.986 . 100 100.49 r2 -9:-:rn-- r7 -n:-¡m-

-ª"-~º-- . 100 100.00 11.908 . 100 99.84 rJ 0.20 r8 -n:-92r 

r4 _J:Q.:.!QL. 100 100.19 = 11. 918 
* 100 99. 92 10.084 r9 -u:-921-

r5 = _J:Q.:.Q1L. 
10.084 100 = 99.65 i.:alculos del porcicnto recuperado 

para cada cantidad recuneradn. 
Tabulando los resultados: 

100.61 99,57 100.00 100.19 99.65 99.83 100.49 99.84 99.92 

n = 9 

Cálculos preliminares: 

~r 

DE 

900.1 ~r 2 = 90021.017 r 
9(90021.017)-(900.1) 2 
-------9¡9:1¡-------- = 0.3563 

Cálculos finales: 

Intervalo de confianza oara la media: 

100. 011 

De la distribución "t" de Student con 8 grados de libertad y una 

probabilidad acumulada de 

IC 100.0111 ~ 2.306 

IC = 99.737 a 100.285 

Coeficiente de variación: 

0.975, se 

_Q.:..;!2.§L 

9 

cv = i~5~~~i- • 100 = 0.3562% 

tiene: t = 2.306 

100.0111: 0.27387 

Ya que en el intervalo de confianza para la Media se localiza el 

100% y el coeficiente de variación es menor del 2%,se cumplen los 

criterios. 

n 



LINEARIDAD DEL METODO 
VAl.IDACION OE LA FUROSf.MIDA 

13 -¡ -------·· 

~~ 
! 

11 ·i 

n~ 
l 

9 .. ! 
1 

82 __ . ' 

8 _J 

, L ___________ --·-
¡·-· -····---- -··· 

7 9 

CANTIDAD ADICIONADA lr11ui 
íECClON No.1 1· INYECC!otlllo.2 

. ··-¡---

n 

..... ·-----···- ·- --1 

1 

11927 

... _¡ 
13 

iNYECCION No 3 



1 
6-j 

5 -1 
4 ·-! 

1 

3 -·I 
1 

2 -l 

1 J 
1 •. -· 

LINEARIDAD DEL METODO 
VAl.IDACION r>r: LA FUROSf.MIDA 

1 ,· 
o -&-0.0126--------·---·· 

-1 --!--¡---,-·----¡-··-·· -·-¡ -----

o 2 4 B 

CANTIDAD AOICh)l~ADA lm,¡1 
o EXTRAPOLACION CERO 

---- -- ·-----·1 

~ 1 

1 

1 

1 

1 

-1 
12 
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III.4.- PRECISION (REPRODUCIBILIDAD) DEL METODO, 

al Tabla de resultados: 

A N A L I S T A 

100.19% 99. 32' 

1 99. 6 5 % 99. 72% 

99.93% 99.93% 

DIA 

99.63% 99. 61% 

2 99. 69% 100. 51% 

100. 79% 100.59% 

b) Cálculos preliminares: 

LX= 1199.45 'í.x2 = 119892.36 " 99.954% DE o.4604 

C) Cálculo final: 

CV = -~~~~~~- • 100 = 0.4606% Se cumole con el criterio. 

Cálculos de repetibilidad,reproducibilidad interdía/analista y 

reproducibilidad interanalista. 

a) Cálculos preliminares. 

100.19 + 99.65 + 99.83 

99.63 + 99.68 + 100.79 

99.32 + 99.72 + 99.93 

299.67 

300.10 

298.97 

x22 99.61 + l00.51 + l00.59= 300.11 

'í..x~/A = 359671.68 

299.67 + 300.10 

x2 298.97 + 300.71 

Y.xi= 719340.16 

599. 77 

599.68 



Varianza debida al método: 

5~ = _!12ª2~~~§-§_J~22§Z1~§ªl~t-

Varianza debida al día/ analista: 

359671.68 719340.16 
2 _:::::~:::::_:_:::::§:::::_ 5o/A 6 

0.0139 

Varianza debida al analista: 

si = -====~==~===-~-::::!~~===~-
-0.0442 

0.225 

359671.68 
119892.36 - ----3------------------24------------

-~22~Z!~§ª __ Z!2~~Q~1§_ 
- ------------12------------

2 2 = ~2 Ya que SA es menor que cero,entonces s,.. ~D/A 

b) Cálculos finales: 

