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Los conceptos de Validación de Métodos Analíticos son indispensables 
para el desempeño profesional del Farmacéutico, independientemente 
del área laboral en la que se desempeñe.

En nuestra experiencia docente de casi veinte años, hemos observado que 
introducir a los estudiantes en los conceptos de Validación de Métodos 
Analíticos no es una tarea fácil, debido a factores múltiples, entre los que 
se encuentran:

a) Una formación estadística lejana en tiempo en cuanto al semestre de 
impartición del módulo correspondiente, y lejana conceptualmente 
por el abordaje no farmacéutico que se le da a los contenidos del 
módulo.

b) La bibliografía existente se ha desarrollado para quienes ya aplican los 
conceptos en su práctica laboral cotidiana, y no para quienes desean 
aprenderlos.

c) Si se revisan de manera conjunta diversas fuentes de información, es 
probable que el alumno se enfrente a discrepancias de concepto o de 
interpretación del mismo, que le generarán dudas si no tiene todavía 
el sustento teórico necesario para contrastar la información y traducir 
el concepto en la aplicación requerida.

Por lo anterior, los autores de este texto consideramos necesario brindar 
al estudiante un texto con el que, en un nivel adecuado de explicación, 
con ejemplos reales e interpretaciones claras de las herramientas 
estadísticas, se aproxime a los conceptos de Validación de Métodos 
Analíticos aplicados en el laboratorio de control de calidad farmacéutico, 
no abordando en este libro los métodos bioanalíticos o los indicadores 
de estabilidad, cuyas particularidades, consideramos, son motivo de 
otro texto y fuentes adicionales que sobrepasan el nivel de comprensión 
deseado en un primer acercamiento a estos tópicos, 

Dr. Vicente Jesús Hernández Abad
Dra. Elizabeth Guadalupe Sánchez González

Autores

Prefacio
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R
esulta innegable, que los farmacéuticos fundamentamos 
nuestro quehacer profesional en la ciencia y su método. Desde 
el inicio de nuestros estudios profesionales, somos conminados 
por los profesores que se hacen cargo de nuestra enseñanza 
para que llevemos a cabo un análisis minucioso de la información 

a nuestro alrededor. Para tratar de resolver los temas de interés en 
nuestra formación, y una vez que hemos realizado ese análisis, se nos 
invita a plantear preguntas que puedan ser resueltas a través de una serie 
de procesos, concatenados o no, que a su vez nos llevan a establecer 
métodos precisos de obtención de la información (experimental o de 
otra índole), que nos permita, una vez concluida la etapa de recolección 
de datos, llegar a una conclusión lo más apegada posible a la realidad 
que nos permiten los resultados generados. La contrastación de esta 
información se hace, inequívocamente, a partir del análisis científico de la 
evidencia (siempre documentada), tratando de relacionarla con un criterio 
de aceptación o con un parámetro establecido a priori con respecto a la 
magnitud o resultado esperado para dicha información.

Con base en lo planteado en el párrafo anterior, no es de extrañar que 
los profesionales que nos dedicamos a la enseñanza de la Validación 
de Métodos Analíticos, y en particular los autores de este libro, estemos 
convencidos de que el concepto de Validación nos acompaña desde 
el inicio de nuestra formación como farmacéuticos, y que es un tema 
inherente a nuestro quehacer cotidiano, independientemente del área 
profesional en la que se desempeñe.

De acuerdo con la publicación técnica del Centro Nacional de Metrología 
CNM-MRD-PT-0301, que se fundamenta en las directrices de la ISO 
8402:1994, un método de medición es una “secuencia lógica de 
operaciones, descrita genéricamente, utilizada en el desarrollo de las 
mediciones”. Una medición es un “conjunto de operaciones que tienen 
por objeto determinar un valor de una magnitud”, y un mensurando es 
una “magnitud particular sujeta a medición”. 

Derivado de la regulación estadounidense, en la guía Q2 de la International 
Conference on Harmonization (ICH), un procedimiento analíticoi (Método 
Analítico) se refiere a la forma de llevar a cabo el análisis. Deben describirse 

1.1 ¿Qué es un Método Analítico?

i Traducción libre del texto original: “Validation means confirmation by examination and 
provision of objective evidence that the particular requirements for a specific intended use 
can be consistently fulfilled”.
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con detalle los pasos necesarios para realizar cada ensayo analítico. Esto 
puede incluir, pero no está limitado a: la muestra, el estándar de referencia 
y la preparación de los reactivos, el uso de aparatos, la generación de la 
curva de calibración, el uso de fórmulas para el cálculo, etc2. 

Una muestra analítica se compone de dos elementos principales: el 
analito (o la sustancia de interés en la medición, el mensurando) y la 
matriz (los componentes que forman parte de la muestra, los cuales 
no se requiere determinar o cuantificar, pero que sí afectan al Método 
Analítico en los procesos de separación necesarios previos al análisis del 
analito). La medición de una determinada magnitud en una muestra de 
interés farmacéutico, tiene que ver con la necesidad de demostrar que, en 
dicha muestra, se cumple efectivamente con alguna de las propiedades 
o características del producto, con lo que se satisfarán los criterios de 
calidad del mismo. La determinación cuali o cuantitativa del analito, 
permitirá obtener un resultado que, a su vez, será fundamento de una 
decisión con respecto a la aceptación (o no) de la calidad del producto 
que se analiza, por lo que debe ser lo más confiable posible (Figura 1.1).

Insumos:

Muestra 

Protocolo

Métodos de medición:

Secuencia de operaciones
Desarrollo del análisis

Obtención de datos
Resultados

Desición con
respecto a la

calidad del producto
ACEPTAR/
RECHAZAR

Figura 1.1 Proceso de decisión con respecto a la calidad 
de un producto, derivada del análisis de la muestra.

En el ámbito farmacéutico, las muestras de interés analítico que podemos 
encontrar se enlistan de manera no limitativa a continuación3:

● Fármacos o excipientes a granel.

● Medicamentos en proceso o a granel.

● Productos farmacéuticos terminados.

● Muestras de líquido de limpieza de instalaciones o equipos.

1.2 Validación de métodos analíticos: 
un concepto
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● Aguas residuales de los procesos farmacéuticos.

● Fluidos biológicos.

Es muy claro que, independientemente de su naturaleza, el analista 
farmacéutico debe tener certeza de al menos tres aspectos fundamentales 
en la determinación de la presencia, de la cantidad de un fármaco o 
cualquier analito de interés farmacéutico en la muestra, o de ambas:

● Aspecto fundamental 1: Debe tenerse certeza de que se mide lo que 
se quiere medir en realidad.

● Aspecto fundamental 2: Debe tenerse certeza, de que lo que se mide, 
se mide en la cantidad correcta.

● Aspecto fundamental 3: Debe tenerse certeza, de que cada vez que 
se utilice la misma metodología para medir la presencia, la cantidad 
de un analito en una muestra, o ambas, se obtendrán resultados 
consistentes.

A partir de lo anterior, resulta entonces indispensable el contar con alguna 
herramienta (o, mejor dicho, una serie de herramientas) que permitan 
al analista tener certeza de los aspectos fundamentales enumerados. 
Esta herramienta, o serie de herramientas, es la Validación de Métodos 
Analíticos. Para desarrollar un concepto académico y asimilable del 
término Validación de Métodos Analíticos, es necesario partir de algunas 
definiciones, mismas que se transcriben a continuación:

La Real Academia de la Lengua Española, en su diccionario vigente, 
define el término validar como: “Dar fuerza o firmeza a algo, hacerlo 
válido”, toda vez que dicho término proviene del verbo latino validare, que 
es equivalente a “fortificar”4.

De acuerdo con la publicación técnica del Centro Nacional de Metrología 
CNM-MRD-PT-0301, la Validación es la “confirmación mediante examen 
y suministro de evidencia objetiva de que se cumplen los requisitos 
particulares para un uso específico previsto”. 

En lo referente a la regulación internacional (CFR 21 parte 820)5, la 
Validación es la confirmación a través de la provisión y examen de la 
evidencia objetiva de que los requerimientos particulares para un uso 
específico que se intenta pueden ser cubiertos en su totalidadii. 

ii Traducción libre del texto original: “Validation of an analytical procedure is the process by 
which it is stablished, by laboratory studies, that the performance characteristics of the 
procedure meet the requirements for the intented analytical applications”.
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En el ámbito de las Ciencias Farmacéuticas, y con apego a la normatividad 
nacional, la Norma Oficial Mexicana 0596, se denomina Validación “a la 
evidencia documental generada a través de la recopilación y evaluación 
de los datos obtenidos en la calificación y de las pruebas específicas, 
basadas en conocimiento del proceso, sistema o método, para demostrar 
funcionalidad, consistencia y Robustez”. En la Farmacopea de los Estados 
Unidos Mexicanos (FEUM), la Validación de un Método Analítico se define 
como “el proceso que establece, mediante estudios de laboratorio; que 
las características de desempeño del método, satisfacen los requisitos 
para su aplicación analítica”7. En la United States Pharmacopea (USP), la 
Validación de Métodos Analíticos se define como “”el proceso mediante 
el cual se establece, por estudios de laboratorio, que las características 
de desempeño del procedimiento cumplen los requerimientos para la 
aplicación analítica que se intenta”iii 8. 

A partir de las definiciones anteriores, puede establecerse un concepto de 
Validación de Métodos Analíticos, definiéndola como: la demostración, 
mediante la recopilación, análisis y evaluación objetiva de la evidencia 
obtenida a partir de pruebas de desempeño específicas, de que un 
procedimiento o Método Analítico puede ser utilizado o aplicado en el 
análisis de un analito dentro de una determinada muestra. Como podrá 
notarse, en este concepto cobra especial interés la recopilación, análisis 
y evaluación de evidencia. Dicha evidencia, es resultado de una serie de 
procesos experimentales y estadísticos bien definidos en cuanto a su 
metodología, resultados y contrastación. La definición de los alcances de 
dichos procesos y su análisis, es establecida desde la etapa de planeación 
de la Validación de Métodos Analíticos. Un aspecto que no forma parte 
de la definición, pero si es de gran relevancia en el concepto mismo de 
Validación, es que esta es un elemento toral en la calidad de los datos 
que llevan, como ya se mencionó anteriormente, a una buena toma de 
decisiones (Figura 1.2).

  

ii Traducción libre del texto original: “Validation of an analytical procedure is the process by 
which it is stablished, by laboratory studies, that the performance characteristics of the 
procedure meet the requirements for the intented analytical applications”.
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Figura 1.2 Componentes de la calidad de datos en 
los métodos analíticos7.

La Validación, en términos generales, es una función crítica dentro 
de las operaciones llevadas a cabo durante el desarrollo, producción 
y determinación de la calidad o desempeño de los fármacos y 
medicamentos. La Norma Oficial Mexicana 0596, reglamenta diferentes 
tipos de Validación, dentro de los que se encuentran:

● Validación de Sistemas Computacionales que Impactan la Calidad del 
Producto.

● Validación de Sistemas Críticos.

● Validación de Procedimientos o Métodos de Limpieza.

● Validación de Procesos de Producción y Acondicionamiento.

● Validación de Métodos Analíticos.

1.3 Contexto de la validación de 
métodos analíticos en las 
operaciones farmacéuticas
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La Validación de Métodos Analíticos no puede separarse del contexto de 
los diferentes tipos de Validación indispensables en el Sistema de Gestión 
de la Calidad del establecimiento donde se producen los medicamentos 
o fármacos, ya que se documenta, de acuerdo con la NOM 0596, desde 
el Plan Maestro de Validación. Sin embargo, para su estudio particular, 
en el marco de este documento, nos limitaremos específicamente a la 
definición y explicación de este tipo de Validación.

De manera general, la Validación, como función crítica dentro de las 
operaciones farmacéuticas, tiene como finalidad asegurar que la calidad 
del producto se construye de manera paulatina y sostenida, y que no 
solamente se prueba al final de los procesos encaminados a la obtención 
del medicamento9. 

Un método de análisis, como todos los procesos dentro de las operaciones 
farmacéuticas, tiene un ciclo de vida determinado9. Este ciclo de vida 
comprende las etapas definidas en la Figura 1.3.

De acuerdo con la Figura 1.3, y desde el contexto de las operaciones 
en un establecimiento dedicado a la producción de medicamentos, no 
puede concebirse el uso de un método nuevo o de un método adaptado 
sin que se lleve a cabo la Validación de Métodos Analíticos. Como tal, 
la Validación de Métodos Analíticos “se diseña”, en el entendido de que 
con un Método Analítico se desea obtener un resultado– como puede 
ser la comprobación de la presencia de un fármaco, la existencia de una 
impureza, la cantidad en la que está presente, o todas a la vez, dentro de 
una muestra– que permitirá al usuario del método (de manera directa el 
analista o, indirectamente, el responsable del área de aseguramiento de 
la calidad) tomar una decisión con respecto a la aprobación o rechazo del 
producto de una etapa de un proceso (o del resultado final de una serie 
de procesos consecutivos). Lo mínimo que se espera de esta decisión, 
naturalmente, es que sea correcta, con base tanto en la experiencia 
de quien la toma, como en la certeza técnica de que el método sirve 
para el objetivo para el que fue diseñado y es aplicado, a la luz de las 
especificaciones para el producto en análisis. La certeza técnica de los 
resultados del análisis depende, al menos, del aseguramiento de tres 
factores fundamentales, a saber10:

a. La calificación de los instrumentos analíticos empleados para la 
medición, que se fundamenta en la evidencia documentada de que 
un instrumento opera de manera adecuada y que se ha calibrado y 
mantenido de manera correcta.

1.3.1 ¿Por qué validar los Métodos Analíticos?
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b. Las pruebas de Adecuabilidad del Sistema analítico, que son 
requeridas para demostrar que el Método Analítico propuesto puede 
desempeñarse de manera correcta en el tiempo en el que se realice el 
análisis en el instrumento especificado, y 

c. La Validación de los Métodos Analíticos.

En este sentido, esperamos cumplir con los atributos de calidad de la 
Validación de Métodos Analíticos que hemos definido anteriormente, 
para evitar tomar una decisión incorrecta, derivada de la aplicación de un 
método cuya funcionalidad no se ha demostrado. Dicho de otra manera 
más sencilla, validamos los métodos de análisis porque, de no hacerlo, 
tendríamos una gran incertidumbre con respecto a las decisiones 
tomadas con base en los resultados de un procedimiento analítico cuya 
utilidad o funcionalidad no conocemos, aun cuando los instrumentos 
para el análisis se encuentren calibrados o los equipos calificados en 
cuanto a su correcto desempeño.

Si regresamos al ciclo de vida del Método Analítico expuesto en la Figura 
1.3, nos daremos cuenta de que la Validación de Métodos Analíticos 
parece ser (y, en realidad, es) una condición sin la cual no se podría 
utilizar el método de análisis con la confianza de que sus resultados 
serán correctos. Queda claro que los Métodos Analíticos desarrollados en 
el sitio de aplicación, deben ser validados inequívocamente, porque un 
procedimiento analítico original requerirá, con base en su propio ciclo de 
vida, que se verifique que será útil para el propósito deseado. Partimos 
del hecho simple de que, un procedimiento posterior al desarrollo de un 
Método Analítico será, de manera inequívoca, la Validación del mismo.

1.3.2 ¿Cuándo se debe validar un 
Método Analítico?
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Validación
del Método Analítico

Uso rutinario
del Método Analítico

Cambios
al Método 
Analítico

Adaptación
del Método 

Analítico

Desarrollo
del Método 

Analítico

Figura 1.3 Ciclo de vida del Método Analítico (adaptación 
propia a partir del texto de McPolin10).
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Un caso especial en el tema de la Validación de Métodos Analíticos 
está representado por los análisis que se encuentran descritos en la 
Farmacopea. Es una realidad, que muchos profesionales de las Ciencias 
Farmacéuticas mencionan que, tanto en la NOM 0596 como en la FEUM7 
y en la USP8, se establece que los Métodos Analíticos descritos en la 
Farmacopea no requieren ser validados, por lo que se genera confusión 
en el estudiante que se enfrenta por primera vez a la comprensión de 
este tema. La aseveración mencionada es correcta, toda vez que se deja 
de lado la continuación de la oración establecida en la Introducción del 
Apéndice III de la FEUM7, que a la letra dice: “Los Métodos Analíticos 
de la FEUM7 no requieren ser validados, sino únicamente verificar su 
aplicabilidad al producto, bajo las condiciones de operación del laboratorio 
y en función del propósito analítico deseado”6. En este orden de ideas, es 
importante establecer el concepto de Verificación del Método Analítico, 
que se refiere a “la confirmación mediante la aportación de evidencia de 
que se han cumplido los requisitos especificados. La confirmación puede 
comprender acciones tales como la realización de ensayos/pruebas y 
demostraciones”. Partiendo de lo anterior, cuando un Método Analítico es 
propuesto a la Comisión Permanente de la Farmacopea de los Estados 
Unidos Mexicanos (CPFEUM), dicha propuesta debe venir acompañada 
de la fundamentación técnica, que incluya la documentación pertinente, 
para que la CPFEUM tome la decisión con respecto a su incorporación 
a la FEUM7 en función de los resultados de la Validación del método 
propuesto; esta decisión, está acompañada de la verificación documental 
de los resultados y puede, adicionalmente, llevarse a cabo un estudio 
de tipo colaborativo entre laboratorios para que, una vez que se evalúan 
los resultados analíticos en diferentes laboratorios, tener certeza de la 
funcionalidad del método. Es decir, un Método Analítico descrito en 
la farmacopea no se valida dentro del laboratorio usuario, toda vez 
que la Validación del mismo ya se realizó por quien lo propuso y la 
CPFEUM avala, a partir de la verificación documental y, si es requerido, 
experimental, que el método puede ser utilizado o aplicado en el 
análisis de una sustancia dentro de una determinada muestra de 
interés farmacéutico. El laboratorio usuario del método sólo verificará, 
experimentalmente, que el Método Analítico es aplicable al producto bajo 
las condiciones de operación en el laboratorio, en función del propósito 
analítico deseado; en cualquier caso, estamos frente a un proceso 
equivalente al de la transferencia de un Método Analítico, y la verificación 
dependerá en su magnitud y extensión de los parámetros de los que se 
quiera tener certeza para la aplicación del método.

Otro concepto importante a considerar es la Transferencia de Métodos 
Analíticos. Esta se refiere a un proceso documentado que permite 
calificar a un laboratorio (el que recibe el método) para utilizar un 
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Método Analítico que se desarrolló en otro laboratorio (laboratorio de 
origen). La idea de ello es mantener el estado validado del método. Esta 
transferencia se puede realizar considerando:

1) Un análisis comparativo utilizando lotes homogéneos de la muestra 
(lo que, más adelante, será revisado como determinación de 
Reproducibilidad),

2) Co-validando el método entre los laboratorios, o

3) Re-validando el método en el laboratorio receptor.

En este caso, se establece de manera clara el protocolo de transferencia 
del método, y los procesos que se deben llevar a cabo para la misma, que 
pueden ir desde una verificación hasta la completa Validación del método.

Para finalizar esta sección, es de suma importancia hacer notar que, cuando 
un método validado sufre un cambio significativo en su procedimiento, 
cuando un método detallado en la farmacopea se aplica para un producto 
diferente para aquel para el que fue diseñado (por ejemplo, aplicar un 
método para la valoración del principio activo como materia prima para 
valorar dicho activo en tabletas), o cuando la composición del producto al 
que se aplica el método de análisis cambia significativamente, se requiere 
evaluar y, muy seguramente, decidir sobre validar el método de nueva 
cuenta7, 11-12.

En este apartado, nos referiremos únicamente a los Métodos Analíticos de 
rutina en el laboratorio, definidos en la USP como métodos compendiales8, 
sin considerar a los Métodos Analíticos que tienen como fin determinar la 
cantidad de un analito en un fluido biológico y que son utilizados para 
estudios de farmacocinética o biodisponibilidad, ni a aquellos métodos 
cuyo objetivo es ser indicativos de la estabilidad de un medicamento, toda 
vez que la discusión de la Validación de ese tipo de métodos sobrepasa 
los alcances de este libro.

En la FEUM, se establece una clasificación de los Métodos Analíticos para 
fines de Validación, en la que estos se dividen en cuatro categorías7:

● Categoría I. Aquellos que se emplean para cuantificar a un componente 
específico en muestras de producto terminado o en pruebas de 

1.3.3 ¿Qué pruebas deben llevarse a cabo 
para la Validación de Métodos Analíticos?
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estabilidad, ya sea en fármacos, aditivos o preparados farmacéuticos, u 
otros analitos de interés (conservadores, solventes, etc.).

● Categoría II. Métodos Analíticos para la determinación de impurezas 
(productos de degradación, sustancias relacionadas, isómeros ópticos, 
etc.). Se puede considerar dentro de estos las determinaciones 
cuantitativas o las pruebas límite de impurezas. No se incluye en esta 
categoría a los métodos en los que se determina la pureza.

● Categoría III. Son aquellos con los que, mediante la determinación de 
un analito en una muestra, se evalúa una característica de desempeño 
de un preparado farmacéutico (liberación o disolución del activo a 
partir de una determinada formulación, por ejemplo).

● Categoría IV. Pruebas de identificación de un analito en muestras 
de fármacos, aditivos o preparados farmacéuticos, cuyo propósito 
es únicamente el de establecer la presencia de dicho analito en la 
muestra.

Por otra parte, en la Guía Q2 de la ICH2, los Métodos Analíticos son 
clasificados de la siguiente manera:

1. Ensayos de identidad, que se utilizan, como su nombre lo indica, 
para asegurar la identidad de un analito en la muestra. Esto se logra 
normalmente comparando alguna propiedad del analito con la de un 
estándar.

2. Pruebas para impurezas, que pueden ser de tipo cuantitativo o 
cualitativo: Se busca con este tipo de métodos reflejar con Exactitud 
las características de pureza de la muestra. 

3. Métodos para valoración, con los cuales se busca medir la cantidad 
de analito presente en una determinada muestra. Puede incluirse en 
esta categoría la determinación de la cantidad disuelta.

Independientemente de la fuente de clasificación de los métodos, resulta 
indispensable hacer notar que para comprobar la funcionalidad del 
Método Analítico (es decir, para su Validación), debemos conocer de inicio 
el objetivo del mismo, porque no se va a requerir demostrar las mismas 
propiedades para un método cuyo propósito es establecer si un analito 
está presente o no en la muestra, que para aquel método en donde es 
necesario conocer la cantidad del analito presente en el producto, o para 
aquel procedimiento en donde se buscará conocer el perfil de impurezas 
de un medicamento. Por lo anterior, dependiendo del objetivo del método 
de análisis, se elegirán las características de desempeño analítico a 
demostrar durante la Validación del mismo13-14. 
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Para iniciar con la explicación del proceso de selección (racional) de las 
características de desempeño analítico que deberán demostrarse durante 
la Validación de un método, y a manera de resumen, a continuación se 
enlistarán definiciones (propias) de aquellas que podrían ser evaluadas, 
en estricto orden alfabético.

Especificidad: Es la capacidad del Método Analítico para asegurar la 
presencia del analito en la muestra de manera inequívoca, aun cuando 
existan otros componentes (productos de degradación, intermedios de 
reacción, componentes de la matriz, entre otros) que se espera estén 
presentes en la muestra. 

Exactitud: Es el grado de concordancia que existe entre los resultados 
obtenidos del análisis y el valor aceptado como real o de referencia. Se 
menciona que el término de Exactitud se refiere a la veracidad de la 
medición.

Intervalo: Se refiere al rango de concentraciones del Método Analítico 
(desde la más baja hasta la más alta), para el que se ha demostrado que 
los resultados analíticos presentan un nivel aceptable de Linealidad, 
precisión y Exactitud.

Límite de Cuantificación: Es la cantidad mínima del analito que puede ser 
determinada con Exactitud y precisión aceptables dentro de una muestra 
analítica, bajo las condiciones de aplicación del método.

Límite de Detección: Es la cantidad mínima del analito en una muestra 
que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las 
condiciones de aplicación del método.

Linealidad: Es la capacidad del sistema o método, para brindar resultados 
analíticos que son proporcionales a la concentración del analito en la 
muestra.

Precisión: Esta definición presenta un especial interés, porque existe una 
diferencia importante en su concepto entre la FEUM y la guía Q2 de ICH. 
De manera general, la precisión denota el grado de dispersión entre los 
resultados de la cuantificación del analito en múltiples muestreos de la 
misma muestra homogénea. Dicho de otra forma, es el grado en que los 
resultados del análisis múltiple de una muestra homogénea concuerdan 
entre sí. Ahora bien, en el caso de la FEUM, se definen dos niveles de 
precisión (repetibilidad y Reproducibilidad), y se maneja por separado un 
término denominado Tolerancia, mientras que para la guía Q2 se define 
tres niveles (repetibilidad, Precisión Intermedia y Reproducibilidad).



Capítulo 1 Validación de Métodos Analíticos. Algunas precisiones necesarias

33

Introducción a la validación de Métodos Analíticos
para el laboratorio farmacéutico de control de calidad

32

En el caso de la repetibilidad, la definición involucra el grado de dispersión 
que se obtiene de los resultados de la cuantificación del analito en 
múltiples muestreos de la misma muestra homogénea, cuando el análisis 
se realiza bajo las mismas condiciones analíticas (analista, día, equipo, 
tiempo), es decir, dentro de una misma “corrida” analítica.

En el caso de la Precisión Intermedia, se establece en la guía Q2 que es el 
grado de dispersión que se obtiene de los resultados de la cuantificación 
del analito en múltiples muestreos de la misma muestra homogénea, 
cuando el análisis se realiza variando algunas condiciones del método 
(analistas, días, equipos), dentro del mismo laboratorio. Esta definición, es 
equivalente a la que se establece en la FEUM bajo la denominación de 
Reproducibilidad; sin embargo, en la guía Q2, la Reproducibilidad se define 
en términos del grado de dispersión que se obtiene de los resultados de 
la cuantificación del analito en múltiples muestreos de la misma muestra 
homogénea, cuando se varían los laboratorios donde se realiza el análisis, 
es decir, en estudios de tipo colaborativo para el caso de una transferencia 
o verificación del método.

Robustez: Es la capacidad del Método Analítico de mantener su 
desempeño, en lo concerniente a los resultados que de éste se obtienen, 
al aplicar variaciones pequeñas, pero deliberadas, en las condiciones 
normales de operación del mismo (a manera de ejemplo, variaciones 
pequeñas de pH en las soluciones amortiguadoras, en las velocidades de 
flujo de la fase móvil, en las condiciones de almacenamiento de muestras, 
entre otras). Resulta sumamente relevante el mencionar que este término 
se confunde de manera común con el de Tolerancia.

Tolerancia: Es la habilidad para reproducir el Método Analítico en 
diferentes laboratorios o bajo circunstancias diferentes sin que ocurran 
diferencias inesperadas entre los resultados obtenidos.

Una vez que se han definido las diferentes características de desempeño 
que podrían determinarse durante la Validación de un Método Analítico, 
resulta importante definir un criterio para la selección de las mismas 
durante el proceso de planeación de la serie de experimentos o pruebas 
que serán conducidas para demostrar de manera inequívoca que el 
método sirve para el propósito con el que fue desarrollado. Empezaremos 
mencionando que, tanto en la FEUM como en la guía Q2, se establecen 
con claridad las características de desempeño analítico recomendadas 
para la Validación de un Método Analítico de acuerdo con su categoría. 
Para la FEUM, las características recomendadas para la Validación de un 
Método Analítico son las que en este trabajo se presentan en la Tabla 1.1. 
Cabe aclarar que estas características son virtualmente las mismas que se 
requieren para la USP8, 14.
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En la Tabla 1.2, se presentan las características de desempeño analítico 
recomendadas por la guía Q2 de la ICH para la Validación de un Método 
Analítico.

El análisis de las tablas 1.1 y 1.2 nos permite establecer una serie tanto de 
coincidencias como de puntos divergentes (no de fondo en estos últimos) 
entre la regulación establecida en la farmacopea y la guía internacional 
homologada. La primera convergencia es la relevancia de la determinación 
de Especificidad o selectividad del método, independientemente de su 
aplicación. La segunda, radica en la necesidad de asegurar, con una serie 
de determinaciones de características de desempeño, que los métodos 
en los que se involucra la cuantificación de algún analito permitirán 
hacerlo con un elevado grado de certeza en las determinaciones. La 
tercera y última convergencia visible, es la necesidad de contar con 
Métodos Analíticos confiables en todas las ocasiones en las que se lleve a 
cabo su utilización para la toma de decisiones.

De las principales divergencias que pueden observarse, resulta la más 
notoria que la FEUM incorpore la determinación de la verificación de los 
parámetros relacionados con el sistema analítico dentro del cuadro de 
características de desempeño, mientras que tanto en la USP como en la 
guía Q2 se sobreentiende que dichos parámetros ya han sido verificados 
de manera previa al inicio de la Validación del método. De cualquier 
manera, en los siguientes Capítulos se retomará de manera explícita la 
determinación de la verificación de parámetros de funcionamiento del 
sistema analítico. Otra divergencia, es el que la guía Q2 no haga explícita 
la determinación de los parámetros de Robustez y Tolerancia del método; 
en este caso, en la mencionada guía se explica que mucha de esta 
información se obtiene de manera natural durante la etapa de desarrollo 
del método mismo2.

