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INTRODUCCION

La griseofulvina es un antimicdtico efectivo y ampliamente utilizado en el tratamiento de
micosls - cutdnea, del pelo y de las ufas causada por especies de Ml{'ro:pamm.
Tricophyton y Epidermophyton.

Las formas de dosificacion més usuales son tabletas y pomadas.

Para lograr fa cuanuﬁcacnon exacta de grlseofulvma se requieren técnicas sensibles. Se

han reportado - vnrios mélodos cn Ia 1eratu:a para su cuantificacion entre los que se

gel capa ﬁna l[qundos de alta resolucién, colonmetrfﬂ,

encuentran la cromatograﬁ
iodometria, que rcquneren de proccdlmlemos complicados que involucran mucho llempo.

En'el prgééhte irnbaj 'desarrollé un método especlrofotometrlco ultravmleta pard

la’ cuantifi ulvma como “materia prima y en s:mgre (plasma).

postcridfmgllte se 6 1a validacion de los métodos propuestos. .

Los resultados ‘obtenidos permlten proponer a dichos mé(odos como una alternativa de

andlisis rutin o ‘de la griseofulvina por sus caraclerfsticas de llneandad prccnslon,

reproduclbllldad exacmud rapidcz y bajo costo lo que los conv:erte en’ métodos

confi ables.



1. FUNDAMENTOS TEORICOS
A+ Caracteristicas de la Griseofulvina
Nombre gquimice:
7-cloro-2",4,6-trimetoxi-6'metilespirofbenzofuran-2(3H),1'-{2| ciclohexano]
-3,4"-diona; 7-cloro-4,6-dimetoxicumaran-3-ona-2-espiro-1°(2'-metoxi-6'-metilciclohex-

2'-en-4'-ona)

Férmula y peso molecular: @

OCHg

C,,H,ClO, Peso molecular = 352,77 g/mol
Su potencia es no menos de 900 ug de C;H,,CIO, por mg.

Descripcidn:
Se presenta como polvo blanco, inodoro y cristalino o amarillo péi ido,

Punto de l‘usi(f‘ﬁ -

Entre 217 °C y 224 °C.

"~



Pérdida por secado:
Iin un frasco provisto con tapon con un capilar secar 100 mg de la muestra al vacio a

presion que no exceda cn 5 mm de mercurm a 60 °C durame 3 horas Plerde no més de

1 por ciento, @

Identificacidn:

S

A. Disolver § mg de la muestra en I mI de écndo sulfunco y agregar 5 mg de dlcrommo

de potasio en polvo, se produce color ro;o vmo o'
Solubilidad:
Fécilmente soluble en 1,1, 2, 2 tetracloroelano- Muy soluble cn dlmeulformamlda solublc
en cloroforino, llgcramcme soluble en etanol, mclanol muy llgcramente solublc en

agua, @

Espectro ultravioleta:

El espectro ultravioleta de griseofulvina en solucién eunéhca anhldra a 25 °C presenta
méximos a: @ )

Longitud de onda de 324 n'mk""' g
Longitud de onda de 291 m
Longitud de onda de 235 nm -



Valoracion:

Disolver 100 mg de la muestra en suficiente etanol para ohtener 200 ml, diluir 2 ml de
esta solucién hasta 100 mi con etanol. Determinar la absorbancia de esta solucién en una
celda de | cm a un maximo de 291 nm aproximadamente y calcular el contenido de
C,;H,,CIO, utilizando el valor de E'*,, igual a 686. '

La griscofulvina aparece reportada en las farmacopeas The United States Pharmacopoeia
(USP), The British Pharmacopoeia, The European Pharmacopoeia, y Farmacopea de los
Estados Unidos Mexicanos (FEUM); para efectos de cste trabajo se consideraron sélo
las especificaciones reportadas en la FEUM ya que son las que se encuentran vigentes

oficialmente en nuestro pafs.

