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RESUMEN. Se desarrolló y validó un método analítico alternativo para el control de la calidad de las ta-
bletas de clonazepam 2 mg sin lactosa por espectrofotometría UV, el cual no es aplicable a los estudios de
estabilidad, ya que este método resulta más rápido, más sencillo y económico. Además se validó el método
analítico reportado para el estudio de estabilidad por cromatografía líquida de alta resolución (CLAR),
comparándose ambos métodos estadísticamente. Ambos métodos resultaron específicos, lineales, precisos
y exactos en el rango de concentraciones estudiadas.
SUMMARY. “Development of an analytic method aplicated in the quality control of Clonazepam tablets”. An al-
ternative analytic method for the quality control of clonazepam 2 mg tablets without lactose for ultraviolet spec-
trophotometry was developed and validated. The method is not applicable to stability studies, for it is quickler,
simpler and more economic. The analytic method reported for the study of stability by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) was also validated and statistically compared with the developed method. Both meth-
ods were specific, lineal, precise, and exact in the range of the studied concentrations.

INTRODUCCIÓN
El clonazepam es una benzodiazepina y ac-

túa en general como depresor del sistema ner-
vioso central (SNC), produciendo todos los ni-
veles de depresión del mismo, desde una leve
sedación hasta hipnosis o coma dependiendo
de la dosis. Está indicado para el tratamiento so-
lo o, como coadyuvante en la mayoría de las
formas clínicas de la epilepsia, particularmente
las ausencias típicas y atípicas. Es útil en el tra-
tamiento de la epilepsia infantil, crisis mioclóni-
cas y de ausencia. En las encefalopatías epilépti-
cas crónicas del niño: llámese síndrome de West
o síndrome de Lennox-Gastaut, así como en la
epilepsia crónica parcial; las crisis focales y las
crisis complejas del adulto. Se indica también
para el tratamiento del desorden o trastorno de
pánico 1.

Existen reportes de métodos analíticos por
espectrofotometría ultravioleta para formulacio-
nes de clonazepam inyectable debido a que es
un producto que absorbe intensamente en la re-

gión del ultravioleta 2. Para las tabletas de clo-
nazepam aparecen reportes de métodos analíti-
cos por cromatografía líquida de alta resolución
(CLAR) 3.

La espectrofotometría ultravioleta es un po-
deroso instrumento en una variedad de proble-
mas analíticos, aunque en muchas oportunida-
des tiene el inconveniente de la falta de especi-
ficidad, debido a la interferencia que se encuen-
tra en los productos de degradación, los cuales
en ocasiones pueden presentar un espectro
idéntico al componente sin degradar y en otras
las concentraciones a determinar es muy peque-
ña y está por debajo del límite de sensibilidad
del método o dentro de su error experimental 3.

La CLAR ha dado la posibilidad al analista de
usar esta herramienta para solucionar los incon-
venientes de los métodos espectrofotométricos
en los estudios de estabilidad, pues además de
presentar una alta sensibilidad y exactitud, es en
esencia un método separativo, lo que permite
medir con gran selectividad el compuesto dese-
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ado, siempre y cuando se encuentre un sistema
cromatográfico que asegure una adecuada sepa-
ración 3.

La validación es el proceso establecido para
la obtención de pruebas documentadas de que
el método es lo suficientemente fiable para pro-
ducir el resultado 4-6. Los parámetros analíticos
que pueden ser considerados en la validación
de un método analítico, según se expresa en la
United States Pharmacopoeia (USP 26, USP 27),
son exactitud, precisión, especificidad, límite de
detección, límite de cuantificación, linealidad,
rango, tolerancia y robustez.

En el presente trabajo nos trazamos como
objetivo desarrollar un método analítico alterna-
tivo para el control de la calidad que fuera rápi-
do, sencillo y barato. Además demostrar si exis-
ten diferencias significativas entre el método de-
sarrollado y el reportado en al Farmacopea de
los Estados Unidos, USP 26, y validar ambos
métodos.

MATERIALES Y MÉTODOS
Las muestras utilizadas para el desarrollo de

este trabajo fueron identificadas como lotes
3001, 3002,3003; fabricados en la UCTB Tecno-
logías Básicas.