A manera de conclusión de este tema, la selección de las características de 
desempeño analítico del método a validar, dependerá primordialmente 
del objetivo del método mismo15-16. En los métodos de rutina, esta 
selección puede ya estar indicada en una guía o, como en el caso de 
México, en un documento normativo, como lo es la FEUM. El alcance de la 
determinación de cada parámetro, su análisis y conclusión con respecto 
al cumplimiento del mismo al aplicar el método, se analizarán de manera 
detallada en diferentes apartados de este libro.
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Tabla 1.1 Características de desempeño analítico recomendadas 
para validar un método de acuerdo con la FEUM6.

Característica de 
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Verificación del Sistema * * * * -

Precisión del Sistema √ √ * * -

Linealidad del Sistema √ √ * * -

Especificidad/Selectividad √ √ √ * √

Exactitud del Método √ √ * * -

Linealidad del Método √ √ * * -

Precisión del Método √ √ - √ -

Límite de Detección - - √ * -

Límite de Cuantificación - √ - * -

Tolerancia * * * * *

Robustez * * * * *

* Puede ser necesario dependiendo de la naturaleza del método.

- La determinación de dicha característica de desempeño no es recomendada.
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Tabla 1.2 Características de desempeño analítico recomendadas 
para validar un método de acuerdo con la guía Q2 de ICH2.

Característica de 

desempeño
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Especificidad/Selectividad √ √ √ √

Exactitud del Método - √ - √

Linealidad del Método - √ - √

Intervalo - √ - √

Precisión del Método

Repetibilidad

Precisión Intermedia

- √

√ (1)

- √

√

Límite de Detección - - (2) √ -

Límite de Cuantificación - √ - -

1 Si se determina Reproducibilidad, no es necesario verificar Precisión Intermedia.

2 Puede requerirse en ocasiones.

- La determinación de dicha característica de desempeño no es recomendada.



Capítulo 1 Validación de Métodos Analíticos. Algunas precisiones necesarias

37

Introducción a la validación de Métodos Analíticos
para el laboratorio farmacéutico de control de calidad

36

•	 Un Método Analítico es una serie de operaciones encaminadas 
a determinar la presencia, la cantidad (o ambas) de un analito en 
una muestra. Su finalidad será la de obtener un resultado, cuya 
interpretación servirá para la toma de decisiones con respecto a la 
calidad de un producto o proceso.

•	 La Validación de Métodos Analíticos puede definirse como la 
demostración, mediante la recopilación, análisis y evaluación 
objetiva de la evidencia obtenida a partir de pruebas específicas, 
de que un procedimiento o Método Analítico puede ser utilizado 
o aplicado en el análisis de un analito dentro de una determinada 
muestra.

•	 La Validación de Métodos Analíticos, junto con la calificación de 
equipos analíticos y las pruebas de Adecuabilidad del Sistema 
analítico, permite tener certeza técnica con respecto a los resultados 
obtenidos con un Método Analítico.

•	 Un procedimiento posterior al desarrollo de un Método Analítico 
será, de manera inequívoca, la Validación del mismo.

•	 Para validar un método, se requiere demostrar que este cumple con 
una determinada serie de características de desempeño analítico. La 
selección de las características de desempeño analítico a demostrar, 
dependerá primordialmente del objetivo del método mismo.

1.4 Resumen del Capítulo 1
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C
omo se mencionó en el Capítulo 1, la Validación de Métodos 
Analíticos forma parte de los requerimientos básicos para 
asegurar la certeza técnica con respecto a los resultados que 
se obtendrán del mismo método una vez que este sea aplicado 
al análisis de muestras. Antes de proceder a la Validación del 

método, se requiere cumplir con dos requisitos que permitirán asegurar 
la calidad de los datos que se obtengan durante la comprobación de 
las características de desempeño analítico del método a validar, estos 
requisitos son:

● La calificación de equipos o instrumentos, y

● La demostración de la Adecuabilidad del Sistema analítico.

Ambos requisitos, serán desarrollados en este Capítulo de una manera 
sucinta, de tal manera que permitan al lector comprender su relevancia 
para la Validación del Método Analítico y, en Capítulos posteriores, la 
forma de planearlos y documentarlos en el contexto tanto del protocolo 
como del reporte de la Validación del Método Analítico.

Como ya se había establecido en el Capítulo anterior, un Método Analítico 
tiene como finalidad el obtener una medición, que es un “conjunto de 
operaciones que tienen por objeto determinar un valor de una magnitud”1. 
Como tal, una medición nos señala una propiedad de algo, en el caso de 
los métodos de análisis, podría ser la concentración del analito en una 
muestra, o tal vez la determinación de la presencia y cantidad de una 
impureza en otra muestra, dando en cualquier caso una magnitud a la 
propiedad que se mide. En nuestro país, los instrumentos para medir 
se definen como “los medios técnicos con los cuales se efectúan las 
mediciones y que comprenden las medidas materializadas y los aparatos 
medidores”2. Toda medición, se realiza utilizando un instrumento, con 
lo que se obtiene un resultado que consta de dos partes: un número y 
una unidad de medida3. Cabe aclarar, que una medición siempre es 
realizada en un instrumento y tiene que ser relacionada con una medida 
normalizada, por lo que la simple comparación de dos unidades del mismo 
producto, o el resultado de una prueba donde se tiene como respuesta 
el si un producto “pasa o no pasa” (es decir, una respuesta categórica), 

2.1 Calificación de equipos o instrumentos

2.1.1 Conocimiento de la incertidumbre 
de las mediciones
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no es una medición3-4. Aquellos equipos en los que no se cumplan las 
condiciones de ser utilizados para efectuar mediciones y de usar medidas 
normalizadas, se clasificarán, para fines de este trabajo, como equipos 
analíticos.

Toda medición que se realiza está sujeta a un determinado grado de 
incertidumbre, y esta medición solamente puede considerarse como 
válida si es que viene acompañada del conocimiento del grado de 
incertidumbre de la misma. En términos analíticos, la incertidumbre de 
una medición puede definirse como “un parámetro asociado con el 
resultado de una medición, que caracteriza la dispersión de los valores 
que podrían ser razonablemente atribuidos al mensurando”4-5. Esta 
definición es de gran relevancia ya que la palabra incertidumbre, en el 
léxico común, implica duda; en el caso de los Métodos Analíticos, por el 
contrario, la incertidumbre de la medición no implica duda alguna con 
respecto a la validez de la medición; por el contrario, el conocimiento 
de la incertidumbre de la medición implica el incremento del grado de 
confianza de la validez del resultado analítico obtenido, toda vez que 
se refiere a la dispersión o variedad de valores del resultado analítico 
que son posibles de obtener (de manera razonable) en un proceso de 
medición determinado. Si bien este libro no tiene la finalidad de abundar 
en el tema de la incertidumbre, y dicho tema podría estar desarrollado de 
mejor manera en algunas de las fuentes bibliográficas consultadas para el 
desarrollo de este Capítulo5-8, sí es importante mencionar, de manera muy 
general y breve, la lógica de la determinación de la incertidumbre.

● En la práctica, la incertidumbre de la medición puede provenir de 
diferentes fuentes, incluyendo la forma de muestreo, el almacenamiento 
de la muestra, los efectos de la matriz, las condiciones ambientales 
del método, las incertidumbres de equipos, materiales, sustancias de 
referencia, purezas de los reactivos, aproximaciones en los cálculos y, 
por supuesto, variaciones aleatorias de los resultados. Por ejemplo, en 
un método en el que se desea conocer el contenido de un fármaco en 
una muestra, se pesa una cantidad de la muestra, se disuelve en un 
disolvente apropiado, se toma una alícuota y se mide la absorbancia 
de la muestra en el espectrofotómetro UV o visible, comparando 
posteriormente con un estándar de pureza conocida, como se muestra 
en el diagrama de la figura 2.1.
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Pesada de la muestra
Adaptación del 

Método Analítico

Disolución con disolvente
Validación del 

Método Analítico

Toma de alícuota
Uso rutinario del 
Método Analítico

Lectura en el 
espectrofotómetro UV

Comparación 
con un estándar

Figura 2.1 Diagrama de un Método Analítico para 
determinar la pureza de un fármaco en una muestra.
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El mensurando en este caso será la concentración de fármaco (Cf) en la 
muestra, obtenida a partir de la ecuación 2.1:

     Ecuación 2.1

Donde:

Cf = Concentración del fármaco en la muestra.

Cs = Concentración del estándar.

As = Absorbancia del estándar.

Af = Absorbancia de la solución de la muestra.

Ps = Pureza del estándar.

Algunas fuentes de incertidumbre para dicho método, podrían 
esquematizarse en un diagrama de Ishikawa, como el que se muestra en 
la Figura 2.2.

Cs

Ps
 

Muestra

As, Af

Cf

Pesada estándar
Aforo (a)

Calibraciones

Temperatura
   Volumen alícuota

Calibraciones
Calificación
del analista

Repetibilidad
   Volumen

Pesada (W)
Pericia del

Analista

Figura 2.2 Posibles fuentes de incertidumbre para el 
método propuesto en el diagrama de la Figura 2.1.
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● Se puede determinar la contribución a la incertidumbre de cada 
una de las fuentes (x1, x2, …xn) de manera separada. Cada una de 
esas contribuciones obtenidas por separado es un componente de 
la incertidumbre. Se pueden tener los valores de incertidumbre (u) de 
la pureza del estándar u(Ps), de las pesadas u(W), de los aforos u(a), de 
las calibraciones u(c), entre otras. A manera de ejemplo:

● Si se deseara conocer la incertidumbre asociada a la pesada de la 
muestra, esta puede obtenerse a partir de la información que brinda 
su certificado de calibración y fuentes internas de incertidumbre de 
la balanza establecidas por el fabricante de la misma (resolución 
de la escala, Linealidad, repetibilidad y sensibilidad de la balanza). 
La calibración puede reportar una incertidumbre, a manera de 
ejemplo, de 0.01%.

● Si se desea conocer la contribución a la incertidumbre por la pureza 
del estándar, se puede asumir a partir del certificado de análisis del 
proveedor, por ejemplo, si se menciona 99.99 ± 0.01%, la pureza 
será 0.9999 ± 0.0001.

● Una vez conocida la contribución de cada fuente (x1, x2, …xn), la 
incertidumbre total, denominada incertidumbre total combinada de 
la medición (y), que se denota como uc(y), es la raíz cuadrada positiva 
de la varianza total obtenida al combinar todos los componentes 
de la incertidumbre asociados. Esa desviación estándar, indica los 
valores que, de manera razonable, pueden tomar los resultados del 
análisis, si es que las fuentes de variación son independientes entre sí 
(ecuación 2.2):

        Ecuación 2.2

Donde y(x1,x2,…) es una función de varios parámetros o fuentes de 
incertidumbre x1,x2,…), ci es un coeficiente de sensibilidad dependiente de 
la ponderación de cada fuente de incertidumbre. Como puede observarse 
claramente, la incertidumbre total combinada es una desviación estándar, 
un parámetro que denota, como se mencionó en la definición, la 
dispersión de los valores que podrían ser razonablemente atribuidos 
al mensurando. El conocimiento de la incertidumbre de la medición, 
permite conocer entonces los valores que, de manera racional, pueden 
obtenerse como resultado de una medición, y permite tener certeza de la 
calidad de las mediciones.
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Se recomienda al lector abundar en el conocimiento de este tema, 
partiendo tal vez de la revisión y análisis de la bibliografía utilizada en este 
texto5-8.

Es importante distinguir entre los conceptos de incertidumbre y error. 
El error es la diferencia entre un resultado individual de la medición 
y el valor real del mensurando5, 9. En la práctica, un error de medición 
es la diferencia entre el valor obtenido y el valor de referencia; es decir, 
el error es un valor único y, en principio, si se conoce la magnitud del 
error, esta podría aplicarse como una corrección del resultado. Por otro 
lado, la incertidumbre es un intervalo de valores obtenido a partir de una 
serie de determinaciones de una misma muestra aplicando un mismo 
procedimiento analítico, que representan todas las posibles magnitudes 
que ha de tomar la respuesta analítica obtenida para las muestras aplicando 
el método de medición. De manera general, el valor de la incertidumbre 
no puede ser utilizado para corregir el valor de una medición. 

Se puede mencionar, de manera general, que el error consta de dos 
componentes, un componente aleatorio y otro sistemático.

El error aleatorio, proviene comúnmente de variaciones impredecibles 
en las magnitudes que se están determinando, que se traducen en 
variaciones en las observaciones repetidas del mensurando. Este tipo de 
error no puede ser compensado de forma alguna, pero puede reducirse 
conforme se tiene un número mayor de observaciones1, 6.

El error sistemático, por otra parte, se define como un componente del 
error el cual, en el transcurso de una serie de mediciones del mismo 
analito, permanece constante (por ejemplo, la falta de corrección 
contra un blanco para una medición) o varía de una forma predecible 
(por ejemplo, el cambio en el valor de tiempo de retención en un 
cromatograma en función de la variación de la temperatura en un 
laboratorio). El error sistemático es independiente del número de 
mediciones y no es posible, por lo tanto, reducirlo incrementando el 
número de análisis realizados a la muestra. Es importante mencionar, 
que el resultado de una medición debe ser corregido para todos aquellos 
efectos sistemáticos significativos, lo cual se realiza, para los instrumentos 
de medición, ajustándolos o calibrándolos de acuerdo con materiales de 
referencia estandarizados10.

2.1.2 Error en las mediciones
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Para ejemplificar ambos tipos de errores, supongamos que un grupo de 
cuatro alumnos llevó a cabo el análisis del contenido de indometacina en 
tabletas. Los resultados obtenidos por cada alumno después del análisis 
espectrofotométrico repetido (5 veces) de muestras extraídas de las 
tabletas y su transformación a porcentajes de indometacina se enumeran 
en la Tabla 2.1. Por tratarse de un ejemplo, existen los siguientes supuestos:

● Las tabletas contienen 20 mg del principio activo cada una (lo que 
corresponde al 100%).

● Todas y cada una de las tabletas contienen en realidad 20 mg, y ese es 
el único valor que es posible obtener como resultado del análisis..

Tabla 2.1 Resultados analíticos 
obtenidos por cada alumnos en el 

análisis de indometacina en tabletas.
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1 99.6 99.9 100.1 100.4 100.0 100.00

2 99.8 96.2 96.3 103.1 105.4 100.16

3 94.6 95.4 95.2 94.8 95.0 95.00

4 102.2 91.1 95.6 97.2 92.1 95.64
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En la Figura 2.3, se muestra un diagrama de dispersión de los resultados 
obtenidos.
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Figura 2.3 Diagrama de dispersión de los resultados 
obtenidos de análisis de indometacina en tabletas.

Como puede observarse en los resultados, entre el alumno 1 y el alumno 2 
existe una diferencia importante en la dispersión de los resultados, ya que 
los obtenidos por el alumno 1 presentan baja dispersión, y los del alumno 
2, aunque el promedio de sus resultados ronde el 100%, presentan una 
variación importante en las magnitudes medidas, es decir, los resultados 
de las mediciones obtenidas por el alumno 2 presentan un error aleatorio 
importante. Por otra parte, si se comparan los resultados obtenidos por 
el alumno 3 con los del alumno 4, se observa algo muy similar, ya que 
hay una gran dispersión en los resultados del alumno 4, por lo que el 
error aleatorio de los mismos es mayor. Finalmente, al comparar entre 
los resultados del alumno 1 con los del alumno 3, puede observarse que 
los del alumno 1 son más cercanos al valor real (100%), mientras los del 
alumno 3 son consistentemente bajos (con un promedio de 95%), por lo 
que el error sistemático está presente en los resultados obtenidos por el 
alumno 3, no así en los del alumno 1.

Para finalizar este tema, es preciso referirse a que, en muchos textos, 
se menciona un tercer tipo de error, al cual se le denomina como error 
espurio o error grosero. Este error es fácil de reconocer, porque es aquel 
que proviene de forma directa de una reconocida falla humana (mal 
trasvase de una alícuota, tirar una muestra, un mal aforo o transponer 
dígitos en la anotación de una pesada) o de un mal funcionamiento de 
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equipo (fugas en las tuberías de un equipo de cromatografía de líquidos, 
aire atrapado en una celda de flujo continuo para detección UV, mal uso 
de un instrumento). Una vez que se detecta este tipo de error, resulta muy 
claro que los resultados obtenidos son inválidos, y que debe repetirse el 
análisis, porque no hay forma de compensar o corregir los resultados que 
fueron obtenidos de una forma incorrecta1, 10-11.

Los laboratorios de análisis farmacéutico cuentan con una gran cantidad 
de equipos e instrumentos, que son utilizados de manera individual o, 
comúnmente, de manera conjunta, para llevar a cabo los procesos que 
conforman un Método Analítico. La Validación de un Método Analítico 
únicamente puede ser demostrada a través de la aplicación de pruebas 
experimentales de desempeño del método. Para que estas pruebas tengan 
confiabilidad, sus resultados deben provenir de equipos e instrumentos 
que permitan tener una certeza adecuada de su funcionamiento, 
brindando datos analíticos de calidad. 

La calificación de los equipos e instrumentos analíticos es la evidencia 
documentada de que dicho equipo o instrumento se desempeña 
de manera adecuada para su propósito determinado, y de que se 
mantiene y calibra (si fuera el caso) también de forma adecuada. La 
calificación de los instrumentos y equipos analíticos se lleva a cabo, de 
manera tradicional, en cuatro etapas, a saber9-15:

● Calificación de Diseño: Incluye todos los procedimientos previos 
a la instalación del equipo o instrumento. En ella se definen las 
especificaciones operacionales y funcionales del equipo o instrumento 
aunque, en la realidad, con los aparatos comercialmente disponibles 
poco hay que establecer en esta etapa de la calificación. 

● Calificación de la Instalación: Incluye los procedimientos 
relacionados con la instalación del instrumento o equipo en un 
ambiente seleccionado. Se asegura en esta etapa que dicho ambiente 
de trabajo es el adecuado para la correcta operación del aparato. 

● Calificación de la Operación: En esta etapa se demuestra que el 
instrumento o equipo funcionará de acuerdo con sus especificaciones 
operacionales en el ambiente seleccionado. La calificación de 
operación se lleva a cabo después de la instalación de un nuevo 
instrumento o equipo o de la reparación o cambio de localización de 
un instrumento ya existente. 

2.1.3 Elementos de la calificación de 
equipos e instrumentos analíticos
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● Calificación del desempeño: Se define como el proceso mediante 
el cual se demuestra que el instrumento o equipo funciona 
consistentemente de acuerdo con las especificaciones establecidas 
para su uso rutinario. En esta etapa, es cuando se lleva a cabo la 
calibración del equipo, si es que este sirve para realizar una medición 
(es decir, si se trata de un instrumento), dicha calibración tiene la 
“finalidad de procurar la uniformidad y confiabilidad de las mediciones 
que se realizan...”, ya que la calibración es el “conjunto de operaciones 
que tiene por finalidad determinar los errores de un instrumento para 
medir y, de ser necesario, otras características metrológicas”1. La idea 
es, entonces, demostrar la trazabilidad de las mediciones, la cual, de 
acuerdo con la Guía 30 de la ISO, es “la propiedad del resultado de una 
medición o del valor de un patrón por medio de la cual éstos pueden 
ser relacionados, con una incertidumbre determinada, a referencias 
establecidas, generalmente patrones nacionales o internacionales, a 
través de una cadena ininterrumpida de comparaciones”1. Dicho de 
otra forma, los instrumentos se calibran porque resulta indispensable el 
conocer si las mediciones obtenidas a partir de ellos son comparables 
(trazables) con respecto a patrones de medida internacionalmente 
aceptados.

Para complementar la información, se presenta en la Tabla 2.2 una 
propuesta para clasificar los equipos e instrumentos, donde se catalogan 
de acuerdo con la complejidad en los procedimientos de aseguramiento 
de la calidad para demostrar su calificación.

Una vez que se ha establecido una adecuada calificación (y, reiterando, 
en el caso de los instrumentos, calibración) de los equipos, es necesario 
demostrar la aplicabilidad del proceso de análisis en las condiciones 
experimentales que conforman el procedimiento analítico, a través de la 
demostración de la Adecuabilidad del Sistema.

Como ya se mencionó al inicio de este Capítulo, la determinación de la 
Adecuabilidad del Sistema es un requisito indispensable para asegurar 
la calidad de los datos obtenidos de una medición. De hecho, la 
determinación de la Adecuabilidad del Sistema, es considerada una 
parte integral del Método Analítico, bajo el principio de que el equipo, los 
sistemas electrónicos, las operaciones analíticas y las muestras a analizar 
constituyen un sistema integral, y como tal, deben evaluarse16.

2.2 Adecuabilidad del Sistema Analítico
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Tabla 2.2 Clasificación de los equipos de laboratorio de acuerdo 
con la complejidad en los procesos para calificarlos.

Categoría
Procesos requeridos para

calificar los equipos
Ejemplos

A

•	 No hay un protocolo 
especial

•	 Se determina por la 
inspección visual del 
equipo

•	 Microscopios ópticos, 

•	 Agitadores magnéticos, 

•	 Mezcladores vortex, 
entre otros

B

•	 Se establecen 
Procedimientos 
Normalizados de 
Operación para su 
calificación

•	 No hay ambigüedad 
en los parámetros para 
calificarlos

•	 Balanzas,

•	 Incubadoras,

•	 Pipetas automáticas,

•	 Refractómetros

C

•	 Se establecen 
Procedimientos 
Normalizados de 
Operación para su 
calificación, considerando 
que su uso es 
altamente específico 
para determinadas 
aplicaciones

•	 Su instalación 
normalmente requiere la 
asistencia de un experto 
altamente calificado

•	 No hay ambigüedad 
en los parámetros para 
calificarlos

•	 Su calificación, en 
muchas ocasiones, 
abarca las cuatro etapas 
mencionadas en el texto.

•	 Espectrofotómetros de 
absorción atómica

•	 Calorímetros de barrido 
diferencial

•	 Densitómetros

•	 Cromatógrafos

•	 Espectrómetros

•	 Espectrofotómetros 
(masas, Infrarrojo 
cercano, Raman)

•	 Espectrofotómetros 
(UV/visible, arreglo de 
diodos)

•	 Lectores de 
microplacas

•	 Analizadores 
elementales
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Podemos partir para establecer una definición de Adecuabilidad del 
Sistema, de aquella referida en la FEUM, en su onceava edición, como 
verificación del sistema, donde se menciona que “son pruebas utilizadas 
para verificar que el sistema funciona correctamente, con base en los 
criterios establecidos previamente”17, se menciona en este documento 
que también se le conoce como buen o correcto funcionamiento del 
sistema. Esta definición no es tan clara como sería deseable, por lo 
que una más sencilla de entender es aquella donde se establece que 
la Adecuabilidad del Sistema se refiere a las pruebas diseñadas 
para evaluar al sistema analítico, con la finalidad de demostrar que 
el desempeño de dicho sistema cumple con los estándares para 
utilizarse en el Método Analítico, es decir, para conocer si el sistema 
funciona apropiadamente para llevar a cabo mediciones confiables 
con el mismo10. 

Como se mencionó anteriormente, la determinación de la Adecuabilidad 
del Sistema requiere la aplicación de una serie de pruebas diversas, cuya 
selección dependerá, en un principio, de la naturaleza y complejidad 
del sistema a utilizar. Por ejemplo, no se tendrá que considerar el mismo 
tipo de pruebas para un Método Analítico que permita cuantificar a un 
principio activo cuando en dicho método se emplea como técnica 
analítica la Espectrofotometría Ultravioleta, que cuando se utiliza como 
técnica la Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución (CLAR), toda 
vez que estaremos enfrentando dos tipos de sistemas diferentes, que 
requieren la demostración de su buen funcionamiento con indicadores 
también diferentes. 

Una forma muy adecuada de establecer las características del sistema 
analítico a probar durante la demostración de la adecuabilidad del 
mismo, consiste en recurrir principalmente a las descripciones de los 
métodos generales de análisis en las diferentes farmacopeas, donde 
se detallan de una manera confiable los parámetros de instalación, 
operación y desempeño de los diversos equipos e instrumentos 
utilizados en las técnicas analíticas: Continuando con el ejemplo 
mencionado en este mismo párrafo, para el método donde se utiliza 
un espectrofotómetro Ultravioleta (UV) como instrumento de medición, 
muy probablemente sea adecuado demostrar que las lecturas obtenidas 
de una misma solución en el instrumento no presentan una variabilidad 
considerable, mientras que para la aplicación de un método donde se 
utiliza como técnica la CLAR con detección UV, se requerirá determinar 
no solamente que existe baja variabilidad entre inyecciones de la misma 
muestra, sino también el comprobar que los tiempos de retención de los 
analitos no se modifican sustancialmente entre inyecciones, asegurando 
conjuntamente la magnitud del coleo de los picos, la selectividad entre 
los mismos, además de muchos otros parámetros, que claramente están 
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especificados en los Capítulos de las farmacopeas donde se explica la 
técnica de CLAR.

Ahora bien, a pesar de lo mencionado en el párrafo anterior, resulta 
común que, en diversas fuentes bibliográficas donde se establecen 
requisitos o procedimientos para validar Métodos Analíticos11, 16-18, se 
proponga el desarrollo de dos pruebas que resultan relativamente 
uniformes y de amplia aplicabilidad para demostrar la Adecuabilidad del 
Sistema. Estas pruebas son la Precisión del Sistema y la Linealidad del 
Sistema.

La Precisión del Sistema es el grado de concordancia relativa de 
la respuesta analítica de soluciones de referencia de magnitud o 
concentración conocida17. Esta prueba consiste, de manera general, en 
preparar por lo menos seis soluciones que representen la respuesta al 
100% de su magnitud (cantidad o concentración del analito en la muestra), 
a partir de una sustancia de referencia, ya sea por pesadas independientes 
o por dilución, y medir su respuesta dentro de una misma corrida analítica. 
Es claro, a partir de la descripción de esta prueba, que lo que se busca 
es verificar que la variabilidad inherente a la respuesta analítica por el uso 
de equipos, instrumentos de medición, el procedimiento de análisis, el 
mismo analista, dentro de muchos otros factores, no sobrepase un valor 
establecido a priori, de tal forma que el sistema no contribuya por sí mismo 
de manera significativa a las variaciones aleatorias en los resultados del 
análisis. El resultado comúnmente expresado para conocer la Precisión 
del Sistema, es el coeficiente de variación (Ecuación 2.3) de la respuesta 
analítica, mismo que deberá cumplir con un criterio determinado 
establecido de antemano, como ya se mencionó19.

     Ecuación 2.3

Donde:

CV = Coeficiente de Variación.

Sy = Desviación estándar de las observaciones.

y–  = Promedio de las observaciones.
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Por ejemplo, si para la determinación de Precisión del Sistema se cuenta 
con los resultados mostrados en la Tabla 2.3, bastará calcular el coeficiente 
de variación respectivo (que en este caso es de 0.853%), y determinar si es 
mayor o no al valor preestablecido (que, para fines del ejemplo, sería de 
1.0%). En este ejemplo, dado el valor de CV calculado, el sistema analítico 
es preciso.

Tabla 2.3 Ejemplo de la determinación de Precisión 
del Sistema para un método analítico por CLAR.

Número de 
Inyección

Área bajo la curva del pico del analito (mUA)

1 105678

2 106789

3 105344

4 106154

5 104158

6 106111
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La segunda prueba general, denominada Linealidad del Sistema, consiste 
en la verificación de que la respuesta analítica y la concentración 
del analito (mismo que, normalmente, es la sustancia de referencia 
en el desarrollo de esta prueba) se ajustan a un modelo matemático 
(comúnmente el modelo lineal), en un intervalo de concentraciones 
pertinentes a la aplicación analítica17. La prueba se realiza construyendo 
una curva concentración vs respuesta a partir de cinco diluciones (niveles 
de concentración) del analito preparados por triplicado, en el intervalo de 
concentraciones esperado durante la aplicación del método en muestras 
reales. Una vez que se cuenta con los datos, se debe construir la curva 
y estimar los parámetros adecuados del modelo con base en métodos 
estadísticos (mínimos cuadrados, máxima verosimilitud, entre otros), 
acompañando esta estimación de criterios para definir la calidad de ajuste 
al modelo (efecto del modelo, magnitud del coeficiente de determinación, 
o prueba estadística de falta de ajuste). Es importante señalar, que el 
manejo de datos para el ajuste a un modelo matemático por el método de 
mínimos cuadrados en la determinación de Linealidad, se abordará con 
detalle en el siguiente Capítulo de este libro (sección 3.2.4), por lo que se 
obviará aquí una descripción mayor de los cálculos involucrados en este 
proceso.

Para finalizar este Capítulo, la calidad de los datos que han de obtenerse 
durante las pruebas encaminadas a demostrar la Validación del Método 
Analítico, dependerá en gran medida de una correcta calificación de 
equipos y de la determinación de que el sistema funciona de manera 
correcta.



