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RESUMEN 

La validación de un método analítico es parte integral del sistema de control de 

calidad, puesto que métodos validados conducen a resultados precisos y 

exactos. Además la validación de métodos es una exigencia de la Dirección 

General de Medicamentos Insumos y Drogas (DIGEMID) contemplada en el 

manual de Buenas Prácticas de Manufactura (BPM). 

El presente trabajo se propone validar el método analítico por cromatografía 

líquida de alta performance (HPLC) para la cuantificación de diclofenaco ácido 

libre en Dolfenex® 9mg/5ml suspensión oral, debido a que este principio activo 

no se encuentra contemplado en ninguna monografías oficiales como la 

farmacopea de los Estados Unidos (USP) o farmacopea Británica (BP), el 

presente estudio descriptivo se realizó en el área de investigación y desarrollo 

del Instituto Quimioterápico S.A. (IQFARMA), entre los meses de agosto a 

diciembre de 2012. 

Se estableció los parámetros de validación de acuerdo a lo planteado en la 

farmacopea de los Estados Unidos (USP 35 - NF 30) para la categoría 1 ,  

siguiendo la metodología propuesta por la international conference on 

harmonization ( ICH), siendo estos: l inealidad, exactitud, precisión, robustez y 

selectividad. Se determinó la linealidad del sistema en el intervalo de 50% a 

150%, obteniéndose la siguiente ecuación: y= 8 465,849 x + 43,923 y un 

coeficiente de determinación (r2 = 0,997) concluyendo que el método es lineal; 

para la exactitud se obtuvo un porcentaje de recuperación (100,219%) que no 

presentó diferencia significativa con el 100%, en la precisión se obtuvo un 

coeficiente de variación (CV = 0,235%) que evidencia resultados repetitivos y en 

la precisión intermedia se obtuvo coeficiente de variación (CV = 0,247%); para 

dos analistas diferentes, El método es robusto porque presentó un coeficiente de 

variación (CV= 0,239%), frente a la modificación del flujo a la mitad (0,6 ml/min); 

y finalmente el método es selectivo porque permite el análisis del principio activo 

sin la interferencia de los excipientes de la formulación. 

Se concluye que el método analítico para la cuantificación de diclofenaco ácido 

libre en Dolfenex® 9mg/5ml suspensión oral, esta validado por cumplir con los 

parámetros de validación propuestos por la farmacopea de los Estados Unidos 

(USP 35 - NF 30) 

Palabras Claves: Validación, Cromatografía, Diclofenaco. 
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l. INTRODUCCIÓN 

El fin de la industria farmacéutica siempre ha sido producir medicamentos de 

calidad y con total garantía, y es en el avance para conseguir un total dominio de 

la calidad cuando surge el concepto de validación. 

La validación, busca obtener evidencia documentada de que un procedimiento 

conducirá con un alto grado de seguridad a la obtención de resultados precisos y 

exactos dentro de especificaciones de calidad establecidos. Además en el 

mercado farmacéutico existen varios medicamentos cuyas métodos analíticos, 

no se encuentran publicados en obras oficiales como la farmacopea de los 

Estados Unidos (USP) o farmacopea Británica (BP), lo cual hace necesario el 

desarrollo y validación de estos métodos. 

Por otra parte, la validación de métodos analíticos se realiza para cumplir las 

exigencias de la Dirección General de Medicamentos Insumos y Drogas 

(DIGEMID) contemplada en el artículo 176º del manual de buenas prácticas de 

manufactura de productos farmacéuticos (BPM), el cual a su vez se rige a 

reglamentaciones internacionales dadas por la Food and Drug Administration 

(FDA), Organización Mundial de la Salud (OMS), lnternational Conference on 

Harmonization (ICH). 

En el presente trabajo se valida el método analítico para la cuantificación de 



diclofenaco ácido libre en Dolfenex® 9mg/5ml suspensión oral siguiendo los 

lineamientos propuestos por la farmacopea de los Estados Unido (USP 35 - NF 

30) y la lnternational Conference on Harmonization (ICH Q2(R1 )), usando la 

cromatografía liquida de alta performance por ser una técnica muy sensible, de 

fácil adaptación a determinaciones cuantitativas exactas, y presenta idoneidad 

para la separación de especies no volátiles o termolábiles y, sobre todo por su 

gran aplicabilidad a sustancias que son de interés en la industria.1 

La validación del método se realizó en el área de investigación y desarrollo del 

Instituto Quimioterápico S.A. (IQFARMA), entre los meses de agosto - diciembre 

de 2012; desarrollando los siguientes parámetros de validación: linealidad; 

exactitud; precisión; robustez y selectividad. 

La presente investigación, busca dejar evidencia documentada y a su vez 

aportar conocimientos que puede ser aplicado en las áreas de control de calidad 

de los diferentes laboratorios farmacéuticos; planteándonos los siguientes 

objetivos: 

Objetivo General 

Validar el método analítico por cromatografía líquida de alta performance (HPLC) 

para la cuantificación de diclofenaco ácido libre en Dolfenex® 9mg/5ml 

suspensión oral. 

Objetivos Específicos 

Determinar que el método analítico cumpla con los parámetros de validación 

propuestos (linealidad, exactitud, precisión, robustez y selectividad), en las 

condiciones descritas y así obtener pruebas documentales para la cuantificación 

de diclofenaco ácido libre en una suspensión oral. 
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11. MARCO TEÓRICO 

2.1.  Antecedentes 

El desarrollo y validación de técnicas analíticas para materias primas y/o 

productos terminados es una tarea que se viene realizando en diferentes 

laboratorios farmacéuticos en los últimos años, debido a las exigencias de 

calidad y a la mejora de la productividad. Es así que la validación de técnicas 

analíticas establece la evidencia documentada de que un procedimiento analítico 

conducirá con un alto grado de seguridad a la obtención de resultados precisos y 

exactos, motivo por el cual se han desarrollado diversos trabajos de 

investigación: 

En la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la Universidad Nacional Mayor de 

San Marcos, Azaña y Cornelio2 han investigado sobre el desarrollo y validación 

de una técnica analítica por cromatografía líquida de alta performance (HPLC) 

para cuantificar clonixinato de lisina 125 mg y pargeverina clorhidrato 1 O mg en 

tabletas recubiertas, demostrando que esta técnica analítica cumple con los 

parámetros de desempeño de la validación. 

En la Universidad Nacional de San Cristóbal de Huamanga, Enciso3 realizó el 

trabajo de investigación sobre la validación prospectiva de la técnica analítica por 

cromatografía líquida de alta performance (HPLC) para el Pectoflem® Jarabe, 
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demostrando que la técnica analítica cumple con los parámetros de validación 

como selectividad, linealidad, exactitud y precisión, para la cuantificación de 

dextrometorfano bromhidrato y guaifenesina. 

Bellido,4 realizó el desarrollo y validación de un método analítico por 

cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) para la determinación cuantitativa 

del ambroxol clorhidrato en jarabe, indicando que el método por HPLC es 

adecuado para la cuantificación del ambroxol clorhidrato en un jarabe. 

Así como también Flores, 5 realizó el desarrollo y validación de la técnica analítica 

por cromatografía líquida de alta eficiencia (H.P.L.C.) para la determinación de 

contenido de vitamina 03 colecalciferol en una suspensión oral indicando que 

dicha técnica cumple las especificaciones y parámetros de validación. 

2.2. Validación 

La validación consiste en establecer evidencia documentada que proporciona un 

alto grado de seguridad de que un proceso específico conducirá 

consistentemente a un producto que cumpla con sus especificaciones y atributos 

de calidad predeterminados.6 

2.2.1. Validación de métodos analíticos 

La validación es el establecimiento de la evidencia documentada de que un 

procedimiento analítico conducirá, con un alto grado de seguridad, a la obtención 

de resultados precisos y exactos, dentro de las especificaciones y los atributos 

de calidad previamente establecidos. 7 

Según la USP 35 - NF 30,
8 la validación de un procedimiento analítico es el 

proceso que establece, mediante estudios de laboratorio, que las características 

de desempeño del procedimiento cumple los requisitos para las aplicaciones 

analíticas previstas. 
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Según Aguirre, et al., 
7 las razones para justificar la validación de métodos 

analíticos son: 

• Demostrar que los métodos son adecuados a los análisis propuestos en las 

condiciones descritas. La validación es la herramienta que permite obtener las 

pruebas documentales al respecto. 

• Trabajar con métodos que ofrezcan confianza y seguridad en los resultados, 

lo cual a su vez minimizará el número de fallas y repeticiones permitiendo un 

importante ahorro de costes. 

• La validación es también un paso o requisito previo de los procesos de 

transferencia de métodos analíticos. 

• Cumplir con las exigencias de la Dirección General de Medicamentos 

Insumos y Drogas (DIGEMID), la cual se contempla en el artículo 176º del 

Manual de Buenas Prácticas de Manufactura (BPM) de productos 

farmacéuticos. 9 

2.2.2. Tipos de validaciones 

Validación prospectiva 

Se realiza cuando la verificación del cumplimiento de las condiciones 

establecidas para un proceso o método analítico se lleva a cabo antes de la 

comercialización del producto. Este tipo de validación se aplica cuando se 

elabora un nuevo método analítico, es típico de los laboratorios de investigación 

y desarrollo, y se realiza de acuerdo con un protocolo perfectamente planificado; 

comprende el estudio de todos los criterios necesarios para demostrar el buen 

funcionamiento del método.7 

Validación retrospectiva 

Se realiza cuando la idoneidad del método o proceso analítico se basa en la 

garantía constatada a través de los datos analíticos del producto ya 
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comercializado, se aplica a métodos no validados previamente y de los que se 

tiene una amplia historia de resultados. 7 

Está basado principalmente en la revisión y análisis de la información histórica 

del mismo, se realiza en productos que se encuentran en el mercado cuyo 

proceso de manufactura se considera estable y cuando las características del 

producto, económicamente no justifica hacer una validación prospectiva o 

concurrente." 

Revalidación 

La revalidación de un método analítico consiste en repetir de forma total o parcial 

su validación, ya sea debido a modificaciones del método, equipos, en la 

muestra a analizar, etc., para garantizar la obtención de resultados fiables.7 

La repetición de la validación de cambios de un proceso se da para proporcionar 

la seguridad de que los cambios introducidos en el mismo, de acuerdo al 

procedimiento de cambios no afectaran adversamente las características del 

proceso ni la calidad del producto.11 

2.2.3. Documentación de la validación 

La documentación es parte esencial de la validación, esta tiene por objetivo 

definir las especificaciones de todos los materiales y métodos empleados, 

asegura que las personas autorizadas posean toda la información necesaria 

para decidir la aprobación de la validación. El diseño y uso de un documento 

depende del fabricante. La documentación debe estar diseñada de acuerdo con 

el proceso, sistema o producto específico. Se comienza con un protocolo y se 

culmina con un informe técnico.7 
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I PROTOCOLO DE VALIDACIÓN 

D 
REALIZACIÓN DE LA VALIDACIÓN 

EVALUACIÓN DE RESULTADOS 

INFORME DE VALIDACIÓN 

CERTIFICADO DE VALIDACIÓN 

2.2.4. Categorías para validar 

Según la farmacopea de los Estados Unidos (USP 35 - NF 30), los requisitos de 

las pruebas farmacopeicas varían desde determinaciones analíticas muy 

rigurosas hasta evaluaciones subjetivas de atributos. Considerando esta amplia 

variedad, es lógico que diferentes procedimientos de prueba requieran diferentes 

esquemas de validación, 8 por lo cual se presentan las diferentes categorías a 

continuación: 

Categoría I 

Procedimientos analíticos para la cuantificación de los componentes principales 

de fármacos a granel o ingredientes activos (incluyendo conservantes) en 

productos farmacéuticos terminados. 

Categoría II 

Procedimientos analíticos para la determinación de impurezas en fármacos a 

granel o productos de degradación de productos farmacéuticos terminados. 
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Estos procedimientos incluyen análisis cuantitativos y pruebas de límite. 

Categoría III 

Procedimientos analíticos para la determinación de las características de 

desempeño (Ej., disolución, liberación de fármacos, etc.). 

Categoría IV 

Pruebas de identificación. 

Para cada categoría, se requiere diferente información analítica. En la tabla se 

indica los datos que normalmente se requieren para cada una de las categorías. 

Tabla 0 1 .  Características de desempeño para la validación de métodos 

analíticos. 

Características Categoría II 

de desempeño 
. Categoría 

Análisis Pruebas de 
Categoría Categoría 

1 111 IV 
analítico cuantitativos límite 

Exactitud Sí Sí * * No 

Precisión Sí Sí No Sí No 

Especificidad Sí Sí Sí * Sí 
Límite de 
Detección No No Sí * No 
Límite de 
Cuantificación No No No * No 

Linealidad Sí Sí No * No 

Intervalo Sí Sí * * No 

Fuente: USP 3 5 -  NF 30, 20128 

(*) Puede requerirse, depende de la naturaleza de la prueba específica. 

2.3. Parámetros de validación de métodos analíticos 

2.3.1. Linealidad 

La linealidad de un procedimiento analítico es su capacidad para obtener 

resultados de prueba que sean proporcionales a la concentración del analito en 

muestras dentro de un intervalo dado. El objetivo es obtener un modelo que 

describa con precisión la relación concentración en función de la respuesta. 8 

Capacidad del método de proporcionar resultados que son directamente 
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proporcionales a la concentración del analito en la muestra dentro del rango 

establecido. 7 

Consideraciones para la determinación de la linealidad 

Para evaluar la linealidad existen unos criterios mínimos aplicables a cualquier 

procedimiento, como señala Aguirre et a/.7 

• Dentro de un rango establecido se recomienda estudiar al menos cinco 

niveles de concentración y analizarlas por triplicado. Estadísticamente lo 

correcto sería analizar a las muestras de forma aleatoria, no obstante, se 

establece como criterio práctico analizarlas en sentido creciente de 

concentración. 

• El número de repeticiones de cada muestra (el número de inyecciones en 

HPLC) dependerá de la precisión del sistema instrumental empleado, y de lo 

que se decida incluir en el procedimiento analítico a validar. 

2.3.2. Exactitud 

La exactitud de un procedimiento analítico es la proximidad entre los resultados 

de la prueba obtenidos mediante ese procedimiento y el valor verdadero. La 

exactitud de un procedimiento analítico debe establecerse en todo su intervalo. 8 

Es la capacidad del método analítico para proporcionar resultados lo más 

cercano posible al valor teórico o nominal. Matemáticamente se expresa como el 

valor numérico del error sistemático (diferencia entre el valor medio hallado y el 

verdadero) o bien como el valor porcentual. 7 

Consideraciones para la determinación de la exactitud 

La exactitud debe demostrarse en todo el rango especificado para el método 

analítico. Se recomienda un mínimo de nueve determinaciones sobre tres niveles 

de concentración del analito que cubran el rango especificado, que podrían ser 

la concentración central y las concentraciones en los extremos del rango. En 
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función del tipo de método a validar y de cada caso concreto se deberá tener en 

cuenta el rango de concentración de trabajo:7 

• Riqueza del principio activo en materia prima o en producto acabado: 80- 

120%. 

• Impurezas: desde el 50% del nivel de especificación hasta el 120% de dicho 

nivel. 

Ensayo de disolución: si se trata de un producto de liberación inmediata seria de 

Q-20% a Q+20%; si se trata de un producto de liberación controlada, sobre cada 

límite de disolución en cada periodo de tiempo se aplicaría (±20%).7 

2.3.3. Selectividad 

Es la capacidad de un método analítico para medir y/o identificar 

simultáneamente o separadamente los analitos de interés, de forma inequívoca, 

en presencia de otras sustancias químicas que estén presentes en la muestra. 7 

Frecuentemente el término "especificidad" se usa como sinónimo de esta, 

aunque debería reservarse para aquellas situaciones donde la respuesta 

obtenida solo se puede producir con una única entidad química; por eso el 

término selectividad es normalmente apropiado. 7 

Los documentos de la lnternational Conference on Harmonization (ICH) definen 

"especificidad" como la capacidad de evaluar de manera inequívoca el analito en 

presencia de aquellos componentes cuya presencia resulta previsible, tales 

como impurezas, productos de degradación y componentes de la matriz.ª 

• Pruebas de identificación: garantiza la identidad del analito. 

• Pruebas de pureza: garantiza que todos los procedimientos analíticos 

efectuados permiten declarar con exactitud el contenido de impurezas del 

analito. 
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2.3.4. Robustez 

La robustez de un procedimiento analítico es la medida de su capacidad para no 

ser afectado por variaciones pequeñas, aunque deliberadas, en los parámetros 

del procedimiento indicado en la documentación y provee una indicación de su 

aptitud durante condiciones normales de uso, esta puede determinarse durante 

la etapa de desarrollo de un procedimiento analítico.8 

La lnternational Conference on Harmonization (ICH), define la robustez de un 

método analítico como la medida de su capacidad para permanecer inalterado 

ante pequeñas pero deliberadas variaciones en ciertos parámetros, 

proporcionando idea de su fiabilidad de "estabilidad" durante su empleo en 

rutina.12 

Es por tanto la capacidad que demuestra el procedimiento de análisis para 

proporcionar resultados validados en presencia de pequeños cambios respecto 

de las condiciones descritas en el método, susceptibles de producirse durante su 

utilización. 7 

2.3.5. Precisión 

La precisión de un procedimiento analítico es el grado de concordancia entre los 

resultados de las pruebas individuales cuando se aplica un procedimiento 

repetidamente a múltiples muestreos de una muestra homogénea. La precisión 

de un procedimiento analítico habitualmente se expresa como la desviación 

estándar o la desviación estándar relativa (coeficiente de variación) de una serie 

de medidas. La precisión puede ser una medida del grado de reproducibilidad o 

de repetibilidad del procedimiento analítico en condiciones normales de 

operación. 8 

Es decir la precisión expresa el grado de concordancia (grado de dispersión) 

entre una serie de medidas de tomas múltiples a partir de una misma muestra 
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homogénea en las condiciones descritas, se puede estudiar en tres niveles.7 

2.3.5.1. Repetibilidad 

Se refiere a la utilización del procedimiento analítico en un laboratorio durante un 

periodo corto por el mismo analista con el mismo equipo." 

Evalúa la variabilidad del método efectuando una serie de análisis sobre la 

misma muestra en las mismas condiciones operativas (aparatos, reactivos, 

analistas) en un mismo laboratorio y en un periodo de tiempo corto.7 

2.3.5.2. Precisión intermedia 

También conocida como tolerancia o fortaleza, expresa la variación dentro de un 

laboratorio por ejemplo en diferentes días con diferentes analistas o con equipos 

diferentes dentro del mismo laboratorio. e 

Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de análisis sobre la 

misma muestra pero en condiciones operativas diferentes (diferentes analistas, 

aparatos, días, etc.), y en un mismo laboratorio.7 

2.3.5.3. Reproducibilidad 

Se refiere al uso del procedimiento analítico en diferentes laboratorios, como por 

ejemplo en un estudio en colaboración." 

Estudia la variabilidad del método bajo condiciones operativas diferentes y en 

distintos laboratorios. 7 

2.3.6. Límite de detección 

Es la cantidad mínima de analito que puede detectarse en una muestra, aunque 

no necesariamente cuantificarse, en las condiciones experimentales indicadas. 

El límite detección se expresa habitualmente como concentración de analito en 

la muestra." 

Mínima cantidad de analito que puede ser detectado aunque no necesariamente 

cuantificado con precisión y exactitud, en las condiciones experimentales.7 

12 



2.3.7.Límite de cuantificación 

El límite de cuantificación es una característica de las valoraciones cuantitativas 

de compuestos que se encuentran en baja concentración en la matriz de una 

muestra, tales como impurezas y productos de degradación. Es la mínima 

cantidad de analito en una muestra que se puede determinar con precisión y 

exactitud aceptables en las condiciones experimentales indicadas.ª 

Mínima cantidad del analito que puede determinarse cuantitativamente con una 

adecuada exactitud y precisión.7 

2.4. Cromatografía líquida de alta performance (HPLC) 

La cromatografía liquida de alta presión es una técnica de separación basada en 

una fase estacionaria sólida y una fase móvil líquida. Las separaciones se logran 

por procesos de partición, adsorción o intercambio iónico, según el tipo de fase 

estacionaria empleada.13 

2.4.1. Partes del cromatógrafo 

El cromatógrafo líquido, tiene las siguientes partes.13 

• Reservorio de fase móvil, el cual contiene la fase móvil filtrada y 

desgasificada. 

• Sistema de Bombeo, controla el caudal, regula la presión y administra 

cantidades exactas de la fase móvil desde los recipientes hasta la columna. 

• Sistema de Inyección, el cual a través de un inyector introduce la muestra a la 

fase móvil. 

• Columna cromatográfica, es el corazón del cromatógrafo, debido a que 

permite la separación de los compuestos de la muestra. 

