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1. INTRODUCCIÓN 

La calidad de los medicamentos es un tema de gran importancia tanto para los 

laboratorios farmacéuticos, como para las personas a las que están destinados, 

a pesar de que estas no tengan contacto directo con los estudios de calidad de 

cada medicamento que utilizan, sin embargo confían en que cumplan con los 

parámetros de calidad requeridos [1].  

 

Los parámetros de calidad mencionados se encuentran establecidos en varios 

documentos oficiales como la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 

(FEUM), así como las normas oficiales mexicanas relacionadas a la calidad de 

los medicamentos; además de la FEUM se utilizan como respaldo otras 

farmacopeas como la USP, la británica o la europea [2].  

 

Entre los parámetros de calidad, la valoración del principio activo presente en 

cada forma farmacéutica es fundamental y esta se realiza siguiendo un método 

analítico previamente desarrollado, dichos métodos permiten determinar si los 

productos farmacéuticos cumplen con las especificaciones marcadas con 

respecto al contenido de él o los principios activos presentes en ellos, según su 

marbete [3].  

 

La validación de un método o procedimiento analítico surge de la necesidad de 

tener métodos analíticos que no presenten variaciones durante su uso 

cumpliendo con su proceso analítico para obtener datos exactos, precisos y 

sobre todo confiables [4]. Se llevan a cabo pruebas en el laboratorio que 

cumplan con parámetros y criterios de aceptación previamente establecidos 

[1].  

 



 
 

Una de las guías más consultadas en la industria farmacéutica es la llamada 

“Validation of Compendial Methods” encontrado en el apartado de métodos 

generales de la USP. Existen Guías como la de Food and Drug Administration 

(FDA por sus siglas en inglés) y la Guía International Conference 

Harmonisation (ICH por sus siglas en ingles) las cuales describen los 

parámetros de validación [5]. 

 

En nuestro país existen guías como la de Validación de Métodos Analíticos del 

Colegio Nacional de QFB (CNQFB) y normas como la Norma Oficial NOM-059. 

Buenas prácticas de fabricación y otras normas relacionadas publicadas en el 

diario oficial de la Federación [1]. 

 

En este trabajo se  llevó a cabo la optimización y posterior validación de un 

método analítico previamente desarrollado en el Laboratorio de Desarrollo de 

Métodos Analíticos (L-401), de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán, 

Campo 1, U.N.A.M., [3]. Dicho trabajo presenta el desarrollo de una 

metodología analítica que permite la separación y determinación  cuantitativa 

de captopril e hidroclorotiazida en tabletas, empleando la técnica de 

electroforesis capilar [6]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2. GENERALIDADES 
2.1 Fundamentos de la Electroforesis Capilar (EC) 

 

La electroforesis capilar se basa en los mismos principios de la electroforesis 

convencional, pero utiliza condiciones y tecnología distinta que permiten 

obtener una serie de ventajas en comparación a la electroforesis tradicional. La 

separación se realiza empleando un capilar de sílice fundida empleando 

potenciales elevados 20 a 30 kV, en un campo de 400 a 500 v/cm, utilizando 

además un sistema de enfriamiento para el capilar [7]. 

 

La corriente electroendosmótica o flujo electroosmótico (FEO) generado por la 

ionización de los grupos silanol de la superficie interna del capilar, da como 

resultado una frente plano de líquido que contrasta con el frente parabólico de 

la cromatografía líquida de alta resolución. 

 

Otra ventaja de la electroforesis capilar (Fig. 1) es que el capilar de sílice 

fundida, que generalmente se cubre con una capa de poliimida para darle 

mayor rigidez y resistencia, tiene una ventaja, que permite, a través de él, el 

paso de la luz UV/VIS, de tal manera que la detección es “on-line”.  

Con esta técnica descrita es posible separar cationes, aniones, proteínas, 

macromoléculas y sustancias no cargadas en forma simultánea [7]. 

 
Fig.1 Esquema general del equipo de electroforesis capilar 
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La electroforesis capilar (CE) también llamada electroforesis capilar de zona 

(ECZ), electroforesis capilar de alta resolución (HPCE), o electroforesis capilar 

de solución independiente (FSCE), se parece a la técnica de cromatografía de 

alta resolución (HPLC), ya que para el análisis de una muestra se usan 

parámetros similares [6]. 

 
La electroforesis capilar es una técnica relativamente nueva, muy eficiente y 

de bajo costo. Se utiliza en la separación de una amplia gama de compuestos y 

diversos tipos de muestras, determinándose desde metales y compuestos 

inorgánicos hasta compuestos orgánicos en fluidos biológicos, alimentos, 

fármacos, entre otros. El problema fundamental en México es que ésta técnica 

no se ha difundido mucho y se emplea preferentemente el HPLC debido a que 

muchos métodos ya están establecidos en ésta técnica y en los documentos 

base de análisis en diferentes sectores industriales; aunado a ello se encuentra 

la falta de tiempo o recursos económicos para realizar investigación en el 

desarrollo de nuevos métodos por parte del sector industrial. 

 

En CE, la separación depende de las diferentes velocidades con que migran los 

analitos a través de un medio conductor (tampón) en respuesta al campo 

eléctrico generado por la aplicación de una diferencia de potencial entre  dos 

electrodos; la velocidad con la que se mueve un analito depende en gran 

medida de su relación carga/masa [7]. 

 

Las especies de la muestra están sometidas a dos efectos principales. 1) la 

movilidad electroforética propia o aparente (µEF) y la movilidad del flujo 

electroosmótico o movilidad electroosmótica (µEO). Para iones del mismo 

tamaño, la fuerza impulsora será mayor en el de mayor carga y tendrá una 

velocidad de migración más rápida. Para los iones que presentan la misma 

carga, la fuerza de rozamiento será menor en el ión más pequeño y tendrá una 

velocidad de migración mayor. Esto se cumple cuando las especies se analizan 

en polaridad normal (Fig. 2)  



 

 

Fig.2 Migración de los diferentes analitos. 

 

La velocidad de migración de un ión, (VEF = cm /s) depende de la intensidad 

del campo eléctrico (E) y de la movilidad electroforética (µEF = cm2/ V s) que 

tendrá el signo según la naturaleza catiónica o aniónica de la especie; de tal 

manera que se tiene: 

EV FEEF µ=                                    Ecuación  ..... 1.0 

VV EF LEF µ=

E es la magnitud del campo aplicado (V = volts) y la longitud L sobre la que se 

aplica:                                                                    

                                                                                              Ecuación   ....  1.1    
               

 

L
VE =                                                                               Ecuación  ....  1.2 

 

Al aplicar una diferencia de potencial elevada se tendrán migraciones y  

separaciones rápidas. 

El flujo del electrolito soporte o flujo electroosmótico (FEO) se caracteriza por 

su movilidad electroosmótica propia (µEO):   

                                                                 Ecuación.... 2 

EEO
VEO=µ 

 

Este flujo se produce porque las paredes del capilar contienen grupos silanol 

(Si-OH) que a un pH ácido, se ionizan formando iones de silanoato (Si-O-) con 

carga negativa. Los cationes presentes en la solución tienen interacciones con 

los iones silanoato formando una doble capa difusa (Fig 3). 
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Fig. 3 Esquema del FEO generado dentro del capilar. 
 

La velocidad del FEO está dada por: 

 

VLv EO /)( µµ ±=                                                           Ecuación...... 2.1 

L= longitud total del capilar. 

V= voltaje aplicado 

 

La movilidad electroforética de un analito  se determina experimentalmente 

como sigue: 

 

⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=

VTm
L lµ                          Ecuación……….  2.2 

µ (cm2 / V min) 

l= longitud al detector. 

L= longitud total del capilar. 

V= voltaje aplicado 

Tm= tiempo de migración 

 
Para determinar el tiempo de migración (tm) se tiene: 
 

( )V
Ll

tm
FEOEF µµ +

=                                         Ecuación   ...... 3 

Así, se tiene que aplicando un mayor voltaje o con un capilar más corto se 

reduce el tiempo de análisis. 
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La movilidad electroforética de un analito se determina experimentalmente 

como sigue: 

µ (cm2 / V min) = (lD  LT / V tm)     Ecuación   .....  3.1   

 

lD= longitud al detector. 

lT= longitud total del capilar. 

V= voltaje aplicado. 

Como consecuencia de una velocidad alta del FEO (pH mayor a 7) el orden de 

migración es: 

1. Cationes pequeños y carga elevada. 

2. Cationes de carga menor y mayor tamaño. 

3. Todas las especies neutras, junto con el FEO. 

4. Aniones grandes y menor carga.  

5. Aniones más pequeños y de mayor carga. 

 

Eficiencia  

La eficiencia [8], se define en base a dos términos: 1º la altura del plato H y 

2º el número de platos N. La eficacia aumenta cuanto mayor es el número de 

platos, y cuanto menor es la altura de plato. Las eficacias en términos de 

número de platos varían de cientos a miles, y las alturas de plato de unas 

pocas décimas a milésima de centímetro o menos.  