59

Capítulo 2 Cómo asegurar la calidad de los datos
Introducción a la validación de Métodos Analíticos
para el laboratorio farmacéutico de control de calidad

58

•	 ● Antes de proceder a la Validación del Método, se requiere cumplir 
con dos requisitos que permitirán asegurar la calidad de los datos 
que se obtengan durante la comprobación de las características 
de desempeño analítico del método a validar, estos requisitos son: 
la calificación de equipos o instrumentos, y la demostración de la 
Adecuabilidad del Sistema analítico.

•	 ● Las mediciones se llevan a cabo utilizando instrumentos que se 
definen como los medios técnicos con los cuales se efectúan las 
mediciones y que comprenden las medidas materializadas y los 
aparatos medidores.

•	 ● Las mediciones se definen en su magnitud por su incertidumbre, la 
cual es un parámetro que caracteriza la dispersión de los valores 
que podrían ser razonablemente atribuidos al mensurando. 

•	 ● No debe confundirse el término de incertidumbre con el de error. El 
error es la diferencia entre un resultado individual de la medición y el 
valor real del mensurando.

•	 ● El error tiene dos componentes principales, el sistemático, que se 
define como aquel que, en el transcurso de una serie de mediciones 
del mismo analito, permanece constante (por ejemplo, la falta de 
corrección contra un blanco para una medición) o varía de una forma 
predecible (por ejemplo, el cambio en el valor de tiempo de retención 
en un cromatograma en función de la variación de la temperatura 
en un laboratorio). El componente aleatorio, por otra parte, proviene 
comúnmente de variaciones impredecibles en las magnitudes que 
se están determinando,

2.3 Resumen del Capítulo 2
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•	 ● La calificación de los equipos e instrumentos analíticos es la 
evidencia documentada de que dicho equipo o instrumento se 
desempeña de manera adecuada para su propósito determinado, 
y de que se mantiene y calibra (si fuera el caso) también de forma 
adecuada. 

•	 ● La calificación se establece en cuatro tiempos y niveles: de diseño, 
de instalación, de operación y de desempeño.

•	 La calibración es el conjunto de operaciones que tiene por finalidad 
determinar los errores de un instrumento para medir y, de ser 
necesario, otras características metrológicas.

•	 La calibración permite demostrar la trazabilidad de las mediciones, 
que es la propiedad del resultado de una medición o del valor de 
un patrón por medio de la cual éstos pueden ser relacionados, 
con una incertidumbre determinada, a referencias establecidas, 
generalmente patrones nacionales o internacionales, a través de 
una cadena ininterrumpida de comparaciones

•	 La Adecuabilidad del Sistema se refiere a las pruebas diseñadas 
para evaluar al sistema analítico, con la finalidad de demostrar que 
el desempeño de dicho sistema cumple con los estándares para 
utilizarse en el método analítico, es decir, para conocer si el sistema 
funciona apropiadamente para llevar a cabo mediciones confiables 
con el mismo.

•	 La demostración de la Adecuabilidad del Sistema requiere de 
una serie de pruebas diversas, cuya selección dependerá, en un 
principio, de la naturaleza y complejidad del sistema a utilizar.
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•	 Resulta común que, en diversas fuentes bibliográficas donde 
se establecen requisitos o procedimientos para validar Métodos 
Analíticos, se proponga el desarrollo de dos pruebas que resultan 
relativamente uniformes para demostrar la Adecuabilidad del 
Sistema: la precisión y la Linealidad del Sistema.

•	 La Precisión del Sistema es el grado de concordancia relativa de 
la respuesta analítica de soluciones de referencia de magnitud o 
concentración conocida.

•	 La Linealidad del Sistema, consiste en la verificación de que la 
respuesta analítica y la concentración del analito se ajustan a un 
modelo matemático, en un intervalo de concentraciones pertinentes 
a la aplicación analítica
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Capítulo 3 Características de desempeño analítico demostrables 

U
na vez que se han establecido definiciones con respecto a la 
terminología general utilizada en la Validación de Métodos 
Analíticos, así como una serie de precisiones necesarias antes 
del inicio de los procesos necesarios que permitan demostrar 
que el método de análisis cumple con el propósito para el que 

fue creado, se procederá en este tercer Capítulo a abundar con respecto a 
las características de desempeño analítico que pueden ser demostradas 
(dependiendo de la naturaleza del mismo método) durante su Validación, 
mismas que ya se han definido en el Capítulo 1 de esta obra.

En todos los casos, se establecerá una definición de la característica a 
demostrar, una explicación de la necesidad de dicha demostración, la 
forma en que puede llevarse a cabo, la lógica en el cálculo (si se requiere) 
para llegar a un resultado, y la interpretación de dicho resultado.

De manera general los métodos de análisis, desde nuestra perspectiva, 
involucran cuatro grandes etapas durante su realización. Dichas etapas 
son:

1) Pesada de la muestra que contiene al analito.

2) Proceso de separación del analito a partir de la muestra.

3) Proceso de medición del analito.

4) Reporte del resultado de la medición del analito en la muestra.

Es deseable, independientemente de que el proceso de separación 
del analito de los demás componentes de la muestra exista y de que, 
en caso de existir, tenga o no un grado de complejidad elevado, que 
la respuesta analítica obtenida durante el proceso de medición sea 
derivada únicamente del analito de interés y que no se vea influida (de 
manera positiva o negativa) por otras sustancias presentes en la muestra. 
En este sentido, es que una característica de desempeño indispensable 
en el proceso de Validación de cualquier Método Analítico (y, a nuestro 
juicio, la primera que debe de demostrarse siempre) es la determinación 
de su Especificidad. En el Capítulo 1, se definió a la Especificidad como 
la capacidad del Método Analítico para asegurar la presencia del 

2.1 Especificidad del método analítico

2.1.1 ¿Qué es la Especificidad de un 
Método Analítico?
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analito en la muestra de manera inequívoca, aun cuando existan otros 
componentes (productos de degradación, intermedios de reacción, 
componentes de la matriz, entre otros) que pudieran estar presentes 
en la muestra (los cuales, potencialmente, pudieran interferir con su 
análisis). Esta definición, es compatible con las establecidas en diferentes 
referencias1-5, aunque presenta una particularidad, ya que en el contexto 
de la Validación de Métodos Analíticos en áreas diferentes a las Ciencias 
Farmacéuticas, el término Especificidad tiende a ser sustituido por el 
concepto de selectividad, cuya definición puede aproximarse al grado 
en que la respuesta de un método de análisis proviene únicamente 
del analito de interés3, 5. Como puede observarse, de la definición de 
selectividad desaparece el término “de manera inequívoca”, y se habla 
de una gradualidad en la magnitud del resultado con respecto a la 
magnitud real del mensurando en la muestra; dicho de otra forma, la 
Especificidad estaría relacionada con una selectividad “total” misma que, 
siendo realistas, sería muy difícil en la práctica de asegurar.

Es importante hacer notar, que en la FEUM6 se brindan ambas definiciones, 
y se menciona la determinación de Especificidad y selectividad como 
si fueran parámetros separados, estableciendo su diferencia con base 
en que la selectividad estaría derivada de si la medición del analito 
pudiera presentar en sus resultados influencias derivadas de condiciones 
ambientales (productos de degradación, intermedios de reacción, o 
artefactos en la muestra) , mientras que para el término Especificidad 
no se esclarece una definición. Para evitar confusiones, en este texto se 
mantendrá el término más común reportado en la literatura relacionada 
con el análisis farmacéutico, sin dejar de lado en algunos aspectos la 
gradualidad del resultado analítico que sería mejor establecida ocupando 
el término de selectividad.

Todo método de análisis, independientemente del proceso mediante el 
cual se llegue a la determinación de la presencia, de la concentración, o 
de ambas para el analito en la muestra, es susceptible de verse afectado 
en sus resultados. Existen técnicas de análisis que no son específicas para 
un analito en particular, (como, por ejemplo, la volumetría en cualquiera 
de sus variantes), así como se tiene muestras en las que, aunque parezca 
que analito se encuentra en estado “puro”, no es posible asegurar que las 
condiciones ambientales no modifiquen el grado de “pureza” del analito 
durante la vida útil de la muestra. Para que una medición estuviera en 
realidad libre de toda posible interferencia derivada de componentes 

3.1.2 ¿Por qué demostrar la Especificidad 
de un Método Analítico?



67

Capítulo 3 Características de desempeño analítico demostrables 
Introducción a la validación de Métodos Analíticos
para el laboratorio farmacéutico de control de calidad

66

presentes en la muestra, deberían cumplirse como condiciones el que la 
técnica de medición determinara única y exclusivamente a esa sustancia 
de interés en las condiciones del análisis, y que el resultado del proceso 
de separación del analito a partir de la muestra (purificación previa a 
la medición) diera como resultado una solución del analito en estado 
puro; como puede suponerse, ambas condiciones son prácticamente 
imposibles de cumplir. Por lo anterior, es que debe de llevarse a cabo una 
investigación con respecto a la forma y el grado en que el método permite 
discriminar la respuesta obtenida a partir del compuesto de interés de 
aquella(s) que procedan de otra(s) fuente(s) diferente(s) presente(s) en la 
muestra (o, si nos apegamos un poco a lo establecido en la FEUM, aún de 
aquellas derivadas del tratamiento de la misma para llegar a la medición). 

Como podrá esperarse, no existe un tipo de método (cuali o cuantitativo) 
para el que no se deba demostrar la Especificidad. La ubicuidad de este 
parámetro en las guías de Validación de Métodos Analíticos, se explica por 
sí sola, toda vez que siempre es indispensable asegurar que la respuesta 
analítica se debe al compuesto de interés (y de ser posible, asegurar que 
se debe únicamente al compuesto de interés).

Para los autores de este texto, resulta importante reiterar la recomendación 
de que la determinación de Especificidad sea la primera durante la 
Validación de un método de análisis, toda vez que si esto no es posible 
de asegurar, no existe certeza con respecto a la demostración de otras 
características de desempeño derivadas de un proceso de Validación del 
método de análisis.

Salvo en la FEUM, donde no se establece de manera precisa la forma 
de determinar la Especificidad, en diferentes fuentes de información se 
mencionan, de manera amplia, diversos requerimientos a cubrir para 
demostrar la Especificidad. Estos requerimientos se aplican comúnmente 
en función del tipo de método a validar. Con la finalidad de hacer más 
clara su explicación, se ordenarán en este texto también de esa forma.

3.1.3 ¿Para qué tipo de métodos es 
necesario demostrar la Especificidad?

3.1.3 ¿Cómo se determina la Especificidad 
de un Método Analítico?
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Un ensayo de identidad será útil para su propósito en la medida en que 
permita discernir entre compuestos que pudieran estar presentes en la 
muestra y que presenten una similitud estructural importante con respecto 
al analito de interés. De manera común, se utilizan técnicas tales como la 
Espectrofotometría de Infrarrojo (IR), la Calorimetría de Barrido Diferencial 
(CDB), la Difracción de Rayos X (DRX), la Espectrofotometría Ultravioleta 
(UV) y los tiempos de retención obtenidos en la Cromatografía de Líquidos 
de Alta Resolución (CLAR) como ensayos de identidad, sin descartar a 
muchos otros7. En ese orden de ideas, la habilidad de discriminación del 
método se podrá demostrar cuando:

a) Se obtengan resultados positivos a partir de muestras que contienen 
al analito como, por ejemplo:

i. En el ensayo de identidad “espectro de Infrarrojo”, se obtendrá el 
espectro correspondiente a la sustancia de referencia, y otro para 
una muestra real, y ambos serán superponibles (Figura 3.1, A y B8). 

ii. En CLAR, se obtenga el mismo tiempo de retención para el analito 
que para la sustancia de referencia (Figura 3.2 A y B).

b) Se obtengan resultados negativos para muestras que no contienen 
al analito, por ejemplo:

i. Cuando en el ensayo de identidad no se obtenga un espectro 
de Infrarrojo al llevar a cabo el análisis de una muestra que no 
contenga al analito; como prueba adicional, puede obtenerse el 
espectro de Infrarrojo de sustancias estructuralmente relacionadas 
con el analito, que pudieran estar presentes en la muestra, y no se 
obtendría una señal superponible con aquella de la sustancia de 
referencia del analito de interés (Figura 3.1, D). En este último caso, 
la selección de las sustancias estructuralmente relacionadas se 
llevará a cabo dependiendo, sobre todo, de la experiencia de quien 
está llevando a cabo la Validación, y del fundamento razonable de 
utilizar dicha sustancia.

3.1.4.1 Demostración de Especificidad 
para ensayos de identidad
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Figura 3.1 Región de los 
espectros de Infrarrojo de 
la sustancia de referencia 

glibenclamida (A), dos muestras 
que la contienen (B y C) y su 

producto de degradación (D)8.

ii. Cuando en CLAR no haya señal visible al inyectar un extracto de la 
matriz de la muestra. Adicionalmente, cuando se obtengan tiempos 
de retención diferentes para el análisis cromatográfico de muestras 
a las que se hayan adicionado sustancias que presenten similitud 
estructural con el analito de interés (por ejemplo, lo mostrado en la 
Figura 3.2 D9).
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Figura 3.2  Cromatogramas de sustancia de referencia 
glibenclamida (A), muestra de glibenclamida (B), 

glibenclamida sometida a luz blanca (C) y glibenclamida 
sometida a pirólisis a 200 °C (D)9.

Tanto las materias primas como los medicamentos pueden contener 
una gran cantidad de impurezas de diferentes tipos, dentro de los que 
es común encontrar intermedios de reacción, reactivos de síntesis, 
productos de degradación, catalizadores, metales residuales, adyuvantes 
de filtración, disolventes, impurezas enantioméricas, entre otros. En la 
demostración de Especificidad de un Método Analítico cualitativo para 
la determinación de impurezas, puede seguirse la misma lógica que en 
el caso de los ensayos de identidad, es decir, el Método Analítico será 
específico en la medida en que:

a) Se obtengan resultados positivos a partir de muestras que contienen 
a la impureza, por ejemplo, tiempos de retención diferentes para el 
compuesto original y para su producto de degradación utilizando 
CLAR. En este caso, si ambos compuestos constituyen el “par crítico” 
del cromatograma, es indispensable demostrar que la resolución entre 
ambos picos es cuantitativamente adecuada (Figura 3.3)10.

3.1.4.2 Demostración de Especificidad 
para pruebas de impurezas
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b) Se obtengan resultados negativos para muestras que no contienen a 
la impureza. Adicionalmente, se podrá probar la inexistencia de la señal 
analítica cuando se adicionen a la muestra cantidades conocidas de 
sustancias estructuralmente relacionadas a la impureza, por ejemplo, 
tiempos de retención diferentes para el compuesto original, para el 
producto de degradación del que se está analizando su presencia en 
la muestra, y para otros productos de degradación.

Figura 3.3  Cromatograma del ibuprofeno (B) y su producto 
de degradación en medio alcalino (A), constituyen el par 

crítico en la separación cromatográfica10.

En los casos en los que no se cuenta con las impurezas, no se conocen, 
o no están disponibles, es posible someter muestras a condiciones de 
estrés relevantes (tales como luz, humedad, hidrólisis, oxidación, entre 
otras) y comparar los perfiles de impurezas de las muestras sometidas a 
estas condiciones con respecto a las muestras originales. Otra posible 
oportunidad para demostrar la Especificidad del método, es aquella en 
la cual el método cromatográfico permite la determinación de la “pureza 
del pico” (detectores de arreglo de fotodiodos– DAD– y espectrómetros 
de masas– EM), en la que se puede demostrar que una determinada señal 
se debe única y exclusivamente a un componente.
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En los casos en los que se utilicen métodos que involucran una técnica 
de separación, tal como la Cromatografía de Gases (CG), Electroforesis 
Capilar (EC) o CLAR, la primera forma y más sencilla de demostrar la 
Especificidad es mediante la comprobación de la separación completa 
entre todas las señales analíticas obtenidas (analito e impurezas 
presentes en la muestra), cobrando de nuevo especial relevancia 
la determinación del valor para la resolución entre picos y, de ser 
necesario, demostrando la pureza del pico1, 7.

En el caso de que el Método Analítico no involucre una técnica de 
separación que permita la demostración de la separación entre señales 
analíticas, es posible seguir dos estrategias:

a) Si se conocen y se cuenta con las impurezas o productos que 
potencialmente interfirieran en los resultados cuantitativos, es 
necesario cuantificar al analito en muestras originales utilizando 
el Método Analítico a validar y, por otra parte, a dichas muestras, 
adicionar cantidades conocidas de las impurezas o interferencias 
y analizar también en estas el contenido del analito aplicando el 
método correspondiente (muestras adicionadas). Resulta lógico 
pensar que, si las impurezas no interfieren en el Método Analítico, los 
resultados analíticos obtenidos deberán ser los mismos. En este orden 
de ideas, hemos propuesto durante años, la posible comprobación de 
la no afectación de los resultados analíticos partiendo de la siguiente 
hipótesis:

H0: Los resultados analíticos promedio obtenidos de las muestras 
adicionadas no difieren de aquellos obtenidos con muestras originales.

H1: Los resultados analíticos promedio obtenidos de las muestras 
adicionadas difieren de aquellos obtenidos con las muestras 
originales.

3.1.4.3 Demostración de la Especificidad 
en métodos para valoración
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Si se cumple la hipótesis nula, entonces se puede expresar en los 
siguientes términos:

H0 : μA = μO 	∴		μA- μO= 0

H1 : μA ≠ μO  ∴  μA - μO ≠ 0

Donde:

μA = Promedio de la población de resultados de muestras adicionadas con 
impurezas.

μO = Promedio de la población de los resultados de muestras originales.

Si se expresan las hipótesis en esos términos, se puede demostrar la 
Especificidad llevando a cabo una inferencia para la diferencia de medias, 
con el uso del estadígrafo t de Student, aplicando la ecuación 3.111.

     Ecuación 3.1

Donde:

y
_ 

A = Promedio de los resultados de muestras adicionadas con impurezas.

y
_
   O = Promedio de los resultados de muestras originales.

∆0 = Valor de la hipótesis nula,que en este caso es de 0 .

Sp = Desviación estándar ponderada de las muestras.

nA = Número de observaciones para las muestras adicionadas con 
impurezas.

nO = Número de observaciones para las muestras originales (sin añadir 
impurezas).
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El cálculo de la desviación estándar ponderada se lleva a cabo partiendo 
del supuesto de que las varianzas son desconocidas, pero iguales, 
utilizando para ello la ecuación 3.2.

     Ecuación 3.2

Donde:

Sp = Desviación estándar ponderada de las muestras.

nA = Número de observaciones para las muestras adicionadas con impurezas.

nO = Número de observaciones para las muestras originales (sin añadir impu-
rezas)●.

SA
2 
  = Varianza de los resultados de las muestras adicionadas con impurezas.

SO
2 
  = Varianza de los resultados de las muestras originales (sin añadir impurezas).

Una vez que se obtiene el valor de t calculada para la diferencia de las 
medias, se contrasta con la t de tablas, comúnmente con un valor de ● 
de 0.05, con (nA + n0 - 2) grados de libertad, y si el valor se sitúa dentro 
de la zona de no rechazo, se dice que el método es específico. Para 
ejemplificar esta demostración, se propone analizar los resultados de 
la Tabla 3.1, relativos a la determinación de Especificidad de un método 
espectrofotométrico para la valoración de un fármaco. En este ejemplo, 
se adicionaron a las muestras conteniendo el analito de interés cantidades 
conocidas de la impureza del compuesto, que es su producto de hidrólisis 
y su precursor.
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Tabla 3.1 Resultados de la determinación de 
Especificidad de un método espectrofotométrico 

para la valoración de un fármaco.

Absorbancias de la muestra del 
fármaco

Absorbancias de la muestra del 
fármaco adicionada con un 2% 

de impureza

0.507
0.509
0.514
0.501
0.521
0.523

0.523
0.522
0.517
0.508
0.507
0.506

y
_ 

0 = 0.5125
n0 = 6

s2
0  = 0.0000719

y
_ 

A = 0.5138
nA = 6

s2
A   = 0.0000605

tcalculada = –0.2837

Intervalo de no rechazo de la hipótesis nula:
(-tα/2, 10 – t1-α/2, 10)
(-2.228 – 2.228)

Como se pudo apreciar en la Tabla 3.1, al encontrarse el valor de tcalculada 
dentro del intervalo de no rechazo de la hipótesis nula, se concluye que el 
método es específico.
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b) Si no se conocen o no se cuenta con las impurezas o productos 
que potencialmente interfirieran en los resultados cuantitativos, 
la Especificidad deberá demostrarse comparando los resultados 
de muestras que contienen las impurezas con un segundo Método 
Analítico ya caracterizado (establecido en la farmacopea o ya 
validado). Deben incluirse las comparaciones para muestras a las que 
se haya cometido a condiciones de estrés (temperatura, humedad, luz, 
hidrólisis, oxidación). La comparación de la equivalencia de resultados 
analíticos puede llevarse a cabo utilizando diferentes modelos, entre 
ellos podemos encontrar la prueba bilateral de Schuirmann, que 
proporciona datos más sólidos para la determinación de equivalencia 
de resultados12. La equivalencia se conoce a partir de la construcción 
de un intervalo de confianza, donde se compara la media de un 
método de referencia (R) contra la media de un método de prueba (P), 
con intervalos superior (εU) e inferior (ε●L) preestablecidos. La idea es 
que la diferencia (D) entre los promedios de los resultados de ambos 
métodos, esté incluida entre los limites preestablecidos13.

D = μR  -  μP

H0 : εL ≤ D ≤ 	εU

En esta prueba se asume que ambos grupos de valores normalmente 
distribuidos tienen la misma varianza. El cálculo de los estadísticos 
necesarios para el establecimiento del intervalo de confianza requiere de 
las ecuaciones 3.3 y 3.4:

     Ecuación 3.3

Donde:

TL = Valor de t de student para el límite inferior del intervalo de confianza.

y
_ 

R = Promedio de los resultados analíticos obtenidos  con el métodod de 
referencia.

y
_ 

P = Promedio de los resultados analíticos obtenidos con el método de prueba.
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εεL = Límite inferior del intervalo de aceptación para la diferencia entre promedios.

Sp = Desviación estándar ponderada de los resultados analíticos obtenidos.

nR = número de observaciones para los resultados analíticos obtenidos con el 
método de referencia. 

nP = número de observaciones para los resultados analíticos obtenidos con el 
método de prueba.

     Ecuación 3.4

Donde:

TU = Valor de t de student para el límite superior del intervalo de confianza.

y
_ 

R = Promedio de los resultados analíticos obtenidos  con el método de 
referencia.

y
_ 

P = Promedio de los resultados analíticos obtenidos con el método de prueba.

εεU = Límite superior del intervalo de aceptación para la diferencia entre 
promedios.

Sp = Desviación estándar ponderada de los resultados analíticos obtenidos.

nR = número de observaciones para los resultados analíticos obtenidos con el 
método de referencia. 

nP = número de observaciones para los resultados analíticos obtenidos con el 
método de prueba.

La desviación estándar ponderada se calcula aplicando la ecuación 
3.2. Si los valores calculados para TL y TU están fuera de los intervalos 
de t de tablas calculados con nR+nP-2 grados de libertad, se rechaza la 
hipótesis nula de equivalencia de los resultados analíticos y, por lo tanto, 
de Especificidad. El cálculo, como pudo observarse, es muy similar al 
presentado con los resultados de la Tabla 3.1, por lo que no se considera 
indispensable en este texto realizarlo de nueva cuenta.
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La Linealidad de un Método Analítico se define como la capacidad 
del método de análisis para brindar resultados que son directamente 
proporcionales a la concentración (cantidad) del analito en la muestra1, 

4. La FEUM incorpora en esta definición que los resultados deben ser 
carentes de sesgo (es decir, incorpora de inicio la necesidad de que en 
dichos resultados el error aleatorio sea despreciable)6, lo que es una 
consideración de suma importancia toda vez que, como se verá más 
adelante, el incorporar en la definición la necesidad de que el sesgo sea 
despreciable en la medición, sirve para delimitar la forma de demostrar el 
cumplimiento de esta característica de desempeño del método.

Es importante hacer notar que el involucrar en el concepto de Linealidad 
la existencia de una relación directamente proporcional entre la 
concentración y la respuesta analítica tiende a ser confuso cuando se 
habla de técnicas analíticas tales como los inmunoanálisis o los métodos 
de valoración por retroceso, donde la respuesta no es directamente 
proporcional o disminuye conforme se incrementa la concentración del 
analito. Sin embargo, toda vez que en la mayoría de los Métodos Analíticos 
la respuesta se incrementa en función de la concentración del analito, 
el término de proporcionalidad directa es aceptable y el concepto de 
Linealidad válido.

La generación de resultados cuantitativos a partir de un Método 
Analítico requiere un modelo matemático que permita, en un 
determinado intervalo de valores de concentración o de cantidad del 
analito presente en la muestra, demostrar que la relación entre dicha 
concentración y la respuesta es proporcional es decir, por ejemplo, que 
al incrementar la concentración del analito en la muestra, la respuesta 
se incrementa o, dicho de otra forma, que la variación de la respuesta en 
función de la concentración sigue una tendencia predecible mediante 
un modelo matemático (sea este cual fuere). La carencia de una clara 
tendencia en la relación concentración vs respuesta en el método 

3.2 Linealidad del Método Analítico

3.2.1 ¿Qué es la Linealidad de un 
Método Analítico?

3.2.2 ¿Por qué demostrar la Linealidad 
de un Método Analítico?
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involucraría aleatoriedad en las determinaciones realizadas, haciendo 
al método carente de certeza en las mediciones obtenidas a partir del 
mismo.

La demostración de Linealidad se lleva a cabo, lógicamente, para los 
métodos de análisis de tipo cuantitativo. Esta demostración debe ser 
realizada en el intervalo de concentraciones en el que se considera 
probable obtener un valor para la medición (misma que deberá ser 
exacta, precisa y, por supuesto, lineal). Ese intervalo de concentraciones 
se conoce como intervalo de trabajo. Los intervalos de trabajo se pueden 
definir a partir del propósito (uso) que se le dará al método, de conformidad 
con lo mencionado en la Tabla 3.2. 

De manera general, la determinación de la Linealidad del Método 
Analítico requiere la demostración de una relación lineal entre 
una variable dependiente (que puede ser la respuesta analítica 
o la concentración recuperada) y una variable independiente (la 
concentración del analito) en el intervalo de trabajo. Puede realizarse:

● Para el fármaco: Aplicando el Método Analítico a diluciones de una 
solución stock del mismo.

● Para el medicamento: Aplicando el Método Analítico a pesadas 
independientes o diluciones de mezclas sintéticas de los 
componentes del medicamento.

3.2.3 ¿Para qué tipo de métodos se lleva a 
cabo la demostración de Linealidad?

3.2.4 ¿Cómo se determina la Linealidad 
de un Método Analítico?
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Tabla 3.2 Intervalos de trabajo recomendados 
en métodos  analíticos de rutina1, 4-6.

Uso del 
Método

Límite 
Inferior

Límite 
superior

Observaciones

Valoración
80% del valor 

objetivo
120% del 

valor objetivo
Para materias primas o 

medicamentos

Uniformidad 
de contenido

70% del valor 
objetivo

130% del 
valor objetivo

Puede considerarse 
otro intervalo 

en función de la 
naturaleza del 

medicamento (por 
ejemplo, inhaladores)

Prueba de 
disolución

± 20% del 
rango 

especificado

± 20% del 
rango 

especificado

En función del valor 
esperado para la 

cantidad disuelta en el 
tiempo establecido. 

