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INTRODUCCION 



l.INTRODUCCION. 

Los problemas que se presenl.ln en el campo del anjlfsls farmacéutico son cada día mayores debido al gran 
Incremento de nuevos productos, con moléculas activas nuevas y excipientes novedosos, que requieren de 
mé1odos de anjlfsls apropiados. Sin embargo, con1.1mos ahora con lnstrumen1.1clón analltlca mjs sofinlcada, 
de gran precisión y semlbllldad que nos puede ayudar a resolver los problemas analldcos que se nos 
presemen siempre y cuando se ellla la técnica apropiada. (22) 

Una vez resuelto esto, el problemJ será buscar el método para conocer si la técnica empleJda nos va a 
proporcionar resul1.1dos confiables, lo cual solo podrj conseguirse mediante la validación adecuada del 
método. (22) 

Como principio definiremos valldaclón en general : 

"Es todo un proceso basado en principios clenllflcos adecuados y que han sido optimizados para 
propósitos de medición • (7) 

La valldaclón generalmente Incluye una evaluaclón de b prechlón, llnealldad, exactitud y especificidad, y 
proporciona una medida del compor1.1mlento del método. (7,9) 

51 la evaluaclón es un éxito, quedarj es1.1blecldo que el método satisface los requhltos para las aplicaciones 
analltlm deseadas y el proceso reclblrj confirmación o aprobación oficia!.( 1) 

La lmporuncla de la valldadón de métodos analltlcos radica en que esw lécnlcas son apllcadas en la 
cuantificación de principios activos en productos farmacéuticos , que por su naturaleza tienen que ver con 
b salud.(8) 

Este trabafo comhte en la valldaclón de un método analítico para una solución of't.11mlca conteniendo 
cloruro de benzalconlo, el método propuesto es el resul1.1do de las modificaciones reallzadas al método 
analltlco F.N.E.U.M. Sa. edición para la cu.lntlficaclón del mismo activo. 

El método rue desarrollado por un Laboratorio de Control analltlco, auxlllar a la Industria farmacéutica, con 
b finalidad de dhmlnulr el tiempo del anjllsls de tercerla de un producto en panicular, para ofrecer un 
mefor servicio a una lndwtrla farmacéutica. 
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11. OBJETIVO : 

1.Es1.1blecer un s~iema de validación para el mélodo an.>lldco propueslo, considerando los par~me1ros 
establecidos para su validación de acuerdo con el documen10 publicado por el Colegio Nacional de Q.f.B. 

2.Documeniar y validar el mé1odo analldco opllmlzado para garanllzar su capacld.ld analfilca. 
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111. GENERALIDADES. 

3 1 CLOR.URQ QI BENZALCONIO. 

Es una mezcla de cloruros de alqullbenclldlmetllamonlo, con la fónnula general 
[c,11,Cll,N(Cll,)

2 
R Jet, en la cual R represenu una mezcla alqul!ar, que va desde C1H11 hasta 

el Culln ( 10) 

Fl¡ur• l. Estructura del Ooruro de Benulconlo. (FNEUM) ( 10) 

El cloruro de benulconlo se encuentra como un 1el espeio o bien en fonn• de trozos ¡¡eladnosos, blanco o 
b!Jnco amartllento con olor l!geramente aromatlco y sabor muy amar¡¡o. No contiene más de un 15% de 
a¡¡ua, es muy ioluble en a¡¡ua, alcohol y acetona; la ioluclón anhidra ei muy soluble en benceno y 
pricllcamente lnioluble en etér. Su ioluc!ón acuosa es llaeramente alcalina y cuando ie •alta produce 
eipuma en abundancia. (2l,29) 

Es lncompadble con Jabone• y otros iuñacuntes anlónlcos, citratos, lodatoS, nitratos, penn.n¡¡anatos, 
sallcllatoi, salei de plau, urtratos, sulfato de zinc y ilcal!s. Se ha demostrado que el lncompadble con 
al¡¡unos ln¡redlenres de al¡¡unas mezclas de pl.!nlcos comerciales, as! como con al¡¡unas otras susunclas 
Incluyendo al aluminio, fluorescelna de sodio, peróxido de hldró¡¡eno, caolln y al¡¡unas sulroamldas.(23) 

J. 1 2.Prop!ed¡des Farnycglógfgt 

El cloruro de benzalconlo es el prototipo de compuestos cuaternarios de amonio con actividad 
andmlcroblana y deter¡¡ente que, en 1935, Domaat< denominó zephlrol. Es un antiséptico local tenslo· 
activo, de naturaleza catlónlca, con propiedades ¡¡ennlclda y deter¡¡ente, que residen en el callón, 
lncompatlble con cualquier deter¡¡ente anlónlco, como el Jabón común y con1ente. Los deter¡entes 
anlónlcos y catlónlcos, como el benzalconlo, adem.lt de ser humecuntes, emulslflcan el materia! seb.!ceo, 
que después se desprende mezcLldo con b mu¡¡re y los microbios. El leve efecto deicamatorlo de los 
compuestos cuaternarios de amonio ayuda a !Implar la piel. Al efecto hum<cunte y deter¡¡ente , se a¡rega 
su fijación, por adsorción, sobre la membran• celuLlr baaerlana, alterando iu penneabllldad, con !J 
consecuente pérdld.J de meubolltos esencblOl y alter.indo slstetms enzlmitlcos lndlspensables. El cloruro de 
benzalconlo es acdvo contra baaerlas ¡ramposldvas y aramne¡advas, alaunos hongos y clertru protozoarios, 
como b ~ ~ • El ¡énero ~ suele ser resistente y por ene motivo se han 
realstrado epidemias en hospitales, producidas por estos mlcroor¡¡anlsmos, por el uso de lnstrumenul 
qulnlr¡lco, supuestamente esterll!zado por lnmenlón, en soluclones con las concentraciones óptltms de ene 
qulmloter.!plco. Es relativamente lnefecúvo contra Mycob>e1erlum ~ y ~. Lo¡ vlrui 
usualmente son resistentes y las esporas pennanecen vlables después de un conl.lcto prolon11ado con este 
antiséptico. Prk~camente no se absorbe a uavés de la piel, pero puede absorbene cuando se emplea sobre 
las mucosas. El eranol acrecenu LI actividad anllslptlca local, por lo tanto se considera m~s úlll y efecdva la 
tintura alcohólica que la solución acuosa. Su efecto rennlclda es mis bien lento, comparado con la tintura 
de yodo al 2%. (26) 



El cloruro de benzalconlo por sus propiedades gennlcldas y deter¡enres rlene varias aplicaciones en la 
lnduslrla fJnnacéurlca; es urlllzado en la preparación de una serte de producros desdnados J la limpieza, 
conservación y el más comodo uso de los lenres de comacro. Una solución limpiadora debe conrener los 
ln2redlentes necesarios para eliminar grasas y depóslros de las superficies de los lenres para pennltlr de esa 
fonna la máxima hldraraclón de las mismas y lacllll.lr la acción humecranre de las ligrlmas.( 18,27) 

Lll soluciones conservadoras como el reno de los lfquldos al cuidado de los lemes de conLJcm, es1!n muy 
expuestas a ta contJmlnaclón; por ello, es necesario lmpanh1es unJ actividad baccericlda, generalmente 
mediante la Incorporación de una sal de amonio cuacemarlo, como el cloruro de benzalconlo, las que 
potencian su acción asociados con etllendlamlno 1etraceta10 dlsódlco. üa droaa y otros a¡entes quelantes 
ablandan el agua e Impiden IJ fonnaclón de pellcula sobre la superficie del leme. También anula la 
lnre¡¡rldad llpoprorelca de la pared celular, aumenrando la penneabllldad de Jos a¡enres b¡crencldas.( 18) 

la concenrraclón ¡eneralmenre empleada de cloruro de benzalconlo en la elaboración de ellos de 
producro" varia enrre un 0.004 % J un 0.020%( 18,23) 

El cloruro de benzalconlo puede ser usado como anrlséplico local en la limpieza pre·operarorla de la piel 
lnl.lclJ y de marerlal médlco·qulnlrglco,su empleo como deslnfecunre para lnnrumenrm u orra clase de 
malerlal mMlco· qulnlrglco, debe evaluarse bien anres de ser llevado a cabo, por la exlsrencla de agenres 
paró¡enos reslstenres y la posible adsorción que puede reducir la concentración del medlcamenro a un nivel 
por debalo del llmlre bacrerlclda. (23,26) 

Al¡¡unas <uenres calificadas recomiendan las sl¡ulenres concenrraclones : para uso sobre la piel ln1Jc1J, 
tlnwra alcohólica o solución acuosa al 1: 750; para membranas mucosas y piel lastimada, solución acuosa al 
1 :2000 a l :5000; para desinfección de lnsllllmenros o al¡lin orro marerlal médlco·qulrúrglco, solución 
acuosa 1:750a 1:5000. (12,23,26) 

En concenrraclones del 0.012% es u,.do en cremas para prevenir el ,.lpullldo y en fonma de t.tblelJS es 
usado para el rraumlenro superflclal de Infecciones de boca y ¡arganta, elC.(23,261 

l 1 1 Coo&ra!ndk:.Jclones ~ mu.autlanes.. 

Las soluciones para desinfección por Inmersión deben ser verificadas perlódlcamenre por la posible 
contaminación con mlcroor¡anWnos resistentes, esporas y para mamener concentraciones bKtericldas 
efectivas. los compuenos cuarem.u1os de amonio son adsorbidos e lnacllvados por mareÑI de al¡odón, 
esponjas de celulosa, denos pl~lllcos, como aquellos de cloruro de pollvlnllo y otros marerlales porosos, 
cuando se lnmer¡en en sus soluciones. Por ene motivo este medicamento es de encada incierta para la 
e11erllluclón fria de caléleres, endoscopios flexibles u orros lnsrrumenros.(26) 

Se recomienda a¡re¡ar un aaente andoxldante cuando se va a deslnfecrar Instrumentos metálicos, para 
re1.1rdar y rra1.1r de evlur el dererloro. Lt marerla org~nlca, como fra¡menros dsulares y pus, el Jabón y 
erras susundas de naturaleza anlónlca lnacdvan el cloruro de benulconlo. Es convenlenre lavar la plel 
ln1Jc1.1 con a¡ua y alcohol al 70% ames de aplicar elle anrlséplico local. Cuando •• aplica sobre la plel 
tiende a formar una pellcula, debaJo de la cual las bacrerlas son viables.Las soluciones concenrradas, pueden 
producir necrosis profunda y ulceraciones, cuando se rrata de lrrl¡¡ar cavidades del cuerpo, puede producir 
debllldad muscular del tipo curarlfonne. (26,27) 



Las diluciones adecuadas ordinariamente no son Irritantes o capaces de sensibilizar. Puede haber Irritación, a 
pesar de Ja concentración terapéutica, cuando se emplea el benzalconlo en apósitos cerrados. El uso 
rutinario puede racllltar Ja senslblllzaclón del paciente con Ja coniecuente aparición de manifestaciones 
alér¡lcas, como son : con)untlvltls e Irritaciones severa• en pacientes que han usado soluciones oít.llmlm 
conteniendo cloruro de benzalconlo y danos epidérmicos debido a que este surractante catlónlco lnteroctúa 
con Ja queratina de Ja piel. (23,26) 



El principal objetivo a conse¡¡uJr por cualquier persona que trabaje en una planea f•rmacéutlca, ianio en 
producción conio en control de c•lld•d, es fabricar productos que cumplan los requhltos de calldad al 
costo m.ls balo posible. La valldaclón es esencial para Ja obtención de este objetivo, ya que permite hacer el 
irabalo bien desde el principio y una sola vez. Adom.ls, un procedimiento controlado y dentlHcameme 
estudiado evlt.l que productos defectuosos sean enviados al clleme. (22) 

Por Jo ranto, existen tres razones principales, por las cuales la Industria fannacéuclca est.i preocupada por 
que sus procesos sean valldados :(8,22) 

1) Normas Je¡ales y reglamen1aclones oficiales. 
2) la garaml• de calidad 
l) la reducción de costos 

1) Nonnas Je¡ales y re¡lameniaclones oficiales. 

