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 INTRODUCCIÓN 

El esomeprazol magnésico es un inhibidor de la bomba de protones, inhibe la 

secreción de ácido gástrico y alivia la acidez estomacal. Es el isómero S del 

omeprazol y el primer isómero óptico inhibidor de la bomba de protones. 

Proporciona un mejor control de ácidos que la mezcla racémica. [1] 

El método oficial para disolución de esomeprazol se encuentra reportado en la 

USP 35 mediante el uso de HPLC. 

 

Este trabajo pretende desarrollar y validar un método alternativo para 

cuantificar esomeprazol en perfiles de disolución mediante espectrofotometría 

ultravioleta, pues esta técnica resulta más conveniente debido a las ventajas 

que ofrece en rapidez y costos, además de que las características de la 

molécula permiten el uso de esta. 

 

La calidad de los productos de una empresa es de suma importancia tanto para 

su prestigio como para su desarrollo económico. Las exigencias de los 

mercados obligan a las empresas manufactureras a enfrentar escenarios cada 

día más competitivos. Esta demanda en la calidad así como la necesidad de 

optimizar procesos productivos ha hecho necesario que se dispongan de 

métodos analíticos rápidos, fiables y que el proceso de manufactura sea 

estable. 

 

Una herramienta con la que se cuenta para asegurar la calidad de los 

productos y procedimientos es  la validación de los mismos, por lo cual, la 

adopción de un nuevo método analítico debe estar soportada por suficientes 

datos de laboratorio y una validación bien documentada, que cumpla con los 

requisitos establecidos. [2] 

 

La validación del método es el proceso por el cual se demuestra que los 

procedimientos analíticos son aptos para el uso indicado [3]  

 

El objetivo de la validación de un procedimiento analítico es demostrar que es 

apto para el propósito indicado. La validación del método analítico se considera 

una parte esencial del desarrollo del método analítico, es la evaluación de un 

método para asegurar que es apropiado para el análisis en cuestión y que los 

resultados son confiables y consistentes. [4] 

 

La validación garantiza la calidad del medicamento, pues confiere fiabilidad a 

los resultados obtenidos del análisis, asegurando que el medicamento cumple 

con los parámetros establecidos. [5] 

 

El desarrollo y validación de métodos analíticos para disolución es importante 

en el desarrollo de medicamentos genéricos.  
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La disolución es una herramienta importante en el desarrollo de fármacos y 

puede ser una clave en la aprobación de productos farmacéuticos. [6].Ayuda a 

asegurar la calidad continúa del producto y su optimización después de cambio 

de manufactura, formulación, sitio de manufactura y escalamiento de proceso.  

 

Un perfil de disolución es la determinación experimental de la velocidad  o 

cantidad con que el principio activo se disuelve en un intervalo de tiempo, bajo 

condiciones experimentales controladas a partir de la forma farmacéutica. Se 

utiliza como indicador del desarrollo in vivo y para  establecer correlación de los 

resultados in vitro y los resultados de biodisponibilidad. [7] 

 

La disolución se utiliza como herramienta de control de calidad para predecir el 

rendimiento in vivo de un medicamento. La prueba in vitro sirve como 

herramienta para distinguir entre medicamentos aceptables e inaceptables. Los 

productos aceptables son bioequivalentes, en términos del rendimiento in vivo, 

mientras que los productos inaceptables no lo son. Con mucha frecuencia, se 

encuentra que la prueba de disolución in vitro es más sensible y discriminatoria 

que la prueba in vivo. Desde el punto de vista de la seguridad cualitativa, se 

prefiere un método de disolución más discriminatorio, porque la prueba indicará 

posibles cambios en la calidad del producto antes de que sea afectado el 

rendimiento in vivo. [8]   
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OBJETIVOS 

GENERAL 

Desarrollar y validar un método analítico mediante espectrofotometría 

ultravioleta para cuantificar esomeprazol en perfiles de disolución. 

ESPECÍFICOS 

 Realizar una búsqueda bibliográfica para conocer las propiedades 

fisicoquímicas de esomeprazol magnésico trihidrato. 

 Establecer las condiciones espectrofotométricas para cuantificar 

esomeprazol en búfer de fosfatos pH 6.8. 

 Demostrar la consistencia y reproducibilidad del método 

espectrofotométrico conforme a lo indicado en la NOM-177-SSA1-2013 y 

la guía de validación de métodos analíticos del colegio nacional de 

químicos farmacéuticos biólogos. 
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MARCO TEÓRICO 

1. GENERALIDADES ESOMEPRAZOL. 

El omeprazol existe en dos isómeros quirales: el isómero S y R .El isómero S 

es biológicamente activo; por lo tanto el esomeprazol representa la forma activa 

S. En las personas el esomeprazol se metaboliza más lentamente, produciendo 

mayor exposición.[10] 

1.1. PROPIEDADES FISICOQUÍMICAS  DE ESOMEPRAZOL.  

Tabla 1. Generalidades de Esomeprazol. 

Esomeprazol Estructura 

Nombre:5-methoxy-2-{(S)-[(4-

methoxy-3,5-dimethyl-2-pyridyl) 

 Methyl] sulfinil} benzimidazole 

 

 

Formula Condensada: C17H19N3O3S 

Peso molecular: 345.4 g/mol 

Numero CAS: 119141-88-7 

PKa: 4.71,8.5 

Punto de fusión: 155ºC 

Densidad: 1.37 ±0.1 g/cm3   

SCB: II 

Solubilidad: 

Agua pH 6.83 temp: 25ºC 0.027 g/L 

pH 1 Temp: 25ºC soluble(66 g/L) 

pH 2 Temp: 25ºC soluble(19 g/L) 

pH 3 Temp: 25ºC ligeramente soluble (1.6 g/L) 

pH 4 Temp: 25ºC escasamente soluble (0.16 g/L) 

pH 5 Temp: 25ºC escasamente soluble (0.038 g/L) 

pH 6 Temp: 25ºC escasamente soluble (0.028 g/L) 

pH 7 Temp: 25ºC escasamente soluble (0.027 g/L) 

pH 8 Temp: 25ºC escasamente soluble (0.030 g/L) 

pH 9 Temp: 25ºC  escasamente soluble (0.059 g/L) 

pH 10 Temp: 25ºC escasamente soluble (0.32 g/L) 

[11][12][14] 
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Tabla 2. Generalidades Omeprazol. 

Omeprazol Estructura 

Nombre: 5-Metoxi-2 -[[ (4-metoxi-3,5-

dimeti 1-2-piridiniI)metil]suIfinil] 

bencimidazol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Formula Condensada: C17H19N3O3S. 

Peso molecular: 345.42 g/mol 

Numero CAS: 73590-58-6 

PKa: 4.72, 8.78 

Punto de fusión: 156ºC 

Densidad: 1.332 g/cm3  

SCB: II 

Solubilidad: 

Agua pH 6.96 temp: 25ºC (0.030 g/L) 

pH 1 Temp: 25ºC soluble (76 g/L) 

pH 2 Temp: 25ºC soluble (22 g/L) 

pH 3 Temp: 25ºC ligeramente soluble (1.8 g/L) 

pH 4 Temp: 25ºC escasamente soluble (0.18 g/L) 

pH 5 Temp: 25ºC escasamente soluble (0.045 g/L) 

pH 6 Temp: 25ºC escasamente soluble (0.031 g/L) 

pH 7 Temp: 25ºC escasamente soluble (0.030 g/L) 

pH 8 Temp: 25ºC escasamente soluble (0.032 g/L) 

pH 9 Temp: 25ºC  escasamente soluble (0.048 g/L) 

pH 10 Temp: 25ºC escasamente soluble (0.21 g/L) 

[11][13][14] 

 

Tabla 3. Generalidades de Esomeprazol Magnésico. 

Esomeprazol Magnésico Estructura 

Nombre: 1H-Benzimidazol, 5-metoxy-

2-[(S)-[(4-metoxy-3,5-dimetil- 2-

pyridinyl) metil] sulfinil], sal magnésica 

(2:1). 

 

Formula Condensada: 

C34H36N6O6S2 Mg. 

Peso molecular: 717.12 g/mol 

Numero CAS:161973-10-0 

PKa: 4.71,8.5 

SCB: II 

[15] 
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Tabla 4. Generalidades de Esomeprazol Magnésico Trihidrato. 

Esomeprazol Magnésico Trihidratado Estructura 

Nombre: 1H-Benzimidazol,5-metoxy-2-

[(S)-[(4-metoxy-3,5-dimetil- 2-pyridinyl) 

metil] sulfinil],  sal magnésica (2:1), 

Trihidrato 

 

Formula Condensada: 

C34H36N6 O6S2 Mg·3H2O 

Peso molecular: 767.2 g/mol 

Numero CAS: 217087-09-7 

PKa: 4.71,8.5 

SCB: III 

[15][16] 

 

1.2. CARACTERÍSTICAS DE ESOMEPRAZOL. 

Es el primer inhibidor de la bomba de protones desarrollado como isómero 

óptico para tratamientos relacionados con la acidez, se utiliza en el tratamiento 

de la dispepsia, la ulcera péptica, la enfermedad de reflujo gastroesofágico y 

síndrome de Zollinger-Ellinson. [17] 

Es particularmente adecuado para aquellos que sufren reflujo gastroesofágico 

(ERGE) persistente y recurrente. [18] 

 

También es usado en la prevención de gastroenteritis en los pacientes que 

reciben tratamiento con AINES. Investigaciones in vivo demostraron que 

esomeprazol es quiralmente estable después de la administración. [19]  

Esomeprazol ofrece ventajas sobre el omeprazol administrado por vía oral tiene 

una tasa metabólica y un aclaramiento sistémico más bajos, dando como 

resultado valores C máx. y AUC más altos. Esomeprazol demostró ser más 

eficaz que el omeprazol en manteniendo el pH intra-gástrico por encima de 4,0, 

una condición que promueve la curación de la mucosa. 

 

Como todos los inhibidores de la bomba de protones, por razones de 

estabilidad gastrointestinal, el esomeprazol se administra en formas de 

liberación retardada. [20] 
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Esomeprazol se comercializa en forma de sal magnésica, sal magnésica 

trihidradata, sal sódica y sal de estroncio.  

 

La sal magnésica tihidratada se encuentra bajo el nombre comercial de 

NEXIUM-MUPS, por la compañía farmacéutica AstraZeneca. Las siglas MUPS 

(Multi Unit Pellets System) hacen referencia a una forma farmacéutica tipo 

cápsula compuesta por gránulos con una cubierta entérica extremadamente 

pequeña (pellets) dentro de un recubrimiento externo que puede ser una 

cápsula de gelatina dura. El recubrimiento entérico protege el principio activo 

de la inactivación que sufre el esomeprazol en el medio ácido del estómago. La 

compañía farmacéutica AstraZeneca diseñó este nuevo sistema de entrega del 

fármaco de modo que los pellets se dosifiquen y administren en forma de 

comprimidos. [21]  

 

1.3. ESTABILIDAD DE ESOMEPRAZOL. 

Se ha investigado la estabilidad del esomeprazol en soluciones búfer. Las 

soluciones de muestra fueron protegidas de la luz. La semivida a 25ºC 

(pH=6.8) es de aproximadamente 20 horas, mientras que la cifra 

correspondiente a 37º C es de aproximadamente 10 horas. Se supone que la 

velocidad de degradación es la misma para el enantiómero y el racemato. 

 

Los datos indican que el esomeprazol y el omeprazol se degradan rápidamente 

a 25ºC (pH=7), mientras que el proceso de agotamiento es algo más lento a 

temperaturas inferiores. [22]  

Es posible conocer el comportamiento de ionización de la molécula de 

esomeprazol utilizando sus dos valores de pKa 4.71 y 8.5. 
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Figura 1. Diagrama de ionización de esomeprazol en función de pH. 

La figura número 1 indica que en el medio de trabajo búfer de fosfatos pH 6.8 

esomeprazol se encuentra principalmente en su forma ionizada por lo cual será 

más soluble. Esto se comprueba con la ecuación de Henderson-Hasselbach y 

los valores de pKa (4.71, 8.5) de esomeprazol: 

 

pH= pKa + log [BH]/[B-] 

6.8=8.5+ log [BH]/[B-]  

6.8-8.5= log [BH]/[B-] 

-1.7= log [BH]/ [B-] 

10-1.7= [B-]/ [BH] 

10-1.7 [BH] = [B-] 

Siendo que: 

[B-]+ [BH]=100% 

Al sustituir 

10-1.7 [BH] + [B-] = 100%, [B-] (10-1.7 +1) =100 

[B-] 1.02 =100 

[B-]=100 / 1.02 

[B-]= 98.03%   en forma ionizada. 

[BH]=1.96%en  forma molecular. 
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1.4. INDICACIÓN TERAPÉUTICA Y USOS CLÍNICOS  

Esomeprazol al igual que otros inhibidores de la bomba de protones se utiliza 

para la prevención y el tratamiento de las úlceras gastrointestinales. [10]  

Está indicado para la enfermedad por reflujo gastroesofagico (ERGE). 

 Tratamiento de esofagitis erosiva por reflujo. 

 Prevención de recaídas en el tratamiento a largo plazo de esofagitis 

cicatrizada. 

 Tratamiento sintomático de la ERGE. 

 

Pacientes que requieren etapa sostenida o continua con antiinflamatorios no 

asteroideos (AINES). 

 Tratamiento de síntomas gastrointestinales superiores asociados a la 

terapia con AINES. 

 Cicatrización de ulceras gástricas y duodenales asociadas a la terapia 

con AINES, incluidos AINES selectivos para COX-2.  

 Prevención en pacientes con riesgo de ulceras gástricas y duodenales 

asociadas a la terapia con AINES, incluidos selectivos para COX-2. 

 

Erradicación de Helicobacter pylori en combinación con antibióticos apropiados. 

 Cicatrización de ulcera duodenal asociada a H. pylori. 