Cuantificación 
de impurezas

Nivel de 
reporte para 
la impureza

120% del 
nivel de 

reporte para 
la impureza

De acuerdo con las 
guías de la ICH, el 
nivel de reporte de 

las impurezas está en 
función de la dosis 

máxima del fármaco 
diaria12-13
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La manera más común de demostrar que existe una relación lineal 
entre una variable dependiente y la variable independiente involucra el 
análisis de los datos por el método de regresión por mínimos cuadrados. 
En este sentido, han de tenerse en cuenta, durante la etapa de la obtención 
experimental de datos para demostrar la Linealidad, los supuestos que 
involucra esta técnica, los cuales recordamos a continuación11, 14-15:

a) Los valores que toma la variable independiente (x) son fijos. Los valores 
de x son seleccionados previamente por quien realiza la Validación, 
de conformidad con la demostración de Linealidad en el intervalo de 
trabajo. 

b) La variable x se mide sin error. En este sentido, no se llevan a cabo 
correcciones por variaciones en aforos o pesadas.

c) Existe una serie de valores x para los que se demostrará si existe 
una relación lineal con respecto a la variable y. En este sentido, es 
importante mencionar que, mientras que la FEUM es la única referencia 
de las revisadas para este trabajo en la que se menciona que al 
menos debe haber tres niveles de concentración en la determinación 
de Linealidad, en todas las demás consultadas se establece como 
un mínimo la determinación en cinco niveles de concentración. La 
lógica del mínimo de cinco niveles de concentración, radica en que 
es más fácil demostrar una tendencia hacia un determinado modelo 
de regresión en la medida en la que se cuenta con mayor número de 
observaciones cerca del valor objetivo.

d) Para cada valor de x, existe una población de valores y que corresponden 
a la variable dependiente (respuesta analítica o concentración 
recuperada). Esto involucra que en cada nivel de concentración 
incluido en el intervalo para la demostración de Linealidad se lleva a 
cabo la medición por triplicado (en función de la necesidad de que el 
valor de n en la ecuación 3.5 sea mayor de 1), y que la distribución de 
los valores de y para cada valor de x sigue una distribución normal.
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     Ecuación 3.5

Donde:

S2 = Varianza de la muestra.

n = Número de observaciones en la subpoblación de valores y.

yi = Valor para cada observación.

yi
2  = Cuadrado de cada valor de y.

e) Las varianzas para las diferentes subpoblaciones de valores y son 
iguales (es decir, existe homocedasticidad en la regresión). Lo anterior, 
involucra la necesidad de que la determinación de Linealidad se lleve 
a cabo en un intervalo de trabajo que involucre como máximo dos 
órdenes de magnitud (como pudo observarse en la Tabla 3.2), toda vez 
que de no ocurrir esto la variación de los datos en los diferentes niveles 
de magnitud no será la misma, haciendo que el método de mínimos 
cuadrados no brinde la mejor curva de ajuste para los datos5. Es posible 
evitar esta situación al ponderar la variable de respuesta cuando se 
involucra en la determinación de Linealidad en diferentes órdenes de 
magnitud; las opciones de ponderación comunes involucran el uso de 
valores recíprocos de varianza o de desviación estándar.

f) Todas las medias de las subpoblaciones de y se encuentran sobre la 
misma línea recta. A esto se le conoce como suposición de Linealidad, 
que es posible representar de acuerdo con la ecuación 3.6:

     Ecuación 3.6

Donde:

μy|x = Media de la subpoblación de valores y para un valor específico de x.

α y β = Coeficientes de regresión de la población. En β están todas las medias.



83

Capítulo 3 Características de desempeño analítico demostrables 
Introducción a la validación de Métodos Analíticos
para el laboratorio farmacéutico de control de calidad

82

g) Los valores y son estadísticamente independientes, lo que sugiere que, 
al extraer una muestra, sería de suponer que los valores de y obtenidos 
para un valor de x de ninguna manera dependen de los valores de y 
elegidos para otro valor de x. Experimentalmente implica la obtención 
de datos de Linealidad a partir de pesadas independientes de la 
muestra en diferentes niveles de concentración.

Para explicar de una manera más sencilla los procedimientos de análisis 
de los resultados para la demostración de Linealidad, se trabajará con 
el ejemplo de un método para la valoración de un principio activo por 
Espectrofotometría UV, del cual se obtuvieron los datos presentados en 
la Tabla 3.3 se muestran tanto la respuesta obtenida a cada concentración 
como la concentración recuperada, obtenida a partir de la aplicación del 
modelo lineal y= a + bx.

De manera inicial, deben obtenerse entonces datos que permitan demostrar 
la relación respuesta vs concentración o concentración recuperada vs 
concentración adicionada, como se mencionó anteriormente. El primer 
análisis de datos a realizar será la inspección visual del diagrama de 
dispersión de los valores de y (o una transformación de y como se 
mencionó anteriormente) contra los valores de x. Si existiera una relación 
lineal (Figura 3.4), entonces deberán evaluarse los datos a la luz de un 
modelo estadístico adecuado, como lo sería en este caso el análisis de 
regresión lineal por mínimos cuadrados.

Deben obtenerse, como mínimo, los valores de la pendiente (b, Ecuación 
3.7), ordenada al origen (a, Ecuación 3.8), coeficiente de correlación (r, 
Ecuación 3.9). La forma de calcular cada uno de estos parámetros, se 
muestra a continuación:

     Ecuación 3.7

     Ecuación 3.8
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     Ecuación 3.9

Donde:

b = Valor calculado para la pendiente de la curva y = a+bx.

n = Número de pares de datos utilizados en la regresión.

∑xy = Sumatoria del producto de cada valor de x por su respectivo valor de y.

∑x = Sumatoria de los valores de x.

∑y = Sumatoria dde los valores de y.

∑x2 = Sumatoria de los cuadrados de los valores de x.

a = Valor calculado para la ordenada al origen.

∑xy = Sumatoria del producto de cada valor de x por su respectivo valor de y.

r = coeficiente de correlación.

∑y2 = Sumatoria de los cuadrados de los valores de y.

Para el caso de la pendiente, lo deseable es que:

a) Sea diferente de cero, cuando se analiza la regresión respuesta vs 
concentración, 

H0: La pendiente de la curva respuesta vs concentración es igual a cero.

H1: La pendiente de la curva respuesta vs concentración es diferente de cero.

La hipótesis nula se puede expresar en los siguientes términos:

H0 : βO = 0

H1 : β ≠ 0
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Tabla 3.3 Resultados de la determinación de 
Linealidad de un método para la valoración de un 

principio activo por Espectrofotometría UV.

Concentración Respuesta
Concentración 

recuperada

80 0.405 79.950

80 0.408 80.512

80 0.412 81.260

90 0.456 89.495

90 0.463 90.805

90 0.453 88.933

100 0.507 99.039

100 0.508 99.226

100 0.510 99.601

110 0.562 109.333

110 0.564 109.707

110 0.569 110.643

120 0.613 118.877

120 0.624 120.936

120 0.628 121.684
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b) No sea diferente de 1, cuando se analiza la regresión concentración 
recuperada vs concentración adicionada.

H0: La pendiente de la curva concentración adicionada vs concentración 
recuperada es igual a 1.

H1: La pendiente de la curva concentración adicionada vs concentración 
recuperada es diferente de 1.

La hipótesis nula se puede expresar en los siguientes términos:

H0 : β = 1

H1 : β ≠ 1

0.4

0.5

0.6

0.7

70 80 90 100 110 120 130

Figura 3.4 Diagrama de dispersión de 
los resultados de la Tabla 3.2.

Una forma de llevar a cabo la comprobación estadística de cualquiera 
de estas hipótesis, es mediante la aplicación del estadígrafo t de Student 
para el parámetro β, que es la pendiente de la regresión lineal (Ecuación 
3.10):
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     Ecuación 3.10

Donde:

t = Valor de la t de student calculada para el estadígrafo.

b = Pendiente calculada para la regresión y vs x.

β0 = Valor de la hipótesis nula para la pendiente.

Sb = Desviación estándar para el cálculo de la pendiente, se obtiene a partir 
de la Ecuación 3.11.

     Ecuación 3.11

     Ecuación 3.12

Donde:

Sy
2  

| x = Varianza de la regresión.

n = Número de pares de observaciones.

Sy
2  = Varianza de los valores de y.

Sx
2  = Varianza de los valores de x.

b = Pendiente calculada para la regresión y vs x.

x
_
  = Promedio de los valores de x.

Retomando el ejemplo, con los datos de la Tabla 3.3, se pueden obtener 
los valores de regresión por mínimos cuadrados mostrados en la Tabla 3.4 
para la curva respuesta vs concentración:
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Tabla 3.4 Resultados obtenidos de la regresión respuesta vs 
concentración con los datos de la Tabla 3.3.

Pendiente b = 0.00534

Ordenada al origen a = -0.022

Coeficiente de correlación r = 0.9961

Número de observaciones n = 15 

Varianza de los valores de y Sy
2   = 0.00614

Varianza de los valores de x Sx
2  = 214.2857

Promedio de los valores de x x
_
  = 100

Sumatoria de los valores de x ∑	xi = 1500

Sumatoria al cuadrado de los valores 
de x

(∑	xi )
2 = 2250000

Sumatoria de los valores de x al 
cuadrado

∑	xi 
2  = 153000
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Con los resultados de la Tabla 3.4, se puede calcular:

 

Una vez determinado el valor correspondiente para t, puede obtenerse el 
valor de t de tablas para n-2 grados de libertad, normalmente con un valor 
de α=0.05, y a partir de la construcción de la región de no rechazo de la 
hipótesis nula y la contrastación de la hipótesis, saber si se cumple con la 
especificación para la pendiente.

t1-α/2,13 = 2.1604

tα/2,13 = -2.1604

En este caso, si la hipótesis nula fue que β=0, y el valor de t calculado fue 
de 58.2561, es notorio que rebasa por mucho el intervalo de no rechazo, 
por lo que se rechaza la hipótesis nula y la pendiente es diferente de cero, 
con un 95% de confianza.

Por otra parte, para el caso de la ordenada al origen es de esperarse, 
de conformidad con la definición establecida por la FEUM, en la 
que se establece que el sesgo sea despreciable6, que su valor sea 
estadísticamente igual a cero, es decir, que cuando no exista analito en 
la muestra, no haya señal analítica alguna:
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H0: La ordenada al origen de la curva respuesta vs concentración es igual 
a cero .

H1: La ordenada al origen de la curva respuesta vs concentración es 
diferente de cero.

Las hipótesis se pueden expresar en los siguientes términos:

H0 : α = 0

H1 : α ≠ 0

Para demostrar estadísticamente si la ordenada al origen es igual a cero, 
podemos recurrir la aplicación del estadígrafo t de Student para un valor 
esperado de y, en este caso la ordenada al origen (Ecuación 3.13)14:

     Ecuación 3.13

Donde:

t = Valor de la t de student calculada para el estadígrafo a.

a0 = Valor estimado de los datos de regresión para la ordena dal origen.

α	= Valor de la hipótesis nula para la ordena al origen.

Sy|x = Desviación estándar inexplicada a partir de los datos de la muestra.

xp = Valor particular de x en el que se desea obtener un intervalo de 
predicción para y.

Si se retoman los datos de la Tabla 3.3 y los resultados de la Tabla 3.4, se 
puede calcular el valor de t para la hipótesis nula ●=0.



91

Capítulo 3 Características de desempeño analítico demostrables 
Introducción a la validación de Métodos Analíticos
para el laboratorio farmacéutico de control de calidad

90

Una vez determinado el valor correspondiente para t, puede obtenerse el 
valor de t de tablas para n-2 grados de libertad, normalmente con un valor 
de	α=0.05, y a partir de la construcción de la región de no rechazo de la 
hipótesis nula y la contrastación de la hipótesis, saber si se cumple con la 
especificación para la ordenada al origen.

t1-α/2,13 = 2.1604

tα/2,13 = -2.1604

En este caso, si la hipótesis nula fue que α=0, y el valor de t calculado fue 
de -2.10, el valor de t se encuentra dentro del intervalo de no rechazo, por 
lo que no se rechaza hipótesis nula y la ordenada al origen es igual a cero, 
con un 95% de confianza.

Para el coeficiente de correlación, se espera que su valor sea mayor o 
igual a 0.99, en el entendido de que el modelo lineal al que se ajustaron 
los datos debe permitir explicar en su mayoría la dispersión de los mismos 
con respecto al valor promedio de las observaciones. Como puede 
observarse, para el ejemplo, el valor de coeficiente de correlación supera 
la especificación. 

El análisis del ajuste al modelo a través del valor del coeficiente de 
correlación, puede ir acompañado de un análisis gráfico de los valores 
residuales de y para cada valor dado de x. Los valores residuales de y se 
calculan utilizando la ecuación 3.14:

Residual = ŷ – y      Ecuación 3.14

Donde:

ŷ = Valor predicho para la respuesta a partir del modelo lineal.

y = Valor observado para la respuesta.

En la evaluación visual de una gráfica de residuales (Figura 3.5) no debe 
observarse un patrón establecido para los mismos13-14.
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Figura 3.5 Gráfica de residuales 
para los datos de la Tabla 3.2

.

A manera de resumen, para demostrar la Linealidad de un Método 
Analítico, deben cumplirse los requisitos establecidos en este Capítulo, 
una pendiente diferente de cero, una ordenada al origen igual a cero y 
un coeficiente de correlación mayor a 0.99, para la relación respuesta vs 
concentración.

La precisión de un Método Analítico se define como el grado de 
dispersión que existe entre una serie de mediciones del analito 
obtenidas a partir de la aplicación del Método Analítico a múltiples 
alícuotas de la misma muestra homogénea1, 4. De acuerdo con la FEUM6, 
es el grado de concordancia relativa entre los resultados obtenidos al 
aplicar el Método Analítico, utilizando una muestra homogénea. Cuando 
no es posible determinar la precisión en muestras homogéneas debido a 
la dificultad de su obtención (por ejemplo, cuando se tiene que adicionar 
una impureza que está en solución a un polvo), puede determinarse 
utilizando muestras artificiales o soluciones de la muestra1.

3.3 Precisión del Método Analítico

3.3.1 ¿Qué es la precisión del 
Método Analítico?
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La precisión del método, de manera general, se puede demostrar en 
tres niveles, que son la repetibilidad, la Reproducibilidad y la Precisión 
Intermedia1, 4-6.

● La repetibilidad se refiere al grado de dispersión de los resultados 
analíticos obtenidos a partir del análisis múltiple de la misma 
muestra homogénea bajo las mismas condiciones de operación del 
método (laboratorio, analista, día, equipo de medición) en un intervalo 
corto de tiempo. Se le denomina también precisión intra-ensayo. 

● La Reproducibilidad, por su parte, se refiere al grado de dispersión 
de los resultados analíticos obtenidos a partir del análisis múltiple 
de la misma muestra homogénea al variar en su totalidad las 
condiciones de operación del método, lo cual se consigue al variar 
los laboratorios donde se aplica el mismo.

● La Precisión Intermedia, por consiguiente, correspondería a un nivel 
“intermedio” de variación de las condiciones normales de operación 
del método. Se refiere al grado de dispersión de los resultados 
analíticos obtenidos a partir del análisis múltiple de la misma 
muestra homogénea variando condiciones de operación del 
método (analista, día, equipo de medición, entre otras) dentro de un 
mismo laboratorio. 

En la sección 2.1.2 de este libro, se habló de manera general de los diferentes 
tipos de error en el método de análisis. Mientras que durante el estudio 
de Linealidad se puede demostrar la existencia o no de error sistemático, 
es durante la determinación de la precisión que se busca llegar a 
conocer la magnitud de error aleatorio a partir de las variaciones en las 
observaciones repetidas del mensurando, determinadas en múltiples 
ocasiones3, 16. Como ya se mencionó anteriormente, este tipo de error no 
puede ser compensado de forma alguna, pero es necesario conocer su 
magnitud para determinar si el Método Analítico no sobrepasará un límite 
de variación por encima del cual no sea apto para su uso; este límite de 
variación, podrá definirse por el laboratorio en el que se aplica el método, 
en función de la aplicación del mismo, el tipo de sistema analítico y la 
complejidad del procedimiento analítico.

Ahora bien, es importante hacer notar que la demostración de la precisión 
en cada uno de los niveles definidos en la sección 3.2.1 persigue un 
objetivo diferente de acuerdo con las necesidades de aplicación del 

3.3.2 ¿Por qué demostrar la precisión 
de un Método Analítico?
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método. Mientras que en la determinación de repetibilidad se busca 
conocer la medida de la variación aleatoria de los resultados analíticos 
en la misma corrida analítica, para tener una estimación de la variabilidad 
cotidiana del método, que nos permitirá conocer la variación esperada 
cuando llevamos a cabo las determinaciones por duplicado, triplicado, 
etc., y en la determinación de Precisión Intermedia se requiere demostrar 
la forma en que la variación de factores intrínsecos al laboratorio (analista, 
equipo, día, entre otros) afectan también los resultados del análisis en el 
trabajo cotidiano, en la determinación de la Reproducibilidad se busca 
conocer si la variación aleatoria de los resultados es diferente entre 
dos o más laboratorios que trabajan el mismo método, normalmente 
en un estudio colaborativo, que tiene la finalidad de estandarizar una 
determinada metodología o de lograr la transferencia del método de 
análisis de un laboratorio a otro1, 16-17.

La demostración de precisión, al igual que en el caso de Linealidad, se lleva a 
cabo para los métodos de análisis de tipo cuantitativo. Esta demostración 
debe ser realizada también en el intervalo de concentraciones en el que 
se considera probable obtener un valor para la medición, que ya se había 
definido como intervalo de trabajo, de conformidad con lo mencionado en 
la Tabla 3.2. 

La demostración de precisión del método dependerá del nivel de precisión 
que se requiera determinar, como se especificará a continuación.

De manera general, se establece que la repetibilidad del Método Analítico 
ha de demostrarse1, 4:

a) Utilizando un mínimo de nueve determinaciones que cubran el 
intervalo especificado de trabajo para el Método Analítico (es decir, 
3 réplicas de la determinación para 3 concentraciones en los niveles 
alto, medio y bajo del intervalo de trabajo), o

3.3.3 ¿Para qué tipo de métodos se lleva a 
cabo la demostración de precisión?

3.3.4 ¿Cómo se determina la precisión de 
un Método Analítico?

3.3.4.1 Demostración de la repetibilidad 
del Método Analítico
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b) Utilizando un mínimo de seis determinaciones en el centro del 
intervalo de trabajo (100% de la concentración de prueba).

Se recomienda que la demostración de repetibilidad se realice de acuerdo 
con lo establecido en el inciso b) si se realizaron las determinaciones 
utilizando muestras auténticas. Si se utilizaron muestras artificiales, es 
más recomendable realizar la demostración de acuerdo con el inciso a), 
en términos de fortalecer la evidencia del grado de concordancia de las 
mediciones en todo el intervalo de trabajo. En cualquiera de los casos, 
la repetibilidad se evalúa mediante la determinación del coeficiente 
de variación (Ecuación 3.15) de la respuesta analítica a cada nivel de 
concentración, o del coeficiente de variación del porcentaje de recobro 
(%R, Ecuación 3.161, 7) del analito, mismo que deberá cumplir con un criterio 
determinado establecido de antemano, como ya se mencionó.

     Ecuación 3.15

Donde:

CV = Coeficiente de Variación.

Sy = Desviación estándar de las respuestas analíticas o de los porcentajes de 
recobro.

y
_ 

  = Promedio de las respuestas analíticas o de los porcentajes de recobro.

 

                      Ecuación 3.16

Como un ejemplo, para la determinación de repetibilidad del método se 
utilizarán los resultados mostrados en la Tabla 3.5, considerando que el 
valor preestablecido para los coeficientes de variación de la respuesta 
analítica o del %R es de 2.0% para concluir que el método es repetible. 
En este ejemplo, se tomaron como base los resultados mostrados en la 
Tabla 3.2.

Como puede observarse en la Tabla 3.5, el resultado del CV tanto para 
la respuesta analítica por nivel como para el %R en todos los niveles es 
menor al valor establecido de 2%, por lo que el método sería repetible en 
este caso.
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Tabla 3.5 Ejemplo de la determinación de repetibilidad 
para un Método Analítico utilizado para la valoración de un 

fármaco en tabletas por Espectrofotometría UV.
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a %CV para la 
respuesta 

analítica en 
cada nivel de 

concentración

%R

%CV para %R 
en los tres 
niveles de 

concentración

80 0.405 79.95

0.81

99.93

0.99

80 0.408 80.51 100.64

80 0.412 81.26 101.57

100 0.507 99.03

0.29

99.03

100 0.508 99.22 99.22

100 0.510 99.60 99.60

120 0.613 118.87

1.25

99.06

120 0.624 120.93 100.78

120 0.628 121.68 101.40
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Antes de comenzar con esta sección, es importante establecer que las 
fuentes de variación a incluir en la demostración de la Precisión Intermedia 
y los valores que pueden tomar dichas fuentes de variación, dependen de 
las necesidades del laboratorio en que se aplicará el método y no de una 
fórmula estandarizada. Por ejemplo, si en un laboratorio todos los analistas 
trabajan con un instrumento analítico único, no hay razón o forma de 
buscar determinar la Precisión Intermedia usando diferentes instrumentos, 
pero si en otro laboratorio se cuenta con diversos instrumentos y analistas 
para llevar a cabo las determinaciones con un método de análisis, deberá 
considerarse si la combinación de factores analista-equipo es pertinente 
para asegurar la Precisión Intermedia del método.

En la FEUM6, se establece que la demostración de Precisión Intermedia 
del Método Analítico se llevará a cabo a partir del análisis de “por lo menos 
tres alícuotas tomadas de una muestra homogénea, para ser analizadas 
en diferentes días (mínimo dos) y por diferentes analistas (mínimo dos)”. 
Posteriormente, el análisis de los datos involucrará la determinación del 
coeficiente de variación de todos los resultados analíticos, el cual debe 
cumplir con el criterio de aceptación establecido. No se especifica en 
qué nivel de concentración se debe hacer la determinación, por lo que 
es posible inferir que se realizará en el nivel central del intervalo de 
trabajo. Es importante mencionar en este caso, que esta sería la forma 
más sencilla de demostrar Precisión Intermedia, en el entendido de que 
basta con que los valores de CV (ecuación 3.15) estén considerados dentro 
del intervalo aceptable, en las combinaciones posibles de las fuentes de 
variación i-ésimo analista (Ai) y j-ésimo día (Dj) para que se concluya que 
el método presenta Precisión Intermedia. En la Tabla 3.6, se ejemplifica la 
determinación de Precisión Intermedia de acuerdo con la especificación 
de la FEUM.

En todos los casos de la Tabla 3.6 el valor de CV es menor a la especificación 
ya establecida (2%), por lo que se podría concluir en ese caso que el 
método presenta Precisión Intermedia. A pesar de lo anterior, es necesario 
señalar que debe cuidarse el hecho de no solamente concluir sobre los 
valores de CV sin un juicio adicional de análisis de datos, ya que podría no 
tenerse en cuenta la posibilidad de que los resultados, aun cumpliendo 
con el criterio de CV menor a la especificación, no fueran comparables 
entre sí. Para ilustrar esto, se proponen los valores de la Tabla 3.7, donde es 
notorio que el valor de CV cumple con el requisito de estar comprendido 
en el intervalo de aceptación (2%) propuesto, pero los valores promedio de 
las absorbancias para el analista 1 en el día 2, así como para el analista 2 

3.3.4.2 Demostración de la Precisión 
Intermedia del Método Analítico
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en el día 1, son claramente diferentes a los de las otras dos combinaciones 
analista-día. Para evitar este tipo de errores, no es poco común encontrar 
que, en vez de la comparación de los valores de CV de forma directa 
para las combinaciones de fuentes de variación, se proponga el análisis 
de varianza (ANADEVA) para demostrar estadísticamente la Precisión 
Intermedia1, 7, 18.

Tabla 3.6 Determinación de Precisión Intermedia de 
acuerdo con los criterios de la FEUM para un Método 
Analítico utilizado para la valoración de un fármaco en 

tabletas por Espectrofotometría UV.

Analista Día
Resultados

(Absorbancias)
CV (%)

1 1
0.503
0.508
0.511

0.79

1 2
0.506
0.505
0.513

0.86

2 1
0.514
0.516
0.511

0.49

2 2
0.507
0.501
0.511

0.99
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En la determinación de la Precisión Intermedia, se parte de manera 
general de un modelo estadístico donde se establece que los resultados 
analíticos obtenidos con un determinado método dependerán de las 
fuentes de variación en el estudio de Precisión Intermedia (Ecuación 3.17). 
Por ejemplo, retomando el ejemplo de los datos de la Tabla 3.6, con dos 
analistas trabajando en dos días, se puede establecer el siguiente modelo:

Tabla 3.7 Determinación de Precisión Intermedia de 
acuerdo con los criterios de la FEUM para un Método 
Analítico utilizado para la valoración de un fármaco en 

tabletas por Espectrofotometría UV, ejemplo 2.

Analista Día
Resultados

(Absorbancias)
CV (%)

1 1
0.503
0.508
0.511

0.79

1 2
0.566
0.565
0.573

0.76

2 1
0.574
0.576
0.571

0.44

2 2
0.507
0.501
0.511

0.99
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yijk= μ + A i + D j + AD ij+ ek(ij)      Ecuación 3.17

Donde:

yijk = k-ésima observación obtenida por el i-ésimo analista en el j-ésimo día.

μ = Media poblacional de las observaciones obtenidas apicando el método 
analítico.

Ai = Efecto del i-ésimo analista en el resultado analítico.

Dj = Efecto del j-ésimo día en el resultado analítico.

εADεij = Efecto de la interacción del i-esimo analista y el j-ésimo  día en la 
respuesta analítica.

ek(ij) = Error experimental de la k-ésima observación realizada por el i-ésimo 
analista en el j-ésimo día.

Las hipótesis nulas que se desean probar para demostrar que el Método 
Analítico presenta Precisión Intermedia son:

H0 : A1 = A2

H1 : A1 ≠ A2

H0 : D1 = D2

H1 : D1 ≠ D2

La hipótesis:

H0 : A1D1 = A2D2 = A1D2 = A2D1

Se comprueba con la finalidad de demostrar si la aplicación del modelo 
estadístico fue adecuada.
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Para el análisis de los datos, se construye la tabla de ANADEVA, como 
se muestra en la Tabla 3.8, para el modelo de efectos fijos (aquel en el 
que los niveles que toma la fuente de variación y los experimentos han 
sido establecidos y controlados por el experimentador, y las conclusiones 
sobre el mismo son válidas solamente en el intervalo probado14, 19). Los 
cálculos requeridos son:

     Ecuación 3.18

Donde:

  n

∑	yi
2 

..
 i=1 

 = Sumatoria elevada al cuadrado de los datos obtenidos para cada ana-
lista sin importar día o réplica.

y…2 = Cuadrado de la sumatoria de todos los valores obtenidos.

i = Número de analistas.

j = Número de días.

k = Número de réplicas.
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Tabla 3.8 Análisis de varianza del modelo de efectos 
fijos para demostrar Precisión Intermedia.
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Analista (i-1) SCA

SCA

g.l.A
MCA = ––––

MCA

MCe

––––– (F(α/2,g.l.A, g.l.e)-
F(1-α/2,g.l.A, g.l.e))

Día (j-1) SCD

SCD

g.l.D
MCD = ––––

MCD

MCe

––––– (F(α/2,g.l.A, g.l.e)-
F(1-α/2,g.l.A, g.l.e))

Interacción 
Analista-

Día

(i-1)
(j-1)

SCAD

SCAD

g.l.AD

MCAD = –––––
MCAD

MCe

––––– (F(α/2,g.l.A, g.l.e)- 
F(1-α/2,g.l.A, g.l.e))

Error (k-1)(ij) SCe

SCe

g.l.e
MCe = ––––

i = Número de analistas.
j = Número de días.
k =Número de réplicas por cada combinación de los factores analista-día.
α	se fija comúnmente con un valor de 0.05.
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     Ecuación 3.19

Donde:
  n

∑	y. j
2 

.
 j=1 

 = Sumatoria elevada al cuadrado de los datos obtenidos para cada día 
sin importar analista o réplica.

                       Ecuación 3.20

Donde:

 = Sumatoria elevada al cuadrado de los datos obtenidos para cada 
combinación analista-día sin importar la réplica.

     Ecuación 3.21

Donde:

 = Sumatoria del cuadrado del valor de cada resultado analítico.

Si se llevan a cabo los diferentes cálculos, utilizando los valores de la 
Tabla 3.6, se obtiene la Tabla de ANADEVA 3.9.
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Tabla 3.9 Análisis de varianza del modelo 
de efectos fijos para demostrar Precisión 

Intermedia, utilizando los datos de la Tabla 3.6.

Fu
e

n
te

 d
e

 
V

ar
ia

ci
ó

n

G
ra

d
o

s 
d

e
 

L
ib

e
rt

ad
 (g

.l.
)

S
u

m
a 

d
e

 
cu

ad
ra

d
o

s

M
e

d
ia

 d
e

 
cu

ad
ra

d
o

s

F ca
lc

u
la

d
a

F Ta
b

la
s

Analista (i-1)=1 SCA=1.63×10-5 MCA=1.63×10-5 0.97

(0.13-
7.57)

Día (j-1)=1 SCD=3.33×10-5 MCD=3.33×10-5 1.99

Interacción 
Analista-

Día

(i-1)
(j-1)=1

SCAD=4.80×10-5 MCAD=4.80×10-5 2.87

Error
(k-1)
(ij)=8

SCe=1.34×10-4 MCe=1.67×10-5

A partir de la tabla de ANADEVA, se puede concluir que el Método 
Analítico presenta Precisión Intermedia, toda vez que los valores de 
Fcalculada para los factores analista y día se encuentran comprendidos en 
la región de no rechazo establecida de acuerdo con el modelo, con una 
confianza del 95%. Así mismo, como la Fcalculada para la interacción analista-
día se encuentra también en la región de no rechazo, se concluye que el 
modelo con el que se analizaron los datos es el correcto.

Para verificar la versatilidad de la aplicación del ANADEVA en los cálculos 
de Precisión Intermedia, se empleará ahora el mismo procedimiento, pero 
con los datos de la Tabla 3.7. Los resultados obtenidos, presentados en 
la Tabla 3.10, permiten observar que hay una clara interacción entre los 
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factores Analista y Día (Figura 3.6), como ya se podía suponer a partir de 
la observación directa de los datos originales. Al hacerse evidente dicha 
interacción, resulta claro que el modelo estadístico al que se tratan de 
ajustar los datos no es el correcto.