En México, la ley General de Salud, que re¡¡ula las actividades de Jos eslableclmlentos que se dedican al 
proceso de medicamentos; asl¡na un st.ltus fejal a est.l actividad, al est.lblecer que los controles analltlcos 
de materbs primas, productos en proceso y productos tetmlnados, deben emplear, proceso de valldaclón; 
par fo canto, el establecimiento es responsable ame las actividades sanitarias de esta actlvkbd.(8) 

Un requerimiento Jeaal slmllar exhte en muchos otros pahes. Tam~n el concepto de valldaclón esta 
claramente lmpllclto a lo lar¡o de todas las buenas pr.lctlcas de manufactura.(5) 

la FDA ha publlcado un se¡¡undo borrador de una "Gula sobre Principios Generales de Valldaclón de 
Procesos", cuyo propósito es describir los principios ¡enerales que la FDA considera partes aceptables de fa 
valldaclón de procesos farmacéuticos para uso humano, veterinario y arteíacws médlcos.(5,8) 

2)Garantla de la calldad. 

Sin una validaclón de proceso, que Implica que el proceso esr.l bien entendido y balo control, no es posible 
conftar en la calldad de los productos fabricados. (22) 

Las buenas pr.lctlcas de manufactura y las valldaclones de proceso, dos conceplOS Inseparables, son 
esenciales para obtener una ¡arantla de calidad.( f 4,22) 

Frecuentemente Ja valldaclón de un proce10 conduce, adem.is de una caridad m.is conslstmte, a una mefora 
de la mlsma.(8) 

l)Reducclón de costos. 

la experiencia y el sentido común Indican que un proceso valldado es un proceso m.ls eftcleme, que 
produce menos reprocesos, rechazos, pérdidas, etc. Una validación de proceso es fundamentalmente un 
excelente ne¡oclo. Aunque el cumpllmlento de las dhposlclones le¡ales es lmpanante, la principal razón 
para valldar un proceso es ¡arantlzar la calidad• un costo reducldo.(5) 

Aunque los estudios de valldaclón se han venido reallzando en la Industria fanmacéutlca desde hace tiempo, 
hay ahora un creciente Interés en los procesos de validaclón, debido al ¡ran énfasis puesto par Ja Industria 
sobre Ja &mntla de calldad y las meleras de productividad. la valld•clón de un proceso es un• parte 
esencl•I de un pro¡r•ma de g•rantla de calldad y es fundamental para conseguir una eficiente operación de 
producclón.(5,22) 



Ademjs se ha comprendido claramente que el anjlisls del producto nnal presenta cien.ti limflaclones si 
queremos asegurar Ja calidad. De aqul, el remarcado énfasis puesto en la. garantla de calidad, buenas 
pr.iclfm de manufmura, construcción de calidad, concrol de procf!50, eic.,todos los cuales Implican y 
requieren que los procesos mn validados. (24) 

Un estudio de validación de un proceso, requiere la caliHcaclón de cada uno de sus elementos mjs 
lmportanies, algunos de los componentes generalmente considerados son:(22,3 I) 

•M~todos analitlcos 
•Calibración de Instrumentos. 
•Sfsremas de apoyo crftlcos. 
•CJlincaclón del operarlo. 
•Materia prima y material de empaque. 
•Equipo. 
•lrutJIJclones. 
•EtapJS de fabricación. 
•Diseno del producto. 

La Industria Fannacéutfca est.I especialmente lmereSJda en la validación de métodos analllfcos, debido al 
eran lncremen10 de nuevos productos que tienen que ver con la salud y que requieren de métodos de 
•~lisis que pennl1.1n realizar en fonna conHable y rapJda la cuantlncaclón del principio activo del 
medlCJmemo.(7,8) 

Desde los anos 40's se empezaron a realizar crabajos colaborativos en los que se hablaba de los parjmetros 
asociados con la validación, se hicieron trabajos sobre Ja exactlwd, precisión y reproduclbllldad, 
lnlclalmente se aplicó a los procesos de esterilización por vla húmeda y vi• seca y después se adaptó a 
metodologú analftlca. En 1962 se empezó a publiCJr sobre validaclón y el ténnlno como t.11 se deHnló en 
la época de Jos 70's. En 1984 en un Forum de la U.S.P. se est.iblecen los lineamientos mlnlmos que 
aparecen en un apart.ido en Ja U.S.P. XXII y en 1989, el comité de validación del Colegio Nacional de 
Q.F.B. edita un documento en el que se es1.1blecen los requisitos mínimos para la validación de métodos 
analltlcos.(3,20) 

La validaclón de un método analltlco se deHne como: 

'El proceso por el cual queda establecido , por estudios de laboratorio , que la capacidad del método 
s.atlsface los requisitos para J¡s aplkaclones analllfCJ• desead¡s,"(7) 

Los par.imecros a evaluar comunmente son: (7, 19,25) 

a)Preclslón. 
La precl•lón de un método analllfco es el grado de concordancia encre resultado• analllfcos lndlvlduales 
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos de una muescra homogénea del 
producto. · 

La precisión es una medida del grado de reproduclbllldad y/o repetlbllldad del método analflfco bajo ras 
condiciones nonnales de operación. 

b)Llnealidad. 
La linealidad de un sistema o de un método analltlco es su habllldad para asegurar que Jos resultados 
analitlcos son proporcionales a Ja concencraclón de la swt.1ncla dencro de un rango detennlnado. 

c)Exactltud. 
La exactitud de un método analidco es la concordancia encre un valor obtenido experimentalmente y el 
valor de referencia. · 



d)Especlfiddad. 
Se define como la medida del grado de lmeñerencla en el anlli1l1 de mezdalcompleja1, o bien como, la 
habllldad de un método analitlco para obtener una re1pue11a debida únicamente a la 1u1tancla de Interés y 
no a otros componentes de la muestra. 

e)Llmlle de detección. 
Es la mlnlma concentración del acclvo que puede ser detect.lda pero no nece1arlameme cuantificada, bajo 
condiciones nom1ales de operación. 

l)Llmlle de cuantificación. 
Es la mlnlma concentración del activo que se puede determinar con precl1lón y exactlwd acep1Jble1,bajo las 
condiciones normales de operación. • 

Exilie un e1quema de validación que clailfica la1 categorfas que cada método nece1l1J para su validación. La 
Q1e&llda 1 contempla a 101 método1 analidcos que cuandfican componentes principales de sui!Jnclas i 
11ranel o lngredlente1 activos, Incluyen conservadorei en producio lennlnado. La "1R&Qll.1 U contempla a 
los métodos analftlcos que determinan Impurezas en sustancias a granel o compuestos de degradación en 
produc10 tennlnado como son anllhls cuant11J1lvos y prueba1 limhes. La aieaom W contempla a métodos 
analhlco1 que determinan las caracterfsdcas flllcas como dlloluclón y liberación del principio activo.( JO) 

REQUISITOS PARA VALIDACION DE METODOS ANALITICOS 

PARAMETROS CA Tt:GORIA 1 CATEGORl..\U CATEGORIA 111 
ANAl.ITJCOS CUANTITATIVO l.IMITE DE 

PRUEBA 

PRECJSJON SI SI NO SI 

EXACTITUD SI SI 

LIMITE DE 
DETECCION NO NO SI . 
LIMITEOE 
CUANTIFICACION NO ·se NO . 
ESPECIFIDAD SI SI SI 

UNEALIDAO 
SI SI NO . 

REl1ROlJUCIDILIDAD SI SI SI SI 

• Puede ser requerido dependiendo de la prueba especlfica.(JO) 

La valldaclón de un método analhlco tambl~n Implica muchos ln11rumentos de medición para 
controlarlo, por lo que 1u adecuada calibración e1 critica para el proceso. Alguno1 ejemplos de enos son: 
tennómetro1, e1pecirofotómetro1, balanzas, rerraciométro1, ecc. Se puede definir la calibración como la 
comparación de una medida e1t.lndar o de un ln11rumemo de exactitud conocida, con otro lruirumemo, 
para detectar, correlacionar, Informar y/o eliminar por aju11e cualquier variación en la exactitud del aparato 
que esta siendo comparado. Validar significa controlar las varlablei.(9,22) 



J.3 ESPECTROEQMfI&IA. 

Uno de los métodos flslcoqulmlcos más empleados en análisis es el de la medida de la absorción o emisión 
de la energla radiante • La gran difusión de esta técnica es consecuencia de Jos factores •IB1Jlemes i(2) 

( 1) El amplio Intervalo de longlludes de onda o de frecuencia de energla radiante y sus dlferemes modos de 
Interacción con la m.Jterla; 

(2) La existencia en el mercado de Instrumentos de medida cada vez más precisos; 

(3) Lis ventajas lnheremes al método. 

Generalmente, el análisis es muy rápido, una vez que se ha establecido el método, a no ser de que se 
requiera de un tratJmlemo previo para ellmtnar Interferencias. El método es, por Llnto, muy cómodo para 
medidas repetidas de un mismo con11huyeme, como sucede en la rutina del análisis de control. Además, el 
método es, en aeneral, aplicable a la detennlnaclón exacra de cantidades de constituyentes mucho menores 
que con los métodos gravlmétrfcos o volumétrfcos; es, por unto, muy adecuado para el análisis de trazas. 
S. cree por lo ¡eneral equivocadamente que los métodos espectroforomélrfcos son aplicables solo a 
pequenas canddades de consdluyenres; nada mAs lejos de la realidad. Con frecuencia es un método no 
destrucdvo de la muenra, lo que puede ser Importante cuando el consllruyeme es muy valioso.(2,33) 

Los métodos espemofo1omé1r1cos llenen tal Importancia, que son lo más ullllzados en casi todos los 
laboratorios lndusrriales, clinlcos, de lnvesrl¡aclón o de ensenanza.(2) 

~e b energb radiante. 

La energfa radiante se define como la energfa lransmldda en fonma de radiación electromagnérlca, esta 
puede ser transmlllda, reflelada y refractada por muchas sustancias en dlforemes estados de a¡regaclón, si la 
radiación Incidente llene una longitud de onda apropiada. Las radiaciones elemoma¡nédcas llenen 
propiedades de onda y de panlcula (fotones).(2,28) 

El espectro electroma¡nédco completo abarca mas de 20 ordenes de magnitud de longlrudes de onda; la 
fl1111ra 2 Indica las dlsdnw re¡lones caracterizadas por nombre, lon¡lwd de onda y frecuencia.( 15,28) 

..,..... ... , , .. 1011 
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Fl1111ra 2. Espectro electroma¡¡nédco.(Ayres)(2) 
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La longitud de onda, /. ,es 13 dlstancl3 entre dos cren.u o dos V3lles , se expresa en unld3des de mlcr3 
(u), mlllmlcra (mu) o angstrom (Á)(28) 

L1 frecuencla,v, es el número de ondas por unidad de tiempo, se expresa en Hertz o ciclos /seg. 
La rrecuencla y la longitud de onda vienen relacionadas por :(28) 

•·=c/1. 