 Prevenir recaídas en pacientes con ulceras pépticas asociadas con H. 

pylori.[23] 

 

1.5.  MECANISMO DE ACCIÓN. 

Esomeprazol magnésico, es un inhibidor de la bomba de protones, bloquea el 

paso final en la producción de ácido mediante la inhibición específica de la H (+) 

K (+) –ATPasa (bomba de ácido) en la célula parietal gástrica, suprimiendo así 

la secreción de ácido gástrico. El enantiómero S de omeprazol, parece ofrecer 

ventajas farmacocinéticas sobre el compuesto racémico, incluyendo menos 

metabolismo hepático de primer paso y un menor aclaramiento plasmático. [24] 

 

1.6.  FARMACOCINÉTICA. 

I. ABSORCIÓN Y DISTRIBUCIÓN. 

Esomeprazol es lábil al ácido y se administra generalmente como gránulos de 

capa entérica. Se ha demostrado en los estudios farmacocinéticos que la 

absorción de esomeprazol, tiene lugar en el intestino delgado. [25] 

 

La conversión in vivo al R-isómero es insignificante. La absorción de 

esomeprazol es rápida, con una concentración plasmática máxima en una a 

dos horas después de su administración. Su biodisponibilidad absoluta es de 
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64% después de una sola dosis de 40 mg y se incrementa a 89% después de 

dosis repetidas una vez al día. El volumen aparente de distribución en 

personas sanas es de aproximadamente 0.22 L/kg. La unión de esomeprazol a 

las proteínas plasmáticas es de 97% aproximadamente. El efecto de 

esomeprazol sobre la acidez intragástrica no sufre ninguna influencia no 

obstante que la ingestión de alimentos retrasa y disminuye la absorción del 

mismo. 

 

II. METABOLISMO Y EXCRECIÓN. 

Esomeprazol se metaboliza por completo a través del sistema citocromo P450 

(CYP). La mayor parte del metabolismo es dependiente de la isoforma 

CYP2C19, responsable de la formación de los metabolitos hidroxi y desmetil 

esomeprazol. La parte remanente depende de otra isoforma específica, 

CYP3A4, responsable de la formación de esomeprazol sulfona, el metabolito 

principal en el plasma. La depuración plasmática total es 17 L/h 

aproximadamente después de una sola dosis y de 9 L/h después de la 

administración repetida. Esomeprazol se elimina completamente del plasma 

entre las dosis sin que exista tendencia a la acumulación durante la 

administración de una vez al día. Los metabolitos principales de esomeprazol 

no tienen efecto sobre la secreción de ácido gástrico. Casi el 80 % de una 

dosis oral de esomeprazol es excretada como metabolitos en la orina y el 

remanente en heces. Menos del 1% del medicamento es encontrado en la 

orina.[26] 

 

1.7.  FARMACODINAMIA. 

Esomeprazol es el S-isómero de omeprazol y reduce la secreción de ácido 

gástrico a través de un mecanismo de acción específico y selectivo. Es un 

inhibidor específico de la bomba de ácido en la célula parietal. Ambos isómeros 

R- y S- de omeprazol tienen una actividad farmacodinámica similar.[26] 
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2. ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA. 

2.1. ORIGEN DE LOS ESPECTROS DE ABSORCIÓN. 

Todos los átomos y las moléculas son capaces de absorber energía, de 

acuerdo a ciertas limitaciones, las cuales dependen de la estructura de las 

sustancias. La energía se puede proporcionar en forma de radiación 

electromagnética (luz). El tipo y cantidad de luz absorbida por una molécula 

guarda relación con la estructura de la molécula; la cantidad de radiación 

absorbida está sujeta así mismo al número de moléculas que interaccionan con 

la radiación. El estudio de estas dependencias se conoce como espectroscopia 

de absorción. 

 

La espectroscopia de absorción es una de las técnicas analíticas más 

interesantes. A pesar de los nuevos avances de la química analítica 

probablemente permanecerá como un instrumento útil, debido a sus varias y 

preponderantes ventajas en la solución de muchos problemas. Estas ventajas 

incluyen rapidez, sencillez, especificidad y sensibilidad.  

 

Toda la radiación electromagnética es, de modo fundamental, similar con 

independencia de su longitud de onda, pero se han asignado distintos nombres 

a la radiación de diferentes márgenes de frecuencia .El intervalo completo de 

radiaciones se denomina espectro electromagnético y se ha caracterizado de la 

siguiente manera [27]: 

 

Tabla 5. Espectro Electromagnético. 

Regiones Intervalos de longitud de onda 

Ultravioleta Lejano 100-200 nm 

Ultravioleta 200-400 nm 

Visible 400-750 nm 

Infrarrojo cercano 0.75-4 µm 

Infrarrojo 4-25 µm 

                                  [27] 

2.2. CONCEPTOS TEÓRICOS. 

La radiación ultravioleta (UV) comprende sólo una pequeña parte del espectro 

electromagnético, que incluye otras formas de radiación como radio, infrarrojo 

(IR), cósmica y rayos X. 

La energía asociada con la radiación electromagnética se define por la 

siguiente ecuación:  

E=h v 
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Donde E es la energía (en julios), h es la constante de Planck (6.62 × 10-34 Js) 

y ν es la frecuencia (en segundos). 

 

La radiación electromagnética puede considerarse una combinación de campos 

eléctricos y magnéticos alternos que viajan por el espacio con un movimiento 

de onda. Como la radiación actúa como una onda, puede clasificarse según la 

longitud de ésta o la frecuencia, relacionadas por: 

v=c/λ 

 

Donde ν es la frecuencia (en segundos), C es la velocidad de la luz (3 × 108  

ms-1) y λ es la longitud de onda (en metros). En espectroscopia UV-visible, la 

longitud de onda normalmente se expresa en nanómetros (1 nm = 10-9 m). 

 

De las ecuaciones anteriores se deduce que radiación con longitud de onda 

más corta tiene mayor energía. En espectroscopia UV-visible, la luz UV de 

longitud de onda más pequeña tiene la energía más alta. En algunos casos, 

esta energía es suficiente para causar reacciones fotoquímicas no deseadas al 

medir los espectros. 

 

2.3. ORIGEN DE LOS ESPECTROS ULTRAVIOLETA-VISIBLE. 

Cuando la radiación interacciona con la materia, pueden ocurrir varios procesos 

como reflexión, dispersión, absorbancia, fluorescencia/fosforescencia 

(absorción y reemisión) y una reacción fotoquímica (absorbancia y rotura de 

enlaces). En general, cuando se miden espectros UV-visible, sólo es deseable 

que ocurra absorbancia.  

 

Como la luz es una forma de energía, la absorción de la luz por la materia 

causa que aumente el contenido de energía de las moléculas (o átomos). La 

energía potencial total de una molécula, generalmente se representa como la 

suma de sus energías electrónica, vibración y rotacional: 

 

E total=E electrónica* E vibracional * E rotacional. 

 

La cantidad de energía que una molécula posee en cada forma no es un 

continuo, sino una serie de niveles o estados discretos. Las diferencias de 

energía entre los diferentes estados siguen el orden: 

 

E electrónica ˃E vibracional ˃E rotacional. 

 

En algunas moléculas y átomos, los fotones de luz UV y visible tienen 

suficiente energía para causar transiciones entre los diferentes niveles. La 

longitud de onda de la luz absorbida es aquella que tiene la energía requerida 

para mover un electrón desde un nivel de energía inferior a uno superior. [28] 
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2.4. TRANSMITANCIA Y ABSORBANCIA. 

Cuando la luz atraviesa o se refleja en la muestra, la cantidad de luz absorbida 

es la diferencia entre la radiación incidente (Io) y la transmitida (I). La cantidad 

de luz absorbida se expresa como transmitancia o absorbancia. La 

transmitancia normalmente se da en términos de una fracción de 1 o como 

porcentaje, y se define como se indica a continuación:  

T=I/I0  ó %T= (I/I0)*100 

 

La absorbancia se define como la cantidad de energía radiante absorbida por 

una sustancia pura o en solución. Matemáticamente, corresponde al logaritmo 

negativo de la transmitancia, la transmitancia expresada como fracción decimal 

%T, transmitancia expresada como porcentaje.  

A = - log T = 2 – log %T 

Pero. T = I /I0 = 10-abc 

Luego A = - log (I/ I0) = - log 10-abc 

A = a b c 

 

Esta ecuación indica que la absorbancia es una función lineal de la 

concentración, donde a es una constante de proporcionalidad llamada 

absortividad. La magnitud de a depende de las unidades de b y c. Si la 

concentración c está expresada en moles por litro y la longitud de la cubeta b 

en centímetros, la constante a recibe el nombre de absortividad molar (ε). [29]  

A = ε b c 

 

Para la mayoría de las aplicaciones se utilizan valores de absorbancia, ya que 

la relación entre ésta y tanto la concentración como el paso óptico es, 

normalmente lineal. [28] 

 

2.5. ANÁLISIS CUANTITATIVO. 

Los principios que rigen la absorción de la radiación se aplican a todas las 

regiones del espectro electromagnético. La absorción se mide determinando la 

disminución de potencia experimentada por un haz de radiación como 

resultado de las interacciones con las especies absorbentes situadas en la 

trayectoria de dicho haz. 

 

I.  LEY DE LAMBERT. 

Esta ley establece que cuando pasa luz monocromática por un medio 

homogéneo, la disminución de la intensidad del haz de luz incidente es 

proporcional al espesor del medio, lo que equivale a decir que la intensidad de 

la luz transmitida disminuye exponencialmente al aumentar aritméticamente el 

espesor del medio absorbente. 
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La siguiente relación matemática da cuenta de esta ley: 

I/I0  = e-k b 

 

Donde Io es la intensidad incidente, I es la intensidad transmitida, e es la base 

de los logaritmos naturales, k es una constante, cuyo valor depende de la 

naturaleza  del soluto, longitud de onda de luz incidente naturaleza del medio y 

b es el paso óptico (normalmente en centímetros). [28] 

II. LEY DE BEER.  

La ley de Beer es idéntica a la ley de Lambert, excepto porque está expresada 

en términos de la concentración. La cantidad de luz absorbida es proporcional 

al número de moléculas absorbentes por las que pasa la luz. 

  

La intensidad de un haz de luz monocromática disminuye exponencialmente al 

aumentar aritméticamente la concentración de la sustancia absorbente, cuando 

este haz pasa a través de un medio homogéneo.  

I/I0  = e-K´C 

 

Donde Io es la intensidad incidente, I es la intensidad transmitida, e es la base 

de los logaritmos naturales, k es una constante, cuyo valor depende de la 

naturaleza del soluto, longitud de onda de luz incidente naturaleza del medio y 

C la concentración del soluto. [29] 

 

III. LEY DE LAMBERT-BEER. 

Combinando las dos leyes se obtiene la ley Beer-Bouguer-Lambert: 

T=I/I0  = e-kbc 

 

Donde c es la concentración de las especies absorbentes (normalmente 

expresada en gramos por litro o miligramos por litro). Esta ecuación puede 

transformarse en una expresión lineal tomando el logaritmo y, normalmente, se 

expresa en la forma decádica: 

 

A = –log T = –log (I ⁄ Io) = log (Io ⁄ I) = εbc 

 

Donde ε es la absorción molar o coeficiente de extinción. Esta expresión se 

conoce como ley de Beer.  

 

El coeficiente de extinción (ε) es característico de una sustancia en condiciones 

definidas de longitud de onda, disolvente y temperatura. En la práctica, el 

coeficiente de extinción medido también depende de las características del 

instrumento utilizado. Por esta razón, normalmente no se utilizan valores 

predeterminados del coeficiente de extinción para análisis cuantitativo. En su 
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lugar, se construye una curva de calibración o curva de trabajo para la 

sustancia a analizar, utilizando una o dos disoluciones patrón con 

concentraciones conocidas del analito. 

 

Para transiciones electrónicas, la diferencia de energía entre los estados 

fundamentales y excitados, es relativamente grande. Por tanto, a temperatura 

ambiente, es muy probable que todas las moléculas estén en estado 

electrónico fundamental. La absorción y vuelta al estado fundamental, son 

procesos rápidos y el equilibrio se alcanza muy rápidamente. Por consiguiente, 

la absorción de luz UV-visible es cuantitativamente muy exacta. La simple 

relación lineal entre la absorbancia y la concentración y la relativa facilidad de 

medida de la luz UV-visible, ha hecho de la espectroscopia UV-visible la base 

de miles de métodos analíticos cuantitativos. 

 

2.6. REQUISITOS DE LA MUESTRA A ANALIZAR. 

Para resultados exactos, la muestra a analizar debe contener sólo el 

componente absorbente para el que se ha realizado la calibración. Si la 

muestra es una disolución, debe utilizarse como blanco el disolvente puro. 

 

Puede que sea posible corregir una interferencia con una segunda longitud de 

onda. [28] 

 

Las cantidades espectroscópicas que se miden son las transmitancia, T, donde 

T=I/I0 y la absorbancia A, donde A=Log (1/T). La ley de Beer se expresa más 

frecuentemente por la siguiente ecuación:  

A=a b c 

Que establece que la absorbancia A de una solución es directamente 

proporcional a la concentración, c, del soluto absorbente .La absortividad, a, es 

una constante de proporcionalidad que es independiente de la concentración, 

paso de luz e intensidad de la radiación incidente. La absortividad depende de 

la temperatura, disolvente, estructura molecular, longitud de onda de la 

radiación. Las unidades de a se determinan apartir de las de b y c .Cuando b 

esta en cm y c en gramos por litro la absortividad se expresa en litros por 

gramo centímetro. [28] 

 

Se determina un espectro de absorción midiendo la absorbancia o 

transmitancia de una solución como función de la longitud de onda o frecuencia 

de la luz. Los espectros visibles y ultravioleta se representan más a menudo 

como trazados de la absorbancia (eje de ordenadas) respecto a la longitud de 

onda. 
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Si a una serie de soluciones de una sustancia en diferentes concentraciones se 

mide la absorbancia a la misma longitud de onda, temperatura y condiciones de 

disolución y se representan en un grafico la absorbancia de cada solución en 

función de su concentración, se obtendrá por lo general, una línea recta que 

pasa por el origen, de acuerdo con la ecuación (A=a b c). Este gráfico se 

denomina trazado de la línea de Beer, y si la línea es recta se dice que cumple 

con la ley de Beer en el margen de concentración investigado. 