• Detector, produce una señal característica. 

• Dispositivo de recolección de datos, como por ejemplo una computadora, que 
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emite el resultado en forma de cromatógramas. 

2.5. Suspensión 

Una suspensión farmacéutica puede definirse como una dispersión grosera que 

contiene material insoluble, finamente dividido que se encuentra suspendido en 

un medio líquido, hay ciertos criterios que una suspensión debe cumplir, como 

por ejemplo las partículas dispersas deben ser de un tamaño tal que no 

sedimenten rápidamente en el recipiente; sin embargo, en el caso que se 

produzca sedimentación, no debe formar un pasta dura, sino más bien ser capaz 

de redispersarse con un mínimo de esfuerzo por parte del paciente. Por último el 

producto debe ser fácil de verter, tener sabor agradable y ser resistente al 

ataque microbiano.14 

2.5.1. Componentes de las suspensiones orales 

En las suspensiones extemporáneas, el producto sólido suele ser una mezcla del 

fármaco y sustancias auxiliares que mejoran la estabilidad de la suspensión final. 

Como agentes suspensores son habituales goma xantan o derivados de la 

celulosa; como estabilizantes, el ácido cítrico y el citrato sódico; como 

edulcorantes, el azúcar y la sacarina sódica y como conservantes, el 

metilparabeno, propilparabeno y el benzoato sódico, el vehículo suele ser el 

agua purificada, jarabes u otro líquido apropiado.14 

2.6. Diclofenaco ácido libre 

2.6.1 .  Propiedades fisicoquimicas 

• Nomenclatura IUPAC 

2-{2-[(2,6- diclorofenil) amino] fenil} ácido acético.
15 
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Figura 0 1 .  Estructura molecular del diclofenaco ácido libre.15 

• Peso molecular: 296, 149 15
· 

• Descripción 

Polvo cristalino blanco a casi blanco. Libre de puntos negros y partículas 

extrañas.16 

• Solubilidad 

Escasamente soluble en metano(, acetona, cloroformo e hidróxido de sodio 

0 , 1N , 1 6  

2.6.2. Propiedades farmacológicas 

El diclofenaco ácido libre, pertenece al grupo farrnacoterápeutico de los 

analgésicos, antiinflamatorios no esteroideos (AINES). Los AINES constituyen un 

grupo de sustancias de estructura muy variada, pero todos tienen la facultad de 

inhibir la ciclooxigenasa (COX), y la inhibición resultante de la síntesis de las 

prostaglandinas. 18 

• Farmacodinamia 

El diclofenaco ácido libre por pertenecer al grupo de los AINES tiene 

propiedades analgésicas y antiinflamatorias. Los principales efectos terapéuticos 

y muchas reacciones adversas de los AINES pueden explicarse por su efecto 

inhibidor de las ciclooxigenasas, enzimas que convierten el ácido araquidónico 
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que se encuentra en las membranas celulares en endoperoxidos cíclicos 

inestables, los cuales se transforman en prostaglandinas y tromboxanos. 

Algunos de estos eicosanoides participan, en grado diverso, en los mecanismos 

patógenos de la inflamación, el dolor y la fiebre, por lo que la inhibición de su 

síntesis por los AINES sería responsable de su actividad terapéutica.18 

• Farmacocinética 

Los AINES, se absorben bien por vía oral (tmáx de 2-3 horas), aunque el 

fenómeno del primer paso hepático limita su biodisponibilidad al 50%. Se une a 

proteínas plasmáticas en un 99% y se elimina por la orina (65%) y bilis (35% ), 

tras sufrir hidroxilación y conjugación; su semivida de eliminación es de 1-2 

horas.18 
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111. MATERIALES Y MÉTODOS 

3 . 1 .  Lugar de ejecución 

El presente trabajo se desarrolló en el área de investigación y desarrollo del 

Instituto Quimioterápico S.A. (IQFARMA) ubicada en la Av. Pedro Ruiz Gallo Nº 

935, del Distrito de Ate Vitarte - Lima; durante los meses de agosto a diciembre 

de 2012. 

3.2. Población 

Pilotos de Dolfenex® 9mg/5ml suspensión oral (diclofenaco ácido libre) 

desarrollados en el área de investigación y desarrollo del Instituto Quimioterápico 

S.A. (IQFARMA). 

3.3. Muestra 

Piloto de Dolfenex® 9mg/5ml suspensión oral (diclofenaco ácido libre) 

desarrollado en el área de investigación y desarrollo del Instituto Quimioterápico 

S.A. (IQFARMA) correspondiente al lote P-1105122.  

3.4. Sistema de muestreo 

Libre por conveniencia.19 

3.5. Tipo de investigación 

Descriptivo.19 
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3.6. Diseño metodológico para la recolección de datos 

Los datos fueron recolectados de las corridas cromatógraficas de los diferentes 

parámetros de validación 

3.6.1. Condiciones cromatográficas 

Columna : purospher STAR® 100 RP-8 (5µm); 150mm x 4,6mm 

Fase móvil : metano!: Buffer fosfato pH 2,5 (70:30) 

Longitud de onda 

Flujo 

: 254 nm 

: 1 ,2  ml/min 

Volumen de Inyección : 10 µI 

3.6.2. Preparación de la fase móvil 

• Preparación del buffer fosfato pH 2,5 

Se mezcló volúmenes iguales de ácido fosfórico 0,01 M y fosfato de sodio 

monobásico 0,01 M, se llevó a pH 2,5 ± 0,2 con ácido fosfórico o hidróxido de 

sodio. 

• Fase móvil 

Se preparó una mezcla de metano! y buffer fosfato pH 2,5 (70:30). Se filtró por 

membrana de nylon 0,2 µm de porosidad y se dejó al vacío por tres minutos para 

desgasificar. 

3.6.3. Desarrollo de los parámetros de validación 

3.6.3.1. Linealidad 

Se partió de la solución madre de la cual se realizó cinco diluciones para obtener 

soluciones en el siguiente intervalo: 50%, 75%, 100%, 125% y 150% que 

establecieron la recta de calibración, las cuales fueron analizadas por duplicado. 

• Solución madre del estándar de referencia: 

Se pesó aproximadamente de 28,125 mg de diclofenaco ácido libre (estándar de 
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referencia) en una fiola de 50 mi, se enraso con metanol (concentración 0,5625 

mg/ml de diclofenaco ácido libre). 

• Solución estándar 50% 

Se midió 2 mi de la solución madre del estándar en una fiola de 25 mi, se enrazó 

con metanol y se filtró por membrana de nylon 0,2 µm de porosidad 

(concentración aproximada: diclofenaco ácido libre 0,045 mg/ml). 

• Solución estándar 75% 

Se midió 3 mi de la solución madre del estándar en una fiola de 25 mi, se enrazó 

con metano! y se filtró por membrana de nylon 0,2 µm de porosidad 

(concentración aproximada: diclofenaco ácido libre 0,0675 mg/ml). 

• Solución estándar 100% 

Se midió 4 mi de la solución madre del estándar en una fiola de 25 mi, se enrazó 

con metano! y se filtró por membrana de nylon 0,2 µm de porosidad 

(concentración aproximada: diclofenaco ácido libre 0,090 mg/ml). 

• Solución estándar 125% 

Se midió 5 mi de la solución madre del estándar en una fiola de 25 mi, se enrazó 

con metanol y filtró por membrana de nylon 0,2 µm de porosidad (concentración 

aproximada: diclofenaco ácido libre O, 1 1 2 5  mg/ml). 

• Solución estándar 150% 

Se midió 6 mi de la solución madre del estándar en una fiola de 25 mi, se enrazó 

con metano! y filtró por membrana de nylon 0,2 µm de porosidad (concentración 

aproximada: diclofenaco ácido libre O, 135 mg/ml). 

3.6.3.2. Exactitud 

Para la evaluación de este parámetro se empleó el método del placebo cargado, 

que consiste en adicionar una cantidad de analito sobre el placebo equivalente al 

19 



volumen de la muestra en este caso 5 mi. La adición de los estándares se realizó 

a tres niveles de concentración: 80%, 100% y 120%, y se realizaron tres 

determinaciones de cada concentración. 

• Muestra al 80% 

Se pesó por triplicado aproximadamente 7,2 mg de diclofenaco ácido libre 

(estándar de referencia) en fiolas de 100 mi, a las cuales se adicionó 5 mi de la 

suspensión placebo (concentración de 0,072 mg/ml de diclofenaco ácido libre). 

Las muestras fueron tratadas según indica la técnica analítica, e inyectadas al 

sistema cromatográfico por duplicado. 

• Muestra al 100% 

Se pesó por triplicado aproximadamente 9,0 mg de diclofenaco ácido libre 

(estándar de referencia) en fiolas de 100 mi, a las cuales se adicionó 5 mi de la 

suspensión placebo (concentración de 0,090 mg/ml de diclofenaco ácido libre). 

Las muestras fueron tratadas según indica la técnica analítica, e inyectadas al 

sistema cromatográfico por duplicado. 

• Muestra al 120% 

Se pesó por triplicado aproximadamente 10,8 mg de diclofenaco ácido libre 

(estándar de referencia) en fiolas de 100 mi, a las cuales se adicionó 5 mi de la 

suspensión placebo (concentración de 0 , 108 mg/ml de diclofenaco ácido libre). 

Las muestras fueron tratadas según indica la técnica analítica, e inyectadas al 

sistema cromatográfico por duplicado. 

3.6.3.3. Precisión 

• Repetibidad 

Se evaluaron seis muestras a una concentración de 0,09 mg/ml, para las cuales 
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se pesó una cantidad equivalente a 9 mg de diclofenaco ácido libre 

(aproximadamente 5 mi de suspensión) en fiolas de 100 mi, se le adicionó 

metanol. Las muestras fueron tratadas según indica la técnica analítica por un 

mismo analista, y fueron inyectadas al sistema cromatográfico por duplicado y 

contrastado frente a un estándar. 

• Precisión Intermedia 

Se realizó la preparación del estándar y seis muestras a la concentración de 0,09 

mg/ml, por dos analistas diferentes y en diferentes sesiones, siguiendo el 

procedimiento citado en el ensayo de repetibilidad, las cuales fueron inyectadas 

al sistema cromatográfico por duplicado. 

3.6.3.4. Selectividad 

a. Identificación de los picos pertenecientes al estándar y muestra de 

diclofenaco ácido libre 

• Preparación del estándar 

Se pesó aproximadamente 22,5 mg de diclofenaco ácido libre (estándar de 

referencia) en una fiola de 50 mi, se completó a volumen con metanol, se 

transfirió 5 mi de la solución anterior a una fiola de 25 mi, se completó a volumen 

con metanol, y se filtró por membrana de nylon 0,2 µm de porosidad. 

(Concentración aproximada: diclofenaco ácido libre 0,09 mg/ml), el cual fue 

inyectado cinco veces al sistema cromatográfico. 

• Preparación de la muestra 

Se pesó una cantidad equivalente a 9 mg de diclofenaco ácido libre 

(aproximadamente 5 mi de suspensión) en una fiola de 100 mi, la muestra fue 

tratada según indica la técnica analítica, e inyectada al sistema cromatográfico. 
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b. Identificación de los picos pertenecientes al placebo y excipientes de la 

suspensión 

• Preparación del placebo 

Se midió 5 mi de la suspensión placebo en una fiola de 100 mi. La muestra fue 

tratada según indica la técnica analítica, e inyectada al sistema cromatográfico. 

• Preparación de los excipientes 

Se pesó cada excipiente de la formulación equivalente a un volumen de 5 mi y 

se trasvasó a fiolas de 100 mi. Las muestras fueron tratadas según indica la 

técnica analítica, e inyectadas al sistema cromatográfico. 

3.6.3.5. Robustez 

La evaluación de este parámetro se dio a partir del estándar y dos muestras a 

una concentración de 0,09 mg/ml, siguiendo el procedimiento citado en el 

ensayo de repetibilidad, las cuales fueron tratadas según indica la técnica 

analítica, se procedió a cromatografiar, variando el flujo de 1 , 2  ml/min a 0,6 

ml/min. 

3.7. Análisis de datos 

Los datos fueron procesados utilizando el programa Microsoft Excel® 2010. 

3.7.1. Linealidad 

a. Cálculo de la recta de regresión 

Se determina la recta de regresión lineal, sobre los puntos individuales y sin 

promediar. Para el caso de la recta la función toma la forma: 

y = b x + a  

Donde: 

y : respuesta cromatográfica 
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x : concentración del analito. 

b : valor de la pendiente. 

a : ordenada en el origen (termino independiente o intercepto). 

• Fórmula para calcular la pendiente "b" 

¿ x y - L X L Y  
b -  n  

-  2  

¿xz  - (¿x) 
n 

• Fórmula para calcular el valor independiente "a" 

¿ y - b ¿ x  
a =  

n  

n= Número de determinaciones 

• Fórmula para calcular el coeficiente de correlación (r): 

Nos refleja el grado de relación entre la variable concentración "x", y la variable 

respuesta "y", se calcula con la siguiente fórmula: 

¿ x y - L X L Y  
n  

r  =-;::========================= 

Criterio de aceptación: cuando el coeficiente de correlación es mayor o igual a 

0,995. 

• Fórmula para calcular el coeficiente de determinación (r2): 

Es el cuadrado del coeficiente de correlación e indica la proporción de la 

variación total de "y". 

b. Interpretación estadística de la regresión lineal 

Se realiza la interpretación de la regresión lineal, a través del cálculo de: 

• Test estadístico para el coeficiente de correlación "r": 

En el cual se calcula el valor de t experimental con n-2 grados de libertad y un 
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intervalo de confianza de 95% (probabilidad a=0,05), Para: 

Ho: el coeficiente de correlación es igual a cero (r = O). 

Ha: el coeficiente de correlación debe ser significativamente diferente de cero (r i- 

O). 

Criterio de aceptación: Si texp > t1abla se rechaza la H0, por consiguiente se 

afirma que el coeficiente de correlación es diferente de cero y cercano a la 

unidad. 

• Test de hipótesis para demostrar la regresión lineal en función del 

coeficiente de correlación "r": 

H0: no hay correlación entre "x" e "y" 

Ha: hay correlación entre "x" e "y" 

Criterio de aceptación: Si texp > t1ab1a , calculada para n-Z grados de libertad y un 

nivel de significancia del 95% (probabilidad a=0,05), entonces existe correlación 

lineal significativa. 

• Fórmula para hallar texp: 

lrhln - 2 
t = -�=::::;- 

exp ...Jl - r2 

•  Test de linealidad a partir de la significancia estadística de la desviación 

estándar de la pendiente "b": 

Se realiza estableciendo una comparación entre texp y t1ab1a para: 

H0: la pendiente es igual a cero (b = O). 

Ha: la pendiente es diferente de cero (b i- O) 

Criterio de aceptación: Si Íexp > t1ab1a se rechaza la H o y  por tanto la pendiente es 

significativamente diferente de cero. 

• fórmula para hallar texp: 
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l b l  
texp = sb 

Pero Sb se calcula en función de su varianza (Sl). 

2 S;y sb = ---=--- rx2 - (¿y)2 
n 

Dónde: S;y, es la varianza del error experimental total (determinación de la 

varianza de "x" sobre "y"), entonces: 

2 
¿ y2 - a¿ y  -  b  ¿ xy 

Sxy = ----n---2--- 

A partir de esta se calcula la desviación estándar de la pendiente que es igual: 

Y también se calcula la desviación estándar relativa porcentual (S b relativa o/o) 

sb * 100 
s, relativa%= b 

Estableciéndose límites de confianza para la pendiente a partir de: 

b = b ± ttablasb 

Donde: ttabla es el valor de la distribución t- Student para n-2 grados de libertad 

y una probabilidad de 95% ( a =  0,05). 

• Test de linealidad a partir del coeficiente de variación de los factores de 

respuesta (f): 

El coeficiente de variación para los factores respuesta para las concentraciones 

de 50% al 150% se obtiene de la siguiente manera: 

sf 
cv = -=- * 100 

f 

Dónde: 

S1: desviación estándar de los factores de respuesta. 
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f = promedio de los factores de respuesta. 

Criterio de aceptación, el coeficiente de variación debe ser menor o igual a 

cinco (CV s 5%) 

• Test de proporcionalidad a partir de la significancia estadística del 

intercepto "a" 

Se realiza estableciendo una comparación entre texp y tiabla para: 

H0: el intercepto es igual a cero (a = O). 

Ha: el intercepto es diferente de cero (a f. O) 

Criterio de aceptación: Si texp > t1ab1a se rechaza la H0 

• Fórmula para hallar texp 

l a l  
texp = S 

a 

Pero Sa se calcula en función de la varianza del intercepto (5�). 

¿x2 
52 = 52 *-­ 
ª b n 

A partir de esta se calcula la desviación estándar del intercepto que es igual: 

5 = 'S2 a '\/ .Ja 

Y también se calcula la desviación estándar relativa porcentual (5arelativa%) 

s; * 100 
S¿ relativa o/o = 

a 

Estableciéndose límites de confianza para la pendiente a partir de: 

a =  a ±  ttabla5a 

Donde: ttabla• es el valor de la distribución t- Student para n-2 grados de libertad 

y una probabilidad de 95% ( a =  0,05). 

3.7.2. Exactitud 

La exactitud se expresa como porcentaje de recuperación, en la valoración de 
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una cantidad conocida de analito. 

• Porcentaje de recuperación (R) 

Xm 
R = - x 100 

µ 

Donde: 

Xm : valor medio hallado. 

µ : valor aceptado como verdadero. 

a. Interpretación estadística de la exactitud 

Se determinó mediante la aplicación, de los siguientes test: 

• Test de Cochran 

Es un test de igualdad de varianzas aplicado a varios grupos muéstrales del 

mismo tamaño, a través del cual se determina si el factor concentración tiene 

alguna influencia en los resultados. 

2 
Smax 

Gexp = 2 2 2 
S1 + s 2  + s 3  

Criterio de aceptación: si Gexp < G1ab1as, para K grupo con "n" números de 

determinaciones y un nivel de significancia del 95% (a=0,05), entonces las 

varianzas de las concentraciones utilizadas son equivalentes; es decir que el 

factor concentración no influye en la variabilidad de los resultados. 

• Test t de Student 

Mediante el cual se confirma si la recuperación es satisfactoria. 

l 100 - Rproml * ...fñ 
texp = CV 

Donde: 

Rprom : recuperación promedio. 

n : número de datos. 
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CV : coeficiente de variación 

Criterio de aceptación: si texp < t1ab1as, para (n-1) grados de libertad y un nivel de 

significancia del 95% (a=0,05), entonces no existe diferencia significativa entre la 

recuperación media y el 100%; por lo que se cumple la exactitud. 

3.7.3. Precisión 

a. Repetibilidad 

La precisión de un método analítico se expresa generalmente como el 

coeficiente de variación (CV) de una serie de medidas y se calcula 

matemáticamente de la siguiente manera: 

s 

cv = - *  100 
x 

Donde: 

s : Desviación estándar. 

i : Media aritmética de los resultados. 

Criterio de aceptación: el coeficiente de variación debe ser menor o igual al 2% 

(CV s 2%). 

• Intervalos de confianza para la media 

La lnternational Conference of Harmonization (ICH}12 recomienda introducir los 

intervalos de confianza en el estudio de precisión. Los cuales son calculados a 

partir de: 

s 

µ = i + t * -  
-  -Jñ  

Donde: 

i: media de una serie de resultados obtenidos en un mismo nivel de 

concentración. 
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t : valor de la t de Student de tablas para n-1 grados de libertad y a=0,05. 

n :  número de análisis. 

s : desviación estándar. 

b. Precisión intermedia 

La estimación de la precisión intermedia se realiza con el cálculo del coeficiente 

de variación de las respuestas obtenidas, considerando independientemente 

cada resultado de los analistas. 

Criterio de aceptación: el coeficiente de variación debe ser menor o igual al 2% 

(CV s 2%). 

3. 7 .4. Selectividad 

Se evaluaron por separado los cromatogramas del estándar, placebo, muestra y 

cada uno de los excipientes de la formulación de Dolfenex® 9mg/5ml suspensión 

oral. 

Criterio de aceptación: el método debe ser selectivo para diferenciar el 

diclofenaco ácido libre de los demás excipientes de la formulación; es decir 

ninguno de los excipientes de la formulación debe eluir en el mismo tiempo de 

retención del activo. 

3. 7.5. Robustez 

La evaluación de la robustez nos permite conocer la estabilidad del método 

frente a modificaciones de las condiciones descritas en la técnica analítica. Para 

lo cual se calcula el coeficiente de variación de los resultados tras la variación 

del flujo. 