Lo sensación de color es la respuesta a una serle de eSllmulos combinados flslcos, qulmlcos Y biológicos de 
ciertas pJrtes de la retina del ojo para la energfa radiante de determinadas longitudes de onda o 
rrecuenclas.EI ojo humano es sensible a una pequefla porción del espectro elecrroma¡nétlco, es declr,desde 
unas 400 a 750 mu.La colorlmetrla, en su slgnlHcado usual, se emplea para designar la medida de la 
fracción de luz blanca de una lámpara Incandescente que pasa a través de un medio liquido o en disolución 
(o es reflejada por una superficie sólida),(2) 

En espectroíotometrf;i, la encrgl3 que Incide sobre 13 muestra es una radiación monocrom1dca, las medidas 
de la radiación transmitida se realizan mediante aparatos muy sensibles, como fotocélulas, tubos 
fotomultlpllcadores y termopJres.( 1 S,28) 

Al¡¡unos de los componentes básicos de los diversos tipos de espectrofo1ómetros se muestran en la sl¡¡ulente 
fl¡¡ura. El dla¡¡rama es esquemático y no <rata de represenur nln¡¡Un aparaio en panlcular.(2) 

"\/:ooooooooooooGoooooooooo•• ·A . RC '\;5;;;;''º' l < 1 ·• ~· . 

.i~< , t '· ; , L ,. ·. · .. 
fR ' 

. ,..,-• ... '·.',»·-<' '·; •,,:·:· ·~ 

Fl¡ura No.J Componenies de un espectroío1ómetro, FR, fuénte de radiación; L, lente; R, rendlJa; P, 
selector de lonahud de onda (prisma); C, célula de absorción; Fi fo1odlula; A, ampllHcador; H, medidor; 
Re, ,..Utrador.(Ayres)(2) 

L.cnLdcJa Espectrofotometrf.a 

Cu•ndo se hace pasar un haz de enel'lfa radlanie monocromática, sobre una capa homo¡énea de una 
sustancia •1raruparen1e•, pane de la energfa es absorbida y el reno transmitida, dependiendo de la 
frecuencia de la misma y de la es1rue1ura de la molécula que atraviesa. SI la energfa radlanie lncldenie tiene 
lonalwdes de onda de la re¡lón visible del espectro y el medio a través del cual tiene que pasar, absorbe 
selecilvamenie clerus longitudes de onda, el color observado corresponderá a las lon¡¡l1udes de onda de la 
ener¡fa transmitida. Estas generalizaciones tienen su base cuantitativa en las leyes de la espectroíotometrfa. 
(2,28) 
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La ecuación de Lambert y Beer es la ley fundamental que rige a la absorción do todos los tipos de radiación 
electromagnétlca :( 15,28) 

A =-abe 

Donde: A= Absorbancla, relación entre la radiación transmitida y la Incidente. 
a = Constante de proporclonalldad, absorbltlvldad. 
c = Concentración de la solución. · · 

Esta ecuación Indica que la absorbancla d~ la solución es directamente proporclo~al a la concentración de 
las especies absorbentes cuando la longitud de la trayectoria luminosa es Oja. ( 15,28) · 

Instrumenros comerclales1 

No se trata aqul de dar una descripción detallada o una lista completa de los muchos espectrofotómetros 
disponibles en el mercado , se mencionar.In brevemente algunos de los aparatos que ha tenido mayor 
difusión. 

Las siguientes casas comerciales suministran espectrofotómetros baratos : Photovolt Corp., el modelo 
Lumetron; Rublcon Co., el Evelyn¡ Klell Mfg, Co., el Klett· Summerson; Central Sclentlnc Co. y Osher 
Sclentmc Ca. 

El modelo Bausch and Lomb Spectronlc 20, llene lectura directa en mnsmlunclas y absorbancias. El bajo 
costo y el estrecho paso de la banda espectral le hacen especialmente adecuado para aplicaciones analltlcas 
en trabajos de rutina. 

El espectrofotómetro Beckmann Modelo B, es un aparato de precio medio, que cubre la zona de longitudes 
de onda comprendidas entre 325 y 1000 mu. El Beckman Modelo DU y DB llenen ópúca de cuarzo y 
cubren las zonas de longitudes de onda de 200 a 2000mu. Est.!n provistos de conexlonei para un 
accesorio de restmo sriftco. 

Los espectrofotómetros de registro gr.Inca m.ls caro son los de Beckman, Modelos DK· I y DK-2 y el Cary, 
Modelo 14. Estos aparatos cubren las reglones del ultravioleta visible e Infrarrojo próximo, con alto poder 
de resolución. 

Los eipecuofotómetros de lnfrarroJo de re¡btro srinco (Pe11dn·Elmer, Balrd, Beckman) cubren la zona de 
lon111tudei de onda de 2 a 16 u.(2) 
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IV. METODOS ANALITICOS. 

En un embudo de separación de 2SO mi que contenga 2S mi de clorofom10, doposlcar con ayuda de 3S 
mi de agua, una porción de la muestra equivalente a SOO mg do cloruro de benzalconlo anhidro. Agregar 
1 O mi de solución 1 :20 de yoduro de pocaslo, recientemente preparada, capar el embudo de separación, 
aglcar bien y dolar separar las capas. Desechar la capa clorofórmica y lavar la capa acuosa con tres porciones 
de clorofom10 de 1 O mi cada una. Desechar los lavados y pasar la capa acuosa a un matraz de 2SO mi con 
tapón esmerilado; enluagar el embudo de separación con tres porciones de agua de S mi cada una, 
agregando estos lavados al contenido del matraz. Agregar 40 mi do jcido clorhldrlco previamente enfriado; 
mezclar y valorar con solución O.OS M de yodato de pocaslo hasca que la solución toma coloración café 
clara. A¡regar S mi de cloroformo, capar el matraz y aglcar fuenememe. Continuar la valoración gota a 
¡oca, agll3ndo después de cada adición hasca que la capa clorofómtlca se vuelva Incolora y la capa acuosa 
toma coloración amarilla clara. Efectuar una prueba en blanco, empleando 20 mi de agua como muestra. 

La diferencia entre las dos titulaciones ropresenca la cantidad de yodato de pot.tslo que equivale al peso de 
cloruro de benzalconlo en la muestra. Cada mi de solución O.OS M de yodato de pocaslo, equivale a 36 mg 
de cloruro de benzalconlo. 
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Prep.iraclón de soluciones: 

4.2.J. Solución bufferpH= JO. 

Disolver l.O g de Jcldo bórico, l.72 g de cloruro de potasio y 1 .7S g de hidróxido de sodio, en 1000 mi 
de agua destilada. Ajustar el pH a JO ± O. 1 con Jcldo bórico o borato de sodio. 

4.2.2. Solución de anaranjado de metilo (20 m.cg/ml) -

Pesar exactamente SO mg de anaranJJdo de metilo, pre~la~~ílt~ pulverizado en un manero, transferir el 
polvo a un vaso de precipitados de J 00 mi, adicionar JS mi de agua, a¡¡ltar y calentar JJ¡¡eramente para su 
completa disolución, pasar esta solución a un matraz volumétrico de SO mi, lavar con unos mllllltros de_ 
agua el vaso de precipitados y transferir Jos lavados al volumétrico, llev>r a Ja marca con agua.Tomar una 
allcuota de 2 mi y transferirla a un matraz volumétrico de 100 mi, llevar a Ja marca con solución buffer 
ph = 1 O, Hltrar si es necesario y pasar a un frasco Jmbar. Guardar en refrigeración. 
Concentración : 20 mcg/ mi. 

4.2.J. Solución est.lndar (200 mcglml). 

Pesar el equivalente a 2000 mg de cloruro de benzalconlo en un vaso de precipitados de J 00 mi, adicionar 
40 mi de agua y mezclar, transferir el contenido del vaso a un matraz voluméulco de 100 mi, hacer cinco 
lavados con agua y transrerlrfos al matraz volumétrfco, llevar a la marca con a((Ua y mezcLu. 
Concentración: 20 mglml. 

De Ja solución de 20 mglml lomar una allcuota de 1 .O mi y 1ransferlrta a un matraz volumélrlco de l 00 
mi, llevar a la marCJ con agua y mezclar. Concentración 200 mcglml. 

4.2.4. Solución Problema (40 mc¡¡/ml). 

En un vaso de precipitados de 2SO mi, pesar J .O ¡ de alcohol pollvlnlllco y 2S.O m¡ de E.O. T.A., 
adicionar SO.Oml de agua destilada y agitar durante JO minutos. Pesar el equivalente a 4.0 m¡¡ de cloruro 
de benzalconlo, adicionarlo al vaso de precipitados, agregar otros SO.O mi de a¡¡ua destilada y a¡¡ftar por l S 
minutos. Pasar Ja solución a un frasco ~mbar y guardar en refrigeración. Concentración 40 mcglml. 

Metodologla: 

4.2.S. Curva de callbraclón. 

De Ja solución est.lndar (200 mcglml), tomar las siguientes allcuotas : 0.2, 0.9, J .S, 2.1 y 2.7 mi, 
ponerlas en CJda uno de cinco tubos de SO.O mi de tapón de rosca , previamente Identificados con Ja 
dlluclón correspondiente. Adicionar respectivamente 7.l, 6.6, 6.0, S.4 y 4.B mi de agua destilada, y a 
cada uno de Jos tubos adicionar 7.S mi de solución buffer pH= 10 y 10 mi de anaranjado de metllo. 
Mezclar en vonex y dejar reposar durante JS minutos. Leer en el especuofotómetro a 4S9 nm usando 
como blanco solución buffer pH =JO. 

Hacer los dlculos de Jos mg recuperados de cloruro de benzalconlo por regresión Jlneal. 
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'4,2.6. Detennlnacfón del Problema. 

A dos tubos de SO.O mi adicionar 7.5 mi de I• solución problema (300 mcglml), 7.5 mi de solución 
buffer pH = 1 O y 1 O mi de •naranJado de melllo. Mezcf•r en vonex y deJar reposar durante 35 minutos. 
Leer en el espectrofotometro a 4 59 nm usan.do como blanco solución buffer pH = 1 O 

Hacer los cjfculos de los mg recuperados de cloruro de benzalconlo por regresión lineal. 

SOl.UCION STANDAR 
W01nqi'ml 

SOlllCIOS l'kOllLEMA 
40mc¡:ml 

runo 
•1 

O.lml 

AGUA Of.SrllJ\DA 7.J mi 

SOLUCION BUFFER 7.5 mi 
plf•IO 

SOLUCION DE ANARAN· 
JADO DE METILO 
20mcg'ml """ 

CONCENTRACION: 1.6 
mcg'ml 

nmo 

" 
0.9ml 

66ml. 