 

La longitud de onda seleccionada para la determinación de la absortividad es 

usualmente la longitud máxima (λ máx.) por dos razones:   

 

1. La sensibilidad máxima se alcanza trabajando en el máximo de la 

banda, puesto que una concentración dada produce señal más fuerte a 

esta longitud de onda. 

2. La variación de la absorbancia para pequeños cambios de la longitud de 

onda es mínima en el máximo de la banda (a menos que la banda sea 

en extremo pronunciada).[28] 

 

2.7. LINEALIDAD Y DESVIACIONES DE LA LEY DE LAMBER-BEER. 

Por encima de 3 unidades de absorbancia un instrumento monocromador 

comienza a desviar la linealidad verdadera. Esto se debe principalmente a la 

luz dispersa inherente al sistema del monocromador. La luz borrosa se puede 

definir como la cantidad de luz presente en un haz luminoso de longitudes de 

onda no analíticas. Así por ejemplo, si el instrumento está leyendo a 500 nm (la 

longitud de onda analítica), entonces cualquier luz presente desde otras 

longitudes de onda se llama luz extraviada. 

 

El detector del instrumento ve todos los fotones que pasan a través de la 

muestra y por lo tanto no puede discriminar entre la luz analítica y la luz 

dispersa. La luz borrosa está presente como una como una cantidad constante 

(por ejemplo 0.1% de la luz total) esta significaría que a 3 unidades de 

absorbancia (0.1% T) el detector ve una cantidad igual de luz analítica y 

dispersa (suponiendo que la muestra no esta absorbiendo ninguna de la luz 

dispersa). 

 

La luz perdida puede deberse a inter reflexiones entre espejos en la óptica del 

instrumento, así como fugas de la luz en el compartimiento de la muestra. 

Además de la luz dispersa, hay algunos factores que pueden afectar la 

linealidad. 

 

La no linealidad puede ocurrir si la muestra se dispersa. La dispersión es 

inespecífica y es pronunciada en longitudes de onda más bajas. Una muestra 

que ha sido afectada por la dispersión es fácil de diagnosticar ya que toda la 
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absorbancia del espectro será elevada. Es una técnica propensa a 

interferencias, particularmente en matrices biológicas .Esto se debe a que 

muchos compuestos tienen un espectro de absorción y esto significa que la 

matriz de fondo también posee una absorbancia. [30] 

 

3. DISOLUCIÓN. 

3.1. PROCESO DE DISOLUCIÓN  

La disolución se define como el proceso mediante el cual una cantidad de 

fármaco entra en solución por unidad de tiempo bajo condiciones 

estandarizadas. El primer objetivo de las pruebas de disolución es ser usado 

como una herramienta para evaluar biodisponibilidad de un fármaco así como 

para demostrar bioequivalencia. Los datos de biodisponibilidad y 

bioequivalencia obtenidos resultados de la prueba de disolución se pueden 

utilizar para guiar el desarrollo de una nueva formulación, el desarrollo y 

optimización de procesos, así como para la asegurar la continuidad en la 

calidad del producto. Además la disolución es un requisito para la aprobación 

reglamentaria de la comercialización de productos. [31] 

 

El proceso de disolución es el paso de las moléculas o iones del estado sólido 

a una solución. La solubilidad de una sustancia es la determinada cantidad de 

la misma que pasa a la solución cuando se establece el equilibrio entre la 

solución y la sustancia en exceso (sin disolver). Se dice que la solución 

obtenida de estas condiciones esta saturada. [32] 

 

Para determinar la velocidad de disolución de fármacos en preparados sólidos 

en condiciones estandarizadas, deben considerarse diversos procesos 

fisicoquímicos acerca de la disolución. Estos incluyen las características de 

humidificación de los preparados sólidos, la capacidad de penetración del 

medio de disolución en los preparados, el proceso de hinchamiento, la 

desintegración y la desagregación. En la figura no 2 se observa el esquema 

que Wagner propuso para describir los procesos involucrados en la disolución 

de preparados sólidos. 
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Figura 2. Diagrama esquemático de Wagner, que ilustra los procesos 

involucrados en la disolución de preparados sólidos.[33] 

 

Carstensen mencionó que la humidificación de la superficie de los preparados 

sólidos controla el acceso del líquido hacia la superficie del sólido y muchas 

veces es el factor limitante del proceso de disolución. La velocidad de la 

humidificación depende directamente de la tensión superficial en la interfase 

(tensión interfásica) y el ángulo de contacto entre la superficie sólida y el 

líquido. 

 

Una vez que el preparado sólido se ha desintegrado en gránulos o agregados, 

las características de penetración desempeñan un papel primario en el proceso 

de desagregación, el gran tamaño de los poros facilita la penetración pero si es 

demasiado grande puede inhibir la penetración por disminución de la tensión 

interna. 

 

Una vez que se produce la desagregación y dislocación de las partículas del 

fármaco quedan expuestas al medio de disolución dando lugar al proceso de 

disolución. [33] 

 

3.2. TEORÍA DE LA DISOLUCIÓN, MODELO DE CAPA DE DIFUSIÓN 

(TEORÍA DE PELÍCULA). 

En 1897 Noyes y Whitney desarrollaron una ecuación sobre la base de la 

segunda ley de Fick para describir el fenómeno de la disolución. 
  

  
=K (Cs-Ct) 
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Donde dc/dt es la velocidad de disolución del fármaco, K es la constante de 

proporcionalidad, Cs es la concentración de saturación (solubilidad máxima).Ct 

es la concentración en el tiempo y Cs-Ct es el gradiente de concentración.   

 

La constante de proporcionalidad, K, también es denominada constante de 

disolución. 

Brunner y Tolloezko modificaron la ecuación para incorporar el área de 

superficie, S. como una variable separada.  
  

  
=KS (Cs-Ct) 

Para explicar el mecanismo de la disolución Nernst propuso la teoría del 

modelo de película. Bajo la influencia de fuerzas no reactivas o químicas, una 

partícula sólida sumergida en un líquido es sometida a dos pasos consecutivos: 

 

1. La solución del sólido en la interfase, con la formación de una delgada 

capa estática o película h alrededor de la partícula. 

2. La difusión desde esa capa en el límite con la masa del líquido. 

 

El primer paso, la solución es casi instantáneo; el segundo, la difusión es 

mucho más lento y por lo tanto es el paso limitante de la velocidad. [33] 

En primer lugar, se produce una reacción superficial que da lugar a la liberación 

de moléculas de soluto de la fase sólida. Esto implica un cambio de fase, de 

manera que las moléculas de sólido se convierten en moléculas de soluto en el 

disolvente en el que se disuelve el cristal. La solución en contacto con el sólido 

se saturará.  

Las moléculas de soluto deben migrar a través de las capas limítrofes que 

rodean el cristal hacia la parte principal de la solución. Este paso implica el 

transporte de las moléculas lejos de la superficie de unión sólido-líquido hacia 

la parte principal de la fase liquida por difusión o convección. Los estratos 

limítrofes son capas de líquido estáticas o de movimiento lento que rodean 

todas las superficies sólidas húmedas. Se produce una transferencia de masa 

más lenta a través de capas estáticas o de movimiento lento, que inhiben el 

movimiento de las moléculas del soluto desde la superficie del sólido a la parte 

principal de la solución. Por consiguiente la concentración de la solución en 

capas limítrofes varia y pasa de la saturación en la superficie del cristal a la 

igualdad con la de la principal de la solución en su límite más externo. [32] 
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3.3. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA VELOCIDAD DE 

DISOLUCIÓN. 

El papel del proceso de disolución en la eficiencia de una forma farmacéutica 

sólida (comprimido, cápsula, etc.) ha sido objeto de investigaciones en las 

últimas décadas. El proceso de absorción de fármacos a nivel gastrointestinal 

está controlado con la velocidad con que este se disuelve en los medios 

fisiológicos que allí se encuentran, ya que el mecanismo más generalizado de 

absorción es el de difusión pasiva de las moléculas disueltas, especialmente 

bajo su forma no ionizada, a través del epitelio gastrointestinal.[33] 

 

Los estudios de disolución son herramientas útiles solo si los resultados de las 

pruebas son consistentes. Para lograr reproducibilidad las variables que 

influencian la prueba deben ser altamente comprendidas y controladas en la 

medida posible. 

 

La velocidad de disolución es influenciada  por muchos factores. La variedad 

de factores que pueden afectar  la velocidad de disolución in vitro  es 

considerable: 

1. Factores relacionados a las propiedades fisicoquímicas del fármaco: 

 Solubilidad. 

 Polimorfismo. 

 Estado amorfo y de solvatación. 

 Naturaleza Química; ácido libre, base libre o forma de sal. 

 Complejación  

 Tamaño de partícula. 

 Impurezas. 

 

2. Factores relacionados con  formulación del producto: 

 Excipientes. 

 Proceso de manufactura. 

 Tamaño de gránulo y distribución del tamaño. 

 Fuerza de compresión y velocidad de compresión (tabletas) 

 Composición y propiedades de la superficie de la cápsula. 

 Porosidad  

 Uso de recubrimiento (grajeas, formas de liberación controlada). 

 

3. Factores relacionados con la forma farmacéutica:  

 Condiciones de almacenamiento de la forma farmacéutica. 

 Edad de la forma farmacéutica. 
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4. Factores Ambientales relacionados con la técnica de disolución: 

 Intensidad de agitación, velocidad y tipo de fluido, factores geométricos. 

 Gradiente de concentración (p.ej. la diferencia de concentración entre la 

solubilidad del fármaco en el medio de disolución  y la concentración 

promedio en el seno del fluido). 

 Composición del medio de disolución: pH, fuerza iónica, viscosidad, 

tensión superficial, etc. Todos son importantes y están determinados por 

la composición del medio. 

 Temperatura del medio de disolución. 

 Gases disueltos en el medio.[34] 

 

4. SISTEMA DE CLASIFICACIÓN BIOFARMACÉUTICA. 

El Sistema de Clasificación Biofarmacéutica (BCS), publicado por Gordon 

Amidon y Cols. en 1995, se basa en un sólido fundamento científico para 

clasificar un fármaco considerando los parámetros de solubilidad y 

permeabilidad, factores estrechamente relacionados con el proceso de 

absorción, y plantea como objetivo, la posibilidad de establecer correlaciones in 

vitro-in vivo que permitan sustituir los ensayos realizados en humanos por 

ensayos de disolución in vitro, de acuerdo con la clasificación obtenida para el 

fármaco.[35] 

 

EI sistema de clasificación biofarmacéutica esta basado en la solubilidad 

acuosa y en la permeabilidad intestinal del principio activo cuando las 

propiedades de los principios activos se evalúan en conjunto con la disolución 

de la forma farmacéutica, el BCS tiene en cuenta tres factores importantes que 

rigen la velocidad y grado de absorción del fármaco a partir de formas 

farmacéuticas de liberación inmediata. De acuerdo a la solubilidad y 

permeabilidad de la forma farmacéutica, el fármaco se ubica en una de las 

cuatro clases siguientes: 

 

 Clase 1: alta solubilidad, alta permeabilidad. 

 Clase 2: baja solubilidad, alta permeabilidad. 

 Clase 3: alta solubilidad, baja permeabilidad. 

 Clase 4: baja solubilidad, baja permeabilidad. 

 

EI uso del BCS se ha convertido en un medio para documentar la 

bioequivalencia sin efectuar un estudio in vivo. [36] 

 

Según sea la solubilidad o la permeabilidad del fármaco el factor limitante, se 

define cuál de ellas determina el proceso de absorción, lo cual permite 

relacionar la clasificación del fármaco con la posibilidad de establecer 

correlaciones in vitro-in vivo (CIVIV). Al momento de realizar la clasificación se 
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deben conocer los límites a los que se hace referencia en cada uno de los 

casos, tanto para la solubilidad como para la permeabilidad los cuales se 

encuentran establecidos por la OMS y las guías de la FDA.  

 

 Solubilidad: se considera de alta solubilidad, cuando el fármaco en su 

mayor dosis (recomendada por la OMS o disponible en el mercado como 

forma sólida oral) es soluble en 250 mL o menos de medio acuoso en un 

rango de pH de 1.20 a 7.5, según la FDA, y de 1.2 a 6.8, según la OMS. 

 Permeabilidad: se clasifica como altamente permeable, si la cantidad 

absorbida en humanos es mayor al 85%, según la OMS, y 90%, según 

la FDA.[35] 

 

Una correlación in vitro-in vivo es probable cuando la disolución de la forma 

farmacéutica es el paso limitante y el principio activo posee alta permeabilidad. 

[37] 

 Clase I. Fármacos de alta solubilidad y alta permeabilidad. 

 

En este caso el principio activo se absorbe bien y el paso limitante de la 

velocidad de absorción podría ser el vaciamiento gástrico si la disolución es 

muy rápida.  

Para formas farmacéuticas de liberación inmediata que se disuelven muy 

rápidamente, la velocidad de absorción estará controlada por la velocidad del 

vaciamiento gástrico y en este caso no se espera que se presente correlación. 

 

 Clase II. Fármacos de baja solubilidad y alta permeabilidad. 

