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1. INTRODUCC!ON 

Los productos que involucran la salud deben contar con un 

control qu1mico estricto en su elaboración, para al aseguramiento 

de su calidad. Es por ésto que la validacion de los metoaos ana11-

t1cos tiene importancia primordial, con la finalidad de tener un 

control sobre los productos farmacéuticos, y de esta manera cum­

pl 1r con los requisitos y buenas practicas que marca la Secretarla 

de Salud. 

La validación se encuentra 1ntimamente relacionaaa con el 

desarrollo y manufactura •decuada de medicamentos en la Industria 

FarmacéUtica. Va qua as un proceso mediante el cual sa establees, 

por estudios experimantales la capacidad del m6todo, para sa~isfa­

c•r las requisitos 1tin1mos nGtcetiarios con la apl1cac1on analitica 

d8iiliill&d.iil.. 

El tema de val idac10n involucra al mana jo adecuado de las 

tecnicas analiticas, las buenas prActicas da manutac~ura y el 

desarrollo d• un pro9rama óptimo para a&aQurar la confiabilidad de 

los métodos qua se utilizan para al control de calidad da las 

medicamentos. Es por ello que la validación es parte in~•9ral 

del desarrolla da un m6tado ana11tica, para determinar con •s~o &u 

efectividad •• 

Les astudios experimentales que involucra este tema son de 

vital iinpartanc1a en la toma de decisiones para la aplicac1cn 
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correcta de las t6cnicas anal1ticas en los laboratorios de central 

da calidad. 

En la presente Tesis dan ~ conocer concmptos generalas de 

validaciOn, la estructura quimica y la tarmacolo91a del clorhidrato 

de clardiazepOxido. Asi como un programa da validación para taole­

tas de clorhidrato de clordiazep6xido, analizando los resultaoos 

con diferentes tratamientos estad!sticos, para cada parametro, y 

con base en ellos ase9urar las decisiones. 

Al final del trabaJo se da un anexo, al cual contiene el 

soporte estadistico y las 10rmulas ocupadas para el analisis de 

resultados. 
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II.FUNDAMENTACióN DEL TEMA 

A. VALIDACióN. 

Los resultados que se obtienen por medio de un ma-coao 

analítico se encuentran influidos por diferentes factores tales 

como: e! medio ambienta <temperatura y luz>, el uso de diferentes 

reactivos, analistas, laborator1os, equipos, mai:er1ales, etc. La 

val1daciOn tiene por obJeto evaluar la 1nfluenc1a de todas estas 

variables en la capacidad del método para medir una prcpieoad 

f1s1ca o quimica de la muestra en estuo10 y as1 emitir un Ju1c10 

para decidir si el método puede o no ser aplicado a una situación 

particular. Por medio de la validac:1on se pueden detectar errores. 

Un método anall tico esta sujeto a dos tipos de error, el. 

sistematice y el aleatorio. El primero es el que da lu9ar a 

medidas incorrectas que pueden ser asignadas a una causa 

especifica, el segundo es aquel que permanece aun cuando se ha 

eliminado ei error sistemAtico y por lo tanto da lugar mea idas 

imprecisas. El error total del método sera la suma de los errores 

sistemáticos y aleatorios. 
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1. Definición de Validación 

La validación es un juicio qua proporciona el 'fundamento para 

decuar si un método reune las condiciones necesarias para su 

apl1caciOn en análisis qulmico. Es un proceso por el cual queda 

estatllec:ido, por estudios e:<perimentales, que la capacidad del mé­

todo satisface los requisitos para la apl1caci6n analltu:a 

dese a da."· ZJ 

EMisten muchas formas de validar, ya que hay gran variedad da 

experimentos que pueden ser utilizados para tal fin. El escoger 

cuales serán los puntos para validar un méeodo aepenc:1e 

generalmente de las necesidaoes de cada laboratorio, de la 

aplicac16n que tenga el método y de los requerimientos oficiales. 

En la tabla 1 se mencionan los parámetros a valorar dependiendo oe 

la aplicaci6n que tendrA el método. 



'!TA\lBU 1 •. Paramwtros a evalua.r dependiendo da la 

aplicación dal método. 

PARÁMETRO c. c. IND. EST. BlOD. REV. MET. 

B. c. A. c. seco 

LINEALrDAD V 
PRESICION DEL X X X X X 

SISTEMA 

LIMITE DE 
X X 

DETECCI~ 

LIMITE DE X X CUANTI F 1 CAC l ON 

EXACTITUD Y 
X X X X X REPETl;;ILIDAD 

LINEALlDAD DE 
X X X X X MeTODO 

PRECISION 
X X X X IREPRODUCIBILIDAD> 

ESPEC 1 F I C !DAD X X X X X <C.C. > 

ESPECIFICIDAD 
X X <ESTABILIDAD> 

TOLERANCIA DEL 
X X X SISTEMA 

ESTAB I L !DAD DE 
X X X X MUESTRA 

Abrevia~uras C • C. = CONTROL DE CALIDAD 
IND. EST. = INDICADORES DE ESTABILIDAD 
B. C. = BAJAS CONCENTRACIONES 
A. C. = ALTAS CONCENTRACIONES 
BIOD. = BIODISPONIBILIDAD 
REV. MET. = REVALIDACION DEL MeTODO 

ceca 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

seco = SIN CAMBIO EN CONDICIONES DE OPERACION 
ceca = CON CAMBIO EN CONDICIONES DE OPERACI~ '" 
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Puesto que el método espec:tro~otometrico para taoleeas ae 

c:lornidrato de c:lordtazepo:ndo es para utili:z:ac:ión en control ae 

calidad se enfoca el estudio en los parámetros ae validac1cn oue 

se marcan para tal fin, de acuerdo a la tabla anterior. 

2. Definición de los Par~metros de Validactén 

a. Linealidad 

La 1 ineal tdad de un método anall neo es su haoi lload para 

asegurar que los resultados anal1ticos, los cuales pueaen ser 

obtenidos directamente o por medio de una transformac:16n 

matem~tica bien definida, son proporcionales a la c:oncentracién ae 

la sustancia dentro da un rango determinado. 

b. E:<actitud 

La exactitud de un método analitico es la concoroanc1a entre 

un valor obtenido experimentalmente y el valor real de referencia. 

c. Precisión 

La precisión de un método anal1tico es el graoo oe 

concordancia entre resultados anal1ticos individuales cuando el 

procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muesi:reos de 

una muestra homogénea del producto. 
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1> Repetibilidad. Es la precisiOn de un método analltico 

expresado como la concordancia obtenida entre determinaciones 

independientes realizadas baJo las mismas condiciones <Analista, 

tiempo, aparato, laboratorio, etc. >. 

2> Reproducibilidad. Es la precis1en de un métooo 

analitico expresada como la concordancia entre detet•minacione'Ji 

independientes realizadas bajo condicionRs diferentes <diferentes 

analistas, en d1feren~es dlas, en el m15mo y10 diferentes 

laboratorios, utilizando el mi9mo y/o diferentes aquipos>. 

d. Especificidad 

E• la habilidad de un metodo anal1tico para ob~ener una 

respue•ta debida únicamente a la sustancia de interés y no a otros 

componentes de la muestra. 

e. Estabilidad de la Muestra 

Es la propiedad de una muestra preparada para su cuantifica­

ci6n, de conservar su integridad fisicoquim1ca y la concentraciOn 

de la sustancia de inter4is, después de almacenar!Se duran~• un 

tiempo determinado bajo condiciones et1pec1 ficas. ~l. z. S> 
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3. Dat•rminacion•• 

a. Linealidad del Sistema 

La determinación se lleva a cabo construyendo una curva de 

calibración <concentración contra respuesta medida>. El intervalo 

entra las concentrac1ones a analizar dependerA del propósito del 

método; par• control de calidad y de seguimiento de la estabilidad 

de un 1Armaco en una forma farmacéutica, debara estar incluida la 

concantraci6n seleccionada como 100%. 

b. Precisión del Sistema 

Se determina por al ana.lisis se;<tuplicado de una misma 

soluc10n asta.ndar correspondiente al lOOX. 

c. Linealidad del Método 

Se determina a partir de placebos adicionados de cuando menos 

3 di farentes ca.nt1dade& da la su!ltanci.a de in tares Cpla.c:ecos 

car9aac9), cada uno dR manera independiente haciendo los analis1s 

por triplicado. Las ccncentrac1ones de los placaoos cargados aecen 

ser las adecuadas para que, utilizando al método propuesto, las 

concentraciones de las soluciones finales a •nalizar estén dentro 

del intervalo de la linealidad del sistema, incluyendo la 

correspondiente al 1001.. 

La amplitud del estudio dependerá del uso y aplicaciones del 

metodo <Control de calidad, estabilidad, etc.) y debera llevarse a 

cabo por un mismo analista en las mismas condiciones de oceracicn. 
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d. Exactitud del Método al 100% 

Se determina de cuando menos 6 p lacebcs cargados de manera 

independiente con la cantidad necesaria de la sustancia de interés 

para ootener la concentraciOn del 100%, utilizando el método 

propuesto. 

e. PrecisiOn del Método 

l) Repet1D1l1dad. Anali:ar 6 muestras preparaaas por adic1~n ae 

la su!itanc:ia de interes al SOY., lt)Oi'. y 12(t'l. en p laceoos del 

producto. BaJo las mismas condiciones de operación y por el mismo 

analista. 