1.Sml 

IOml 

7.2 

runo ·,111110 JUl\O 
""" ,, .. ,, 

1.Sml 2.lml 

--·· 

60ml . Hml 

7Jml 7Jin1I 

IOml, IOml 

" IU 
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V. EXPERIMENTACION. 

S.1 PREPARACION DE SOLUCIONES: 

Su preparación depende del parámetro analltlco a aplicar durante la validación del método. 

Pesar IS.O¡ de alcohol pollvlnlllco, 375.0 m¡ de E.D.T.A. y 4.1 g de natrazol 250 HNR, transferir a un 
matraz erlen meyer de 2.0 11, adicionar 1200 mi de agua destilada y a¡l1.1r durante una hora o hastJ 
completJ dlsoluclón, con la ayuda de un agitador magnético. 

Pesar 6.0 ¡de ácido bórico, 7.45 ¡de cloruro de potJslo, y 3.51 ¡de hidróxido de sodio, transferir a un 
matraz volumétrlco de i.o lt, disolver en 1000 mi de agua desdlada, llevar a la muca con a¡¡ua destilada Y 
mezclar. 

Pesar exactamente SO.O m¡ de anaranJado de medio, previamente pulverizado en un monero, transferir el 
polvo a un vaso de preclpltJdos de 100 mi, adicionar 35 mi de agua, agitar y calentar ll¡er.imente para su 
completa disolución, pasar esta solución a un matrai volumétrico de 50 mi, lavar con unos mllllltros de 
agua el vaso de preclpl1.1dos y transferir los lavados al volumétrico, UevJr a la marca con a¡ua desdlada y 
mezclar.Tomar una allcuota de 2 mi y transferirla a un matraz volumétrico de 100 mi, llevar a la marca 
con solución buffer ph= 10, filtrar si es necesario y pasar a un frasco ~mbar. Guardar en refrigeración. 
Concentración : 20.0 me¡¡/ mi. 

5.2. M ETODOLOG 1 A 

S.2.1. LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION, 

Se deiermlna cons11Uyendo una curva de callbradón (cantidad adicionada contra respuesta medida) de una 
mbma solución el patrón, utlllundo cuando menos 5 diluciones y haciendo an~llsb por dupllcado para cada 
dilución. · · 

En un vaso de precipitados de SO mi, pesar el equivalente a 2000 mir de clontro de benzalconlo, adicionar 
20 mi de agua y mezclar para disolver completamente, pasar el contenido del vaso a un matraz volumétrico 
de 100 mi, hacer cuatro lavados de 1 O mi al vaso de preclplcados y transferirlos al volumétrico, llevar a la 
marca con agua y mezclar. Tomar una allcuoca de 5.0 mi y transferirla a un matra1 volumétrlco de 100 
mi, llevar a la marca con agua y mezclar De esca solución, transferir una allcuo1.1 de 6 mi a un matraz 
volumétrico de 1 SO mi, llevar a la marca con agua y mezclar. Guardar en frasco ~mbar. 
Concentración : 40 mcg/ml. 
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Re•llzar las slaulentes diluciones de la solución patrón (por dupllado), en 5 rubos de 50 mi, previamente 
ldendflados, tomar un. •llcuota de J.O , 5.J, 7.5, 9.5, y IJ.O mi de solución A respecdv•mente, Y 
proceder a su anillsls de •cuerdo al método: 

DlluQón 1 : 40% 
J.Oml Sol.A(l20mc1)+4.5 mi a¡ua+ 7.5 mi sol.e+ 10 mi sol.O 

D1luQón z : 70.6% 
5.3ml Sol.A(212mcg)+2.2 mi a¡ua+7.5 mi sol.e+ 10 mi sol.O 

D1luQón l : .lllO% 
7.5ml Sol. A(300mc1)+0 mi a¡ua+7.S mi sol. e+ 10 mi sol.O 

D1luQón ~ l lli.69!i 
9.5ml Sol.A(380mcg)+O mi a¡ua+5.5 mi sol. C+ 10 mi sol.O 

D1luQón s. l ill.l.9!i 
13 mi Sol. A(520mq¡)+O mi a¡ua+2.0 mi sol. e+ 10 mi sol.O 

Mezclar y delar reposar durante 35 minutos. 
Correr curva de allbraclón de acuerdo al método. 
Leer a 459 mm usando como blanco buller pH= 10. 

5.2.2. PREelSION DEL SISTEMA. 

Se detennlna por el •nilhls sexwpllcado de una misma solución patrón, correspondiente •I 100% de lo 
establecido en la llnealldod del sistema , balo las mismas condiciones de medición. 

100% = 12 mcg/ml 

Pesar el equivalente a 2000 m1 de cloruro de benzalconlo, en un vaso de precipitados de 50 mi, adicionar 
20 mi de a¡ua y mezclu para disolver completamente, pasar el contenido del vaso a un m•traz volumétrico 
de t 00 mi, hacer cuotro lavados de 1 O mi al vaso de precipitados y transleririos al volumétrico, llevar a la 
mara con a¡u• y mezclar. Tomar una •llcuota de 5 mi y transferiri> a un matraz volumétrico de 100 mi, 
llevar a la marca con a¡ua y mezclar. De esta solución, transferir una allcuota de 6 mi a un matraz 
volumétrico de 150 mi, llevar a la marca con a¡ua y mezclar. Guardar en frasco imbar. 
Concentración : 40.0 mcglml. 

En cada uno de seis wbos de 50 mi de tapón de rosca, hacer la siguiente dilución, de la solución A tomar 
una allcuota de 7 .5 mi (300 mcglml) , adicionar 7.5 mi de la solución e y 1 O mi de la solución O.Agitar 
cada uno de los rubos en el vortex, deJar reposar durante J 5 minutos, y leer en el espectrofotométro a 
459 nm, usando como blanco la solución buffer pH= 10. 

Correr curva calibración de acuerdo al método. 
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1) 7.5 mi sol.A (l00mq)+7.5 mi sol. e+ 10.0 mi sol. D 

2) 7.5 mi sol.A (l00mq)+7.5 mi sol. e+ 10.0 mi sol. D 

l) 7.5 mi sol.A (lOOmq)+ 7.5 mi sol. C+ 10.0 mi sol. D 

4) 7.5 mi sol.A (l00mcg)+7.5 mi sol. C+ 10.0 mi sol. D 

5) 7.5 mi sol.A (lOOmc11)+ 7.5 mi sol. C+ 10.0 mi sol. D 

6) 7.5 mi sol.A (lOOmc11) + 7.5 mi sol. C+· 10.0 mi sol. D 

5.2.l. LINEALIDAD DEL METODO. 

Se determina con placebos adicionados del principio acdvo (placebos caraados), cada uno de manera 
Independiente, cuando menos a tres dlrerentes concentraclones,lncluyendo al 100%, haciendo los an.lllsls 
por trlpllcado de cada concentración. 

100% = 12mc11/ml 

Solución A: 

Pesar en un motraz volumétrico de 100 mi, el equivalente a 2000 m11 de cloruro de benulconlo, disolver, 
llevar a I• mora con aaua y mezclar. De esia solución trarurerlr • un motraz volumétrlco de 100 mi una 
allcuoia de 5 mi, llevar a L1 marca con •aua y mezclar. 
Concentración : 1000 mea/mi. 

Muestra: 

En cada uno de tres v¡sos de preclpllados de 50 mi, medir una allcuota de 20 mi de sol. B, adicionar a 
cada uno 0.7 mi de solución A y 4.l mi de aaua, mezclar. 
Concentración del principio activo : 28 mc¡¡/ml 

An.lllsls: 

En~ rubos de 50 mi de tapón de r0Sc.1,hacer la slaulente dilución, adicionar una allcuora de 7.5 mi de la 
muestra (210 mc11),7.5 mi de L1 solución C y 10 mi de la solución D. Aaliar en vortex y deJar reposar 
durante JS minutos. Leer en el espectrofotométro a 459 nm, usando como blanco solución buffer 
pH=IO. 

Correr curva de callbraclón de acuerdo al método. 

1)7.5 mi de muestra(210 mc11)+ 7.5 mi sol. C+ 10.0 mi sol.O 

2)7.5 mi de muestra(210 mea)+ 7.5 mi sol. C+ 10.0 mi sol.O 

3)7.5 mi de muestra(210 mea)+ 7.5 mi sol. C+ 10.0 mi sol.O 
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Solución A: 

Pesar en un matraz volumétrico de 100 mi, el equivalente a 2000 mg de cloruro de benzalconlo; dilalver, 
llevar a la marca con agua y mezclar. De esta solución transferir a un matraz volumétrico de 100 mi una 
allcuata de S mi, llevar a la marca con agua y mezclar. ' 
Concentración : 1000 mcglml. 

Muestra: 

En cada uno de tres vasos de precipitados de SO mi, medir una allcuata de 20 mi de sol. B, adicionar a 
cada una 1 mi de sol. A y 4 mi de agua. Mezclar, 
Concentración del principio acdvo: 40 mcg/ml. 

An~llsls: 

En tres tubos de SO.O mi de tapón de rosca,hacer la siguiente dilución, adicionar una allcuota de 7.S mi de 
la muestra A (300 mcg),7.S mi de la solución C y JO.O mi de la solución D. Aattar en vonex y dejar 
reposar durante 3S minutos. Leer en el espectrofotométro a 4S9 nm, usando como blanco solución buffer 
pHalO. 

Correr curva de calibración de acuerdo al método, 

1) 7.S mi muestra (300mcg)+ 7.5 mi sol. C+ 10.0ml sol. D 

2) 7.5 mi muestra (300mcg)+ 7.5 mi sol. C+ JO.O mi sal. D 

3) 7.5 mi muestra (300mcg) + 7.5 mi sol. C+ 10.0 mi sol. D 

Solución A: 

Pesar en un matraz volumétrico de 100 ·mi; el equivalente a 2000 mg de cloruro de benzalconlo, dilolver, 
llevar a la marca con agua y mezclar. De esta solución transferlr a un matraz volumétrico de 100 mi una 
allcuota de 5 mi, llevar a la marca con agua y mezclar. 
Concentración : 1000 mcg/ml. 

Muestra: 

En cada uno de tres vasoi de ·pre~lpita'dos d~· 50 mi, medir una allcuota de 20 mi de sol. B, adicionar a 
cada uno 1.3 mi desol. Ay 3.7.ml de agua; Mezclar. 
Concentración del principio acdvo: 52 mcg/ml.· · 

Análilil: 

En tres tubos de 50 ~I de ~~ónd: r~i~~.ll~c~r 1a' slguleÍtté dlluclón, adicionar una allcuota de 7,5 mi de la 
muestra A (390 mcg),7.5 mi de l.lsoludón C y 10,0 mi de la solución D. Agitaren vonex y dejarreposar 
durante 35 minutos.· Leer· eri el espectrofotoméuo a 459. nm, usando· como blanco solución buffer 
pH=IO. "' . · · · · 

Correr curva de calibración de acuerdo al método. 
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1) 7.5 mi muestra (390mcg)+ 7.5 mi sol. e+ 10.0 mi sol. D 

2) 7.5 mi muestra (390m~g)+ 7.5 mi ;ol, e+ 10.0 mi sol. D 

3) 7.5 mi muestra (390mcg)+ 7.5 mi sol, e+ 10.0 mi sol. D 

5.2.4. EXACTITUD AL 100% 

Se deben cuando menos analizar 6 placebos cargados de manera Independiente, con la e>ntldad necesaria 
de la sustancia de Interés para obtener la concentración del 100% del principio activo, establecido en la 
linealidad del método, utilizando el método propuesto y haciendo el análisis en las mismas condiciones de 
operación y por el mismo analista. 