Repetibilidad: ± 1.96 (0.225) = ± 0.9297% 

Repetibilidad interdía/analista: ± 1.96 (0.0139) = ± 0.0272% 

Repetibilidad interanalista: ! 1.96 (0.0139) = ± 0.0272% 

48 
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rrr.5.- EXACTITUD AL 100%. 

a)Tabular los resultados obtenidos: 

% Recuperado: 

101.23 99 .92 101.16 100.49 100.82 99.68 100.0U 

n = 7 

b) cálculos preliminares: 

tx 703.38 1x2 = 70679.886 x = loo.483% 

DE =J0.37579, = 0.6130 

e) Cálculos finales: 

Intervalo de confianza r>ara la media y valor de la 11 t" de c;tudent 

con n - 1 grados de libertad y una nrobabilidad acumulada de 0.975 

t6 2.4469 

100.483 ~ 2.4469 _Q~§!JQ_ 
7 

re= 99.916 a 101.0498% 

l00.483 + o.56695 

Coeficiente de variaci6n CV = -~5~~~~3 • 100 = 0.61% 

Ya que el intervalo de confianza para la media se localiza el 100% 

y el coeficiente de variación es menor al 2% se curnolen con los 

criterios. 



III.6.- ESPECIFICIDAD DEL METODO. 

a) Se degrad6 el ingrediente activo,Furosemida por hidr6lisis 

cambiando el pH de In soluci6n entre 1 y 2 v manteniendose a 

temperatura de 60°C durante 3 semanas. 

50 

b) Se ajustaron las condiciones de onernci6n onrn obtener In mfi

xima resolución y obtener una scpnraci6n comnlcta del pico Jcl 

producto de descomposición: ficido ~-Cl-5-sulfnmoil antranílico 

y la Furosemida. 

c) El producto de degradaci6n producida por hidr6lisis o durante 

la vida media del uroducto muestra un tiemDo de retenci6n dif~ 

rente al de la Furosemida. 

d) La me:cla de excipientes ( placebo ) preparada en el laborato

rio no muestra interferencias en el an5lisis de la Furosemida. 
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IV.- e o Ne L u s I o NE s. 

De los resultados obtenidos durante la validación del rnétodo,de 

acuerdo a la guía general en la que se describen los nrincinios g~ 

nerales que la DIGECIS SSA que considera elementos aceptables para 

la validaci6n de los procesos involucrados en la f:1bricación de 

medicamcntso,productos biol6gicos y equinos ~éJicos,sc ~ucJcn sacar 

las siguientes conclusiones: 

1.- Para la linealidad y precisión del sisterna,se puede apreciar 

por las grificas v resultados obtenidos,que la respuesta del d~ 

tector es pr5cticamentc lineal en este intervalo de concentr:1cio

nes ,cumpliendo con la ecuación de una línea recta,el factor de co 

rrelación es próximo a la unidad y la ordenada al origen se en

cuentra muy cercana a cero,el sistema es preciso ya que se obtuvo 

un CV menor al 1.si. 

2.- El mltodo demostro se exacto,preciso r lineal,ya que cumplió 

con los criterios establecidos de antemano. 

3.- El rnltodo demostró ser específico para el producto de degrada 

ción,ya que se tiene una buena separación entre él v el ingredie~ 

te activo. 

4.- El método es confiable para el análisis rutinario del producto 

tanto para semiterminado corno terminado,para el análisis de mate

ria prima así como para las pruebas de estabilidad,ya que los cro

matograrnas obtenidos lo detectan. 

Al tener un mltodo validado,junto con la calibración de los apar~ 

tos y equipos,los procedimientos estandares de operación completos 

se ha avanzado para realizar la validación del proceso y lo que es 
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mfis importante: el obtener un producto cuvn calidad esti controla 

da para beneficio del consumidor y de la empresa. 
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V.- A p é n d ce. 

En esta secci6n se tienen los cromatogramas gen~ 

radas de los resultados obtenidos en la narte experinental: 

Linealidad del sistema 

Precisión del sistema 

Precisión ( renroducibilidad ) del método 

Exactitud al 100\ 

Especificidad del método. 



Prueba ele Linealidad clel sistema. 