Pruebha FEUM
Identificacién Griseofulvina. No secar
Ensayo 291 nm
Pérdida por secado -1.0%

Residuo de ignicion 02 %
Valoracién o . :
Temperatura de fusion ‘ 217 °C - 224 °C
Acidez -1.0 xiﬁl‘~' f :

Cuadro I, Especificaciones farmacopeicas de la griseofulvina.
Propicdades favmacolégicas

Usos; .
La griseofulvina por su actividad antimicética se utiliza en micosis cutinea, del pelo
y de las uitas causuda por especies de Microsporum, - Tricophyton y Epidermoplhiyton,
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El mrmnco no tiene etecto sobre bacterias ni sobre otros llongos levaduras Aclmamyce:
ni Nocardia. El firmaco puede destruir celulas jO\’CHES y 1cuvnmeme metabdlicas, pero

a los elementos mds viejos, mis pasivos solo‘los inhibe,

Mecanismo de accion:

La accion de la griseotulvina es la produccion’ de ’célul'\s multinucleadas, y la droga

inhibe asi la mitosis fungica. ba grisebl |nn producc uma |ntcrrupc10n del huso

mitdtico por interaccion con Ios mlcroxubulos polxmcnzados -

Absorcion, distribucion’y

La admxmstrncml ura d gris na produce concemr.lcmnes plasmnucas miximas

después de unas 4 homs apro mdamemc | ug/ml con una sol.n dosis de 0.5 g, slendo

estos valores ‘muy mrmbILsA dcbidn quizd a-la msolulnlldnd dela Lrlscolulvma. : La.

-leUI’CIOH se mcrcmenn H SL‘ ldlllllllill’d L" ldI‘mJCO con Ull'l C()l“ldd L_l’ﬂSﬂ

La griscofulvina tiene um v |d1 lmdm en pl.xsma de .lprmlm.xdalmnle un dfa Y. alrededor

del 50% de la dosts oral puede ser detu(.ldd en orln.l Ul el curso de 5 das. prmcipal-

mente en forma de metabolitos. l;l metabolito prmcnpal esla 6-meulgnse0fulvmm

Preparado, vias de administracién y désis: :
La griseofuivina (Fulvicin U/F, grifoluin V mictonizada). se vende en cip

sulas que contienen 125 o 250 mg, ¥ con tabletas que contie -
nen 230 mg. o 300 mg, también se,
5



obticne en suspcnslon or:ll (125 mng ml) La doms dmna recomendada para nmos es 10

mg/kg' para adul(os. 500 mg a 1

Tabletas que lellenen un prcparado ultramlcrocnslalmo (l‘ulvlcin P/G, Gris-PEG)

N colonmelrla

£, H mzm
a .ll)‘ i {n (17 f‘na

ic fat?, cr

La espectrofotomctr(a de absorcién. es mdudablemcme una de las !écmcas analiticas

més mleresames d ertas h sta Ia fecha A pesar de los nuevos avances ‘en

la qulmlca anall ica, probablemenle permanecera como un ins(rumento uitil debido a sus
varias y preponderames ventajas en la solucion de muchos problemas‘ estas ventajas son
entre otras: el ampl io intervalo de fongitudes de onda o frecuencias de energfla radiante
y sus diferemés modos de interaccién con la materia; |a existencia en el mercado  de

instrumentos de medida cada vez més precisos; las ventajas inherentes al método,

Generalmente, el andlisis es muy rdpido, una vez que se ha establecido el método, a no

sef que se requiera un tratamiento previo para eliminar interferencias, El método es muy



Lomodo p.mn mulld.n ercu(Lls de un mlsmo consnluycma como sucedc en Ia rutina

. ;5 l_i.;l‘:sbec_trofmbnmrhfvlsible y ultravioleta:

La chcéi}éfolﬁm;cl;fa de absorcién consiste en la medida de la absorcién, por las
ditbrcutcslstixs:(unc‘ins de una radiacion electromagnética de longitudes de onda situadas:
en una lmnd.l definida y estrecha, esencialmente monocromética. La banda especlral
emplcmh cn l1s mcdlcmncs se extiende desde las cortas longltudes de onda de Ia zona o

ullnvmlcla (l90 380 nm) hasta la zona visible del espectro (380-780 nm). :

El uso de la cspcclrofmometrfa de absorcién en las zonas vmble y ullraviolem'como o

proccdmuento de valoraclon sc basa en eI hecho de que la absorlivtdad de una sustancla :

sucle scr ‘una’ constame -' dependi

determinar fotomélrlcamcmc.