2> Reproducibilidad. Se determina de una muestra homogénea del 

pt•oducto cercana al 100% de la concent1•ac:i6n teor"ica, anal i;:ada 

cuando menos por dos analistas, en dos dLas diferen~es y por 

triplicado. 

f. Especificidad para Método de Control de Calidad 

Analizar placebos del producto. ldentif icar la respuesta del 

activo, y si procede, de los excipientes y/o de otras sustancias 

presentes. 
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g. Estabilidad de la Muestra 

Se de~ermina mediante la comparac1on de los resultados ae los 

analisis iniciales de 3 muestras con los obtenidos de las mismas 

muestras después de permanecer por un tiempo determinado en 

di1erantea condiciones. Reanali:arlas bajo las mismas condiciones 

de cperac1~n, utilizando una solución de referencia recientemente 

preparada, para cada tiempo, de acuerdo a lo establecido en el 

método anal!tico. La determinación debe ser efectuada por un mismo 

analista. 
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B. ESPECTROFOTOMETR!A 

1. lnteraccion entre la Materia y la Energ1a kad1ante. ~as 

formas de 1nteracc16n mas importantes entre la materia y la 

energla radiante, desde el punto de vista del qu1m1co analitico, son 

los fen6menos de absorct.On y de e-mist.ón oe la energ1a radiante por 

la materia. Siempre y cuando un .a.temo, una molécula o cualquier otra 

part1cula de materia absorba un fotón, esa particula de materia se 

vuelve mas energética, esto es, la particula posee mds energ1a ae la 

que pose1a antes de la interacción. V, a la inversa, siempre y cuanoo 

una particula de materia emita un fotón, la partlcula queda en un 

estado menos energético. Estas dos cons1derac1ones fundamentales 

astan subyacentes en todos los métodos anallt1cos que se basan en 

la absorc1on y emisión de energ1a radiante. 1"
1 

Principios. Los cambios en la configuración electrcn1ca 

y en la ener91a de las moléculas producen espectros en las 

regiones ultravioleta y visible del espectro. Estas ultimas se 

definen como la rad1aci6n asociada con la absorcion en el 

intervalo de 200 a 800 nancmetros. 1~ 1 

Se da el nombre de espectrofotometr1a por absorci!!'n de la luz 

a un método muy general, cuyo princ1p10 es el siguiente: Un ha= 

luminoso de longitud de onda determinada atraviesa la soluc1én 

obJeto de an.l.l1s1s, y de la proporci6n de la intensidad luminosa 

absorbida por la solucion se deauce la concen-craci.cn de la 
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sustancia absorbente, al compararla con un estándar o eolucien ae 

referencia conocida. Es uno de los matados cuan~itat:ivos mas 

importantes para an.!t.l1sis en disoluc1on. 

Las principales ventajas del método son: 

-Es de un empleo muy general. Si la sustancia a determinar es 

poco absorbente, se tiene el recurso de an.adir un reactivo 

conveniente que dé un compuesto absorbente. 

-~uede alcanzar gran sensibilidad para determinac:1cn en 

trazas y ser extremadamente r:..p1do a consecuencia de su 

util1:ac:1cn para medidas directas sin ad1c1ón 

valorada, y de la facilidad de la medida. !d) 

de solucicn 

-Las med1c1ones de absorci6n implican la reducc1i::-n del poder 

de rad1aci6n que e:<per1menta un ha;: de rad1ac16n, como consecuenc:1a 

de su paso por un medio absorbente. La longitud de onoa a la que se 

presenta una absorbancia máxima depende de la magnitud de la 

energ1a involucrada en una determinada trans1c1on elec:trcnica. <:u 

z. Ley de Lambert y Beer. Supongamos que un haz de luz 

monoc:romAt1ca atraviesa un espesor t de soluc1on de una sus~anc:ia 

absorbente. Sea lo la intensidad del haz de luz a la em::rada de la 

solución y sea I su intensidad a la salida (fi9 '. S1 es la 

concentración de la sustancia absorbente, la ley de Lambert y la de 

Beer pueden condensarse en una única relac:ion (fórmula 1> : 
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lo 

tfi9 1> Representación esquemat1ca de una celda espectrofotometrica 
atravezada por un haz de luz. 

Se define la 11 transmisi6n" T como la relaciCn da la¡¡ aes 

intensidades luminosas, T=l/Io expresado a menudo en 

porcentaJe. La densidad óptica O <o absorbancia>es el logaritmo de 

la relación inversas D=loo Io/l. se exprese siempre en 

centlmetros. La constante da proporcionalidad & se· conoce coma 

coeficiente da absorción molar, Gstando expresada la concentración 

&n moles por litro. & depende da la naturaleza de la sustancia 

absorbenta. de la lonQitud de anda y de la temperatura, •i•ndo en 

principio independiente del disolvente. 

109 f9- •etc 

<formula 1J Lay de Lambert y Beer 

Esta ley no se cumple más que an condiciones idealas1 

La concentracion e de la sustancia no deba 9er muy elevada. 

Concentraciones importantes de salos, en ausencia de reacción 
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qu1mica, influyen a vaca• de un modo sensible en la absorc1en. La 

ley no se cumple en el caso da soluciones fluorescentes o de 

su•pens ion•s. 

3. EspactrofotOm&tro. Los instrumentos dise~ados para la 

medici6n de la emisión y la absorción de la ener91a radiante oe 

sustancias son: fotómetros 9 espectrOmetros y espec:trofotometros. 

El espectrofot6metro es un espectrómetro con equipo accesorio 

que proporciona la relación, o una función de la relac1on, ael po-

der radiante de dos haces electromagnéticos con respecto a la len-

gitud de onda espectral. 

Todos los instrumentos de absorc10n contienen una fuente ce 

radiación y cada re9i6n espectral tiene sus propios requerimientos. 

Todos las e9pectrómetras incluyen una forma de detección de las 

diferentes frecuencias da radiación mediante una dispersión del 

haz con un prisma o rejilla que produce un espectro de longitudes 

da cnda <Fi9 2>. 
t RoJo 
2 A"arf11o 
3 Uerde 
4 Azu 1 _ 

. " _1_J! f'o_-todet9ctor .--~. 
/ ... ,,,, ~~~::;:111~ .:---____ / ~ i 

E · .• .-;:.:::-o:j~ • ···-~ ¡ 1 1 1 1 1 1 ! 1 1 
s j ...-·::::~=.=:.:-.~:· ---- -, --- ¡--- 1 ! ,...., 

: r;:<:;.:::..::::.·· Pris11a Ren~ija Rnp1ificador Medidor 

~ ~~~~; ·Q¡ 
\.~para 

(Fio 2> Diagrama esquematice de un espectrofotometro 
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La ,r"adiacion dispersa incide sobre una super-fic.1e cue tiene 

una renCJiJa que se aJUSta para que pase a la muestra la linea O 

banda de em1s1on deseada. La muestra absorbe una porc1cn de la 

lu;:.; el resto se transmite a través de la propia muestra e 1nc1ae 

en un oetec:tor en donde se transforma en una sef'lal eléctrica +nuy 

débil que se manda al amplificador .. Un meo1dor indica la cantidad 

ae luz Que casa por la muestra, conoc1endose de esta forma la 

c.onc:entrac1on. ut i l 1zando muestras adecuadas. como un estandar ce 

referencia. 

El espectro1otometro produce una banda angosta radiacién 

espectral (llamaela radiacicn monocromá.tica1 poster1ormeni;e mioe el 

grado de 1nteraccion entre esta radiación y un.a muestra qu1mica .. 

El espec:tro1ot6metro estA 1ormado por varios componentes 

mayores integrados en un solo sistema. Los componentes principales 

incluyen: la fuente de radiación, el monocromador, el detector, el 

amplificador y el instrumento de lectura. La unicn de los tres 

últimos forma el sistema fctometrico. Los espec'Crofotémetros 

también incluyen un compartim1ento para aloJar la muestra y se 

ubica entre el monocromador y el detector. A continuac:1'!ln se daran 

mAs detalles ele los componentes pr1nc1pales .. 

El primer componente es la fuente lUminosa, det>e proveer 

radiac1en intensa y estable sobre un rango espec;tral ampllo y con 

salida comparable para toda longitud de onda. Deben ser de tamaf"io 

Optimo, durables y econOmic:as, una lampara de tungsteno es una 
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buena fuente de radiación para la regicn visible., para la region 

UV; se utiliza comúnmente una lampara de deuterio o hidrógeno. 

El monccromador es un dispositivo que se utiliza para 

convertir la radiación policromatica en una forma monocromatica 

adecuada. El mecanismo de dispersión controla el caractel"' 

monocromatico de la radiación que incide sobre la muestra, pat"a 

ello se utilizan los prismas. 

En el area de la muestra se colocan las celdas; no deben 

afectar la radiación por lo que se emplean de material de vidrio 

para la región visible y de c:uar=o en la ultravioleta. 

En los espectrofotómetros de UV-VIS se emplean dispos1tivos 

electrónicos que se conocen como foto tubos y Totomu l tip l 1cadores, 

para detectar la intensidad de radiación transmitida por la 

muestra. El medidor o registrador; la senal del detector se 

alimenta con un circuito potenc1ométrico, que se grad~a para 

obtener un dato de lectura de trasmitanc1a o absorbanc1a. Los 

espectrofctómctros registradores trazan un registro de la 

absorbancia sobre papel; con estos instrumentos se traza 

automáticamente el espectro de absorción comple~o. 
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c. TABLETAS 

Los f~rmaccs se administran con mayor frecuencia por vla oral 

mediante formas farmacéuticas sólidas como las tabletas. Los méto­

dos de producción en gran escala que se usan para su preparacion 

requieren la presencia de otros materiales, ademas de los componen­

tes activos. También se pueden incluir en la formulac:iOn aditivos 

para mejorar al aspecto flsico, la estabilidad y contribuir a la 

des1nte9r&c:16n después de la administración. 