La eficiencia depende de los platos teóricos [8], y se calcula con la siguiente 

ecuación: 

2

16 ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=

W
TmN                                                     Ecuación   .....   4 

W = ancho de pico  

Tm= tiempo de migración 

Esta es independiente de la longitud del capilar. 
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Resolución  

Es el parámetro cuantitativo [8] de la capacidad para separar dos analitos; 

esta dada en términos de selectividad (∆µ y la eficiencia); es influenciada por 

tanto en factores como ∆µ (movilidad electroforética de los analitos), voltaje 

aplicado, temperatura y flujo electroosmótico. Se calcula con la siguiente 

ecuación: 

( )⎟
⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
+
−

=
21

12

5.0 WW
TmTm

R                                           Ecuación  ...... 5 

 

La resolución es menor si existe un FEO alto en el mismo sentido de la 

migración de los analitos. [9] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2 Validación de Métodos Analíticos 
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Validación: “Confirmación mediante examen y suministro de evidencia objetiva 

de que se cumplen los requisitos particulares para un uso específico previsto.” 

[10]. 

 

La validación se define como el establecimiento de pruebas documentales que 

aportan un alto grado de seguridad de que un proceso planificado se efectuará 

uniformemente en conformidad con los resultados previstos especificados. Los 

estudios de validación son aplicables a las pruebas analíticas [10].  

 

Los estudios de validación verifican el sistema en estudio y en condiciones de 

prueba extremas semejantes a las que cabría esperar durante el proceso, a fin 

de comprobar que dicho sistema está bajo control. Una vez que el sistema o 

proceso se ha validado, cabe prever que permanezca bajo control, siempre y 

cuando no se hagan cambios en el mismo. Si se producen modificaciones o 

surgen problemas, o si un equipo se sustituye o se cambia de ubicación, habrá 

que efectuar la revalidación. Los equipos y procesos de importancia crítica se 

revalidan en forma sistemática a intervalos adecuados a fin de demostrar que 

el proceso sigue bajo control [11]. 

 

La validación de valoraciones (ensayos) analíticas es el proceso por el cual se 

establecen una o varias de las siguientes propiedades del tipo de valoración 

correspondiente: exactitud, precisión, linealidad, intervalo, límite de detección, 

límites de cuantificación, especificidad y robustez. Los métodos fisicoquímicos 

tienen límites definidos aceptados para estos parámetros de prueba [12]. 

 

Dependiendo del uso del ensayo, durante la validación habrá que medir 

diferentes parámetros. La OMS, varios organismos normativos y las 

farmacopeas han publicado información sobre la validación de procedimientos 

analíticos [12 - 15]. 

 

La exactitud es el grado de concordancia entre el valor real del fármaco y el 

valor medido [16]. Para medir la exactitud se efectúan estudios de picos de 
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adición y recuperación de cantidades conocidas: se agrega una cantidad 

conocida de analito a los excipientes y el valor real del medicamento se 

compara con el valor determinado mediante la valoración. La exactitud se 

expresa como el desvío o el error porcentual entre el valor observado y el valor 

verdadero (valor experimental / valor real x 100%).  

 

La precisión es el grado de concordancia entre los valores obtenidos en una 

valoración [11]. Se expresa como el coeficiente de variación (CV%). El 

coeficiente de variación es el cociente entre la desviación estándar de los 

valores del ensayo y la concentración del analito. Se pueden medir varios tipos 

de precisión: intra-ensayo (repetibilidad), que es el CV% de determinaciones 

múltiples de una sola muestra en una sola tanda de pruebas; inter-ensayo 

(también llamada precisión intermedia), que se expresa como el CV% de 

determinaciones múltiples de una sola muestra, controles y reactivos 

analizados en varias tandas de ensayos realizados en el mismo laboratorio; por 

último, la reproducibilidad, que es la precisión entre distintos laboratorios, se 

suele determinar con motivo de estudios en colaboración y no tiene 

importancia directa para la validación de ensayos en una planta productora. 

 

La robustez es la capacidad de una prueba de no ser afectada por cambios 

deliberados en diversos parámetros del método y constituye un indicio de su 

confiabilidad en las condiciones de ensayo normales [11]. Las variaciones 

pueden estar en la temperatura o la humedad del cuarto o la incubadora, en 

los tiempos de incubación, en el pH (dentro de un pequeño margen) de un 

reactivo, etc. La exactitud y la precisión u otro parámetro de la valoración se 

pueden medir en cada una de esas condiciones para determinar qué 

variaciones son toleradas en las condiciones de ensayo. 
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Por linealidad se entiende la capacidad de una prueba de generar resultados 

directamente proporcionales a la concentración del analito en la muestra [11]. 

El valor de este parámetro determinará el intervalo de la valoración analítica. 

Puede expresarse como la pendiente de la línea de regresión y su varianza o 

como el coeficiente de determinación (R2) y el coeficiente de correlación (R). 

 

El intervalo es una medida de la concentración más elevada de analito 

susceptible de ser medida con exactitud y precisión aceptables. Constituye el 

límite superior de la determinación de linealidad [11]. Si la relación entre 

respuesta y concentración no es lineal, el intervalo puede calcularse mediante 

una curva de calibración. 

 

La selectividad (también llamada especificidad) es la capacidad de una 

valoración analítica para medir el analito en una muestra en presencia de otros 

componentes previsibles en el producto [11]. Este parámetro se determina 

para las pruebas de identidad, pruebas de contenido o potencia y pruebas de 

pureza, para asegurar que la prueba permite establecer con exactitud la 

identidad, la potencia o la pureza de un producto. 

La selectividad (especificidad), de manera análoga a la exactitud, se expresa 

como el  desvío o el error porcentual entre el valor medido y el valor conocido. 

 

El límite de detección (LDD) es la cantidad más baja de analito que puede 

detectarse, pero no necesariamente cuantificarse como una concentración o 

cantidad exacta [11]. 

 

El límite de cuantificación (LDC) es la cantidad más baja de analito que 

puede medirse cuantitativamente en una muestra con exactitud y precisión 

aceptable [11]. El LDC es un parámetro para las pruebas que miden la 

presencia de impurezas en un medicamento. 

 

 



 
 

El siguiente cuadro está basado en el documento de la OMS sobre validación 

de pruebas analíticas [15]. Como se observa, dependiendo de la aplicación del 

método a validar, los parámetros de desempeño a evaluar pueden variar. 

 

Tabla 1. Parámetros de desempeño a evaluar durante una validación 

Parámetros funcionales importantes para validar diferentes tipos de 
procedimientos analíticos 

Parámetro  Identidad Impurezas  Potencia Composición 
  Cuantificación Límites   

Exactitud  
+  

 
+  +  

Precisión  +   +  +  

Robustez + + + + + 

Linealidad e 
intervalo 

 +  + + 

Selectividad 
(especificidad) 

+ + + + + 

Límite de 
detección 

+  +   

Límite de 
cuantificación 

 +    

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

2.4  Propiedades fisicoquímicas de los principios activos [6]. 

 

2.4.1 HIDROCLOROTIAZIDA (HCT) 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4 Estructura química de la Hidroclorotiazida . 
 

Fórmula molecular:       C7H8ClN3O4S2  

Peso molecular:      297.74 g / mol 

Punto de fusión:      273-275  °C  

Constante de disociación ácida:   pKa 1 = 7.9, pKa 2 = 9.2  

 

Designado como: 6-cloro-3,4-dihidro-2H-1,2,4-benzotiadiazina-7-

sulfonamida-1,1-dióxido. 

Descripción: Polvo blanco cristalino 

Solubilidad: Poco soluble en agua 722mg/L a 25°C Soluble en disolución de 

hidróxido de sodio, metanol, etanol, acetona, n-butilamina, dimetilformamida. 

 
Origen y Química 

Son medicamentos de origen sintético y pertenece al grupo de las Tiazidas o 

Benzotiadiazinas. 

 
Farmacodinamia. 

En pacientes hipertensos provoca un descenso apreciable de la presión sistólica 

y diastólica, la reducción promedio de la presión arterial es de 30 mmHg para 

la sistólica y de 15 mmHg para la diastólica. El efecto hipotensor aparece a los 

2 ó 3 días después de iniciada la administración del fármaco por vía oral, al 



mismo tiempo que se produce una depleción de agua y sodio por el riñón 

(acción diurética y natriurética) y una reducción del líquido extracelular  y de 

plasma sanguíneo en forma constante; la respuesta antihipertensiva máxima 

se produce a las 2 o 3 semanas. 