Q) Aparatos

Bésicamente todos los upos de especlrofotémctro csté dlscﬁados de modo que permitan

el paso de una radiacién esenclalmente monocroménca a lravcs de la sustancna problema,

convenientemente prcparada y hagan pOSIbIe | medxcjéh de la fraccién de radiacion

trasmitida.

E! espectrofotémetro consta c o se puede observar en la Figura 1. de una fuente de

energfa, de un slstema dnspers:vo con renduas para seleccionar la banda de longitudes de

onda, una celda o recipieme para la” sustancia problema, un detector de la energia

i i st (P

y dispositivos acop de amplificacion, medicién y registro.
CERLDA O
FURNTR MONOCROMADOR RECIPIRNTE
LUNINOSA
RRGISTRADOR ANPLIPICADOR |- DETECTOR

Figura 1, Represcntaéién esqubmética de un espectrofotémetro



Las celdas que suelcn unplcarsx. en Ia zona espcclral son cldas d absorclén de tem

de vidrio o de sil c. con v learsc olros cspesores. Las

ccld:\s utilizadas para I1 soluc pnrn el bla co debcn tener "l mlsmn

uasmlmncm cspcclral cu1ndo solo contienen l dISOIVCl“C‘ de 1o contrario habré que

hacer Ia Lorreccmn aproplad'l" ¥

La abéorbaticna .dt. la celda del dis Ive"ntc ¥ su contenido nio debe exceder de 0.4 por cm

del espesor atravesado por la energla luminosa cuando se mide con referencia al aire a
ta misma Iongnud de ‘onda. ! disolvente contenido en dicha celda debe ser del mismo

lote que el empleado para preparar la solucién,

Las valoraciones espectrofolométricas requieren, por lo general, una comparacion de la
absorbancia producida por la solucién de la sustancia problema, con la absorbancia de

una solucién de referencia (SRef). En estos casos, las medici P fi étricas

se lracen primero con la solucién de referencia y después con la muestra a analizar. La

1 PR 4

segunda medicion se practica Jo mas répi p pués de la primera utilizando

las mismas condiciones experimentales.

Ademas de dsta técnica pueden utilizarse las técnicas de curva patrén y adicion de un
esidndar. '

Curva patréng

Con una solucion de ieferencia se preparan dlfen,ntes concemracmnes que se comportdn .
de manera lineal, al tener como variable dcpendlente la absorbancm. La absorbnncla de
la muestra problema es cxlrapolada en Ia graflca obteniundose dc esta manera la
concentracion de la solucion analizada,



Adicion con un csl:indxir: .

Consiste en la dclcrmumclon dc Ia absorbdncm de una mueslra prob)ema de volumen
conocido, a Ia que se. Ie adlclona un volumrn cxaclo de_una solucién estindar de

concentracién conoclda oblcnl 1dosc Ia absorbancia lotal para que poslcrlormcnle. :
mediante fa relacnén. ce PR

Ax D Ax+s¢

Cx . 7 CxVx+CstVst®
Vx4 Vst: ¥ ‘

donde:

Ax = Abﬁorbéncfa de la muestra problema
Cx = “Concentracion a determinar de la mues(m problema
Vx = Volumen de la muestra problcma
Cst = Concentracnén del estdndar
Vst = Volumen del estndar
Ax+st = Absorbancia total (muestra problema + estdndar)

para obtener la concentracion real de 1a solucién problema.
C.: Vatidacién de métodos analiticos:

En los Gitimos afos en la industria farmacéutica se han realizado cambios significativos
en la forma de apreciar y conseguir que un método anatitico desarrollado sea validado
para comprobar su confiabilidad y funcionalidad debido al gran incremento de nuevos
productos que tienen que ver con la salud y que requieren de métodos de analisis
apropiados.,



En nuestros dias el empleo de una técnica analitica implica un riesgo si dicha técnica no
ha demostrado ser contiable por lo cual es necesario rc:llmr la vahd'lcmn del nnsmo, L
La validacion de un’ método analftico se. ch ine cnmo el proccso por ol quc qucdn'

establecido, por estudios dc lxbor.lmrm, -que la capacrddd dcl mcmdo s.lllsfdcc los

n.qmsum para ks .|pl|cacumcs 'umlfmns duc |das. "

Et proceso de vnhdaclon para mé(odos nnahncos es una parlc rundamenwl del des‘lrrollo
de una nuevit formuluclon ydela técnica de dnﬂllSIS de conlrol de cahdad de una formd
farmacéutica ya que con ello se prueba que la evaluacion n.ahzada esta cumphendo coh

los propdsitos para los que fue disedado,

Ia validacion debe ser realizada tomando en cuenta una serie de consideraciones tales

como:  método de andlisis, compuesto a analizar, forma farmacéutica, niveles de
concentracion, ete. Por lo cual para seleccionar los puntos para validar un método
anmalitico dependen de la aplicacion del método, de las necesidades particulares, de los
requerimientos oficiales y algunas veces del criterio de la persona que lo realiza. l.os
parimetros de evaluaciéon mds comunes para la validacion de métodos analfticos son los

siguicntes:

. Exactitud

(5

. Linearidad
a) Linearidad del método

b) Lmearidad del sistema

w

. Precision

4) Repenbiidad

b} Reproductiilidad
4. Especiticidad



l.xlsten otros pnramc(ros mcnos cmnuncs »’que se ut\llzan segan Io rcqulera el mclodo y
son: SCllSlblllddd tolerdncm del sustema. canudad m[nlma detectable, canndad mfmma
cuannflcahle cstablllddd de la mucslra ctc.

Como existen muchas aplicaciones de los métodos, cada uno debe tener un csquema de
validacién particular como se muestra en la Tabla 2:

PARAMETRO CONTROL INMCAIDORES DE ESTABILIDAD BIODISPONIBILIDAD
DE CALIDAD
BAJAS ALTAS
CONCENTRACIONES | CONCENTRACIONES
Lincaridad y -
precision del X X X X
sistemna .
Limite de . .
deteceidn X Nl e B e : X

Limite de
cuantificacion

Exactitud y
repetibilidad al X
100%

Linearidad del
nétoda X

Precision
Qeproducibilidad) X

BEspeciticidad
(contral de X
calidad)

Especificidad
(ustabilidad)

Taleranels det
sistemi

Estabilidad de Ja
huesira X




2} DEFINICIONES:
t. Lincaridad

La linearidad de un sistema o método analftico es su habilidad para asegurar que fos
resultados analiticos, los cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio de una
transformacion matemdtica bien definida, son proporcionales a la concentracién de la -

sustancia dentro de un intervalo determinado,

2.Exactitud

La exactitud de un método analitico es la concordancia entre un valor obtenido
experimentalimente y el valor de referencia. Se expresa como el porciento de recobro
obtenido del andlisis de muestras a las que se les ha adicionad idad idas de

una sustancia,
3. Precisién

La precision de un método analftico es el grado de concordancia entre resultados ‘
analiticos individuales cuando el procedimiento se aplica repeudameme a d|feremes )

muestreos de una mucstra homogénea del producto. Usualmente se expresa en términos -
de Desviacion Estandar (D.E) o del Coeficiente de Varlaclén (C V), :

La precision es una incdida del grado de reproducibilidad y/o rcpeubilldad del mé(odo
analitico bajo las condiciones normales de operacldn "

13



3.1 Reproducibilidad

Es la precisién de un método analftico expresada como la concordancia obtenida entre

determinaciones ind di realizadas bajo condiciones diferentes (difercntes

¥

analistas, en diferentes dfas en ¢l mismo y/o en diferentes laboratorios, utilizando el
mismo y/o diferentes equipos, etc).