 

En esta clase la velocidad de absorción es mayor que la de disolución, y es 

ésta la que controla la velocidad de absorción in vivo (con excepción de 

medicamentos con dosis muy elevadas). Para este grupo de fármacos, la 

absorción normalmente es más baja que para los de la clase I. Ya que los 

cambios de los contenidos luminales y de las membranas a lo largo del 

intestino y a que mayor porción de éste se encuentra expuesto al fármaco, el 

perfil de disolución determina el perfil de concentración a lo largo del intestino, 

durante un tiempo mucho mayor. Por tanto, el proceso de absorción ocurre 

durante un tiempo más prolongado. Los perfiles obtenidos son más 

dependientes del tipo de formulación que se tenga y de las condiciones in vivo, 

por lo que estos factores son incidentes a la hora de obtener una buena 

correlación. Para los medicamentos con esta clase de fármacos es posible 

obtener CIVIV lineales de nivel A, con medios biorrelevantes. 
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 Clase III. Fármacos de alta solubilidad y baja permeabilidad. 

 

Para este tipo de principios activos, la permeabilidad es el paso limitante de la 

absorción. En este caso, tanto la velocidad como la cantidad absorbida del 

fármaco pueden ser muy variables, pero si la disolución es rápida esta 

fluctuación se deberá a la variabilidad en el TGI, los contenidos luminales y a la 

permeabilidad de la membrana, más que a factores dependientes de la forma 

farmacéutica. Es posible obtener CIVIV, según la velocidad de disolución. 

 

 Clase IV. Fármacos de baja solubilidad y baja permeabilidad. 

 

Los principios activos pertenecientes a esta clase presentan problemas 

significativos para una liberación oral efectiva. Difícilmente se pueden obtener 

CIVIV. Considerando lo explicado, finalmente es importante definir cuándo un 

fármaco formulado en una forma farmacéutica de liberación inmediata, de 

administración oral, puede ser eximido de los estudios in vivo (bioexención).  

 

Esto es deseable, por ejemplo, cuando se quiere establecer una 

bioequivalencia o cuando se quiere demostrar que algún cambio realizado a la 

formulación o al proceso de manufactura no tiene marcada incidencia en la 

biodisponibilidad, evaluada inicialmente in vivo. 

 

Al clasificar un fármaco en el BSC, se tiene la posibilidad de acceder a una 

bioexención, de acuerdo con su clasificación. Actualmente se puede solicitar 

bioexención en los siguientes casos: 

 

1. Fármacos clasificados en la categoría 1. 

2. Fármacos clasificados en la categoría 2: para aquellos que son 

ácidos débiles, que requieran 250 mL o menos para disolver la dosis 

a pH 6,8, el medicamento debe ser de disolución rápida y los perfiles 

de disolución entre el comparador y el comparado, muy similares en 

el rango de pH establecido. 

3. Fármacos clasificados en la categoría 3, siempre y cuando la 

velocidad de disolución del medicamento (tanto el comparado como 

el comparador) sea muy rápida.[35] 

 

5. PERFILES DE DISOLUCIÓN. 

La disolución de los ingredientes activos es de suma importancia para el éxito 

de una forma farmacéutica. Las pruebas de disolución son una herramienta 

para evaluar el cumplimiento de las formas de dosificación .Además los perfiles 

de disolución in-vitro pueden utilizarse para predecir  modelos de correlación in 

vitro-in vivo. [38] 
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Un perfil de disolución es la determinación experimental de la cantidad de 

fármaco disuelta a diferentes tiempos, en condiciones experimentales 

controladas, a partir de la forma farmacéutica. [39] 

El proceso de absorción de un fármaco contenido en una forma farmacéutica 

sólida, después de la administración oral depende, entre otros aspectos, de la 

liberación del principio activo del producto y de su disolución o solubilización en 

las mismas condiciones fisiológicas. Debido a la naturaleza de estos factores la 

evaluación de la velocidad de disolución invitro puede ser una predicción del 

comportamiento in vivo, siempre y cuando el paso limitante para la absorción 

sea la disolución. 

 

Las pruebas de disolución farmacopeicas son pruebas limite puntuales, estas 

únicamente evalúan la cantidad de principio activo disuelto en un tiempo de 

determinado y el criterio de aceptación es útil para el control de calidad del 

medicamento, pero no proporciona información sobre la velocidad a la cual el 

fármaco se disuelve. 

 

Un perfil de disolución considera diversos tiempos de muestreo, lo que permite 

establecer velocidad de disolución. Para comparar los perfiles de disolución se 

utiliza el factor de similitud (f2) que es un factor puntual que proviene de un 

modelo matemático y permite relacionar a través de una transformación 

logarítmica la semejanza entre los perfiles de disolución de los medicamentos 

de referencia y de prueba. Esta aproximación es válida bajo las siguientes 

consideraciones: 

 

1. Los tiempos de muestreo son los mismos para ambos productos. 

2. Al menos se tienen 3 o 4 tiempos de muestreo. La norma establece 5 

tiempos para lograr la mejor caracterización de la curva. 

3. Los perfiles de disolución se realizan exactamente en las mismas 

condiciones operacionales. 

4. El coeficiente de variación del porciento disuelto no es mayor que el 20% 

para el primer tiempo de muestreo y no es mayor de 10 % para los 

tiempos subsecuentes. 

5. La curva de disolución se evalúa en su parte ascendente y en su 

meseta. 

Este modelo, mediante la prueba de f2 evalúa la similitud de todo el perfil del 

producto de prueba en relación con el producto de referencia. Si el valor de f2, 

es igual o mayor que 50 (entre 50 y 100), los perfiles son similares; es decir; 

demostrar similitud de los perfiles, el valor obtenido de f2, no es menor que 50. 

[40] 
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5.1. APARATOS DE DISOLUCIÓN.  

El procedimiento de disolución requiere de un aparato, un medio de disolución 

y condiciones de prueba que provean un método discriminatorio lo 

suficientemente resistente y reproducible para las operaciones diarias y capaz 

de ser transferido a otros laboratorios. [41] 

Las propiedades físicas y químicas de un fármaco, así como la formulación 

juegan un papel importante en la selección del aparato para la prueba de 

disolución, especialmente en el caso de compuestos poco solubles. [38] 

Los perfiles de disolución se realizaron utilizando el aparato 4 USP, mientras 

que la validación del método se realizó en el aparato 2 USP. 

I. APARATO 2 PALETAS. 

El aparato consiste de: un vaso, con o sin tapa, de vidrio u otro material inerte y 

transparente; un motor; un eje propulsor metálico un elemento de agitación de 

paleta compuesto por un aspa y un eje. El vaso está parcialmente sumergido 

en un baño de agua adecuado de cualquier dimensión conveniente o recibe 

calor de un dispositivo adecuado, como una camisa de calentamiento. Durante 

el transcurso de la prueba, el baño de agua mantienen la temperatura en el 

interior del vaso a 37 ± 0.5ºC y garantizan que el fluido del baño se mantenga 

en movimiento suave y constante. [42] 

 

II. APARATO 4  CELDA DE FLUJO CONTINUO. 

El equipo se compone de un depósito y una bomba para el medio de 

disolución, una celda de flujo continuo y un baño que mantiene el medio de 

disolución a 37º C. La bomba desplaza el medio de disolución a través de la 

celda de flujo en dirección ascendente. La bomba tiene un intervalo de 

operación de 240 ml y 960 ml por hora y las velocidades de flujo estándares 

son de 4 ml, 8 ml, y 16 ml por minuto. [42] 

Con el aparato de paleta o cesta el volumen se limita a la capacidad de los 

vasos (1, 2 o 4 L). El desarrollo de la celda de flujo continuo se produjo en un 

intento por proporcionar un ambiente hidrodinámico controlado y una corriente 

de disolvente renovable en la muestra. [43] 

 

El Aparato 4 USP se utiliza para productos de liberación controlada permite una 

extracción continua del fármaco, simulando la absorción a la circulación 

sistémica, al generar un flujo intermitente del medio de disolución hacia la celda 

en donde se encuentra la forma farmacéutica a evaluar. Es posible utilizar el 

Aparato 4 USP como un sistema abierto que trabaja bajo condiciones “sink” o 

de “no saturación” lo que facilita la disolución de fármacos poco solubles.  
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Adicionalmente, el Aparato 4 USP permite el recambio continuo del medio de 

disolución a lo largo de la prueba en un intervalo de valores de pH de 

relevancia fisiológica. [44] 

 

Debido a que la forma de dosificación se aísla del medio, el muestreo y los 

cambios no perturban la hidrodinámica dentro de la celda. [45]  

 

El aparato de celda de flujo ha ganado aceptación reciente en el mundo de la 

disolución debido a su versatilidad en la prueba de nuevas formas de 

dosificación en la que el aparato de disolución tradicional y los métodos han 

fallado. Formas de dosificación que incluyen solubles y comprimidos de 

liberación prolongada, microesferas, suspensiones, implantes, cápsulas de 

gelatina blanda y polvos. [46] 

 

5.2. CONDICIONES PRUEBA.   

EI procedimiento de disolución requiere de un aparato, un medio de disolución 

y condiciones de prueba que provean un método discriminatorio lo 

suficientemente resistente y reproducible para las operaciones diarias y capaz 

de ser transferido entre laboratorios. 

 

I. MEDIO DE DISOLUCIÓN. 

Los datos físicos y químicos para el fármaco y la unidad de dosificación deben 

de determinarse antes de seleccionar el medio de disolución. Dos propiedades 

claves del producto farmacéutico son la solubilidad y la estabilidad del fármaco 

en solución en función del valor de pH. Cuando se selecciona la composición 

del medio se debe evaluar la influencia de las soluciones amortiguadoras, el 

valor del pH y los surfactantes respecto a la solubilidad y estabilidad del 

fármaco. Las propiedades claves de la unidad de dosificación que pueden 

afectar la disolución incluyen el mecanismo de liberación (inmediato, retardado 

o modificado) y la velocidad de desintegración afectados por la dureza, la 

friabilidad, la presencia de potenciadores de solubilidad y otros excipientes. 

Por lo general cuando se desarrolla un procedimiento de disolución, la meta es 

tener condiciones de exceso de medio. [41] 

Las caracteristicas de la disolución de una formulación oral deben evaluarse en 

el rango de pH fisiológico entre 1.2 y 6.8 (de 1.2 a 7.5 para las formulaciones 

de liberación modificada). Durante el desarrollo del método, podría ser de 

utilidad que se mida el pH antes y después de una corrida para determinar si el 

pH cambia durante la prueba. En lo posible la selección de las condiciones más 

adecuadas para las pruebas de rutina se basan en la capacidad de 

discriminación, la dureza, la estabilidad del analito en el medio de prueba y la 

relevancia en función del desempeño in vivo. [41] 
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II. VOLUMEN. 

Para aparatos con canastillas o paletas, el volumen del medio de disolución 

normal mente se encuentra entre 500 mL a 1000 mL, siendo 900 mL el 

volumen más común. Puede aumentarse el volumen entre 2 y 4 L, empleando 

recipientes más grandes y dependiendo de la concentración y de la condición 

de exceso de medio del fármaco; el empleo de este procedimiento debe 

justificarse. 

 

III. DESGASIFICACIÓN 

Se debe determinar la importancia de la desgasificación del medio ya que las 

burbujas de aire pueden interferir con los resultados de la prueba al actuar 

como una barrera para la disolución si las burbujas están en presentes en la 

unidad de dosificación o en la malla de la canastilla. Más aun, las burbujas 

pueden causar que las partículas se adhieran a las paredes del vaso y del 

aparato. Por otra parte, las burbujas en la unidad de dosificación pueden 

aumentar la flotabilidad, lo que ocasiona el aumento de la velocidad de 

disolución o la disminución de la superficie especifica disponible produciendo 

una disminución en la velocidad de la disolución.  

 

Los pasos típicos incluyen calentamiento del medio, filtración y vacío durante 

un corto periodo. Usualmente no se desgasifican los medios que contengan 

surfactantes ya que el proceso genera demasiada espuma. Para determinar si 

es necesario desgasificar un medio, se deben comparar resultados de las 

muestras de disolución corridas con un medio no desgasificado y con otro 

medio desgasificado. [41]  

 

Un método para eliminar los gases disueltos es el siguiente: calentar: el medio, 

mezclando suavemente hasta aproximadamente 41ºC; inmediatamente filtrar al 

vacío utilizando un filtro con tamaño de poro de 0.45 μm o menor, mezclando 

vigorosamente y continuar mezclando al vacio durante aproximadamente 5 

minutos. También se puede emplear otra técnica de desgasificación validada 

para eliminar los gases disueltos. [42] 

 

IV. ENZIMAS 

EI uso de enzimas en el medio de disolución esta permitido cuando la 

disolución no cumpla con los requisitos debido al entrecruzamiento en cápsulas 

de gelatina o productos con cubiertas de gelatina. [41]  

 

Si se trata de cápsulas de gelatina dura o blanda, o de tabletas recubiertas con 

gelatina que no cumplen con las especificaciones de disolución, repetir la 

prueba del siguiente modo: cuando se especifique agua o un medio con un pH 
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inferior a 6.8 como medio en la monografía individual, se puede emplear el 

mismo medio especificado agregando pepsina purificada de forma que la 

actividad resultante sea igual o menor a 750000 unidades por 100 ml. Para 

medios con un pH igual o mayor a 6.8 se puede agregar pancreatina de forma 

que la actividad de proteasa sea de no más de 1750 unidades USP por 100 ml. 

[42] 

 

6. VALIDACIÓN DE MÉTODOS ANALÍTICOS. 

Los estudios de validación son aplicables a las pruebas analíticas, los equipos, 

los sistemas y servicios del establecimiento (como aire, agua, vapor) y 

procesos (como el de fabricación, limpieza, esterilización, llenado estéril, 

liofilización, etc.).  