Criterio de aceptación: el coeficiente de variación debe ser menor o igual al 2% 

(CV s 2%), es decir el método debe ser robusto frente a alguna variación de las 

condiciones cromatográficas. 
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IV. RESULTADOS 
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Figura 02. Recta de regresión lineal concentración versus área bajo la curva de 
las soluciones estándar de diclofenaco ácido libre. Lima - 2012. 
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Tabla 02. Porcentaje de recuperación de diclofenaco ácido libre en función de la 
cantidad agregada. Lima - 2012. 

Cantidad Cantidad Promedio Porcentaje de 
Porcentaje de Muestra 

agregada Área recuperada muestra muestra recuperación (%) recuperada recuperada (mg) (mg) 
{mg} {%} 

(%) 

7,21 
762,91943 7,209 

7,208 80,086 99,941 
762,65546 7,207 

80% 7,22 
767,74652 7,255 

7,222 80,248 100,019 
760,92480 7,190 

7,21 
763,39032 7,213 

7,205 80,052 99,940 
761,53882 7,196 

9,06 
976,63391 9,228 

9,145 101 ,6 12  100,906 
959,00305 9,062 

100% 9,06 
981,92517 9,278 

9,169 101 ,873 101 , 187 
958,66888 9,059 

9, 1 1  
965,61279 9,124 

9 , 1 1 4  101,682 100,013 
963,46948 9,104 

10,81 
1142,81750 10,79871 

10,802 120,020 99,971 
1143,47473 10,80492 

120% 10,83 
1145,60010 10,82500 

10,829 120,319 100,015 
1146,37793 10,83235 

10,82 
1144,54297 10,81502 

10 ,817 120,185 99,978 
1144,88770 10,81827 

Promedio 100,219 
Desviación Estándar 0,475 
Coeficiente de Variación 0,474 
Número de Datos (n) 9 
Grados de Libertad 8 
t tablas 2,306 
t exp 1,384 

Criterio de aceetación t exR < t tablas CUMPLE 
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Tabla 03. Porcentaje de recuperación de diclofenaco ácido libre en Dolfenex® 
9mg/5ml. Lima - 2012. 

Peso Concentración Concentración Porcentaje de 
Nº muestra Área por inyección por muestra recuperación 

(g) (mg/Sml) (mg/Sml) (%) 

5,2168 
839,06543 9,023 

9,026 100,293 
839,77045 9,030 

2 5,2370 
840,61243 9,004 

9,018 100,196 
843,09625 9,031 

3 5,2399 
844,94604 9,046 

9,043 100,474 
844,36694 9,040 

4 5,2359 
842,57300 9,027 

9,043 100,476 
845,49170 9,059 

5 5,2350 
843, 10608 9,035 

9,031 100,340 
842,37567 9,027 

6 5,2678 
853,53088 9,089 

9,078 100,869 
851,45294 9,067 

Promedio 100,441 

Desviación Estándar 0,236 

Coeficiente de Variación (%) 0,235 

Número de análisis (n) 6 

t tablas 2,571 

Límite de confianza inferior para la media 98,957 

Límite de confianza superior para la media 101 ,925 

Criterio de aceetación CV s 2% CUMPLE 
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Tabla 04. Recuperación de diclofenaco ácido libre en Dolfenex® 9mg/5ml por 
dos analistas diferentes. Lima - 2012. 

Día 1 D ía2 

Peso muestra 
Porcentaje de 

Peso muestra 
Porcentaje de 

Nº 
analista 1 

recuperación 
analista 2 

recuperación 

(g) 
analista 1 

(g) 
analista 2 

(%) (%) 

5,2357 100,224 5,2168 100,293 

2 5,2373 100,597 5,2370 100, 196 

3 5,2350 100, 167 5,2399 100,474 

4 5,2385 100,671 5,2359 100,476 

5 5,2389 100,879 5,2350 100,340 

6 5,2377 100,619 5,2678 100,869 

Promedio 100,526 100,441 

Desviación Estándar 0,275 0,236 

CV% 0,274 0,235 

CV% precisión intermedia 0,247 

Criterio de aceptación CV s 2% CUMPLE 
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Tabla 05. Porcentaje de recuperación de diclofenaco ácido libre en Dolfenex® 
9mg/5ml disminuyendo el flujo a 0,6 ml/min. Lima - 2012. 

Tiempo de 
Porcentaje 

Nº 
Peso 

retención Área 
Concentración de 

(g) 
(min) 

(mg/5ml) recuperación 
% 

1 1 ,783 1691,59570 9,046 
1 5,2543 100,541 

1 1 ,783 1692,64661 9,052 

11 ,786 1682,40491 9,000 

2 5,2522 100,201 

11 ,789 1689,06152 9,036 

Promedio 100,371 

Desviación Estándar 0,240 

Coeficiente de Variación(%) 0,239 

Criterio de ace�tación CV s 2% CUMPLE 
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Tabla 06. Selectividad del método según tiempo de retención del diclofenaco 
ácido libre en Dolfenex® 9mg/5ml. Lima - 2012. 

Nº Muestra 

Tiempo de 

retención 

(min) 

1 Estándar 

2 Muestra P-1105122 

3 Placebo 

4 Goma xantan 

5 Avicel RC-591 

6 Sodio fosfato dibásico 

7 Ácido cítrico anhidro 

8 Acesulfame potásico 

9 Sorbitol 70% 

10 Esencia de tutti fruti 

1 1  Butilhidroxianisol (BHA) 

12 Propilenglicol 

13 Metilparabeno 

14 Propilparabeno 

15 Símeticona 30% emulsión 

Criterio de aceptación: Ninguno de los 

excipientes debe eluir en el mismo 

tiempo de retención del estándar 
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V. DISCUSIÓN 

Se busca validar el método analítico para la cuantificación de diclofenaco ácido 

libre, en una suspensión oral, para lo cual se desarrolló y evaluó los parámetros 

establecidos en la categoría I de la farmacopea de los Estados Unidos (USP 35 

- NF 30}8 como: linealidad, exactitud, precisión, selectividad y robustez 

siguiendo los lineamientos establecidos por la lnternational Conference on 

Harmonization (ICH}12 y la Asociación Española de Farmacéuticos de la Industria 

(EFl}.7 

En la Figura 02, se observa la recta de regresión lineal de las soluciones 

estándar de diclofenaco ácido libre, en donde se muestra la relación entre la 

concentración y áreas cromatográficas del estándar. Para este parámetro se 

trabajó con cinco niveles de concentración a partir de una solución madre, 

comprendiendo las siguientes concentraciones de trabajo: 50%; 75%; 100%; 

125% y 150% (siendo el 100% igual a 0,09 mg/ml), las cuales al ser evaluadas 

estadísticamente dan como resultado la siguiente ecuación: y=8465,849 x + 

43,923, con un coeficiente de correlación (r=0,999); siendo el valor mínimo 

permitido 0,995. Cuanto más se aproxime el valor de "r" a la unidad (r=1 ), indica 

que existe correlación entre las variables concentración y área. También se 

· calculó el coeficiente de determinación (r= 0,997), que indica correlación entre 
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variables con un 99, 70% de probabilidad, por lo tanto con los valores hallados 

podemos señalar que existe relación lineal entre variables concentración y áreas 

bajo la curva. Nuestros resultados no difieren de otros estudios realizados como 

el de Bellido,4 donde valida una técnica analítica para la determinación de 

ambroxol jarabe por HPLC, en el cual indica que existe correlación lineal entre 

sus variables con un 99,98% de probabilidad, al igual que en el trabajo realizado 

por Medina y Berrocal,21 de validación de método analítico de valoración de 

naproxeno sódico 550 mg tableta por HPLC, donde señala que existe correlación 

lineal en el rango de 50% -150% para un coeficiente de correlación (r= 0,999) y 

un coeficiente de determinación (r2=0,999), planteándose como valor mínimo 

permisible 0,997; con lo cual queda demostrada la existencia de correlación 

lineal entre variables. 

Pero el mejor indicador del modelo lineal no es "r". sino un test estadístico, en el 

cual se compara el valor de t-tabulado (texp) frente al valor de t1abla para n-2 

grados de libertad y el valor de confianza requerido, donde si el valor de texp > 

tiabta, se afirma que existe correlación lineal significativa.5 Por ello, en el Anexo 03 

se aplica un test de hipótesis para el coeficiente de correlación (r), donde la 

hipótesis nula establece que no hay correlación entre "x" e "y", por lo cual se 

debe cumplir que el valor de texp (80,041) debe ser mayor al t1abta (2, 10 1 )  para 18  

grados de libertad y una probabilidad de cometer error de 95% (a=0,05), con lo 

cual se corrobora la existencia de correlación lineal entre variables, con un 

99,70% de probabilidad. Así mismo, se realizó la determinación de la varianza de 

la pendiente "b", donde debe cumplirse: Íexp > t1abla; obteniéndose texp (80,041) > 

tiabla (2, 101  ), con lo que se demuestra la existencia de una relación lineal 

significativa, por lo tanto "b" es significativamente diferente de cero, y los límites 

de confianza inferior y superior son 8 243,629 y 8 688,070 respectivamente los 
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cuales no incluyen al cero. En la evaluación de la linealidad a partir de los 

coeficientes de variación de los factores respuesta se obtuvo un coeficiente de 

variación (CV = 2,287%), lo cual expresa que existe relación entre la 

concentración y áreas bajo la curva; ya que los valores superiores al 5% 

indicarían una falta de linealidad. Finalmente se aplica un test de 

proporcionalidad del intercepto "a", donde se debe cumplir: texp > tiabta. 

obteniéndose Íexp (4,299) > t1abta (2, 101  ), lo cual índica la proporcionalidad entre 

variables, quedando estadísticamente demostrada la linealidad del sistema. 

Estos resultados son refrendados por Flores,5 quien realizó la linealidad tanto 

para el estándar como para las muestras donde obtuvo texp(137,703) > t1abta 

(2,093) para el estándar y texp (137,  703) > t1abla (2,093) para la muestra con lo que 

demuestra que existe correlación lineal significativa entre "x" e "y", así mismo 

obtuvo un RSD de 1,59% para el estándar y 1,40% para la muestra esto para los 

factores respuesta siendo el valor máximo permisible 5%, en la evaluación de la 

varianza de la pendiente "b" obtuvo texp (73,681) > t1ab1a (2,093) para el estándar y 

un Íexp (63,291) > t,abla (2,093) para la muestra, además los límites de confianza 

para la pendiente "b" son significativamente mayores que cero, con lo cual 

confirma estadísticamente la linealidad del sistema. 

En la Tabla 02 se evidencia los resultados del porcentaje de recuperación en 

función de la cantidad agregada de diclofenaco ácido libre para la determinación 

de la exactitud del método, obteniéndose un promedio de recuperación de 

100,219%, el cual se encuentra dentro de los límites establecidos (98% - 102%) 

propuestos por la Food and Drug Administration (FDA)21 además se obtuvo un 

coeficiente de variación de 0,475% siendo el valor máximo aceptado 2%. Pero 

para demostrar que no existe diferencia entre la cantidad recuperada y el 100% 

se aplicó el test estadístico t-student, donde debe cumplirse: el valor de texp < 
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t1ab1a, para n-1 grados de libertad y una probabilidad de cometer error de 95% (a= 

0,05), obteniéndose texp(1,384) < t1ab1a(2,306) para 8 grados de libertad y con (a= 

0,05) probabilidad de cometer error, y un nivel de significancia de 95%, con lo 

cual se corrobora que el método es exacto y que no existe diferencia significativa 

entre el porcentaje de recuperación hallado y el 100%. Lo cual también podemos 

evidenciar en el trabajo de Flores, 5 en el cual concluye que su técnica es exacta 

y que no existe diferencia entre el valor medio hallado y el valor agregado 

(100%), obteniendo una recuperación media de 99,85% y tras la aplicación de 

un test de t - student obtuvo para texp ( 1 ,  72) < t1ab1a (2, 15) ,  con un 95% de 

significancia y una probabilidad de cometer error de (a=0,05) para n-1 grados de 

libertad. 

Así como también Prado,22 validó un método para la cuantificación de 

dexametasona y ciprofloxacino en una suspensión oftálmica por HPLC, en 

donde determinó que el porcentaje de recuperación para ciprofloxacino es de 

100,53% y para la dexametasona es 100,27%, los cuales se encuentran dentro 

de los límites establecidos; además obtuvo un texp (1 ,555) < t1abla (2,776) para 

dexametasona y un texp (1 ,773) < t,abla (2,776) para el ciprofloxacino, concluyendo 

que la cantidad agregada de analito y la cantidad recuperada no son 

estadísticamente diferentes; por la tanto la exactitud es correcta. 

Pero como para la determinación de la exactitud se trabajó con tres niveles 

concentración (80%; 100% y 120% ), en el Anexo 1 1  se observa la aplicación del 

test de igualdad de varianzas (test estadístico de Cochran), para determinar si el 

factor concentración tiene alguna influencia en los resultados, donde debe 

cumplirse Gexp < G,abla, para "k" grupos; "n" número de determinaciones por grupo 

y una probabilidad de cometer error de 95% (a=0,05), obteniéndose lo siguiente 

Gexp (0,734) < G,abla (0,798), lo cual significa que las varianzas entre las tres 
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concentraciones son equivalentes, es decir el factor concentración no influye en 

los resultados. Este resultado es refrendado por Velandia,23 en su trabajo de 

validación del método analítico para cuantificación de bacitracina, donde obtiene 

el valor de Gexp = 0,682 para bacitracina zinc y Gexp = O, 790 para bacitracina 

metilen disalicilato, los cuales son inferiores al Gtabla = 0,871 (para tres grupos 

con dos determinaciones y a=0,05%), concluyendo que no existe diferencia 

significativa entre las varianzas, por lo tanto se puede afirmar que nuestro 

método es exacto en base a los resultados obtenidos y corroborado frente a los 

investigadores mencionados. 

En las Tablas 03 y 04, se aprecian los resultados para la determinación de la 

precisión del método. En la Tabla 03, se evidencia que el método tiene una 

buena repetibilidad, debido a que se obtuvo un promedio de recuperación de 

100,441% (equivalente a 9,04mg/5ml), y un coeficiente de variación de 0,235%, 

siendo el valor máximo aceptado 2%, adicionalmente se estableció limites 

inferiores y superiores a partir de la recuperación promedio y el valor de t1ab1a 

(2,571 ), siendo los limites 98,957% y 101 ,925% respectivamente. Por lo tanto el 

método analítico es repetible. 

En la Tabla 04, se observa los resultados de dos analistas diferentes, en 

diferentes días para la determinación de la precisión intermedia del método, 

donde se evidencia que el método es preciso, debido a que se obtuvieron los 

siguientes promedios de recuperación; 100,526% y 100,441 % y un coeficiente 

de variación de 0,247%, siendo el valor máximo aceptado 2%. Por lo tanto 

podemos afirmar que el sistema es preciso por tener buena repetibilidad y que la 

técnica es precisa por ser reproducible frente al ensayo con dos analistas en 

diferentes días. Estos resultados son refrendados por Morales, 10 quien en su 

estudio determinó la precisión del sistema obteniendo una desviación estándar 
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relativa de 0,58%, siendo el valor máximo 3,9%, demostrando la repetibilidad de 

los resultados; así como también determinó la precisión del método, obteniendo 

una desviación estándar relativa de 0,88% siendo el valor máximo 5,5% 

demostrando así la reproducibilidad de los resultados. Flores, 5 en su trabajo de 

investigación reportó una desviación estándar relativa de O, 778% para el ensayo 

de repetibilidad con un criterio de aceptación no mayor al 2%, y una desviación 

estándar relativa de 0,622% para la reproducibilidad con un criterio de 

aceptación no mayor al 4% demostrando así que el método es reproducible y 

repetible. Así mismo Medina y Berrocal." determinaron los valores de desviación 

estándar relativa de O, 17% para repetibilidad y O, 16% para la precisión 

intermedia, demostrando así la precisión del método analítico. 

En la Tabla 05, podemos ver los resultados que se presentan al variar el flujo al 

50% (0,6 ml/min) del valor de las condiciones cromatográficas normales para 

determinar la robustez del método, obteniéndose un coeficiente de variación de 

0,239%, siendo el valor máximo permitido 2%, con lo cual se determinó que 

nuestro método es robusto frente a variaciones deliberadas como el flujo. Pero 

también se observó que cuando el flujo se disminuye a la mitad, el tiempo de 

retención se duplica como podemos observar en los Anexos 17  y  23, se observa 

las corridas cromatográficas del estándar para la precisión que se trabajó a un 

flujo normal ( 1 ,2  ml/min) y se observa que tiene un tiempo de retención de 5,942 

min; mientras que para la corrida cromatográfica del estándar para la robustez se 

modificó el flujo (0,6 ml/min) se obtuvo un tiempo de retención de 11 ,776 min, lo 

cual también se puede evidenciar para las muestras en los Anexos 1 9  y  25, ya 

que al disminuir el flujo de la fase móvil, el analito es retenido con mayor facilidad 

dentro de la columna, debido a que se disminuye el paso de la fase móvil por el 

sistema y por consiguiente aumenta la interacción entre el analito y la capa de 
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sílice que recubre la columna, aumentando así el tiempo de elución del analito.24 

Velastegui,25 en su investigación donde valida el método analítico para la 

valoración de amoxicilina en polvo para suspensión oral, prueba la robustez del 

método aumentando el flujo en un 10% obteniendo una desviación estándar 

relativa del 1 ,5%, estableciendo como valor máximo permitido 3,69%. La 

Asociación Española de Farmacéuticos de la Industria (AEFl),7 menciona que la 

lnternational Conference on Harmonization ( ICH) y Ja farmacopea de los Estados 

Unidos (USP) definen la robustez junto con los parámetros de validación de un 

método analítico, aunque este parámetro no es considerado todavía un requisito 

necesario, sino que surgió con el fin de resolver los problemas que se plantean 

en la transferencia de métodos analíticos entre laboratorios. 

En la Tabla 06, se muestra los resultados de la selectividad del método en el 

cual se compara los tiempos de retención para el estándar, la muestra, el 

placebo y los excipientes de la formulación, donde podemos evidenciar que el 

estándar tiene un tiempo de elución de 10,299 min y la muestra tiene un tiempo 

de elución de 10,576 min; pero para el caso del placebo y los excipientes no 

muestran señales en este tiempo de retención, cumpliendo el criterio de 

aceptación que menciona que ninguno de los excipientes debe eluir en el mismo 

tiempo de retención del estándar. Pero si observamos los Anexos 28 y 29, de las 

corridas cromatográficas del placebo y la muestra se observan picos 

cromatográficos que tienen tiempos de elución en el rango de 1 - 4 minutos, las 

cuales corresponden al acesulfame potásico, esencia de tutti fruti, metilparabeno 

y propilparabeno respectivamente (Anexo 36) las cuales se pueden evidenciar 

en los Anexos del 30 al 35, donde se observan las corridas cromatográficas de 

los excipientes que forman parte de la formulación. Por tanto, podemos afirmar 

que el método es específico porque identifica los picos del estándar y el activo 

43 



en tiempos de retención similares y es selectivo porque ninguno de los 

excipientes interfiere con el pico del activo. Este resultado puede ser refrendado 

por estudios como el de Medina y Berrocal." donde se determina que el método 

estudiado es selectivo porque permite obtener picos cromatograficos de 

naproxeno sódico con tiempos de retención similares entre el estándar y la 

muestra, además el análisis cromatográfico del placebo demuestra que ninguno 

de los excipientes interfiere con el pico del principio activo. 

Morales, 10 en su trabajo de investigación determinó que el método analítico 

estudiado es selectivo, porque los excipientes de la formulación no interfieren en 

la determinación del principio activo, así mismo muestra tiempos de retenciones 

similares para el estándar y la muestra (6,3 min). 

Basándonos en los análisis estadísticos realizados a los diferentes parámetros 

podemos afirmar que el método analítico cumple con los parámetros de 

validación establecidos por la farmacopea vigente (USP 35 - NF 30), por ser un 

método lineal, exacto, preciso, selectivo y robusto, con lo cual establecemos 

evidencia documentada que permiten asegurar que el método analítico es 

confiable y se encuentra validado. 
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VI. CONCLUSIONES 

1 .  El método analítico para la cuantificación de diclofenaco ácido libre en 

Dolfenex® 9mg/5ml suspensión oral está validado por cumplir con los 

parámetros de validación propuestos por la farmacopea vigente (USP 35 - 

NF 30). 

2. El método analítico para la cuantificación de diclofenaco ácido libre cumple 

con los análisis de validación, en la que el método es lineal en el intervalo de 

50% a 150%, obteniendo un coeficiente de determinación (r2 = 0,997), es 

exacto porque permite la recuperación del analito sin presentar diferencia 

significativa entre el porcentaje recuperado (100,219%) y el 100%, es preciso 

porque nos permite obtener resultados repetitivos con un coeficiente de 

variación (CV=0,235%) y además es reproducible al ser probado por dos 

analistas diferentes. Obteniendo un coeficiente de variación (CV= 0,247%); 

es robusto porque presentando un (CV=0,239%), frente a ligeras variaciones 

como la modificación del flujo a la mitad (0,6 ml/min). y es selectivo porque 

permite el análisis del principio activo sin la interferencia de los excipientes. 