Solución A: 

Pesar por sexwpllcado en matraces volumétricos de 100 mi, el equivalente a 2000 m¡ de cloruro de 
benz.akonlo, llevar a la marca con agua y mezclar. De esta solución transferir a un matraz volumétrico de 
100 mi un alfcuotJ de S mi, llevar a la marca con agua y mezclar. 
Concentración : 1000 mcg!ml. 

Muestra: 

En cada uno de seis vasos de precipitados de SO mi, medir una alfcuota de 20 mi de sol. B, adicionar a 
cada uno 1 mi de sol. A y 4 mi de agua. Mezclar. 
Concentración del principio activo: 40 mc¡/ml. 

Anlllsls: 

En seis rubos de 50 mi de tapón de rosca,hacer la siguiente dilución, adicionar una alfcuota de 7.5 mi de la 
muestra A (300 mc¡),7.5 mi de la solución e y ID.O mi de la solución D. Agitar en vortex y dejar reposar 
durante 35 minutos. Leer en el especuofotométro a 459 nm, usando como blanco solución buffer 
pHalO. 

Correr curva de calibración de acuerdo al método. 

1) 7.5 mi muesrra (300mcg)+7.5 mi sol.e+ ID mi sol.O 

2) 7.5 mi muestra (300mc¡)+ 7.5 mi sol.e+ 10 mi sol._D 

3) 7.5 mi muestra (lOOmc¡) + 7.5 mi so1:c+ 1 O mi sol.O 

4) 7.5 mi muestra (l00mcg)+7.5 mi sol.e+ 10 mi sol.O 

5) 7.5 mi muesrra (l00mc¡)+7.5 mi sol.e+ 10 mi sol.O 

6) 7.5 mi muestra (lOOmq¡)+ 7.5 mi sol.e+ 10 mi sol.O 
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5.2.S. PRECISION DEL METODO ANALITICO. 
( REPRODUCIBILIDAD) 

Se debe llevar a cabo cuando menos por dos analistas, en dos dfas diferentes y por triplicado para cada 
muestra. Se trabal".! de manera Independiente, p¡nfendo de una muestra hom<>dnea del producto con 
una concentración cercana al 100 % de fa concentración teórica. 

Sofucfón A: 

Pesar el equfvafente a 2000 mg de cloruro de ben1.1fconfo, en un vaso de precfpft.ldos de 50 mi, adicionar 
20 mi de a¡¡ua y mezclar para dfsofver compfer.imente, pasar el contenido del vaso a un matraz aforado de 
100 mi, hacer cuatro lavados de 10 mi al vaso de preclpfr.idos y transferirlos al aforado, llevar a la marca 
con a¡¡ua y mezclar. Tomar una allcuor.i de 5 mi y transferirla a un matraz volumétrico de 100 mi, llevar ;i 
la marca con aaua y mezcf.u. 
Concentración: 1000 mc¡¡/mf. 

Muestra: 

En un vaso de precfpft.idos de 100 mi, medir una allcuot.1 de 40 mi de sol. B, 2 mi de sol. A y 8 mi de 
asua, mezclar y ¡¡uardar en frasco .lmbar. 
Concentración : 40 mc1 I mi. 

ANALISTA 1 y 2· 

An.lllsls: 

Tomar una allcuot.1 de 7.5 mi de la muestra y transferirla a un wbo de SO mi de tapón de rosa, que 
corresponden al 100 % de la concentración teórica y proceder a su an.lllsls, adicionando 7.5 mi de 
soluclón C y 1 O mi de soluclón D. Correr la prueba por triplicado. 

1) 7.5 mi muestra (300m<1)+7.5 mi sol.C+ 10 mi sol.O 

2) 7.5 mi muestra (lOOmc1)+ 7.5 mf sol.C+ 10 mi sol.O 

3) 7.5 mi muestra (JOOmc1)+7.5 mi sol.C+ 10 mi sol.O 

A&ft.lr en vonex y dejar reposar durante 35 minutos. Coner curva de caflbraclón de acuerdo al método. 
Leer a 459 mm usando como blanco bulfer pH~ 10:· 
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5.2.6. ESPECIFICIDAD DEL METODO. 

Se detennlna por el an~llsls de placebos del producto con el método de medición, para Identificar si hay 
respuesta de los excipientes y/o de otras sustancias presentes. 

En cada uno de seis vasos de preclpl1.1dos de 50 mi, medir una alícuota de 20 mi de solución B y adicionar 
a cada uno 5ml de agua destilada. 

An.illils l 

De cada uno de los vasos de precipitados, tomar una alícuota de 7.5 mi y transrerlrlas a tubos de 50 mi de 
1.1pón de rosca, adicionar 7.5 mi de solución C y 10 mi de solución D. Agl1.1r con vortex y dejar reposar 
durante 35 minutos. Leer en el Espectrofotométro a 459 nm usando como blanco buffer pH = 1 O. 

Correr curva de callbraclón de acuerdo al método. 

1) 7.5 mi Placebo+ 7.5 mi sol.C+ 10 mi sol.O 

2) 7.5 mi PI.cebo +7.5 mi sol.C+ 10 mi sol.O 

l) 7.5 mi Placebo + 7.5 mi 101.C+ 10 mi sol.O 

4) 7.5 mi PI.cebo +7.5 mi sol.C+ 10 mi sol.O 

5) 7.5 mi PIJcebo + 7.5 mi sol.C+ 10 mi sol.O 

6) 7.5 mi PIJcebo +7.5 mi sol.C+ 10 mi sol.O 

22 



ESTADISTICA DE LA VALIDACION 



VI, ESTADISTICA DE LA VALIDACION 

6.1. LINEALIDAD DEL SISTEMA 

Crlrerlo: 

b"' o,r ~ 0.99,r' ~ 0.98 
cvSl.5% 

1) Tabular los resul1.1dos con baie al sllilllenr~ fom1aro : 

1 = n~mero de diluciones. 

Concentraclon de Ja 
dilución de la solución 
patrón (x) 

xi 

x2 

xi 

yll, yl2 ..... yin 

y21, y22 ~.; •• y2n 

)11,yt2 ..... yt~ 

n• n~mero de repllcacionei (propiedad medida) de cada 
dilución de la solución parrón. 

Para proceder a los 1l¡ulen1e1 dlculos, es neceiarlo que el n~mero de replicaciones por dilución, sean 
ec¡ulval<n1e1. · 

2) Qlculos preliminares: 

Sx • n (xi+ "2+ ... + xi) 

Sy •Yll +yl2 + ... +yin+ y21+y22 + ... +y2n + ... +yil +~Yl2+ ... +yin 

Sx2 • n (xi'+ x2' + ... + xr•) 

Sy2=yl1 2 + yl21 + ... +yin' + y21 2 + y22' + ... ": y2n' + ... + y11• + yt22 + ... + ym• 

Sxy =xi ( yl 1 + Yl2 +.:.+yin)+ x2 ( y2J + y22 + ... +y2n) +.,;+XI ( y1J + yi2+ ... +,Yin) 

3) Qlculos finales 1 · 

m= 11/(Sxy)-(Sx)(Sy) 
11/(Sx')-' (Sx)' 

h=Sy-m(Sx) 
111 
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[ 
[111(5'.ry)-(.S:r)(.\)•J]' ]'" 

r = (111(Sx')-(Sx}'j[111(Sy' J-(Sy)') 

, [111(8.Ty)-(,S:r)(:\'.vl]' 

,. = (111(Sx'l:-(SrJ'j(111(Sy')-(.S)·)'j 

4) Cllculos preliminares para el cciencléntó de variación: 

4.1 C.lcular para cada 'punto. de 1i IJ~ealldád del slste;ma el siguiente factor: 

Propl~da~ .;';dlda (~) 
F=·············-········.,.·· .. ·········; .... c ... : •• : ...... . 

conc. de la dilución de la sol. patrón (x) 

Fll=l.!.! 
xi 

Fl2=ylZ 
.rl 

Fl11=Y
1
" 

xi 

Ftl=ytl 
XI 

Ft2=Y
12 

XI 

Ftn=ylll 
XI 

4.2 Calcular Ja suma de factores, la suma de cuadrados de factores y Ja media del factor: 
: . ' . 

SF= Fl 1 + FJ2°+ Fin+ ... + Ftl + Ft2 .+-Ftn 

SF' = FI 12 +. FJ22 + Fln-2 + ... ' + Ft'I' .j. °Ft22 + Ftn2 

F = 'E.F donde N_ = n~memde puntos de Ja JlnÓalldad.del sistema. 
N 
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5) c.\Jculos finales para el coencleme de variación: 

/JE= { N(SF' )-(SF)' }''' 
N(N-1) 

CV=E!..1·JOO ,.. 

6.2.PRECISION DEL SISTEMA. 

Criterio: 

cvs'l.5%. 
Los porclentos recuperados y J~s CV á cada nivel y Jos globales de todo el Intervalo de Ja Jlnealldad deben 
estar de acuerdo a Ja lolbla 6, 

1) Tabular Jos resulloldos • 

yJ, y2 ;v3:: ... ,y~ 
2¡ Cllculos prellmlri~res. .· 

. sy.; vi .;. ya+' vl + ... + yn 

Sy2 = yJ 2 .+. y22 + Yl' + ... + yn' 

DE= {.
N(·Sy. '}-(.s}•)' }'" 

N(NC..I) 

3) Cllculos finales. 

Coeficiente de variación. 

cv=E!.xioo 
y 
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6.3.LINEALIDAD DEL METODO. 

Criterio: 

m.,(,b.,O,r' <:0.98 

Los por cientos recuperados y los CV a cada nivel y los globales de todo el Intervalo de la linealidad deben 
esur de acuerdo a la ubla 6. 

6.3.1. Cantidad adicionada ·Cantidad recuperada. 

1) Tabular los resultJdos con base al siguiente fonnato : 

C,¡ntldad ,¡dkloNda fxl CanlJdJd re(YllC@d.J ly) 

xi 1, xl2, ... , xln yl 1, yl2, ..... yin 

x21, x22, ... , x2n y2 I, y22, ..... y2n 

xtl, xt2, ... , xtn yt 1, yt2,.... yUl 

t= número de canddades adicionadas. 
n= número de repllaclones (canddad recuperada) por cada cantidad adicionada. 

Para proceder a los slslllentes dlculos, es necesario que el número de canddades recuperadas 
(replicaclones), de cada canddad adicionada , sean equivalentes. 