 

El proceso de validación exige el tratamiento estadístico para el manejo y 

análisis de los datos permitiendo juicios con criterio que llevan a una correcta 

evaluación. Para hablar de validación es necesario conocer su significado. [ 2] 

 

Los métodos analíticos utilizados para evaluar la calidad de los productos 

farmacéuticos, están sujetos a varios requisitos de acuerdo con la normatividad 

vigente, así como, con otros documentos normativos nacionales e 

internacionales. [46] 

 

La guía del colegio de Químicos Farmacéuticas Biólogos define un método 

analítico como la descripción de la secuencia de actividades, recursos 

materiales y parámetros que se deben cumplir, para llevar a cabo el análisis de 

un componente específico (analito) de una muestra. La validación es el proceso 

por el cual se demuestra, por estudios de laboratorio, que la capacidad del 

método satisface los requisitos para la aplicación analítica deseada; esta 

actividad se justifica por los siguientes aspectos: 

 

 Moral y Ética. 

 Aseguramiento de calidad. 

 Económica. 

 Regulatoria. [47]  

FDA define la validación de métodos como el proceso por el cual se demuestra 

que los procedimientos analíticos son aptos para el uso adecuado. 

  

La USP define la validación de un procedimiento analítico como el proceso que 

se establece, mediante estudios en laboratorio, que las características de 

desempeño del procedimiento cumplen los requisitos para las aplicaciones 

analíticas previstas. [48] 
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El objeto de la validación de un procedimiento analítico es demostrar que es 

adecuado para la finalidad prevista, determinada por medio de pruebas 

experimentales bien documentadas. [49] 

 

6.1. TIPOS DE VALIDACIÓN 

Para validar un proceso, es indispensable disponer de un diseño experimental 

apropiado, de una metodología adecuada y de un tratamiento estadístico 

apropiado a los datos obtenidos experimentalmente. Esta metodología debe 

ser aplicada a cada uno de los factores críticos contemplados dentro del 

proceso productivo. [49] 

 

I. PROSPECTIVA 

Esta se lleva a cabo durante el proceso de desarrollo y es el resultado de un 

análisis de riesgo en el proceso de producción .Se basa en la planificación o 

plan maestro, en donde se detallan y estudian todos los pasos a realizar, desde 

lotes de producción a escala piloto, hasta el primer lote de fabricación 

industrial. La validación prospectiva de un proceso, conlleva previamente a 

asegurar formalmente que ciertas operaciones y procedimientos han sido 

terminados satisfactoriamente. [2] 

 

Consiste en establecer evidencia documentada de que un proceso cumple con 

sus propósitos basados en un protocolo experimental de validación pre 

planeado. Este tipo de validación se asume normalmente siempre que una 

nueva fórmula, proceso y/o instalaciones deben ser validados antes de iniciar la 

rutina de producción. [49].  

 

Se realiza antes de que el producto salga al mercado y demuestra que las 

operaciones se encuentran bajo control. 

 

II. CONCURRENTE 

Se define como el establecimiento de un programa documentado que 

proporciona con un alto grado de seguridad de que un proceso especifico 

producirá consistentemente una forma farmacéutica que lleva las 

especificaciones predeterminadas y los atributos de calidad y que se sustenta 

en datos o información obtenidos a partir de un proceso que se encuentra en 

marcha, o en el cual se ha introducido alguna variación. Se realiza cuando un 

producto se fabrica industrialmente para su salida comercial. [2] 

 

La validación concurrente está basada en los datos recogidos durante la 

ejecución efectiva de un proceso que ya se ha implementado en una planta de 

producción. En esta situación, los datos de validación se reúnen durante varios 
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ciclos del proceso continuo y se evalúan para determinar si éste es válido. Se 

debe redactar un protocolo para definir la información que ha de recogerse y 

evaluarse. Esté método puede ser adecuado para los fabricantes que llevan 

mucho tiempo establecidos y que tienen un proceso de fabricación bien 

controlado. [50] 

 

III. RETROSPECTIVA 

Es la que se realiza para un producto que ya se viene fabricando 

habitualmente, cuyo proceso no ha sufrido cambios que obliguen a su 

revalidación y que se efectúa a través del estudio y análisis de datos históricos 

del producto y del proceso. [ 2] 

 

Establece evidencia documentada basada sobre la revisión y análisis de 

información histórica, el objetivo es demostrar que un proceso se ha 

desarrollado satisfactoria y consistentemente a través del tiempo y promete 

seguir dando productos de calidad. 

 

Si un producto se ha venido produciendo por largo tiempo pero no se ha 

validado de conformidad con un protocolo prospectivo, en algunos casos puede 

efectuarse una validación retrospectiva cuando la validación concurrente no 

constituye una opción realista (por ejemplo si existe vacuna a granel 

almacenada durante varios años, o si puede contarse con establecimientos 

empleados en una campaña distinta). Es posible examinar y analizar 

evaluaciones del producto y de los procesos de fabricación y de prueba para 

demostrar la uniformidad e integridad de los procedimientos y procesos. 

 

Generalmente esta forma de validación no se acepta por varios motivos: la falta 

de protocolos de validación suele indicar falta de documentación, y con 

frecuencia los datos corresponden únicamente a la indicación de aprobado o 

rechazado, lo que no permite efectuar análisis estadísticos basados en datos 

numéricos.  

 

En lo que respecta a las pruebas analíticas, es posible analizar 

retrospectivamente los valores de referencia y testigos de muchas pruebas 

cuando están bien documentados los números de lote y cualquier cambio que 

afecte a los parámetros de prueba, los operadores o el equipo. Si se cuenta 

con datos suficientes, se puede practicar la validación retrospectiva de una 

valoración analítica. [50]  
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IV. REVALIDACIÓN 

Se puede dividir en dos categorías: 

 Debido a cambios significativos sobre la calidad del producto.  

 Periódica, se efectúa a intervalos programados de tiempo.[2] 

 

6.2. CLASIFICACIÓN DE MÉTODOS ANALÍTICOS. 

Los métodos analíticos son usados para determinar la potencia de ingredientes 

activos, niveles de impurezas o productos de degradación, etc. La calidad de 

los métodos analíticos requiere la demostración apropiada de que cumple con 

linealidad, exactitud, precisión, especificidad, sensibilidad y tolerancia del 

método [2] 

 

Los Métodos analíticos para fines de validación se clasifican en cuatro 

categorías, ya que requieren de diferentes esquemas de estudio: 

 

 Categoría I. Métodos analíticos para cuantificar a un componente 

especifico en muestras de producto terminado o en pruebas de 

estabilidad, ya sea en fármacos, aditivos o preparados farmacéuticos, u 

otros analitos de interés (conservadores, solventes, etc.). 

 

 Categoría II. Métodos analíticos para Ia determinación de impurezas 

(productos de degradación, sustancias relacionadas, isómeros ópticos, 

etc.) en muestras de fármacos, preparados farmacéuticos y aditivos. 

Estos métodos pueden incluir determinaciones cuantitativas pruebas 

limite. En estas últimas, el interés es establecer si el analito, excede o 

no, un valor límite. Los métodos de pureza quedan incluidos en esta 

categoría. 

 

 Categoría III. Métodos analíticos utilizados en la determinación de un 

analito en una muestra con el objeto de evaluar una característica de 

desempeño del preparado farmacéutico (disolución en cápsulas, 

liberación controlada en tabletas, entre otras). 

 

 Categoría IV. Pruebas de identificación de un analito en muestras de 

fármacos, aditivos o preparados farmacéuticos, cuyo propósito es 

establecer la presencia del analito de interés. [40] 
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Tabla 6. Características de desempeño de métodos analíticos en base a 

su categoría de acuerdo a la USP 38. 

Característic

a de desempeño 

Categoría 

I 

Categoría II 
Categoría 

III 

Categoría 

IV Análisis 

Cuantitativo 

Pruebas 

límite 

Exactitud Si Si * * No 

Precisión Si Si No Si No 

Especificidad No Si Si * Si 

Límite de 

detección 
No No Si * No 

Límite de 

cuantificación 
Si Si No * No 

Linealidad Si Si No * No 

*puede requerirse dependiendo de la naturaleza de la prueba específica. [48] 

 

6.3. PARÁMETROS DE DESEMPEÑO. 

El sistema se refiere a los parámetros de validación con el fármaco, mientras 

que el método se refiere a los parámetros de validación con el medicamento. 

 

A continuación se encuentra la definición de los parámetros de desempeño 

considerados para la validación del método analítico de acuerdo a la Guía 

Nacional del Colegio de Químicos Farmacéuticos Biólogos, la NOM-177-SSA1-

2013 y la guía ICH Q2 (R1).[39][47][52] 

 

I. LINEALIDAD. 

La linealidad de un procedimiento analítico es su capacidad (dentro de un 

intervalo dado) para obtener resultados de ensayo que son directamente 

proporcionales a la concentración (cantidad) de analito en la muestra. 

 

La capacidad de un método analítico, en un intervalo de trabajo, para obtener 

una respuesta proporcional a la concentración del compuesto en la muestra. 

 
II. PRECISIÓN. 

Al grado de concordancia entre resultados analíticos individuales cuando el 

procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra 

homogénea; se evalúa como repetibilidad y reproducibilidad. 
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III. EXACTITUD. 

Concordancia entre un valor obtenido empleando el método y el valor de 

referencia. 

 

IV. REPETIBILIDAD. 

Precisión de un método analítico, expresada como la concordancia obtenida 

entre determinaciones independientes realizadas por un solo analista, usando 

los mismos instrumentos y métodos. 

 

V. REPRODUCIBILIDAD. 

Precisión de un método analítico, expresada como la concordancia entre 

determinaciones independientes realizadas por diferentes laboratorios. 

Precisión bajo las variaciones que comúnmente pueden ocurrir dentro del 

laboratorio: diferentes días, diferentes analistas, diferentes equipos.  

 

VI. LÍMITE DE DETECCIÓN. 

Concentración mínima del analito que puede ser detectada, pero no 

necesariamente cuantificada.  

 

IV. LÍMITE DE CUANTIFICACIÓN. 

Concentración mínima del analito que se puede determinar con precisión y 

exactitud aceptables. El límite de cuantificación es un parámetro de ensayos 

cuantitativos para niveles bajos de compuestos en matrices de muestra y se 

utiliza particularmente para la determinación de impurezas y / o productos de 

degradación. 

 

V. INFLUENCIA DEL FILTRO. 

Determinar que no exista adherencia del fármaco al filtro. 

 

VI. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA. 

Propiedad de una muestra preparada, de conservar su integridad fisicoquímica 

y la concentración del analito, después de almacenarse por un tiempo y 

condiciones determinadas. 

 

VII. SELECTIVIDAD 

La selectividad es la capacidad para evaluar inequívocamente el analito en 

presencia de componentes que se puede esperar que estén presentes. 

Típicamente pueden incluir impurezas, degradantes, matriz, etc. 
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Se debe demostrar la selectividad del método para el fármaco ante otros 

componentes de la muestra, cualquier interferencia no debe producir un error 

mayor al aceptado en precisión y exactitud. 

 

La validación se realizó en base a lo establecido en la NOM-177-SSA1-2013, y 

la Guía de Validacion de Métodos Analíticos del Colegio Nacional de Químicos 

Farmacéuticos Biólogos, A.C. Tomando en cuenta las características de 

desempeño establecidos en la tabla número 7. 

 

Tabla 7. Características de desempeño y criterios de aceptación para 

métodos espectrofotométricos según la NOM-177-SSA1-2013 y la Guía de 

Validación del Colegio de QFB’s. 

 

Características de 

Desempeño 
Criterios de Aceptación 

Criterio de 

Evaluación 

Linealidad del 

sistema 

Coeficiente de correlación (r ) r˃99 

Coeficiente de determinación (r2 ) r2 ˃98 

IC (β1) intervalo de confianza 

de la pendiente 

(β1) no debe incluir 

cero. 

Coeficiente de variación (CV) CV˂2% 

Precisión del 

sistema. 

Coeficiente de variación (CV) 

del factor de respuesta 
CV˂2% 

Linealidad  del 

método 

Coeficiente de correlación (r) r˃99 

Coeficiente de determinación (r2) r2˃98 

IC (β0) intervalo de confianza de 

la ordenada al origen. 

(β0) debe incluir el 

cero 

IC (β1) intervalo de confianza de 

la pendiente. 

(β1) debe incluir la 

unidad. 

IC(µ) Intervalo de confianza de la 

media ó 

Promedio aritmético de recobro 

 

IC(µ) debe incluir el 

100% o que el 

promedio aritmético 

de recobro sea de 

98-102% 

Coeficiente de variación (CV) 
CV˂3%NOM 

CVy/x˂2% QFB 

Precisión 

Coeficiente de variación (CV) del 

porcentaje cuantificado 

 

CV ˂ 2% 
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Características de 

Desempeño. 
Criterios de Aceptación 

Criterio de 

Evaluación 

Exactitud 

IC(µ) Intervalo de confianza de la 

media ó 

Promedio aritmético de % 

recobro 

IC(u) debe incluir el 

100% o que el 

promedio aritmético 

del % de recobro se 

incluya en el 

intervalo de 

98-102 % 

CV del porcentaje de recobro. CV˂3% NOM 

Repetibilidad y 

Reproducibilidad. 

 

IC(µ) Intervalo de confianza de la 

media 

Promedio aritmético del % 

recobro 

 

 

IC(µ) debe incluir el 

100% o 

que el promedio 

aritmético del % de 

recobro se incluya 

en el intervalo de 

98-102% 

Coeficiente de variación (CV) del 

porcentaje de recobro. 
CV˂2% 

Influencia del 

filtro 

Diferencia absoluta de los 

datos de solución filtrada y sin 

filtrar. 

Diferencia absoluta 

˂2% 

Estabilidad de la 

muestra 

 

Diferencia absoluta del 

porcentaje cuantificado en el 

análisis inicial y final. 

Diferencia absoluta 

˂3% 

 

Límite de Detección 

y Cuantificación 

Coeficiente de correlación(r2) r2˃0.98 

IC(b1)intervalo de confianza de la 

pendiente 

 

IC (b1) debe incluir 

la unidad. 