3.2 Repetibilidad

Es la precisién de un método analftico expresado como la concordancia ob(emda entre

varias determinaciones independientes realizadas bajo las mlsmas condlclones (anallsla.

tiempo, aparato, laboratorio, etc). "

4. Limite de deteccién

Es la minima concentracién de una sustancia en una muestra la cuél puede ser detectada,
pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de operacidn establemdas. "

8. Especificidad

Es la habilidad de un método analftico para obtener una resp'uestd debid# tinicamente a
la sustancia de interés y no a otros componentes de la muestra o a los productos de
degradacion,



D. Determinaciones

1. Linearidad del sistema

Se determina construyendo una curva de calibracién (concentracién vs respuesta medida)
utilizando cuando menos § diluciones preparadas a partir de una misma solucién patrén
y haciendo andlisis cuando menos por duplicado para cada dilucién.

El intervalo entre las concentraciones a analizar dependera dcl propésito del método; para
control de calidad y de seguimiento de la estabilidad de un firmaco en una forma
farmacéutica, deberd estar incluida Ja concentracién seleccionada como 100 %.

Criterio_d it
CV.=1.5%

r =099

= 0.98

2, Precisién del sistema

Se determina por el andlisis sextuplicado de una misma solucién esténdar cérréspondieme
al 100 % establecido en la linearidad del sistema. . ‘ )

iter



3. Linearidad del método

Se determina a partir de placcbos adicionados de cuando menos tres diferentes cantidades
de la sustancia de interés,(placebos cargados), cada uno de manera independiente,
haciendo los anilisis por triplicado.

h

Las concentraci de los pi cargados deben ser las adecuadas para que,

utilizando el método prop ), las concentraci de las soluciones finales a analizar
estén dentro del intervalo de la linearidad del sistema, incluyendo siempre fa
correspondiente al 100 %.

La amplitud del estudio dependeré det uso y aplicaciones el método, (Control de Calidad,

Estudios de Estabilidad, etc.) y deberd llevarse a cabo por un mismo analista en las
mismas condiciones de operacién.

Critetio d i6
Cantidad adicionada vs cantidad recuperada: m = 1,b = 0,2 = 098

Los porcientos recuperados y los C.V. a cada nivel y Ios globales de todo el imervalo
de la linearidad deben estar de acuerdo a la tabla 1,

NOTA: En métodos de cuantificacion de farmacos en ﬂuldos bmldglcas. la ampluud del

[

dio dep d de las ¢ minima y mrinma esperad

4. Exactitud y repetibilidad al 100%

Se determina con, cuando menos 6 placebos cargados de manera lndebendieme con la
cantidad necesaria de la sustancia de interés para obtener 1a concefitracidn del 100 %,

16



utitizando el método propuesto, Haciendo el andlisis en las mismas condiciones de

operacion y por ¢l mismo analista,
Critgrio de aceptacién

El por ciento recuperado y ¢l C.V, deberan estar de acuerdo con {a tabla 3.

METODO PROMEDIO DE RECOBRO C.V.
Cromatogrificos 98 - 102 % <2%
Titrimétricos 98 - 102 % <2%
Quimicos y 97-103 % 3%
cspectrofotométricos
Microbiolégicos 95-105 % =5%

Tabla 3. Criterio dc aceptacién de coeficientes de variacién para diferentes métodos.