Las tabletas se pueden definir como formas farmac:euticas 

solida& de dosificaci6n que contienen princ:1p1os activos junta con 

diluyentes apropiados que se preparan mediante compres1cn. Pueden 

ser redondas, ovaladas, cilindricas o triangulares. El tamano y 

peso varia de acuerdo a la cantidad de fármaco que contienen y el 

1né.todo de admin1strac1ón. 

Los ~ditivos o exc1p1entes que contienen las tabletas se 

pueaen clqsificur de acuerdo con la función que cumplen. El primer 

grupo contiene los materiales que contribuyen a impartir caracta­

r1sticas de procesamiento y compresión adecuadas a la formulación. 

tstos won1 diluyente•, cohesivos, deslizantes y lubricantes. El se­

gundo orupo de sustancias imparten caracteristicas 11sicas desea­

bles a la tableta terminada y comprende~ desintegrantes y coloran­

tes, en el caso de tabletas masticables, sabores y agentes edulco­

rantes. 
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1. E>ecipi•nt•• 

•· Di tuyentas 

Muchas veces la dosis única del constituyente activo es 

pequefta y se agrega una sustancia inerte para aumentar el volumen, 

con ésto la tableta tendra un tamafto practico durante la 

compresión. Los di luyen tes que se usan para este fin comprenden 

fosfato dicAlc1co, sulfato de calcio,- lactosa, celulosa, caolin 1 

manito!, cloruro de sodio, almid6n seco y azucar en polvo. 

b. Cohesivos 

Los agentes para impartir cohesien al material en polvo 

aseguran que la tableta se mantenga intacta después de comprimirla 

y mejoran las cualidades de fluidez mediante la formulación ce 

gr.lnulos d1t dureza y tamaflo que Be desean. Los mater~iales que !1& 

suelen usar como cohesivos son: almid6n 1 gelatina y azucares como 

sacarosa, glucosa, de><trosa, melaza y lactosa. Entre las gomas 

natur&les y sintéticas que sa han utilizado figuran acacia, 

alginato de sodio, carboKimetilcelulosa, metilcalulosa, etc. Los 

cohesivos se usan en soluciOn y en form~ seca, dependiendo de los 

otros componentes de la formula y el método de preparac1on. 

c. Lubricantes 

Impiden que el materiAl de l~s tabletas se adhiera a la 

superficie de laB matrices y punzones en la tableteadora, reducen 

la friccion entre las particulas y pueden mejorar la fluidez de la 
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granulaciCn. Los lubricantes d& uso comun comprenden talco, 

estearato de magnesio, estearato de calcio, ac1do estearico y 

aceites vegetales hidrogenados. La mayor1a de los lubricantes se 

usan en CQncentraciones menores del 1%. 

d. Deslizantes 

Deslizante es toca sus~ancia que mejora las caracteristicas 

de fluidez. de una mezcla de polvos. Simpre se agregan antes de la 

compresión. El dioxido de silicio coloidal y talco se usan por lo 

general en concentraciones del l'l. o menos. 

e. Desintegrantes 

Es toda sustancia o mezcla de sustancias que se anade a una 

tableta para facilitar su desintegración después de administrarla. 

El constituyente activo debe liberarse de la matriz de la tableta 

con la mayor ef1c1encia posible para perm1t1r su 

disolucion. Los materiales que sirven para éste usos se clasifican 

como almidones , arcillas, celulosa, alginas, gomas y pallmaros. 

El agente desintegrante suele mezclarse con los componentes 

actives y diluyentes antes de la granulación, en concentraciones 

del 2 al 151. dependiendo da la formulaci6n. 
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f. Agentes Colorantes 

Los colores da las tabletas comprimidas meJoran el aspecto de 

la forma farmacéutica, ayuda al 1abricante a mantener el control 

del producto durante su preparación y sirve de identificacion para 

el usuario. Los colorantes comprenden rojo número 3, amarillo 

numero 5 y 6, az~l número 1 y 2, etc. 

g. Edulcorantes 

Ademas de la dulzura que puede conferir el diluyente de la 

tableta masticable, como manito! o lactosa pueden incluirse 

edulcorant"es artificiales, en pequef'las cantidades para no influir 

sobre las características fisicas de la granulacion de la tableta. 

Las tabletas comprimidas pueden caracterizarse o 

describirse con una cantidad de especificaciones, como diametro, 

forma, espesor, peso, dureza, tiempo de desintegraciOn y caracte­

risticas de disolución. 

En el siguiente diaqrama se dan conocer los 

principales métodos de elaboración utilizadas para tabletas, se 

mencionan las operaciones unitarias necesarias para la correcta 

fabricación. El método más usado y m~s general es el de granulación 

húmeda o via húmeda. <Diagrama 1). Este procedimiento es el 

empleado para fabricación de 

clordiazepo1:ido. 
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G ANULAC 

Pesada 

Tam1zada 

Mezclado 

VIA SECA 

Precompresion 

Granulac1on 
de compactos 

Tamizada 

Lubr1cac1on 
<mezclada) 

L.ubr1cac1cn 
\mezcladol 

ComQres1on 
directa 

<D1a9rama 1>. Secuencia de operaciones en la elabarac:iOn de 

comprimidas. <?J 
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D. CLORHIDRATO DE CLORDIAZEP6XIDD 

1. Propiedades 

a. DescripciOn. Clorhidrato de clordiazepOxiao es 

el : 7-cloro-2-<metilamino>-5-fenil-3H-1, 4-benzodiazepin-4-oxi 

monoclorhidrato. 

3H-1, 4-Benzcdiazepin-2-amino, 7-cloro-N-metil-S-fenil-4-oui, · 

moncclorhidrato. 

Su formula condensada es= _c
16

H
14

c1 N
3 

0-HCL 

Su peso molecular es: 336.22 gr/mol 

Su formula desarrollada as la siguiente <Fig. 3): 

HCI 

<Fig 3> Estructura qulmica del clor·hidrato 

de clordiazep6xido. 

Es un polvo blanco o practicamante blanco, inodoro. Sensible a 

la luz solar. Soluble en agua y alcohol; insoluble en he=<ano. Funde 

con descamposicion a 212-21aºc. 1•· '" 
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Los productos de degradación del clordiazepó:ddo en soluc16n 

acuosa se muestran en la figura 4, la hidról1s1s con Acido oe 

fuer:a mea1a origina demoKepam~ con acido fuerte el producto es el 

2-amino-5-clorocenzofenona. 

·HCI 
Hidrólisis 

Ácido fuerte 
<HCll 

Clorhidrato de clordiazepOxido 

Demoxepam 

Ácido de 
fuerza media 

2-amino-5-cloro 
benzofenona 

<Fig 4>. Reacciones de degradación del clordiazepOxido. t
10

' 
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b. Espectro Ultra.Violeta. El clorhidrato de 

clcrcha.z:epOxida medido entre 360 y 210 nanometros en alcohol 

acidificada (0.1N H
2

so
4

> exhibe m.:&.~dmos de absorc.iCn a 245-bnm y 

311-12 nm. Observandose mlnirnos de abscrc1on 

295-bnm. lFig 5l. 

ESPECTRO ULTRAVIOLETA DEL 
CLORHIDRATO DE CLORDIAZEPOXlDO 

' ' QG~·· ............... , 

Q.4 L-- .. ·~.: ... _.¿:~~: ... , ............................................. ....... ,, .. . 

··1· .~~ 
O"-~~~~~~~~~~~~~~~= 

ZCO Z.!10 100 'JOO 
r-.""'NOMEIMü.3 

a 218 y 

<Fig 5) Espectro ultravioleta de clorhidrato de 

clordiazep6xído. En alcohol a~idificado. 

Concentra.cion (5)(10 .. 4 Y..>. tto> 
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2. Farmacolo91a 

a. Antecedentes y Uso Terapéutico. En el tratamien­

to de ansiedad y disforia leve se utilizan agentes quim1cos como 

lo san las benzodiazepinas. Compuestos de éste tipo se sinteti:a­

ron inicialmente en la década de 1930. Siendo la primer benzodiaze­

pina de éxito el clordiazep6xido a fines de la decada de 1950 , se 

descubrió que éste compuesto tenia propiedades relaJantes muscula­

res y bloqueadores de los reflejos espinales. F'roduJ~ la "ciomesti­

caci6n11 de muchas especies animales lo que llevo a ensayos clini­

cos de la droga en el hombre para determinar sus efectos ansiollti-

ces. 

El clordiazepOxido y el diazepam pueden considerarse droqas 

protat1picas de su clase. Su uso es amplio como agentes ansioliti­

cos, teniendo adem~s usos como hipnóticos y anticonvulsivos. u.u 

b. Absorción, Destino y Excrecion. El clordiazep6-

xida se absorbe bien despuOs de su administrac10n oral, alcanzan­

do un nivel plasmatico m~ximo en 4 horas. 

Las benzodiazepinas se ligan a prcte1nas plasmat1cas. Los 

volúmenes aparentes de distribución son elevados: 1 a 3 litros por 

kilogramo. 