Selectividad 

Se debe demostrar la selectividad  

para el fármaco ante los 

componentes de la muestra 

Cualquier 

interferencia no 

debe producir un 

error mayor al 

aceptado en 

precisión y 

exactitud 
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MATERIAL Y METODOLOGÍA EXPERIMENTAL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Diagrama general de trabajo. 

Desarrollo y validación de un método 
analítico para perfiles de disolución de 

esomeprazol por UV. 

Búsqueda e investigación 
bibliográfica. 

Planteamiento de 
objetivos. 

Desarrollo del método analítico             
(selección de condiciones). 

Validación del 
método. 

Validación del 
sistema. 

 

 Linealidad. 
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 Precisión. 
 Repetibilidad. 
 Reproducibilidad. 
 Estabilidad de la 

muestra. 
 Límite de 

cuantificación.  
 Límite de 

detección. 
 Selectividad 

 Linealidad. 
 Precisión 
 Influencia del 

filtro. 

 Medio de 
disolución.  

 Longitud de 
onda. 

 Concentraciones 
de trabajo. 

C 

 

 

 

 

 Características 
de la molécula. 

  Validación de 
métodos 
analíticos. 

 

 

Análisis de datos 

Generar Reporte 
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1. REACTIVOS, MATERIAL, INSTRUMENTOS Y EQUIPOS 

Tabla 8. Producto analizado. 

 

Producto Marca Lote Pureza 

NEXIUM-MUPS 

Tabletas de 

esomeprazol 

magnésico trihidratado 

40 mg. 

AstraZeneca. 72425 NA 

Esomeprazol 

magnésico trihidrato, 

Materia prima. 

Hetero ET0020116 89.79% 

 

Tabla 9. Reactivos y sustancias. 

 

Reactivo/ Sustancia Proveedor Lote Numero Cas 

Fosfato monobásico de 

Potasio. 
J.T. Baker 3246-05 77778-77-0 

Hidróxido de sodio. 
Macron 

Chemicals 
7708-06 1310-73-2 

Metanol. J.T. Baker 9093-03 67-56-1 

 

Tabla 10. Equipos e Instrumentos. 

 

 

Nombre Marca Modelo 
No. de 

inventario 
No. de Serie 

Balanza Analítica 
Mettler-
Toledo 

AB204-S 
UNAM 

1908788 
1119430155 

Potenciómetro-
conductimetro. 

Mettler-
Toledo 

Seven Multi 
UNAM 

02228926 
1227257138 

Espectrofotómetro 
UV-VIS 

Varian Cary 100 
UNAM 

2077800 
EL05043015 

Sistema Milli-Q Millipore 
MQ 

Reference 
UNAM 

02323315 
FOMA61689A 

Disolutor Aparato 
2 USP 

Vankel VK 7000 
UNAM 

02335153 
146890998 

Agitador 
Magnético. 

IKA 
Ika-Werke 

RO 10 
UNAM 

02382409 
- 
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Para la cuantificación de esomeprazol se utilizó esomeprazol magnésico 

trihidrato, por lo cual se realizaron los cálculos correspondientes para ajustar el 

peso de sal equivalente esomeprazol. 

 

Tabla 11. Equivalencias de distintas sales de esomeprazol. 

 

 

 

2. METODOLOGÍA EXPERIMENTAL. 

2.1. DETERMINACIÓN DE LONGITUD DE ONDA. 

En el desarrollo del método de análisis para la cuantificación de contenido 

disuelto de esomeprazol a partir de perfiles de disolución de tabletas se inicio 

por una investigación documental para conocer las características del analito.  

 

Los perfiles de disolución se realizan en búfer de fosfatos pH 6.8 como lo indica 

la USP, por lo cual la determinación de la longitud de onda se realiza en este 

medio en la región ultravioleta de 200-400 nm. Para determinar la longitud de 

onda máxima se utilizó esomeprazol materia prima. 

 

ESOMEPRAZOL MATERIA PRIMA 

1. Pesar la materia prima equivalente a 25 mg de esomeprazol disolver con 

4 ml de metanol manteniendo en agitación por 2 minutos, transferir a un 

matraz volumétrico de 100 ml y llevar a la marca de aforo con medio de 

disolución para tener una concentración de 250 μg/ml. 

2. Tomar una alícuota de 4 ml, transferirla a un matraz volumétrico de 25 

ml y llevar a la marca de aforo con medio de disolución. 

3. Determinar el espectro de absorción de 200 a 400 nm utilizando como 

blanco medio. 

4. Seleccionar longitud de onda máxima. 

 

 
Peso molecular (g/mol).  
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l Esomeprazol 345.416 - - - - - 345.41 1.0000 

Esomeprazol 

Magnésico 
344.41 344.4 24.30 - - - 713.13 0.9659 

Esomeprazol 

Magnésico* 

3H2O 

344.41 344.4 24.30 18 18 18 767.13 0.8979 
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Figura 4. Diagrama para la determinación de longitud de onda de máxima 
absorción de esomeprazol en búfer de fosfatos pH 6.8. 

 

2.2. VALIDACIÓN DEL SISTEMA. 

LINEALIDAD. 

Se realizó una curva de calibración del sistema con concentraciones de 8-40 

µg/ml con 5 puntos de concentración utilizando búfer de fosfatos pH 6.8 como 

medio de disolución. 

1. Pesar la materia prima equivalente a 40 mg de esomeprazol y disolver 

con 4 ml de metanol manteniendo en agitación por 2 minutos, transferir a 

un matraz volumétrico de 200 ml y llevar a la marca de aforo con medio 

de disolución. La solución stock obtenida será de 200 µg/ml de 

esomeprazol. 

2. De la solución stock tomar alícuotas de 1, 2, 3, 4 y 5 ml y transferir cada 

una a un matraz volumétrico de 25 ml llevar a la marca de aforo con 

medio, realizar por triplicado. En la tabla número 12 se muestran las 

diluciones correspondientes. 

3. Leer sistemas a 300 nm 
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Tabla 12. Diluciones para la curva de calibración del sistema. 

Solución 

Stock 

No. de 

Sistema 
Vol. Alícuota (ml) Vol. Aforo (ml) 

Conc. final de 

sistema 

(µg/mL) 

200 

µg/ml 

1 1 25 8 

2 2 25 16 

3 3 25 24 

4 4 25 32 

5 5 25 40 

 

 
Figura 5. Diagrama para la curva de calibración del sistema. 

PRECISIÓN. 

La precisión se evaluó con tres niveles de concentraciones dentro de la curva 

por sextuplicado. 

 

1. Pesar la materia prima equivalente a 25 mg de esomeprazol y disolver 

con 4 ml de metanol manteniendo en agitación por 2 minutos, transferir a 

un matraz volumétrico de 100 ml, y llevar a la marca de aforo con medio 

de disolución .La solución stock obtenida será de 250 µg/ml de 

esomeprazol. 
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2. De la solución stock tomar alícuotas de 1, 2 y 3 ml y transferir cada una 

a un matraz volumétrico de 25 ml, llevar a volumen de aforo con medio, 

realizar por sextuplicado. La tabla número 13 muestra las diluciones 

correspondientes. 

3. Leer cada sistema a 300 nm. 

 

Tabla 13. Diluciones para evaluar precisión del sistema. 

Solución 

Stock 

No. de 

Sistema 
Vol. Alícuota (ml) Vol. Aforo (ml) 

Conc. final de 

sistema 

(µg/mL) 

250 

µg/ml 

1 1 25 10 

2 2 25 20 

3 3 25 30 

 

 
Figura 6. Diagrama para evaluar precisión del sistema. 

INFLUENCIA DEL FILTRO. 

 

Para demostrar que no existe adherencia del fármaco al filtro se utilizaron dos 

niveles de concentración los cuales se leyeron por sextuplicado antes y 

después de ser filtrados por vacío utilizando papel whatman 540.  
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1. Pesar la materia prima equivalente a 25 mg de esomeprazol disolver con 

4 ml de metanol manteniendo en agitación por 2 minutos, transferir a un 

matraz volumétrico de 50 ml, y llevar a la marca de aforo con medio de 

disolución. La solución stock obtenida será de 500 μg/ml. 

2. De la solución stock tomar alícuotas de 2 ml y 8 ml, transferir cada una a 

un matraz volumétrico de 100 ml llevar a volumen de aforo con medio. 

3. Leer 6 alícuotas de cada sistema a 300 nm. 

4. De cada sistema tomar 6 alícuotas y filtrar por vacío utilizando papel 

whatman 540 cada una, leer cada alícuota. 

 

 

Figura 7. Diagrama para evaluar influencia del filtro. 
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2.3. VALIDACIÓN DEL MÉTODO 

LINEALIDAD 

Se realizó una curva de calibración del método de 10-50 µg/ml de 

concentración con 5 puntos de concentración utilizando búfer de fosfatos pH 

6.8 como medio de disolución.  

Para la linealidad del método se tomaron cinco niveles de concentración, 

realizándolo por triplicado. 

 

1. Para la solución stock pesar la materia prima equivalente a 62.5 mg de 

esomeprazol disolver con 5 ml de metanol manteniendo en agitación por 

5 minutos, transferir a un matraz volumétrico de 50 ml y llevar a la marca 

de aforo con medio. La solución obtenida será de 1250 µg/ml. 

2. De la solución stock tomar alícuotas de 2, 4, 6, 8 y 10 ml llevar transferir 

cada una a un matraz volumétrico de 50 ml. La tabla número 14 muestra 

las diluciones correspondientes. 

 

Tabla 14. Diluciones para las soluciones stock de la curva de calibración 

del método. 

Solución 

stock 

No. de 

sistema 

Volumen de 

alícuota (ml) 

Volumen de 

aforo (ml) 

Conc. final del 

sistema. 

(μg/ml) 

1250 μg/ml 

1 2 50 50 

2 4 50 100 

3 6 50 150 

4 8 50 200 

5 10 50 250 

 

3. Colocar 1 tableta de esomeprazol en 900 ml de medio en el aparato 2 

USP a 75 rpm, 37.5 ºC por 50 minutos, filtrar el medio a vacío utilizando 

papel whatman 540 una vez terminado el tiempo de la prueba. 

4. En matraces volumétricos de 25 ml adicionar el mismo volumen 5 ml de 

cada uno de los sistemas indicados en la tabla no 14 (concentraciones 

50, 100, 150,200 y 250 μg/ml) y adicionar 5 ml de medio filtrado 

proveniente del aparato 2 USP, llevar a la marca de aforo con medio. 

Realizar por triplicado. 

5. Preparar un blanco adicionando 5 ml de medio proveniente del aparato 2 

USP en un matraz volumétrico de 25 ml y llevar a la marca de aforo con 

medio. 

6. Leer cada sistema en el espectrofotómetro a 300 nm. 
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Figura 8. Diagrama para la curva de calibración del método. 

EXACTITUD Y PRECISIÓN. 

Para evaluar exactitud y precisión del método se tomaron tres niveles de 

concentración, realizándolo por sextuplicado. 

 

1. Para la solución stock pesar la materia prima equivalente a 62.5 mg de 

esomeprazol disolver con 4 ml de metanol manteniendo en agitación por 

5 minutos, transferir a un matraz volumétrico de 50 ml y llevar a la marca 

de aforo con medio. La solución obtenida será de 1250 µg/ml. 

2. De la solución stock tomar alícuotas de 2, 4 y 6 ml llevar transferir cada 

una a un matraz volumétrico de 50 ml. La tabla número 15 muestra las 

diluciones correspondientes. 
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Tabla 15. Diluciones para las soluciones stock de exactitud y precisión 

del método. 

Solución 

stock 

No. de 

sistema 

Volumen de 

alícuota (ml) 

Volumen de 

aforo (ml) 

Conc. final del 

sistema. 

(μg/ml) 

1250 μg/ml 

1 2 50 50 

2 4 50 100 

3 6 50 150 

 

3. Colocar 1 tableta de esomeprazol en 900 ml de medio en el aparato 2 

USP a 75 rpm, 37.5 ºC por 50 minutos, filtrar el medio a vacío utilizando 

papel whatman 540 una vez terminado el tiempo de la prueba. 

4. En matraces volumétricos de 25 ml adicionar el mismo volumen 5 ml de 

cada uno de los sistemas indicados en la tabla no 15 (concentraciones 

50, 100 y 150 μg/ml) y adicionar 5 ml de medio filtrado proveniente del 

aparato 2 USP, llevar a la marca de aforo con medio. Realizar por 

sextuplicado. 

5. Preparar un blanco adicionando 5 ml de medio proveniente del aparato 2 

USP a un matraz volumétrico de 25 ml y llevar a la marca de aforo con 

medio. 

6. Leer cada sistema en el espectrofotómetro a 300 nm. 
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Figura 9. Diagrama para exactitud y precisión del método. 

REPETIBILIDAD. 

 

Repetibilidad se evaluó mediante determinaciones independientes, en 

diferentes días por un solo analista utilizando el mismo método e instrumentos. 

Se utilizó el mismo procedimiento seguido para evaluar exactitud y precisión, 

realizado por triplicado. 

 

REPRODUCIBILIDAD. 

 

Reproducibilidad se evaluó mediante determinaciones independientes, en 

diferentes días por diferente analista utilizando el mismo método e 

instrumentos. Se utilizo el mismo procedimiento seguido para evaluar exactitud 

y precisión, realizado por triplicado. 

 

 

 



UNAM FES CUAUTITLÁN MATERIAL Y METODOLOGÍA 
EXPERIMENTAL 

 

57 
 

LÍMITE DE CUANTIFICACIÓN Y DETECCIÓN. 

 

Son posibles varios enfoques para determinar el límite de detección. En este 

caso se calcularon en base a la desviación estándar de la respuesta y la 

pendiente. [52] 

De la curva de calibración del método, se tomaron dos parámetros: la 

pendiente (b1) y la desviación estándar del intercepto (Sb0). 