Se analizaron cinco concentraciones diferentes a partir de la so1uc16n patrón 

y se inyecta ron cada una dos veces. 

Con x1 = 11.12!> mgtml: 

j 

RUH 1 
WORf.ó: lE 
;,¡l)~Y-r; LE NH~l 
llt i i 

C:S10 
¡¡ AREH l'IPE CAL 1 

1 .~2 589060 PB IR 

Tül ht Hio:tH:.. :.J9~613 
~lJL FACTOP.• (•0~0E•00 

t=-.. 
STOP 

RUH 1 8 
WORKFILE ID• B 
;iQRKf 1 LE HAME · 
ID 1 .2 

ESHJ 
AREA TYPE CAL 1 Rl 

1.S2 589120 PB !R 

TOTAL ARCA= 589120 
MUL FACTOR= . 0008E+08 

Sb 



Prueba de Linealidad del sistema. 

Loncentrac16n xz= 10.SSU:mg/ml: 

----~ ·--, .. 

~'" :¡Gf' 

;:uH 1 l~ 
IWRKFlLE !O, B 
•ORKFILE HA~E 
m ¿.1 

,, AREA TYPE CAL 1 
l '22 560990 PB IR 

i u1 HL HkEH= ~-.t;l3:390 
lUL FACTOR= lj01j0E•00 

~l 

~¡¡¡ 
\TOP 

RUH 1 12 
WORKFILE !O' B 
WORKF 1 LE HAllE' 
IO· 2. 3 

ESTO 
q AREA TYPE CAL 1 

l 63 061110 PB lR 

TOT>il Ofb1" %1310 
~uL F .. e r k= i;000E ·~e 

A"Ol.IHT 
113 594 
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Prueoa de Linealidad del sistema. 

ConcentraciOn x3 = 10.UZS mg/ml: 

RUH 1 13 
WORKFILE 10, 8 
WORKF 1 LE HAME' 
IIJ' 3 .1 

ESTO 
RT AREA íYPE CAL 1 

537050 88 IR 

T 01 ·~L A~·Et1 :.3-:i050 
:1uL ;ACT•lR= 1 •;~e~E +00 

RUH 1 14 AUGt29189 20. ~7 . •.' 
~O~KF ILE ID• B 
••J'>F ILE ~ME· 
:~1 3.1 

AREA 1 YPE CAL 1 
ESTO 

RT 
1.$3 528800 PB IR 

i · 1 AL AKEA= 5288\i0 
~UL FACTUR= .0000Et00 

tl~OIJHl 
9. ~:¡81 

58 



Prueba de linealidad del sistema. 

Concentrac16n de x 4 = !I. 5>0 mg/ml: 

~'" 
SlOP 

"'-'~ l 19 
.• u~·K; ILE JO· 8 
•1.1~·! :'!LE HAME • 

AREA TYPE CAL 1 
505100 BB lR 

t";..'= H~ 505100 
••.;\ ~ ~r 116f;•;E.t00 

AMOIJHT 
9 .533 

RUH 1 20 AUG129139 21 ~0 · ~3 
WORKFILE ID• 8 
WORKF 1 LE Hf1ME • 
JO 4 .2 

E·>TO 
AREA TYPE CAL 1 Rl 

1.83 50/840 PB IR 

'~T>tL AREA= 50JR•11 
~UL FACTúRc . •3~00E +Be 

A~OIJHi 
:? ~;85 
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Prueba de Lineal idad de 1 Sistema. 

Concentracion de x~ = 9 .OSU mg/ml: 

~ ·.':1 • 

f-,:;::' =-:.;¡ 

: ··ir 

~J d 
f1·i.·1 ~A1'E -

·, l 

AREA T'IPE CAL 1 
479850 PB IR 

Í-.' "\~:e; .! }• -~Jü 
,•

1 ·L HCTCR- +:i~t}0[:+00 

~-J 

-1r===- l .!J 
¡¡op 

RUH 1 25 
'IORKFILE ID' B 
JORKF !LE HAllE' 
!D• 5.2 

ESTO 
~REA TYPE CAL 1 

4l$é'.~a PB IR 

iüTHL AR:~= ·L'~200 
~UL Fo<C f(IR• •J0B~E+00 

>1MOUHT 
9.026 

60 
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Prueba de Precis16n del sistema. 