Validación del método analítico para la
cuantificación por CLAE

En el ensayo se empleo un cromatógrafo
(Knauer) con detector UV/VIS (Knauer) ajustado
a 254 nm, un dosificador de 50 ul e integrador
(Shimadzu CR 8 A). La separación se realizó iso-
cráticamente sobre una columna Lichropher
100, RP- 8 (5 µm). La fase móvil utilizada consis-
tió en una mezcla desgasificada de Solución de
Fosfato de amonio anhidro dibásico a 6,6
mg/mL y llevar a pH 8,0 con ácido fosfórico 1 N
ó hidróxido de sodio 1 N: metanol: tetrahidrofu-
rano (60:52:13) con una velocidad de flujo de
1,0 mL/min. Estas condiciones cromatográficas
aparecen reportadas en la USP 25 para la valo-
ración de las tabletas de clonazepam. 

Con el objetivo de evaluar la especificidad
del método se analizó la sustancia de referencia
química (de calidad USP, con un 100% de pure-
za), el placebo y una muestra sometida a condi-
ciones drásticas de pH y oxidación: hidrólisis
ácida (HCl 3 N), hidrólisis básica (NaOH 3 N) y
a la luz durante 3 días.

Para el estudio de la linealidad de la res-
puesta del detector se preparó una curva de ca-
libración, utilizando 5 niveles de concentración,
con soluciones patrón de clonazepam en un

rango de concentraciones entre 8 a 24 µg/mL,
que representan el 60, 80, 100, 120 y 140% de la
concentración teórica del principio activo en la
solución. 

Se evaluó la precisión del método. La repeti-
bilidad se estudió sobre la base de 8 determina-
ciones y se efectuaron valoraciones por dos
analistas en dos días diferentes para comprobar
la precisión intermedia del método. En el estu-
dio de la exactitud se empleó el método de re-
cuperación, preparando muestras con diferentes
niveles de Clonazepam que representaban el 80,
100 y 120% de la concentración teórica del prin-
cipio activo en la solución, según la formulación
propuesta. Con el objetivo de verificar la rela-
ción lineal de la respuesta analítica con respecto
a los diferentes niveles de concentración utiliza-
dos se realizó el estudio de linealidad a través
de los coeficientes de variación de los factores
de respuesta C.Vf, los cuales deben de ser me-
nor que el 5%. Además se realiza la prueba de
proporcionalidad utilizando el estadígrafo t-Stu-
dent, con el objetivo de demostrar la proporcio-
nalidad de la señal obtenida. También se deter-
minó la influencia del factor concentración en la
variabilidad de la respuesta obtenida, a través
de la prueba de Cochran (Gcalculada debe ser me-
nor que Gtabulada) 4-6.

Validación del método analítico para la
cuantificación por Espectrofotometría
ultravioleta

En el desarrollo del método analítico por Es-
pectrofotometría Ultravioleta se utilizó un Es-
pectrofotométro Spectronic® GénesisTM 2PC. Pa-
ra la cuantificación se disolvió una cantidad pre-
cisa de la sustancia de referencia en alcohol iso-
propílico, de modo que se obtuviera una solu-
ción con una concentración final de 20 µg/mL.
Las muestras fueron preparadas pesando el
equivalente a 10 mg de principio activo, trasva-
sándolo a un matraz aforado de 100 mL, aña-
diéndole 50 mL de alcohol isopropílico, soni-
cando 10 min y luego se llevó a volumen con el
mismo solvente. En un paso posterior se tomó
una alícuota de 5 mL de la solución preparada
anteriormente, trasvasándola a un matraz afora-
do de 25 mL y llevando a volumen con alcohol
isopropílico. De esta manera la solución de refe-
rencia química y la muestra tuvieron una con-
centración de 20 µg/mL, que representa el
100%.

Con el objetivo de evaluar la especificidad
del método se prepararon muestras de sustancia
de referencia química de clonazepam, placebo,
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muestra de clonazepam. Las mismas fueron so-
metidas a condiciones drásticas de pH y luz, re-
alizándose el escaneo de las soluciones corres-
pondientes, entre 200 y 500 nm.