El clordiazep6xido tiene una vida media de eliminaciOn larga 

<6 y 30 h). La desmetilaci6n de la cadena lateral de 2-metilamino 

proporciona un metabolito inicial, el desmetil clordiazepoxido, el 
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cual experimenta una desaminaci6n oxidat1va lenta para dar un 

derivado 2- cet6nico, el demoxepam <Fig ó). Una posterior trans­

formacion conduce a otros dos metabolitos activos, el N-desmetil­

diazepam y el oxazepam, a través de una nueva hidroxtlacion de la 

posición 3. tste metabolito se conjuga rap1damente con Acldo 

glucurOnico y se excreta por la orina. 
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•HCI 

Clorhidrato de clordiazep6xido 

N-desmetildiazepam 

l 
H O 

~HOH 
c1"~-

@ 
Oxazepam 

N-desme~ilc:lord1azep6xiao 

1 

Demoxepam 

ConjugaciOn con 
acido glucuronic:o 

IEl'l<CIP.!E<CO<DIN 

<Fig 6). Via metabólica del clorhidrato de c:lor-diazep6>eido112
' 
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c. Presentacion y Dosi~· Se presenta en tabletas de 

s, 10 y 25 mg. La dosis es de 15 a bO mg por d1a d1v1dioas en aes 

a cuatro porciones las tomas. Para dosis extremas se dan de 

10-lOOmg por dia. Para nif"los de b a 12 arios el c:lord1a=epc:ddc 

puede darse en dosis diarias divididas de 10 a ~u mg. 

Para el tratamiento de la ansiedad el c:lorhidrato de 

clordiazepO:< ido se dosifica, de la forma esquemati:ada en la tabla 

2 y 3. 

U'~(BILA 2. Dos1ficaci6n del clorhidrato de c:lordiazepo:<ido. 

Nombre Formas de Dosis dtat"'ia 

Nombre comercial dosific:aci6n Habitual E:< trema 
<mg) lmg'** lmg> 

Librium Tableta 5; 10; 25 15-óQ 
Clorhidrato de Apoxido capsula 5; 10¡ 25 10-100 
clot"diazep6xido 

5klygen Ampolla 1Q0/2m1 50-1UU 300<IV> por dosis 

** La dosis diaria se da en miligramos totales por dia, dividiendo 
la~ tomas en dos o cuatro porciones. ledas la~ dosis son para 
adultos o adolescenteB. 

[~~IL~ 3. Vida media, formas de dos1ficación y dosis oral pat"'a 
los efectos sedante e hipnotice. 

Nombre Qu1m1co Vida media Formas de Dosis oral 
y Comercial <horas> dosificación en adultos 

\mg) tmg) 

Sea ante HipnO~ica 

Clorhidrato de 7-28 T: :s, 10, 25 5-10, 2-3d 25 
Clord1azepOxido C: 5, 10, 25 5-20, 3-4d 25 <Librium> 

T= tableta. C= capsula des d1a. 111
> 
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d. Efectos Secundarios. Los eiectos secundarios en 

los depresores del sis~ema nervioso central son somnolencia y 

ataxia <Falta de coord1nac1ón en los mov1m1entosJ que set"1.an 

extensiones de las acciones farmacológicas de es~as drogas. 

Otras reacciones t6>acas producidas por el clord1azepo:<1do 

son erupcten cut.a.nea, nauseas. cefalea. de~er1oro de la func1on 

se>:ua l y mareos. 
11

'
1 

La to:ücidad clLn1ca de las benzocaazep1nas es baJa. ya que 

tienen un margen de segur·1dad alto. 
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111. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Las necesidades de la industria farmaceut1c:a son las de 

contar con métooos de an~l.1s1s adecuados y que se encuentren 

perfectamente documentados para su buen func1onam1ento y se tenga 

con esto un control de c:al1C1ad ~p'timo en la elabot~ac1cn oe los 

medicamentos. 

Una parte integral del desarrollo de un metodo anall t1co es 

la val 1dac16n del mismo, ya que el metodo oece prooarse para que 

cumpla con ciertas caracter!.st1cas y determinar su ex.actitud. 

Es por el lo que se deben de establ_ecer progr~amas de 

validacion adecuados que cumplan con los requ1s1tos que marca la 

Secretaria de Salud, todo ésto para asegurar y hacer confiables los 

métodos de analisis utilizados 

medicamentos. 

para el control de los 

Es tarea del Quim1co Farmacéutico desarrollar este programa 

encaminado a la correcta apl1caciOn y validac1on del métoao 

anal1tico, basandose en las disposiciones que establecen los 

requisitos minimos para validaciones, de acuerdo a las necesidades 

de aplicación que exija el método. 

Puesto que el método analitico 

espectrofotometr1co para tabletas 

en 

de 

estudio <Método 

clcrrudrato de 

clora1a::epO;<ido> es para utilizarse en control de calidad, en la 
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validacion ·tncluyó la evaluación de los parametrcs siguien-cess 

A. SISTEMA: 

Linealidad 

Precisión 

B. Ml!:TODO: 

-Lineal id ad 

-Exactitud. 

-Precis16n1 

Repetibilidad. 

Reproducibilidad. 

-Especificidad. 

-Estabilidad de las muestras 

Con éstos parámetros anal1ticos se abordo la validaci6n para 

una eficiente documentación del método. 



IV. OBJETIVOS 

A. Objetivo General 

Validar el método de análisis espectrofotométrico para 

tabletas de clorhidrato de clordiazepOxido, utilizando como medio 

alcohol acidificado. 

B. ObJetivos Particulares 

1. Determinar la linealidad del sistema y la linealidad ael 

método con ayuda de est~ndar y cinco niveles de concentración del 

clorhidrato de clordiazep6xido con cinco determinaciones para cada 

nivel. 

2. Determinar la precisión <Repetibilidad> del metodo a tres 

niveles de concentraciOn del clorhidrato y la precisión en térmi­

nos de la reproducibilidad, evaluando el efecto del analista, del 

dia y sus interacciones. 

3. Determinar la exactitud al cien por ciento, la especi1ic1-

dad para el mismo método de an~lisis y la estabilidad de las mues­

tras en las mismas condiciones experimentales. 
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V. HIP6TES1S 

Si el método de anAl is is espectrofotométrico para table-cas ae 

clorhidrato de clordiazepoxido cumple con los parametros 

anallticos deseados <Linealidad, exactitud, precisión, especifidad 

y estabilidad> correctamente en base a las pruebas de laboratorio, 

se considerara como un método adecuado y confiable para su utiliza­

ciOn en el control de calidad de dicho medicamento, en pruebas de 

de rutina. Ya que se tendrAn bases perfectamente documentadas de 

su correcto funcionamiento para los fines anallticos perseguidos. 

38 



VI. MATERIA~ Y M!TODO 

A. Material, Reactivos y 

- 5 Matraces volumétricos de 

- 5 Matraces volumétricos de 

- 5 Matraces volumétricos de 

- 3 Matraces volumétricos de 

- 5 Pipetas volumétricos de 

- 5 Pipetas volumétricas de 

- 5 Pipetas volumétricas de 

- 5 Pipetas volumétrica9 de 

- 1 Pipeta graduada de 10ml 

- 5 Embudas de filtración 

- 1 Probeta de lOOml 

25ml (f'yrex) 

50ml Cf'yre><> 

lOOml <Pyrex> 

200ml <Pyrex> 

2ml 

3ml 

5ml 

15ml 

tPyrex> 

CF'yreK) 

<Pyrex> 

tf'yrex> 

tP Kl 

lP Kl 

lP Kl 

- 5 Vasos de precipitados de 100ml <Pyrex> 

- 1 Vaso de precipitadas de lOOOml <Pyrex> 

Equipo 

- 2 Celdas espectrofotométricas da lcm <Cuarzo, Bausch & Lomb) 

- 1 Soporte universal 

- 3 Anillog metálicos 

- 4 Barras magnéticas 

- Papel aluminio 

- Papal filtro porosidad media <Whatman no. 41> 

- Papel glassine 



Raactivas1 

- Clorhidrato de clordiazepóxido <Materia prima Q.P.Lote 4-89> 

- Clorhidrato de clordiazepóxido <Estándar primario USP) 

- Placebo para tabletas da clorhidrato de clordiazep6xido 

- Etanol <Grado reactivo, Baker> 

- Metano! <Grado reactivo, Baker) 

- Acido sulfOrico (Baker, 95.7h> 

Equipo: 

- Espectrofot6metro <Spactronic 2500) 

- Balanza añalitica (Digital Fisher Scientific XA> 

Parrilla de agitación <Molda A. 60Hz. 1-5> 
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9. Método Analitico para Cuantificación de 

Clorhidrato de ClordiazepOxido en labletas 

Pesar y triturar no menos de 20 tabletas de clorhidrato de 

clordiazep6xido y determinar el peso medio por tableta, transfiera 

una porción de polvo exactamente pesada equivalente a 60mg de 

clorhidrato de clordiazep6xido en un matraz volumétrico de 

100ml a9re9ue metanol hasta un volúmen de aforo, mezclar y 

filtrar. Descartar los primeros 15 ml de filtrado. Pipetear 5 ml de 

la solucion clara a un matraz volumétrico de 100 ml, llevar al 

aforo con solución de alcohol acidificado <ácido sulfur1co en 

etanol 1:360) y mezclar. Pipetear 10 ml de ésta y colocar en un 

matraz volumétrico de 50 ml y aforar con alcohol acidificado. Esta 

soluciOn contiene ó µg/ml. 