45 



VII. RECOMENDACIONES 

1 .  S e  recomienda validar las técnicas analíticas de uso rutinario y sobre todo 

las técnicas para productos nuevos, en especial las consideradas como 

"técnica propia", por ser una disposición de la autoridad sanitaria (DIGEMID). 

2. Se recomienda realizar el análisis de suspensiones que tengan diclofenaco 

ácido libre por el método de cromatografía líquida de alta resolución por su 

gran sensibilidad y selectividad en la identificación de dicho principio activo. 

3. Se recomienda la aplicación de este método analítico para la cuantificación 

de diclofenaco ácido libre en suspensiones orales, por los diferentes 

laboratorios farmacéuticos. 
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Anexo 01 

l. ASPECTO 

Colocar la suspensión en una placa de petri y observar sobre fondo blanco y con luz blan 
Especificación: Suspensión de color blanco a casi blanco, con olor caracterlstico 

Sustituye a: 

Nuevo 

Vigente desde: 
Mano 2012 

A.: F.Romero 

IQFARMA 

Instituto Quimioterápico S.A. 
DEPARTAMEl'l'TO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO 

TECNICA ANALITICA DE PRODUCTOS 

TERMINADOS 

DOLFENEX 9mg/SmL SUSPENSION 
ORAL 

(Diclofenaco) 

Revisado por: 

J.D.: J. Es inoza 

T.A. Nº Pág.: 
IDTPT420 t de 2 

Nº Revisión: 
00 

Fecha Próxima 
Revisión: 

Marzo2014 

2. VOLUMEN VERTIDO 

Determinar el volumen de 10 unidades individualmente y determinar el promedio según USP Vigente 
Técnica General <698>. 
Especificación: Mínimo 60 mUfco. 

J. DETERMINACION DE pH 
Determinar el pH según USP Vigente. Técnica general <791>. 
Especificación: 3,0 - 5,0 

4. IDENTIFICACION DE DlCLOFENACO 

Método : Cromatografía Líquida (HPLC) 
Referencia : Técnica Propia 
Procedimiento: Seguir las condiciones cromatográficas, la preparación de estándar y la preparación de 
muestra de acuerdo al método de Valoración de Oiclofenaco ácido libre. 
Especificación: El tiempo de retención del principio activo en la muestra se corresponde con el del 
estándar (HPLC). 

S. VALORACION DE DICWFENACO ACIDO LIBRE 

Declarado : Diclofenaco Acido Libre 9 rng/Sml. 
Método : Cromatografia Liquida (HPLC) 
Referencia : Técnica Propia 
Consideraciones : Proteger de la luz. 
Especificación : 8, l mg/SmL. - 9.9 mg/SmL. (90,0 % • 1 10 ,0 %) 

: OEAB704457 
: OEAACI 1452 
: OEAA303024 

(HPLC) Agilent 1 100  series 
Desgasificador : JP40725027 
Pump : OE43608076 
Autosampler : OE33230296 
Detector (DAD) : OE43603455 
Column oven : OE43648493 
(HPLC) Agilent 1200 series 
Desgasificador : JP94 l 72806 
Pump : OE62958865 
Autosampler : OE64776454 
Detector(DAD) : DE64262917 
Column oven : OE90374759 
(HPLC) Agilent 1260 
Pump 
Autosampler 
Detector (DAD) 

b) 

e) 

S.l SISTEMA CROMATOGRAFICO 

Equipo 
a) 
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IQFARMA 

Instituto Quimioterápico S.A. 
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION v DESARROLLO 

T.A.Nº 
IDTPT420 

Pág.: 
2 d e 2  

Sustituye a: 

Nuevo 

TECNICA ANALITICA DE PRODUCTOS TERMINADOS 

DOLFENEX 9mg/5mL SUSPENSION ORAL 
Nº Revisión: O 

Column oven : DEACNl2626 

Columna Cromarográfica: Purospher STAR®IOO RP-8 (5 µm); 150 mm x 4,6 mm 

S.2 CONDICTONES CROMATOGRAFICAS 
Longitud de Onda : 254 nm 

Flujo : 1,2 mUmin 
Volumen de inyección : 10 µL 
DSRiny : No mayor de 2,0 % 
Tiempo de corte aprox. : 10 min. 

5.3 REACTIVOS 
Buffer fosfato pH 2,5: Mezclar volúmenes iguales de ácido fosfórico 0,01 M y fosfato de sodio 
monobásíco 0,01 M y llevarlo a pH 2.5 ± 0,2 con ácido fosfórico o hidróxido de sodio. 
Fase Móvil: Preparar una mezcla de metano) y Buffer fosfato pH 2,5 (70:30). Filtrar por membrana 
de nylon 0,2 µm de porosidad y dejar al vacío por 3 minutos para desgasificar. 
Diluyente: Metano) 

S.4 PROCEDIMIEl1ffO 
Solución estándar: Pesar aproximadamente 22,5 mg de Diclofenaco ácido libre estándar de 
referencia, transferir a una fiola de SO mL, adicionar 30 mL de metano), sonicar por 10 minutos 
enfriar a temperatura ambiente y completar a volumen con metanol, mezclar, transferir 5 mL de 1, 
solución anterior y llevarlo a fiola de 25 mL, completar a volumen con metanol. Filtrar por membrana 
de nylon 0,4 µm de porosidad. (Concentración aproximada: Diclofenaco ácido libre 0,09 mg/mL) 

Preparación de la muestra: Pesar una cantidad equivalente a 9 mg de Diclofenacc 
(aproximadamente S mL de suspensión) a una fiola de 100 mL. Agregar 60 mL de Metano), sonicai 

por 1 5  minutos con agitación constante (hasta completa dispersión de la muestra), enfriar , 
temperatura ambiente, completar a volumen con Metano) y mezclar. Filtrar por membrana de nylor 
0,2 µm de porosidad. (Concentración aproximada: Diclofenaco ácido libre 0,09 mg/mL). 

5.5 CALCULOS 

X =  Amp x Wst x2- x Pot%t fe x 100 x Gex5. 
Ast 50 25 100 Wmp 

Donde: 

X 

Pot % tic 

Amp 
Ast 
Wst 
Wmp 
Ge. 

: mg de Diclofenaco ácido libre por cada 5 mL. 
: Potencia del estándar de referencia en porcentaje de droga tal cual. 
: Área de muestra problema 
: Área de estándar 
: Peso estándar de en mg 
: Peso de muestra en g 
: Gravedad especifica de la muestra. 

6. ENSAYO MICROBIOLÓGICO: 
Especificación: 
Recuento Total de Microorganismos Aerobios: No mayor de 100 ufc/g 
Recuento Total Combinado de Mohos y Levaduras: No mayor de I O ufc/g 
Determinación de Microorganismos Específicos: Eschertchia coli Ausencia/g 
Técnica operatoria: Método USP vigente. 

7. REFERENCIA: Técnica Propia 
Métodos Generales basados en USP Vigente. 

Figura 03. Técnica analítica a validar. IQFARMA, Lima - 2012. 
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Anexo 02 

IQFARMAm 
!'BQTOCOLQ QE ANÁLISIS PE MATERIA PRIMA 

Noinbre DICLOFENACO ACIDO LIBRE ----------------·······------·--·-·· 
Cantldlll · 5.2.J!L_ 
C.od. M.P : IMP00337 -----·-----�---------· • MIITI DRUGS LT-D LIMITl:0 
l.ale : DFAJlio70iio4------- Procaa,lodeANlisis • MP l2S-II 
fcchadencq,_ • 24�1-2011 Proveedor : AARTI DROOS LID N'Doa,mento : 0119-15 Oulolractun : EXP/1532115331.;,ll-.;·1""2 _ 
Cond1cionos de Al.,...namicnto . ·c..,..,..,.,. .. voses lMcn cclTICIM..J!<Ol3dos dt 11 ha --------------··---- 

Env.,.. : _OI ENVASE ·-·-····-··--·---··----···---···-···-----····-··--··-····---·-·-·--·--·-· 
--- ENSA\'O FIS1COQUIMICO ---·---- ESPECIFICACIONES·-··-·-···---····-·-- RESULTADOS-·······-· 

DESCRIPCIÓN Poi.., uislllino bbnco I usf blanc<I Ubre di puntos 
""!'OS y l*fk:ulos extn .. , 

CONFORME 

SOLUBILIDAD 

lDENTlnCACIÓ'N 

� ,ol..,I• en 111elln0l, -ona. cl0n>fom,o e 

hidró,,ido de ,odio O,IN 
1) El _...., inírvrojo de II mUQ!ra es semejante 11 
especno mírvrojo del emndlr 

b) El <1ptttto ooltraviolm de la muestra es tcmej,ntc 11 
espectro ulhvioleta del estindar 

CONFORME 

CUMPLE 

PERDIDA POR SECADO 
TEMPERATURA DE FUSIÓN 
RESIDUO DE INCINERACIÓN 
VALORACIÓN 

"'°""'*º·'"' 
Enrrc t6l 'Ca 168 'C 

Nomüde0,116 
No menos de '11.0'4 y no 111h do 101,0'-. do C.,H,.CuNO,. 
talettledo con rrtpldo a la sustlnt• sea 

----- 0,!26% ·-··--····-· 
------- 161 'C ---·---- 

-·--·--·-· 0,!1)9�. -------- 
91,169% Tal twa1 

tÑSAYOMICROBIOLOCIC� __ ESPECIFICACIONES -------·--· RESULTADOS ----- 
Recuen10 Total de Microorprusmas Aacbtos 
lleaiento Total Combinado de Mohos y Léwd1lfU 
Dctenn1111Ción de l'wt6¡enos: 
_,dtlaco/1 
,',a/,,,,..,1/a,flf'. 
.'wopl,ylncr,cr:,a au,.._, 

Psntdolnancr., tl«f'll).'1ntt'ftl 

No IMyot de lO ufcl& 

No m,yorde 10.fc/¡ 

A--'IOg 
... ..... .,,o, 

A,_.¡10, 
A...-101 

--- Menorde lOllíc/1 ---··- 
----"'-= <le IOuícla__ _ 

-----···· .,.o, ·----- 
---------- A nle/1.Q.I -·-·-- ---·--·- Auoenre/lOJ! _ 
-·-·-·--··· Ausento/10 J.·-----· 

FochldeSiembn_ . ---·---· 25-41-::!012 -- fcchadcLOCIUfll ----·· -··-·-···--ll�l-2012 .••. ---- 

Oltarrn<*Jeel ---·�-----· -------·_----··:�---·_·-_·-_.:::===--::::_-_- _- _-··-:::�-:.=·_··---------� 

··-·-·· Jtn: CONTROL CALIOAO ·--- .. 

:.J.knicl�--------­ : 01/2014 

: -�º�'�6----·-------·--- 

Tmúca ,qútl 
· Fecloo de Runi�sis 

Focha de Vencim,en10 

.• Re,.li.do APRODADO 
Fecha de AÑlill• 2S-41·2012 

V 

Figura 04. Protocolo de análisis de materia prima para el diclofenaco ácido libre. 
IQFARMA, Lima 2012. 
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Anexo 03 

Tabla 07. Resultados de los parámetros estadísticos de la linealidad. 

Parámetros estadísticos Resultados 

Test de hipótesis para el coeficiente de correlación "r" 

Coeficiente de correlación 'r" 

texp 

t tabla 

Criterio de aceptación t eXP > t tabla 

0,999 

80,041 

2 , 101  

CUMPLE 

Test de linealidad a partir de la desviación estándar de la pendiente "b" 

Varianza de la pendiente (St) 

Desviación estándar de la pendiente (Sb) 

Límite de confianza inferior 

Límite de confianza superior 

t exp 

t tabla 

Criterio de aceptación t exo > t tabla 

11187,078 

105,769 

8243,629 

8688,070 

80,041 

2 , 101  

CUMPLE 

Test de linealidad a partir del coeficiente de variación de los factores 
respuesta (f) 

Promedio de /os factores respuesta (f) 

Desviación estándar de los factores respuesta (S¡) 

Coeficiente de variación (CV) 

Criterio de aceptación CV s 5% 

9009,205 

206,063 

2,287 

CUMPLE 

Test de proporcionalidad a partir de la significancia estadística del intercepto 
"a" 

Varianza del Intercepto (SJ) 

Desviación estándar del intercepto (Sa) 

Límite de confianza inferior 

Límite de confianza superior 

t exp 

ttabla 

Criterio de aceptación t eXP > t tabla 

54 

104,384 

10 ,217 

22,457 

65,388 

4,299 

2,101  

CUMPLE 



Anexo 04 

Tabla 08. Niveles de concentración del estándar de diclofenaco ácido libre según 
muestras. 

Muestra 
Nº 

Concentración 
Área {y) x2 y2 f = {y/x) 

{%) mg/ml {x) 
x.y 

1 0,0450 409,5876 0,0020 167761,994 18,432 9101 ,436 

50% 
2 0,0450 411 ,3742 0,0020 169228,716 18,513 9141 , 136  

3  0,0450 418,8316 0,0020 175419,909 18,848 9306,847 

4 0,0450 415,8292 0,0020 172913,890 18,713 9240,130 

5 0,0686 628,5257 0,0047 395044,556 43,104 9164,996 

75% 
6 0,0686 621,5473 0,0047 386321,046 42,625 9063,239 

7 0,0686 628,7828 0,0047 395367,860 43,121 9168,746 

8 0,0686 624,5836 0,0047 390104,698 42,833 9107,514 

9 0,0915 831,0939 0,0084 690717,120 76,045 9082,969 

100% 
10 0,0915 830,7775 0,0084 690191,205 76,016 9079,510 

1 1  0,0915 833,6970 0,0084 695050,621 76,283 9 1 1 1 , 4 1 7  

12 0,0915 831,9070 0,0084 692069,223 76,120 9091,855 

1 3  0 , 1 153  1040,5241 0,0133 1082690,299 119,934 9027,378 

125% 
14 O, 1 153  1032,8135 0,0133 1066703,684 119,045 8960,482 

15 O, 1 153  1037,1770 0,0133 1075736, 129 119,548 8998,339 

16 O, 1 153  1032,7068 0,0133 1066483,314 119,033 8959,557 

17 0,1352 1174,7606 0,0183 1380062,514 158,778 8691,766 

150% 
18 0,1352 1173,5679 0,0183 1377261,545 158,617 8682,941 

19 0,1352 1156,0541 0,0183 1336461,036 156,250 8553,361 

20 0,1352 1 1 6 9 , 1 8 1 8  0,0183 1366985,988 158,024 8650,489 

SUMA 1 ,8220110 16303,323 O, 1866 14772575,349 1659,885 180184,105 

PROMEDIO 0,0911005 815 ,166 0,0093 738628,767 82,994 9009,205 
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Anexo 05 

Data File C:\HPCHEM\l\DATA\OOt_VAt\SIGlOOOl.D Sample Name: 50%_REP1 

Injection Date 
Sample Name 
Acq. Operator 

13/10/2012 0 1 : 4 7 : 0 0  p.m. 
50% REPl 
M.VElJ1.RDE/F.ROMERO 

Seg. Line 
Locatlon 

Inj 
Inj Volume 

l 

Vial l 
1 

10 µl 

Acg. Method C:\HPCHEM\l\METHODS\DOL VAL.M 
Last changed 13/10/2012 0 1 : 4 4 : 5 1  p.m� by M.VELARDE/F.ROMERO 
Analysis Method C:\HPCHEM\l\METHODS\DOL VAL.M 
Last changed 18/10/2012 07 : 59 : 20  p.m� by M.VELAROE/F.ROMERO 
LINEA!,�D� l)E_!,,'\_Y��!;JO"! D.� l)()L_FEN�X. 9_mgf.5111L SUSPENSI<?N ORAL 

DAD1 A, Sig:254.• Ref=OII (DOL,_VALISIG10001.D) 

mA U .  

100 

80 j 
1 

1 

60 . 

40·: 

w 

g¡ 
:;¡ 

8 
� 
8 
1 

� 
o 

i5 

o _2. __ 
·. T 

.. 

1 •. 

--� . . .  !.� 
' 12 .!!'!!> 

Externa! Standard Report 

Sorted By 
Calib. Data Modifled 
Multiplier 
Dilution 
Use Multiplier,  Dilution 

Signal 
Thursday, 18 18e October 
1.0000 
1.0000 

Factor with ISTOs 

18e 2012 07 :59 :20  p .m .  

Signa! l :  DADl A, Sig•254,4 Ref•off 

RetTl.me Type Area Amt/Area Amount Grp Name 
(min J  [mAo•sJ (ng/ul )  

-------1------1----------1----------1----------1--1------------------ 
6 .824  BBA 409.50759  l .0866Be-4 4 . 45090e-2  DICLOFENACO ACIDO LIBRE 

Totals : 4 ,45090e-2 

Results obta1ned with enhanced lntegrator! 

IQFARMA le/10/2012 08 : 00 :19  p .m .  M.VELARDE/F.ROMERO Page 1 of .:! 

Figura 05. Cromatograma del estándar de diclofenaco ácido libre a una 
concentración de 50%. 
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Anexo 06 

De ta rile C: \HPCHEM\ 1 \DATA\OOL_ V1'.L\SIG10007. D Se•pl,i Hama: 15\_REPl 

tnj<?ctlon Dll Le 

SaA1ple Name 
Acq. Operator 

13/10/2012 03:13:08 p.n. 
?!',\ REPl 
H. VELAADf;¡/F .ROMERO 

seq, Llne 1 

I..Oc<ltioo Vial 3 

lnj : l 
Inj Volu11e : 1 O pi. 

l\cq. Ketliod C:\HPClll:l>l\l\KCTl!OOS\DOL VAL.H 
Last ChllnQ&d 13/10/2012 Ot:44:51  p.a:- 1)11 K.VELARDUl".IIOMERO 
l\naly�is �,ethod C:\IIPCll&H\l\KETIIOOO\DOL VIIL.H 
L.ist changed 18/10/2012 07:59:20 p.a7 � H.VIU.JUll>E/F.�O 
LJHf.l\LIOAD DB LA VALOR.I\C!ON 00 � .::.9=.:/-=::..L=...:SU=Sc:cP=EN:.;.:S::..:I-=OH.:.:....;O!lA=c=L � 

mAU 

100· 

Externa! Standar(I Report 

SO,ctad By 
Ctllib. Data Modi!ied 
Multiplior 
Dllution 
Use Hultiplier, Dilution 

Signa! 
Thur�ey, l8 18e Octobe.r 
1.0000 
1.0000 

Factor with ISTl>s 

lBe 2012 07 :59:20 p.M. 

Si9m1l J :  nADl A., Sl,;¡-254,4 Ref-off 

R"tTltn!I Typa Arta Alllt/Ar11a .-:.Unt Grp HalQQ 

(min] 11111',U':,J (nQ/ul) 

-------1------1----------1----------1----------,--1------------------ 
6.059 PSI\ 628.52570 l.l0307e-4 6.9)307e-2 DICt.OFEMM:O ACIDO LlBRE 

Totals : 6.93307e-2 

Results ol>talned with enh�nced inteqrator! 

J'QFI\.RMI>. 1e11ono12 08:00:35  p.UI. M.vt:LARllE/F.ROIBRO ¡,.,� 1 o r . 2  

Figura 06. Cromatograma del estándar de diclofenaco ácido libre a una 
concentración de 75%. 
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Anexo 07 

Da ta Fi Le C: \HPCHEH\ 1 \OATA\DOL. VAl,\StGlOOlJ. O Samp!e Na0>�: 100%,_REPl 

Injectlon nare 

Sample Name 
Acq. oparacor 

13/10/2012 0 4 : 3 9 : 1 5  p.m.  
100\ REP1 
H.VELII.RDE/f.ROHERO 

Seq. Line 
Loc¡¡tl.on 

Inj : 
Inj Volume : 

13 

Vial  5 
l  

10 µl 

Acq. Hethod C:\HPCHEH\l\METHODS\DOL VAL.M 
Last changed 13/10/2012 0 1 : 4 4 : 5 1  p.m-: by M.VELAAOE/LRO�ERO 
Ana1ysis Hethod C:  \IIPCIIEH\ t\HETHODS\DOI, VAL. M 
Last changed 18(10/2012 07 :59 :20  p.m-: by H.VELARDE/f.RO�ERO 
LlNEAl.IDAll DE LA. VALORACION DE OOLFENEX 9m9/Sml, SUSPENS!ON ORAL 1 _ OA01 A. Sig•254,4 Rof=Olf {00L_VALISÍG10013.D) - 

' ]  
;  

1  
eo-¡ 

60 '  

T  
12 • .  �n. 

. · ,  

-� . ····- . • 1.!) .... ·- -·- º - · · - - -  .... 
. 2_.  

r  R 

:: ....,A_- _ 
¡ _ _ .  _º_! 