En el estudio de la linealidad de la respuesta
del detector se preparó una curva de calibra-
ción, utilizándose para el mismo 5 niveles de
concentración, con solución patrón de clonaze-
pam en un rango de concentraciones de 12 has-
ta 28 ug/ml que representan el 60, 80, 100, 120
y 140% de la concentración teórica del principio
activo en la solución. La longitud de onda em-
pleada para el estudio fue 310 nm.

Se evaluó la precisión del método. La repeti-
bilidad se estudió sobre la base de 6 determina-
ciones, efectuándose valoraciones por dos ana-
listas en dos días diferentes para comprobar la
precisión intermedia del método, utilizando para
el estudio los estadígrafos F-Fischer y t-Student,
con el objetivo de determinar la existencia de
diferencias significativas entre las precisiones al-
canzadas por ambos analistas y entre las medias
obtenidas, respectivamente. Primeramente, se
realizó la prueba de Fischer verificándose la ho-
mogeneidad de las varianzas alcanzadas por di-
ferentes analistas, debiéndose obtener un valor
calculado menor que el tabulado. En el caso del
estadígrafo t-Student se debe obtener también
un valor calculado menor que el tabulado.

En el estudio de la exactitud se empleó el
método de recuperación, preparando muestras
con diferentes niveles, que representan el 80,

Figura 1. Resultados del
estudio de especificidad
del método.
A- Cromatograma de la
muestra placebo.
B- Cromatograma de la
sustancia de referencia
química.
C- Cromatograma de la
muestra de Clonazepam
en la tableta.
D- Cromatograma de la
muestra sometida a
hidrólisis básica.
E- Cromatograma de la
muestra sometida a
hidrólisis ácida.
F - Cromatograma de la
muestra sometida a la
luz. 

100 y 120% de la concentración teórica del prin-
cipio activo en la solución.

Comparación estadística
Con el objetivo de realizar una comparación

estadística entre los resultados por CLAR y los ob-
tenidos por el método analítico alternativo desa-
rrollado por espectrofotometría UV se realizó un
estudio del t-Student para determinar si existían
diferencias significativas entre los dos métodos.

RESULTADOS 
Validación del método analítico para la
cuantificación por CLAE

La Figura 1 muestra los resultados obtenidos
en el estudio de especificidad del método. Co-
mo se observa en el cromatograma correspon-
diente a la muestra placebo (A) no se obtuvo
ninguna señal en la zona de interés, al ser com-
parado con la señal obtenida para la solución
estándar de referencia (B) y de la muestra de
clonazepam tabletas (C), lo cual indica que los
excipientes o sustancias auxiliares de la solución
no interfieren en la determinación del principio
activo. En cuanto a las muestras sometidas a
condiciones drásticas de: hidrólisis básica, hi-
drólisis ácida y a la luz se observan en los cro-
matogramas (D, E, F) la aparición de picos se-
cundarios, atribuible a un posible producto de
degradación, el cual no interfiere en la determi-
nación del principio activo. Simultáneamente se
realizó un escaneo al pico correspondiente al
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principio activo en un rango de 200 a 500 nm,
obteniéndose una pureza del 99,9%.

En la Tabla 1 se reportan los resultados del
estudio de la linealidad del sistema y de exacti-
tud. El resultado del estudio de precisión del
método desarrollado aparece reportado en la
Tabla 2.
Validación del método analítico para la
cuantificación por UV

Los resultados obtenidos en el estudio de es-
pecificidad del método realizado a 310 nm, al
placebo, la sustancia de referencia química, la
muestra de Clonazepam se muestra en la Tabla
3. En la Tabla 1 se reportan los resultados del es-
tudio de la linealidad del sistema y la exactitud.
El resultado del estudio de precisión del método
desarrollado aparece reportado en la Tabla 4.