2) Olculos preliminares : 

Sx •xi I+ xl2+ ... + xln+ x21+ x22+ ... + x2n + ... + xtl+ xt2+ ... + XUI 

Sy • yl 1 + yl2+ ... +yin+ y21 + y22+ ... + y2n+ ... + ytl + yt2+ ... + yUl 

Sx• =xi I' + xl2' + ... + xln1 + x21 2 + x221 + ... + x2n2 + ... + xtl 2 + xt21 + ... + xtn2 

Sy2 = yl 11 + yl21 + ... +yin'+ y21 2 + y221 + ... + y2n1 + ... + ytl2 + yt2' + ... +ytn' 

Sxy =xi 1yl1 + xl2 yl2 + ... + xln yin +x21 y21 + x22 y22 + ... + x2n y2n+ ... +xtl ytl + 
Xt2 yt2 + .,, + XUI YUl 

Qlculos finales : 

11/(Sxy)-{&)(Sy) 
m- 111(&')-(&)' 
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¡ 

h= Sy-m(Sx) 
111 

2 . [nt{Sx)-{Sx)(Sy)]
2 

r = [111(.S:Y2 )-(Sx)'j[111(Sy')-(Sy)'] 

6.3.2. Porclento recuperado. 

Calcular el porcÍento rec~perad'o (R) para cada canUdad recuperada con la sl1111lente ecuación: 
.. - -. ' ~ 

1) Tabular los resultados ; 

RI , R2, RJ, ... , Rn 

21 Cllculos preliminares: 

SR = RI + R2 + Rl + ... + Rn 
SR'= Rl' + R21 + Rl1 + ... + Rn' 

R =(y/ x)IOO 

R=(SR)IN {
N(SR')-(SR)'}'" 

DE= 
N{N-1) 

ll Cllculos ftnoles : 

lnteMlo de conlbnu para la medt. : 

t = Valor de la t de Swdent, con N·l srados de llbenad y una probabllldad acumulada de 0.975, 
(tabla 5) 

Coeficiente de vart.clón: 

CV=(DEIR)IOO 
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6.4.EXACTITUD Y REPETIBILIDAD AL 100% 

Criterio: 

El porclento recuperado y el CV deber~n estar de acuerdo con la tabla 6. 

1. Tabular los resultados del por ciento recuperado (R), con base al siguiente formato: 

RI, R2, Rl, .... ., Rn 

2. Qlculos preliminares: 

SR = RI + R2 + Rl + ... + Rn 

SR' = Rl 2 + R22 + Rl' + ... + Rn' 

- SR 
R=

N 

{
N(SR')-(SR)'}" DE= 

N(N-1) 

3. Olculos finales : 

lnterv•lo de conflarua para la media : 

- DE 
y+-17 

1 a Valor de la t de swdentcon N·I arados de llberud y una probabflldadacumulada de 0.975. 
(tabla 5) 

CoeHclenle de variación 1 

cv =(DEI R)IOO 
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6.5.PRECISION DEL METODO 
(REPRODUCIBILIDAD) 

El sl¡¡ulente procedimiento ~nlcamente es apllcable cuando se u111Jcen 2 di.u, . 2 anallnas y 3 
detemllnaclones. 

Cuando se uilllcen un número distinto de dlas y/o anallstJ y/o recobros por anallslJ y dla,se sugiere que se 
consulte a un estJdlstfco. 

Criterio: CV S 3.0 % 

1. Tabular los resultJdos con base en el sl¡¡ulente ronnato: 

DIA 
O) 

2. Olculos prellmln•res : 

1 

2 

1 

yl JI 
yl12 
yll3 

yl21 
yl22 

yJ23 

ANALISTA (i) 

2 

yl 11 
y212 
y213 

y221 
y222 

y223 

y ... • yl 11+yf12+yl13 + yl.ÍI + yl22 + yl23 + y21 I + y212 + y213 + y221 + 
y222 + y223 .... 

Sy2 ••• = yl 11 2 +yl122 ·+ yl l'.J' + ~·121' + yl222 + yl23' + y21 I' + y212' + y21l' + 
y221 2 + y2222 +. y2232 .; . 

y=y .. ./N. 

DE ={N(Sy')-(Sy ... )' }~ 
N(N-1) 

N = n~mero total de detennlnaclones. 
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J, Olculos finales: 

Coeficiente de variación : 

CV=(Dl:.'ly)IOO 

SI se desea detemdnar 1j reproduclbllldad ln1eranallsta,lrÍ1erdla/analls1a, y la repedblildad es necesario 
efectuar el siguiente procedimiento : 

Olculos prellinlnares : 

1. CJlcular la sum~ de la.s comblnadori,es anallsta;dla (Yll.l: 

yll.=Ylll +y112 +viíJ 
. ·. -._.:-,. . . :;·;· 

yl2. = yl21 + Yl22 + yl23; 

y21.= Y21 I ~:~;z,~·~ :2ii 
y22. = y;21 + ~222}v~il · 

2. CJlcúlar 'ªsuma para cada 'analist'.í (yr •. :) : 

yl •• = yl ,,~:v1í2{>-,ti+ v121 + v122 + v123 

v2 .. =v211+'y212+v213+v221 +v222+ v2u 

3. Calcular b sum~ ;;tll (~ •• :.): •,, . 
. . .-:: 

y,,, ;,; ~1 •• : + yii,/ 
4. Calcular ,.;urna del ci~~ ... d~~- c'.ida'.ln~1l;~ en ~da dla: 

SSyl)'. ':' ( YI l.)~.+( yl~.)2 +{y21.)' ,-f;{y22.)2 

s. Calcular las s~~ J.;, ~ .. ,;~~ci';f~ cada -~alis ti en los dos dlas : 

Syl .. • ".' (;l •• )~.+:(yz:.)2 

6. Calcular la suma 'cie eada dató é1evailó:a1 cu~drado: 
. ;·.-· 

SSSyljk' = (yl l J)i.+;(yll2)2 +:Íyl13)' + ( yl21)' + (yl22)' +(yl23)2 + 
(y211)2 +(Y212)' '+ (y213)' + (y221 )2 + (y222)2 + (y223)' 

7. Calcular la sumad~ ~ua~;:.dos d;l ana;ls~ (SCa), efecto del factor del mllsta, con la slsulenre fórmula: 

sea= Syi' ... _y' ... 
dr adr 
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8, Calcul>r la suma de cuadrados del dla anidado en el analista (SCd), con la siguiente íónnula : 

Scd=SSylj.' _Syl' ... 
r dr 

9. Calcular la sumar de cuadrados del error (SCe) con la siguiente íóm1ula : 

Scc = SSSyijk ' - SSylj .' ,. 
c.\lculos finales : 

1. Con los datos ant~rlores · co~stnÍlr Ía !Óbl;- de análisls de la varianza (ANADEVA). 

Fuenle de 
variación 

Analista 
(o:) 

DIJ 
(8) 

Error 
(E) 

~~a~Ósde( -
111ierud·:·: .. 

gla=a-?· 

gld=(d·lia SCd 

Sce 

Mcd=Scd 
_:.: - glcl 

--- ,- SCe 
MCe=__ ,, :_ g/e· 

·-::--... ·'-

Fcal Fo.os• 

Fa= MCa Fgla 

Mee/ gld 

Fd = Mcd Fgld 

MCe g/e 

FO.os•= TABLA 6:_Valoresde la distribución-, de flsher con una probabilidad acumulada de 0.975 

- 2. Realizar la lnterpretaclóñ de los resultados : 
·. -· > :·:·:~ '· :-:-< 

SI Fa < F¡¡la,¡¡ld;0.05_ 

SI Fa ~ Fab,llld;0.05 

SI Fd ~ F¡¡ld,¡le~0.05 

SI Fd ~ fgld,gle;0.05 

Repetlbllldad del mét~o an;Utlco: 

-El método analltlco es reproduclbl_e-por, los analistas. 
., ' - ·.o·.•· . 

El método analitlco no es reproducible por los analistas. 

El método analitlco es reproduclble" ~n -distintos dlas 
por un mismo analista. 

El método analitlco no es reproducible en distintos dlas 
por un mismo analista. 

Calcular la repetlbllldad del método con la siguiente ecuación : 

Repetlbllldad = +· (MCE)~ 
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GLOSARIO. 

b = Ordenada al origen o Intercepto. 

r = Coendente de Correlaclón. 

r2 = CoeHclente de detennlnaclón. 

CV = CoeHclente de Variación. 

IC = Intervalo de Conftan>a al 95 'IV • 

m = Pendiente. 

n = N~mero de replicaciones. 

R.L. = Re¡reslón Lineal 

S m Sumatoria. 

t= N~mero de dlludones o n~mero de canddades adicionadas. 

y = Media arlunédca. 

N = N~mero total de detennlnaclones. 

s2 = Varlan20. 

DE = Desviación est.!ndar. 

x = Diiución o canddad adicionada. 

R = Porclento recuperado. 

R = Promedio arlunétlco del porclento recuperado. 

t = Valor de la dhtrlbudón t de Student con una probabllldad acumulada de 0.975 

F = Valor de la dhtribuclón F de Flsher con una probabllldad acumulada de 0.975 

al = Grados de libertad. 

y ... = y total 

F = Factor para cálculos en la linealidad del sistema. 



RESULTADOS 



VII. RESULTADOS 

7 1 CALIBRACION DEL EspECJROFOTOMETRQ 

Marca : Pertdn·Elmer. 
Modelo : Lambda. 
Serte: 69144 

LINEALIDAD CON DICROMATO DE POTASIO EN ACIDO SULFURICO O.OIN 

Concentración Lecruras 
mc&lml Abs 257 nm 

20 0.303 
40 0.583 
60 o.eeo 
80 1.174 
100 1.470 
120 1.787 
140 2.111 
160 2.442 
180 2.887 
200 3.401 

GRAFICA 1 
CALIBRACION DEL ESPECTOFOTOMETRO 

PERKIN·ELMER 

~ 2 !--------_,,c.... ___ _ 
m1.s1------~C....--,...-----.,.-

CONCENTllACION mcpl 

Coeflclente de correlación 1 0.9955 

Resultado: Aceptable 
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7 2 CALIBRACIOH PE LA BALANZA.ANAIJIICA 

Morca : Sartorfus 
Serle: H 110 

PESA 
CALIBRADA 

10.0000 mg 
20.1000 mg 
50.0000 mg 

200.1000 mg 
299.9000 m11 
500.1000 m11 
999.2000 mg 

1.9984 11 
3.0046 11 
5.0008 11 

10.0014 11 
19.9947 

PESA 
PATRON 

10.0 mg 
20.0 mg 
SO.O mg 

200.0 mg 
300.0 mg 
500.0 mg 

1.0 11 
2.0 
3.0 
5.0 

JO.O 
20.0 

(1) = Incertidumbre o 1olerancl• a su clase. 

Resuludo • Acepuble 
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(1) 

0.21 
0.26 
0.34 
0.54 
0.61 
0.72 
0.90 
1.10 
1.30 
1.50 
2.00 
4.00 

PESO EN LA 
BALANZA 

10.0000 mg 
20.0000 mg 
50.1000 mg 

200.1000 mg 
300.0000 mg 
500.0000 mg 
999.2000 mg 

1.9999 g 
3.0000 
5.0003 

10.0037 
20.0005 



7 3 • VALORAC!QN OUMICA DE CLQRURO DE IENZALCONIO. 

METODO DE ANALISIS • f.N E U M Sa EDIOON D D SlZ.Sl4 

Vaforaclón vofumérrfca con YodJro de Powfo O.OS M, en la que cada mi de esu solución, equlv•le a 
l6.0 mg de cloruro de benz.alconlo. 