External Standard Repo,:t 

Sorted By 

cai r».  Data Hodified 

Multiplier 
Dilution 
Use Multiplier &. Dilutlon 

Slgna.l 
Thursday, 18 18e October 18e 2012 07:59:20 p.m. 
l.0000 
1 .0000 

ractor witl, IS'l'Ds 

Slgnal 1 :  OADl A, Sig•254,4 Ref-off 

RetTlme Type Area Amt/Atea Amount Gi:p Name 
(mini (1111\U's) [ng/ul) 

-------1------1-------�-1----------1----------1--1------------------ 
6.810 BBA 831.09393 1 .11054e-4  9.22965e-2 DICLOFENACO ACIDO LIBRE 

T o t a l s :  9.22965e-2 

Results obtained with enhanced i.ntegrator! 

IQFARHA 18/10/2012 0 8 : 0 0 : 49  p.m. �.VlaLAROE/f.ROMERO P a g e l  of 

Figura 07. Cromatograma del estándar de diclofenaco ácido libre a una 
concentración de 100%. 
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Anexo 08 

Data File C:\HPCHEH\l\DATA\OüL_VAl,\SIGl0019.D Sample Hame: 125\_REP 

Jnjection Date 
Sample Hame 
Acq. Operator 

13/10/2012 06 :05 :22  p.m.  
125% REE'l 
M.VELARDE/F.ROMERO 

Seq. Li.ne 
LocaUon 

l n j  :  
Inj Volume : 

19  
Vial 7 

1 

10 µl 
Acq. Kethod C:\HPCHP.M\l\METHODS\DOL VAL.H 
Last changed 1:J/10/2012 0 6 : 0 5 : 2 1  p.111: by M.VELAADE/F.ROMERO 

(modif J.ed a fter loading > 
Analysis Method C:\HPCHEM\l\METHODS\DOL VAL.M 
Last changed 18/10/2012 0 7 : 5 9 : 2 0  p.m: by M.VELAADE/F.ROMERO 
LINEAL:_I.OAO � -� �LS)RAC:rnt>J_ �E-· DOL_!'�HE� 9mg_/511L SUSP�HSION O_AAL 

DAD1 A, Sig:254,4 Rel=off (DOL_ VAL\SIG10019.01 

mAU f 

l 

100 

80 

60 

; 
«) 

20 · ·  

o  ;  

,  

o  2  

. .  ,  

6 

External Standard Reporl 

f 

8. 10 12 m 

Sorted By 
calib. Data Hodif:ied 
Multiplicr 
Oilution 
Use Muitiplier & Dilution 

Signal 
Thursday, 18 18e October 
1.0000 
1.0000 

,actor with ISTOs 

18e 2012 07 :59 :20  p.m. 

Signa! 1:  DAD] A, Slg-254, 4 Ref-off 

RetTime Type Area llmt/Area Amount Grp Ni!lme 
(mini (mAU'sl [ng/ul) 

-------1------1----------1----------1----------1--1------------------ 
6.884 PBA 1040.52405 1 . l l 5 2 l e - 4  l . 16040e-l  DICWfENACO ACIDO UBRE 

T o t a l s :  l.16040e-l 

Results obtalned with enhanced integrator! 

IQFARMA 18/10/2012 0 8 : 01 :02  p . m .  M.VELARDE/f.ROKERO Page l of 2 

Figura 08. Cromatograma del estándar de diclofenaco ácido libre a una 
concentración de 125%. 
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Anexo 09 

Datü fj Le C:\HPCHEH\l\nATI\\OOL_VAL\SrGJ0025.0 Sample Name: lSOI_RF.Pl 

tnject.ion Date 
Sample Na111e 
llcq. Dperator 

13/10/2012 0 1 : 3 2 : 1 3  p .m .  
150\ REPl 
H.VELARDE/F.ROMERO 

Seg. Li.ne 
Locallon 

Inj 
Inj vcrune 

Vial \l 

1 

10 µl 
Acq , Hethod C:\HPCl!t:M\l\METHODS\OOL VAL.H 
Last changed 13/10/2012 0 1 : 3 1 : 0 3  p.m� by H.VEU\RDE/F.ROMERO 

(modifled after loading) 
l\nalysi.s Hethod C:\HPCHEH\ l \HETHODS\DOL VAL.M 
l,ast changed lB/10/2012 01 :59 :20  p.m� by M.VELARDE/F.ROHERO 
Ll NEALIDAD DE LA VI\L.ORAClON DE DOLffiNEX 9""!_/SmL SUSPENSlON 01\J\L 
. . . DA01 A, Sig•254.4 Re,;oll (00L_YALÍ$1GÍ0025.DÍ - . - . .  -  -  

rnAU 

100 

80 

60 

20 

External Standard Report 

!il 
CD 

8 10 12 mi 

Sorted By 
Calib. Data Modifled 
Multipl.ier 
Dilution 
Use Hultiplicr Di.lution 

Signa! 
Thursday, 18 18e OCtober 18e 2012 01:59:20 p .m .  
1.0000 
1.0000 

Factor with ISTDs 

Signal 1:  DAD! A, 8ig-254,4 Ref•off 

RP.tTlme Type Area Amt/Area AnlOunt Grp Name 
(mini (mAu•sJ [ng/ul) 

-------1------1----------1----------1----------1--1------------------ 
6.680 BBA 1114 .16062 t.11133e-4 l.31259e-l DICLOFENACO ACIDO LIBRE 

Tot.ils : l .  31259e-l 

Resul�s obtained with entlanced integrator! 

IQFARMA 1e11012012 0 8 : 0 1 : 1 4  p.m.  H.VELARDE/F.ROHERO Pac;c l of 2 

Figura 09. Cromatograma del estándar de diclofenaco ácido libre a una 
concentración de 150%. 

60 



Anexo 10 

Tabla 09. Áreas cromatográficas y tiempos de retención del estándar de 
diclofenaco ácido libre. 

Sequence file C:\f!l'CHEM\l\SEQUENCE\DOL_VAL.S 

S t a l i � t i e R e p o r t  

Sequence tablo, C:\HPCHEH\l\Sr.QUENCE\DOL VAL.S 
Dalü directory path! e: \HPCHEM\l\01\'T'A\001., VAT,- 
Operator: •1. VELI\ROE/F. ROME:RO - 

Hethod file name: C: \HPCHEl'l\l \METHODS\DOL_VAL.M 

Run Location Inj Inj. Date/Tima File Name Sai.ple Namc 

* f 
---1--------1---1------------------------1----------1---------------- 

l  Vial I 
2 Vial l 

3 Vial 2 

4 Vial 2 

5 Vial 3 

6 Vial 3 

1 Vial 4 
8 Vial 4 
9 Vial 5 

10 Vial 5 

11 Vial 6 

12 Vial 6 

13 Vial 7 

14 Vial 7 

15 Vial 6 
16 Vial 8 
l7 Vial 9 

18 Vial 9 
19 Vial 10 
20 Vial 10 

l 13/10/2012 01 :47 :00  p.m.  SlGlOOOI .D 50\ REPl 
1 13/10/2012 02 :01 :23  p .m .  SIG10002.D 50\-REP2 
l 13/10/2012 02 :30 :04  p .m .  STG10004.D 50\-REPJ 
1 13/10/2012 0 2 : 4 4 : 2 4  p.m.  SIG10005.D SO,-REP2 
1 13/10/2012 03 :13 :08 p .m.  SIG10007 .D 7St-REP1 
l 13/10/2012 03 :27 : 29  p.m .  SIG10008 .D 15\-REP2 
1 13/10/2012 03 :56:10 p .m .  SIG10010 .D 15\-REPl 
J 13/10/2012 0 4 : 1 0 : 3 1  p.m.  S JG1001 1 .D  75\-REP2 
1 13/10/2012 0 4 : 3 9 : 1 5  p.m.  SIG10013.D 100\ REPl 
1 13/10/2012 04 :53 :31  p .m .  SIG 10014 .D  100\-REP2 
l 13/10/2012 0 5 : 2 2 : 1 9  p.m.  SIG10016 .D 1001-REPl 
l 13/10/2012 05 :36 :40 p.m.  SIGlOOl'I.D 1001-REP2 
l lJ/10/2012 06 :05 :22  p.m .  SIG10019.D 125\-REPl 
l lJ/10/2012 06 : 20 :25  p .m.  SIG10020.D 125\-REP2 
1 13/10/2012 06 :49 :09  p.m.  SIG10022,D 125\-REPl 
1 13/10/2012 07 : 03 : 30  p . m .  SIG10023 .D 125\-REP2 
1 13/10/2012 0 7 : 3 2 : 1 3  p.m.  SIGI0025 .D 150\-REPl 
l 13/10/201� 0 7 : 4 6 : 3 5  p.m.  SIG10026 .D l50\-REP2 
l 13/10/2012 0 8 : 1 5 : 2 2  p .m.  SIG10028 .D 150\-REPl 
l 13/10/2012 0 8 : 2 9 : 4 7  p .m. SIG10029 .D 150\:REP2 

C0111pound: DJCLOFENACO ACTDO LIBRE (Signal :  DAD!. A, Sig•254, 4 Ref•off) 

Run Type RetTime Amount A rea Helght Wldth SYJII". 

• 
lnin) lng/ulJ ltnAU•·sJ [niAU) lminl 

---1----1-------1----------1----------1----------1-------1----- 
1  BB11 6 .824 4 .  4  6284e-2 409,58759 16 .56993 o. 4004 0 ,82 
2 BB11 6.844  4 .400GOe-2 411 .  37418 16 .90467 0 ,3959 0.84 
3 BBI\ 6 .648 4,55745e-2 418 .03160 11.  32868 0.39.0 0.84  
4  PBA 6 .852 4 .52166e-2 41 !:> .82 9 16  17 .33366 0.3919 0.86 
5 PB11 6.859 6.92192e-2 628 .52570 26 .  42021 0.3895 0.86 
6 BBA 6.861 6.05555e-2 62 1 .  54730 2 6 . 1 8 4 4 1  0 .3827 º·ªª 1 PSI\ 6 .869 6 .93516e-2 628.78284 27 .59925 0 .3618 0 .87 
8  BBA 6 .871 6.88838e-2 624.58362 26.86503 0.3992 0 .86 
9 BBA 6 .870 9.23131e-2 831.09393 3 7 . 0 1 1 1 3  0.3575 0.86 

10 BB11 6 .811  9.22006e-2 830.77147  35 .92823 0.3658 0 .86  
11  BBII (;,074 9.25919e-2 833.69696 37 .57231 0.3549 0.87 
12 BBA 6 .874  9.23881e-2 631 .90698 37 .01265 0.3578 0 . 8 7  
lJ PBA 6.884 1.15862e-l 1040 ,52405 45 .00637 0.3817  o .es  

14 PBA 6 .884 l .15 137e-l  1032.81348 44 . 5 1 4 7 9  0.3827 0 .85  
15 PBA 6 .  885 l.  156260-1 1037 ,  11700 47 .56559 0 ,350( 0 . 88  
16 BBA 6 .878 l .l5154e-l  1032,70679 47.09559 0.3Sl8 0 .88  
17 BBII 6 .880 l.30934e-l 1174 .76062 55 .25856 o. 3440 0 .87  
18 0811 6 .882 1 .30830c-l 1173 .  56787 54 ,86143  0.3455 o . se  

19 PBJI 6.881 1.2915le-l 1156 .05408 54 .34225  O . J H 2  o.ea 

20 PBA 6.88� l.30627e-l 1169 .18176 54 .97665 O .  3441 o.ea 

--------1-------l----------1-------�-1----------1-------1----- 
Mean: 6.869 9.04606e-2 8 15 . 1661 5  36 .35400 0 .3698  0.86 
S . D . :  0 .016 3 .16042e-2 279.34683 13 .77670 0 .0209 0 .02 
R S D :  0 . 237  34 .93699 34.26870 37 .89596 5 . 6 4 7 3  l .80 
951 C I :  7 .61e-3 1 . 41912e-2 130.73832 6 . 44169  9 .17e-3 le-3 

rofARMl, 18/10/2012 07 :59 : 26  p . m .  M.VELIIRl)F:/f.ROMERO 

61 

Pag<, l of 3 



Anexo 1 1  

Tabla 10 .  Test estadístico de Cochran en función al porcentaje de muestra 
recuperada. 

Porcentaje de 

Muestra 
muestra Promedio Desviación 

Varianza 
recuperada (%) estándar 

% 

80,08589 

80% 80,24844 80,129 0,105 0,011 

80,05200 

101 ,61233 

100% 101,87256 101,584 0,303 0,092 

101,26828 

120,02017 

120% 120,31861 120, 175 0,150 0,022 

120,18494 

G exp 0,734 

Número de Grupos (K} 3 

Número de Determinaciones (n} 3 

Gtabla 0,798 

Criterio de aceptación Gexo < G1ab1as CUMPLE 
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Anexo 12 

D•t� Fil.e C: \HPCHE:M\ l \l)l\T.1\\DOL_EX\()(ll-030l. [I S•ap.le 11/IJle: ST_OICLOFENACO 1, 

--··-------------·-·--_,_...--- .. , _ 

20/10/2012 03 :22: 13  & .•. 

ST DICLOn'.NACO 1\ 

H.Vf.J.>.RDE/F.ROHERO 

rMV 

17& 
.. 

"' !1 
., 

150 8 
u 
<C 

12$ 
8 
:: 

� 
100· M 

n • .. 
so 

2S 

rnJ ect Ien D.l te 
Sampli!! tla:1� 
Acq. ooeraror 

Seq. l.ire 3 

Loc•Ucn : Vi.al l 
lrj :  1 

Jnj Vol .. � :  10 pl 
Acq. Mol11::id C: \Hl'CK&ll\ 1 \t11:THOOO\DOI. VAL.K 
L�llt r.h�nqed 20/10/2012 03:21:00 ••• � by M.V!:J.JUU)E/P.ROHa!O 

(IDOC!Cleé atte, l�dln<;l 
Analy111s Method C: \IIPCHEM\1 \M!:'PIIODS\DOL VAL.K 
L•st chenged : 22/10/2012 ll:53:23 •-•� by H.�1:1.A.�D&/F.P.Okf!;c!O 
EXAC'l'l'l'UD DE LA VAf.()R.A.C!OW OC DICLO!'t:!111.CO ACIDO LIBRE DI OOLFENEX 9mc/!>:.L SUSl'E!lSIOll ORAL 

O,',lll•. $ofo2SUft_(OC)l_E<G11-10, 

--------------------·----·-·-·------- Externel Standard Re,porl 

Sorted ey Si�l 
Calib. D<lta Kodified : Kond.ay, 22 22• octOber 22e 2012 11:S):23 a.m.  
Mult1pl1er 1.0000 
Dilutlon : 1.0000 
Use Multlplier,  DiLution ractor wich IS!'».. 

Siqn11l l:  DADl A, $19-254,4 ReC-orr 

Retl'i,ne Type Area 1'11t/A.rea Aaount Gl'J) ll¡uoe 
(11in l (IIIAU' a J 1"'91 

-------1------1--------�1----------1-----�---1--1------�---------- 
S.998 BBA 842.94623 9.44920.·3 7.96$17 D�Ci.011:Jii\OO 1'CIOO LiBR& 

'l'otab : 1. 9GSl7 

Results obt.iin!!d with enltanced integrator! 

----------------------- 

IQFI\RMI\ 22/10/2012 11 :56:46  a.�. M.11&1-"JIDE/F.�RO 

Figura 10. Cromatograma del estándar de diclofenaco ácido libre a una 
concentración de 100% de la exactitud del método. 
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Anexo 13 

Data n le e: \HPCHDl\l \lll\TA\OOL_F.X\002-080]. D Sanple Maut<!: HTl_no, 

7 

20/10/2012 0 � : 1 9 : 2 2  •••. 
: KTl 80\ 

: M.Vfl.J\RDE/F.ROMERO 

: �1._-_-_-_-_-_-_-��----1-• - ·, •-r·--�-..-.� ::::;:=;:::::::;:::;:::��...;.:;:::;::::::;:::;::;::::;::::::;:;::::;::::;:::;:::¡ 

----º----··- ···-- 1 -- _ -- ?. _ -- -- .. , ·-·. • 5�--��- 

[njection Dn• 

S5111¡>le NMC 
Acq. ()perat.or 

Ac:q. Mllth:,d 
Laot: chan:ied 

7S 

seq. un, e 
l.oc.¡t�on V!al 2 

rnj : l 

lnj V o l u � :  LO pl 
C:\RPCHEH\1\HETHODS\DOL Vll.L.M 
20/10/2012 0 � : 1 8 : 0 9  e.•7 by H.VEU\l!D&/F.ROMERO 
(190dified a!tec Loadlngl 

f<.'lalysls Hatnod C:\HPCHI\H\1 \Ht:1'H01l'S\OOL VN,.H 
Last c:hanged ! 22110/2012 1 1 :  53:23 a.•"; by H.VEIJIR!JE/F.ROHERO 
FE:XA=cCTl"""""TUO-.,;D6=-.a:"";.;._v;.a�="-'FJ'"'1C.;ala.;O;...ll.,.....ll--f.-'l>--I_,C'"'L""O--FE"-'NIIC0"-"""-1'C"-"'lc..;DO...:;....;;;L.;..JllR=-cr..a..· .;;;li.;..N_D;;.;O;..;;L;.cl"F..;;:;';..;;NE;;.;.x.;....:•.;.:;...:..IS..=t..c..;;:$:.;;IJl&=PEJISrOtl OAAL 

0,.01 A ... it,, � -! ttJOL.l!Xo»- DI 

:::¡ 
,�i 
·�1 

-----------·-------------------·----- External St.�ndar� Report 
----•-••••-•-•••-••-••••-=mm-.mm-:sac:•11:•s::1••=• 

Son:t!d By 
Calib. Dat:4 Hodlfied 
Multlpl!er 
Ollutloo 
Use llul tiplier , Di luti.on 

Signal 
liondey, 22 22e October 22e 2012 l l : !; 3 : 2 3  a-•· 
l.0000 
l.0000 

Factor �ith 15!'DII 

Slqnal l: Mnl JI, Sig-2!>4, •I Ref-off 

RetT.lae 'l'ype Area J\mt/Aua A>oou:it Grp Nlllll• 
l•inl l•w-.u•:iJ 111191 

-------,---·--1�------�1-------�-1�--------1--1------------------ 
6.00\ Billl 762.91943 9.44920e-3 7.20698 OICLOF>l!ACO ACIOO LIDIIC 

Tot&ls : 7 .20890 

R�•ults obtelned with enhenced integretor! 

-�--------------------------------------------- 

lOTAP.llA 22/10/2012 11:58:01 a .ra, H.VE::LAAOO/F.RCl(!;RO Pa9e l oí 2 

Figura 1 1 .  Cromatograma de la concentración al 80% de la exactitud del método. 

64 



Anexo 14 

Data File C:\Hl'CHEM\1\DATA\DOL_EX\00�-1601.D Sa,aple NUM>: >1Tl_JOOt 

20/10/2012 05,S0:36 a . m .  
HTl 100\ 
H.vl!:t.>.RO!i:/F.R()HRRO 

lnjection 04lte 
Sample Mue 

Acc;. Operc1tor 

Seq. Linc 16 
Location Vial 5 

Inj : l 
lnj V o l ua. :  10 �l 

Acq. 1'19thod C:\IIPC!f!;H\1\M&THODS\t\Ol. Víü..H 
La•: changed 20/10/2012 0!:49:25 a.a7 by H.VEIAP.DE/F.ROHERO 

Cmodl.fl ed ¡¡fter loedlnql 
Ana!yais Math<>d C:\HPCHE:M\l\METHODS\00!. VAL.H 
Les,: chen9ed 22/10/2012 l 1 :53:23 e .117 b�• H.v1lli'l!IDE/F.RC'ffl:P.O 
tYJ\CTI'iUD Of. LA VALO?.ACWll DE DIC...OFEt11>.CO ACIOO LIBRE EK COLFEJIEX 9 /5"'L SUSPENSIOII OP_IU, 

GI\DI A ........ , _ <OOl._!XIOO&-te01 DI 
fflAU 

175 

150 
1�1 
1001 

'  
75 -j 

• 50 -,  

�¡ 
V\.__  L \  

O ·  

o  2  3  

)  \  

;.,J 

Ellternal Standard Raport 

Sorted By SI 9na l 
Calib. Data Modlílad Hond1y, 22 22• OCtol:>er 22• 2012 11 :53 :ll  a.m. 
Multipliar 1 .0000 
Dilution 1.0000 
Uae Hultiplier, Dilution Factor with !STO� 

Signal 1 :  IIAOl A, Slq•254,4 Ref•off 

�ettJ111e type Area /lnt/Aree Amount Grp Melle 
llllinl íllAU' s J [agJ 

-------1------1-----�---1----------1----------1--1------------------ 5.996 BBA 976.63391 9.f4920a-3 9.22841 orCLOFENACO ACIDO LIBRE 

Total! : 9.22841 

Re•ults cbtainad wjth anhanced integrator! 