El est~ndar sa prepara de la siguiente forma: Pesar 60 mg de 

estandar de referencia U. s. P. de clorhidrato de clordiazepóxido, 

transferir a un matraz volumétrico de 100 ml aforar con 

metanol, diluya l ml de ésta solución en un matraz volumétrico de 

100 ml.,aforar con alcohol acidificado,ésta solucion contiene una 

concentración de 6µg/ml. Determine 

absorbancia de la solucion en caldas da 

concomitantemente la 

c:m a 245 nm con 

espectrof6tcmetro adecuado, usando alcohol acidificado como blanco. 

A partir de la siguiente relación determine el porciento de 

clorhidrato de clordiazep6xido de la muestra (Fórmula 2): 
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!d.iJt K p 
C:m 

Y. de clorhidrato de 
clordiazep6;cido. 

En donde AmQ Abaorbanc1a de la muestra 

Astd= Absorbancia del est1ndar. 

Cstd= Concentracion en µg/ml 

del estandar. 

Cm = Concentraci6n en µg/ml 

de la muestra 

P= Pure%a del estándar. 

tF6rmula 2) Determinaci6n del clorhidrato de 

de clordiazep6xido en las muestras. 

42 



l. HODIFICACIONES A LA TtCNICA ANAL1TICA 

Muestra. Se pesaron 10 mg de principio activo 

<Clorhidrato de clordiazepóxido) y placebo equivalente a la 

formulación de las tabletas. Se disolvieron y agitaron durante 

10 min con metanol en matraces volumétricos de 50 ml se tomaron 

alicuotas de 5 ml del filtrado y se diluyeron en matraces aforados 

de 100 ml con alcohol acidificado, de aqu1 se tomaron 15 ml y se 

aforaron en matraces de 25 ml con el mismo medio. Para obtener una 

concentración final de áµg/ml. 

b. Estándar. Se pesaron 10m9 de estAndar de clorhi­

drato de clordiazepóxido y se disolvieron en metanol en un matraz 

aforado de SO ml, se tomó una alícuota de 3 ml y se aforó a lOU ml 

con alcohol acidificado, obteniendose una solución a concentración 

de áµg/ml. 
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C. Linealidad del Espectrafat6metro 

Se pesaron 5 muestras de cada nivel de concentracion a 

50, 80, 100, 120 ·y 150% <El lOOi'. corresponde a la formulación de las 

tabletas, 10 mg de clorhidrato de clordiazep6xido) de est~ndar 

primario de principio activo. 

-- Se les aplicaren las diluciones del metodo analitico antes 

descrito. 

Se tomaron las lecturas en el espectrofotémetro a 

245 nanómetros. 

-- Con los datos obtenidos de las absorbanc~as se calculó la 

pendiente, la ordenada al ori9en 1 el coeficiente de correlación, 

y el coeficiente de determinación para obtener la linealidad del 

sistema. Se veritic6 la linealidad con ayuda del análisis de la 

varianza <ANADEVA>. 

o. Precisión del Sistema 

Se pesaran b muestras de estandar al 100% 

Se tomaron las lecturas a 245 nm y con los resultaaos 

obtenidos de absorbancia se evalu6 la precisión con el coeficiente 

de variación. 
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E. Linealidad del Método. 

--Se pesaron cantidades equivalentes a 50, 80, 100, 120 y 150F. 

de clorhidrato, cinco repeticiones cada nivel. Se pesaron 

cantidades equivalentes a la formulación, de placebo. 

Se aplico la metodolog1a de análisis para cada muestra. 

Se tomaron las lecturas en el espectrototometro a 

245 nanOmetros y se calcularon las concentraciones. 

-- Se calculo la pendiente, la ordenada al ol""igen, el 

coeficiente de determinación y el coeficiente de cor'relación para 

obtener la lineal id ad del motado anal! tico. Se verifico la 

linealidad con ayuda del an~lisis de la varianza CANADEVA> y con 

ayuda del estad1grato de contraste "t 11 de student. 
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F. PracisiOn del Método 

1. REPETIBILIDAD. Se reali~aron seis pesadas de 

clorhidrato de clcrdiazap6Kido para cada nivel SO, 100 y 1207., 

se llevaron a cabe el mismo numere de pesadas de placebo correspon-

dientes. 

-- Se trataron las muestras siguiendo el metodo analitico 

descrito. Se cor-r .. ieron estándares para cada nivel. 

-- Se tomaron las lecturas en el espectrofotometro 245 

nanometros. 

-- Con los resultados obtenidos se evaluo estadlsticamente la 

precision con el estad.1.grafo .. Xiz,. y con el coeficiente de 

variación. 

2. REPRDCUCIBILIDAD. Se pesa.ron tres muestras de 

clorhidrato de clordiazepOxido de 10 mg y sus cantidades 

equivalentes de placebo respetando la formulación. Trabajaron dos 

analistas de la misma forma en dos dias diferentes. 

Se corrieron estandares. 

Se siouto la metodalogla normal de analisis para cada 

muestra. Se tomaran lecturas a 245 nm. 

~ Con los resultados obtenidos se avaluó estadlsticamente 

can un modelo de factores aleatorios el efecto del analista, del dia 

y las interacciones analista-dta. <ANADEVA>. 



G. Exactitud del Método al 100Y. 

Se pesaron die:: muestras de clorhidrato de clordiazepox1do 

al 100% tlOmg> de la formulacion y sus correspondientes placebos. 

A su vez una muestra de estándar. 

Se trataron con la metodolog1a de analisis. 

Se tomaron lecturas a 245nm. 

Con los resultados obtenidos de los analisis se evaluo la 

exactitud estad!sticamente, a través del estad19rafo '1 t" de student 

Y con el intervalo de confianza. 

H. Especificidad del Método 

-- Se realizaron cinco pesadas de placebo respetando la 

fcrmulacion. 

-- Se pesaron cinco muestra& mAs de placebo cargado a la 

concentraciOn central <10mg>. 

Se analizaron can la metodolog1a descrita. 

Se calculó el porciento de interferencia. 
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l. Estabilidad de las Muestras 

Las muestras ocupadas para exactitud del metodo se 

analizaron al trascurt"ir 30 min, 1, 2, 4 y una •..rltima medicien a 

las 24 hr baJo condiciones normales de almacenamiento (Proter;,idas 

de la luz>, con ésto se observo la estabilidad de las muestras. Se 

estudiaron los resultados obtenidos estadlsticamente con el cal­

culo de la media del factor "I" para contrastarse con el intervalo 

de con'fianza. 
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VII. RESULTADOS 

A. Linealidad del Sistema 

l. EVÁLUAClON CON REGRESlON LINEAL 

50'X. 

BO'X. 

lOO'X. 

V~mL~ 4. Resultados de absorbancia de estandar de 
clorhidrato de clordiazep6xido a diferen­
tes niveles. 

Cantidad adicionada Absorbancia 

fil!!.. ( mg ) "X" "Y" 

5.0 o . .:;15 

5.5 o. 362 

4.4 0.290 

5.4 0.353 

4.8 0.333 

7.9 0.535 

a.o 0.493 

8.4 0.522 

0.2 0.511 

B.3 0.:528 

10.2 0.614 

10.3 0.648 

9.9 0.620 

10.b 0.646 

9.4 o.578 
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Pendiente del Sistema Ordenada al Origen 

1 a = 0.0407 ~O m = 0.0578 

Coeficiente de determinación 

.. 2 0.99b1 ::: 1 

Coeficiente da corr'elaci6n 

.. = 0.9980 

Ecuación de la Recta 

Y:::: mx +a 

Y ~ l0.0578> <x> + < 0.0407> 

Se considera al sistema como lineal debido a los r'esultados 

anteriores. (Consultar el ANEXO para las f6rmulas ocupa~as> 
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LINEALIDAD DEL SISTEMA 
ESTANDAR PRIMARIO 

c.sJ .................. ~ 
1 ..--- ' 1 

06 i·' ..... !' .. ~.º'º1Q7 ............................ ,....,,::.~ .......................... , ................ ¡ 
~4~ .¡ 

1 1 0.21· .................................................................................................... ···¡ 
e~.~~...,.-~--.,,--~-,-~~..--~-.,~~-,-~~.,.-~~ 

2 • e e m • 
C.A.f'1T!D.A.D ,AD\CIO~i.AD,A. ¡rng) 
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2. EVALUACI~ ESTADtSTICA 

a. An~lisis de Varianza 

Se determino con el an~lisis de varianza de la regresión 

lineal, si eKiste asociaci6n entre la variable "X 11 y 11 Y11
; 

Tabla de Anaaeva 

lfA\IBILA\ 5. 

Fuente de Grados de Suma de Media F 
variación 1 ibertad cuadrados cuadratica calc:ulo 

gl se MC 

Regresion gl R = 1 SCR = 1.033 MCR= 1.033 5243.6548 

Error de gl ER = 2:3. SCER Regresion = 0.00455 MCER= 0.000197 

Los resultados del analtsis de varianza para la regresión 

lineal son satisfactorios. La linealidad se verifica a través de 

este estudio. 



B. PrecisiOn del Sistema 

1J'A.\t80.A\ b. Aná.lisis de estándar de clorhidrato de clcrdiazepéi<ido 
al 100%. Respuestas de absorbancia obtenidas. 