Se detennin6 analizando Wla solución estandar por sextuplicado. 

Los dos primeros valores (cromatogramas) de concentración estan en la parte de 

linealidad del sistema ( 10.136 y 9.YB1 mg/ml). 

---~ 

"}===-in 
STOP 

'· 1JH 1 IS 
.IQRKF 1 LE 10 B 
iORKFlLE HA"E • 
.o l.3 

:STO 
RT AREA TYPE CAL 1 

1 :)3 537670 PS IR 

l UT AL AREil; ':537670 
~UL FACTOR; .1J000E+00 

''"l¡T'·--1 

~1.ai 
STOP 

RUH 1 16 
WORKF !LE ID' B 
WORKF 1 LE HA"E • 
!U• ! . 4 

ESTO 
RT AREA T'fPE CAL 1 

1 83 536580 PB IR 

TOTAL AREA; 536580 
"UL FACTOR; l .0000E+08 

AKOUHT 
10.148 

A"OIJHT 
10.127 



Prueba de precisión del sistema. 

RIJH I 17 
•ORKF !LE 10, B 
~üPKF 1 LE HA"E, 
J[1· ? s 

lSTD 
Rl t1kEA TYPE CAL 1 

i 33 540360 PB IR 

l OTAL AREA• 540360 
~UL FACTOR: 1.IJ000E+08 

RUH t 18 
WORKFILE 10' B 
WORKF 1 LE HAllE ' 
10• 3.6 

ESTD 
AREA TYPE CAL t RT 

1.83 536480 PB IR 

TOTAL AREA• 536480 
"L'L FACTOR• 1 . 0000E +00 

AllOUHT 
10. 19~ 

AMOUHT 
10 125 
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Prueba de Lineal ldaa del me!todo. 

Se analizaron placebos cargados del principio activo a tres diferentes caneen-

trac1ones ( ~o, loo, 120\) . 

80\ 

80\ 

!li ~ 

. ·''Y.FILE J[I· 8 
f·KF !LE 11Al4E 

::,~3-1 ~s 2e 

.. ro 

. ' 

¡lRbl f'IPE Co1L * 
;(·...,;::.€4(1 BB iR 

;W!;'.;l~- : 1J 'J~•líl-:4 

1 ·1 •lL Toi.> ~1•1111E H)'3 

-:;"j=oP==~--¡ :4 

RUH 1 4 
~ORKF ILE JO 8 
~O>:KF 1 LE HA"E • 
JO. 80-2-

"51[1 
Rf '1REA T'IPE CAL * 

: '4 10'32400 BB IR 

'>)TAL ARE>1= 10624'!0 
'•:l. ft1CTOR= ll000E+'1~ 

Ar40UllT 
¿ .:s0 

;lMOUN' 
~:. l t.~. 



Prueba de Linealldad del método. 

100\ 

- :·----=) 
1 

\TGP 

" 1 5 
.¡·rF!LE ID• B 

,.:.>H 1 LE HA~E · 
_:~-:: 

-¡ 
>1REA f'IPE CAL 1 

! "·\ 1067000 PB 1 R 

:·1 1 ~.L hio.tH:: l ~6..,(jt10 
.. 1.11 c~(Tr-P= (il11'.111E+i:1~ 

':UH 1 6 
1WRKF !LE IO · B 
JORKF l LE HAME' 
10 :00-1-10.08.4 

ESTO 
RT 

1 '1 
AREA T'IPE CAL 1 

1298900 PB IR 

...,~ ~REA= l ~".:.f8":rf10 
FACiQR; . e•J00E•% 

1-l~OUHT 
~ . • ~l)(t 

'1~fll:MT 
.1.i1·E 
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Prueba de Lineal 1dae1 del m~toelo. 

100\ 

;·1.:H 1 J 

<úRfflLE l[I. B 
,QRKF!LE HANE, 
!U }1)0-2 

AREA TYPE CAL t 
~·;ro 

''T 
1 . :·< 1291900 BB IR 

E•TeL A•EH= 1291900 
'11.:l - :.e -:--)R· Ul.i0'0E +00 

1oui -,-.• --\ 

-'::====--113 

RUH 1 8 
WORKF !LE 10' B 
WOR~F ILE HAl'IE, 
ID 100-3 

AREA TYPE CAL 1 
ESl[I 

RT 
l. :'3 1294380 PB lR 

'íor;,L flREA= 1294308 
•lll fACTOR= 0000E+00 

A~OIJHT 
rn. e49 

AMúlJHl 
10.06:· 
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Prueba de Linealidad del método. 