IOfl\Rl',A 22/10/2012 J l : � 0 : 1 2  s.m. H,VELJ,RDE(F,Rct!ERO Pag11 l Of 2 

Figura 12. Cromatograma de la concentración al 100% de la exactitud del 
método. 
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Anexo 15  

Datñl f'ile C: \IIPCHOI\ l \OI-.TA\001._EX\OOlr-2!>01.D S11111Ple 11a:oe: MTl_l20\ 

Injacticn Date 
S;im¡,le i:­ 

Acq. Operator 

l0/10/20i2 07:32:55 a.m.  
HTl 1.:201 
H.vft>.RD&/r.R-OKEl\O 

Seq. UM 

Locatlon 
Ioj 

Inj Vol...., 

25 

Vial 8 
1 

10 pi 
Acq. Method C:\KPCHEM\1.\METHOOS\00� Vl\L." 

l.!st char.qed 20/10/20l2 01:Jl:U a ... : by �.VOJútlle/F.ROCP:O 
tllOdifl'td after lo.dlngl 

Malysls Mell,od e, \l!PCHEM\l \HETF.006\DOL VAL.K 
Last chanqed 22/10/20l2 ll:53:23 a.•7 by M.VT;i;..'U)€/F.ROM::RO 
&)(11.CTITUD DE U\ \'ALOM.Clo+I oz OlCLOFEIIACO ACIDO LlSM: Elf t:O�X Qao/� SUSPl:.IISlON ORAL 

°"º' • 81p2k.• ....... toOL_-.. D) 

m.o.u 

175 

150 

125 

100 

75 

50 

25 

o---� x..; \_ __._.,) 
l-,�--- ...... -.---�-��.-----..--.�--..-,��--..,�--����---,·�1- 

�--·'·-----1. 2_____ :s_ � ·-· s e t a r'r!'I 

Externai Standard Report 

sorced oy s1gna1 
Calib. Data Modified Kond.ty, 22 22• October: 22e 2012 ll :Sl :23  a.a,. 
Hultiplier I.0000 
Dllutlon 1.0000 
Use Hultlplier 6 Dtlutlon Factor wltb IS1Ds 

Signa! 1 :  DI\Dl A, Slg•25•,� Refaoff 

RetTiiae Type Art!a 1VJ¡t/Area A11aan� Grp Milll<e 
(01inJ (IIF<IJ•sJ 1-0I 

-------1�----1----------1�-------1--------�1-1-----�-------· 
S.994 BIIA 1142.817�0 9.f4�20.-l l0.799i1 DICLOFDVICO ACIOO LIBRE 

Totals : l0.7M71 

l\esults obta1ned 1,1lth onhanc.<J !nt419ratorl 

-------------------------· 

[QF}.R}IA 22/10/2012 1 1 : 5 8 : 2 6  e.•. K.VELA!IDEIF.ROMEIIO Page l of 2 

Figura 13. Cromatograma de la concentración al 120% de la exactitud del 
método. 
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Anexo 17 

Data Flle C:\H!'Cl!!M\I\OI\TII\OOL_PRE\001-0301.0 

Injectian D•te 
SMl!)l• Nn1• 
Ac:q. Opara:or 

27/10/2012 01:56:36 p.m.  
ST PICLOfE:�ACO A 
H. VE:LAADE/F .ROtlERO 

Sec¡. Llnt 3 
Lo c., t 1 0 I :  Vial l 

ln: : 1 
lnj V o l UJM :  10 µ1 

,'.cq. Kethc;d C:\NPCHDI\I \MCTIIODS\OOL VAI..M 

Last ehanged 21/10/2012 1 2 : 4 3 : 3 8  p.a".' by M.V&;.ARDo./f",F.OHERO 
Anilly•!• Method C: \RPCHEM\l \ME'!'ll:lDS\DOL VlU..M 
Lasl chong� : 29/10)2012 11:26:32 •.• ".' by M.VE..i'\R[)i:/F,R�O 
PRECISION DE LA VAlOAACIOH or. D!Cl.Of'ENACO ACU:9 I.!l!RE EN !lO!.f'EN!Y. 9aqJ511t SllSl'ENStOtl�, 

[j4. :_" . I !  t.fe�4 ... •�lro._,. .. f'a!l..0,C!C,¡ 

.... u 

17$ · 
.. 

§ 
ISO· s 

\i 

·� 
8 
< 

IDO 1 
76 � 

so 

2$ 

\. 

�--�-·---- , 2 ! .• ·---- s e---�---�ª---··..M 

: &AC2 :& &S&A- -:r-�-raa ..... =�- -�-=--L�ar.-=-=-T•---� 
Externol StandanS R�rt 

Soned By 
tal1b, Da�a Modified 
Ml.lltlpl1u 
l!ilut..ion : 
Use �ltlpl ier,  Ollution 

Sl9nal 
Monday, Z9 2911 Oc:tober 29• 2012 1.1:26: 32 a.n,.  
l.0000 
l.0000 

Factor with ISTOa 

Si9nel l :  PI\Dl ,., Sic¡-254,4 l\ef-oH 

Retrl11e Type Area Amt/Areo ll!lount Grp tiaru 
(alnJ (ml'.0':sJ (mg/Slr.LJ 

-------1------1----�----1----------1----------1--1--�------------� 
5.92( BBA &•3.6�608 l.06�6e-t 8.99896•-2 DJCLOf11HACO ACICO tIB!U: 

! o t • l • :  

Reaults obuilne� with enhanced integr�tor! 

• •• tnd of Report ..,. • 

IOF'ARHI\ 29/10/2012 11:32:25 e.a. M.VELl'.P.DE/F.ROMEilO Pege l of 1 

Figura 14. Cromatograma del estándar de diclofenaco ácido libre a una 
concentración de 100% de la repetibilidad del método. 

68 



Anexo 18 

rnjectiol'I ll6te 
Sa<r,ple tl•­ 
ncq, <>perator 

27/10/2012 02:�3:31 p.11. 
P MI P-ll0Sl22 
H:YEÍARDE/F,ROHERO 

Seq. Lin, e 

LQClltiOt'. Vl•I 2 

lnj : l 
lnj V o l unie :  10 �l 

D�ta File c,\HPCKEK\l\DIITA\OOL_PR�\002·0801.0 

----------�--- 

Acq. Hett,Od e, \Hl'CllllH\ 1 \ME:TIIODS\OOL VAL, t� 

Lil�t ch¡rnged 27/10/2012 1 2 : 0 : J B  p.11: by M,VEI.J\ROr./r.FIOHr:P.O 
Analysis Ketllod C:\Hl'C8l!H\l\HE'!'llODS\OOL VAL.M 
LHt changed 29/10/2012 L J : 2 6 : J Z  8.'11-: by M,vtLAllDl,/f.ll()tCRC) 
l'RE.CISIOt1 OC U, VA:.OAACiCII OC OICl.Ol"EHACO ACIDO L!B�_E:N_COLrarc:K !la,/5-L _1!USPEHSION OI\Ak 

175 
150 

11 11$ 

100 1 ¡  
1  

75 

" 
1  

!IO  1 ¡  1 ,  
2S  ! ,  :  1  

I L  
1  i  I  
\, 1 �. 

o 
---- 

' . 
'T�..., 

o ___ , ----' _3 ____ 4 _  

fi  
;;¡  

8  
�  
�  

i 
D  

a 
"' f1 
, , .  

! l  
1  1  
1  1  

1  !  
,l I 

-----�-�����------------···----------------------- Erternal. S;an(l11rd Repor.t 

---------------�---------��----�---------------------------·-------- 
Sorted By 
Calib. D!it9 Hodlfled 
MuitlpH•r 
DUutlon : 
Use 1111ltlpl1er � Dllut.100 

Slgnal 
KOnday, 29 29c October 
l.0000 

l.0000 
Factor wltll lSTOo 

29e 2(12 11:26:32 •·•· 

Slgnal 1 :  OM>l A, S1g·2�4,4 R<l!f•Of! 

Ret'l'il!Q Typo A:"ea Mt/Aru A'llount Grp tla,,,c 
(fllnJ IIIAIJ'al l,ng/5MLJ 

-----�1-�-�,�----�-1---·--·---1----------1--1----···-·-------� 
5.930 BV 839.06$43 1.06�·�·· 8.9399•e·2 OTCLOl"lNo'ICO '1C11JO LIBRE 

T o t a l s :  e.93994e·2 

Resulta obtain&d vtth O.'lhan<:41d lntegrator ! 

····------------------------------- 

. 

. 

-� .- ... --�-- 
. . - �- 

Figura 1 5 .  Cromatograma de la muestra de Dolfenex® 9mg/5ml suspensión oral 
(lote: P - 1 1 0 5 1 2 2 )  a  una concentración de 1 0 0 % .  
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Anexo 20 

Oat:a f'ile C::\KP0tEH\I\C.Z\fA\DOI,_!'RF.\OOl•0301.0 

------------------------------- 
tnj<icl.ion IJ.'1t@ 
Smnple 11.u,a 
l\eq. Opec-atoc 

21/10/2012 01 :!>6 :56  p.n,. 
I  sr 01 ci.orw,.co ,. 

K.VEIJ\RilC/f.R�ERO 

seq, Line 
Lor.�tlon 

Inj : 
lnj Volu'"e : 

3 

Vial 1 

I 

10 1,1l 
Aeq. 111:!lbod C:\HPC!!!M\1\ME:TIIODS\DDL VAL.M 
Ls st; c;hanqP.d 21/10/2012 1'.l :43 :36  p.m7 hy M,Vl·:!,I\ROUl:.F.OME"RO 
lllllllys1s M<ltMCI C:\Hl'CB!M\l\HETHODS\DDL VAL,M 
Last Chanqed : 2'.IH0/2012 11 :3S :5J  a.m7 hy M.FIJlRF.S/F.RCMF.RO 
PRF:ClSIOO WTEP.�i)Jii OC LA W\LOAAClOlv o:: DJCLOrE:111\CO ACT.00 LIBRE. EN OOLITN::X 'hg/�nL 
SltSl'EllS[C.� ORAL 

ru;�LlSTñ: H.f1.0RES/F.ROl-1El!O 
OAD1 A, $qz254 4 Rd:dl' (IT.)L_PRFIIID1.03Dl ·D) 

175 

ISO, 

1-25 

100 

!O 

25 

... ii ª· 
7 6, 

o -  .... --------'------------------------------------� 
�--------�-----...--...--- ...... ---...--- ..... ----�--, .... ---�--,-------� ...... --�� ...... -----.-¡ 

'-----�º'--------''-------2,,__ �-------f-- s __  

K.&.&.t.L�z::=,..._�---�----------------------�--------···------- 
&xtcrpat standard Repoi:t 

-----------------------------·----- 

Sorted By Signal 
C., u». Date ttodl!led t1:lndlly, 29 2% O<:tobi,r �� .. 2012 11,3!>:Sl ..... 
Kultiplier 1.0000 
Oilutlcn : 1.0000 
U:se l!ultlpH-.c ¡, Dilut:ion F<1ctor with ISTllOI 

Signal 1: DADJ A, Sig•2S4,4 Raf-off 

�<>tHw., 'lype Area 1\.-ut/Area P.rnount Grp llan,e 
JralnJ  (MU•sl !mg/5ml,J 

-------1-----,----------1----------1----------,--1---·····---······- 
5. 924 BOA 80.66508 l.065H,e-4 8. 98096�-2 OJCLOFEIIAOO AC'JDO LIBRE 

Totnls : 0.9B996e-2 

•••  End of R�poct � · ·  

IQf'ARHA 2�/10/2012 1 1 : !'> J : 3 1  0.111. M.F!.OR1:S/F.ROHt;RO Pag'! l oí l 

Figura 16. Cromatograma del estándar de diclofenaco ácido libre preparada por 
otro analista. 
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Anexo 21 

JnJ�llon 11,¡1� 
Sanp)-, Nen-, 
/lcq, O¡)eu�or 

: J?JIQ/?()J¡ •Jo:l1::<'I f>...L. 

, PI Mt P·UG';ln 
;  l!!,YU.ÑINIF .NlfllDIO 

�- l. l M :  14 
!.,o:'- ;a, t i o.. ;  Yl•l � 

la1 : 1 
In) Y.,j- 7 lC! PI 

Acq. Hlltllod l C 1 \IIPOIEK\ 1 \l!IET90D,i\llOL VN.,11 
Lut cll� , 27/10/:t:>12 l2!U!"l* p_..: br lt.1IIEIMIIE..lf.llmEIO 
M.11 y:111 .. Hothoó , e, \ll'CIIEIC\ 1'mnolloJ\ti01. _ VJIL.lt 
�Ht ,c�;u,,gtt4 ; n110J2012 u :1s:�1 ..... t,y 11.FLOE:11F.IIOIIUIO 
l'MCl$10M lll'ttll�UI CC IJ, 'IIIIUIUCJQI le l>JCUlfl!IIM» JIC[DO Lr- DI IIIOU'DU:X 11>9/Snl. 
SUSPCNSlffl � 
IIMLIS?'At M, Fl,OIIES/ F, POIEIIO 
-- ---"D,lí�liHj"�,.¡5· 

NAU j 

! 
'19. ¡ 

l 
j 

16e ¡ 

i 

111' 1 
! 

.. ...  

:  
1  

• I  
1  

•i-i ...., 

• .L -'- -- 

J 
1 

1 

_.__ . .  -  -  _  _,  -  -  -  -  -�-· 

·-----------·-· 

Sort-,d fiy e $1'J1Ló>l 
C.Hti. O.t• No�nti...i , -....,.. :n lh O.l- lh 2-112 llo1S:!5ol •·•· 
Multipll�r 1,0000 
Dllution I l ,0000 
use Nul tipller , 01 lu.tlcn rect.« wttt> !SO.. 

Slqnal h DADl A,. 1U9-.ll-C, t kf-U 

llotl'l•a '!'fl"O Ar- hd/lu- -L C.p - 
flflnl 1.w:•••1 ,.,.r..ai.1 

-------1------1----------1---�-----1----------1--1-----�----------- !1.!)7 Blll\ 842 .,nn l.M!>Cw-.C . . ..  n--1 D(Cu:>nl!IIICO N.:100 LlllllE 

---··--··--··-·------------- • • •  &MI  of ......,.,t 

IQrAIIHA 29/10/2017 ll !�O!�C ;o.�. M.f1.l)91:SIF.IJ!CIIEJIIO P•i;ie l ol l 

Figura 17. Cromatograma de la muestra de Dolfenex® 9mg/5ml suspensión oral 
(lote: P-1105122) preparada por otro analista. 

72 



I l ';' � ,...  
1  • • •  4  
l  º"'º  ...  
1  ::; ·  ..  �  
1  •• l!::. ·, · � &: "' w  

. .....  ' "'  e,  •  o  .  

"'  �  

... .... 

1  '° .... l"I  ....  

l � t  ..  i  
°',.,  er,,.. 

1
1 ": � : :  
.., ,., ,.. e,  

' . ,.,  '°  �  
I  m ..; c,; �  
I  N ..., 1'( 11!  

¡ � � � �  
1  '"' º '"' ,.,  1  0 11'\ IO t-  

l  º '°  ,-...  1  ,  .  
I  o,. .,. 1/) ,n  

11>  ,.,  O'>  l'I  
N l - 1  
et,  QJ O  e,  

• C'I  •  I!)  

.,, º º "'  

e  ...  tii:o lld" lfl \l"J �  
e: - 1 N N N N N  ¡:! e ,  e, o, e, <t, a,  

...  · � :  .,,, .,, .,, ,n .,,  
ci -  1  
o:: •  

l ¡ � j � iá �  
¡� 1 m m m m m  

C  t  '"' N r'l <r ltl  

� "" :  

'  - 1  
.., ,.¡  t  

e  .R  t  

s  .... :  
I!  i :  

-  t  
•  

-  .....  

....  

o  

•  ....  

11)  
e:.  

a  a s  á  ii  
ó. ci. ci. o. ii.  
..i:> l"- 1"- .0 ..0  
or, ..i M .r, ""  

•• ,. 11 • • •  ,  

IO Cl) C'. O N  
111 0 � 4")  "'f'  
•  • • • • • • • •  1  

"' N N N N  
0 0 0 0 0  

N N N N N  �  ..... .... .  �  ....  

� Ri � 2 2  ....................  
º º º º º  ,...  .....  
...  ,  ....  
'"' ¡.. ,-. .-.  ....  
N f\J N <'I N  

1  
1  
1  .... ... .... .... .....  

: g � g � �  
!

0 0 0 0 0  
1  1  1  �  ¡  
� � - ...,.¡ ,...  

1 8 8 8 8 8  

"  •  .  .,  

...  
.....  

º' µ 

e! (/) 

ro 
o 

¡;:: 

·ro 
... 

C) 

.9 
ro 

E 
e 
o 

(/) 

o 
c. 

E 
Q) 

.:: 

o 
"O 
o 

- •Q) 

E 
Q) 

"O 
ro 

� 
Q) 

E 
... 

Q) 

- 
·= e 
-o 
º¡;j 

·5 

� 
c. 

� 
Q) 

"O 
e 

•O 
·13 
e: 

2 
e 
Q) 

"O "' 

N 
N 

o 
>< 
G> 
e 

et 



Anexo 23 

ilat .. File c1\l!PCBEl'l\1\D.\1.'A\OOL_�6\0t.c-2:?D.J_o _____ .._. __ 

Viilil H 

l 
:o u, 

2,.11012012 1 0 , n , n  p.lll- s.,,'i, 1.1n+1 
S'l llIC'l.OFW.\CO A Lóe.itioJ1 : 
l,t .17Ewr.c, r. iiom:;:.o lni : 

JrtJ Va!uoe : 
.Rcq, Me!Ulocl C1\llECF.EH\l\RETl!OOO\DOL V'.\:.2.N. 

[.ut ct,:,ngll<I i �1'/101:'on 1::.�1,1:;. p.11: l:)y H.VEI.ARl>E/F .. R·::tlalO 
,ll..r¡;tlf�'"- K'>d>Od C!\l!PCF.EH\l\N2TH::JllS\OOL_VJ.!.2.l!t 
�st d'langod l !9/10(1012 l::t2:2J p.m. by H.VEI..\Rl>P./F.R,:+tEAO . 
ll()ft�1�¡���=������.9 !f4100_J:J�_!': lil OOLl'Etll'.X..i!><)/SnL SUSP!lf;llCfl OAAL_

1 i,.w . 

ln1"'cl:1on o;.u 
SilnN,. t13M 

Acq, Cl,!!rator 

--·--·-----------·-----·-------- 
----------.....- •••••••••••rm._...,..wwws-aweaaw 

SOrted By Sign4l 
Clll.111. Dar.a HodUhd H:ia!f.lV, 29 21Jit DctotUtl" 290 201.2 l:!:U:�l p.11t. 
Hqtt1pl�aie 1,0QIOO 
DJ.t11t1C,,, � \,0000 
U�• NulU.pL1"1 1 !HJ,..tlQl'I f'll.etO� .,.¡�!'! lS'T08• 

ll9nal 1; lll'.Dt �. 519·2�1.c Pl!t•otc 

R�tTiDCI 'íl'P"I Ariu llmt/Araa .�Wlt G!p N.aoND 
lrúnl [IIA11••1 1"'11541,1 

�-·--·-1--·---1----·--l··------·1--1------- 
lJ,7�t �iv, t69Z,09ii� �.JJe6,�-� ,.0Jo1J,·Z e1ci.ortt1i,co ACID<> Ltb!UI 

'l o t a b,  

Resal� obt•lnM wit:t1 .. 11.anco:1 ln'l:11<,1r.ator! 
--------�-------------·------- 

P�·�lt I ot 1 

Figura 18. Cromatograma del estándar de diclofenaco ácido libre variando el flujo 
a la mitad (0,6 ml/min) de la robustez del método. 
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Anexo 24 

________ --- 

?1 

V!.at ,:. 
1 

ICJ i,it 

z Zl/!Ot::IJ-:! l !  ,ui.,:,. p.11. 
< a t'..J P'•l Ul.!il?..: 
< ,r:�i'-IIO:l'.:mQ 

seq, u� r 
LoNt:1Drt. ! 

lnj , 
Jr,J VOhlfllO·: 

Jkq, �t.b<Jd • C;\!Eemf\1\fo'�tllOllS\001.. W,t,2,1( 
t.,,sc C:,Aoqoe4 r !t/t�l! 1�,2,.1� p,11: by H.�&l:AR�E/r.� 
,'\n.i l ysb H�tt.cd 1 C1\i!l'l:1rat\J\J'Sni�DS\iJl)t. v ... t.2 .I! 
La�t c::i.:ui.q,eJ. � ?,110,?11�? lZll2tZ? p,11:·by H,VEtAPDEIT.f�flEJIO 
ROBII.5tz:% t,;_U:_�·� S!:, prc!m'.F.IP).C!)�P?:J_t:IB.11.E -�fl_-�L��-''"m!.�t,¿00,_M_H01 .i'R!!-1·. 

l)ol!l'I s: W?".,.,,...,,_IIQO!...PRE"•:11r,�,v, 'ilt 

m.d I 
1 

_,, 

• 
1 

l 

lnltC!;lDtl Cl::l.U! 
f�npJil' f.tln� 
.r,.:,¡. (%,11� .. t.,U 

;: 

---·--·--··--------- 

!50 . .  