 

Como consecuencia de la reducción del volumen sanguíneo y baja 

concentración de sodio, se produce un aumento de liberación de renina con 

aumento de la actividad de la renina plásmica y a la larga, aumento de la 

secreción de aldosterona que  al provocar retención renal de sodio puede 

contrarrestar la acción diurética después de tratamiento prolongado. 

 

Modo de acción de los diuréticos antihipertensivos 

Se ha demostrado que después de varias semanas de tratamiento, el volumen 

de líquido extracelular y del plasma sanguíneo y el volumen minuto cardiaco 

vuelven a sus valores normales, mientras que la acción hipotensora continúa. 

En cuanto al sinergismo de los diuréticos con antihipertensivos, se debe sobre 

todo a que los diuréticos contrarrestan la retención de agua y sodio que 

provoca la mayoría de dichos compuestos y que produce un aumento del 

líquido extracelular y del plasma sanguíneo, y por ende de la presión arterial, 

todo lo que es obviado por los diuréticos .  

 

Toxicidad 

 Son importantes los trastornos por depleción de potasio. 

 

Indicaciones terapéuticas y plan de administración 

Se han de utilizar en todos los casos de hipertensión arterial, algunas veces 

solos, pero sobre todo junto con otros medicamentos antihipertensivos. En 

pacientes que reciben medicamentos antihipertensivos y se desea añadir 

diuréticos, la dosis de aquellos deben reducirse siendo la dosis para  

hidroclorotiazida de 50mg. 
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Los diuréticos antihipertensivos pueden ser suficientes por si solos en caso de 

hipertensión leve, pero si la presión arterial no se normaliza en un mes, se  

agregan otros medicamentos antihipertensivos. Para la hipertensión grave se 

comienza directamente con una asociación medicamentosa con diuréticos [6].   

 

2.4.1 CAPTOPRIL(CAP) [6] 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5 Estructura química del Captopril. 
 

 

Formula química:      C9H15NO3S 

Peso molecular:               217.29g / mol 

Punto de fusión:                103-104 °C 

Constante de disociación ácida:   pKa 1= 3.7;  pKa 2= 9.8  

Coeficiente de partición:    log KD = 0.34  

Designado como:1-(2S)-3-mercapto-2-metilpropionil-L-prolina. 

Descripción: Polvo cristalino blanco y grisáceo que puede tener un olor 

ligeramente sulfuroso. 

Soluble en: Agua (160mg/ml), metanol, etanol, diclorometano y cloroformo. 

 

Origen y Química 

Los inhibidores del sistema renina - angiotensina (captopril, derivado del 

aminoácido L-prolina) tienen la propiedad de inhibir la enzima convertidora de 

la angiotensina I en angiotensina II.  Es el antihipertensivo más conveniente, 

potente y activo por vía oral. [6] 
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Farmacodinamia 

Los efectos beneficiosos del captopril en la hipertensión y la insuficiencia 

cardíaca parecen resultar fundamentalmente de la supresión del sistema 

renina-angiotensina- aldosterona, produciendo una reducción de las 

concentraciones séricas de angiotensina II y aldosterona. La reducción de 

angiotensina II produce una disminución de la secreción de aldosterona, y, por 

ello, se pueden producir pequeños incrementos de potasio sérico, junto con 

pérdidas de sodio y fluidos.  

Las reducciones de presión sanguínea son habitualmente máximas a los 60-90 

minutos de la administración oral de una dosis única de captopril. La duración 

del efecto es dosis-dependiente. Los efectos de reducción de la presión 

sanguínea de captopril y de los diuréticos tiazídicos son aditivos.  

Farmacocinética: El captopril se absorbe rápidamente del tracto 

gastrointestinal alcanzándose el pico de niveles plasmáticos aproximadamente 

en una hora. La absorción mínima es del 75% por término medio. La presencia 

de alimentos en el tracto gastrointestinal reduce la absorción en un 30-40%: 

por tanto, captopril debe administrarse una hora antes de la ingesta.  

Aproximadamente el 25-30% del fármaco circula unido a las proteínas 

plasmáticas. La vida media aparente de eliminación sanguínea es 

probablemente inferior a 3 horas.  

Más del 95% de la dosis absorbida se elimina por orina; del 40 al 50% como 

fármaco inalterado y el resto como metabolitos (dímeros de captopril por 

formación de puentes disulfuro y captopril y cisteína conjugados mediante una 

unión disulfuro). La insuficiencia renal puede originar acumulación del fármaco. 

Los estudios en animales demuestran que no atraviesa la barrera 

hematoencefálica en cantidades significativas. 
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Toxicidad: No hubo evidencia de efectos carcinogénicos en estudios realizados 

en rata y ratón, de 2 años de duración, en los que se administraron dosis de 

50 a 1.350 mg/kg/día de captopril. Los estudios de toxicidad crónica oral se 

realizaron en rata, ratón, perro y mono.  

Los efectos tóxicos relevantes y relacionados con el fármaco incluyen: 

alteración de la hematopoyesis, toxicidad renal, erosión/ulceración gástrica y 

alteraciones de los vasos sanguíneos retinianos. En estudios realizados en rata 

y hámster preñados no se observaron efectos teratogénicos de captopril. Las 

dosis utilizadas fueron de hasta 150 veces en hámster y 625 veces en rata la 

máxima recomendada en humanos. 

 

Indicaciones terapéuticas y plan de administración:  

 

Debe emplearse  en los casos de hipertensión moderada o grave resistente a  

otros medicamentos.  

La dosis inicial es de 25 mg, 3 veces por día, antes de las comidas; al cabo de 

una o dos semanas se puede aumentar la dosis a 50mg, 3 veces por día, e 

incrementarlos con intervalos de una a dos semanas hasta conseguir el 

resultado deseado; el máximo es de 450mg diarios. 
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                             3. OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

• Optimizar y validar un método analítico que permita determinar 

Hidroclorotiazida y Captopril como principios activos en 

formulaciones farmacéuticas por electroforesis capilar. 

 

 

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

• Optimizar las condiciones electroforéticas óptimas para la 

separación de hidroclorotiazida y captopril. 

 

• Verificar que los cambios propuestos cumplan con los propósitos 

prácticos de medición para los cuales ha sido optimizada.  

 

• Evaluar los parámetros estadísticos de desempeño: 

reproducibilidad, especificidad, adecuabilidad, precisión, exactitud 

y linealidad, tanto del sistema como del método. 

 

• Concluir acerca del desempeño del método desarrollado utilizando 

los criterios de aceptación establecidos en la Guía de Validación de 

Métodos Analíticos del Colegio Nacional de QFB`s. 
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4. PARTE EXPERIMENTAL 

 

 

4.1 MATERIALES Y EQUIPO 

 
Equipo 

 Se utilizó un equipo de electroforesis capilar P/ACE ™ MQD (Beckman 
Coulter. Fullerton, CA, USA), equipado con un detector UV-VIS de 
arreglo de diodos. Un capilar de sílice fundida de longitud efectiva de 20 
cm y 50 µm de diámetro interno. La detección se realizó a 214 nm.  

 Balanza analítica 
 Agitador magnético 
 pH-metro 
 Sistema Agua Milli-Q Plus (Millipore, USA). 

 

Materiales 

 Vasos de precipitados de 50, 100 y 250 mL 
 1 matraz volumétrico de 100 mL 
 1 matraz volumétrico de 50 mL 
 6 matraz volumétricos de 25 mL 
 2 matraz volumétricos de 10 mL 
 3 vasos de precipitados de 50 mL 
 2 pipetas volumétricas de 1 mL 
 5 pipetaS volumétricaS de los sig volúmenes:  2 mL, 3 mL, 4 mL, 5 mL y 

10 mL. 
 1 espátula 
 1 piseta 
 1 mortero 

 
   
 
4.2 REACTIVOS 
 

 Ácido Bórico Granular, J.T. Baker 
 Hidróxido de Sodio, J.T. Baker 
 Metanol,  Grado HPLC, J.T. Baker 
 Ácido salicílico, Aldrich 
 Estándares primarios de Captopril e Hidroclorotiazida 
 Agua desionizada 
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4.3  PLAN DE TRABAJO       
 
 
 

 
Optimización del método 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Estudio de las siguientes condiciones 
de análisis: 

 Longitud del capilar 
 Tipo de buffer 
 Concentración del buffer 
 Temperatura del capilar 
 Paso(s) de lavado entre corridas
 Acondicionamiento del capilar 

 

Selección de las condiciones 
electroforéticas óptimas para la 
determinación de los analitos. 

Validación del método 

Evaluación de los parámetros estadísticos de 
validación: 

 Precisión del sistema y del método 
 Adecuabilidad 
 Linealidad del sistema y del método 
 Exactitud y reproducibilidad 
 Especificidad 
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4.4 PROCEDIMIENTOS 

 

4.4.1 PREPARACIÓN DE SOLUCIONES 

 

 Preparación del buffer de boratos 50 mM pH=8.5, 100 mL.  