Cuando se observa una situación como la que se presentó con el ANADEVA 
de los datos de la Tabla 3.7, o cuando de antemano se sabe que uno de los 
factores depende de los niveles de otro factor como, por ejemplo, cuando 
en el laboratorio trabajan dos analistas, pero el analista 1 trabaja lunes y 
martes, y el analista 2 trabaja miércoles y jueves (es decir, el factor día está 
anidado en el factor analista), el modelo estadístico debe de considerar ya 
esta situación, por lo que se puede establecer un planteamiento como el 
que se presenta en la ecuación 3.22.

Tabla 3.10 Análisis de varianza del modelo 
de efectos fijos para demostrar Precisión 

Intermedia, utilizando los datos de la Tabla 3.7
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Analista (i-1)=1 SCA=1.63×10-5 MCA=1.63×10-5 0.97

(0.13-
7.57)

Día (j-1)=1 SCD=3.33×10-5 MCD=3.33×10-5 1.99

Interacción 
Analista-

Día

(i-1)
(j-1)=1

SCAD=1.23×10-2 MCAD=1.23×10-2 733.61

Error
(k-1)
(ij)=8

SCe=1.34×10-4 MCe=1.67×10-5
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Gráfica de interacción para Absorbancia

Analista

Ab
so

rb
an

cia

Figura 3.6 Gráfica de interacción de factores 
analista-día, generada con el programa 

Statgraphics Centurion XVII.

yijk= μ + A i + D j(i) + ek(ij)      Ecuación 3.22

Donde:

yijk = k-ésima observación obtenida por el i-ésimo analista en el j-ésimo día.

μ = Media poblacional de las observaciones obtenidas aplicando el método 
analítico.

Ai = Efecto del i-ésimo analista en el resultado analítico.        

Dj(i) = Efecto del j-ésimo día dentro del i-ésimo analista en el resultado analítico.

ek(ij) = Error experimental de la k-ésima observación realizada por el i-ésimo 
analista en el j-ésimo día.

}
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Las hipótesis nulas que se desean probar para demostrar que el Método 
Analítico presenta Precisión Intermedia son:

H0 : A1 = A2

H0 : D1(A1) = D2(A1) = D2(A2) = D1(A2) 

La hipótesis:

H0 : A1D1 = A2D2 = A1D2 = A2D1 

Ya no se comprueba, toda vez que la interacción analista-día queda 
explícita en el modelo estadístico.

Para el análisis de los datos, se construye la tabla de ANADEVA, como 
se muestra en la Tabla 3.11, para el modelo de efectos fijos (aquel en el 
que los niveles que toma la fuente de variación y los experimentos han 
sido establecidos y controlados por el experimentador y las conclusiones 
sobre el mismo son válidas solamente en el intervalo probado13), pero con 
el factor día anidado en el factor analista. Los cálculos iniciales requeridos 
son la suma de cuadrados del analista y del día, que se obtienen con la 
aplicación de las ecuaciones 3.18 y 3.21, y la suma de cuadrados del día 
anidado en el analista, que se obtiene de acuerdo con lo establecido en 
la ecuación 3.23:

     Ecuación 3.23

Si se llevan a cabo los diferentes cálculos de acuerdo con lo establecido 
en la Tabla 3.11, utilizando los resultados de la Tabla 3.7, se obtiene la Tabla 
de ANADEVA 3.12.
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Tabla 3.11 Análisis de varianza del modelo 
de efectos fijos para demostrar Precisión 

Intermedia con un factor anidado.
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Analista (i-1) SCA

SCA

g.l.A
MCA = ––––

MCA

MCe

––––– (F(α/2,g.l.A, g.l.e)- 
F(1-α/2,g.l.A, g.l.e))

Día (j-1)(i) SCD(A)

SCD(A)

g.l.D(A)

MCD(A) = ––––––
MCD(A)

MCe

–––––– (F(α/2,g.l.D(A), g.l.e)-
F(1-α/2,g.l.D(A), g.l.e))

Error (k-1)(ij) SCe

SCe

g.l.e
MCe = –––––

i= Número de analistas
j= Número de días
k=Número de réplicas por cada combinación de los factores analista-
día● se fija comúnmente con un valor de 0.05

A partir de la tabla del ANADEVA de la Tabla 3.12, se puede concluir que 
el Método Analítico presenta Precisión Intermedia entre analistas, toda 
vez que el valor de Fcalculada se encuentra comprendido en la región de no 
rechazo establecida de acuerdo con el modelo, con una confianza del 
95%. Así mismo, como la Fcalculada para el factor día anidado en el factor 
analista se encuentra fuera de la región de no rechazo, se concluye que 
no existe Precisión Intermedia entre días. 
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Tabla 3.12 Análisis de varianza del modelo de efectos fijos 
para demostrar Precisión Intermedia, utilizando los datos de 

la Tabla 3.7, con el factor día anidado en el factor analista.
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Analista (i-1)=1 SCA=1.63×10-5 MCA=1.63×10-5 0.97
(0.13-
7.57)

Día (ij)(i)=2 SCAD=1.23×10-2 MCAD=6.16×10-3 368.90
(0.16-
6.06)

Error (k-1)(ij)=8 SCe=1.34×10-4 MCe=1.67×10-5

En la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos no existe especificación 
ni metodología precisa para demostrar la Reproducibilidad de un Método 
Analítico, se señala de manera general en el apartado de Tolerancia, 
a pesar de que se establece, en la propuesta de nuevos Métodos 
Analíticos, que “A criterio de la CPFEUM se revisará parcial o totalmente 
la documentación de la Validación del método propuesto y se realizará un 
estudio colaborativo”6. Una definición de un estudio colaborativo, se puede 
encontrar en el documento publicado en 2002 por el Colegio Nacional 
de Químicos Farmacéuticos Biólogos AC, donde se establece que es 
“la Reproducibilidad realizada en diferentes laboratorios, por diferentes 
químicos”20. En este orden de ideas, la demostración de Reproducibilidad 
del método, requiere de manera forzosa la comprobación del grado de 

3.3.4.3 Demostración de la Reproducibilidad 
del Método Analítico
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concordancia entre los resultados analíticos obtenidos en diferentes 
laboratorios, aplicando el mismo método de análisis a la misma muestra 
homogénea1; sin embargo, no existe un lineamiento general para llevar a 
cabo la demostración.

Con base en lo anterior, es posible entonces partir de manera general de 
un modelo estadístico donde se establezca que los resultados analíticos 
obtenidos con un determinado método dependerán de la fuente de 
variación laboratorio (Ecuación 3.23). 

yij= μ + L i + e j(i)      Ecuación 3.23

Donde:

yij = j-ésima observación obtenida en el i-ésimo laboratorio.

μ = Media poblacional de las observaciones obtenidas apicando el método 
analítico.

Li = Efecto del i-ésimo laboratorio en el resultado analítico.        

ek(ij) = Error experimental de la j-ésima observación realizada en el i-ésimo la-
boratorio.

La hipótesis nula que se desea probar para demostrar que el Método 
Analítico presenta Reproducibilidad, si se realizara el método en dos 
laboratorios (Laboratorio 1 y Laboratorio 2) es:

H0 : L1 = L2

H1 : L1 ≠ L2

Para el análisis de los datos, se construye la tabla de ANADEVA, como se 
muestra en la Tabla 3.13, para el modelo de efectos fijos. 
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Tabla 3.13 Análisis de varianza del modelo de 
efectos fijos para demostrar Reproducibilidad.
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Laboratorio (i-1) SCL

SCL

g.l.L
MCL = ––––

MCL

MCe

––––– (F(α/2,g.l.L, g.l.e)-
F(1-α/2,g.l.L, g.l.e))

Error (j-1)(i) SCe

SCe

g.l.e
MCe = ––––

i= Número de laboratorios.
j= Número de réplicas en cada laboratorio  se fija comúnmente con un 
valor de 0.05.

Los cálculos requeridos son:

     Ecuación 3.24

Donde:

  n

∑	y.j
2 

.
 i=1 

 = Sumatoria elevada al cuadrado de los datos obtenidos para cada la-
boratorio sin importar día o réplica.

y2.  . = Cuadrado de la sumatoria de todos los valores obtenidos.
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     Ecuación 3.25

Donde:

 = Sumatoria del cuadrado del valor de cada resultado analítico.

Para ejemplificar el cálculo, se cuenta con los resultados de la Tabla 
3.14 para la demostración de Reproducibilidad de un Método Analítico, 
realizado en dos laboratorios, por sextuplicado en cada uno de ellos.

Tabla 3.14 Determinación de Reproducibilidad para 
un Método Analítico utilizado para la valoración de un 

fármaco en tabletas por Espectrofotometría UV.

Laboratorio
Resultados

(Absorbancias)
CV (%)

1
0.503
0.508
0.511

0.514
0.516
0.511

0.89

2
0.506
0.505
0.513

0.507
0.501
0.511

0.85
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Si se llevan a cabo los diferentes cálculos, utilizando los valores de la 
Tabla 3.14, se obtiene la Tabla de ANADEVA 3.15.

Tabla 3.15 Análisis de varianza 
del modelo de efectos fijos para 

demostrar Reproducibilidad.
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Laboratorio (i-1)=1 SCL=3.33×10-5 MCL=3.33×10-5 1.68
(0.14-
6.94)

Error (j-1)(i)=10 SCL=1.98×10-4 MCe=1.98×10-5

Como el valor de Fcalculada para el factor laboratorio se encuentra 
comprendido en la región de no rechazo al 95% de confianza, se puede 
concluir que el Método Analítico es reproducible entre los laboratorios 1 
y 2. Cabe aclarar, que la demostración de Reproducibilidad se restringe a 
los laboratorios que hayan participado en el estudio y, que en la medida 
que se desee incorporar el método en otros, estos deberán participar 
también dentro del estudio colaborativo15.
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La Exactitud de un Método Analítico se define como el grado de 
concordancia entre el valor que es aceptado, ya sea como un valor real 
convencional o un valor de referencia aceptado y el valor encontrado 
en la medición1, 7. De acuerdo con la FEUM6, es la concordancia absoluta 
entre el resultado obtenido con el método y la cantidad verdadera 
del analito en la muestra, a una cantidad fija. Dicho en otras palabras, 
mientras que en la determinación de precisión se requería demostrar qué 
tan parecidos eran los resultados analíticos entre sí (variando o no ciertas 
condiciones del análisis), en la determinación de Exactitud del método se 
desea demostrar el grado en que los resultados analíticos obtenidos son 
cercanos a la cantidad (concentración) real del mensurando o analito en 
la muestra. Con base en lo anterior, a la Exactitud también se le denomina 
“veracidad” de los resultados analíticos, y está relacionada con el grado de 
sesgo de las determinaciones en relación con el valor real de la cantidad 
de analito en la muestra (mismo que se consideraría el valor promedio 
aceptado como referencia)2.

Una vez que, mediante la demostración de la precisión del método, se ha 
logrado demostrar que los resultados de múltiples determinaciones de 
la misma muestra analítica no varían de forma considerable entre sí, es 
necesario, con la demostración de la Exactitud del método, dar certeza 
de que tales mediciones no se alejan de forma considerable del valor 
aceptado como real o verdadero del mensurando contenido en una 
muestra5, 21.

Explicando esta situación de una manera muy sencilla, se espera que en 
un Método Analítico no sólo se tenga certeza de que se mide lo que se 
pretende medir (Especificidad), sino que también que se mide con poca 
variación (precisión) y que la cantidad que se dice que se mide del analito es 
la que en realidad existe en la muestra (Exactitud). La Exactitud, entonces, 
permite demostrar de qué manera las operaciones involucradas en el 
Método Analítico permiten llegar a un resultado verídico de la cantidad 
de analito en realidad presente en la muestra. Lo anterior, cobra especial 

3.4 Exactitud del Método Analítico

3.4.1 ¿Qué es la Exactitud del 
Método Analítico?

3.4.2 ¿Por qué demostrar la Exactitud 
de un Método Analítico?
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relevancia en la medida en que un mayor número de operaciones están 
consideradas dentro del Método Analítico, ya que cada una de estas 
operaciones introducirá un término de incertidumbre en la medición, que 
combinación con los demás podría alejar al resultado obtenido del valor 
o la cantidad real del analito en la muestra. Como resultado de lo anterior, 
es de esperarse que, en la medida en que un Método Analítico involucra 
menos operaciones para la generación de un resultado, dicho resultado 
tienda a parecerse más al valor real y, por ende, el grado de Exactitud del 
método sea mayor21-22.

La demostración de Exactitud, al igual que en el caso de Linealidad 
y precisión, se lleva a cabo para los métodos de análisis de tipo 
cuantitativo. Esta demostración debe ser realizada también en el intervalo 
de concentraciones en el que se considera probable obtener un valor 
para la medición, que ya se había definido como intervalo de trabajo, de 
conformidad con lo mencionado en la Tabla 3.2. 

La demostración de Exactitud del Método Analítico depende en gran 
medida de la aplicación y del tipo de método que se estará validando. 
En la FEUM6 se establece la determinación de la Exactitud en virtud de 
si el método cuantitativo pertenece a la categoría I o II (Numeral 1.3.3 de 
este libro), y en la guía de ICH1 se desglosa la determinación de Exactitud 
en función de si el método pertenece a la categoría I y es aplicado a una 
materia prima o a un medicamento.

3.4.3 ¿Para qué tipo de métodos se lleva a 
cabo la demostración de Exactitud?

3.4.4 ¿Cómo se determina la Exactitud 
de un Método Analítico?
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La forma más sencilla para demostrar la Exactitud del Método Analítico 
para la valoración de una materia prima, consiste en aplicar el Método 
Analítico a un analito de pureza conocida (que, de acuerdo con la 
definición, puede ser una sustancia de referencia1,2), llevando a cabo 
un mínimo de nueve determinaciones en un mínimo de tres niveles de 
concentración (como ya se dijo, dentro del intervalo de trabajo). En la 
FEUM6 establece que la determinación de Exactitud deberá realizarse en 
una concentración del analito que represente al 100% de este al menos 
por sextuplicado.

Una vez realizado el procedimiento, la forma más común de determinar 
la Exactitud consiste en proceder al cálculo del porcentaje de 
recobro (Ecuación 3.16) para cada cantidad adicionada del analito, y 
posteriormente comparar el resultado de la media aritmética de los 
porcentajes de recobro con el valor aceptado para la Exactitud (que, 
de manera general, debería ser un recobro de 100%), de acuerdo con la 
Ecuación 3.26.

μ

     Ecuación 3.26

Donde:

t = valor del estadígrafo t de Student para la estimación de la media de los 
recobros.

x
_ 

  = Media aritmética de los porcentajes de recobro obtenidos.

μ = Media poblacional aceptada como real para los porcentajes de recobro.

s = Desviación estándar de las determinaciones de porcentaje de recobro.

n = Número de observaciones utilizadas para el cálculo de t.

3.3.4.1 Determinación de Exactitud para 
un Método Analítico aplicado a la 
valoración de una materia prima
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Para ejemplificar los cálculos de Exactitud del Método Analítico, se 
presentan los resultados de la Tabla 3.16 para la Validación de un 
Método Analítico espectrofotométrico para la valoración de un fármaco 
como materia prima. Se presenta el porcentaje de recobro para cada 
determinación.

Como puede observarse en la Tabla 3.16, los valores de porcentaje de 
recobro en cada una de las determinaciones del ejemplo son muy 
cercanos al 100%, que sería el valor aceptable de recuperación del analito 
a partir de la aplicación del método a muestras que lo contengan. Para 
tener una mayor certeza de la estimación de la cercanía, se puede aplicar 
la ecuación 3.26, al cálculo de la t de Student para determinar si se cumple 
la hipótesis nula:

H0 : µ = 100

H1 : µ ≠ 100

Los resultados para el valor de t de Student calculada a partir de los datos 
de la Tabla 3.16 se muestran en la Tabla 3.17. Como puede observarse en 
esta tabla, en los tres niveles analizados se cumple el criterio de que la 
tcalculada se encuentra dentro de la región de no rechazo, con un 95% de 
confianza, por lo que podría concluirse que el Método Analítico es exacto.
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Tabla 3.16 Resultados de la determinación Exactitud 
para un método usado para la valoración de un 

fármaco por Espectrofotometría UV.

Concentración Respuesta
Concentración 

recuperada
%R

80

0.405 79.95 99.94

0.408 80.51 100.64

0.412 81.26 101.58

0.411 81.23 101.54

0.408 80.56 100.70

0.405 79.98 99.98

100

0.507 99.03 99.03

0.508 99.23 99.23

0.510 99.60 99.60

0.513 100.27 100.27

0.519 101.31 101.31

0.512 99.98 99.98

120

0.613 118.88 99.07

0.624 120.94 100.78

0.628 121.68 101.40

0.625 121.18 100.98

0.619 120.11 100.09

0.617 119.78 99.82
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Una segunda alternativa que brindan diferentes referencias, establece 
que, en caso de no contarse con un material de referencia adecuado, 
es posible demostrar la Exactitud del método por comparación 
de los resultados obtenidos aplicando el método en estudio con 
aquellos que se obtienen aplicando un segundo método que haya 
sido bien caracterizado y cuya Exactitud ha sido establecida22-23. Las 
determinaciones se realizarán, en este caso, también en tres niveles por 
triplicado como mínimo, o con seis determinaciones alrededor del 100%, 
y las comparaciones se llevarán a cabo con los porcentajes de recobro 
para cada método.

Tabla 3.17 Cálculo de t de Student para la determinación 
de Exactitud con los datos de la Tabla 3.16.

Nivel de concentración 
adicionada

tcalculada

80 2.49

(-2.57–2.57)100 -0.29

120 1.03

A partir de lo anterior, resulta lógico pensar que, si la Exactitud del método 
de prueba es igual a la del método con el que se compara (de referencia), 
los porcentajes de recobro obtenidos deberán ser los mismos. En este 
orden de ideas, partiendo de la siguiente hipótesis:

H0: Los porcentajes de recobro de ambos métodos son iguales.

H1: Los porcentajes de recobro de ambos métodos son diferentes.
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Si se cumple la hipótesis nula, entonces se puede expresar en los 
siguientes términos:

H0 : µp = µ0 ∴ 
µA – µ0 = 0

H1 : µA ≠ µ0 ∴ 
µA – µ0 ≠ 0

Donde:

µp: Promedio de la población de porcentajes de recobro para el método de 
prueba.

µ0: Promedio de la población de los resultados de porcentajes de recobro 
para el método de referencia.

Si se expresan las hipótesis en esos términos, se puede demostrar la 
Exactitud llevando a cabo una inferencia para la diferencia de medias, con 
el uso del estadígrafo t de Student, aplicando la ecuación 3.279.

     Ecuación 3.27

Donde:

y
_ 

p = Promedio de los resultados de porcentaje de recobro aplicando el 
método de prueba.

y
_ 

0 = =Promedio de los resultados de porcentaje de recobro aplicando el 
método de referencia.

∆0 = Valor de la hipótesis nula,que en este caso es de 0.

Sp = Desviación estándar ponderada de las muestras.

np = Número de observaciones obtenidas con el método de prueba.

n0 = Número de observaciones obtenidas con el método de referencia.
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El cálculo de la desviación estándar ponderada se lleva a cabo partiendo 
del supuesto de que las varianzas son desconocidas, pero iguales, 
utilizando para ello la ecuación 3.28.

     Ecuación 3.28

Donde:

Sp = Desviación estándar ponderada de las muestras.

np = Número de observaciones obtenidas con el método de prueba.

n0 = Número de observaciones obtenidas con el método de referencia.

Sp
2  = Varianza de los resultados de porcentaje de recobro aplicando el método 

de prueba.

S0
2  = Varianza de los resultados de porcentaje de recobro aplicando el método 

de referencia.

Una vez que se obtiene el valor de tcalculada para la diferencia de las medias, 
se contrasta con la t de tablas, comúnmente con un valor de ● de 0.05, y si 
el valor se sitúa dentro de la zona de no rechazo, se dice que el método 
presenta Exactitud.

Si la determinación de Exactitud se realiza en diferentes niveles de 
concentración (al menos cinco), es posible demostrar que el método es 
exacto aplicando para ello el ajuste de los datos de cantidad adicionada 
contra cantidad recuperada a un modelo lineal por mínimos cuadrados6. 
Los cálculos y el análisis de los datos podrían llevarse a cabo siguiendo 
las pautas establecidas en la sección 3.2.4 de este libro.

La tercera alternativa para establecer Exactitud se menciona en la guía 
Q2 de ICH1. En dicho texto, se dice que la Exactitud del método puede 
ser inferida una vez que se han demostrado la precisión, Linealidad y 
Especificidad del método1, 23. Esta opción, a todas luces, debería ser 
considerada como el último recurso, ya que con ella en realidad no se 
demuestra Exactitud, ya que no proviene de mediciones reales, sino 
solamente, como se indica, se infiere que el método es exacto.
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De acuerdo con la guía Q2 de ICH1, para la determinación de Exactitud 
del Método Analítico para un método en el que se desea cuantificar 
un analito dentro de un medicamento es posible recurrir a cuatro 
métodos22-23:

a. Aplicar el Método Analítico a mezclas artificiales de los componentes 
del medicamento a las cuales se les han adicionado cantidades 
conocidas del analito. Este método se denomina en análisis 
farmacéutico, de manera común, “método del placebo cargado”, y

b. En los casos donde no es posible obtener muestras de todos los 
componentes del medicamento, será aceptable ya sea adicionar 
cantidades conocidas del analito al producto (método del estándar 
adicionado), o

c. Comparar los resultados con aquellos obtenidos a partir de un 
segundo procedimiento analítico bien caracterizado para el cual se ha 
demostrado o definido la Exactitud.

d. Al igual que en la sección anterior, la cuarta alternativa para establecer 
Exactitud que se menciona en la guía Q2 de ICH1 es aquella en la que 
se dice que la Exactitud del método puede ser inferida una vez que se 
han demostrado la precisión, Linealidad y Especificidad del método. 
La limitación de esta alternativa ya fue señalada en la sección anterior.

Debe tenerse en cuenta que la preparación de placebos cargados o 
estándares adicionados siempre representa un reto con relación a la 
incorporación real del fármaco en la muestra. Por ejemplo, si el placebo 
cargado se prepara mezclando polvos de todos los componentes, 
incluido el analito, puede existir un cierto grado de confianza de que la 
extracción a partir de los polvos será homogénea y apegada a lo que se 
espera de una “muestra real”; sin embargo, si la preparación del placebo 
cargado implica que una mezcla de polvos del placebo sea, por ejemplo, 
“rociada” con una solución del analito para cargarlo, se corre el riesgo 
de que esta “muestra artificial” difiera en su comportamiento durante 
la extracción del analito con respecto a una muestra real. En síntesis, 
deberá de cuidarse, en la medida de lo posible, que la preparación de 
los placebos cargados o los estándares adicionados sea cercana a la 
preparación de una muestra “real”.

3.4.4.2 Determinación de Exactitud para 
un Método Analítico aplicado a 
la valoración del contenido de 
un analito en un medicamento
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En cualquiera de los casos, los resultados que se obtendrán serán los 
porcentajes de recobro, y el análisis matemático para la demostración de 
Exactitud será el mismo que ya se señaló en la sección 3.4.4.1.

Para la determinación de la Exactitud de un método que se utilizará para 
la cuantificación de impurezas, es recomendado el que se adicionen 
a las muestras a analizar cantidades conocidas y fijas de la impureza a 
determinar (normalmente en un nivel del 100% de la concentración 
esperada de impurezas) y, que de igual forma que en los casos anteriores, 
se analicen los porcentajes de recobro de la impureza a partir de la 
muestra y se contraste con el estadígrafo de prueba de la Ecuación 3.26. 
Una segunda alternativa, es también la comparación de los porcentajes de 
recobro de impurezas obtenidos con el método de prueba con aquellos 
que se obtienen con un procedimiento independiente1, 6, 7.

El Límite de Detección de un Método Analítico se define como la menor 
cantidad del analito en una muestra que puede ser detectada pero 
no necesariamente cuantificada como un valor exacto1. En términos 
de incertidumbre de la medición, se menciona que la determinación del 
Límite de Detección tiene como fin solamente establecer el confín más 
bajo del intervalo de operación práctica del método3. De acuerdo con la 
IUPAC5, 22, el Límite de Detección se define como la cantidad real de analito 
en la muestra que lleva a concluir con una alta probabilidad que éste está 
presente en la muestra, siguiendo criterios específicos de decisión. Este 
representa una característica de desempeño que debe determinarse 
cuando un Método Analítico se aplica como prueba límite.

3.4.4.3 Determinación de Exactitud para 
un Método Analítico aplicado a la 
cuantificación de impurezas

3.5 Límite de Detección del Método Analítico

3.5.1 ¿Qué es el Límite de Detección 
del Método Analítico?
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Conforme la medición de un determinado analito se acerca a niveles 
bajos de concentración, se incrementa el efecto de diferentes variables en 
la respuesta analítica obtenida, dentro de las que se pueden considerar 
las siguientes3, 7:

● La inestabilidad de la línea base del instrumento.

● La influencia de los blancos analíticos.

● Pérdida del analito durante los procesos de extracción o limpieza de la 
muestra.

Por lo anterior, conforme nos acercamos a niveles bajos del intervalo de 
trabajo aceptable para el método, la incertidumbre de las mediciones 
tiende a incrementarse, representando una fracción sustancial del 
resultado analítico de inicio y, conforme se disminuye aún más la 
concentración, la magnitud de la incertidumbre asociada es tal que 
puede incluir en su intervalo al valor de cero, de tal forma que representa, 
en términos reales, el punto final más bajo del intervalo práctico de 
trabajo. Lo anterior, implicaría que la aplicación más importante del 
Límite de Cuantificación es el establecimiento de un valor numérico 
de concentraciones a partir de las cuales el desempeño del método 
resulta insuficiente para una medición aceptable, por lo que no debería 
tenerse confianza en mediciones realizadas de manera cuantitativa en 
esa región del intervalo de trabajo3.

En la mayoría de las referencias consultadas existe el consenso claro, 
a partir de la definición práctica del Límite de Detección, de que la 
demostración de esta característica de desempeño debe realizarse 
para Métodos Analíticos cuya aplicación implique la determinación de 
niveles bajos del analito, sin necesariamente buscar su cuantificación, 
es decir, en pruebas de impurezas límite6, 24.

3.5.2 ¿Por qué demostrar el Límite de 
Detección de un Método Analítico?

3.5.3 ¿Para qué tipo de métodos se 
lleva a cabo la demostración 
de Límite de Detección?



125

Capítulo 3 Características de desempeño analítico demostrables 
Introducción a la validación de Métodos Analíticos
para el laboratorio farmacéutico de control de calidad

124

Se han propuesto diferentes alternativas para la determinación del Límite 
de Detección, las cuales dependen primordialmente del tipo de técnica 
analítica (instrumental o no instrumental) y de la aplicación deseada del 
método1, 7.

El alcance más sencillo para la determinación del Límite de Detección, 
empleado principalmente (pero no únicamente) para Métodos 
Analíticos no instrumentales, consiste en el análisis de muestras con 
concentraciones conocidas del analito, estableciendo en orden de 
concentración decreciente en cuál de ellas se tiene el nivel mínimo 
en el cual el analito puede ser detectado de manera “confiable”. Este 
método, se denomina como el método de evaluación visual, y se puede 
ejemplificar con la figura 3.7, donde se muestran tres cromatogramas de 
concentración descendente de glibenclamida25 en los cuales, a juicio 
del analista, el Límite de Detección podría ser aquella concentración a 
partir de la cual se obtiene el cromatograma B o el C, es decir, de manera 
arbitraria, se puede definir un valor para el Límite de Detección, que no 
necesariamente implicaría una lógica que permita cubrir el concepto de 
la cota del intervalo de trabajo aceptable. Esa arbitrariedad, es la principal 
limitante de este método para determinar Límite de Detección.

Una aplicación muy sencilla de este método para la determinación 
del Límite de Detección sería aquella en donde el método tiene como 
objetivo determinar una impureza en un valor límite, y por lo tanto la 
determinación del Límite de Detección sería aquella en donde únicamente 
se corroboraría que el método permite efectivamente determinar la 
presencia del analito experimentalmente en las condiciones establecidas. 
Como ejemplo, si se menciona en un protocolo para la determinación de 
impurezas de conformidad con las guía Q3A a Q3C26-28, que el umbral de 
detección aceptado es de 0.1% (Tabla 3.18), entonces las determinaciones 
de la última columna de dicha tabla permitirían fundamentar que el Límite 
de Detección del método es efectivamente el establecido en el protocolo.