 

El límite de detección puede expresarse como: 

 

LD=
         

  
 

El límite de cuantificación puede expresarse como: 

 

LQ=
         

  
 

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA. 

 

1. Determinar el peso promedio de las tabletas, pulverizar utilizando un 

mortero. 

2. Pesar el polvo de tableta equivalente a 50 mg de esomeprazol y disolver 

con 5 ml de metanol manteniendo en agitación por 5 minutos y 

adicionando 20 ml de medio. 

3. Filtrar a vacío utilizando papel filtro whatman 540, transferir la solución a 

un matraz volumétrico de 100 ml, llevar a la marca de aforo con medio. 

4. Tomar tres alícuotas de 20 ml y transferir cada una a un matraz 

volumétrico de 100 ml, llevar a la marca de aforo con medio. Someter 

cada sistema a una condición diferente, temperatura ambiente y luz, 

temperatura ambiente sin luz y refrigeración (7.5ºC). 

5. Leer cada sistema a 300 nm a los siguientes tiempos: 0, 15, 30, 45, 60, 

90, 120,150, 180, 210, 240, 300,360 y 1440 minutos (24 horas). 
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Figura 10. Diagrama para evaluar estabilidad de la muestra. 

 

SELECTIVIDAD 

 

Se evalúa estableciendo las posibles sustancias presentes, adicionando 

cantidades conocidas de éstas, solas o combinadas a la muestra para evaluar 

su respuesta bajo las mismas condiciones de análisis. Se pueden realizar 

placebos del producto. En este caso se desconocen los excipientes de la 

tableta por lo cual se evalúo de la siguiente manera. 

 

Preparar dos sistemas de la misma concentración dentro de la curva partiendo 

de materia prima y de tableta para cada uno, obtener su espectro de absorción 

en la región ultravioleta.  

 

La NOM-177-SSA1-2013 indica que cuando un método es exacto y preciso se 

considera selectivo 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

1. SELECCIÓN DE LONGITUD DE ONDA. 

En la figura número 11 se muestra el comportamiento espectrofotométrico de 

esomeprazol en búfer de fosfatos a una concentración de 40.12 µg/ml. 

 

 

Figura 11. Espectro de absorción de esomeprazol a una concentración de 

40.12 μg/ml en la región ultravioleta en búfer de fosfatos pH 6.8. 

 

En diversas fuentes se reporta una longitud de onda para esomeprazol entre 

300 y 302 nm. En este caso se observa un pico a 300 nm, por lo cual todas las 

lecturas se determinaran a esta longitud.  

 

2. RESULTADOS VALIDACIÓN SISTEMA. 

LINEALIDAD. 

La linealidad del sistema se evaluó utilizando 5 niveles de concentración 

intervalo de de 8 a 40 µg/ml. 
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Tabla 16. Resultados linealidad del sistema. 

Sistema Conc. (µg/ml) Absorbancia 
Constante de 

proporcionalidad 

1 
8.0272 

 

0.3011 0.0375 

0.3017 0.0376 

0.3009 0.0375 

2 
16.0545 

 

0.6003 0.0374 

0.5913 0.0368 

0.6021 0.0375 

3 
24.0817 

 

0.8963 0.0372 

0.8992 0.0373 

0.8979 0.0373 

4 
32.1089 

 

1.1913 0.0371 

1.1974 0.0373 

1.1981 0.0373 

5 
40.1361 

 

1.4927 0.0372 

1.4915 0.0372 

1.4947  0.0372 

 

Promedio             0.0373 

S  0.0002 

CV 0.5125 % 

 

 

Figura 12. Curva de calibración del sistema para esomeprazol de 8-40 
µg/ml en búfer de fosfatos. 

y = 0.0371x + 0.0025 
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En la figura número 12 se observa que existe una relación directamente 

proporcional entre la concentración y la respuesta del analito. 

Tabla 17. Resultados del análisis de regresión para linealidad del sistema. 

 

 

 

 

 

La linealidad del sistema cumple con los requisitos establecidos por la NOM-

177-SSA1-2013 y la guía de validación del colegio de QFB. El coeficiente 

variación (CV ) obtenido es menor a 2 %, el coeficiente de determinación (r2) es 

mayor a 0.98. 

 

Se realizó un análisis de varianza con un 95% de confianza para determinar los 

intervalos de confianza de la pendiente y del intercepto. El valor del intercepto 

es de 0.003 el cual esta comprendido dentro del intervalo que va de -0.0011 a 

0.0066, con esto se puede afirmar estadísticamente que la recta pasa por el 

origen pues los límites deben ser un valor negativo y uno positivo, el intercepto 

debe quedar dentro de este límite. El valor de la pendiente es diferente de 0. 

 

Tabla 18. Análisis de varianza para linealidad del sistema. 

 

Además se realizó un análisis de varianza para la regresión, con el cual es 

posible decir que el sistema que se utiliza para la determinación de 

esomeprazol es lineal. Para esto fue necesario plantear las siguientes 

hipótesis.                                              

                                                   

 

 

Parámetro a Evaluar Valor Obtenido 

r 1 

r2 1 

CV  0.5125 % 

Intercepto (b0) 0.0028 

IC (b0) -0.0011 a 0.0066 

Pendiente (b1) 0.0371 

IC (b1) 0.0370 a 0.0373 

 

Grados 

de 

Libertad 

Suma de 

Cuadrados 

Promedio de 

los 

Cuadrados 

F 
Valor 

Crítico de F 

Regresión 1 2.6662 2.6662 312338.1341 7.2792E-30 

Residuos 13 0.0001 0.0000 
  

Total 14 2.6663 
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                                                           Hipótesis: 

 

H0: No existe una relación lineal entre la concentración de esomeprazol 

adicionado y la respuesta obtenida. 

Ha: Existe un relación  lineal entre la concentración de esomeprazol adicionado 

y la respuesta obtenida 

El criterio de aceptación o rechazo de hipótesis es el siguiente: 

Si F calculada ˂ F crítica no se rechaza H0. 

Si F calculada ˃ F crítica se rechaza H0.  

En la tabla número 18 de análisis de varianza de linealidad del sistema se 

observa que F calculada es mayor que F crítica por lo tanto se rechaza H0 y se 

dice que existe relación lineal entre la concentración de esomeprazol y la 

respuesta analítica en el rango de concentraciones de 8.02 a 40.13 µg/ml. 

 

PRECISIÓN. 

Tabla 19. Resultados de precisión del sistema. 

Concentración 
(µg/ml) 

Abs. 
Constante de 

proporcionalidad 

 
 

9.98 
 
 

0.3746 0.0375 

0.3773 0.0378 

0.3718 0.0372 

0.3797 0.0380 

0.3731 0.0374 

0.3725 0.0373 

19.97 

0.7595 0.0380 

0.7573 0.0379 

0.7538 0.0377 

0.7590 0.0380 

0.7610 0.0381 

0.7608 0.0381 

29.95 

1.1473 0.0383 

1.1476 0.0383 

1.1438 0.0382 

1.1438 0.0382 

1.1470 0.0383 

1.1426 0.0310 

Promedio global 0.0004 

S 0.0379 

CV  0.9236 % 
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El valor del coeficiente de variación de la constante de proporcionalidad es de 

0.9236 % cumple con el criterio de aceptación menor a 2% por lo cual el 

sistema se considera preciso, considerando que la dispersión entre la serie de 

mediciones realizadas bajo las condiciones establecidas es mínima. 

 

INFLUENCIA DEL FILTRO. 

Tabla 20. Resultados de la influencia del filtro. 

 
Sin Filtrar 

Filtrado con papel 
Filtro Whatman 540 

Concentración 
( µg/mL) 

10.52 42.09 10.52 42.09 

Abs. 

0.4044 1.5895 0.4006 1.5849 

0.4046 1.5894 0.4032 1.5889 

0.4042 1.589 0.4059 1.5894 

0.4057 1.5889 0.4021 1.5891 

0.4055 1.5887 0.4048 1.5902 

0.4058 1.5893 0.4017 1.5905 

Promedio 0.4050 1.5891 0.4030 1.5888 

S 0.0007 0.0003 0.0020 0.0020 

CV  0.1757 % 0.0198 % 0.4954 % 0.1275 % 

Diferencia absoluta -0.4897 % 0.0755 % 
  

 

Se evaluaron los filtros utilizados en la validación del método con dos niveles 

de concentración 10.52 y 42.09 µg/ml, se observa que la diferencia absoluta 

para las dos concentraciones es menor al 2% con lo que podemos decir que no 

existe adherencia del fármaco al filtro. 
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3. RESULTADOS VALIDACIÓN DEL MÉTODO. 

LINEALIDAD. 

 

La linealidad del método se evaluó utilizando 5 niveles de concentración 

intervalo de 9.98 a 49.92 µg/ml. 

Tabla 21. Resultados linealidad del método. 

Concentración 
adicionada 

(µg/ml) 

Concentración 
recuperada) 

(µg/ml) 

% 
recuperado 

Error 
absoluto 

9.98 

9.9089 99.2411 -0.7589 

9.9572 99.7246 -0.2754 

10.0886 101.0410 1.0410 

19.97 

19.9358 99.8321 -0.1679 

19.9706 100.0067 0.0067 

20.0055 100.1813 0.1813 

29.95 

29.7293 99.2500 -0.7500 

29.8232 99.5634 -0.4366 

29.8285 99.5813 -0.4187 

39.94 

40.0164 100.1948 0.1948 

39.9171 99.9463 -0.0537 

39.9118 99.9328 -0.0672 

49.92 

49.7589 99.6709 -0.3291 

49.6785 99.5097 -0.4903 

49.8045 99.7622 -0.2378 

Promedio global     99.8292 

S       0.4422 
CV        0.4430 % 
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Figura 13. Curva de calibración del método para esomeprazol de 10-50 
µg/ml en búfer de fosfatos 

En la figura número 13 se observa que existe una relación directamente 

proporcional entre la concentración adicionada y la concentración recuperada 

de analito. 

 

La linealidad del método cumple con los requisitos establecidos por la NOM-

177-SSA1-2017 y la guía del colegio de QFB´s. El coeficiente variación (CV) 

obtenido es menor a 2 %, el coeficiente de determinación (r2) es mayor a 0.98. 

 

Tabla 22. Resultados de análisis de regresión para linealidad del método. 

Parámetro a evaluar Valor obtenido 

r 1 

r2 1 

CV  0.4430 % 

Intercepto b0 0.0382 

IC (b0) -0.0835 a 0.1599 

Pendiente b1 0.9966 

IC (b1) 0.9929 a 1.0002 
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Se realizó un análisis de varianza con un 95% de confianza para determinar los 

intervalos de confianza de la pendiente y del intercepto. El valor del intercepto 

es de 0 y los limites van de -0.1678 a 0.1678, se puede afirmar 

estadísticamente que la recta pasa por el origen. El valor de la pendiente 

incluye la unidad. 

 

Tabla 23. Análisis de varianza para linealidad del método. 

 

Además se realizó un análisis de varianza para la regresión, con el cual es 

posible decir que el método que se utiliza para la determinación de 

esomeprazol es lineal. Para esto fue necesario plantear las siguientes 

hipótesis. 

 

                                                       Hipótesis: 

 

H0: No existe una relación lineal entre la concentración de esomeprazol 

adicionado y la concentración recuperada. 

Ha: Existe un relación lineal entre la concentración de esomeprazol adicionado 

y la concentración recuperada. 

El criterio de aceptación o rechazo de hipótesis es el siguiente: 

Si F calculada ˂ F crítica no se rechaza H0. 

Si F calculada ˃ F crítica se rechaza H0.  

En la tabla número. 23 de análisis de varianza de linealidad del método se 

observa que F calculada es mayor que F crítica por lo tanto se rechaza H0 y se 

dice que existe relación lineal entre la concentración de esomeprazol 

adicionada y la concentración recuperada en el rango de concentraciones de 

19.98 a 49.92 µg/ml. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Grados de 

libertad 
Suma de 

cuadrados 
Promedio de 

los cuadrados 
F 

Valor crítico 
de F 

Regresión 1 2970.2352 2970.2352 343203.1840 3.94524E-30 

Residuos 13 0.1125 0.0087 
  

Total 14 2970.3477 
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EXACTITUD Y PRECISIÓN. 

 

Tabla 24. Resultados exactitud y precisión del método. 

Concentración 
adicionada 

(µg/mL) 

Concentración 
recuperada 

(µg/mL) 

% 
recuperado 

Error 
absoluto 

9.02 

8.9003 98.6495 -1.3505 

8.9452 99.1475 -0.8525 

8.8712 98.3272 -1.6728 

8.9346 99.0303 -0.9697 

8.8527 98.1221 -1.8789 

8.9161 98.8253 -1.1747 

18.04 

18.0569 100.0705 0.0705 

18.1547 100.6125 0.6125 

18.0331 99.9386 -0.0614 

18.0913 100.2609 0.2609 

18.0543 100.0558 0.0558 

17.9089 99.2501 -0.7499 

27.07 
 

26.7959 99.0010 -0.9990 

26.8594 99.2354 -0.7646 

26.9572 99.5968 -0.4032 

26.9254 99.4796 -0.5204 

26.8779 99.3038 -0.6962 

26.8276 99.1182 -0.8818 

 
Promedio 

global 
    99.3347 

 
S       0.6653 

 
CV        0.6698 % 

 

El valor del coeficiente de variación global es de 0.6698 %, cumpliendo con el 

criterio de aceptación menor al 2% por lo cual el método se considera preciso. 

 

La exactitud se evaluó con el porcentaje de recobro que debe ser de 98-102%, 

en este caso el porcentaje recuperado de los tres niveles cumple lo establecido 

con un promedio de 99.3347 %. 
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REPETIBILIDAD. 

Tabla 25. Resultados repetibilidad del método. 