L \.¡ ... 2..., :_J. 

---·--·------ 

. ' 
e 

' ,- ·--�� .... --..-�'"'T'"' 

_10_ -�----'c ,rn 

·---------------·· .. -·9"'·--·----- 

Sor te<:!' e,; �ir,¡rii l 
éalib, bist<t P.iadlfie<b kandty, tt 19� Oatober ,1.,. 20LJ 12,l!;�l p.n. 
t(<1lll¡,Hcr l.110QQ 
ouu�1011. = í .• áODO 
os11, ·Httl.t Lpll n ,. ll!l=t- ht:;ror ,,n.t, rs1·os 

�l<Jil�,I 1, l!W>l ti., Sl,r�.• �[.oj)t.f 

PetTl11.,,· \"n,e lue• f-,:rt/;,.r,NJ ,'llwont Grp 11..,., 
lninl l:M.!'sl lirQl!lnL.I 

------,----· ·----1------1----·· . .  ·  --1--1----------- 
l I .  'JDl JHll'I lt.'tl.�ft ,-.JJ1i6,c.·:> s. G2Hf!.(!-2 DI.r:ron:l!l!CD JICiOO U15!!: 

s::zz:w., • .,.._..,_:x.:=ra,s1U,,...,....,::az:r,:uc.,..:cs-sz=:rc.:zwu::aaz•.- ... ••••rmaazwrm 
•• 

� l o :1 1  

Figura 19. Cromatograma de la muestra de Dolfenex® 9mg/5ml suspensión oral 
(lote: P-1105122) de la robustez del método. 
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Anexo 26 

Tabla 15. Orden de manufactura para el piloto de Dolfenex® 9mg/5ml, lote: P- 
1105122.  

11 1  ORDEN DE MANUFACTURA IO/F-012.01 

IQFARMA VinAnt&: 16-09-11 

PRODUCTO DOLFENEX 9mgf5ml SUSPENSIÓN ORAL 

CANTIDAD: 5000ml EQUIVALENTE 14:. 250 FRASCOS x 20 ml 

�ODIGO: -------- LOTE: P-1105122 l)Rl)9j CE PROllUCIÓI 512 

LINEA:. IQFARMA. VCTO: ---------- TIEMPO DE VIDA llT1L ----- FORMULA 
coaoo MATERAPRMA 

... 

""""""" 
f lSALAN<A 

ADICION OEVOLUC. 
CAHT. ENTREGADO RECIBIDO 

AIJAI ICJS �R•:.& lJSAftA ,�AftA 

- """ 

IMP00234 DICLOFENACO ACIDO LIBRE lg 

NAC00078 GOMAXANTAN lg 

NAC00023 AVICEL RC591 12 

SODIO FOSFATO DIBASICO 
IMP00082 ANHIDRO le 

NACOOOOG ACIDO CITRJCO ANHIDRO ¡g 

NAC00003 ACESULFAME POTASICO !g 

NACOOll9 SORBITOL 70% g 

NAC00065 ESENCIA DE TUITI FRUTI mL 

IMP00027 BUTILHIDROXIANISOL g 

NAC00096 PROPILENGLICOL ml 

NAC00089 METILPARABENO 
• 

NAC00090 PROPILPARABENO g 

SIMETICONA AL 30% 
NACOOIII EMULSIÓN • 

00000001 AGUA PURIFICADA C.S.P. 5000.00 mL 

Cada 5ml contiene: 
DICLOFENACO ACIDO LIBRE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  9mg 

� : 1 g ALMAClaN 

FECHA: .. . . 

FECHA: l 15/10/2012 [ R.S. 1 VIGENCIA R.S. 1 
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Anexo 27 

Data flle C:\NP(:Hf;.�\I\DI\Tll\OOL_ESPE\001·0301.D 

---911--------·----·---·-····-·······--·----� 
Injection ll\lte 
Sa,ople lt...., 
Acq. Operator 

29/10/2012 06:�9:1� p.�.  

ST OICLOFEIIACO 11 
M.Vi:IJ'.RDl:/F.ROHERO 

Seq. Line 
Location 

tn1 
Inj VolUM 

3 
Vial 

1 

10 µl 
Acq. Method e, \KPCIID!\ 1 \METHODS\DOL VI\L.M 
L&St chan;ed 29/10/2012 06,50 :06  p.a: by M.VECARDE/F.ROMERO 

(modlfied after ioadingJ 
Malysio Het.'100 C: \HPC'r!Di\ 1 \METH005\00L VIIL .M 
t.ast chanqQd 31/10/2012 12!03:36 p.a� by H.VEL1.RDE/F.ROMERO 

175 • 

iao 

12! 

100 

75 

• 

� 
§ 
... 

1 

��-·--���-���--�--�--------------···--··- .......... ----...-..- Exterl\lll Standard Report 

----------------�·-·--------··--------------- 

Sorted By 
Callb. O.ta Hodlfled 
Hultiplier 
Dllut!on 
Uge Multiplier, Dilution 

SJgnal 
31/10/2012 12:03:26 p.a. 
1.0000 
1.0000 

Factor with lSTDs 

Sigmol l :  DIUll A, Sig-254, � Ref-off 

RetTi� Type Are.a llat/Area ARQunt Grp Naae 
[11in) lw.ú•sJ 

��---1------1---�---�1----------1----------1--1-----·------------ 
l0.294 BBII 8S4.069l0 1.17096@-J 1,00000 D[CLO:ENI\CO I\CIDD LIBRE 

Totals : 1.00000 

------------------·----- 

IQE'l'JIMA 31/10/2012 12:CM:54 p.lO. M.VE!.>.Rtlr./F.R()l-1t:RO 

Figura 20. Cromatograma del estándar de diclofenaco ácido libre de la 
selectividad del método. 
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Anexo 28 

------·- ....... -----------·--------··---- : 2t/lD/2012 O!lttl0U2 p,11:1,  
•  l'UICEBO 

: f'I. \IEU.11!:f./F. ROHERO 

lieq, M�t.',od 
r.st ctu:11;,ed 

In)ecti ar, �te 
r,li¡> l<ll 11.aM 

N;;q, C)pttról tOI" 

serr. U.r:ie : s 
LocatLDll I Vla1 l 

lnj 1 2 
tnJ Voluroo: 10 µl 

I C:r\111.'(IICMU \NCil<OC�\001, Y�l.,M 
2�110,2012 Ol.59;31 p.n7 b� M,VEI.JI.Rnt.1,.1':lN�O 
l:n:lditi�j after loedi:n;) 

r.na11a1a Re t llOll :  Ct\RPCHE.�\l\NC'll':OOS\DOL YAL,M 
�•t ehQ:n¡ad � �l/lD/2012 1210,121 p.a7 by H.VILJl:.�D!IF.F;:Hü!O 

ll'IQdHi•!! 1.l'r.1tr loadl:ngJ 

w.utA.·!ii��i:ffl.mll?I¡ 

ino\U 

,,s. 

1!10 

� 

100 

H 

ao 

25 

o "'- 
t_ 

.;. i 
,, ,¿ 1 � 12 .!!!: 

....... .._ - ---- ·---·-------- 
::stctn1.1 5tll.lldllrd Rtrpoct 

---------------- 
........... ._  ............ 

k�ted Dy 
Colib. l>a\t l'bd:1fie<I 
�ltlplier 
Dlivtian 1 

U.• M11tt.1pHor ,. t>Hadon 

.!ll<)nd 
Wo!<l�td@Y, 31 Jl� 0ctD1""í 3l• io12 12;07:21 p.m. 

1,IJOOO 

1.0000 
Factor with !STDs 

$l111•I l ;  ()1;01 A, Slg•2$•.4 1tar-ort 

llét'f!JT1!! t'y&>é !\rea AlltfAtllti Mek!nt; i;:rp 11::11111 

tmnl [ir.AU'sl 
-----1-----1--------1-------1---------1--1 ··-·--·--·-·-··-· 

10. 291 blctll!:'E:tN'.O M:I 00 J.l l!P.J: 

O.DDGOO 

R�aulta obtlllv.!d w!t� �nl'líl�eeid Jnt�qrit.Or.l 
i ll'arnin,:¡$ or: r.r.rars : 

Wu:nlng i c .. llbrmcoel DClll¡>OU::ul{sl r.ot. !1>1100 

Figura 21 .  Cromatograma del placebo de Dolfenex® 9mg/5ml suspensión oral de 
la selectividad del método. 
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Anexo 29 

-� . 

!nject.fon i: .. t.c t l!>/11),/2012 �TrH1.:.J p.a. llcq. Wr..c 1 4 
S;r11pra itUA !. Ml_P..ll0�H2l !.ocat!on Vli>l 2 

i'ioq. Oplt1,u.oc a H,\'EI.AIUlF.:/F,R(ljERQ lflj : Z 

lnJ \'ol� : 10 pl 
Am. �th!>ct • e; \lll'Cfll:H\ l \Ht'f�\DCl. • .,AL.K 
Lar. e� r 2!>/10/2012 lllt28r0 p.rr: or P •• v-..1J1?m:/F.Rct11:ao 

l:rodified aftH lo1dl1111>l 
AM C y-.sl s l!c'U>!ld. 1. C 1 \Kl'CIIEHU \Ht'Jl!XlOS \CCl. "n.l...t.!. 
:La•� � .. Jl/tnnot2 iz,01121 p .. a:: r., Ít.Vl:i.ttm:/P.IIC14r.i!D 

tlhQdlCitut �l:Ur laad.l""JJ 

11� 

• 
1 

j 

1 
1 
i 
s, 

t.. .. �- �  _:_ �  J  _ _  ...  �  -  -r  �  
____ u __ . 

---------------------------------- 

-------------------------···--·-- 

Sort� � , 
t:!!lib. lbU IIDl:U.t.1� 1 
Mlllt1pllitc 
DUaUCn : 
010 llloll:lpltor ' DllUt.lMI 

Sl<JMl 
Wedr.«111:íl't, 11 )te Oi::tdJer ,1e· 21}12 l210?12t p.a. 

l.(JOIJO 
1,.(1000 

�r;,t.or wl t.h tSl':Qs. 

Retrille 1� J\rca limt/lf.Aa IIIDIC!n Cirp Nme 

tcJ.:nl ·-·,., 
------1----,----------,--------1----,-1--------------- 

IO.S'n BM tlB.2CHI¡ 1.1109 .. •l l-D75lt OJCJ.()rtll�CO ACtD!;t ttm:t 

1'otl-111 : 

_________ , _ 

••• 

lOP'l!l!Wt llf1Cll011 11;01;29 ¡1,11. H,VtWXfl,� t� l. o! 1 

Figura 22. Cromatograma de la muestras de Dolfenex® 9mg/5ml (lote: P- 
1105122) de la selectividad del método. 
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VALIDACIÓN DE UN MÉTODO ANALÍTICO PARA LA CUANTIFICACIÓN DE 
DICLOFENACO ÁCIDO LIBRE EN DOLFENEX® 9mg/5ml SUSPENSIÓN ORAL 

POR CROMATOGRAFÍA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE (HPLC). L IMA-2012.  

Melinna Sindy Velarde Galindo 1 •  Edgar Cárdenas Landeo 1 •  J onh Huaman Ccopa2 

'Farmacia y Bioquímica: UNSCH; 2Instituto Quimioterapico S.A. (IQF ARMA) 

RESUMEN 

El presente trabajo valida el método analítico por cromatografía líquida de alta performance (HPLC) para 
la cuantificación de diclofenaco ácido libre en Dolfenex® 9mg/5ml suspensión oral. El presente estudio 
descriptivo se realizó en el área de investigación y desarrollo del Instituto Quimioterápico S.A. 
(IQFARMA), entre los meses de agosto a diciembre de 2012. Se realizaron las corridas cromatograficas 
en una columna Purospher STAR® 100 RP-8 (5µm) (150mm x 4,6mm), la fase móvil fue una mezcla de 
metanol: Buffer fosfato pH 2,5 (70:30), a una velocidad de flujo de 1,2 ml/min, y una longitud de onda de 
254nm.Se estableció los parámetros de validación de acuerdo a lo planteado en la farmacopea de los 
Estados Unidos (USP 35 - NF 30) para la categoría 1, siguiendo la metodología propuesta por la 
intemational cooference on harmonization (ICH). Se determinó la linealidad del sistema en el intervalo de 
50% a 150%, obteniendo la siguiente ecuación: y= 8 465,849 x + 43,923 y un coeficiente de 
determinación (r2 = 0,997); para la exactitud se obtuvo un porcentaje de recuperación (100,219%) que no 
presentó diferencia significativa con el 100%; en la precisión se obtuvo un coeficiente de variación (CV = 
0,235%) que evidencia resultados repetitivos y en la precisión intermedia se obtuvo coeficiente de 
variación (CV = 0,247%); para dos analistas diferentes, el método es robusto porque presentó un 
coeficiente de variación (CV= 0,239%), frente a la modificación del flujo a la mitad (0,6 ml/min); y 
finalmente el método es selectivo porque permite el análisis del principio activo sin la interferencia de los 
excipientes de la formulación. Se concluye que el método analítico para la cuantificación de diclofenaco 
ácido libre en Dolfenex® 9mg/5ml suspensión oral esta validado por cumplir con los parámetros de 
validación propuestos por la Farmacopea de los Estados Unidos (USP 35 - NF 30). 

Palabras Claves: Validación, Cromatografía, Diclofenaco. 

SUMMARY 

In present work we validated an analytic method far High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
far the quantifying of diclofenac free acid in Dolfenex® 9mg/5ml oral suspension. This descriptive study 
was done at Research and Development area of the Instituto Quimioterápico S.A (IQF ARMA) from 
August to December 2012. The chromatographic separation was carried out in a Purospher STAR® 100 
RP-8 (5µm) (150mm x 4,6mm) column, the mobile phase was a mixture of methanol and phosphate 
buffer pH 2, 5 (70:30), at a flow rate of l ,2ml/min, and wavelength of 254nm. The validation parameters 
were set up according to the United States Pharmacopeia (USP35 - NF 30) far the category 1, tracking the 
methodology proposed by the Intemational Conference on Harmonization (ICH). lt was possible to 
determine the linearity on an interval of 50% to 150%, obtaining the following equation: Y= 8 465,849x 
+ 43,923 and a coefficient of determination (r2= 0,997); the accuracy got a recovery percentage 
(100,219%), which didn 't show significant difference than 100%; the precision got a Relative Standard 
Deviation (RSD = 0.235%), in the intermediate precision got a Relative Standard Deviation (RSD = 
0.247%), these results were obtained with two different analysts. The method is robust because showed a 
Relative Standard Deviation (RSD = 0,239%), front to the modification ofthe halfflow (0,6 ml/min); and 
finally the method is selective because it permits us to analyze the active ingredient without interference 
of the formulation excipients. As a conclude, the analytic method far the quantifying of diclofenac free 
acid in Dolfenex® 9mg/5ml oral suspension is valid to accomplish the validation parameters that were 
proposed by the United States Pharmacopeia (USP 35 - NF 30). 

Keywords: Validation,Chromatography, Diclofenac. 



INTRODUCCIÓN 

El fin de la industria farmacéutica siempre ha sido 
producir medicamentos de calidad y con total 
garantía, y es en el avance para conseguir un total 
dominio de la calidad cuando surge el concepto de 
validación. 

La validación, busca obtener evidencia 
documentada de que un procedimiento conducirá 
con un alto grado de seguridad a la obtención de 
resultados precisos y exactos dentro de 
especificaciones de calidad establecidas. Además 
en el mercado farmacéutico existen varios 
medicamentos cuyas métodos analíticos, no se 
encuentran publicados en obras oficiales como la 
farmacopea de los Estados Unidos (USP) o 
farmacopea Británica (BP), lo cual hace necesario 
el desarrollo y validación de estos métodos. 

Por otra parte, la validación de métodos analíticos 
se realiza para cumplir las exigencias de la 
Dirección General de Medicamentos Insumos y 
Drogas (DIGEMID) contemplada en el artículo 
176° del manual de buenas prácticas de 
manufactura de productos farmacéuticos (BPM), el 
cual a su vez se rige a reglamentaciones 
internacionales dadas por la Food and 
DrugAdministration (FDA), Organización Mundial 
de la Salud (OMS), Intemational 
ConferenceonHarmonization (ICH). 

En el presente trabajo se valida el método analítico 
para la cuantificación de diclofenaco ácido libre en 
Dolfenex® 9mg/5ml suspensión oral siguiendo los 
lineamientos propuestos por la farmacopea de los 
Estados Unidos (USP 35 - NF 30) y la Intemational 
ConferenceonHarmonization (ICH Q2(Rl)), usando 
la cromatografia liquida de alta performance por ser 
una técnica muy sensible, de fácil adaptación a 
determinaciones cuantitativas exactas, y presenta 
idoneidad para la separación de especies no 
volátiles o termolábiles y, sobre todo por su gran 
aplicabilidad a sustancias que son de interés en la 
industria. 1 

La validación del método se realizó en el área de 
investigación y desarrollo del Instituto 
Quimioterápico S.A. (IQF ARMA), entre los meses 
de agosto - diciembre de 2012 ;  desarrollando los 
siguientes parámetros de validación: linealidad; 
exactitud; precisión; robustez y selectividad. 

La presente investigación, busca dejar evidencia 
documentada y a su vez aportar conocimiento que 
puede ser aplicado en las áreas de control de 
calidad de los diferentes laboratorios farmacéuticos. 

El presente trabajo plantea: Validar el método 
analítico por cromatografia líquida de alta 

performance (HPLC) para la cuantificación de 
diclofenacoácido libre en Dolfenex® 9mg/5ml 
suspensión oral. El objetivo específico planteado 
fue: 

);.> Determinar que el método analítico cumpla con 
los parámetros de validación propuestos (linealidad, 
exactitud, precisión, robustez y selectividad), en las 
condiciones descritas y así obtener pruebas 
documentales para la cuantificación de 
diclofenacoácido libre en una suspensión oral. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Población.- Pilotos de Dolfenex 9mg/5ml® 
suspensron oral (diclofenaco ácido libre) 
desarrollados en el área de investigación y 
desarrollo del Instituto Quimioterápico S.A. 
(IQFARMA). 

Muestra- Piloto de Dolfenex® 
9mg/5mlsuspensión oral (diclofenaco ácido libre) 
desarrollado en el área de investigación y desarrollo 
del Instituto Quimioterápico S.A. (IQF ARMA) 
correspondiente al lote P-11  O 5122 . 

Diseño metodológico 

Sistema de muestreo.- Libre por conveniencia.2 

Alcance de investigación.- Descriptivo.2 

Recolección de datos.- Los datos fueron 
recolectados de las corridas cromatógraficas de los 
diferentes parámetros de validación. 

Análisis de datos.- Los datos fueron procesados 
utilizando el programa Microsoft Excel® 2010 

Procedimiento experimental 

Condiciones cromatográficas 

Columna : purospher STAR® 100 RP- 
8 (5µm); 150mm x 4,6mm. 

Fase móvil : metanol: Buffer fosfato pH 
2,5 (70:30) 

Longitud de onda : 254 nm 
Flujo : 1,2 ml/min 
Volumen de Inyección: 1 O µl 

Preparación de la fase móvil 

• Preparación del buffer fosfato pH 2,5 

Se mezcló volúmenes iguales de ácido fosfórico 
O,OlM y fosfato de sodio monobásico 0,01 M, se 
llevó a pH 2,5 ± 0,2 con ácido fosfórico o hidróxido 
de sodio. 



• Fase móvil RESULTADOS 

Se preparó una mezcla de metano! y buffer fosfato 
pH 2,5 (70:30). Se filtró por membrana de nylon 
0,2 µm de porosidad y se dejó al vacío por tres 
minutos para desgasificar. 