3.5.4 ¿Cómo se determina el Límite de 
Detección de un Método Analítico?
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Figura 3.7 Cromatogramas de glibenclamida en 
concentraciones de 1 (A), 0.1 (B) y (0.05) C µg/mL25.
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Tabla 3.18 Determinación de 
impurezas en un fármaco nuevo26.
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≤ 2 mg 0.05%

0.1% o 1.0 
mg/día 

(cualquiera 
que sea el 
más bajo)

0.15 o 1.0 
mg/día

≥ 0.200 mg

>2 mg 0.03% 0.05% 0.05% ≥ 0.100 mg

El segundo método recomendado para la determinación del Límite 
de Detección es aquel fundamentado en la relación señal-ruido de 
la respuesta24. Resulta claro que solamente puede ser aplicado para 
aquellos Métodos Analíticos instrumentales donde es posible obtener 
una línea base que derive en el cálculo de la relación señal a ruido. La 
determinación se realiza comparando las señales medidas a partir de 
muestras que contienen al analito en concentraciones bajas conocidas 
con las mediciones del ruido obtenidas a partir de blancos analíticos. 
Se ha establecido de manera convencional que el Límite de Detección 
será aquel donde se obtenga al menos una relación señal-ruido de (2:1), 
aunque en algunas referencias se prefiere una relación (3:1), ya que con 
ese valor la posibilidad de que el intervalo de concentraciones del analito 
en el Límite de Detección contenga al valor de cero se reduce1, 3, 22. En 
la Tabla 3.19, se muestra el cálculo de la relación señal-ruido para los 
cromatogramas de la Figura 3.7. Como puede observarse en esta Tabla, la 
relación señal a ruido mayor a 2.0 se cumple para el cromatograma B, no 
así para el C, por lo que el Límite de Detección, con base en este criterio, 
sería de 0.1 mg/mL.
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Tabla 3.19 Relación señal-ruido para 
los cromatogramas de la Figura 3.7.

Cromatograma

ABC de la 
señal de 

glibenclamida 
(mAu*seg)

ABC del ruido 
(mAu*seg)

Relación 
señal:ruido

A 101.3

9.26

10.93:1.00

B 20.19 2.18:1.00

C 6.73 0.73:1.00

Una tercera forma de aproximación a la determinación del valor del 
Límite de Detección es la que se fundamenta en la relación que existe 
entre la desviación estándar de la respuesta analítica y la pendiente de 
la curva concentración vs respuesta1, 6, 7, 22. El Límite de Detección, tendría 
un valor establecido de acuerdo con la Ecuación 3.29:

3.3S
b

LD = –––––
     Ecuación 3.29

Donde:

LD = Límite de detección del método.

S = Desviación estándar de la respuesta.

b = Pendiente de la curva concentración vs respuesta.
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Para el caso de la pendiente, se utilizará la de la curva concentración 
vs respuesta. La desviación estándar puede calcularse en dos distintas 
formas:

a) Construyendo una curva concentración vs respuesta utilizando 
muestras que contengan al analito en el intervalo de concentraciones 
del Límite de Detección. La desviación estándar residual de la curva 
de regresión o la desviación estándar de la ordenada al origen pueden 
ser utilizadas como desviación estándar de la respuesta. En este 
método, toda vez que las concentraciones a determinar son bajas, 
puede encontrarse que los niveles más altos de la curva tengan una 
mayor influencia en los valores de la desviación estándar (es decir, que 
se presente heterocedasticidad en la curva), por lo que se requiere 
un mayor número de niveles en la curva que durante el cálculo de 
Linealidad (al menos ocho niveles)1, 6.

En la Tabla 3.20 se presentan los datos de la curva concentración vs 
respuesta para un analito cuantificado por CLAR en fase reversa, con 
detección UV, en concentraciones cercanas a su Límite de Detección.

Tabla 3.20 Valores de concentración vs respuesta para la 
determinación de Límite de Detección y Límite de Cuantificación 

de un Método Analítico por CLAR en fase reversa.

Concentración
(ng/mL)

Respuesta 1
(mAu*seg)

Respuesta 2
(mAu*seg)

Respuesta 3
(mAu*seg)

1000 101.3 102.3 101.9

800 82.2 82.1 83.2

700 70.8 70.9 71.4

600 63.4 60.9 63.3

500 49.5 47.2 47.1

400 42.2 39.1 39.1

300 29.3 28.2 28.3

200 23.9 21.9 22.2

100 8.2 8.5 8.3
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Con los datos de la Tabla 3.20, se calcularon los resultados de la Tabla 3.21:

Tabla 3.21 Resultados de la regresión lineal 
por mínimos cuadrados de la Tabla 3.20.

Ordenada al origen -1.01 mAu*seg

Pendiente 0.1031 mAu*seg*mL/ng

Coeficiente de correlación 0.9980

Varianza de los valores de x 79487.17

Varianza de los valores de y 849.75

Número de observaciones 27

Varianza residual de la regresión 5.029

Desviación estándar residual de la regresión 2.242

Con el valor de la pendiente y de la desviación estándar residual de la 
regresión, se calcula el Límite de Detección:

3.3S
b

LD = ––––– 3.3  –––––––    = 71.76 ng/mL2.242
0.1031
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b) Analizando una serie de blancos analíticos y calculando la desviación 
estándar de dichas respuestas. En este caso, resulta claro que este 
método sólo puede aplicarse donde se llega a obtener una respuesta 
a partir de los blancos analíticos1, 3, 7. 

De ambos métodos, el que resulta ser más preciso para el cálculo de Límite 
de Detección es el de la desviación estándar de la curva de regresión.

El Límite de Cuantificación de un Método Analítico se define como la 
menor cantidad del analito en una muestra que puede ser determinada 
cuantitativamente con una adecuada precisión y Exactitud1. En términos 
de incertidumbre de la medición, se menciona que la determinación del 
Límite de Cuantificación tiene como fin el establecer el mínimo valor de 
concentración en el que una medición aplicando el método establecido 
será confiable cuantitativamente3, 5. 

La variabilidad que puede esperarse de un Método Analítico aplicado a 
la cuantificación de un compuesto en concentraciones bajas es mayor 
que aquella que puede esperarse para un método cuyo objetivo es la 
valoración del contenido de activo en un polvo o en un medicamento3,6. El 
efecto del incremento de la variabilidad al disminuir las concentraciones 
fe observado por Horwitz cuando conjuntó los resultados de una serie 
de estudios colaborativos en los que se emplearon diferentes técnicas 
analíticas en diversos intervalos de concentración de trabajo para 
analitos diversos29. La relación que observó Horwitz está representada 
por una gráfica clásica en análisis farmacéutico, denominada “trompeta 
de Horwitz” (Figura 3.8). A partir de ella, es posible concluir que sin 
importar la naturaleza del analito o del material de prueba, el principio del 
incremento de la variabilidad del método en función de la disminución de 
la concentración del analito en la muestra es una constante.

3.6 Límite de Cuantificación del 
Método Analítico

3.6.1 ¿Qué es el Límite de Cuantificación 
del Método Analítico?

3.6.2 ¿Por qué demostrar el Límite de 
Cuantificación de un Método Analítico?
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Figura 3.8 Ejemplo de la "trompeta de Horwitz"29.

Por lo anterior, y siguiendo el mismo razonamiento que para el Límite de 
Detección, conforme nos acercamos a niveles bajos del intervalo de 
trabajo aceptable para el método, la incertidumbre de las mediciones 
tiende a incrementarse, representando una fracción sustancial del 
resultado analítico de inicio, por lo que resulta indispensable, a partir 
de la determinación del Límite de Cuantificación, conocer el menor 
nivel de concentración en el cual es posible concluir que se mantiene la 
capacidad cuantitativa del método, es decir, la concentración más baja 
en la cual las determinaciones cuantitativas son aún confiables1, 6, 29.

En la FEUM, se establece que su utilización se limita únicamente a los 
métodos Categoría II6. Sin embargo, esto implicaría la necesidad de 
que un método para la determinación de impurezas como límite fuera 
cuantitativo, lo que no necesariamente es correcto. Por lo anterior, puede 
establecerse que la demostración de esta característica de desempeño 
debe realizarse para Métodos Analíticos cuantitativos de rutina cuya 
aplicación implique la determinación de concentraciones bajas del 
analito, es decir, en métodos tales como las pruebas de impurezas 
cuantitativas1, 6, 7. 

3.6.3 ¿Para qué tipo de métodos se 
lleva a cabo la demostración 
de Límite de Cuantificación?
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Se han propuesto diferentes alternativas para la determinación del 
Límite de Cuantificación, las cuales dependen primordialmente del tipo 
de técnica analítica (instrumental o no instrumental) y de la aplicación 
deseada del método (cuantificación de impurezas o pruebas límite de 
impurezas)1, 7.

El alcance más sencillo para la determinación del Límite de Cuantificación, 
empleado principalmente (pero no únicamente) para Métodos 
Analíticos no instrumentales, consiste en el análisis de muestras con 
concentraciones conocidas del analito, estableciendo en orden de 
concentración decreciente en cuál de ellas se tiene el nivel mínimo en el 
cual el analito puede ser detectado de manera “confiable”. Este método, se 
denomina como el método de evaluación visual, y se puede ejemplificar 
también con la figura 3.8, donde se muestran tres cromatogramas de 
concentración descendente de glibenclamida25 en los cuales, a juicio del 
analista, el Límite de Cuantificación podría ser aquella concentración a 
partir de la cual se obtiene el cromatograma A o el B, es decir, de manera 
arbitraria, se puede definir un valor para el Límite de Cuantificación, que no 
necesariamente implicaría una lógica que permita cubrir el concepto de 
la cota del intervalo de trabajo aceptable. Esa arbitrariedad, es la principal 
limitante de este método para determinar Límite de Cuantificación.

El segundo método recomendado para la determinación del Límite de 
Cuantificación es aquel fundamentado en la relación señal-ruido de 
la respuesta. Resulta claro que este método, al igual que ocurre con la 
determinación del Límite de Detección, solamente puede ser aplicado 
para aquellos Métodos Analíticos instrumentales donde es posible 
obtener una línea base que derive en el cálculo de la relación señal a ruido. 
La determinación se realiza comparando las señales medidas a partir de 
muestras que contienen al analito en concentraciones bajas conocidas 
con las mediciones del ruido obtenidas a partir de blancos analíticos. Se 
ha establecido de manera convencional que el Límite de Cuantificación 
será aquel donde se obtenga al menos una relación señal-ruido de (10:1)1, 3, 

30. En la Tabla 3.19, se muestra el cálculo de la relación señal-ruido para los 
cromatogramas de la Figura 3.7. Como puede observarse en esta Tabla, la 
relación señal a ruido mayor a 10 se cumple para el cromatograma A, no 
así para los otros, por lo que el Límite de Cuantificación, con base en este 
criterio, sería de 1.0 mg/mL.

3.6.4 ¿Cómo se determina el Límite de 
Cuantificación de un Método Analítico?
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Una tercera forma de aproximación a la determinación del valor del Límite 
de Cuantificación es la que se fundamenta en la relación que existe entre 
la desviación estándar de la respuesta analítica y la pendiente de la curva 
concentración vs respuesta30, 31. El Límite de Cuantificación, tendría un 
valor establecido de acuerdo con la Ecuación 3.30:

10S
b

LC = –––––
     Ecuación 3.30

Donde:

LC = Límite de cuantificación del método.

S = Desviación estándar de la respuesta.

b = Pendiente de la curva concentración vs respuesta.

Para el caso de la pendiente, se utilizará la de la curva concentración vs 
respuesta. La desviación estándar puede calcularse en las dos formas 
que ya se mencionaron para el Límite de Detección:

a) Construyendo una curva concentración vs respuesta utilizando 
muestras que contengan al analito en el intervalo de concentraciones 
del Límite de Cuantificación. La desviación estándar residual de la 
curva de regresión (Sy/x, que se calcula a partir de la ecuación 3.12) o 
la desviación estándar de la ordenada al origen pueden ser utilizadas 
como desviación estándar de la respuesta1, 7.

Si se utilizan de nuevo los resultados obtenidos (Tabla 3.21) para los datos 
de la Tabla 3.20, se puede calcular el valor del Límite de Cuantificación:

10S
b

LC = –––––  = 10  –––––––   = 217.45 ng/mL2.242
0.1031

b) Analizando una serie de blancos analíticos y calculando la desviación 
estándar de dichas respuestas. En este caso, resulta claro que este 
método sólo puede aplicarse donde se llega a obtener una respuesta 
a partir de los blancos analíticos1, 3, 7. 
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De ambos métodos, el que resulta ser más preciso para el cálculo de 
Límite de Cuantificación es también el de la desviación estándar de la 
curva de regresión.

La Robustez se refiere a la capacidad del Método Analítico de 
permanecer inalterado en cuanto a sus resultados una vez que se 
presentan variaciones pequeñas, pero deliberadas, en sus condiciones 
normales de operación1, 6, 7. Es sumamente importante aclarar, que por 
condiciones normales de operación nos referimos a factores inherentes 
a la operación del método, y que durante su operación normal pueden 
variar de manera común (temperaturas, valores de pH, velocidades de 
flujo de fase móvil, entre otros). No se consideran en esta categoría los 
factores investigados durante los estudios de precisión mismos que, por 
definición, son externos al método (analistas, días de trabajo, laboratorios, 
equipos).

La demostración de la Robustez del método es necesaria como una 
medida importante de la confiabilidad de los resultados que se obtienen 
con el mismo. Puede aseverarse lo anterior, porque durante la operación 
cotidiana en el laboratorio analítico, habrá procesos específicos que 
forman parte de un determinado procedimiento (método) analítico 
que, si no se controlan con suficiente cuidado, potencialmente tendrán 
un efecto sobre el desempeño del mismo, dando lugar a la obtención 
de resultados analíticos erróneos32. 

3.7 Robustez del Método Analítico

3.7.1 ¿Qué es la Robustez del Método 
Analítico?

3.7.2 ¿Por qué demostrar la Robustez 
de un Método Analítico? 
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Para definir los factores que han de estudiarse durante un estudio de 
Robustez, es necesario el conocimiento del procedimiento analítico de 
manera completa, de sus fundamentos y, por lo tanto, de aquellos factores 
que podrían considerarse como críticos en su desempeño. De manera 
enunciativa, más no limitativa, en la Tabla 3.22 se mencionan algunos de 
los factores que podrían considerarse críticos en el desempeño cotidiano 
del Método Analítico y que, a su vez, podrían formar parte de un estudio 
de Robustez, de acuerdo con algunas técnicas empleadas de manera 
común en el laboratorio de análisis farmacéutico32-34.

Resulta necesario realizar una aclaración con respecto a otro parámetro 
que normalmente tiende a confundirse con el de Robustez, que es el de 
Tolerancia. De acuerdo con la FEUM, la Tolerancia del Método Analítico 
es el grado de Reproducibilidad de los resultados de prueba obtenidos 
del análisis de una misma muestra cuando se realizan las mediciones 
bajo diferentes condiciones de análisis, tales como laboratorios, marcas 
de reactivos, entre otros. Apegados a dicha definición, la Tolerancia 
representaría primordialmente lo que la guía Q2 de la ICH define como 
Reproducibilidad del Método Analítico, de manera conjunta con lo que 
en la misma guía se denomina Robustez, lo que genera confusión. En una 
definición más clara, la Tolerancia puede definirse como la habilidad 
para reproducir el Método Analítico en diferentes laboratorios o 
bajo circunstancias diferentes sin que ocurran por ello diferencias 
inesperadas entre los resultados obtenidos35-37.
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Tabla 3.22 Factores que podrían considerarse 
críticos durante un estudio de Robustez.

Técnica analítica Factores

Espectroscopía

Disolvente
pH de la solución
Temperatura
Longitud de onda

Cromatografía de 
Líquidos de Alta 
Resolución (CLAR)

% de agua en la fase móvil
% de modificador orgánico en la fase móvil
pH de la fase móvil
Temperatura
Velocidad de flujo
Fuerza iónica del amortiguador
Concentración de aditivos en la fase móvil
Exactitud en el volumen de inyección
Tiempo de equilibrio del sistema
Edad de la columna
Condiciones de la detección

Volumetría

Sistema de detección del punto final empleado
Temperatura
Concentración de reactantes
Calidad de los estándares

Cromatografía de 
gases

Temperatura de los diferentes componentes
Velocidad de flujo del gas
Velocidad de calentamiento
Presión de la columna
Preparación de la muestra
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La demostración de esta característica de desempeño debe realizarse 
para todos los Métodos Analíticos, bajo el supuesto de que el mejor 
control de los factores críticos del procedimiento analítico permitirá 
mantener la confiabilidad de los resultados analíticos durante el 
periodo de uso del método. Debe tomarse siempre en cuenta el tipo 
de técnica analítica a emplear y el equipo, materiales e instrumentos 
asociados a la misma1, 6, 7. 

En ocasiones, la determinación de Robustez se conjuga (de ser necesario) 
con la de Tolerancia. La demostración de la Tolerancia del Método Analítico 
no es un parámetro obligatorio, y mucho menos que se requiera de 
manera común durante un estudio de Validación pero, al igual que con la 
Robustez, puede representar una medida importante de la confiabilidad 
de los resultados que se obtienen con el Método Analítico cuando este 
es transferido entre laboratorios, o cuando se varían condiciones que no 
son intrínsecas a la operación del método, pero que sí pueden llegar a 
afectar sus resultados, como serían marcas de reactivos, proveedores o 
tipos de columnas, entre otros34-35. 

De manera general, la determinación de Robustez de un Método 
Analítico puede consistir de dos etapas, la primera inicia desde la fase 
de desarrollo del mismo, y la segunda concluye durante el estudio de la 
Validación del método.

Con relación a la determinación de Robustez del método durante la 
etapa de desarrollo del mismo, esta depende de la estrategia seguida 
para conocer las condiciones más adecuadas para cada uno de los 
procesos involucrados en el procedimiento analítico general. Partimos 
del hecho que, durante la etapa de desarrollo del método, es cuando 
se conocen los factores críticos que pueden afectar el desempeño 

3.7.3 ¿Para qué tipo de métodos se lleva a 
cabo la demostración de Robustez?

3.7.4 ¿Cómo se determina la Robustez 
de un Método Analítico?

3.7.4.1 Determinación de Robustez 
durante la etapa de desarrollo 
del Método Analítico
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cotidiano del mismo, ya que son los que normalmente se modifican 
durante la implementación, para arribar al mejor resultado analítico. 
Si se sigue un diseño de experimentos para obtener las condiciones de 
análisis generales o para la optimización del mismo método, es posible 
conocer de manera relativamente sencilla los factores críticos del Método 
Analítico en particular, y tenerlos en consideración como parte de la 
información del protocolo de Validación del método para, si es necesario, 
comprobar de nueva cuenta el grado en que pueden o no modificar la 
respuesta analítica. A pesar de que una explicación minuciosa de la 
herramienta de diseño de experimentos escapa a los alcances de este 
libro, como ejemplo de lo anterior, se han realizado estudios de desarrollo 
de Métodos Analíticos utilizando diseño de experimentos para un método 
por CLAR para la valoración de un fármaco como materia prima. El diseño 
se muestra en la Tabla 3.23. Al analizar los datos del diseño mediante 
el programa Statgrphics Centurion, se obtuvo el Diagrama de Pareto 
estandarizado38 que se muestra en la Figura 3.9, donde es posible observar 
que el factor crítico en la variable de respuesta (tiempo de retención) para 
este método es la velocidad de flujo, por lo que el Método Analítico podría 
no ser robusto (es decir, no mantenerse inalterado en sus resultados) ante 
variaciones en las condiciones de flujo de la fase móvil.

Tabla 3.23 Diseño de experimentos para el desarrollo 
de un Método Analítico por CLAR para la valoración 

de un fármaco como materia prima.

Factores experimentales

Variable de 
respuesta

Velocidad de 
flujo (mL/min)

% de Metanol pH

0.50 40 4.0

Tiempo de 
retención

0.75 45 4.5

1.00 50 5.0
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Cabe aclarar que, si durante el desarrollo del Método Analítico no se 
siguió una estrategia ordenada para conocer las variables que afectan a la 
respuesta analítica deseada, será muy difícil tener información acerca de 
los factores que afectan la Robustez del método.

Figura 3.9 Diagrama de Pareto estandarizado para el 
diseño de experimentos mostrado en la Tabla 3.23.

Durante la etapa de Validación del Método Analítico, se evaluará 
formalmente la Robustez considerando los factores que se sabe son 
críticos para el desempeño del método. El estudio de Robustez implica 
variar de manera deliberada, en el intervalo de niveles esperados, los 
factores que se consideran críticos para la obtención de los resultados 
analíticos, generar dichos resultados y analizar si las variaciones 
presentan o no un impacto significativo en la respuesta.

3.7.4.2 Determinación de Robustez 
durante la etapa de Validación 
del Método Analítico
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Un inconveniente de este tipo de estudios radica en que si se sabe que son 
varios los factores que pueden ser críticos en el desempeño del método, 
y además deben realizarse, como la definición lo establece, variaciones 
pequeñas pero deliberadas en los niveles de dichos factores para 
conocer si se presenta Robustez en el método, el estudio de cada factor 
por separado haría casi imposible el conducir este tipo de experimentos. 
Se recomienda que, si se analizan pocos factores a la vez, estos sean 
comprobados por separado, determinando si la variación esperada de 
la magnitud de tales factores puede influir en realidad en los resultados 
analíticos. Por ejemplo, si en un Método Analítico por Espectrofotometría 
UV se supiera que los únicos factores críticos que tienen potencial de 
producir variaciones en la respuesta al variar la magnitud del factor son 
los que se presentan en la Tabla 3.24:

Tabla 3.24 Factores a considerar en un estudio 
de Robustez de un Método Analítico por 

Espectrofotometría UV.

Factor

Nivel del factor 
en la operación 

normal del 
método

Niveles extremos que se 
espera pueda tomar el factor 

en las condiciones normales de 
operación

Bajo (–) Alto (+)

A: Longitud 
de onda de la 

lectura 
254 252 256

B: pH del 
amortiguador

7.0 6.8 7.2
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El estudio de Robustez podría consistir únicamente en analizar muestras 
variando las condiciones descritas en la Tabla 3.24, y comparando la 
medida en que sus resultados difieren del resultado en condiciones de 
trabajo normales. Este análisis, podría realizarse mediante la comparación 
de la diferencia de las medias de las muestras que ya se ha descrito 
anteriormente, y que se presenta para comodidad del lector de nueva 
cuenta en la ecuación 3.316, 11:

F

F      Ecuación 3.31

Donde:

y
_ 

F = Promedio de los resultados de muestras analizadas variando un nivel 
del factor.

y
_ 

0 = Promedio de los resultados de muestras analizadas en las condiciones 
originales.

∆0 = Valor de la hipótesis nula,que en este caso es de 0.

Sp = Desviación estándar ponderada de las muestras.

nF = número de observaciones para las muestras analizadas variando el nivel 
del factor.

n0 = número de observaciones para las muestras analizadas en las condiciones 
originales.

El cálculo de la desviación estándar ponderada se lleva a cabo partiendo 
del supuesto de que las varianzas son desconocidas, pero iguales, 
utilizando para ello la ecuación 3.32.

F F

F
     Ecuación 3.32
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Donde:

Sp = Desviación estándar ponderada de las muestras.

nF = Número de observaciones para las muestras analizadas variando el nivel 
del factor.

n0 = Número de observaciones para las muestras analizadas en condiciones 
originales.

SF
2 
   = Varianza de los resultados de las muestras analizadas variando el nivel 

del factor.

SO
2 
   = Varianza de los resultados de las muestras analizadas en las condiciones 

originales.

La hipótesis nula que se desea comprobar en todos los casos es:

H0: Los resultados analíticos promedio obtenidos de las muestras en las 
que se modificó el nivel del factor no difieren de aquellos obtenidos con 

muestras analizadas en condiciones originales.

Si se cumple la hipótesis nula, entonces se puede expresar en los 
siguientes términos:

H0 : µA = µ0 ∴ 
µA – µ0 = 0

H1 : µA ≠ µ0 ∴ 
µA – µ0 ≠ 0

Donde:

µA: Promedio de la población de resultados de muestras analizadas variando 
el nivel del factor.

µ0: Promedio de la población de los resultados de muestras analizadas en 
condiciones originales.

Ahora bien, si en un Método Analítico por CLAR se tuvieran como factores 
críticos todos los que se mencionaron en el apartado correspondiente de 
la Tabla 3.22, se tendrían que analizar 10 factores, en tres niveles cada uno 
de ellos, lo que daría como resultado realizar al menos 30 experimentos 
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con 20 diferentes comparaciones estadísticas, algo que resulta impráctico. 
A partir de lo anterior, cuando el número de factores a analizar en el 
estudio de Robustez es grande, resulta común recurrir a diseños de 
experimentos de cribado, tales como el de Packett-Burman39 o como 
los factoriales fraccionados, para disminuir de manera significativa 
el número de corridas analíticas y así obtener una estimación más 
adecuada de la Robustez del método considerando todos los factores 
involucrados. 

En el diseño de tipo Plackett-Burman el número de experimentos (n) es 
siempre un múltiplo de 4. El número de factores (f) que pueden estudiarse 
en este tipo de diseños es n-1. Los diseños utilizados de manera común 
tienen una n=8 o n=12, lo que permite analizar a la vez 7 u 11 factores39. 
Como ejemplo para el desarrollo de este tipo de diseños experimentales, 
se presenta en la Tabla 3.25 una serie de factores a considerar, con sus 
respectivos niveles a analizar, para un Método Analítico por CLAR para 
cuantificar un fármaco como materia prima (valoración)6, 7.

Para el ejemplo de la Tabla 3.25, se tienen 8 factores, y por lo tanto se 
utilizará un diseño con n=12 experimentos. Como se podía tener un 
máximo de 11 (n-1) factores, quedan 3 sin definir, a los que se les denomina 
factores dummy, falsos o imaginarios, que son utilizados para estimar el 
error experimental. Las corridas experimentales a realizar son las que se 
definen en la Tabla 3.26; para la construcción de este tipo de tablas, es 
común valerse de un programa estadístico que permita aleatorizar los 
experimentos a realizar, para evitar efectos de acarreamiento o tiempo 
en algunos de ellos. Cabe aclarar, que en estos diseños, no se utilizan 
comúnmente los niveles normales de operación de los factores, sino 
niveles bajo (–, Tabla 3.25) y alto (+, Tabla 3.25) que se espera pueda tomar 
cada factor en las condiciones de operación del método39.
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Tabla 3.25 Factores a considerar en un estudio de 
Robustez de un Método Analítico por CLAR.

Factor

Nivel del 
factor en la 
operación 
normal del 

método

Niveles extremos que se 
espera pueda tomar el factor 
en las condiciones normales 

de operación

Bajo (–) Alto (+)

A: Velocidad de flujo 
de la fase móvil 

(mL/min)
1.5 1.4 1.6

B: pH del 
amortiguador

7.0 6.8 7.2

C: Temperatura de 
la columna

22 20 24

D: % de 
amortiguador en la 

fase móvil
65 63 67

E: % de modificador 
orgánico en la fase 

móvil
35 37 33

F: Concentración 
del amortiguador 

(mM)
25 23 27

G: Longitud de onda 
de la detección (nm)

254 250 258

H: Concentración 
del par iónico (mM)

1 0.9 1.1
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Tabla 3.26 Diseño Plackett-Burman para 
examinar 11 factores en 12 experimentos, a 

partir de los datos de la Tabla 3.25.

Experimento

Factores

A B C D E F G H I J K

1 + + - + + + - - - + -

2 - + + - + + + - - - +

3 + - + + - + + + - - -

4 - + - + + - + + + - -

5 - - + - + + - + + + -

6 - - - + - + + - + + +

7 + - - - + - + + - + +

8 + + - - - + - + + - +

9 + + + - - - + - + + -

10 - + + + - - - + - + +

11 + - + + + - - - + - +

12 - - - - - - - - - - -
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La tabla 3.26 permite definir las 12 corridas experimentales a realizar, y a 
partir de ellas se obtienen los resultados de cada n-ésimo experimento 
(yn), mismos que permiten obtener el contraste (Cf) para cada factor (f), de 
acuerdo con las ecuaciones 3.33 a 3.43.

CA=y1-y2+y3-y4-y5-y6+y7+y8+y9-y10+y11-y12  Ecuación 3.33

CB=y1+y2-y3+y4-y5-y6-y7+y8+y9+y10-y11-y12  Ecuación 3.34

CC=y1+y2+y3-y4+y5-y6-y7-y8+y9+y10+y11-y12  Ecuación 3.35

CD=y1-y2+y3+y4-y5+y6-y7-y8-y9+y10+y11-y12  Ecuación 3.36

CE=y1+y2-y3+y4+y5-y6+y7-y8-y9-y10+y11-y12  Ecuación 3.37

CF=y1+y2+y3-y4+y5+y6-y7+y8-y9-y10-y11-y12  Ecuación 3.38

CG=y1+y2+y3+y4-y5+y6+y7-y8+y9-y10-y11-y12  Ecuación 3.39

CH=-y1-y2+y3+y4+y5-y6+y7+y8-y9+y10-y11-y12  Ecuación 3.40

CI=-y1-y2-y3+y4+y5+y6-y7+y8+y9-y10+y11-y12  Ecuación 3.41

CJ=y1-y2-y3-y4+y5+y6+y7-y8+y9+y10+y11-y12  Ecuación 3.42

CK=-y1+y2-y3-y4-y5+y6+y7+y8-y9+y10+y11-y12  Ecuación 3.43
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Para ejemplificar el cálculo de los contrastes para cada factor, en la Tabla 
3.27 se presentan resultados hipotéticos para la variable de respuesta 
tiempo de retención para cada experimento, así como los cálculos de 
contraste para cada factor:

Tabla 3.27 Resultado de los experimentos planteados en la 
Tabla 3.26 y contrastes calculados para cada factor.