 
% Recuperación de Concentración  

Analista Día 
Concentración (μg/ml) 

Promedio S CV % 
9 18 27 

1 

1 

99.1475 100.0705 99.5968 

99.5311 0.5062 0.5086 99.0303 100.2609 99.4796 

98.8253 100.0558 99.3038 

2 

98.1606 99.1270 99.6474 

99.0356 0.6803 0.6869 98.0714 99.2608 99.4595 

98.2795 99.4987 99.8060 

Promedio global 99.2833 

S 0.6351 

CV  0.6397 % 

 

Para determinar si el método es repetible el coeficiente de variación global 

debe ser menor al 2%, los coeficientes de variación por día e individuales 

cumplen con la especificación por lo cual se puede decir que el método es 

repetible en diferentes días. 

Además el promedio del porcentaje de recobro global es de 99.2833 % 

cumpliendo con el intervalo de 98-102% 

 

REPRODUCIBILIDAD. 

 

Tabla 26. Resultados reproducibilidad del método. 

 
 

% Recuperación Promedio S  CV % 

Analista Día 
Concentración (μg/ml) 

   9 18 27 

1 

1 

99.1475 100.0705 99.5968 

99.5301 0.5066 0.5090  99.0303 100.2609 99.4796 

98.8253 100.0558 99.3038 

2 

98.1606 99.1270 99.6474 

99.0345 0.6789 0.6856 98.0714 99.2608 99.4591 

99.2795 99.4987 99.8060 

2 

1 

98.9134 100.3671 99.7357 

99.7297 0.8710 0.8734 98.0029 100.0587 101.0573 

99.5595 100.0581 99.8140 

2 

100.053 99.4744 99.6965 

99.4685 0.5391 0.5420 98.7213 99.5613 99.9090 

99.4316 99.6627 99.7062 

Promedio 99.4407 

S 0.6856 

CV  0.6894 % 



UNAM FES CUAUTITLÁN                         RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

69 
 

Para determinar si el método es reproducible el coeficiente de variación global 

debe ser menor al 2%, en la tabla número. 26 se observa que los coeficiente de 

variación para cada analista en días diferentes así como el coeficiente global 

cumplen con la especificación, por lo tanto se puede decir que el método es 

reproducible entre analistas diferentes. 

Ademas el promedio del porcentaje de recobro global es de 99.44407% 

cumpliendo con el intervalo de 98-102%. 

 

LÍMITE DETECCIÓN Y CUANTIFICACIÓN. 

Se utilizaron los parámetros determinados para la curva de calibración del 

método para determinar el límite de detección y cuantificación utilizando las 

ecuaciones mencionadas anteriormente. 

 

Tabla 27. Parámetros de la curva de calibración utilizados para determinar 

Límite de detección y Límite de Cuantificación. 

 

Parámetro a Evaluar Valor Obtenido 

R 1 

r2 1 

CV  0.4430 % 

Ordenada al origen (b0) 0.0382 

Pendiente (b1) 0.9966 

Desviación estándar del 

intercepto (sb0) 
0.0017 

 

 

LD =
             

      
 =0.0056 µg/ml de esomeprazol. 

LQ=
            

      
 = 0.0171 µg/ml de esomeprazol. 

El límite de detección obtenido teóricamente es de 0.0056 µg/ml de 

esomeprazol, mientras que el de cuantificación es de 0.0171 µg/ml de 

esomeprazol. 

 

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA. 

Los resultados de estabilidad de la muestra fueron evaluados a una 

concentración de 50 µg/ml a tres diferentes condiciones (temperatura ambiente 

sin protección de la luz, temperatura ambiente protegido de la luz, refrigeración 

7ºC) por un periodo de tiempo de 24 horas. 
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Tabla 28. Resultados estabilidad de la muestra a tres diferentes 

condiciones. 

 

Condición 

Temperatura 

ambiente, luz 

(26ºC) 

Temperatura 

ambiente 

protegido de 

la luz. (26ºC) 

Refrigeración 

(7ºC) 

Tiempo 

(min) 

% 

Recuperado 

% 

Recuperado 

%  

Recuperado 

15 100.82 100.65 100.92 

30 101.76 100.64 101.64 

45 101.35 100.89 101.71 

60 100.64 100.49 101.04 

90 101.02 100.18 101.31 

120 101.07 100.03 100.39 

150 101.11 101.51 101.88 

180 100.86 99.33 101.06 

210 100.51 99.16 100.39 

240 99.69 98.76 100.39 

300 99.65 98.92 101.00 

360 99.01 98.84 99.72 

promedio 100.6222 99.9508 100.954 

S 0.7946 0.9223 0.7414 

CV  0.7897 % 0.9228 % 0.6354 % 

(24 horas) 93.49 94.46 99.27 

Promedio 100.0735 99.5290 100.8256 
S 2.1198 1.7585 0.7419 

CV  2.1182 % 1.7668 % 0.7358 % 

 

Para validar un método analítico debe demostrarse en qué medida los analitos 

se mantienen estables durante todo el procedimiento de análisis.  

 

Al analizar la misma muestra sometida a tres diferentes condiciones se 

determinó el porcentaje de recobro, el cual debe ser de 98-100% y se cálculo el 

coeficiente de variación que debe ser menor al 3%. 

 

La muestra a temperatura ambiente sin protección de la luz a las 24 horas 

presenta un porcentaje de recuperación bajo, de 93.49 %, mientras que a las 6 

horas (360 minutos) el porcentaje recuperado es de 99.01% y el  CV de 0.7897 

% por lo tanto se puede decir que la muestra a esta condición es estable al 

menos por 6 horas. 

 

La muestra a temperatura ambiente protegida de la luz a las 24 horas tiene un 

porcentaje de recuperación bajo de 94.46 % mientras que a las 6 horas el 
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porcentaje recuperado es de 98.84 % y tiene un CV de 0.9228 %, por lo que se 

puede decir que la muestra a esta condición es estable al menos por 6 horas. 

 

Mientras que la muestra en refrigeración presenta un porcentaje de 

recuperación aceptable a las 24 horas, de 99.27 %y un CV de 0.7358 %, por lo 

que se puede decir que la muestra a esta condición es estable al menos por 24 

horas. 

 

SELECTIVIDAD. 

 

 
Figura 14. Espectros de absorción de esomeprazol obtenidos a partir de 

materia prima y tableta. 

 

Se utilizaron concentraciones de 40.51 µg/ml preparado a partir de 

esomeprazol materia prima y 40.73 µg/ml preparado a partir de la tableta, se 

les realizó un espectro de absorción en la región ultravioleta, debido a la 

pequeña diferencia de concentración se espera un cambio en la absorbancia 

pero la longitud máxima de absorción de la concentración preparada con 

tableta se mantiene en 300 nm, no hubo cambio con respecto a la obtenida con 

esomeprazol materia prima. Se puede considerar que el método es específico 

debido a que los excipientes presentes en la tableta de esomeprazol 

magnésico trihidrato (NEXIUM) no interfieren en la respuesta analítica de 

esomeprazol. 
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Este parámetro se relaciona con el grado en que otras sustancias interfieren en 

la identificación y cuantificación de los analitos de que se trate. Mide la 

capacidad del método para identificar/cuantificar los analitos en presencia de 

otras sustancias, endógenas o exógenas, en una muestra de la matriz en las 

condiciones exigidas por el método. La validación debe garantizar el buen 

funcionamiento del método, y que éste distingue los efectos de las impurezas, 

las sustancias que reaccionan entre sí, etc., que podrían estar presentes en la 

matriz.[53]  

 

El método demostró ser exacto y preciso por lo tanto se considera selectivo, 

como lo indica la  NOM-177- SSA1-2013. 
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CONCLUSIONES 

Mediante la investigación documental fue posible conocer las características 

del analito que permitieron establecer las condiciones de tratamiento de la 

muestra. 

 

A través de la obtención del espectro de absorción en búfer de fosfatos en la 

región ultravioleta fue posible determinar la longitud de absorción máxima en 

300 nm, a la cual se realizaron todas las determinaciones. 

 

Se desarrolló un método analítico para cuantificar esomeprazol en muestras 

provenientes de perfiles de disolución de tabletas mediante espectrofotometría 

ultravioleta y se validó según lo establecido en la NOM-177-SSA1-2013 y la 

Guía de Validación de Métodos Analíticos del Colegio de Químicos 

Farmacéuticos Biólogos. 

 

Para el sistema se demostraron los siguientes parámetros: 

 Líneal en un rango de concentraciones de 8-40 µg/ml de esomeprazol. 

 Preciso en niveles de 10, 20 y 30 µg/ml  

 Se demostró que no existe adherencia del fármaco al filtro de papel 

whatman 540 utilizado.  

Para el método se demostraron los siguientes parámetros: 

 Lineal en un rango de concentraciones de 10-50 µg/ml de esomeprazol. 

 Preciso y exacto en niveles de 9, 18 y 27 µg/ml de esomeprazol. 

 Repetible entre días y reproducible entre analistas. 

 Con los datos de la curva del método se determinó el límite de 

cuantificación 0.0171 µg/ml y el límite de detección 0.0056 µg/ml. 

 Estabilidad de la muestra en tres diferentes condiciones: a temperatura 

ambiente sin protección de la luz es estable por al menos 6 horas, a 

temperatura ambiente protegido de la luz es estable por al menos 6 

horas y en refrigeración al menos por 24 horas. 

 Selectivo a esomeprazol ante los componentes de la muestra. 
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ANEXO 1. CÁLCULO DE CONCENTRACIÓN PARA LINEALIDAD DEL 

MÉTODO. 

Para el cálculo de la concentración recuperada se resto la respuesta 

proporcionada por el blanco a cada sistema. Con la diferencia obtenida se 

cuantifico utilizando un estándar. 

El blanco contenía únicamente medio del vaso y la respuesta obtenida fue 

0.3422. El estándar se preparó a una concentración de 39.9386 µg/ml y la 

respuesta de 1.4889. 

Tabla 29. Resultados para obtener la concentración recuperada en 
linealidad del método. 
 

Conc. 
adicionada 

(µg/ml) 

Abs. 
sistema 

Abs de 
concentración 

adicionada           
( abs. obtenida -
abs. del blanco) 

Constante de 
proporcionalidad 

Conc. 
recuperada 

(µg/ml) 

% 
recuperado 

 
9.9846 

 

0.7116 0.3694 0.0370 9.9089 99.2411 

0.7134 0.3712 0.0372 9.9572 99.7246 

0.7183 0.3761 0.0377 10.0886 101.0410 

19.9693 
 

1.0854 0.7432 0.0372 19.9358 99.8321 

1.0867 0.7445 0.0373 19.9706 100.0067 

1.0880 0.7458 0.0373 20.0055 100.1813 

29.9539 
 

1.4505 1.1083 0.0370 29.7293 99.2500 

1.4540 1.1118 0.0371 29.8232 99.5634 

1.4542 1.1120 0.0371 29.8285 99.5813 

39.9386 
 

1.8340 1.4918 0.0374 40.0164 100.1948 

1.8303 1.4881 0.0373 39.9171 99.9463 

1.8301 1.4879 0.0373 39.9118 99.9328 

49.9232 
 

2.1972 1.8550 0.0372 49.7589 99.6709 

2.1942 1.8520 0.0371 49.6785 99.5097 

2.1989 1.8567 0.0372 49.8045 99.7622 

  
Promedio 0.0372 

 
99.8292 

  
S 0.0002 

 
0.4422 

  
CV  0.5376 % 

 
0.4430 % 

Por ejemplo: 

Diferencia de absorbancia: 

                     

Cuantificación con std. 

0.3694 ( 
             

      
 )=9.9088  µg/ml       9.9089 µg/ml  (

    

            
 )= 99.2411 % 
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ANEXO 2. CÁLCULO DE CONCENTRACIÓN PARA EXACTITUD Y 

PRECISIÓN DEL MÉTODO. 

El blanco contenía únicamente medio del vaso y la respuesta obtenida fue 

0.3264. El estándar se preparó a una concentración de 37.3928 µg/ml y la 

respuesta de 1.4335 

Tabla 30. Resultados para obtener la concentración recuperada en 
exactitud y precisión del método. 

Por ejemplo: 

Diferencia de absorbancia: 

                     

Cuantificación con std. 

0.3367 ( 
             

      
 )=8.9003  µg/ml    8.9003 µg/ml  (

    

            
 )= 98.6495 % 

Conc. 
adicionada 

(µg/mL) 

Abs. 
sistema 

Abs de 
concentración 

adicionada 
( abs. obtenida -
abs. del blanco) 

Constante de 
proporcionalidad 

Conc. 
recuperada 

(µg/mL) 

% 
recuperado 

9.0221 
 

0.6631 0.3367 0.0373 8.9003 98.6495 

0.6648 0.3384 0.0375 8.9452 99.1475 

0.6620 0.3356 0.0372 8.8712 98.3272 

0.6644 0.3380 0.0375 8.9346 99.0303 

0.6613 0.3349 0.0371 8.8527 98.1221 

0.6637 0.3373 0.0374 8.9161 98.8253 

18.0442 
 

1.0095 0.6831 0.0379 18.0569 100.0705 

1.0132 0.6868 0.0381 18.1547 100.6125 

1.0086 0.6822 0.0378 18.0331 99.9386 

1.0108 0.6844 0.0379 18.0913 100.2609 

1.0094 0.6830 0.0379 18.0543 100.0558 

1.0039 0.6775 0.0375 17.9089 99.2501 

27.0663 
 

1.3401 1.0137 0.0375 26.7959 99.0010 

1.3425 1.0161 0.0375 26.8594 99.2354 

1.3462 1.0198 0.0377 26.9572 99.5968 

1.3450 1.0186 0.0376 26.9254 99.4796 

1.3432 1.0168 0.0376 26.8779 99.3038 

1.3413 1.0149 0.0375 26.8276 99.1182 

  
Promedio 0.0376 

 
99.3347 

  
S 0.0003 

 
0.6653 

  
CV  0.7978 % 

 
0.6698 % 
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