Pesar la cantidad necesaria de Ácido Bórico reactivo analítico, para obtener una 

solución 50 mM. Disolver con aproximadamente 70 mL de agua y ajustar el pH 

a 8.5  con NaOH 0.1 M y finalmente aforar a 100 mL con agua destilada. 

 

 Preparación de los Estándares  

Preparar 50 mL de una solución mezcla que contenga 500 ppm de Captopril y 

250 ppm de HCT. Para la preparación de la HCT, solubilizar primero con 

metanol (3 mL) posteriormente agregar el agua. Solución Estándar.  

 

      Preparación de la Solución Problema  

Pesar 3 o 5 tabletas de Capozide (o un medicamento equivalente), obtener el 

peso promedio, triturar y moler perfectamente. 

 

Pesar lo equivalente en polvo de las tabletas a 50 mg de Captopril, disolver en 

agua, mezclar, filtrar y aforar a 100 mL (Sol A). 

 

Preparación de la curva de calibración y de la muestra  

Se preparan los siguientes sistemas (Tabla 2) a partir de las soluciones 

elaboradas.  

 

Tabla 2. Preparación de la curva de calibración. 

SISTEMAS 1 2 3 4 5 6 prob 
Sol. Estándar (mL) 1 2 3 4 5 6 0 

Solución A (mL) 0 0 0 0 0 0 4 
Aforo (mL) 25 25 25 25 25 25 25 
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     4.4.2 Obtención de los electroferogramas. 

Colocar un capilar con las siguientes especificaciones: Capilar de sílice fundida 

de longitud de 20 cm de largo, 10 cm al detector, 50 µm diámetro. 

 

Encender el equipo y la computadora. 

 Entrar al programa:  

1. KARAT y al equipo MDQ1_DAD o bien, 

2. PACE System MDQ, Instrument, según sea el caso. 

 

Lavar el capilar: Abrir el archivo Lavado.met,  e iniciar el proceso de lavado, el 

cual consiste en:  

-Lavar con NaOH 0.1 M por 5 min. a 20 psi 

-Lavar con agua desionizada por 5 min, a 20 psi.    

-Equilibrar el capilar lavando con buffer de corrida (Boratos pH= 8.5) por 5 

min. 

 -o bien, hacer el lavado directamente desde la ventana de control directo. 

 

Medición de las soluciones 

Abrir el archivo Captopril.met y corrobore que tiene la siguiente    

programación: 

- Lavado con Buffer de corrida por 1 minuto a 20 psi 

- Inyección de la muestra con presión por 0.5 seg  a 0.5 psi 

- Separación de la muestra por 1 minuto a 30 kV. 

- Longitud de onda: 214 nm  

- Temperatura del cartucho 25 ◦C 

 

Se mide cada uno de los sistemas preparados, iniciando con el sistema 1 de la 

curva de calibración, hasta el término de todos los sistemas. 

 

 

- 27 - 



4.4.3  PLAN PARA LA VALIDACIÓN DE LA METODOLOGÍA ANALÍTICA 

(PARÁMETROS ANALÍTICOS) [5] 

 
 
A) ADECUABILIDAD DEL SISTEMA. 

 
Propósito: Verificar que el sistema de medición opera con base a criterios 

preestablecidos para   asegurar la confiabilidad del método analítico. Permite 

verificar que el sistema de medición funciona apropiadamente 

independientemente de las condiciones ambientales. 

  
Metodología  

- Un analista debe inyectar por sextuplicado la solución de adecuabilidad y 

reportar la respuesta del analito (área total del pico para cada inyección). Se 

inyectó la concentración que representa el 100% de la muestra procesada para 

la medición, el sistema 3: 60 ppm Captopril y 30 ppm HCT. 

  
- Calcular para la respuesta analítica, la media, desviación estándar (S) y el 

coeficiente de variación (CV Tm) para los tiempos de migración y el coeficiente 

de variación para las áreas de los picos (CV total).  

 
Criterio de aceptación 

- El coeficiente de variación CV Tm para las 6 inyecciones no debe ser mayor 

del 2%. 

 

B) LINEALIDAD DEL SISTEMA 

 
Propósito: Evaluar la capacidad del sistema para asegurar que los resultados 

obtenidos por medio de una transformación matemática definida, son 

proporcionales a la concentración del analito, dentro del intervalo definido. 

 
Metodología 

- Un analista debe preparar por triplicado 5 niveles de concentración de la  

solución de referencia por diluciones o por pesadas independientes. La 

concentración central será la concentración que represente el 100% en la  
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muestra procesada para su medición. Los niveles de concentración serán 50, 

75, 100, 125 y 150%.   

- Medir la respuesta analítica bajo las mismas condiciones de medición. 

- Reportar el área total del pico contra la concentración.  

- Trazar las gráficas correspondientes. Incluir la ecuación, línea de ajuste y r2. 

- Calcular el valor de la pendiente (b1), la ordenada al origen (bo), el 

coeficiente de determinación (r2) y el intervalo de confianza para la pendiente 

(IC(β1)). 

 
Criterio de aceptación 

- El coeficiente de determinación de la relación respuesta analítica contra 

concentración debe ser mayor o igual a 0,98.  

- El intervalo de confianza para la pendiente, IC(β1), no debe incluir el cero. 
 

 
C) LINEALIDAD  Y EXACTITUD DEL MÉTODO  

Propósito: Establecer la capacidad de la metodología de mantener su 

exactitud a diferentes cantidades adicionadas del analito y analizar si el 

método aplicado expresa la concordancia entre el valor obtenido y el valor 

conocido del analito en las muestras. 

 
Metodología 

- Determinar la recuperación de los principios activos , a tres niveles de 

concentración, 50%, 100% y 150%. Realizar el análisis por triplicado a cada 

nivel de concentración. 

- Los diferentes niveles de concentración se preparan a partir de una solución 

stock del estándar de referencia y deben ser analizados por un mismo analista 

bajo las mismas condiciones.  

 

 

- Con base en los resultados obtenidos en la linealidad del sistema reportar el 

porcentaje de recobro de cada muestra y la relación concentración adicionada 

de analito contra concentración recuperada de cada muestra. 
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-Reportar la relación cantidad adicionada contra cantidad recuperada. Trazar la 

gráfica cantidad adicionada (x) contra cantidad recuperada (y). Incluir la 

ecuación, línea de ajuste y el valor de r2. Utilizando el método de estimación de 

mínimos cuadrados, calcular el valor de la pendiente (b1), la ordenada al 

origen (bo), el coeficiente de determinación (r2), el intervalo de confianza para 

la pendiente (IC(β1)), el intervalo de confianza para la ordenada al origen  

(IC(βo)) y el coeficiente de variación de regresión (C/Vy/x). 

- Calcular el porcentaje de recobro de cada nivel de concentración o muestra,  

al obtener el cociente de la cantidad recuperada respecto de la cantidad 

adicionada expresada en porcentaje. Calcular el promedio aritmético (ӯ), la 

desviación estándar (S), el coeficiente de variación (CV) y el intervalo de 

confianza para la media poblacional IC(µ) del porcentaje de recobro. 

 

Criterios de aceptación 

- Cantidad adicionada contra cantidad recuperada: El coeficiente de 

determinación, r2 no debe ser menor de 0,98. 

- El coeficiente de variación de la regresión CVy/x debe ser menor o igual al 

2%. 

- El (IC(β1)) debe incluir a la unidad. 

- El  (IC(βo)) debe incluir el cero. 

- Del porcentaje de recobro: El promedio aritmético del porcentaje de recobro 

debe estar incluido en el intervalo 98-102%. 

- El coeficiente de variación del porcentaje de recobro debe ser menor al 2%.  

 
 
 
 
 
 
 
D) ESPECIFICIDAD 

Propósito: Demostrar que mediante el método analítico empleado es posible 

valorar al analito en presencia de otros componente como, impurezas, 

productos de degradación o componentes de la matriz. 
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Metodología 

- La muestra debe someterse a condiciones que generen inestabilidad química 

(luz, calor, húmedad, hidrólisis ácido-básica y oxidación.El tiempo y las 

condiciones se seleccionan con el fin de degradar al analito. 

- Aplicar el método de análisis a la muestra resultante y a la muestra en 

condiciones naturales. Se analizará por triplicado una muestra del producto con 

una concentración correspondiente al 100%. 

- Comparar los resultados de las muestras en condiciones naturales y las 

muestras sometida a degradación. 

 
Criterio de aceptación 

Los productos de degradación no deben interferir en la valoración de la 

muestra. 

 

 

E) PRECISIÓN INTER-DÍA /ANALISTA 

 
Propósito: Verificar el grado de reproducibilidad de los resultados de prueba 

obtenidos al analizar las mismas muestras por dos analistas en días diferentes. 