Parámetros CLAE UV Límites

y = 1,2376 X + 0,68092 Y = 0,03885 + 0,0052 x y = a x + b
r = 0,99696 r = 0,9998 r ≥ 0,99000

C.V f = 1,2% C.V f = 0,73% C.V f < 5,0%

T calculada = 22,16 t calculada = 22,22 t calculada > t tabulada
t tabulada = 3,18 t tabulada = 3,18

y = 0,9576 X + 0,2456 Y= 37,8708 X - 4,7044 y = a x + b
r = 0,99941 r = 0,99705 r ≥ 0,99000

C.V f = 1,58% C.V f = 4,52% C.V f < 5,0%

99,98% 99,87% 98,0 - 102,0%

T calculada = 2,54 T calculada = 0,56 t calculada < t tabulada
t tabulada = 3,18 t tabulada = 3,18

G calculada = 0,7025 G calculada = 0,8580 G calculada < G tabulada
G tabulada = 0,8709 G tabulada = 0,8709

Tabla 1. Estudio de la linealidad del sistema y exactitud. C.V f : coeficiente de variación de los factores de res-
puesta; r: coeficiente de correlación; t: estadígrafo t-Student; G: estadígrafo G Cochran.

Exactitud

Linealidad
del sistema

Analista 1 Analista 2

Día 1 Día 2 Día 1 Día 2

101,7 102,6 101,3 100,3
102,1 101,2 102,8 101,9
102,9 103,5 102,8 99,0
100,3 100,3 99,8 102,8
99,3 101,3 100,0 101,7
102,4 99,8 100,4 100,7

Media= 101,5% Media= 101,4% Media= 101,1% Media= 101,0%
C.V= 1,35% C.V= 1,36% C.V= 1,33% C.V= 1,30%
CV ≤ 1,5% CV ≤ 1,5% CV ≤ 1,5% CV ≤ 1,5%

t cal = 1,08 F cal = 2,59
t tab = 2,33 F tab = 5,05

Tabla 2. Estudio de la precisión del método analítico por CLAE. C.V: coeficiente de variación; t: estadígrafo t-
Student; F: estadígrafo F-Fischer.

Absorbancia
(310 nm)

Placebo 0,002 0,003 0,003

Sustancia de referencia química 0,402 0,399 0,405

Muestra 0,394 0,390 0,398

Tabla 3. Estudio de especificidad por Espectrofotome-
tría ultravioleta.

Comparación estadística
Los resultados de la comparación estadística

de los resultados obtenidos por Cromatografía
Líquida de Alta Resolución y el método analítico
desarrollado por Espectrofotometría ultravioleta
se aprecian en la Tabla 5.
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DISCUSIÓN
Los resultados obtenidos en el estudio de es-

pecifidad, reflejado en la Tabla 3, al analizar la
muestra placebo, la solución de referencia, la
muestra del producto terminado, indican que
los excipientes no interfieren en la determina-
ción del principio activo con estos resultados se
demuestra la especificidad del método para el
control de la calidad al no observarse absorban-
cia del placebo a la longitud de onda máxima
del principio activo. Sin embargo, al analizarse
la s muestras sometidas a condiciones drásticas
se observaron interferencias de los productos de
degradación a la longitud de máxima absorban-
cia del clonazepam, se demuestra que el méto-
do no es específico para el estudio de estabili-
dad de las tabletas.

Como se puede apreciar en la Fig. 1, el mé-
todo reportado por CLAR resulta específico al
no presentarse interferencias de picos adiciona-

Analista 1 Analista 2

Día 1 Día 2 Día 1 Día 2

101,4 100,8 100,3 102,9
102,0 99,5 101,1 99,3
100,9 101,1 103,4 101,8
101,2 98,3 102,9 102,5
99,3 100,8 102,3 100,5
103,6 102,0 100,1 101,8

Media= 101,4 % Media= 100,4 % Media= 101,6 % Media= 101,4 %
C.V= 1,38 % C.V= 1,31 % C.V= 1,36 % C.V= 1,32 %
CV ≤ 1,5 % CV ≤ 1,5 % CV ≤ 1,5 % CV ≤ 1,5 %

t calculada = 1,95 F calculada = 3,58
t tabulada = 2,33 F tabulada = 5.05

Tabla 4. Estudio de la precisión por Espectrofotometría.  C.V: coeficiente de variación;  t: estadígrafo t-Student;
F: estadígrafo F-Fischer.