12U\ 

120\ 

.. J B 
it-tl•E 

1 _;a 

HHH l'1PE (Hl # 
: 5-111)131) ~·R lR 

H.:: lJO!::H) 

i!DP 

~l!N 4 10 
~O~:KF l LE ID' 8 
,W!ff !LE HA"E' 
ID ! 20-2-

~ 1 0Jl:lE ~tnj 

AR~~ T'IPE (HL l 
1:.3ll1~1J PB l~ 

·•-••;l. t1Vi.H:::. l~·31~&f1 
.''!l.ll fl'iLTOR:: ~¡;8~E·+..4"3 

... f4(JIJHT 

~:~OIJNI 
'.l ·.1.•::· 
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Prueba de precis16n (reproducib1liaad) del 'létodo. 

Se llevó a caoo por 2 analistas ,dos días diferentes y nor tnplicado cada 

·muestra. 

Los cranatogrnrnas del analista 1 y día uno están en la parte de linealidad del 

método en la concentracion del 10oi. 

ora uno, analista dos: 

l ., 

' ~--=-===~--

- ··!~t: 

~\ : >", ··'3-l 

;¡~·t4 ! L.."' i..l. ~ 

¡ ;'~(-iC.t1(1 ':'·P li\ 

Tühü. A~'EH~ l :-:c-t .' ,::(•ú 
"llJL fHC'T•JR:; l \jl)~~E+t10 

-,.'._'.l_'~í 

';) ·~ j ·;. 



Prueba de precisión del método. 

ura uno, analista dos: 

~·:: !·.i ~~:: ¡[l 
.... 1.1'=. 

~1.fl 1 
'1~1P,:''.d. i~I-

':-\' 

_..,,,;- !LE '~Hf•E 

;:10-~'-Jt~ ,is.i 

.. ,,.·u "ll'E .:. 1 
.~ i: _.•1.1 :t: ¡~ 

-- '<Oll 
....... r ·-.nt 

',•f 

~ .. 

.•. · .. '1i 
; ~ •?:-
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Prueoa de precisión del m~todo. 

Día dos, analista uno: 

'1 _,_: ;u: ; :, D 
. ~r: 

,.;~·fil ,- ;;""~ 

- ::-ir:.8.1ij t6 

- 1.l!-i ~ e: 
.OL'fºKf 1 LE ID 
.i"~-._;::¡u;: ¡.¡,..¡~E 

:1}~-2-1.J . .JJ:,tt 

AREA TYPE CAL 1 
i?07J€10 BB IR 

.:_ P~E.)::: ··."t"'·l~i.'.4 

''· ' -• .-,!;'.' ·~~ * •41j 

;.1~t_1l_ll' f 
l ~~ f1,,:: 

ti~OUHT 
10 11.;2 
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Prueba de precisión del método. 

Día dos, analista uno. 

; '¡ 

··L ·1 
: ,- . : .t~J l "· 

. :¡~ ¡ ~ ...... ., '·' ·! 
.'.1•.H:.t.:( •·~~ 



Prueba de precis16n del método. 

Uía dos, analista dos: 

\Ul 1 5 
;(·>~J!LE IO• B 
olH;F !LE HA"E 
::J t·)~.2- !\j.•)6 

:1~E4 

31 -'?·:":1 
f'E 

'º 

!1.fi~\. 1~~t,1·' l ~.·:·:'-!U 
1Ul i= oi( í(.~: ~1(H)i4E ,.~0 

'L ' 

:~ i!.L l 
!;,;: 

,....t1 .. ;,,:.·: 
1:1 :!•)' 

... :~·)1.il-fl 
i:J l} ~ 
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Prueba de precisión del método. 

Día dos, analista dos: 

.. l ~ '.'.1 
L.::': ·~,,~E· 

. i· .~ 

•• ~. t 
•L J 

1 ~· .·• 

73 



Prueba de exactitud al 100\. 

se analizaron 7 placebos car.gados con aproximadamente el lUO'; del princioio 

activo. 