 
Metodología 

- Analizar por triplicado una muestra homogénea del producto que tenga un 

nivel cercano o igual al 100 % en dos días diferentes y por dos analistas 

diferentes. Utilizar la misma sustancia de referencia y los mismos instrumentos 

y equipos. 

- Documentar los resultados obtenidos por los 2 diferentes analistas, en los 2 

días. 

- Calcular el promedio aritmético, la desviación estándar (S) y el coeficiente de 

variación (CV).  

- Calcular el coeficiente de variación intra-analista, para cada analista en los 

dos días y el coeficiente de variación total de los dos analistas. 
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Criterios de aceptación 

El coeficiente de variación intra-analista y el coeficiente de variación total (CV)  

no deben exceder el 2%. 

 

F) TOLERANCIA A EQUIPOS  

 
Propósito: Verificar el grado de reproducibilidad de los resultados de prueba 

obtenidos al analizar, un analista las mismas muestras, en dos equipos 

diferentes. 

 
Metodología 

- Un analista debe preparar por triplicado 5 niveles de concentración de la  

solución de referencia por diluciones o por pesadas independientes. La 

concentración central será la concentración que represente el 100% en la 

muestra procesada para su medición. Los niveles de concentración serán 50, 

75, 100, 125 y 150%. Utilizando los mismos reactivos para analizarla en 

diferentes equipos. 

- Analizar los resultados obtenidos durante el análisis en cada equipo.  

- Calcular y reportar, el promedio aritmético, la desviación estándar (S) y el 

coeficiente de variación total (CV) para las  réplicas, realizadas en los dos 

equipos.  

 
Criterios de aceptación 

- El método debe cumplir con los criterios de adecuabilidad del sistema, 

conforme al procedimiento.  

- El coeficiente de variación total para las réplicas realizadas en los dos equipos 

debe ser menor o igual al 2%. 

 

 

G) LÍMITE DE CUANTIFICACIÓN  

Propósito: Demostrar que mediante el método empleado es posible 

determinar con precisión y exactitud aceptable, la concentración mínima del 

analito, bajo las condiciones de operación establecidas. 
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Metodología 

- Con base en los resultados para la linealidad del sistema, calcular el límite de 

cuantificación con base en la curva de calibración y desviación estándar de 

regresión o bien de la desviación estándar de la ordenada al origen. 

- Calcular el valor de la pendiente (b1), el coeficiente de determinación (r2), el 

intervalo de confianza para la pendiente (IC(β1) )y la desviación estándar de 

regresión (Sy/x). 

- Calcular el límite de cuantificación (LC) con la siguiente ecuación:  

  LC = 10 x Sy/x             
          b1 

Donde:  S es la desviación estándar de regresión.  

          b1, es la pendiente de la línea de calibración. 

 
Criterios de aceptación 

- El coeficiente de correlación r2, no debe ser menor de 0,98. 

- El intervalo de confianza para la pendiente (IC(β1)  no debe incluir el cero. 

- El límite de cuantificación debe ser menor a la especificación del 

contenido/valoración de la prueba de impurezas. 
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5 RESULTADOS Y DISCUSION 

5.1 OPTIMIZACIÓN DEL MÉTODO 

 
5.1.1 ELECTROLITO SOPORTE 
 

Tipo de Buffer 
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Con el fin de conseguir un electrolito óptimo para obtener una adecuada forma 

y reproducibilidad de los picos, se llevo a cabo la variación de diferentes 

características del mismo, como son el pH y la concentración. Dado que el pH 

es el parámetro primordial en el desarrollo del método, la selección de su valor 

se realiza tomando en cuenta que debe ser aquel que permita tener a los 

compuestos ionizados en el análisis, con lo cual se favorezca su migración en 

el sistema.  

Se utilizó como electrolito soporte ácido bórico 50 mM al que se modificó el pH 

con NaOH 1 M para obtener estudiar un rango de pH cercano a 8.5.   

Boratos 

 
Se preparó un buffer de Boratos 50mM a partir de ácido bórico ajustando el pH 

con NaOH 0.1 M a pH 8,0, 9 y 9,5. Para el análisis se aplicó 30kV en un capilar 

de 40cm de longitud total.  
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Figura 6. Buffer BO’ 50mM a diferentes valores de pH. 

 
 En los electroferogramas (Figura 6) se observa que con el buffer pH de 9.5 el 

pico correspondiente al captopril no presenta una buena forma, si no que por 

el contrario, dicho pico se muestra dividido. El buffer pH 9.0 permite una 

buena separación de los picos ya que presentan una mejor forma y línea base, 

así que el mejor pH para el sistema tendría que ser de 8.0 a 9.0; con lo que se 

observa que mientras esté el pH en dicho intervalo, los picos en los 

electroferogramas muestran buena señal y forma. 

 

5.1.2 Temperatura del capilar 

 

Otro aspecto importante es la temperatura a la cual se realiza el análisis y por 

ello se estudia su efecto cuando ésta se varía; todos los análisis anteriores se 

realizaron a 25° C. 

 
 

Un estudio previo a 20° C [6] demostró que dicha temperatura puede 

beneficiar el análisis porque retrasa la degradación del captopril, pero retarda 

el tiempo de análisis. Con 30 y 35°C la muestra migra con mayor velocidad 

pero aumenta la velocidad de degradación del captopril. Es importante 

destacar que en este caso, el modificar la temperatura no ayuda en resolución 

ni en la forma de los picos, solo afecta el tiempo de migración.  

 

5.1.3 Longitud del capilar 

Hay dos longitudes a tomar en cuenta, la longitud al detector (ld) y la longitud 

total (L). Ambas son importantes para la separación y resolución de los picos. 

Las separaciones previas a esta tesis, se realizaron a 30 kV, con un capilar de 

longitud efectiva de 40 cm (Figura 7). No obstante durante el desarrollo de 

esta tesis, el capilar tuvo que cambiarse debido al surgimiento de algunos 

problemas y a fin de disminuir el tiempo de análisis se decidió usar uno más 

corto. 
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Figura 7. Separación obtenida con un capilar de 40 cm de longitud total. 

 

El emplear un capilar de 30cm de longitud total, significó un tiempo de análisis 

más corto, sin comprometer la resolución entre picos (Figura 8). Por lo tanto, 

los ensayos siguientes se realizaron con un capilar de 20 cm de longitud 

efectiva, sin variar el diámetro interno del mismo. 
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Figura 8. Separación obtenida con un capilar de 30 cm de longitud total. 

 

5.1.4 Lavado entre corridas 

 

Para seleccionar el tiempo de lavado adecuado, se realizaron una serie de 

lavados variando el tiempo y la presión, obteniéndose los siguientes resultados 

(Tabla 3). 

 

Tabla 3. Resultados obtenidos para distintas condiciones de lavado del capilar 

             entre corridas. 
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TIPO DE LAVADO AREA HCT C.V. (%) AREA CAPTO C.V. (%) 

Lavado a 30 psi x 1.0 min 14104 3.1 17384 1.28 

Lavado a 20 psi x 1.5 min 13788 0.25 17345 0.34 

Lavado a 20 psi x 2.0 min 13746 3.75 17270 3.28 

 

 

Se realizaron inyecciones por quintuplicado, monitoreando tiempo de migración 

y áreas de los picos de interés. De estos datos se obtuvo el C.V.  En la tabla 3, 

se observa que el lavado más optimo corresponde al de 20 psi por 1.5 

minutos, presentando el C.V. más bajo para los 2 picos, por lo cual fue 

seleccionado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.5 Acondicionamiento del Capilar 

 

Lavado Rutinario del Capilar a 20psi y temperatura de 25° C. 

 Lavar 5 minutos con agua desionizada 

 Lavar 5 minutos con NaOH 0.1M  

 Lavar 5 minutos con agua desionizada 

 Lavar 5 minutos con el buffer de separación  
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Tomando como base la información presentada previamente se establecen 

como los siguientes parámetros como los óptimos: 

• Temperatura de 25 ° C. 

•  Inyección de 5seg y una presión de 5psi. 

• Aplicación de 30kV para la separación, en polaridad normal. 

• Capilar: DI  50µm y ld promedio de 19 cm. 

• Buffer a partir de ácido bórico, 50mM a pH 8.5  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2 VALIDACIÓN DEL MÉTODO ANALÍTICO 

 

5.2.1 ADECUABILIDAD DEL SISTEMA:  

 

La evaluación de la adecuabilidad del sistema se recomienda para todos los 

métodos analíticos ya que permite verificar que el sistema de medición 

funciona apropiadamente, independientemente de las condiciones ambientales 

[17]. 
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 HCT CAPTOPRIL 
SISTEMA Tm (MIN) AREA Tm (MIN) AREA 

1 0.583 2740 0.783 2395 
2 0.579 2725 0.779 2451 
3 0.579 2662 0.775 2359 
4 0.579 2728 0.775 2390 
5 0.579 2680 0.775 2361 
6 0.579 2763 0.771 2426 

PROMEDIO 0.5797 2716.33 0.7763 2397 
Desv. Est. 0.002 38.00 0.004 36.19 
C.V. (%) 0.28 1.40 0.53 1.51 

CRITERIO El C.V. No debe ser mayor de 2% 
RESULTADO CUMPLE CUMPLE 

  *Resultados de 6 inyecciones del sistema 6, estándar de referencia. 
 