Tirulo real de la solución de yodaro de powlo: 0.04977H 

M-ra 
N' 

Blanco 
1 

Corrección de volumenes: 

Mlwlab :J2.4ml· 18.0ml • 14.4m 
MlwlaZ: l2.4ml· 17.0ml • 15.4ml 
Mlwu:i ll l2.4ml • 17.0ml a 15.4 mi 
Mlwla .i; l2.4ml • 18.0ml • 14.4 mi 

volumen promedio: 14.9 mi 

SI: 

- Yodlto do pclHIO 
(mg\ O.Q41ZZM (mll 

o 32 .• 
500 18.0 
500 17.0 
500 17.0 
500 18.0 

1.0 mi de Yodaro equivale a: l6.0 mr de Ooruro de 
de Powlo O.OSM -- Benz.akonlo 

entonces: 
l .Oml de Yodaro equlv•le a:JS.8l44 mr de Ooruro de 
de Poiaslo 0.04977H -····--· Benz.alconlo 

Por lo unto: 
14.9 mi de Yodaro equivale a: Sl4mr 
de Poiasfo 0.04977M .......... de cloruro de benz.alconlo 

• Ooruro de Benz.alconlo a udflz.ar como principio activo en la vaRdaclón del método anaUdco. 
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Z.illNEAl.lllADJ>J;L..SISIEMAJ2HtfDlCION. 

CONCENTRACION DE LA 
DILUCION DE LA 

SOLUCION PATRON 
mcg /mi IXI 

Blanco º·ºººº Estándar 1 4.8700 
Estándar 2 8.6038 
Estándar 3 12.1752 
Estándar 4 15.4219 
Estándar 5 21.1036 

% 

º·ºº 40.00 
70.66 

100.00 
126.66 
173.33 

GRAFICA 2 
LINEALIDAD DEL SISTEMA 

(I' EVALUACION) 

IO 15 

35 

10 

LECTURAS 
ABSOABANCIAS 

IYI 

º·ººº· o.ooo 
0.525, 0.526 
0.4 72, 0.4 75 
0.421, 0.422 
0.375, 0.373 
0.295, 0.294 

" 



TABLA 1 : ANALISIS DE LA VARIANZA ( 1' Evaluaclón) 

Fuen1e de Grad0> de Suma de Medl• de F F 
variación !lbertad cuadrados cuadrados glculada crftlg 

Regresión 0.0636 0.0636 3.84E+04 11.26 

Error de 8 J.30E·05 2.0E·06 
reares Ión 

Fal1.1 de 5.0E·06 2.0E·06 1.099 5.41 
a)u11e 

Error puro 8.0E·06 2.0E·06 

~116t2~IB'2 ~6LS2B 121U~llW 

ma -0.014280 
ba 0.595409 
ra 0.999890 
r'a 0.999790 
DE a 0.035070 
CVa 0.31% 

36 



CONCENTRACION OE LA 
DILUCIDN DE LA 

SDLUCIDN PATRDN 
mcg /mllXI 

Blanco 
Estándar 1 
Estándar 2 
Estándar 3 
Estándar 4 
Estándar 6 

o.coco 
4.8700 
B.6038 

12.1752 
15.4219 
21.1036 

% 

0.00 
80.00 
90.66 
100.00 
110.66 
120.00 

GRAFICAl 
LINEALIDAD DEL SISTEMA 

(2' EVALUACION) 

0.46 

O.·U 

0.44 
0.43 

O.-t2 

i 0.41 

B 0.4 
• o.39 

0.38 

0.37 

0.36 

O.JS 

-- ~ 

·. 
10 

-- ~ --
.. 

.. 
.,• 

. 15 

CONCEN?AACIOS111cpl 

37 

LECTURAS 
ABSDRIANCIAS 

IYI 

º·ººº· 0.000 
0.458, 0.456 
0.440, 0.441 
0.425, 0.423 
0.406, 0.409 
0.392, 0.395 

--~ 
--...;::, 

20 25 



TABLA 2 : ANALISIS DE LA VARIANZA (2' Evaluación) 

Fuente de Grados de Suma de Media de 
variación !lbcrpd cuadpdpi¡ cyadrides qkylada cdtl(jl 

Regresión 5. l 215Ex·03 5.121 SEx·OJ 2417 11.26 

Error de 8 l.7ER-05 2.1E·06 
regresión 

falt.1 de J.SE-06 l.2E·06 0.42620 5.41 
alune 

Error puro 5 l.JSE-05 2.75E·06 

et.llt.t:!UBQ l!ALCB QDI~t:lll2S2 

m= -0.013141 
b= 0.584905 
r= 0.998340 
r'= 0.996690 
DE= 0.005740 
CV= 0.34% 
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7.5 PRECISION DEL..SISIEMA. 

MUESTRA 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 

0.5 

OA5 

º·' 
!f 0.35 

;\ 0.3 

~ 0.25 

0.2 

O.IS 

0.1 

.. ~ 

( 12.1752 mci/ml) 
%(X) 

100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 

GRAFICA4 
PRECISION DEL SISTEMA 

.. .. ""' 
.. .. ~ .. 

LECTURAS 
ABSORBANCIAS 

(Y) 

.. 

0.424 
0.421 
0.423 
D.426 
D.420 
0.427 
0.423 
0.424 
0.422 
0.423 
0.430 
0.421 

.. 
"' 

100 100 IOO 100 IOO 100 1110 IUll 11111 100 100 IUO 
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PABAMETI!O 

40 

VALOR OBTENIDO 

S.0840 
Z.1540 
0.4236 
0.0028 

0.674% 



7 6 LINEALIDAD DEL MEIQDQ 

CURVA DE CAL!BRAOON: 

CONCENTRACION DE LA 
DILUCION DE LA 

SOLUCION PATRON 
mc¡/ml (X) 

Blanco 
Esr.1ndar 1 
Esr.1ndar 2 
Esr.1ndar 3 
Esr.1ndar 4 
Esr.1ndar 5 

0.0000 
1.6233 
7.30SI 

12.17S2 
17.04S3 
21.91S3 

GRAF!CA S 

LECTURAS 
ABSORBANCIAS 

(Y) 

0.000 
o.ses 
0.480 
0.410 
0.352 
0.310 

CURVA DE CALllRACION POR R.L. 

m=-0.0135 
b= O.S899 
r= 0.9896 

o.a~----------------
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CANTIDAD CANTIDAD % 
ADICIONADA % LECTURAS RECUPERADA RECUPERADO 

IXI ADICIONADO A!SORBANC!AS fYl IRl 

8,5226 70 0.171 8,5684 70.37 
8,5226 70 0.176 8.4205 69.16 
8.5226 70 0.172 8.7162 71.59 
8.5226 70 0.474 8.5681 70.37 
8.5226 70 0.175 8.4911 69.77 

12.1752 100 0.125 12.1902 100.12 
12.1752 100 0.127 12.0121 98.91. 
12.1752 100 0.421 12.2611 100.73 
12.1752 100 0.123 12.3381 101.33 
12.1752 100 0.426 12.1163 99.51 

15,8277 130 0.375 15.8859 IJ0.18 
15.8277 130 0.373 16.0338 lll.69 
15.8277 130 0.377 15.7311 129.26 
15.8277 130 0.378 15.6612 128.65 
15.8277 130 0.371 15.9298 IJ0.83 

GRAFICA6 
LINEALIDAD DEL METODO ANALITICO 

140 

- .. .. - • 
"º 
100 . . • . -

1 
.. . . .. . .. 
.. 
lO 

70 100 130 
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TABLA l: ANALISIS DE LA VARIANZA PARA LINEALIDAD DEL METODO ANALITICO. 

Fuente de Grados de Suma de Media de F 
variación llbertJd cuadrados cuadrados calculada critica 

Regresión 8994.DDD 8994.00D 8779 9.07 

Error de 13 13.300 1.000 
regresión 

Falta de O.DDD 0.000 4.49E-02 4.75 
J/Uste 

Error puro 12 13.300 1.100 

PARAMETRO VALOR OBTENIDO 

ma 0.9997 
ba 0.2346 
ra 0.9992 
r•a 0.9985 
DE a 1.0074 
CVa 1.0052% 
IC(b)= ·4.16<b<4.6l 
IC(m) a -0.979<m< 1.01768 
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7.7 EXACJITUIU.&EillllllLIDAD AL 100% 

CURVA DE CALIBRACION: 

CONCENTRACION DE LA 
DILUCION DE LA 

SOLUCION PATRON 
me¡/ mi (X) 

Blanco 
Esundar 1 
Esundar 2 
Esundar 3 
Esundar 4 
Esundar 5 

0.0000 
1.6233 
7.3051 

12.1752 
17.0453 
21.9153 

GRAFICA 7 

LECTURAS 
ABSORBANCIAS 

(Y) 

O.DOO 
o.seo 
0.478 
0.399 
0.352 
0.298 

CURVA DE CALIBRACION POR R.L. 

•+-~~~--~~~-+-~~~--~~~-

m= -0,01374 
b= 0.58650 
r= -0.99080 

5 10 
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*CANTIDAD 
ADICIONADA 

mcii/ml 

12.1752 
12.1752 
12.1752 
12.1752 
12.1752 
12.1752 
12.1752 
12.1752 
12.1752 
12.1752 
12.1752 
12.1752 

LECTURAS 
ABSORBANCIA5 

0.417 
0.416 
0.418 
0.423 
0.422 
0.421 
0.419 
0.424 
0.414 
0.414 
0.421 
0.420 

CANTIDAD 
RECUPERADA 

mcii/ml 

12.3406 
12.4133 
12.2678 
11.9039 
11.9767 
12.0495· 
12;1956 
11.8311 ;: . 
12.5589'.' 

· 12.5599' 
12.0495 
12.1222 

GRAFICA8 
EXACTITUD Y REPETIBILIDAD AL 100% 

'lb 
RECUPERADO 

(R) 

101:36 
101.95 
100.76 

·. 97.77 
98.37 
98.96 

100.16 
97.17 

103.15 
. 103.15 

'98.96 
99.56 

uo---------------~ 

'º 

• Se prepararon el doble de placebos de lo Indicado en el documento de valldaclón de métodos analltlcos, 
editado por el Colealo Nacional de Q.F.B. · 