1.-

2. -

i 
·f) ·:·;1 ! ~:-, l ·~ ·1.• 

-,:·:u: ·1 •"'t 

TI ;.=ti ;q:: ._ .... L ~ 
. , .... ; . ..!.l¡j ·s ;~· 

H:-0 l~l~ 1 .,·~¡¡ 
:·,:(, ·.iR= ·~·?.1.•;_ -Jl 

;;•1L·l!Hi 
:51~ ') l l 

-~;;:====· =--1 ') 

SluP 

RIJH A 72 
'<úRK• !LE ID, C 
'.dQRr.F 1 LE HAME' 
l[.1. 2 

l·.'i 11RE~ 'f'IPE CAL 1 
l 77e300 88 IR 1 . ."'J 

ll)TAL AREA= 1770300 
~UL Ft1CTOR= 9. 9940E-01 

.;~üUHT 

c•J 060 
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Prueba de exactitud al lUO\ 

'\ 

3.-

4.-

-,, 

:JH d J3 
":fo',FJLE 10 !' 
4 )¡,,s¡-!LE ..:,;.i•E. 

o<.:Ui 1·,•·E •:;;L i 
l ·:¡2:t•O r.p, !R 

. ·., ~\~. - . ' ! 

~UH 1 74 
•ORKFILE rn. e 
~ORKF 1 LE HAME ' 
10, ·1 

ESTO 
RT AREA TYPE CAL 1 

1780388 PB 1 R 

TO fAL ARE><= 178•JJ[r0 
~UL FACTOR= 3 99•úE-~1 

~l~(lll/1 f 

)lj. ,;.~: 

AHOUl<I 
50. J43 
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Prueba cte exact:itud a! 1 Ou\. 

s.- -·:--¡ 

1:11 # 75 
•' 'KFJLE JO, C 

~F 1 LE H>11~E · 

t·~:Et=i i r'f'E CAL f 
i::~:o300 PB 1 R 

::;... -~f'.t.rl= l.'::...: :: .. •lj 
··KT·~~·~ ·:'.¡::...;~,í:-~11 

6,- -:-- --~ 

:;:r===-
;:nr 

RUH 1 l6 
~ORKFJLE 10, C 
WORKF 1 LE HA"E ' 
ID' 6 

ESTO 
RT '1REA T'IPE CAL 1 

1 77 1766000 PB J R 

iJTHL ~REA= 17S6ij00 
~IJL F,1CTtJR= 9. 994~E-01 

~~üUlfl 
50. 51 ~ 

76 
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Prueoa de exactltucl al 100\ 

7 .-

·-1 

j 
1 

-'::::::=====--- ' ., 

- ~ • Ct 
··~ , ,_¡_ .. ,...~E 

. -st·H : 1 i~E ·>1L ~ 

¡;• ., 31)~~ t·B !R 

,1_1l11L ¡;¡.¿4:= L-': 1 J(~~tO 

.11JL f »CTOR; ~ 994~E -;J l 

,.:~:.'l!tf; 

:.(t J 3;~~ 

77 
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Prueba de especificidad del método. 

La detenninacion se hizo prooando que el nroducto de descomposición y el plac~ 

bo no interfirieran con el pico del ingrediente activo en el cromatograma,es 

decir que tuvieran tiempos de retención diferentes. 

Cromatogrrunas del placebo (sin cargar): 

.:.· ~ 

i 
1 

1 

• ~ . : t ~- li , , 1:: 

!-''-''' 1 
·"~:H ilt:: !t1 b 

_.¡,_i;:;~.:- ! LE :h~f1E · 
'O.t '• 1 ·:1 i'Eh~·;. ·: f(t~'EiJ 



Prueba de es pee if ic1dad de! método. 

Placebo cargado con el ingrediente activo (tiempo de retenc16n de 1. 77, 1. 79) y 

producto de descompos1ciOn (tiempo de retenc16n de 1.0Y). 

,, .. t-4 ¡-/í't Ci~L 4 ·~·101.!HT 
··~:-L} :.B :;; ; 1:1 

!'· .~ .. ; ,- ·:·; 

' 
\;1 

.. 

'i 

,¡,_ 

' .. '· .. 

-~. 
;,p 

·¡, < 73 Al.IG11);i .. ·:3~:. ¡:• 3./ ::·~ 
,•. ~i<F ILC 10• e 

.r:LE :l~llE · 
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