No de muestra Absorbanc1a 

1 0.601 

2 0.629 

3 0.626 

4 0.609 

5 0.614 

b 0.625 

Valor obtenido del coeficiente de variaci6n: 

El valor de coeficiente de variación es menor al valor 

aceptado ce.V. S 1.57.> 1 por lo tanto consideramos al sistema como 

preciso. 
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1. 

c. Linealidad del N~todo 

l. EVALUACl~ CON RESRESl~ LINEAL 

Cantidad Adicionada Cantidad recuperada 

Muestra<ma> "X" <m9> "Y" 

4.8 4.47 

5.5 5.45 

50% 4.8 4.á4 

5.5 5.47 

4.8 5.03 

a.o 7.82 

B.á 7.Bá 

8Ó% 8.1 7.51 

0.1 7.81 

8.3 7.84 

9.9 9.83 

9.6 9.56 

100% 10.2 9.91 

10.3 10.33 

9.9 9.99 

11.9 11.57 

12 12.06 

120% 12.4 12.01 

12.6 12.37 

12.6 12.81 

~~~~~ 7. Clorhidrato de clordiazepóxido a 5 niveles. 
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Continuación V~E~~ 7. Cantidad adicionada centra cantidad 
recuperada de clorhidrato de clordiazepOxido 
a cinco niveles de concentracion. 

15 14.34 

14.8 14.94 

1507. 15.ó 15.44 

15.9 15.ó7 

15.2 14.85 

Resultados de la regresión lineal: <Consultar formulas en el ANEXO> 

Pendiente del Método 

m = 0.9938 ;;; 1 1 

Ordenada al origen del Método 

1 a= -0.1329 =:o 

Coeficiente de determinación 

.. 2 = 0.9947 ;;; 1 

Coeficiente de ccrrelaciOn 

r = 0.9973 

Ecuación de la Recta 

V • m x + a 

Y = <O. 9938) lxl + 1-0.1329) 

Se puede considerar que el método analitico estudiado es lineal 

o tiene un comportamiento lineal ya que la pendiente tm> es muy 

cercana a 1 1 la ordenada al origen as aproximadamente cero y el 

coeficiente de determinación es cerc&no a uno. 
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LINEALIDAD DEL METODO 
CLORHIDRATO DE CLORDIAZEPOXIDO 
·:.:..NTl!:,AC ~Ect.J;:::i;.~ . .; ~."'e; 

'.e~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~--:::.-

14 "'. ............. .... .. . .......... . ....... ,_..¿-.~.; 
~ 2. ~ . . .------ ¡ 
10~ ~· .. ¡ 
ª-: .......................................................... ¡ 
5.......................................................... . ..................................................................... ! 

1 .· . ·- 1 
4 ... .................................................................................................................................................. .. 

1 . - ¡ 
................................................ J 

4 e e 10 12 

e,.;~1T!D,.;D "-DICION"-Ü"'. (rng) 

r • 0.9973 

r2 • 0.!1947 
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2. EVALUACI6N ESTAD!STICA 

a. Pendiente 

Planteamiento de la hipOtasis: 

Ho m = 

Hi m ~ l 

Valores-del estad1Qrafo de contraste 11 t" de student: 

t ~á.Lc1.11.o a O. 33119 

cuando: 0.05 y 

t ( 1-~ ) - 2.0687 
z 

t 
!'! 
z 

Criterio de decisión: 

gl 

Contraste de los resultados obtenidos: 

-2.0687 s -0.33119 s 2.0687 

n-:? = 23 

Sa acepta la hipótesis Ho : m = 1 y se puede considerar el 

matado como lineal en base al criterio antes seNalado. 

<Consultar las formulas en el ANEXO> 
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b. Interva.lo de. Confianza 

En donde 1 m 

m : 

0.9938 

t 
l~blca 

-Formula-

9.l.=t n-2 na. 25 

2.0&87 

S Y.'X = O. 3267 

Sx = 3.5656 

El intervalo resultante es el siguiente& 

¡o.9552 s o.9938 s 1.0324/ 

El intervalo de confianza es adecuado al valar resultante y 

por lo tanto podemos considerar, en base a este criterio, al método 

como lineal. 

c. Ordenada al Origen 

Planteamiento da la hipOtesis: 

Ho ao = O 

Valores del estadigrafa de contrasta "t 11 de student1 

tcc1lculo = -0.6605 
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t!! - -2.0687 

z 

a 2.0687 

Criterio de decisiOn 1 

t!! 
z 

t 1-'!_ 
z 

Contraste de los resultados obtenidcs1 

1 -2.0687 s -0.6605 s 2.0687 

En base al criterio anterior se considera que la ordenada al 

origen es igual a cero y por lo tanta el matado tiene un 

comportamiento lineal. 

c. Analisis d& Varianza 

Se determinó con el analisis de varianza de la regresicn 

lineal, si existe asociacíOn entre la variable "X" y "V". 

Tabla de Anadeva 

ll'AllBILAI 8. <Ver el ANEXO para fórmulas> 

Fuente de Grados de SumQ. de Media F 
variación libertad cuadrados cuadratica calculo 

gl se MC 

Regresión gl R • 1 SCR = 300.796 MCR= 300.796 2815.9155 

Error de 
c;il ER • 23 SCER - 2.4569 MCER= 0.10682 Ragresli6n 
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Les rasultadcs del an~liais de varianza para la regrestcn 

lineal son satisfactorios. La linealidad se verifica a través ce 

este estudio. 
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D. E•acti tud del Método al 100% 

tr.RimD...A 9. Resultados de cantidad recuperada contra cantidad 
adicionada de clorhidrato de clordiaz.ep61ddo al 100'1 •• 

Cantidad Adicionada Cantidad Recuperada 

~ lm9) lmg> 

10.3 10.33 

9.9 9.83 

9.9 9.99 

10.6° 10.54 

10.6 10.65 

10.3 10.20 

io.5 10.36 

9.b 9.56 

10.6 10.43 

10.5 10.31 

l. EVALUACI6N A TRAV!S DEL INTERVALO DE CONFIANZA 

C~lculo dal intervalo da confianza con ayuda del es~ad1grafo 
11 t 11 de wtudent. (Consultar al ANEXO para ·fórmulas auxiliares> 

F6rr1ula; 

En dondo: 

X'l. 1 to.""' §J._ 
-{ n 

91 • n - 1 a = 0.05 

to. O?S a 2. 2622 

S'l. D 0.9037 
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Criterio de dec1sion: 

98.8095 s 99.456 s 100.1025 

Se considera al método anal1tico como eaacto debido a que el 

intervalo de confianza contiene al 1oor.. 

2. EVALUAC16N CON EL ESTAD!GRAFO DE CONTRASTE 

"t" DE STUDENT 

Planteamiento de la Hipótesis: 

He µ = 100~ 

HL µ" 1007. 

Valores obtenidos del estad19rafo de centraste: 

tcQlculo Q -1.9040 

tt.CLbla.. 1:;1 2. 2622 

Criterio de decisiOn : 

ta S tcÓ.lculo S 
z 

t 1-1,! 
z 

Centraste de los resultados obtenidosi 

-2.2622 s -1.9040 s 2.2622 

Pcr lo tanto se acepta la hipotes1s He µ = 100% ya que les 

valores quedan dentro del criterio de aceptaci6n. Se considera que 

el método es exacto. 
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E. Precisión del Método 

1. REPETIBlLIDAD 

lJ'~IBQ..~ 10. Clorhidrato de clordiazep6xido analizado 
a tres diferentes niveles, <SO, 100 y 1201.). 

Cantidad Adicionada 
'l. Recobro 

~ tmg) "X" 

e.o 97.75 

e.10 9ó.43 

e.3 9e.e3 
eoz 

e.3 9e.26 

e.o 99.01 

e.1 96.41 

~10 97.55 

10.3 100.35 

9.9 100.97 
100% 

10.5 99.el 

10 104.00 

10 101.1 



Continuación lr.I\ IBLA\ 1 o , 

12.b 9B.1B 

12.b 101.~69 

12.1 97.91 
1201' 

12.4 97.76 

12.4 95.41 

12.7 95,bO 

a. Evaluación Estadistica con el Coef ic1enta de Variación 

<c.v.> 

c.v. - 100 

t1mdia del porciento de recobro= Y = 98.72 

Desviación est~ndar dal t. de recobra • S = 2.262 

C.V. a 2,2917 

Criterio de Ac•ptacion 

c.v. :s 31' 

2.2917 :s 31' 

Por lo tanto nuestro método as repetible debido a qua el 

coaficiante de variación es manar a 3Z. Limite aceptada para 

matados esp1tetrofotométricos. 
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b. Evaluacion con al Estadigrafo ºXi 2
" 

Pl•taamiento da la hipOtas1•1 

Ho 1 u :S 27. 

HL 1 cr > 2X 

Va.lores obtenidos para el estadigrafa 11 Xiz 11 c 

Xi 2cá.tcu1.o 21. 745 

En dondes a • o. O~ 

gl • n-1 • 17 

30.191 

4rea d• Acept•ción 

Xi 
2 

cÓlculo :S Xi 
2
ta.btaa 

Contraste con loa resultados obtenidos& 

21.745 :s 30.191 

En base al criterio anterior se considera al método como 

rmpatibl• ya que nu•stros par•metros quedan dentro del Area da 

acept•ción. 



2. REPRODUCIBILIDAD 

~~mLA 11. Resultadas en porciento da recobro dal 
c:lorhidrAto de c:lordiazepo:cida. 

01& 1 01 .. 2 

104.57 97.52 

Analista 1 104.b 101.2 

100.8b 97.79 

101.00 104.11 

An•li&ta 2 97.05 100.21 

103.18 97.34 

Reuul tados da Fcá.lculo y Flcibla• 

<Consultar el ANEXO para tabla de ANADEVA y sus formulas> 

Fc.Uculo Ai o.12s 

FcUculo DJ 1.288 

FcUculo AiDj l.b97 

Ftablas 1 En donde:o. a o.o:s Fo.p, 

Analhta. Ai ¡¡l A lbl.4 
iif AD 

Dla DJ 91 D lbl.4 
gr AD 

lnteracciOn AiDj ¡¡1 AD S.32 
¡jT E 



Criterio de aceptaci6n1 

1 Fc~lculo :S Ftabla• 1 

Contraste da lo• valores obtenidos de 11F 11
1 

Anal is ta Ai 0.125 :s 161.4 