Ti
em

po
 d

e 
re

te
nc

ió
n 

po
r 

ex
pe

rim
en

to
 

(m
in

)

Factores

A B C D E F G H I J K

3.5 + + - + + + - - - + -

4.3 - + + - + + + - - - +

4.8 + - + + - + + + - - -

3.2 - + - + + - + + + - -

3.3 - - + - + + - + + + -

3.6 - - - + - + + - + + +

4.2 + - - - + - + + - + +

4.8 + + - - - + - + + - +

4.9 + + + - - - + - + + -

3.3 - + + + - - - + - + +

3.1 + - + + + - - - + - +

3.4 - - - - - - - - - - -

Contrastes 
por factor

4.2 1.6 1 -3.4 -3.2 2.2 3.6 0.8 -0.6 -0.8 0.2

Suma de 
cuadrados 
del factor

1.470 0.213 0.083 0.963 0.853 0.403 1.080 0.053 0.030 0.053 0.003
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Con la ecuación 3.44, se calcula la suma de cuadrados para cada factor:

C f
2

n
SCCf = –––

     Ecuación 3.44

Donde:

Cf = Contraste de cada factor f.

n = número de experimentos.

La suma de cuadrados de cada factor se presenta en la Tabla 3.27.

Se calcula además suma de cuadrados del error con los factores dummy 
a partir de la ecuación 3.45:

C d
2

n
SCe =     –––

     Ecuación 3.45

Donde:

Cd = Contraste de cada factor dummy d.

n = número de experimentos.

El cálculo de la suma de cuadrados del error, sería el siguiente:

SCe = 0.030+0.053+0.003=0.086

La media de cuadrados del error se calcula con la ecuación 3.46:

SCe

d
MCe = ––––

     Ecuación 3.46

Donde:

SCe = Suma de cuadrados del error.

d = Número de factores dummy.
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Para este ejemplo, la media de cuadrados del error es:

0.086
3

MCe = ––––– = 0.028

Para cada factor, se obtiene su valor de Fcalculada, con la ecuación 3.47:

MCCf
MCe

Fcalculada = ––––– 
     Ecuación 3.47

El valor de media de cuadrados de cada factor es igual a su suma de 
cuadrados, ya que sólo le corresponde un grado de libertad. La Fcalculada 
se contrasta con el valor de F1-●/2, 1, d, y si es mayor a ésta, se presenta un 
efecto del factor sobre la Robustez del método. En este ejemplo, como se 
muestra en la Tabla 3.28, se observa que ningún factor tendría un efecto 
significativo sobre la variable de respuesta tiempo de retención, con un 
nivel de confianza del 95%.

Tabla 3.28 Valores de F calculada para cada factor 
probado en el diseño propuesto en la Tabla 3.26.

Factor A B C D E F G H

Fcalculada 50.88 7.38 2.88 33.35 29.54 13.96 37.38 1.85

F0.95, 1, 3 55.55
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Un factor que representa especial interés durante la determinación 
de la Robustez del método, es el periodo durante el cual la muestra 
analítica permanece estable. El interés en la evaluación de la muestra 
analítica surge debido a la necesidad que se tiene, en muchas ocasiones, 
de almacenar la muestra durante un período de tiempo después de 
que se ha preparado para su análisis, tal vez como consecuencia de la 
secuencia de análisis que necesariamente se encuentra en un análisis 
automatizado (por, ejemplo, el tiempo de análisis de tres muestras por 
CLAR con inyección automática, con una corrida analítica que dura un 
tiempo prolongado) o como resultado de la necesidad de analizar un 
grupo de muestras de manera conjunta como parte de un protocolo de 
trabajo establecido (por ejemplo, muestras de fluidos biológicos en un 
estudio de biodisponibilidad). 

Una forma de realizar un estudio de la estabilidad de la muestra para 
métodos de rutina en el análisis farmacéutico, consiste en preparar un 
grupo de muestras que se analizan de manera conjunta en un intervalo de 
tiempo reducido (el número de muestras dependerá del tiempo de análisis 
entre cada una de ellas) y una vez analizadas las muestras, se almacenan 
en las condiciones requeridas, para ser reanalizadas una vez transcurrido 
el período de tiempo que, a juicio de quien valida el método, sea 
requerido. Las condiciones y el tiempo de almacenamiento dependerán 
de las necesidades que se presentan comúnmente con dichas muestras, 
por ejemplo, si de manera cotidiana se requiere analizar 10 muestras por 
CLAR en un laboratorio, y el tiempo de corrida de cada muestra es de 
15 minutos, el estudio de estabilidad deberá permitir demostrar que las 
muestras son estables al menos durante 150 minutos antes de su análisis; 
como otro ejemplo, es posible que las muestras sean preparadas y, por 
alguna razón, deban almacenarse hasta su análisis al otro día, por lo que 
se deberá demostrar si las muestras son estables durante todo el intervalo 
de tiempo que transcurre desde su preparación hasta la conclusión de su 
análisis, en las condiciones de almacenamiento requeridas (refrigeración, 
mesa de laboratorio, resguardadas de la luz, o las que correspondan)1, 7.

Para la demostración de la estabilidad mediante el análisis y posterior 
reanálisis de las mismas muestras, se presenta el ejemplo de la Tabla 
3.29, donde se tienen resultados del análisis por CLAR de muestras que 
contienen un fármaco analizadas al tiempo inicial, y transcurridas cuatro 
horas después de su preparación.
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 Tabla 3.29 Resultados de un estudio 
de estabilidad de muestras analíticas.

Muestra

Área bajo la curva del pico 
cromatográfico (mAu*min) Diferencia (d) 

entre las áreas 
bajo la curva 

(mAu*seg)t= 0h T= 4h

1 123456 122435 1021

2 124738 121456 3282

3 123421 122143 1278

4 122456 123543 -1087

5 124023 124789 -766

6 123043 122098 945

Promedio de las diferencias 778.83

Desviación estándar de las diferencias 1579.18

Para evaluar la estabilidad de las muestras, se puede inferir con 
respecto a la diferencia que existe entre el valor inicial y el valor final 
de la respuesta obtenida, en este caso en particular, de las áreas bajo 
la curva. Si la muestra es estable, se supone que el promedio de las 
diferencias es igual a cero, es decir:
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H0 : µd = 0

HA : µd ≠ 0

Donde:

µd: Promedio de las diferencias entre las respuestas al inicio y al final del 
periodo de almacenamiento.

La hipótesis nula se puede comprobar a partir de la Ecuación 3.4811, 15:

d
_
  – µd

Sd
t = ––––––

     Ecuación 3.4

Donde:

d
_
  = Promedio de las diferencias obtenidas experimentalmente entre las 

respuestas al inicio y al final del periodo de almacenamiento. 

µd = Promedio hipotético de las diferencias entre las respuestas al inicio y al 
final del periodo de almacenamiento.

Sd = Desviación estándar de las diferencias calculadas.--

A partir de la ecuación 3.48, se calcula el valor de t de Student: 

778.83–0
1579.18

t = –––––––– = 0.493

El valor obtenido, se contrasta en el intervalo de no rechazo para la 
hipótesis nula, que comprende de –t1-●/2, n-1 a t1-●/2, n-1. Para el ejemplo, el 
intervalo va de -2.57 a 2.57 y, dado que la t de Student calculada es de 
0.493, al no estar fuera de la región de no rechazo, se concluye que la 
muestra es estable por 4 horas, con un 95% de confianza.
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De acuerdo con la FEUM7, la Tolerancia del Método Analítico es el grado 
de Reproducibilidad de los resultados de prueba obtenidos del análisis 
de una misma muestra cuando se realizan las mediciones bajo diferentes 
condiciones de análisis, tales como laboratorios, marcas de reactivos, 
entre otros. Apegados a dicha definición, la Tolerancia representaría 
primordialmente lo que la guía Q2 de la ICH define como Reproducibilidad 
del Método Analítico, de manera conjunta con lo que en la misma guía 
se denomina Robustez, lo que genera confusión. En una definición más 
clara, la Robustez puede definirse como la habilidad para reproducir 
el Método Analítico en diferentes laboratorios o bajo circunstancias 
diferentes sin que ocurran diferencias inesperadas entre los resultados 
obtenidos34-35.

La demostración de la Tolerancia del Método Analítico no es un parámetro 
obligatorio, y mucho menos que se requiera de manera común durante 
un estudio de Validación pero, al igual que con la Robustez, puede 
representar una medida importante de la confiabilidad de los resultados 
que se obtienen con el Método Analítico cuando este es transferido entre 
laboratorios, o cuando se varían condiciones que no son intrínsecas a la 
operación del método, pero que sí pueden llegar a afectar sus resultados, 
como serían marcas de reactivos, proveedores o tipos de columnas, entre 
otros36. 

Para definir los factores que han de estudiarse durante un estudio de 
Tolerancia, es necesario, al igual que como ocurre con la Robustez, el 
conocimiento del procedimiento analítico de manera completa, de sus 
fundamentos y, por lo tanto, de aquellos factores que podrían considerarse 
como críticos en su desempeño. La definición de los factores a estudiar, 
dependerá primordialmente de las necesidades de los laboratorios 
usuarios del método.

3.8 Tolerancia del Método Analítico

3.8.1 ¿Qué es la Tolerancia 
del Método Analítico?

3.8.2 ¿Por qué demostrar la Tolerancia 
de un Método Analítico?
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La demostración de Tolerancia de un Método Analítico resulta ser un 
parámetro que puede ser demostrado para cualquier tipo de Método 
Analítico, tomando siempre en cuenta el tipo de técnica analítica a 
emplear y el equipo, materiales e instrumentos asociados a la misma6, 37. 

Un primer alcance para la determinación de Tolerancia es aquel donde se 
está llevando a cabo un Método Analítico en diferentes laboratorios, y se 
desea probar, entonces, la Reproducibilidad del Método Analítico. En tal 
caso, la forma de determinar la Tolerancia podría apegarse a lo descrito 
en la sección 3.3.4.3 de este libro.

En una segunda instancia dentro de la misma definición de Tolerancia, 
nos enfrentaríamos a un razonamiento y forma de proceder idéntica 
que con la determinación de Robustez, por lo que la metodología y 
sistemas de medición que se han descrito en la sección 3.7.4 de este libro 
son aplicables en su totalidad al estudio de Tolerancia. De hecho, en la 
práctica, puede tenerse dificultad en diferenciar entre muchos de los 
factores que se estudian por considerarse críticos en el desempeño de 
un método durante la determinación de Tolerancia y Robustez, por lo que 
no es poco común que en muchos laboratorios de análisis farmacéutico 
se estudien conjuntamente Tolerancia y Robustez, sin sobrevalorar las 
diferencias que existen entre ambos conceptos, bajo el entendido que lo 
relevante es que se demuestra que el método permanece inalterado en 
sus resultados cuando se varían en un intervalo estrecho, premeditado 
y realista, los diferentes niveles de tales factores críticos. Por las razones 
expuestas en este párrafo, no se considera necesario ahondar más en 
este parámetro de desempeño34-35.

3.8.3 ¿Para qué tipo de métodos se lleva a 
cabo la demostración de Tolerancia?

3.8.4 ¿Cómo se determina la Tolerancia 
de un Método Analítico?
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Especificidad

•	 La Especificidad es la capacidad del Método Analítico para asegurar 
la presencia del analito en la muestra de manera inequívoca, aun 
cuando existan otros componentes que pudieran estar presentes en 
la muestra.

•	 De la definición de selectividad desaparece el término “de manera 
inequívoca”, y se habla de una gradualidad en la magnitud del 
resultado con respecto a la magnitud real del mensurando en la 
muestra.

•	 No existe un tipo de método (cuali o cuantitativo) para el que no se 
deba demostrar la Especificidad.

La Especificidad de un ensayo de identidad se podrá demostrar cuando:

•	 Se obtengan resultados positivos a partir de muestras que contienen 
al analito,

•	 Se obtengan resultados negativos para muestras que no contienen 
al analito.

En la demostración de Especificidad de un Método Analítico cualitativo 
para la determinación de impurezas, el Método Analítico será específico 
en la medida en que:

•	 Se obtengan resultados positivos a partir de muestras que contienen 
a la impureza.

•	 Se obtengan resultados negativos para muestras que no contienen 
a la impureza.

3.9 Resumen del Capítulo 3
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•	 En los casos en los que no se cuenta con las impurezas, no se 
conocen, o no están disponibles, es posible someter muestras a 
condiciones de estrés relevantes (tales como luz, humedad, hidrólisis, 
oxidación, entre otras) y comparar los perfiles de impurezas de las 
muestras sometidas a estas condiciones con respecto a las muestras 
originales. Otra posible oportunidad para demostrar la Especificidad 
del método, es aquella en la cual el método cromatográfico permite 
la determinación de la “pureza del pico”.

•	 Para la demostración de la Especificidad en métodos para 
valoración, en los que se utilicen métodos que involucran una 
técnica de separación, la primera forma y más sencilla de demostrar 
la Especificidad es mediante la comprobación de la separación 
completa entre todas las señales analíticas obtenidas (analito e 
impurezas presentes en la muestra), cobrando de nuevo especial 
relevancia la determinación del valor para la resolución entre picos 
y, de ser necesario, demostrando la pureza del pico.

En el caso de que el Método Analítico no involucre una técnica de 
separación que permita la demostración de la resolución entre señales 
analíticas, es posible seguir dos estrategias:

•	 Cuantificar al analito en muestras originales utilizando el Método 
Analítico a validar y, por otra parte, a dichas muestras, adicionar 
cantidades conocidas de las impurezas o interferencias y analizar 
también en estas el contenido del analito aplicando el método 
correspondiente (muestras adicionadas).

•	 Si no se conocen o no se cuenta con las impurezas o productos 
que potencialmente interfirieran en los resultados cuantitativos, 
comparando los resultados de muestras que contienen las impurezas 
con un segundo Método Analítico ya caracterizado (establecido en 
la farmacopea o ya validado).
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Linealidad

•	 La Linealidad se define como la capacidad del método de análisis 
para brindar resultados que son directamente proporcionales a la 
concentración (cantidad) del analito en la muestra.

•	 La generación de resultados cuantitativos a partir de un Método 
Analítico requiere un modelo matemático que permita, en un 
determinado intervalo de valores de concentración o de cantidad 
del analito presente en la muestra, demostrar que la relación entre 
dicha concentración y la respuesta es proporcional.

•	 La demostración de Linealidad se lleva a cabo para los métodos de 
análisis de tipo cuantitativo. 

•	 Esta demostración debe ser realizada en el intervalo de 
concentraciones en el que se considera probable obtener un valor 
para la medición (misma que deberá ser exacta, precisa y, por 
supuesto, lineal), que se denomina intervalo de trabajo.

La determinación de la Linealidad puede realizarse:

•	 Para el fármaco: Aplicando el Método Analítico a diluciones de una 
solución stock del mismo.

•	 Para el medicamento: Aplicando el Método Analítico a pesadas 
independientes o diluciones de mezclas sintéticas de los 
componentes del medicamento.
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•	 El primer análisis de datos a realizar será la inspección visual del 
diagrama de dispersión de los valores de y contra los valores de x.

•	 La manera más común de demostrar que existe una relación 
lineal entre una variable dependiente y la variable independiente 
involucra el análisis de los datos por el método de regresión por 
mínimos cuadrados. Debe obtenerse, como mínimo, los valores de 
la pendiente, ordenada al origen y coeficiente de correlación.

Para el caso de la pendiente, lo deseable es que:

•	 Sea diferente de cero, cuando se analiza la regresión respuesta vs 
concentración, 

•	 No sea diferente de 1, cuando se analiza la regresión concentración 
recuperada vs concentración adicionada.

•	 Para el caso de la ordenada al origen es de esperarse, que su valor 
sea estadísticamente igual a cero.

•	 Para el coeficiente de correlación, se espera que su valor sea mayor 
o igual a 0.99.

Precisión

•	 La precisión se define como el grado de dispersión que existe 
entre una serie de mediciones del analito obtenidas a partir de la 
aplicación del Método Analítico a múltiples alícuotas de la misma 
muestra homogénea.
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•	 Se puede demostrar en tres niveles, que son la repetibilidad, la 
Reproducibilidad y la Precisión Intermedia.

•	 La repetibilidad se refiere al grado de dispersión de los resultados 
analíticos obtenidos a partir del análisis múltiple de la misma muestra 
homogénea bajo las mismas condiciones de operación del método.

•	 La Reproducibilidad se refiere al grado de dispersión de los 
resultados analíticos obtenidos a partir del análisis múltiple de la 
misma muestra homogénea al variar en su totalidad las condiciones 
de operación del método.

•	 La Precisión Intermedia se refiere al grado de dispersión de los 
resultados analíticos obtenidos a partir del análisis múltiple de la 
misma muestra homogénea variando condiciones de operación del 
método (analista, día, equipo de medición, entre otras) dentro de un 
mismo laboratorio. 

•	 Es durante la determinación de la precisión que se busca llegar a 
conocer la magnitud de error aleatorio a partir de las variaciones 
en las observaciones repetidas del mensurando, determinadas en 
múltiples ocasiones. 

•	 La demostración de precisión, al igual que en el caso de Linealidad, 
se lleva a cabo para los métodos de análisis de tipo cuantitativo.

La repetibilidad del Método Analítico ha de demostrarse:

•	 Utilizando un mínimo de nueve determinaciones que cubran el 
intervalo especificado de trabajo para el método, o

•	 Utilizando un mínimo de seis determinaciones en el centro del 
intervalo de trabajo (100% de la concentración de prueba).
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•	 No es poco común encontrar que, en vez de la comparación de los 
valores de CV de forma directa para las combinaciones de fuentes 
de variación, se proponga el análisis de varianza (ANADEVA) para 
demostrar estadísticamente tanto la Precisión Intermedia como la 
Reproducibilidad.

Exactitud

•	 La Exactitud de un Método Analítico se define como el grado 
de concordancia entre el valor que es aceptado, ya sea como un 
valor real convencional o un valor de referencia aceptado y el valor 
encontrado en la medición.

•	 Es necesario, con la demostración de la Exactitud del método, dar 
certeza de que las mediciones no se alejan de forma considerable 
del valor aceptado como real o verdadero del mensurando contenido 
en una muestra.

•	 La forma más sencilla para demostrar la Exactitud del Método 
Analítico para la valoración de una materia prima, consiste en aplicar 
el Método Analítico a un analito de pureza conocida, llevando a cabo 
un mínimo de nueve determinaciones en un mínimo de tres niveles 
de concentración.

•	 Posteriormente se procede al cálculo del porcentaje de recobro y se 
compara el resultado de la media aritmética de los porcentajes de 
recobro con el valor aceptado para la Exactitud

•	 En caso de no contarse con un material de referencia adecuado, es 
posible demostrar la Exactitud del método por comparación de los 
resultados obtenidos aplicando el método en estudio con aquellos 
que se obtienen aplicando un segundo método que haya sido bien 
caracterizado y cuya Exactitud ha sido establecida.
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Para la determinación de Exactitud del Método Analítico para un método 
en el que se desea cuantificar un analito dentro de un medicamento es 
posible recurrir a métodos viables, tales como:

•	 Método del placebo cargado,

•	 Método del estándar adicionado, o

•	 Comparar los resultados con aquellos obtenidos a partir de un 
segundo procedimiento analítico bien caracterizado para el cual se 
ha demostrado o definido la Exactitud.

Límite de Detección

•	 El Límite de Detección de un Método Analítico se define como la 
menor cantidad del analito en una muestra que puede ser detectada 
pero no necesariamente cuantificada como un valor exacto.

•	 La aplicación más importante del Límite de Cuantificación es el 
establecimiento de un valor numérico de concentraciones a partir 
de las cuales el desempeño del método resulta insuficiente para una 
cuantificación aceptable, por lo que no debería tenerse confianza 
en mediciones realizadas de manera cuantitativa en esa región del 
intervalo de trabajo.

•	 La demostración de esta característica de desempeño debe 
realizarse para Métodos Analíticos cuantitativos cuya aplicación 
implique la determinación de concentraciones bajas del analito, es 
decir, en pruebas de impurezas tanto cuantitativas como límite, así 
como para métodos de la categoría III de la FEUM, como podría ser 
para la construcción de perfiles de disolución.

•	 El alcance más sencillo para la determinación del Límite de Detección 
es el método de evaluación visual.
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•	 El segundo método recomendado para la determinación del Límite 
de Detección es aquel fundamentado en la relación señal-ruido de 
la respuesta.

•	 Una tercera forma de aproximación a la determinación del valor del 
Límite de Detección es la que se fundamenta en la relación que 
existe entre la desviación estándar de la respuesta analítica y la 
pendiente de la curva concentración vs respuesta.

Límite de Cuantificación

•	 El Límite de Cuantificación de un Método Analítico se define 
como la menor cantidad del analito en una muestra que puede 
ser determinada cuantitativamente con una adecuada precisión y 
Exactitud.

•	 Conforme nos acercamos a niveles bajos del intervalo de trabajo 
aceptable para el método, la incertidumbre de las mediciones tiende 
a incrementarse, por lo que resulta indispensable conocer el menor 
nivel de concentración en el cual es posible concluir que se mantiene 
la capacidad cuantitativa del método, es decir, la concentración más 
baja en la cual las determinaciones cuantitativas son aún confiables.

•	 La demostración de esta característica de desempeño debe 
realizarse para Métodos Analíticos cuantitativos de rutina cuya 
aplicación implique la determinación de concentraciones bajas del 
analito.
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•	 El alcance más sencillo para la determinación del Límite de 
Cuantificación es también el método de evaluación visual.

•	 El segundo método recomendado para la determinación del Límite 
de Cuantificación se fundamenta en la relación señal-ruido de la 
respuesta.

•	 Una tercera forma de aproximación a la determinación del valor 
del Límite de Cuantificación es la que se fundamenta en la relación 
que existe entre la desviación estándar de la respuesta analítica y la 
pendiente de la curva concentración vs respuesta.

Robustez

•	 La Robustez se refiere a la capacidad del Método Analítico de 
permanecer inalterado en cuanto a sus resultados una vez que 
se presentan variaciones pequeñas, pero deliberadas, en sus 
condiciones normales de operación.

•	 Durante la operación cotidiana en el laboratorio analítico, habrá 
procesos específicos que forman parte de un determinado 
procedimiento (método) analítico que, si no se controlan con suficiente 
cuidado, potencialmente tendrán un efecto sobre el desempeño del 
mismo, dando lugar a la obtención de resultados analíticos erróneos, 
por lo que el estudio de Robustez es indispensable.
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•	 La demostración de esta característica de desempeño debe 
realizarse para todos los Métodos Analíticos, bajo el supuesto de que 
el mejor control de los factores críticos del procedimiento analítico 
permitirá mantener la confiabilidad de los resultados analíticos 
durante el periodo de uso del método.

•	 De manera general, la determinación de Robustez de un Método 
Analítico puede consistir de dos etapas, la primera inicia desde la 
fase de desarrollo del mismo, y la segunda concluye durante el 
estudio de la Validación del método.

•	 Partimos del hecho que, durante la etapa de desarrollo del método, 
es cuando se conocen los factores críticos que pueden afectar el 
desempeño cotidiano del mismo, ya que son los que normalmente 
se modifican durante la implementación, para arribar al mejor 
resultado analítico.

•	 Ya en la etapa de Validación del método, el estudio de Robustez 
implica variar de manera deliberada, en el intervalo de niveles 
esperados, los factores que se consideran críticos para la obtención 
de los resultados analíticos, generar dichos resultados y analizar si las 
variaciones presentan o no un impacto significativo en la respuesta.

•	 El estudio de Robustez podría realizarse mediante la comparación 
de la diferencia de las medias de las muestras cuando se trata de 
pocos factores a analizar.
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•	 Cuando el número de factores a analizar en el estudio de Robustez 
es grande, resulta común recurrir a diseños de experimentos de 
cribado para disminuir de manera significativa el número de corridas 
analíticas y así obtener una estimación más adecuada de la Robustez 
del método.

•	 Un factor que representa especial interés durante la determinación 
de la Robustez del método, es el periodo durante el cual la muestra 
analítica permanece estable.

•	 Para evaluar la estabilidad de las muestras, se puede inferir con 
respecto a la diferencia que existe entre el valor inicial y el valor final 
de la respuesta obtenida.

Tolerancia 

•	 La Tolerancia puede definirse como la habilidad para reproducir el 
Método Analítico en diferentes laboratorios o bajo circunstancias 
diferentes sin que ocurran por ello diferencias inesperadas entre los 
resultados obtenidos.

•	 La determinación de Tolerancia puede representar una medida 
importante de la confiabilidad de los resultados que se obtienen con 
el Método Analítico cuando este es transferido entre laboratorios, o 
cuando se varían condiciones que no son intrínsecas a la operación 
del método, pero que sí pueden llegar a afectar sus resultados, 
como serían marcas de reactivos, proveedores o tipos de columnas, 
entre otros.
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•	 La demostración de Tolerancia de un Método Analítico resulta ser 
un parámetro que puede ser demostrado para cualquier tipo de 
Método Analítico, tomando siempre en cuenta el tipo de técnica 
analítica a emplear y el equipo, materiales e instrumentos asociados 
a la misma.

•	 Un primer alcance para la determinación de Tolerancia es aquel 
donde se está llevando a cabo un estudio de Reproducibilidad del 
método.

•	 En una segunda instancia dentro de la misma definición de Tolerancia, 
nos enfrentaríamos a un razonamiento y forma de proceder idéntica 
que con la determinación de Robustez.
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U
na vez que ya se han definido una serie de conceptos 
relevantes a la Validación de Métodos Analíticos, que se han 
esclarecido requisitos de inicio para asegurar la confiabilidad 
de los resultados, y que se han no solamente definido, sino 
explicado de manera amplia los parámetros de desempeño 

a demostrar durante un estudio de Validación, resulta necesario el 
desarrollar una explicación, a manera de guía, que permita aproximar al 
lector a una adecuada planeación, ejecución y conclusión de los estudios 
de Validación. Como ya se explicó anteriormente, y dado el alcance de 
este libro, sólo se abordarán los métodos de las categorías descritas en la 
guía Q2 de la ICH1. 

Como ya se ha mencionado anteriormente, un elemento esencial para el 
cumplimiento de las Buenas Prácticas de Fabricación es la Validación. La 
documentación de la Validación se fundamenta en el Plan Maestro de 
Validación (PMV), que debe contener, dentro de muchos documentos, 
los Métodos Analíticos, con sus respectivos protocolos de Validación. 
En México, se establece que los Métodos Analíticos no detallados en la 
farmacopea deben validarse conforme a la FEUM y sus suplementos, y 
que cuando se utilizan métodos detallados en la farmacopea, se debe 
demostrar la verificación del sistema y su aplicabilidad al producto e 
instalaciones2, 3. 

En estricto apego a la definición normativa, un protocolo es un plan de 
trabajo escrito que establece los objetivos, procedimientos, métodos y 
criterios de aceptación, para realizar un estudio2. Derivado de lo anterior, 
en un protocolo de Validación se harán explícitos aquellos aspectos 
que permitan cumplir, de manera total, los requisitos de dicho plan de 
trabajo 4, 5.

a. Los objetivos del estudio: Para esclarecerlos, debe documentarse 
de manera detallada el Método Analítico, dando no solamente una 
descripción del mismo, sino también puede referirse, de manera 
concisa pero clara, el fundamento de los procesos y técnicas 
empleadas en las etapas del método, de tal manera que permitan al 
analista tener una idea nítida de los factores que afectan a la medición. 

b. Los procedimientos: Se debe especificar cuáles son los parámetros 
de desempeño a probar durante el estudio de Validación, a la luz 

4.1 Alcance y contenidos generales 
del protocolo de Validación de 
un Método Analítico
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de la necesidad de demostrar que el Método Analítico es útil para 
la aplicación específica. Deben definirse las responsabilidades del 
personal involucrado en la Validación del procedimiento analítico.

c. Los métodos: No puede omitirse la relación de materiales, equipos, 
reactivos, materiales de referencia, así como los lotes de muestras 
que han de ser utilizados. Debe detallarse la forma de realizar los 
experimentos que permiten demostrar los parámetros de desempeño, 
a manera de procedimiento, en el que se establecerán, entre otros: el 
tipo y número de soluciones a utilizar, cómo se prepararán, cómo se 
tratarán las muestras, cómo se realizarán las mediciones. Así mismo, 
debe establecerse de manera clara la forma en que se presentarán los 
datos y el tratamiento que se les dará para obtener los resultados que 
podrían requerirse para demostrar que se cumple con el parámetro 
de desempeño.

d. Los criterios de aceptación. Deben ser explícitas las especificaciones 
que se deberán cubrir para cada parámetro de desempeño del 
método. Estas especificaciones provendrán de criterios regulatorios 
específicos, aunque no es poco común que deriven también de 
protocolos internos de los laboratorios que, en muchas ocasiones, 
resultan ser más estrictos que las mismas especificaciones regulatorias.