PARAMETRO 

Sy= 
Sy'= 
y= 
DE= 
CV= 
t(n-1, 0.975)= 
IC = 

45 

VALOR OBTENIDO 

1,201.3200 
120,308.0958 

100.1100 
1.9988 

1.9967% 
220.10% 

98.94% <Y> 101.38% 



7 B PRECISION DEL_METODO ANALIJICO (R(pRODUCIBILIDAD) 

llJA 1 

ANALISTA 1 

Blanco 
Est.indar 1 
Est.indar 2 
Est.indar l 
Est.indar 4 
Est.indar 5 

CURVA DE CALIBRACION 

CONCENTRACION 
mcg I mi 

0.0000 
1.6233 
7.3051 

12.1752 
17.0453 
21.9153 

QRAFICA9 

LECTURAS 
ABSORBANCIAS 

0.000 
0.583 
0.478 
0.407 
0.342 
0.299 

CURVA DE CALllRACION PARA LA PRECISION DEL METODO 
ANALISTA 1 DIA 1 

m= -0.0140 
b= 0.5902 
r= -0.9916 

04-~~~+-~~~--~~~--~~~-< 

5 10 20 25 

CONt'ENTMCION mct'lnl 

46 



ANALISTA2 

Blanco 
Est.lndar 1 
Est.lndar 2 
Est.lndar 3 
Est.lndar 4 
Est.lndar 5 

CURVA DE CALIBRACION 

CONCENTRACION 
mcg/ mi 

0.0000· 
1.6233 
7.3051 

12.1752 
17.0453 
21.9153 

. GRAflCA 10 

LECTURAS 
ABSORBANCIAS 

0.000 
0.587 
0.483 
0.412 
0.347 
0.306 

CURVA DE CALIBRACION PARA LA PRECISION DEL METODO 
ANALISTA 2 DIA 1 

m= -0.0138 
b= 0.5940 
r= -0.9910 

o._~~~....-~~~+-~~~-4-~~~-< 

5 10 20 25 
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ANALISTA 1 

Blanco 
Esr.lndar 1 
Esr.lndar 2 
Esr.lndar 3 
Esr.lndar 4 
Esr.lndar 5 

CURVA DE CALIBRACION 

CONCENTRACION 
mcg/ml 

0.0000 
1.6233 
7.3051 

12.1752 
17.0453 
21.9153 

GRAFICA 11 

LECTURAS 
ABSORBANCIAS 

0.000 
0.587 
0.479 
0.415 
0.339 
0.300 

CURVA DE CALIBRACION PARA LA PRECISION DEL METODO 
ANALISTA 1 DIA 2 

m= -0.0142 
b= 0.5948 
r= -0.9913 

0.8 ~-----------------
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DIA2 

ANALISTA 2 

Blanco 
Esr.ind•r 1 
Esr.indar 2 
Esr.indar 3 
Esr.indar 4 
Esr.indar 5 

CURVA DE CALIBRACION 

CONCENTRACION 
mcg/ml 

0.0000· 
1.6233 
7.3051 

12.1752 
17.0453 
21.9153 

GRAFICA 12 

LECTURAS 
ABSORBANCIAS 

0.000 
0.588 
0.485 
0.417 
0.345 
0.296 

CURVA DE CAl.IBRACION PARA LA PRECISION DEL METODO 
ANALISTA 2 DIA 2 

m= -0.0144 
b= 0.5993 
r= ·0.9951 

0.8 ..-----------------

O<-----+-----+-----+-----< 
5 10 15 20 25 

COhCENTltACION 111Clfnll 
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tECtü 'lb iECfüRX 'lb 
ABS RECUPERADO ABS RECUPERADO 

0.416 102.12 0.421 102.27 

DIAl1--~~~0~.4~2~01--~~-9~9~.7~8;¡....~~~º~·4~2~0o+-~~~'~º~2~.8~6 
0.421 99.19 0.423 101.09 

0.419 101.61 0.424 99.98 

DIA21--~~~0~.4~2~01--~~~IO~l~.0~4;¡....~~~º~·4~2~3'+-~~~·~oo~.5~5 
0.422 99.88 0.421 101.69 

TABLA 4: ANALISIS DE LA VARIANZA PARA LA PRECISION DEL METODO ANALITICO 

Fuente de Grados de Suma de Media de 
variación libertad cuadrados cuadrados calcul•da critica 

Anallsr.a 0.54613 0.54613 0.124059 38.51 

Ola 2 4.40217 2.20108 1.85863 6.06 

Error 8 9.47400 1.18425 

PARAMETRO VALOR OBTENIDO 

DE= 1.1460 
CV= 1.13455% 
REP= 1.0882 

·1.0882 
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1.9 ESPECIFICIDAD DEL MtronQ. 

MUESTRA 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

'lb 
ADICIONADO 

o 
o 
o 
o 
o 
o 
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'lb 
RECUPERADO 

o 
o 
o 
o 
o 
o 



ANALISIS DE RESULTADOS 



VIII. ANALISIS DE RESULTADOS. 

Sabomoi que cualquier método analitlco es un proceso de medición, cuyo objetivo es obtener un valor 
estimado del valor verdadero, ya que nunca se podr.I conocer el valor real. Es10 se debo a que ninguna 
medición se encuenira libre de error. · · 

Ya esiableclda como una ruente de variación a Jos lnstrumen1os analillcos a utJllzar en Ja ejecucÍó~ de Ja 
validación , que en esie caso son Ja balanza analidca marca : Sartorios y el Espec1roíotómetro. marca·, 
Peridn· Elmer, se procedió a la verificación del programa de mantenimiento preventivo de cada uno 
(calibración, ajuste, limpieza, etc) asl como zamblén se realizó una calibración Ja cual se incluye en. los 
resuJiados, de !JI manera que se disminuye al mlnlmo la lnfiuencla de ene error. · · 

Otro ractor Involucrado, es el error del método anali1Jco, cuya calificación requiere demonrar Ja linealidad, 
precisión, exacdiud, repetlbllidad y especificidad satisfactorias, para eslo se recurrió a su validación de 
acuerdo a Jo esublecldo por el C.N.Q.F.B. 

El primer par.lmetro analidco evaluado rue Ja linealidad del sl11ema, que demomó que presenu una 
relación lineal correcza a concen1raclones del 40%, 70.66%, 100%, J 26.66% y 173.33%, en esia 
evaluación los resultados arrojan un CV = 0.31 % , por Jo ianto se cumple con el crherio de acep!Jclón 
para L1 linealidad del sl11ema (CV ,; J .5%), se cons1ruyó Ja tabla de an.llbis de Ja varianza correipondleme 
y se observó que existe una relación altamente significativa en1re Ja conceniraclón y la propiedad medida, 
ya que Ja F calculada para el error de regresión es mayor que Ja F critica y que no existe una íalu de ajusie 
a L1 reLlclón lineal simple cantidad adicionada y propiedad medida ya que Ja F de la falta de ajuSle es menor 
que la F critica. 

Se veriflcó L1 capacidad del método, cerrando el ranao, por Jo que se evaluó este par.lmetro a 
concentraciones de 80'lb, 90%, 100%, l IO'lb, 120%, obtenlendose un CV • 0.34%, que también 
cumple con el crlierio de aceptación; se consiruyo la tabla de an.llbls de la varianza y los resultados 
demuestran que en este Jn1ervalo la F de reareslón es mayor a la F cridca por lo que existe una relación 
altamente sl&nlftcallva entre la canddad adicionada y la propiedad medida y la F calculada para Ja ralta de 
ajuste es menor que la F crl1Jca, por lo que no exilie una falla de ajune a Ja relación lineal simple cantidad 
adicionada propiedad medida. 

El segundo par.lme1ro evaluado fue Ja precisión del sistema, que se detemlinó por el an.liliis repetido de 
muestras de una mlll11.1 solución estlndar, correspondiente al 100% esiablecldo en Ja linealidad del sls1ema, 
cuyos resuli.idos arropn un CV = 0.6701 J, por Jo que cumple con el criterio esublecldo por el 
C.N.Q.F.8. para la precisión del sls1ema ( CV ,; 1 .5% ). 

En cuanto a la lineal/dad del método, es bastante buena, su coeficiente de correlación es cercano a uno, la 
pendiente es muy cercana a uno, y fa ordenada al orleen a cero. Toda e.no Je conflere al método una 
buena capad.dad de reipuesta. 

En los resullados para la exactitud y repeiibllldad al 100%, el ln1ervaio de confianza para la media, Incluye 
el 100% y el CV = 1.9967, por Jo que el mélodo cumple con el próposho para el cual va a ser 
empleado. 

En Jos resultados de Ja reproduclbllldad, se puede visualizar de manera r.lplda que iodos Jos par.lmeiros 
cumplen y que el mé1odo da buenos resultados en dos dlas distintos y asJ mismo con dlíerentes analisias. 

La evaluación de la especificidad muenra que no hay inteñerencla de los excipientes, por lo que el método 
desarrollado es capaz de cuantificar Ja sustancia de Interés, 

Los errores de operación, Incluyen Jos errores personales, ellos se redujeron por la experiencia y el cuidado 
que se pusó en Ja manipulaciones flsicas que se eíectuarón. 
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IX.CONCLUSIONES 

1. En el presente trabaJo, se estableció un sbtema de validación adecuado al método analltlco propueno, 
en el que mediante un modelo estadl11lco se pemlfte demonrar si el principio activo esta presente o ausente 
y en el que la medida de la respuesta analltlca puede ser evaluada enudlando de manera experimental los 
parámetros que se denominan como llnealldad del sistema, exactitud, linealidad del método y precisión. 

2. Por medio de este sistema de validación se pueden programar futuras validaciones, partiendo de la 
me¡¡orfa en la que ene el producto, es decir si es nmeria prima o producto temlfnado. También se puede 
calendarizar y evaluar una valldaclón confom1e fácilmente, siempre y cuando se parta de métodos 
calificados. · · 

3. Los resultados obtenidos de la valldaclón del método analltlco p>ra la determinación de cloruro·de 
benzalconlo en una solución oft.llmlca, demuestran la capacidad analltlca del mismo, ya que el método es 
especifico, preciso, lineal y reproducible a l 2. l 754mg ( 100% teórico) de cloruro de benzalconio. 

4. El método analltlco garantiza su capacidad de cumpllr con los requerimientos legales establecidos por las 
autoridades sanitarias del pals (La Ley General de Salud) y cumple asl también con los requisitos mlnlmos 
pua la validación de métodos analltlcos establecidos por el Colegio Nacional de Q.F .8. · · 

S. Esta validación traJo como resultado una óptlmizaclón de reactivos, asl como un menor esfumo y una 
reducción en el tiempo de análbls. · · 

6. El método analldco es Cl!llllab~ }'ya q'ue con la validación se demonró su capacidad analltlca.: 

7. La validación del método ~nalltÍc~ g~~;ntlza su usó en el análisis rutinario de mueitras.' 

Para realizar la evaluación debemos de tener presente las ;IBUierité~·ruamendacioneS,'para obtener meJores 
resultados en la aplicación del método analltlco en el análisis de muestras o bien para fUturas validaciones : 

• Unlcamente trabaJar con el analito en enudlo, no en comblnachl~ c~n'~!ro~ prÍn~lplos actl~os: · 

·Tomar en cuenta que la variación de la respuesta analitlca Í~l ~·~~¡,j¡j~a'1'6~'1a ~.;~~enii~ció~ (x) por lo 
que es necesario que el análbb se realize en el Intervalo de concentración estudiado¡ si no es posible cumplir 
con el requblto, el sbtema de medición afectará la respuesta analítica. y por.Jo: tanto· la exactitud. del 
método. · · · · · · · · ·· ;·, ' · · 

• Se hace hlcanplé lnvariablememe,en la necesidad de cali~;~; to~o ~I jq~lpo;y·~.-~~rm:~; ~I p;Ógrama de 
mantenimiento preventivo. \-:;·:'· "·'.:.;·:' _r,_~·. 1 

·' .'.·}-

• Se deben desarrollar procedimientos g~nerales ~ara: ~~aÍuar i;«Ji'~~iám~tro :~llalltlc~ eri; ~Ípeclftco, 
archivar la evidencia documentada de la validación¡ emitir los documentos maestros del método analltlco y 
certificar el método analltlco entre otros. ·:<-. (,~·;.: · ·•·" 

En slntesls, se concluye que este traba Jo cumplió co." los objetivo," plante~dos, :;~ qu~ I~ v~lidaclón permitió 
darle comprobación oficial a un nuevo método analltlco para la cuandHcaclón de cloruro de benzalconlo en 
una solución oft.llmlca, que proporciona resultados que satbfacen los requisitos para las aplicaciones 
analldcas deseadas, de una manera rápida y confiable. · 
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