D1a DJ 1.2BB :s 161.4 

lnteraccion AiDJ 1.697 :s 5.32 

En base al criterio de daci5i6n no existe afecto de 

anal13ta, no 5e presentó afecto en las diferentes d1as y no eKi&te 

afecto de intaraccion anal1sta-d1a. Puesto quR se cumplen las tres 

condiciones el m•todo •• Ntproducible. 
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F. Espaci1icid&d del ~todo 

1J'A\[BLA\ 12. Clorhidrato d• clordia:i:ep01cido, 

materia prima al 1oox. 

Cantidad Adicionada 
Absorbancia 

(1!19) 

10.3 O.ó32 

9.9 O.ól9 

10.b O.ó53 

10.b O.ó4b 

lU\IBQ..R. 13. Muestras de placebo para tabletas de clorhidrato 

d• clordiazepOxido. 

Placebo Absorbancia 
<m9> 

107.7 O.OOb 

100.e 0.002 

109.ó 0.002 

108.3 0.001 

112.5 0.003 

XAba. • O.ó:S18 XAba. is O. 0028 

Porciento de interferencia: 

o. 4431% 

Por tanto consideramos que el método as especifico debido al 
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bajo porcentaje d• interf•rencia calculado en la Absorbancia en 

muestras de placebo y placebo cargado. 

1. 

2. 

:s. 

4. 

5. 

1111.IBILll> 14. 

G. Estabilidad de las Muestras 

Mue5tras de clorhidrato da clordiazepóxido 
almacenadas protaoidaa de la luz y analizada& 
a diferentes tiempos. 

Cantidad add.(mQ) Abs. Inicial Abs. 1 hr Ab». 2 hr 

10.1 O.b83 O.b74 O.bi4 

10.:s O.b07 o.594 0.59b 

10 0.598 o.590 0.58b 

10 0.580 0.571 0.571 

10.4 O.b20 O.blb o.<.10 

Cantidad add.(mgl Abs.3 hr Abs.4 hr Abs.24 hr 

1. 10.1 O.b74 o.b77 O.b39 

2. 10.3 O.bOO O.bOO 0.5b8 

:s. 10 O.b07 0.594 0.5bl 

4. 10 0.588 0.574 0.543 

5. 10.4 O.bl8 O.b18 o.5Bb 
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a. EvaluaclCn con el Factor "I 11
• 

valor de .. media del Facto!"•"[" para cada tiempo 

~ 1 hr .2hr- '.3hr- 4hr 24hr 

96.69 98.332 99.966 99.164 93.82 

Las m1..1estras son estables cuando el valor de la media del 

del factor "1" se encuentra comprendido entre 977. - 103'l.. Limite 

para metecos .:soec't1~ofotométr1cos. <Consultar el ANEXO>. 
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VIII. DISCUS!c:lN~ 

:· ... 
Linealidad del Sistemar En--ba~e-.~-·j~s~resUit-adOS ·Obt9riidos-se_ 

puede observar que el coeficiente de determina~iÓn <-r 2= o. 99) y el 

de correlacion cumplen con el criterio ~e aceptac1on tr
2
;?. - 0.9e; 

t·~ 0.99> correspondiente. Por le tanto, podemos considerar -al 

sistema de medicion como lineal, es decir, las respuestas son 

prcporc1onales a la cantidad de muestra anal L:ada. 

El analisis de vat~i.anza confit'ma estadistic:amente la lineali-

dad del sistema. 

Presici6n de sistema: Puesto que el coeficente de var1ac1cn 

<C. V. =l • .:5%) fue menor al llmi te aceptado <C. V. Sl. 5:~> se considera 

al espectrotot6metro como p1~ec1so, ya que presento concordancia en 

sus respuestas. 

Linealidad del Método: En base a los resultados obtenidos se 

o~serva que la pendiente y la ordenada al origen son cercanas a 

uno y cero respectivamente <m = 0.9938 _ 1 ; a -0. 132 ;;:;: ú), aSl 

también el coeficiente de determinación <r2 = 0.9947> y el de 

correlación (r= 0.9973i cumplen con el cr1terio de decision 

correspondiente <r 2 ~ 0.98; r2: 0.99) para la linealidad del m9toco, 

lo que indica que responde proporcionalmente la cantidad 

adicionada. 

La estimación de la linealidad a través del intervalo de 
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contianza con ayuda da la pendiente calculada, la ordenada al 

origen y el estadigrafo "t 11 de student indica que el método es 

lineal al cumplir con los criterios de aceptacion. 

EKactitud y Repetibiliidad del Método: La exactitud del 

método arrojo resultados confiables, al estimarla a traves del 

intervalo de confianza nos indica que contiene al 

<98.809 ::s lOú~ 100.102> lo que demuestra que el metodo analltico 

es exacto al 100Yu Asi lo demuestra la decisicn a traves de la "t" 

de student, aceptando la hipotesis µ = 101)% ; ya que los valores 

calculados quedan dentro del intervalo de confian;:a por, lo tanto, 

existe confiab1lidad en los datos registrados. 

La repetibilidad del método es aceptable ya que al evaluar 

los resultados obtenidos a través del coeficiente de variacion 

<C.V. =2.29177.> fue menor al 3~, limite aceptado para un método 

espectrofotomotrico. La evaluación estadistica a 

estadigrafo "Xi z,. lo demuestra al ser menor la 

través del 

"Xi 2
"e:a.\cu1.a.d:i 

t21. 745) que la "Xiz"lc.bta.a (31).191 > lo que indica que el métoao 

es repetible a cualquiera de los n1veles estudiados 80, 100 y 1::?(1"/ •• 

Reproducibilidad: Al ser evaluados los resultados con el 

modelo aleatorio se demostrO que el método analitico no presenta 

efecto cuando es llevado a cabo por diferentes analistas, as1 lo 

demostrO el estadigrafo "F" calcut.o.do (0.125) al ser menor que 

"F"tabL~<lól.4>. Asi también, no existio efecto o di'ferencia al ser 

analizado en diferentes dias y no existió efecto al evaluar las 

interacciones de estos dos factores analista-d1a, al ser analizados 
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con el estadigra"fo de contrasta 11 F". Al cumpli1"9e las tras 

condiciones se puede afirmar que el método anali tico para 

clorhidrato de clordiazepoxido es reproducible. 

Especificidad : Al ser analizadas muestras de placebo y de 

placebo cargado se obtuv6 como resultado una interferencia de 

ú.4431%, por lo que el método analitico se considera como 

especifico, ya que la interfencia es baja y no altera los análisis 

de muestras~ es decir, los excipientes no alteran la absorbancia 

del princ1010 activo o no absorben a la longitud similar de 

éste, por lo que el método es confiable. 

Estabilidad de las Muestras: Las muestras fueron estables 

bajo condic1ones adecuadas de almacenaje, es decir, protegidas de 

la luz y a temperatura ambiente ya que las lectw-as tomadas durante 

las primeras 4 horas marcan una diferencia de centésimas lo que no 

afecta los resultados e indica estabilidad. Sin embargo, al 

trascurrir- 24 horas las lecturas de absorbancia tienen grandes 

diferencias lo que nos indico degradación e inestabilidad al 

transcurrir dicho intervalo de tiempo. Asi lo demostro el analisis 

estadistico con la media del 'factor 11 1 11 para cada tiempo. Los 

valores de las primeras 4 horas se encuentran dentro del intervalo 

de confianza para métodos espectrofotométricos <974-103%). El 

resultado a las 24 hrs se sale de este intervalo lo que indica 

degradac16n de la muestra. 

En base al anAlisis anterior se observa que la linealidad y 

la presici6n del sistema de medición <Espectrofotómetro) son 
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confiables para llev•r a cabo l• validaci6n, con .. to se asegura 

que el equipo respondió de acuardo a las necesidada~ del metodo y 

no 1nter1iri6 en los resultados. El sistema da respuesta~ 

proporcionales a la cantidad de est~ndar en el rango establecido, 

con una dispersión baja. 

Al llevar a cabo el estudio del método anal1tico se demostro 

que no tiene error, ya que presenta exactitud al evaluarlo al 1007. 

y presenta concordancia en sus resultados, es decir, una disper­

sian baja a las diferentes concentraciones estudiadas. por lo que 

en el intervalo estudiado los resultados que se obtuvieron son 

conf 1ables. 

Se puede afirmar con este estudio que el método responde 

proporcionalmente a la cantidad de muestra analizada en el 

intervalo de SOY. al l~O~ de concentracion. También se observa que 

no existe e1ecto sobr• e·l método al ser aplicado por diferentes 

analistas y diaG, es decir, el cambio an estas condiciones no 

altera les resultados. 

Los factores involucrados en el •studio fueren evaluados 

estadisticamente y se confirmó que no influyen sobra el metodo 

espectrofotometrico. 
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IX. CONCLUSIONES 

En base a todo el progrAma de analisis qulmico y estadlstico 

llevado a cabo para el método analltico espectrofotometrico 

aplicado a tabletas de clorhidrato de clordi~zepóxido, se concluye 