Desarrollo de los parámetros de validación 

a. Linealidad 

Se partió de la solución madre de la cual se realizó 
cinco diluciones para obtener soluciones en el 
siguiente intervalo: 50%, 75%, 100%, 125% y 
150% que establecieron la recta de calibración, las 
cuales fueron analizadas por duplicado. 

b. Exactitud 

Se empleó el método del placebo cargado, que 
consiste en adicionar una cantidad de analito sobre 
el placebo equivalente al volumen de la muestra en 
este caso 5 ml. La adición de los estándares se 
realizó a tres niveles de concentración: 80%, 100% 
y 120%, y se realizaron tres determinaciones de 
cada concentración. 

c. Precisión 

• Repetibilidad 

Se evaluaron seis muestras a una concentración de 
0,09 mg/ml. Las muestras fueron tratadas según 
indica la técnica analítica por un mismo analista, y 
fueron inyectadas al sistema cromatográfico por 
duplicado y contrastado frente a un estándar. 

• Precisión intermedia 

Se realizó la preparación del estándar y seis 
muestras a la concentración de 0,09 mg/ml. Por dos 
analistas diferentes y en diferentes sesiones, 
siguiendo el procedimiento citado en el ensayo de 
repetibilidad. 

d. Selectividad 

Se contrastaron los cromatogramas del estándar, 
muestra, placebo y excipientes de la formulación, 
para establecer la selectividad del método. 

e. Robustez 

La evaluación de este parámetro se dio a partir del 
estándar y dos muestras a una concentración de 
0,09 mg/ml las cuales se inyectaron al 
cromatografo, variando el flujo de 1,2 ml/min a 0,6 
ml/min. 
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Figura O 1 .  Recta de regresión lineal concentración versus 
área bajo la curva de las soluciones estándar de 
diclofenaco ácido libre. Lima - 2012. 

Tabla 0 1 .  Porcentaje de recuperación de diclofenaco 
ácido libre en función de la cantidad agregada. Lima - 
2012. 

Cantidad 
Porcentaje de 

Porcentaje de 
Muestra muestra 

recuperación 
(%) 

agregada recuperada 
(mg) 

(%) (%) 

7,21 80,086 99,941 

80% 7,22 80,248 100,019 

7,21 80,052 99,940 

9,06 10 1 ,6 12  100,906 

100% 9,06 101,873 10 1 , 1 87  

9 , 1 1  101,682 100,013 

10,81 120,Q20 99,971 

120% 10,83 120,319 100,015 

10.82 120,185 99,978 

Promedio 100,219 

Desviación Estándar 0,475 

Coeficiente de Variación 0,474 

Número de Datos (n) 9 

Grados de Libertad 8 

t tablas 2,306 

t e><p 1,384 

CUMPLE 
Criterio de aceptación t "'I'< t 1nhlas 



Tabla 02. Test estadístico de Cochran en función al 
porcentaje de muestra recuperada. 

Porcentaje 
de muestra Promedio Desviación 

Muestra recuperada (%) estándar 
Varianza 

(%) 

8,008,589 

80% 8,024,844 80,129 0,105 0,011 

8,005,200 

10,161,233 

100% 10,187,256 101,584 0,303 0,092 

10,126,828 

12,002,017 

120% 12,031,861 120,175 0,150 0,022 

12,018,494 

Gcxp 0,734 

Número de Grupos (K) 3 

Número de Determinaciones (n) 3 

Glílbta 0,798 

Criterio de aceptación Gcxp<G1ablos CUMPLE 

Tabla 03. Porcentaje de recuperacion de diclofenaco 
ácido libre en Dolfenex® 9mg/5ml. Lima - 2012. 

Peso 
Concentración por 

Porcentaje de 
Nº muestra recuperación 

(g) 
muestra (mg/Sml) 

(%) 

5,2168 9,026 100,293 

2 5,2370 9,018 100,196 

3 5,2399 9,043 100,474 

4 5,2359 9,043 100,476 

5 5,2350 9,031 100,340 

6 5,2678 9,078 100,869 

Promedio 100,441 

Desviación Estándar 0,236 

Coeficiente de Variación (%) 0,235 

Número de análisis (n) 6 

t tablas 2,571 

Límite de confianza inferior para la 
98,957 

medía 
Límite de confianza superior para la 

101,925 
medía 

Criterio de aceptación CV � 2% CUMPLE 

Tabla 04. Recuperación de diclofenaco ácido libre en 
Dolfenex® 9mg/5ml por dos analistas diferentes. Lima - 
2012 .  

Oía l Oía 2 
Peso 

Recuperación 
Peso 

Recuperación 
Nº muestra muestra 

analista 1 
analista l 

analista 2 
analista 2 

(g) {%) (g) {%) 

5,2357 100,224 5,2168 100,293 

2 5,2373 100,597 5,2370 100,196 

3 5,2350 100,167 5,2399 100,474 

4 5,2385 100,671 5,2359 100,476 

5 5,2389 100,879 5,2350 100,340 

6 5,2377 100,619 5,2678 100,869 

Promedio 100,526 100,441 

Desviación 
0,275 0,236 

Estándar 

CV% 0,274 0,235 

CV% precisión intermedia 0,247 

Criterio de aceptación CV � 2% CUMPLE 

Tabla 05. Porcentaje de recuperacion de diclofenaco 
ácido libre en Dolfenex® 9mg/5rnl disminuyendo el flujo 
a 0,6 ml/min. Lima - 2012. 

Peso Tiempo de 
Concentración Recuperación 

Nº retención 
(mg/Sml) (g) {min) (%) 

1 1 ,783 9,046 
5,543 100,541 

11,783 9,052 

11 ,786 9,000 
2 5,2522 100,201 

11 ,789 9,036 

Promedio 100,371 

Desviación Estándar 0,240 

Coeficiente de Variación(%) 0,239 

Criterio de aceptación CV s 2% CUMPLE 



Tabla 06. Selectividad del método según tiempo de 
retención del diclofenaco ácido libre en Dolfenex® 
9mg/5ml. Lima - 2012. 

Estándar 

2 Muestra P-1105122 

3 Placebo 

4 Goma xantan 

5 Avicel RC-591 

6 Sodio fosfato dibásico 

7 Ácido cítrico anhidro 

8 Acesulfame potásico 

9 Sorbitol 70% 

10 Esencia de tuttifruti 

1 1  Butilhidroxianisol (BHA) 

12 Propilenglicol 

13 Metilparabeno 

14 Propilparabeno 

15  Símeticona 30% emulsión 

Criterio de aceptación: Ninguno de 
los excipientes debe eluir en el mismo 
tiempo de retención del estándar 
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Figura 03. Cromatograma del placebo de Dolfenex® 
9mg/5ml suspensión oral de la selectividad del método. 
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Figura 02. Cromatograma del estándar de diclofenaco 
ácido libre de la selectividad del método. 

Figura 04. Cromatograma de la muestras de Dolfenex® 
9mg/5ml (lote: P- 1 105122) de la selectividad del método. 
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Figura 05. Identificación de picos cromatograficos, en el cromatograma de la muestra de 
Dolfenex® 9mg/Sml. 

DISCUSIÓN 

Se busca validar el método analítico para la 
cuantificación de diclofenaco ácido libre, en una 
suspensión oral, para lo cual se desarrolló y evaluó 
los parámetros establecidos en la categoría I de la 
farmacopea de los Estados Unidos (USP 35 - NF 
30)3 como: linealidad, exactitud, precisión, 
selectividad y robustez siguiendo los lineamientos 
establecidos por la lntemational 
ConferenceonHarmonization (ICH)4 y la 
Asociación Española de Farmacéuticos de la 
Industria (EFl).5 

En la Figura 01 ,  se observa la recta de regresión 
lineal de las soluciones estándar de diclofenaco 
ácido libre, en donde se muestra la relación entre la 
concentración y áreas cromatográficas del estándar. 
Para este parámetro se trabajó con cinco niveles de 
concentración a partir de una solución madre, 
comprendiendo las siguientes concentraciones de 
trabajo: 50%; 75%; 100%; 125% y 150% (siendo el 
100% igual a 0,09 mg/ml), las cuales al ser 
evaluadas estadísticamente dan como resultado la 
siguiente ecuación: y=8465,849 x + 43,923, con un 
coeficiente de correlación (r=0,999); siendo el valor 
mínimo permitido 0,995. Cuanto más se aproxime 
el valor de "r" a la unidad (r=I), indica que existe 
correlación entre las variables concentración y área. 
También se calculó el coeficiente de determinación 
(r2= 0,997), que indica correlación entre variables 

con un 99,70% de probabilidad, por Jo tanto con los 
valores hallados podemos señalar que existe 
relación lineal entre variables concentración y áreas 
bajo la curva. Nuestros resultados no difieren de 
otros estudios realizados como el de Bellido,6 
donde valida una técnica analítica para la 
determinación de ambroxol jarabe por HPLC, en el 
cual indica que existe correlación lineal entre sus 
variables con un 99,98% de probabilidad, al igual 
que en el trabajo realizado por Medina y Berrocal," 
de validación de método analítico de valoración de 
naproxeno sódico 550 mg tableta por HPLC, donde 
señala que existe correlación lineal en el rango de 
50% -150% para un coeficiente de correlación (r= 

0,999) y un coeficiente de determinación 
(r2=0,999), planteándose como valor mínimo 
permisible 0,997; con lo cual queda demostrada la 
existencia de correlación lineal entre variables. 

Pero el mejor indicador del modelo lineal no es "r", 
sino un test estadístico, en el cual se compara el 
valor de t-tabulado (texp) frente al valor de t1abla para 
n-2 grados de libertad y el valor de confianza 
requerido, donde si el valor de Íexp>ttabla, se afirma 
que existe correlación lineal significativa. 8 Por ello 
se aplica un test de hipótesis para el coeficiente de 
correlación (r), donde la hipótesis nula establece 
que no hay correlación entre "x" e "y", por Jo cual 
se debe cumplir que el valor de Íexp (80,041) debe 
ser mayor al Ítabla (2, l O 1) para 18 grados de libertad 
y una probabilidad de cometer error de 95% 



(a=0,05), con lo cual se corrobora la existencia de 
correlación lineal entre variables, con un 99, 70% de 
probabilidad. Así mismo, se realizó la 
determinación de la varianza de la pendiente "b", 
donde debe cumplirse: lexp>Ítabla; obteniéndose texp 
(80,041) >t1abla (2,101), con lo que se demuestra la 
existencia de una relación lineal significativa, por lo 
tanto la pendiente es significativamente diferente de 
cero, y los límites de confianza inferior y superior 
son 8243,629 y 8688,070 respectivamente los 
cuales no incluyen al cero. En la evaluación de la 
linealidad a partir de los coeficientes de variación 
de los factores respuesta se obtuvo un coeficiente 
de variación (CV = 2,287%), lo cual expresa que 
existe relación entre la concentración y áreas bajo la 
curva; ya que los valores superiores al 5% 
indicarían una falta de linealidad. Finalmente se 
aplica un test de proporcionalidad del intercepto 
"a", donde se debe cumplir: texp>t1abla, obteniéndose 
!exp (4,299) >tiabla (2,101), lo cual indica la 
proporcionalidad entre variables, quedando 
estadísticamente demostrada la linealidad del 
sistema. 

Estos resultados son refrendados por Flores,8 quien 
realizó la linealidad tanto para el estándar como 
para las muestras donde obtuvo texp(l37,703) >t1abla 
(2,093) para el estándar y !exp (137,703) >t1abla 
(2,093) para la muestra con lo que demuestra que 
existe correlación lineal significativa entre "x" e 
"y", así mismo obtuvo un RSD de 1,59% para el 
estándar y 1,40% para la muestra esto para los 
factores respuesta siendo el valor máximo 
permisible 5%, en la evaluación de la varianza de la 
pendiente "b" obtuvo texp (73,681) >tiabla (2,093) 
para el estándar y un texp (63,291) >t1abla (2,093) para 
la muestra, además los límites de confianza para la 
pendiente "b" son significativamente mayores que 
cero, con lo cual confirma estadísticamente la 
linealidad del sistema. 

En la Tabla 01 se evidencia los resultados del 
porcentaje de recuperación en función de la 
cantidad agregada de diclofenaco ácido libre para la 
determinación de la exactitud del método, 
obteniéndose un promedio de recuperación de 
100,219%, el cual se encuentra dentro de los límites 
establecidos (98% - 102%) propuestos por la Food 
and DrugAdministration (FDA)7 además se obtuvo 
un coeficiente de variación de 0,475% siendo el 
valor máximo aceptado 2%. Pero para demostrar 
que no existe diferencia entre la cantidad 
recuperada y el 100% se aplicó el test estadístico t­ 
student, donde debe cumplirse: el valor de lexp<Ítabla, 
para n-I grados de libertad y una probabilidad de 
cometer error de 95% (a= 0,05), obteniéndose lexp 
(1,384) <tiabla (2,306) para 8 grados de libertad y 
con (a= 0,05) probabilidad de cometer error, y un 
nivel de significancia de 95%, con Jo cual se 
corrobora que el método es exacto y que no existe 

diferencia significativa entre el porcentaje de 
recuperación hallado y el 100%. Lo cual también 
podemos evidenciar en el trabajo de Flores,8 en el 
cual concluye que su técnica es exacta y que no 
existe diferencia entre el valor medio hallado y el 
valor agregado (100%), obteniendo una 
recuperación media de 99 ,85% y tras la aplicación 
de un test de t - student obtuvo para lexp (1,72) <tiabla 
(2,15), con un 95% de significancia y una 
probabilidad de cometer error de (a=0,05) para n-I 
grados de libertad. 

Así como también Prado," validó un método para la 
cuantificación de dexametasona y ciprofloxacino en 
una suspensión oftálmica por HPLC, en donde 
determinó que el porcentaje de recuperación para 
ciprofloxacino es de 100,53% y para la 
dexametasona es 100,27%, los cuales se encuentran 
dentro de los límites establecidos; además obtuvo 
un lexp (1 ,555) <tiabla (2,776) para dexametasona y 
un lexp (1,773) <tiabla (2,776) para el ciprofloxacino, 
concluyendo que la cantidad agregada de analito y 
la cantidad recuperada no son estadísticamente 
diferentes; por la tanto la exactitud es correcta. 

Pero como para la determinación de la exactitud se 
trabajó con tres niveles concentración (80%; 100% 
y 120%), en la tabla 02 se observa la aplicación del 
test de igualdad de varianzas ( test estadístico de 
Cochran), para determinar si el factor concentración 
tiene alguna influencia en los resultados, donde 
debe cumplirse Gexp<Giabla, para "k" grupos; "n" 
número de determinaciones por grupo y una 
probabilidad de cometer error de 95% (a=0,05), 
obteniéndose Jo siguiente Gexp (0,734) <G1abla 
(0,798), lo cual significa que las varianzas entre las 
tres concentraciones son equivalentes, es decir el 
factor concentración no influye en los resultados. 
Este resultado es refrendado por Velandia, ro en su 
trabajo de validación del método analítico para 
cuantificación de bacitracina, donde obtiene el 
valor de Gexp = 0,682 para bacitracina zinc y Gexp = 
0,790 para bacitracinametilendisalicilato, los cuales 
son inferiores al G,abla = 0,871 (para tres grupos con 
dos determinaciones y a=0,05%), concluyendo que 
no existe diferencia significativa entre las 
varianzas, por lo tanto se puede afirmar que nuestro 
método es exacto en base a los resultados obtenidos 
y corroborado frente a los investigadores 
mencionados. 

En las Tablas 03 y 04, se aprecian los resultados 
para la determinación de la precisión del método. 
En la Tabla 03, se evidencia que el método tiene 
una buena repetibilidad, debido a que se obtuvo un 
promedio de recuperación de 100,441 % 
(equivalente a 9,04mg/5ml), y un coeficiente de 
variación de 0,235%, siendo el valor máximo 
aceptado 2%, adicionalmente se estableció limites 
inferiores y superiores a partir de la recuperación 



promedio y el valor de t,abla (2,571), siendo los 
limites 98,957% y 101,925% respectivamente. Por 
lo tanto el método analítico es repetible. 

En la Tabla 04, se observa los resultados de la 
precisron intermedia del método, donde se 
evidencia que el método es preciso, debido a que se 
obtuvieron los siguientes promedios de 
recuperacion; 100,526% y 100,441% y un 
coeficiente de variación de 0,247%, siendo el valor 
máximo aceptado 2%. Por lo tanto podemos afirmar 
que el sistema es preciso por tener buena 
repetibilidad y que la técnica es precisa por ser 
reproducible frente al ensayo con dos analistas en 
diferentes días. Estos resultados son refrendados 
por Morales, 1 1  quien en su estudio determinó la 
precisión del sistema obteniendo una desviación 
estándar relativa de 0,58%, siendo el valor máximo 
3,9%, demostrando la repetibilidad de los 
resultados; así como también determinó la precisión 
del método, obteniendo una desviación estándar 
relativa de 0,88% siendo el valor máximo 5,5% 
demostrando así la reproducibilidad de los 
resultados. Flores,8 en su trabajo de investigación 
reportó una desviación estándar relativa de O, 778% 
para el ensayo de repetibilidad con un criterio de 
aceptación no mayor al 2%, y una desviación 
estándar relativa de 0,622% para la 
reproducibilidad con un criterio de aceptación no 
mayor al 4% demostrando así que el método es 
reproducible y repetible. Así mismo Medina y 
Berrocal, 12 determinaron los valores de desviación 
estándar relativa de 0,17% para repetibilidad y 
0,16% para la precisión intermedia, demostrando 
así la precisión del método analítico. 

En la Tabla 05, podemos ver los resultados que se 
presentan al variar el flujo al 50% (0,6 ml/min) del 
valor de las condiciones cromatográficas normales 
para determinar la robustez del método, 
obteniéndose un coeficiente de variación de 
0,239%, siendo el valor máximo permitido 2%, con 
lo cual se determinó que nuestro método es robusto 
frente a variaciones deliberadas como el flujo. Pero 
también se observó que cuando el flujo se 
disminuye a la mitad, el tiempo de retención se 
duplica, ya que al disminuir el flujo de la fase 
móvil, el analito es retenido con mayor facilidad 
dentro de la columna, debido a que se disminuye el 
paso de la fase móvil por el sistema y por 
consiguiente aumenta la interacción entre el analito 
y la capa de sílice que recubre la columna, 
aumentando así el tiempo de elución del analito.13 

V elastegui, 14 en su investigación donde valida el 
método analítico para la valoración de amoxicilina 
en polvo para suspensión oral, prueba la robustez 
del método aumentando el flujo en un 10% 
obteniendo una desviación estándar relativa del 
1,5%, estableciendo como valor máximo permitido 

3,69%. La Asociación Española de Farmacéuticos 
de la Industria (AEFI),5 menciona que la 
Intemational ConferenceonHarmonization (ICH) y 
la Farmacopea de los Estados Unidos (USP) 
definen la robustez junto con los parámetros de 
validación de un método analítico, aunque este 
parámetro no es considerado todavía un requisito 
necesario, sino que surgió con el fin de resolver los 
problemas que se plantean en la transferencia de 
métodos analíticos entre laboratorios. 

En la Tabla 06, se muestra los resultados de la 
selectividad del método en el cual se compara los 
tiempos de retención para el estándar, la muestra, el 
placebo y los excipientes de la formulación, donde 
podemos evidenciar que el estándar tiene un tiempo 
de elución de 10,299 min y la muestra tiene un 
tiempo de elución de 10,576 min (figuras 02 y 04); 
pero para el caso del placebo y los excipientes no 
muestran señales en este tiempo de retención, 
cumpliendo el criterio de aceptación que menciona 
que ninguno de los excipientes debe eluir en el 
mismo tiempo de retención del estándar. Pero si 
observamos las figuras 03 y 04, de las corridas 
cromatográficas del placebo y la muestra se 
observan picos cromatográficos que tienen tiempos 
de elución en el rango de 1 - 4 minutos, las cuales 
corresponden al acesulfame potásico, esencia de 
tuttifruti, metilparabeno y propilparabeno 
respectivamente (figura 05). Por tanto, podemos 
afirmar que el método es específico porque 
identifica los picos del estándar y el activo en 
tiempos de retención similares y es selectivo porque 
ninguno de los excipientes interfiere con el pico del 
activo. Este resultado puede ser refrendado por 
estudios como el de Medina y Berrocal," donde se 
determina que el método estudiado es selectivo 
porque permite obtener picos cromatograficos de 
naproxeno sódico con tiempos de retención 
similares entre el estándar y la muestra, además el 
análisis cromatográfico del placebo demuestra que 
ninguno de los excipientes interfiere con el pico del 
principio activo. 

Morales/1 en su trabajo de investigación determinó 
que el método analítico estudiado es selectivo, 
porque los excipientes de la formulación no 
interfieren en la determinación del principio activo, 
así mismo muestra tiempos de retenciones similares 
para el estándar y la muestra (6,3 min). 

Basándonos en los análisis estadísticos realizados a 
los diferentes parámetros podemos afirmar que el 
método analítico cumple con los parámetros de 
validación establecidos por la farmacopea vigente 
(USP 35 - NF 30), por ser un método lineal, exacto, 
preciso, selectivo y robusto, con lo cual 
establecemos evidencia documentada que permiten 
asegurar que el método analítico es confiable y se 
encuentra validado. 
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