Tabla 4. Resultados de Adecuabilidad para el Sistema* 
 

 

Los resultados de la Tabla 4, permiten verificar que el sistema de medición 

funciona apropiadamente lo que asegura una buena operación del sistema y 

por lo tanto el desarrollo de la validación de una manera más óptima. 

 

Como una medida de la eficiencia de la separación de dos componentes en una 

mezcla, la resolución, R, se determina por la siguiente fórmula: 

 

                          ( )⎟
⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
+
−

=
21

12

5.0 WW
TmTm

R                                Ecuación  ...... 5 

 
El factor de resolución (R) es importante para asegurar la separación de dos 

componentes que eluyen muy cercano uno del otro y para establecer la 

eficiencia del sistema [18].  

 

Una medida de la eficiencia se puede conocer calculando el número de platos 

teóricos (N) con la siguiente formula: 

 

2

16 ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=

W
TmN                                                                Ecuación  ...... 4 
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Donde: 

Tm = Tiempo de migración de la sustancia. 

W = Ancho de la base del pico obtenido extrapolando los lados del pico hasta 

la línea base, en las mismas unidades de tiempo que Tm. 

 

El valor de N es dependiente de la sustancia que esta siendo analizada y de las 

condiciones de operación.  

 
La resolución entre los picos de HCT y CAP, y los números de platos teóricos se 

reportan el la tabla 5. 

 

Tabla 5. Resolución y número de platos teóricos para la prueba de 

adecuabilidad del sistema 6 estándar de referencia. 

 

  Parámetro HCT CAP 

N 2150.5 2678.7 

R 3.58 

 

Se aprecia que los picos tienen una muy buena resolución entre ellos indicando 

una excelente separación en la mezcla y el número de platos teóricos nos 

indica que existe una buena eficiencia en el proceso de separación [19].  

 

5.2.2  LINEALIDAD DEL SISTEMA 

 
Se realizó una curva de calibración considerando un intervalo de 

concentraciones entre 33% y 200% en relación a la cantidad de analito en las 

formulaciones farmacéuticas. Se preparó una curva de calibración de 6 niveles 

de concentración, en un rango de 10 – 60 ppm para la HCT y de 20 – 120 ppm 

para el CAPTO empleando estándar de referencia.  Se prepararon por 

triplicado a partir de una solución concentrada. Los resultados respecto a la 

HCT se muestran en la tabla 6. 
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Como se aprecia en la Tabla 6, los tiempos de migración de la HCT son 

constantes, lo que indica que las áreas obtenidas del estándar son debidas 

únicamente a la concentración de los analitos de interés. En algunas 

metodologías analíticas se maneja que la variación en los tiempos de migración 

no deben de exceder 0.1 min entre ellos para que se considere valido y 

correspondiente al analito de interés [20,21]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 6. Resultados de las áreas en función de la concentración para la HCT.  

 
HCT 

NIVEL (%) Conc (ppm) Área Tm 
1521 0.567 
1478 0.567 33.33 20 
1467 0.567 
2775 0.563 
2553 0.563 66.67 40 
2622 0.558 
3614 0.563 
3526 0.563 100 60 
3641 0.558 

133.33 80 4901 0.563 
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5024 0.563 
5095 0.563 
6207 0.588 
5975 0.588 166.67 100 
5787 0.588 
7432 0.575 
7442 0.588 200 120 
6995 0.571 

  PROMEDIO 0.5698 
  Desv. Est. 0.011 
  C.V. (%) 1.89 

 
Al graficar el área en función de la concentración del analito, se aprecia un 

comportamiento lineal (Fig 9). 

y = 115.53x + 292.69
R2 = 0.994

0
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Figura 9. Curva de calibración correspondiente a HCT en un intervalo de 
concentraciones de 20 a 120 ppm 

 
La linealidad del sistema es su habilidad para asegurar que los resultados 

analíticos, los cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio de una 

transformación matemática bien definida, son proporcionales a la 

concentración del analito dentro de un intervalo determinado [16]. Se evalúa 

en base al coeficiente de determinación (R2), pendiente (m) e intercepto (b), 

los cuales se presentan en la tabla 7. 

Tabla 7. Parámetros estadísticos 

ESTADÍGRAFO RESULTADO 
CRITERIO  

DE 
ACEPTACIÓN 

CUMPLE 

Pendiente  (b1) 115.53 No aplica No aplica
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Ordenada al 
origen  

(b0) 
292.69 

No aplica No aplica

Coeficiente de 
determinación  

(r2) 
0.99 

r2 ≥ 0,98 Cumple 

Límite 
inferior de 
confianza 

ICB1

110.77 Intervalo de 
confianza para 
la pendiente 

(ICB1) Límite 
superior de 

confianza ICB1 
120.29 

No debe 
incluir 
 el cero  

Cumple 

 
Una forma adicional de demostrar que la respuesta es debida a la 

concentración del analito, es a través de un análisis de varianza (Tabla 8) 

 

Tabla 8. ANÁLISIS DE VARIANZA PARA LA HCT 

  
G.L. S.C. C.M. F 

VALOR 
CRÍTICO DE 

F 

REGRESIÓN 1 70077898.67 70077898.67 2648.14 3.33E-19 

RESIDUOS 16 423409.61 26463.10   

TOTAL 17 70501308.28    
 
 

En la tabla 8 aparecen los resultados obtenidos del análisis de varianza 

realizado para determinar si la concentración y la respuesta se encuentran 

relacionadas linealmente (HA).  Se observa que la F calculada es mayor que la 

F critica, lo cual indica que estadísticamente si existe una relación lineal entre 

las dos variables [2]. 

 

Hipótesis: 

Ho = X y Y no están relacionadas linealmente. 

HA = X y Y están relacionadas linealmente. 

 

Los resultados más importantes en la linealidad del sistema son el coeficiente 

de determinación y el intervalo de confianza para la pendiente, así que 
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analizándolos se deduce que el sistema es lineal, pues el valor del coeficiente 

de determinación es mayor a 0.98, dicho valor indica el porcentaje de la 

variación de la concentración con respecto al área, es decir nos indica la 

intensidad de la variación entre estas dos variables. El resultado del intervalo 

de confianza no incluye al cero lo que nos indica que los resultados de 

evaluación obtenidos para la linealidad, cumplen con lo especificado dentro de 

la guía de validación de el Colegio Nacional de Químicos Farmacéuticos 

Biólogos México, A.C. [26]. 

 

 

Los resultados respecto al CAPTOPRIL se muestran en la tabla 9. 

 

Como se observa, en la tabla 9, los tiempos de migración del CAPTOPRIL son 

constantes, lo que indica que las áreas obtenidas del estándar son debidas 

únicamente a la concentración de los analitos de interés.  

 

 

 

Tabla 9. Resultados relacionados con la curva de calibración para el 

CAPTOPRIL.  
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 CAPTOPRIL 

NIVEL (%)Conc (ppm) ÁREA Tm 
1003 0.742 
973 0.742 33.33 10 
999 0.742 
2083 0.742 
2018 0.738 66.67 20 
2003 0.738 
2972 0.742 
2919 0.742 100 30 
2936 0.738 
4137 0.742 
4273 0.742 133.33 40 
4229 0.742 
5676 0.742 
5556 0.742 166.67 50 
5273 0.742 
7002 0.779 
7163 0.779 200 60 
6610 0.762 

  PROMEDIO 0.746
  Desv. Est. 0.013
  C.V. (%) 1.72

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Al graficar el área en función de la concentración del analito, se aprecia un 

comportamiento lineal (Fig 10). 

 

CAPTOPRIL
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Figura 10. Curva de calibración correspondiente al CAPTOPRIL. 

 

Para la relación concentración CAPTOPRIL contra respuesta analítica se 

calcularon los datos visualizados en la tabla 10. 
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     Tabla 10. Resultados Estadísticos para CAPTOPRIL 

ESTADÍGRAFO RESULTADO 
CRITERIO  

DE ACEPTACIÓN 
CUMPLE 

Pendiente  (b1) 59.05 No aplica No aplica 
Ordenada al 

origen  
(b0) 

-365.78 
No aplica No aplica 

Coeficiente de 
determinación  

(r2) 
0.99 

r2 ≥ 0,98 Cumple 

Límite 
inferior de 
confianza 

ICB1 

55.95 
Intervalo de 

confianza para 
la pendiente 

(ICB1) 

Límite 
superior 

de 
confianza 

ICB1 

62.16 

No debe incluir 
 el cero  

Cumple 

 
 
 
 

Tabla 11. ANÁLISIS DE VARIANZA PARA EL CAPTOPRIL 

  
G.L. S.C. C.M. F 

VALOR CRÍTICO 
DE F 

REGRESIÓN 1 73236763 73236763 1629.013 1.58E-17 

RESIDUOS 16 719324 44957.75   

TOTAL 17 73956087    
 
 
 

En los resultados mostrados en la tabla 11, se observa que la F calculada es 

mayor que la F crítica, lo cual indica que estadísticamente si existe una 

relación lineal entre las dos variables. 