En las siguientes secciones, se ahondará en aspectos que pueden ser 
considerados para la construcción exitosa de un protocolo de Validación 
para Métodos Analíticos con diferentes objetivos o aplicaciones.

Si hacemos referencia a las Tablas 1.1 y 1.2, de este libro, puede notarse 
que los métodos que se aplican para la identificación de analitos 
en fármacos, aditivos, o preparados farmacéuticos, y cuyo objetivo 
es establecer la presencia del analito de interés en dicha muestra, 
requieren de manera forzosa la demostración de su Especificidad o 
selectividad, así como de su Robustez1, 6-7.

4.2 Aspectos a considerar en protocolos 
de Validación de Métodos Analíticos de 
acuerdo con su aplicación y objetivo

4.2.1 Protocolo de Validación de Métodos 
Analíticos para ensayos de identidad
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Claramente, el objetivo de la determinación de este parámetro de 
desempeño radica en demostrar que el método no brinda una respuesta 
positiva para muestras que no contienen al analito de interés, junto con 
la necesidad de demostrar que se obtiene una respuesta positiva para 
muestras que contienen al analito. Deben seleccionarse condiciones que 
permitan probar que la presencia de aquellas sustancias presentes en la 
muestra y que son similares en estructura no brindarán resultados que 
puedan ser confundidos con aquellos obtenidos con el analito de interés. 
Para ello, es necesario tener conocimiento pleno del Método Analítico y 
del proceso de fabricación de la muestra a analizar1, 6-7.

A partir de lo anterior, una propuesta general de protocolo resumido para 
la demostración de Especificidad o selectividad para este tipo de métodos 
se presenta en la Tabla 4.1.

Los métodos que se aplican para determinar impurezas en fármacos, 
aditivos, o preparados farmacéuticos, y cuyo objetivo es establecer 
si dichas impurezas (que son los analitos de interés) exceden o no un 
determinado límite, requieren de manera forzosa la demostración de 
Especificidad o selectividad y la de Límite de Detección1, 6-7.

4.2.1.1 Demostración de Especificidad 
para el ensayo de identidad

4.2.2 Protocolo de Validación de 
Métodos Analíticos para 
pruebas límite de impurezas
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Tabla 4.1 Propuesta de protocolo resumido para la 
demostración de selectividad para ensayos de identidad1, 6, 7.

Parámetro 
de 

desempeño

Experimentos que 
pueden realizarse

Criterios de aceptación 
típicos

Especificidad

Comparar el resultado 
obtenido aplicando el 
método al analito y a un 
estándar de referencia.

La medición, el espectro, 
el cromatograma o 
cualquier respuesta 
analítica que resulte de 
la medición debe ser la 
misma para el analito que 
para el estándar.

Analizar con el Método 
Analítico muestras que 
contengan al analito 
y muestras que no lo 
contengan, incluyendo 
entre estas últimas 
aquellas a las que se 
les hayan adicionado 
sustancias relacionadas 
estructuralmente de 
manera estrecha con el 
analito.

El método debe ser capaz 
de brindar respuestas 
positivas cuando está 
presente el analito.
El método debe ser capaz 
de distinguir al analito en 
presencia de las sustancias 
estructuralmente 
relacionadas con éste.
Deben obtenerse 
respuestas negativas 
cuando el analito no está 
presente en la muestra. 
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El objetivo de la determinación de este parámetro de desempeño en 
pruebas límite de impurezas es básicamente el mismo que para ensayos 
de identidad: demostrar que el método no brinda una respuesta positiva 
para muestras que no contienen al analito de interés, junto con la necesidad 
de demostrar que se obtiene una respuesta positiva para muestras que 
contienen al analito, en la concentración necesaria del mismo para que 
se obtenga la respuesta. Deben seleccionarse condiciones que permitan 
probar que la presencia de aquellas sustancias presentes en la muestra y 
que son similares en estructura no brindarán resultados que puedan ser 
confundidos con aquellos obtenidos con el analito de interés 1, 6-7.

Una propuesta general de protocolo resumido para la demostración de 
Especificidad o selectividad para este tipo de métodos se presenta en la 
Tabla 4.3.

En este tipo de métodos se busca determinar la concentración menor del 
analito en que todavía se obtiene respuesta, cercano al límite establecido 
en la prueba. Como ya se había mencionado anteriormente, el alcance 
más sencillo para la determinación del Límite de Detección es el 
método de evaluación visual. Si se menciona en un protocolo para la 
determinación de impurezas de conformidad con guías específicas, como 
podría ser la serie Q3 de ICH8-10, que el umbral de detección aceptado es 
de un determinado porcentaje, entonces las determinaciones repetidas 
de una muestra preparada artificialmente en la que se haya adicionado 
al analito en esa concentración y en las que se obtenga una respuesta 
positiva, darían como resultado el Límite de Detección.

4.2.2.1 Demostración de Especificidad 
para pruebas límite de impurezas

4.2.2.2 Demostración de Límite 
de Detección para pruebas 
límite de impurezas
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Tabla 4.2 Propuesta de protocolo resumido 
para la demostración de Especificidad para 

pruebas límite de impurezas1, 6, 7.

Parámetro 
de 

desempeño

Experimentos que pueden 
realizarse

Criterios de aceptación 
típicos

Especificidad

Comparar el resultado 
obtenido aplicando el 
método al analito y a un 
estándar de referencia, en 
la concentración necesaria 
para obtener la respuesta

La medición, el espectro, 
el cromatograma o 
cualquier respuesta 
analítica que resulte de 
la medición debe ser la 
misma para el analito 
que para el estándar

Analizar con el Método 
Analítico muestras que 
contengan al analito 
(en la concentración 
necesaria para obtener 
una respuesta) y muestras 
que no lo contengan, 
incluyendo entre estas 
últimas aquellas a las que 
se les hayan adicionado 
sustancias relacionadas 
estructuralmente de 
manera estrecha con el 
analito

El método debe ser 
capaz de brindar 
respuestas positivas 
cuando está presente el 
analito
El método debe ser 
capaz de distinguir al 
analito en presencia 
de las sustancias 
estructuralmente 
relacionadas con éste.
Deben obtenerse 
respuestas negativas 
cuando el analito no está 
presente en la muestra. 
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Una propuesta general de protocolo resumido para la demostración de 
Límite de Detección para pruebas límite de impurezas se muestra en la 
Tabla 4.3.

Tabla 4.3 Propuesta de protocolo resumido 
para la demostración de Límite de Detección 

para pruebas límite de impurezas1, 6, 7.

Parámetro 
de 

desempeño

Experimentos que pueden 
realizarse

Criterios de 
aceptación 

típicos

Límite de 
Detección

Preparar seis muestras en el nivel 
de concentración que se espera 
sea el Límite de Detección, que 
puede ser el umbral de detección 
especificado para la impureza (o 
cercanas en concentración a este) 
por adición del analito (placebo 
cargado o estándar adicionado). 
Obtener la respuesta analítica de 
tales muestras.

Debe obtenerse 
un resultado 
analítico positivo 
a partir de 
las muestras 
adicionadas con 
analito

Los métodos que se aplican para determinar impurezas en fármacos, 
aditivos, o preparados farmacéuticos, y cuyo objetivo es establecer si 
dichas impurezas (que son los analitos de interés) están presentes en una 
determinada cantidad en la muestra, requieren de manera forzosa la 
demostración de Especificidad, Linealidad, Exactitud, precisión, límites 
de detección y cuantificación y Robustez1, 6-7.

4.2.3 Protocolo de Validación de 
Métodos Analíticos para 
cuantificación de impurezas
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El objetivo de la determinación de este parámetro de desempeño en 
pruebas cuantitativas de impurezas implica el demostrar que la respuesta 
debida al analito de interés no se ve afectada por interferencias potenciales 
que puedan estar también presentes en la muestra. 1, 4, 11.

Una propuesta general de protocolo resumido para la demostración de 
Especificidad o selectividad para este tipo de métodos se presenta en la 
Tabla 4.4.

Tabla 4.4 Propuesta de protocolo resumido para la demostración 
de Especificidad para pruebas cuantitativas de impurezas o para 

métodos para valoración de contenido1, 11, 12.

Parámetro 
de 

desempeño

Experimentos que pueden 
realizarse

Criterios de 
aceptación 

típicos

Especificidad

Analizar muestras que contengan 
las interferencias potenciales 
(impurezas, excipientes)
Preparar muestras adicionando 
el o los materiales que interfieren 
potencialmente al medicamento o a 
la muestra.
O preparar muestras de los 
materiales que potencialmente 
interfieren
O llevar a cabo pruebas de estrés en 
la muestra
Si el método es cromatográfico: 
Investigar pureza de pico del analito
En todos los casos, el nivel de 
impurezas a adicionar o investigar 
debe ser el que se espera esté 
típicamente presente en la muestra

No deben 
observarse 
interferencias en 
la respuesta
Si el método es 
cromatográfico:
No debe haber 
picos que 
interfieran con la 
señal de interés
La resolución 
entre el pico 
de interés y los 
picos vecinos 
debe ser mayor 
a 1.6
No debe haber 
co-elución de 
picos.
 

4.2.3.1 Demostración de Especificidad para 
pruebas cuantitativas de impurezas
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Es necesario demostrar que la respuesta analítica es proporcional a la 
concentración, en el intervalo deseado. El intervalo comúnmente abarca 
del Límite de Cuantificación al 120% de la especificación establecida para la 
concentración de la impureza. Lo más recomendable es preparar la curva 
a partir de pesadas separadas de muestras sintéticas de los componentes 
de la muestra, a las que se les ha adicionado el analito de interés. 1, 4.

Una propuesta general de protocolo resumido para la demostración de 
Linealidad para este tipo de métodos se presenta en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5 Propuesta de protocolo resumido 
para la demostración de Linealidad para 

pruebas cuantitativas de impurezas1, 4.

Parámetro 
de 

desempeño

Experimentos que 
pueden realizarse

Criterios de aceptación 
típicos

Linealidad

Preparar una curva del 
analito en la muestra 
en concentraciones 
que van del Límite de 
Cuantificación (LC) al 120% 
de la especificación para 
la impureza.

Demostrar que el modelo 
de calibración es válido
Demostrar que no hay 
tendencias sistemáticas en 
el diagrama de dispersión 
de residuales
Demostrar que la 
ordenada al origen es 
igual a cero, la pendiente 
diferente de cero, con una 
confianza del 95%

4.2.3.2 Demostración de Linealidad para 
pruebas cuantitativas de impurezas
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Es necesario demostrar que la respuesta analítica es concordante 
con aquella que se acepta como real o de referencia. El intervalo de 
concentraciones en el que se debe demostrar la Exactitud va del Límite 
de Cuantificación (LC) al 120% de la especificación para la impureza, en 
tres niveles de concentración, que pueden ser el del LC, el del 50% del 
nivel aceptado para la impureza, y el del 120% de la especificación para la 
impureza- resulta por demás claro que, de acuerdo con lo mencionado en 
el Capítulo 3, los coeficientes de variación para recobros en niveles bajos 
de concentración serán elevados, en virtud de la variación esperada para 
las determinaciones 1, 4.

Una propuesta general de protocolo resumido para la demostración de 
Exactitud para este tipo de métodos se presenta en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6 Propuesta de protocolo resumido 
para la demostración de Exactitud para 

pruebas cuantitativas de impurezas1, 4.

Parámetro 
de 

desempeño

Experimentos que 
pueden realizarse

Criterios de aceptación 
típicos

Exactitud

Determinar en al menos 
tres concentraciones, 
por triplicado, que 
pueden ser: La menor 
igual al Límite de 
Cuantificación (LC), la 
central al 50% de la 
especificación de la 
impureza, y la tercera al 
120% de la especificación 
para la impureza. 

Recobros promedio del 
90-110%
Recobros individuales del 
70-130%
Si se utiliza regresión lineal, 
la pendiente debe estar 
entre 0.9 y 1.1, el intervalo 
de confianza incluir al 1.0, 
para la curva cantidad 
adicionada vs cantidad 
recuperada

4.2.3.3 Demostración de Exactitud para 
pruebas cuantitativas de impurezas
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Es necesario demostrar que múltiples determinaciones de la misma 
muestra analítica no presentan variaciones significativas entre sí 
(repetibilidad), así como que la variación de factores como analistas y días 
no tiene un impacto significativo en la concordancia entre determinaciones 
realizadas sobre la misma muestra. 

En el caso de la repetibilidad, se recomienda un mínimo de nueve 
determinaciones en el intervalo de estudio del método, o de seis 
determinaciones al 100% de la especificación, que será en este caso la 
establecida para la impureza. El mismo número de determinaciones se 
recomienda para los estudios de Precisión Intermedia y Reproducibilidad. 
Se prefiere el análisis de muestras reales para este tipo de experimentos, 
así que debe contarse con una muestra en la que esté presente la 
impureza de interés, o trabajar con muestras preparadas. Si se trabaja 
con muestras preparadas artificialmente, pueden investigarse de manera 
conjunta los parámetros de Exactitud y precisión.

La aceptación del nivel de precisión depende, como ya se había 
mencionado anteriormente, de los valores de coeficiente de variación. 
Para métodos cuantitativos para impurezas, se aceptan coeficientes de 
variación <2%, <10% y <15% para Precisión del Sistema, repetibilidad y 
Precisión Intermedia/Reproducibilidad, respectivamente1, 4.

Una propuesta general de protocolo resumido para la demostración de 
precisión para este tipo de métodos se presenta en la Tabla 4.7.

4.2.3.4 Demostración de precisión para 
pruebas cuantitativas de impurezas
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Tabla 4.7 Propuesta de protocolo resumido 
para la demostración de precisión para 

pruebas cuantitativas de impurezas1, 4.

Parámetro de 
desempeño

Experimentos que pueden 
realizarse

Criterios de 
aceptación 

típicos

Precisión del 
Sistema

Determinarla con seis mediciones o 
inyecciones repetidas de la misma 
muestra

CV <2.0%

Repetibilidad

Analizar por sextuplicado 
una muestra homogénea a la 
concentración esperada para la 
impureza
O analizar por triplicado, en tres 
niveles de concentración, muestras 
preparadas artificialmente (si se 
determina de manera conjunta con 
Exactitud)

CV < 10.0%

Precisión 
Intermedia

Analizar muestras de repetibilidad 
con diferentes días, instrumentos, 
analistas, etc.
Llevar a cabo un diseño de 
experimentos con los factores a 
estudiar

CV < 15.0%

Reproducibilidad

Analizar en diferentes laboratorios 
las muestras de repetibilidad, 
utilizando el diseño de 
experimentos

CV < 15.0%
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El número adecuado de muestras a analizar para demostrar Límite de 
Detección y Límite de Cuantificación dependerá en gran medida de la 
variabilidad del método en niveles bajos de concentración (lo que, en gran 
medida, es función de la técnica analítica). Para la mayoría de los métodos 
para la cuantificación de impurezas ya se conocen los límites, por lo que 
el estudio consistirá en preparar el número de muestras suficientes y 
corroborar los niveles respectivos. Si se obtienen los valores a partir de la 
desviación estándar del blanco, la determinación por sextuplicado parece 
ser adecuada. Si se determina a partir de la desviación estándar de la 
regresión de la curva concentración vs respuesta, debe recordarse que se 
recomienda un mínimo de ocho concentraciones en la curva para tener 
mayor certeza en la determinación de Sy/x.

Una propuesta general de protocolo resumido para la demostración de 
Límite de Detección y Límite de Cuantificación para este tipo de métodos 
se presenta en la Tabla 4.8.

Tabla 4.8 Propuesta de protocolo resumido para la 
demostración de Límite de Detección y Límite de 

Cuantificación para pruebas cuantitativas de impurezas1, 4.

Parámetro de 
desempeño

Experimentos que pueden realizarse
Criterios de 
aceptación 

típicos

Límite de 
Detección

Preparar seis muestras en o cerca del 
Límite de Detección (pueden obtenerse 
a partir de LC/3 por adición del 
estándar)
A partir de una curva concentración vs 
respuesta en 8 niveles de concentración

~ 0.01 a 0.02% 
del valor 
esperado
~ 3:1 señal:ruido
Con los datos 
de la curva

Límite de 
Cuantificación

Preparar seis muestras en o cerca 
del Límite de Cuantificación (pueden 
obtenerse por adición del estándar)
A partir de una curva concentración vs 
respuesta en 8 niveles de concentración

~ 0.01 a 0.02% 
del nominal
~ 10:1 
señal:ruido
Con los datos 
de la curva

4.2.3.5 Demostración de Límite de 
Cuantificación/Límite de Detección para 
pruebas cuantitativas de impurezas
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Los métodos que se aplican para determinar la cantidad de analito presente 
en una determinada muestra (pureza, potencia, valoración), requieren de 
manera forzosa la demostración de Especificidad, Linealidad, Exactitud, 
precisión y Robustez1, 6-7.

El objetivo de la determinación de este parámetro de desempeño en 
métodos para valoración implica el demostrar que la respuesta debida 
al analito de interés no se ve afectada por interferencias potenciales que 
puedan estar también presentes en la muestra. 1, 4, 11.

Una propuesta general de protocolo resumido para la demostración de 
Especificidad o selectividad para este tipo de métodos se presenta en la 
Tabla 4.4.

Es necesario demostrar que la respuesta analítica es proporcional a la 
concentración, en el intervalo deseado. El intervalo comúnmente abarca 
del 80 al 120% de la especificación establecida para la concentración 
nominal del analito. Debido a que se requiere un valor de ordenada al 
origen para demostrar la validez del modelo, no resulta inadecuado del 
todo adicionar una concentración en la curva del 40%, y medir también 
la respuesta de la misma, incorporándola a la regresión lineal. Lo más 
recomendable es preparar la curva a partir de pesadas separadas de 
muestras sintéticas de los componentes de la muestra, a las que se les 
ha adicionado el analito de interés. 1, 4. Debe tenerse especial cuidado en 
mantener el orden de magnitud de la curva respuesta vs concentración, 
o ponderar la respuesta si se tienen más de dos órdenes de magnitud4.

Una propuesta general de protocolo resumido para la demostración de 
Linealidad para este tipo de métodos se presenta en la Tabla 4.9.

4.2.4 Protocolo de Validación de 
Métodos Analíticos para valoración

4.2.4.1 Demostración de Especificidad para 
Métodos Analíticos para valoración

4.2.4.2 Demostración de Linealidad para 
métodos para valoración de contenido
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Tabla 4.9 Propuesta de protocolo resumido para la 
demostración de Linealidad para valoración de contenido1, 4.

Parámetro 
de 

desempeño

Experimentos que 
pueden realizarse

Criterios de aceptación 
típicos

Linealidad

Preparar una curva del 
analito en la muestra en 
concentraciones que 
van del 80% al 120% 
de la especificación 
para el analito. Puede 
adicionarse un nivel de 
40% para un mejor ajuste

Demostrar que el modelo de 
calibración es válido
Demostrar que no hay 
tendencias sistemáticas en 
el diagrama de dispersión de 
residuales
Demostrar que la ordenada 
al origen es igual a cero, la 
pendiente diferente de cero, 
con una confianza del 95%

Es necesario demostrar que la respuesta analítica es concordante 
con aquella que se acepta como real o de referencia. El intervalo de 
concentraciones en el que se debe demostrar la Exactitud va del 
80% al 120% de la especificación para la impureza, en tres niveles de 
concentración, que pueden ser el de 80%, el del 100% del nivel aceptado 
para la especificación, y el del 120% de la especificación para el analito1, 

4. Es de esperar recobros cercanos al 100%, ya que el intervalo de 
concentraciones en el que se determina la Exactitud es muy estrecho, 
y normalmente las técnicas analíticas empleadas en métodos para 
valoración permiten niveles de coeficientes de variación bajos11-12.

Una propuesta general de protocolo resumido para la demostración de 
Exactitud para este tipo de métodos se presenta en la Tabla 4.10.

4.2.4.3 Demostración de Exactitud en 
Métodos Analíticos para valoración



191

Capítulo 4 Documentación para la planeación, ejecución y conclusión de la Validación
Introducción a la validación de Métodos Analíticos
para el laboratorio farmacéutico de control de calidad

190

Tabla 4.10 Propuesta de protocolo resumido 
para la demostración de Exactitud en 

métodos para valoración de contenido1, 4.

Parámetro 
de 

desempeño

Experimentos que 
pueden realizarse

Criterios de aceptación 
típicos

Exactitud

Determinar en al menos 
tres concentraciones, 
por triplicado, que 
pueden ser: La menor 
igual al 80%, la central al 
50% de la especificación, 
y la tercera al 120% de 
la especificación para el 
analito

Recobros promedio del 98-
102%
Recobros individuales del 
97-103%
Si se utiliza regresión lineal, 
la pendiente debe estar entre 
0.98 y 1.02, el intervalo de 
confianza incluir al 1.0, para la 
curva cantidad adicionada vs 
cantidad recuperada

En el caso de la repetibilidad, se recomienda un mínimo de nueve 
determinaciones en el intervalo de estudio del método (80% a 120%), o de 
seis determinaciones al 100% de la especificación, que será en este caso 
la establecida para el analito. El mismo número de determinaciones se 
recomienda para los estudios de Precisión Intermedia y Reproducibilidad. 
Se prefiere el análisis de muestras reales para este tipo de experimentos, 
con lo que bastaría la determinación en ese caso por sextuplicado al 
100%4.

La aceptación del nivel de precisión depende, como ya se había 
mencionado anteriormente, de los valores de coeficiente de variación. En 
Métodos Analíticos para valoración de contenido, se aceptan coeficientes 
de variación ≤1%, <2% y <3% para Precisión del Sistema, repetibilidad y 
Precisión Intermedia/Reproducibilidad, respectivamente1, 4.

Una propuesta general de protocolo resumido para la demostración de 
precisión para este tipo de métodos se presenta en la Tabla 4.11.

4.2.4.4 Demostración de precisión en 
Métodos Analíticos para valoración
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Tabla 4.11 Propuesta de protocolo resumido 
para la demostración de precisión en Métodos 

Analíticos para la valoración de contenido1, 4.

Parámetro de 
desempeño

Experimentos que pueden 
realizarse

Criterios de 
aceptación 

típicos

Precisión del 
Sistema

Determinarla con seis 
mediciones o inyecciones 
repetidas de la misma muestra

CV%<1.0%

Repetibilidad

Analizar por sextuplicado 
una muestra homogénea a la 
concentración esperada para la 
impureza
O analizar por triplicado, en 
tres niveles de concentración, 
muestras preparadas 
artificialmente (si se determina 
de manera conjunta con 
Exactitud)

CV%< 2.0%

Precisión 
Intermedia

Analizar muestras de 
repetibilidad con diferentes días, 
instrumentos, analistas, etc.
Llevar a cabo un diseño de 
experimentos con los factores a 
estudiar

CV%< 3.0%

Reproducibilidad

Analizar en diferentes 
laboratorios las muestras de 
repetibilidad, utilizando el diseño 
de experimentos

CV%< 3.0%
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Como se mencionó anteriormente, la finalidad de este tipo de estudios es 
la de demostrar si el método es afectado por variaciones pequeñas, pero 
deliberadas, en sus condiciones normales de operación. Adicionalmente, 
en muchos casos, se requiere la demostración de la estabilidad de la 
muestra analítica o de las soluciones de estándares, sobre todo cuando 
estos son de difícil disposición1, 4, 6-7.

A partir de lo anterior, una propuesta general de protocolo resumido 
para la demostración de Robustez, que será aplicable para los diferentes 
métodos reseñados en este Capítulo, se presenta en la Tabla 4.12.

Tabla 4.12 Propuesta de protocolo resumido 
para la demostración de Robustez1, 6, 7.

Parámetro 
de 

desempeño

Experimentos que pueden 
realizarse

Criterios de 
aceptación típicos

Robustez

Investigar con la aplicación de un 
diseño experimental adecuado 
si los factores críticos tienen 
un efecto en los resultados 
del método cuando se varían 
en niveles razonables para la 
operación normal del método

No debe haber 
factores que influyan 
significativamente en 
los resultados, o si 
existen, se controlan 
de manera adecuada

Evaluar la estabilidad de 
las soluciones requeridas 
comparando las almacenadas 
con las preparadas 
originalmente. Seleccionar las 
condiciones de almacenamiento 
de forma casuística

Los resultados 
deben mantenerse 
en un intervalo 
razonable después 
del almacenamiento 
de las muestras

4.2.4.5 Demostración de Robustez para 
los diferentes tipos de métodos
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Una vez que se cuenta con el protocolo de Validación, es posible acceder 
a la fase de planeación del estudio, de tal manera que este se lleve a cabo 
de la manera más eficiente. Para lograr dicho cometido, puede dividirse el 
procedimiento de planeación en:

a. Análisis de tiempo y recursos necesarios.

b. Determinación del orden de los experimentos a desarrollar.

c. Ejecución del estudio.

Cada método y técnica analítica involucrada en el estudio tendrá 
particularidades que hay que considerar. No es lo mismo desarrollar un 
análisis volumétrico, que requiere la preparación de soluciones, pesadas, 
toma de alícuotas, mediciones y registro de resultados, a un método 
cromatográfico en el que existe un tiempo de corrida determinado y, 
en ocasiones, adicionalmente un tiempo de equilibrio del sistema y de 
lavado y reacondicionamiento posterior a la lectura de muestras. Debe 
considerarse el número de muestras a analizar en total y las que pueden 
analizarse por día de trabajo de manera correcta.

Independientemente del tipo de método a validar, el protocolo de 
Validación permite hacer un recuento de todos los materiales 
necesarios, y buscar contar con ellos al 100% para evitar detener el 
estudio.

4.3 Planeación y ejecución del 
estudio de Validación13-15

4.3.1 Análisis de tiempo y recursos 
necesarios
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Las soluciones que se preparan para demostrar un parámetro de 
desempeño pueden ser utilizadas para demostrar otro. Por ejemplo, 
las soluciones para determinar precisión pueden emplearse en estudios 
de Robustez y de estabilidad. Debe tenerse cuidado en que las muestras 
utilizadas para determinar Robustez no pueden utilizarse para determinar 
otros parámetros de la Validación.

Las soluciones para Exactitud y Linealidad pueden ser las mismas. Cuando 
no se cuenta con muestras reales para el estudio de precisión, pueden 
prepararse mezclas sintéticas que serán útiles tanto para el estudio de 
precisión como para la determinación de Exactitud.

Los estudios de Precisión Intermedia requieren en varias ocasiones que 
dos analistas preparen soluciones, reactivos, fases móviles, entre otros, lo 
que debe considerarse en el orden de los experimentos y en el tiempo de 
realización de los mismos.

Antes de iniciar el estudio, tal como se estableció en el Capítulo 2 de 
este libro, debe tenerse la documentación que avale que se trabaja con 
equipos calificados, instrumentos calibrados, estándares trazables a 
patrones establecidos, personal capacitado para la Validación y que se 
asegura en todo momento la integridad de los datos y resultados. 

Debe establecerse, desde el protocolo, la forma de documentar los 
datos de Validación (registros) y asegurar la integridad de los mismos 
de acuerdo con el sistema documental del laboratorio. 

4.3.2 Determinación del orden de 
los experimentos a realizar

4.3.3 Ejecución del estudio de 
Validación
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El reporte de Validación tienen como objetivo detallar los resultados 
del estudio de Validación, siendo un medio de suma relevancia para 
contener la información relativa a las características de desempeño 
que fueron probadas, los resultados obtenidos y la interpretación de 
dichos resultados, arribando a una conclusión general.

Un reporte de Validación puede contener, más no se restringe única-
mente a:

a. Los detalles ya establecidos en el protocolo de Validación (sección 4.1 
de este libro).

b. Los resultados que se obtuvieron para cada parámetro de desempeño 
del método.

c. Una discusión o interpretación de los resultados.

d. Cualquier información relevante obtenida durante el estudio y que 
pudiera considerarse que afecta el desempeño del método.

e. Referencia a las bitácoras, carpetas, medios electrónicos o cualquier 
medio de soporte de los datos con los que se llegó a los resultados de 
Validación.

4.4 Reporte de resultados de 
la Validación4, 14
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•	 La documentación de la Validación se fundamenta en el Plan 
Maestro de Validación (PMV), que debe contener, dentro de 
muchos documentos, los Métodos Analíticos, con sus respectivos 
protocolos de Validación

•	 En un protocolo de Validación se harán explícitos aquellos aspectos 
que permitan cumplir, de manera total, los requisitos del plan de 
trabajo del estudio de Validación:
o Los objetivos del estudio
o Los procedimientos
o Los métodos
o Los criterios de aceptación

•	 Una vez que se cuenta con el protocolo de Validación, es posible 
acceder a la fase de planeación del estudio, de tal manera que este 
se lleve a cabo de la manera más eficiente

•	 Debe establecerse, desde el protocolo, la forma de documentar 
los datos de Validación (registros) y asegurar la integridad de los 
mismos de acuerdo con el sistema documental del laboratorio

•	 El reporte de Validación tienen como objetivo detallar los resultados 
del estudio de Validación, siendo un medio de suma relevancia para 
contener la información relativa a las características de desempeño 
que fueron probadas, los resultados obtenidos y la interpretación de 
dichos resultados, arribando a una conclusión general

4.5 Resumen del Capítulo 4
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