que dicho m•todo es lineal, axacto, repetible, reproducible y 

espec1f1co, por lo tanto, podemos utilizarlo como motado adecuado 

para el an&lis1s qulmico de las tabletas antes mencionadas, sin 

olvidar que el sistema da medición (Espectrofotometro> se 

encuentra en condiciones óptimas de trabajo. Se puede afirmar que 

las muestras de an~li•i• son &•tables bajo condiciones adecuadas 

de protección a la luz y a temperatura ambiente por un periodo no 

mayor de cuatro horas. 

Por lo tanto se puede considerar al método anal1tico 

espectrofotométrico como valido a validado para el analisis de 

tabletas de clorhidrato de clordiazep6xido, debido a que cumplió con 

los parametros estudiados correctamente. Por lo cual los resultados 

a través de este método seran confiables en lo sucesivo para 

analisis de rutina de la5 muestras obtenidas, siendo el central de 

calidad da el medicamento óptimo, si es correctamente utilizado 

considerando las buenas practicas da anAlisis que deben estar 

presentes en todos los laboratorios fArmac•uticos, todo ésto para 

obtener resultados confiables. 
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x.~ 

Formulario y criterios de decisión para 

estadísticos utilizados en la validacion. 

A. Linealidad del Sistema 

Estimación con la regresión lineal; 

Calculo de la pendiente <m>: 

m = 
n (!:XV> - <!:X> (:;;'() 

n u:x'> - <:.xi z 

Calculo de la ordenada <a): 

a=V-mX 

Coeficiente de determinación <rz>: 

r' 
[n <!:XV> - <:!:X> <:.V> J z 

Coeficiente de correlación <r>: 

r=T7 

los 

n= numero de datos 

analisis 

X= variable independiente 
<cantidad adicionada> 

Y= variable dependiente 
<respuesta obtenida) 

X y V= medias aritmeticas 

a= ordenada al origen 
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Análisis de Varianza en regresión lineal: 

Fuente de 
variacion 

Regresión 

Err<or de 
Regres10n 

Grados de 
libertad 

GLR = 1 

GLER= n-2 

Tabla de Anadeva 

Suma de cuadt~ados 

SCR= m<I:XY>+b<ZY>-<4Y
2 > 

n 

SCER= zv2
- m<ZXY>-b<ZY> 

Media 
cuadrática 

MCR= ~~~ 

MCER= SCERI 
GLER 

F 
cal. 

MCR 
MCER 

Criterio de decisión: Si el sistema cumple con las siguientes 

condiciones se considera lineal. 

r2~ o. 98 

r ~ 0.99 

B. Precisión del sistema de medicion. Se evalua con el 

coeficiente de var1aci6n: 

_Fórmula para calcular el coeficiente de variacion: 

C.V. = - 5
- X 100 

y 
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C. Linealidad del método. 

a. Estimación con la regresión lineal, se utilizan las formulas 

ocupadas para linealidad del sistema con 

diierencias: 

X = variable independiente 
<cantidad adicionada) 

'( variable dependiente 
(cantidad recuperada> 

las siguientes 

Criterio de decisión para la linealidad del método~ Si cumple 

con las siguientes condiciones el metodo se considera lineal. 

a~ 1) 

m =< 1.0 

r ~ o.99 

b. Linealidad del método con ayuda del estadigrafo de 

contraste "t" de student. 

Evaluación con ayuda de la pendiente (m) 

Fórmula para "t" de c~lculo: 

tcalculo 
tm - mol 5• i'°"ñ=lj 

S y/x 

Fórmulas para cada uno de los términos requeridos1 

5• 
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Cuandoz 

Sy/x 

. ~~' -.'-· - ; .. -."-';-' ; _ _, 

Signi_fic~_d~ __ .dé -i·~s-:·tér~inOS':·: sy .... -x ~Error tlpico 

a = 0.05 

la.bl.a.. 

Sy/x = Error ti p 1co 
modificado. 

Sx = Desviar:ión estándar. 

n = número de datos. 

a = nivel de sign1Ticanc1a 

gl .. =grados de libertad 

gl = n-z 

Criterio de decision: 

1-C< 
2 

Si se cumple con el criterio de decision se considera al 

método lineal. 
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c. Evaluación astadistica a través del intervalo de-

confian~a. Con la pendiente calculada Cm>. 

Formula para calcular el intervalo: _ 

m :!: 

:e::·:',-
::o.En -~_don~S. : __ i.- i.a.?_laa 

~ = o.os 

Cr1-;erio de decisión: El intervalo. de "confianza debe contener 

el valor de pendiente (m = 1>. Si cumple con al cri~erio se 

considera al método lineal. 

d. Evaluación a través de la ordenada al origen con el es~a-

digrafo de contraste "t" de student. 

Fórmula para tcálculo: 

a - ªº 
tcAlculo = En donde: ttablas 

Sy/x / :!:X< 

Y nl:<Xc-X> 2 c. ::: 1).1)5 

gl.=n-z 

Criterio de decisión: 

t~ s tcalculo ~ t 1_~ 
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Si se cumple con el criterio anterior .se ·-c'oriS.idet~a ·-que la·· 

·ordenada al origen es igual a cero y por 

criterio para linealidad del método. 
··>:-·; ____ :-':· 

' : ;.~~:·· -~ 

D. Ex'actitud del Método al lOOY.. Se evalu6 estadisticamente con 

el intervalo confianza. 

a. Fermula para calcular el intervalo de confianza: 

XY. ± to. 97:1 SX 
rn 

para t t~blas se consideran los siguientes datos: 

g.l. = n - a = o.os 

Termino requerido para calcular el intervalo: 

57. = /r:. < X - X'l. l z 1 
n-i 

Términos utilizados: 

XX ~ Media en porc1ento 

SY. = Desviación estandar en 
porciento. 

Criterio de decisión: 

t~ ~ tcalculo ~ t 1_~ 

El intervalo de contianza debe contener al 100Y. para 

considerarse al método como exacto. 
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b. EValuaci6n de la Exactitud con el estar:t1grafo, __ de 

con.traste 1~t" de student. 

F6rmula.·para. cal_cular la t 

tcalcu~o =_ 

:,- -:; _-, __ 
• 0 ,,-_':..c. __ , 

gl. = n - 1 

" = 0.05 

Criterio de decisiOnz 

1 t~ S tcalculo S t 1 _~ 

Se considera exacto sl cumple con el criterio de decisión. 

E. Prec1si6n: 

1. Repetibilidad. Evaluación a través del coeficiente de 

variaciOn. (C.V.> 

a. Fórmula para el cálculo del coeficiente de variacien: 

c.v. =-5- )( 100 
y 

S Desv1aci6n est~ndar del 
porciento de recobra. 

V = media del pot•cienta de 
recobro. 

Criterio de aceptación para método espectt·o1otométrico: 
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c.v. s 37. 

Si el coeficiente de variación 31. se 

conSidera_·al metodo repetible. 

Fórmula: 

e~ ;:¡_ varían:a poblacional 

"= 2 

Xi 
2

labLa• Ct = o.os 
gl = n - L 

Área da aceptací6n 

Si cumole con el criterio se considera al método repetible. 
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2. ~eproducibi~id_.!'.'id~·: ~-. trayés del modelo de factores 

aleatorios. ·AnáliSis de. ~ar.l'ánza. <ANADEVAJ 

Se evalua el ,·ef~cto d~i :· Anal is ta Ai. 

D1as = DJ 

Interacción Analista-dia Ai-D.J. 

Simbclcg1a:· 

ElJk a Error experimental 

e - k = numero de repeticiones por 

anAl is is. Igual para los anal is tas. 

a i. = numero de analistas. 

b - j = número de dias. 

Para obtener el valor de "F" de calcule se deben hacer los 

siguientes operaciones de la tabla de anAlisis de varianza. 

TABLA DE ANÁLISIS DE VARIANZA 

Fuente de Grados de Media "F " 
variac:1on 1 ibertad Suma de cuadrado~ cuadrat1ca Calculo 

Ai { i - 1l ~Vi 2 - y2 se A Me A 
filas 

-¡;e- ase- T=l MEAD 

DJ {j - 1l 
l:Yj2 y2 se D Me D 

columnas 
-¡¡¡: - -¡¡¡¡: T-"1 l1l:AI> 

Ai-Dj {i-1> {j-1) .E!!J: ~Yi2 l:Vj2 y2 se AD ~gE~~or ---+- (i-1) { j-1) 
interaccion e: be ac abe 

EiJk ij (k-1) 
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Para obt~ne~-. 11 F 1~ 

ccns idef:ac 1cnes': 

Ai 

FcAlculo A s 

Fcalculo D :S 

Fcalculo AD :S 

Dj 
glD 
glAD 

Ai-Dj ~ 
.glE 

Area de aceptación: 

Ftablas No e:<iste efecto por" analista 

Ftablas No existe efecto por dla 

Ftablas No e:aste efecto por interacciCn 

Si se cumplen los tres criterios de aceptación se considera 

al matado reproducible. 

F. Estabilidad de las muestras. Para cada cond1c1en/tiempo1muestra 

se calcule el factor <I> con la fórmula si9uiente; 

1 -
<análisis muestra/condición/tiempo)~ 

<anA.l is is inicial t.> 
100 

Para cada condición/tiempo se calculó la media del factor U>. 

T ~ l <condición/tiempo) 
N 
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La media del factor <I> para cada condicion/tiempo debe cum­

plir los siguientes criterios1 

Método Valor de 1 

Cromatogrtd1c:os 98 - 102'l. 

Titr1metr1ccs 98 102• 

Qu1m1cos y Espectrofctometricos 97 - 103% 

M1crob1ol69icos 9:; 10:;;¡ 
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