CLAE Espectrofotometría
Límites

(%) (%)

101.7 101.4
102.1 102.0
102.9 100.9
100.3 101.2
99.3 99.3
102.4 103.6

Media= 101.5% Media= 101.4%
C.V= 1.35% C.V= 1.38%

S=1.37 S=1.40

t calculada = 1.02
t tabulada = 2.33

Tabla 5. Comparación estadística. C.V: coeficiente de
variación; t: estadígrafo t-Student; S: varianza.

C.V f < 5.0%
t calculada < t tabulada

les en la zona de elusión del producto principal.
El escaneo realizado con el objetivo de determi-
nar la pureza del pico de clonazepam, en el
rango de 200 a 500 nm demostró que no existí-
an solapamiento de otros productos de degrada-
ción. Las curvas de calibración de los métodos
validados para el control de la calidad y el estu-
dio de estabilidad de las tabletas de clonazepam
resultaron ser lineales. Al aplicar la prueba del
intercepto a cada uno de los métodos, ambos
resultaron ser no significativos ya que la tcalcula-

da fue mayor que la ttabulada por lo que se re-
chaza la hipótesis nula de que el intercepto es
igual a cero, para ambos métodos. En la prueba
de linealidad mediante el coeficiente de varia-
ción de los factores de respuesta CVf, se obtu-
vieron coeficientes de variación menor del 5%
demostrándose el cumplimiento de la linealidad
en el intervalo de concentraciones estudiados
para ambos métodos validados.

En los estudios de repetibilidad se obtuvo un
coeficiente de variación adecuado lo que nos
demuestra la buena precisión de los métodos.
Los valores obtenidos para los estudios de la
precisión intermedia demostraron que no exis-
ten diferencias significativos entre las precisio-
nes alcanzadas por los analistas en diferentes dí-
as para una probabilidad de 0,05% ya que el va-
lor de Fcalculada es menor que la Ftabulada. Al
realizar las prueba de Student para ambos méto-
dos, el valor calculado resultó ser menor que el
tabulado, lo cual demuestra que no existen dife-
rencias significativas entre las medias alcanzadas
con un nivel de significación de un 5%.

En los estudios de exactitud realizados para
los dos métodos validados, los valores de por-
ciento de recobro estuvieron dentro de los lími-
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tes establecidos para los métodos espectrofoto-
métricos (98-102%) y los valores del coeficiente
de variación para cada uno de los niveles de
concentración estudiados resultaron ser menor
que el 5%. En la influencia del factor concentra-
ción sobre la variabilidad de los resultados de la
exactitud al aplicar la p concentraciones emple-
adas son equivalentes y nos indican que la con-
centración no influye en la variabilidad de éstos.
No existieron diferencias significativas entre las
recuperaciones medias y el 100% de recupera-
ción al aplicar la prueba de Student, ya que la
tcalculada fue menor que la ttabulada, por lo que el
método es exacto. La curva de recuperación re-
portada de mg teóricos contra los mg prácticos
demostró un comportamiento lineal. La prueba
de significación del intercepto resultó no signifi-
cativo y el valor de la pendiente no difiere sig-
nificativamente de la unidad. Los valores alcan-
zados de la pendiente, el intercepto y el coefi-
ciente de correlación demostraron la exactitud y
linealidad del método. 

Al analizar estadísticamente los resultados
obtenidos de los métodos analíticos por CLAE y
el desarrollado por Espectrofotometría ultravio-
leta, para la cuantificación de las tabletas de clo-
nazepam 2 mg sin lactosa para el control de la
calidad y estudio de estabilidad, se pudo com-
probar que no existen diferencias significativas
entre los resultados, al ser la t calculada menor
que la t tabulada. 

CONCLUSIONES
Se desarrolló un método analítico alternativo

por espectrofotometría UV para el control de la
calidad del clonazepam tabletas 2 mg sin lacto-

sa, no aplicable al estudio de estabilidad, com-
parándose estadísticamente con el método re-
portado por CLAR para el estudio de estabili-
dad, demostrándose que no existían diferencias
significativas. Ambos métodos resultaron linea-
les, precisos, exactos y específicos en el interva-
lo de concentraciones establecidas. 

El método analítico propuesto para el control
de la calidad de las tabletas de clonazepam 2
mg sin lactosa es más económico, más sencillo
y más rápido que el método cromatográfico re-
portado.
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