 

Hipótesis: 

Ho = X y Y no están relacionadas linealmente. 

HA = X y Y están relacionadas linealmente. 
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Los resultados demuestran que el sistema es lineal, pues el valor del 

coeficiente de determinación es mayor a 0.98,  además el resultado del 

intervalo de confianza no incluye al cero lo que nos indica que los resultados de 

evaluación obtenidos, cumplen con lo especificado dentro de la guía de 

validación de El Colegio Nacional de Químicos Farmacéuticos Biólogos México, 

A.C. [16]. 

 
5.2.3 ESPECIFICIDAD 
 

Se analizaron muestras preparadas a partir de una disolución de placebo 

cargado, los resultados obtenidos del análisis de la muestra placebo, la 

solución de referencia y las diversas muestras de formulaciones farmacéuticas 

indican que los excipientes no interfieren en la determinación de los principios 

activos, con estos resultados se demuestra la especificidad del método en el 

sentido de que no se observó ninguna señal del placebo al someterlo a las 

mismas condiciones de análisis que los principios activos [Fig. 11]. 
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Figura 11.  Electroferograma de placebos. 
 

 
 
 
5.2.4 EXACTITUD Y REPETIBILIDAD DEL MÉTODO. 
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Para evaluar la exactitud y repetibilidad del método (tabla 12) se preparó un 

placebo analítico con los componentes incluidos en la formulación. A la 

cantidad de placebo analítico se le adiciono la cantidad de analito 

correspondiente al 66%, 100 y 133%, teniendo concentraciones de 20 – 40 

ppm para HCT y 40 – 80 ppm para CAPTOPRIL, por sextuplicado, en un día y el 

mismo analista, bajo las condiciones normales de operación.  

 

Tabla 12.  Resultados del % de recuperación de HCT a partir de placebos 
cargados. 
 
 

 HCT 
Nivel (%)Cant ad (ppm)Cant rec (ppm) % recuperado 

20.37 101.86 
20.03 100.13 
20.48 102.4 
20.37 101.86 
20.39 101.95 

66.66 20 20.46 102.31 
29.49 98.29 
29.52 98.41 
29.45 98.17 
29.6 98.65 
29.54 98.47 

100 30 29.61 98.71 
41.01 102.6 
41.02 102.55 
41.02 102.55 
40.93 102.32 
41.02 102.55 

133.33 40 41.09 102.73 
  Promedio 100.92 
  Desv est 1.89 
  CV (%) 1.87 
  IC(µ) 98.46 – 100.95

 

 

En la tabla  12 se observa que el promedio aritmético del porcentaje de 

recobro para HCT se encuentra dentro del intervalo establecido; así mismo el 

coeficiente de variación del porcentaje de recobro es menor al 2% y el 
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intervalo de confianza del porcentaje incluye el 100%. 

 
 

 
 

Tabla 13.- Resultados del % de recuperación de CAPTOPRIL a partir de 
placebos cargados. 

 
 CAPTOPRIL 

Nivel (%) Cant ad (ppm) Cant rec (ppm) % recuperado 
40.54 101.34 
40.54 101.34 
40.75 101.88 

40.00 100.01 
40.57 101.43 

66.66 40 40.50 101.26 
58.91 98.19 
59.23 98.72 
59.73 99.55 
58.81 98.01 
59.30 98.84 

100 60 58.74 97.89 
80.06 100.08 
80.77 100.97 
78.64 98.30 
80.24 100.30 
81.52 101.90 

133.33 80 81.38 101.72 
  Promedio 100.10 
  Desv est 1.45 
  CV 1.45 
  IC(µ) 98.46 – 100.95 

 
 

 

En el caso del CAPTOPRIL, en la tabla 13 se observa que el promedio 

aritmético del porcentaje de recobro se encuentra dentro del intervalo 

establecido y el coeficiente de variación del porcentaje es menor al 2%. El 

intervalo de confianza del porcentaje de recobro incluye el 100%.  
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Con los resultados obtenidos, se determinó que el método cumple con los 

criterios establecidos en la guía de validación [16] por lo que es exacto. 

 

 

 

5.2.5 LINEALIDAD DEL MÉTODO 

 

Si un químico analítico desarrolla un método nuevo para la determinación de 

un analito concreto, el método debe ser validado (entre otras pruebas) 

aplicándolo a un  numero de muestras que contengan una concentración ya 

conocida [22]. El interés principal al realizar una comparación entre la cantidad 

conocida y la recuperada por el método analítico será la identificación de 

errores sistemáticos, es decir, conocer si el método analítico proporciona 

resultados significativamente más altos o más bajos que la cantidad conocida. 

Queda claro que si cada resultado obtenido del método conduce a un resultado 

idéntico a la cantidad de analito conocida, la recta de regresión tendrá una 

ordenada en el origen 0, y una pendiente y un coeficiente de correlación de 1. 

En la práctica, por supuesto, esto nunca ocurre: incluso estando 

completamente ausentes los errores sistemáticos, los errores aleatorios 

aseguran que los resultados del método analítico no darán resultados en 

exacta concordancia para todas las muestras. [24] 

 

La linealidad del método se evaluó mediante la estimación de la concentración 

de placebos cargados en un rango de concentración de 10-60 ppm para HCT y 

de 20-120 ppm para CAPTOPRIL, preparados por triplicado, en un día y un 

analista. En la tabla 14 se indican los resultados obtenidos. 

 

En la tabla 14 se observa que el coeficiente de variación del promedio 

aritmético del porcentaje de recobro es menor al 2 %. Por lo que cumple con 

este parámetro. 
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Una vez calculada la cantidad recuperada se construyó un gráfico, para 

determinar la linealidad de los datos, los resultados obtenidos se muestran en 

la figura 12. 

 

 

Tabla 14. Resultados del % recuperado de HCT a partir de placebos cargados. 

 HCT 

Nivel (%) Tiempo(min) Área 
Cant ad 
(ppm) 

Cant rec 
(ppm) 

% 
RECOBRO 

0.563 978 10 10.15 101.47 
0.563 962 10 10.01 100.10 33 

0.563 964 10 10.03 100.27 
0.563 2143 20 20.08 100.38 
0.563 2171 20 20.31 101.57 66 
0.567 2168 20 20.29 101.44 
0.583 3292 30 29.87 99.56 
0.575 3287 30 29.82 99.42 100 
0.567 3273 30 29.71 99.02 
0.567 4489 40 40.07 100.17 
0.567 4404 40 39.34 98.36 133 
0.567 4422 40 39.50 98.74 
0.558 5570 50 49.28 98.56 
0.554 5575 50 49.32 98.65 166 
0.554 5542 50 49.04 98.08 
0.554 6972 60 61.23 102.05 
0.558 6961 60 61.14 101.89 200 
0.554 6965 60 61.17 101.95 

Promedio 0.56    100.09 
Desvest 0.01    1.33 
CV (%) 1.32    1.33 
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Figura 12. Cantidad adicionada vs. la cantidad recuperada de HCT a partir de 
la preparación de placebos cargados. 

 

 

Considerando la concentración medida como variable y, y la concentración 

adicionada como la variable x, se debe calcular la pendiente y el intercepto de 

la línea de regresión. 

 

En una situación ideal donde se obtienen exactamente los mismos resultados, 

la pendiente de la regresión debe ser de 1 y el intercepto debe ser 0. Sin 

embargo esto nunca ocurre en la práctica, aun si los errores sistemáticos están 

ausentes, la presencia de errores aleatorios conduce a tener una dispersión de 

los puntos alrededor de la línea del cuadrado medio y pequeñas desviaciones 

de la estimación de la pendiente y el intercepto 1 y 0, respectivamente [9]. 

 

Una pendiente calculada que es significativamente diferente de 1 indica la 

presencia de un error sistemático proporcional. Un intercepto calculado que es 

significativamente diferente de 0 revela la presencia de un error sistemático 

constante [9]. En la figura 6 se observa que el coeficiente de determinación es 

mayor a 0.98, cumpliendo así con lo establecido en la guía de Validación [16]. 

 

Para determinar la linealidad de los datos, se realizó un análisis de varianza al 

95 % de confianza en el cual se observa que el valor de F calculada es mayor 
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que el valor crítico de F, por lo que los datos se ajustan a un modelo lineal, los 

resultados se muestran en la tabla 15. 

 

 

Tabla 15. Análisis de varianza para HCT (α = 0.05). 

  G.L. S.C. C.M. F VALOR CRÍTICO 
DE F 

REGRESIÓN 1 5321.92 5321.92 12448.35 1.45E-24 
RESIDUOS 16 6.84 0.43   

TOTAL 17 5328.76    
 

 

Tabla 16. Parámetros estadísticos obtenidos de la regresión lineal para HCT 

ESTADÍGRAFO RESULTADO 
CRITERIO DE 
ACEPTACIÓN 

CUMPLE 

Pendiente  (b1) 1.01 No aplica No aplica 

Ordenada al 
origen  

(b0) -0.22 No aplica No aplica 

Coeficiente de 
determinación  

(r2) 0.9987 r2 ≥ 0,98 Cumple 

Límite inferior de 
confianza LICB 0.9877 

Intervalo de 
confianza para 
la pendiente 
(ICB1) 

Límite superior de
confianza LSCB 1.0260 

Debe incluir la 
unidad  

Cumple 

Límite inferior de 
confianza LICB -0.9645 

Intervalo de 
confianza para 
la ordenada al 
origen (ICB0) 

Límite superior de
confianza LSCB 0.5255 

Debe incluir el 
cero  

Cumple 

C.V. regresión  CVy/x 1.87 CVy/x ≤ 2% Cumple 

 

 
 
 
 
 
Tabla 17. Parámetros estadísticos obtenidos para el porcentaje de recobro  
para HCT 

RESULTADOS DEL PORCENTAJE DE 
RECOBRO 

CRITERIO 
DE 

CUMPLE 
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ACEPTACIÓN

Promedio del % 
Recobro 

(y) 100.09 
Incluido en 
el intervalo 
98 - 102 % 

Cumple 

Desviación estándar (S) 1.37 No aplica No aplica 

Coeficiente de 
variación 

(CV) 1.36 CV ≤ 2% Cumple 

t(0,975,n-1)  2.11 No aplica No aplica 
Límite 

inferior de 
confianza 

LIC(µ) 

99.41 Intervalo de 
confianza para la 

media poblacional, 
IC(µ), del 

porcentaje de 
recobro 

Límite 
superior de 
confianza 

LSC(µ) 

100.77 

Debe incluir 
el 100% 

Cumple 

 

 

En la tabla 16 se muestran los parámetros estadísticos obtenidos de la 

regresión lineal en donde se determinó el intervalo de confianza del porcentaje 

de recobro incluyendo el 100% para el caso de HCT observándose que el 

promedio aritmético del porcentaje de recobro se incluye dentro del intervalo 

del 98 al 102% (Tabla 17). El intervalo de confianza de la pendiente incluye la 

unidad, y el de la ordenada al origen incluye el cero.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 18. Resultados del porcentaje recuperado de CAPTOPRIL a partir de 
placebos cargados. 
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 CAPTOPRIL 

Nivel 
(%) 

Tiempo 
(min) Área 

Cant ad 
(ppm) 

Cant rec 
(ppm) % RECOBRO 

0.704 1186 20 20.20 101.01 
0.704 1198 20 20.32 101.62 20 

0.704 1126 20 19.60 98.01 
0.704 3120 40 39.60 99.00 
0.725 3160 40 40.00 100.00 40 
0.708 3104 40 39.44 98.60 
0.708 5062 60 59.08 98.46 
0.708 5185 60 60.31 100.52 60 
0.713 5071 60 59.17 98.61 
0.717 7219 80 80.71 100.89 
0.721 7206 80 80.58 100.72 80 
0.717 7065 80 79.17 98.96 
0.713 8981 100 98.38 98.38 
0.713 8984 100 98.41 98.41 100 
0.708 9248 100 101.06 101.06 
0.717 11392 120 122.56 102.14 
0.725 11320 120 121.84 101.53 120 
0.725 11006 120 118.69 98.91 

Promedio 0.71    99.82 
Desvest 0.01    1.32 
CV 1.03    1.32 

 

 

En la tabla 18 se observa que el coeficiente de variación del promedio 

aritmético del porcentaje de recobro es menor al 2 %. Por lo que inicialmente 

cumple con este parámetro. 

Una vez calculada la cantidad recuperada se construyó un gráfico (Fig 13), 

para determinar la linealidad de los datos. En el gráfico se muestra la ecuación 

de la recta en la cual se determino el valor de r2, el cual es mayor a 0.98. 
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Figura 13. Cantidad adicionada vs. la cantidad recuperada de CAPTOPRIL a 
partir de la preparación de placebos cargados. 
 

 

Para evaluar si los datos se ajustan a un modelo lineal, se realizó un análisis 

de varianza, en el cual se observa en la tabla 19, que el valor de F calculada es 

mucho mayor que el valor crítico de F; por lo cual se determinó que los datos 

se ajustan a un modelo lineal, a un 95% de confianza. 

 

Tabla 19. ANÁLISIS DE VARIANZA PARA LA HCT  (α = 0.05) 

  
G.L. S.C. C.M. F 

VALOR 
CRÍTICO DE F

REGRESIÓN 1 21264.46 21264.46 16186.16 1.78E-25

RESIDUOS 16 21.02 1.31  

TOTAL 17 21285.48    
 
 
 
 
 
Tabla 20. Parámetros estadísticos obtenidos de la regresión lineal para 
CAPTOPRIL 
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ESTADÍGRAFO RESULTADO 
CRITERIO DE 
ACEPTACIÓN 

CUMPLE 

Pendiente  (b1) 1.01 No aplica No aplica 

Ordenada al 
origen  

(b0) -0.49 No aplica No aplica 

Coeficiente de 
determinación  

(r2) 0.9990 r2 ≥ 0,98 Cumple 

Límite inferior de 
confianza LICB 

0.9896 Intervalo de 
confianza para 
la pendiente 
(ICB1) 

Límite superior de 
confianza LSCB 

1.0230 

Debe incluir la 
unidad  

Cumple 

Límite inferior de 
confianza LICB 

-1.7940 Intervalo de 
confianza para 
la ordenada al 
origen (ICB0) 

Límite superior de 
confianza LSCB 

0.8179 

Debe incluir el 
cero  

Cumple 

C.V. regresión  CVy/x 1.64 CVy/x ≤ 2% Cumple 

 
 
 
Tabla 21. Resultados del porcentaje de recobro para Captopril 

RESULTADOS DEL PORCENTAJE DE 
RECOBRO 

CRITERIO DE 
ACEPTACIÓN 

CUMPLE 

Promedio del % 
Recobro 

(y) 99.82 
Incluido entre 
 98 - 102 % 

Cumple 

Desviación 
estándar 

(S) 1.36 No aplica No aplica 

Coeficiente de 
variación 

(CV) 1.36 CV ≤ 2% Cumple 

t(0,975,n-1)   2.11 No aplica No aplica 
Límite inferior 
de confianza 

LIC(m) 
99.15 

Intervalo de 
confianza para la 
media poblacional, 
IC(m), del 
porcentaje de 
recobro  

Límite superior 
de confianza 

LSC(m) 
100.50 

Debe incluir el 
100% Cumple 

 
 
 

- 58 - 



En la tabla 20 y 21 se muestran los parámetros estadísticos obtenidos de la 

regresión lineal en donde se determinó el intervalo de confianza del porcentaje 

de recobro incluyendo el 100% para el caso de CAPTOPRIL observándose que 

el promedio aritmético del porcentaje de recobro se incluye dentro del 

intervalo del 98 al 102%. 

 

El intervalo de confianza de la pendiente incluye la unidad, y el de la ordenada 

al origen incluye el cero.  

 

Al realizar el análisis de datos, se determinó que el método cumple con los 

parámetros de linealidad establecidos en la guía de validación [16].  
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6. CONCLUSIONES 

 
 Se establecieron las condiciones óptimas de análisis para la 

determinación de hidroclorotiazida (HCT) y captopril (CAP) en mezcla 

por la técnica de electroforesis capilar.  

 

 Las condiciones óptimas son: buffer de ácido bórico 50 mM pH 8.5, 

inyección de la muestra por 5.0 seg a 0.5 psi de presión, tiempo de 

separación: 1 minuto a 30kV, detección a 214 nm, temperatura 25°C.  

 

 Bajo las condiciones óptimas de separación, se evaluaron los parámetros 

estadísticos de desempeño del método a fin de establecer la 

confiabilidad del mismo.  

 

 El método optimizado que se sometió a validación, resultó adecuado 

para la determinación de HCT y CAP en formulaciones farmacéuticas, 

tabletas, demostrando que cumple con los parámetros de desempeño 

estudiados y por lo tanto la confiabilidad del mismo. 
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