4.1 Precision (Reproducibilidad)

Se determina de una muestra homogénea del producto cercana al 100 % de la
concentracion tebrica, analizada cuando menos por dos analistas, en dos dfas diferentes

y por triplicado,



rijeri eptaciol

E! C.V. totai debe cumptir con los siguicmés criterios. -

METODO S e NN U LI S A
Cromatogrificos R ' 2%
Quimicos y especlrofotométrici;s . . ' 1%
Microbioldgicos - . S %

‘Tabla 4, Criterios de aceptacion de coeficiente de variacion para diferentes métodos,

8. Especificidad para métodos indicadores de estabilidad

En caso de contar con los posibles productos de degradacién preparar muestras con
placebo afadido de éstos y la sustancia de interés y analizar con el método prbplieslq.
St no se cuenta con los productos de degradacidn, es necesario degradar la mueslr.{ bajyo
diferentes condiciones. Do

La degradacion debe sertal que la concemraclén de la sustancm en estudlo esté
disminuida por Io menos en un 23 % con respecto ala orlginal

N Cokxar la sustancia de interés a reﬂu]o por 4 horas para dcgradac:én por hldréhsls ‘
Acida (con deldo clorhfdrico al 10%),



criterio de ¢ acion

Verificar que los productos de degradacion y/o sustancias relacionadas no interfieran con
la cuantificacion de la sustancia de interés utilizando el método desarrollado.
Ajustar las condiciones de operacin para obtener la méxima resolucion.

6. Limite de deteccién

Se determina adicionando cantidades exactas de una muestra correspdndientc al, 2 4,
5, 6 y 8 % de la concentracidon maxima esperada. S ' ‘

{1 {<40s]

Se determina realizando una recta paralela a la recta de regresion a una distancia de 1.96
de desviacion estandar (Sy/x) con respecto al valor de  "Y" obtenido y dara el
intercepto igual al limite de deteccidn,

’

E. Desarrotio del método de vatidacién para fluidos bioligicos

Antes de iniciar cualquier estudio es necesario contar con métodos analiticos validados
para poder cuantificar el firmaco y/o alguno de sus metabolitos en sangre, plasma o

suero.
Los maleriales para el almacenamiento de las muestras y los que se utilicen durante el

procedimiento de andlisis deberdn estar perfectamente limpios e identificados, de
acuerdo a los procedimientos de vperacién previamente aprobados.
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Es necesario y convcmcmc rcvtsar os ulumos 5 .mos de fa lllcrmum con objeto de

.

informacié dcli étodc .nalmcu ¥y podcr establecer Ios intervalos  de.

concentracion quc sc uullzardn cn fa \'alldacmn dcl mismo.

Los métodos’ dcbcran cumpllr con los slgwcmcs crnerlos.

’ I.mcandad

RLprodﬂ(.lbllldad
. l:spucnmdad

LA mile 'de dctecciénv ]
I. unuc de cuanufcacnén

olcr'mcm

‘Ademis es Indlspmsablc c.onocer la eslablhdad i) farmaco y/o st 0 sus metabohtos :

tanto en ﬂuldos blologlcos como en'el dlsolvenle el donde se haré la cuanuﬁcar:lén de
Ia sustancia dc mleré

Este lmbaJo s¢ unfoca a Ios pI‘DCCdImICntOS espcctrofotometncos ya quc cumplen con

los crl(«.rios de valld'lclén menclonados antcrlormeme,

1. Lhwnridhd del sistema -

En base a los Vdatovs'dn': concentracion de farmaco reportados en la lilvcralurn. seleccionar
entre 7y 10 concentraciones para deterininar la linearidad del sistema.

Pesar una cantidad del firmaco y preparar una solucidn patrén en el disolvente de
cléccién. a partir de la cual se obtendrén por diluciones las concentraciones seleccionadas
para generar a curva estdndar, De preferencia utilizar el estindar a una sola concen-
tracion para todos los puntos de la curva estdndar y adicionarlo desde el inicio del
procedimienta, Preparar suficiente cantidad . distribuirla en alicuotas y congelarlas, para

hacer ta cuantificacion del firmaco diarmimente y por duplicado a cada nivel de
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concentraciones,” durante el- desarrollo y validacion del método analitico, Hacer la
determinacidn inicial de la linearidad, analizando cada uno de fos niveles de

concentracién seleccionados por triplicado,

Determinar la lincaridad del si C la | el intercepto y el

coeficiente de determinacion.

2. Lincaridad del método

Seleccionar 7 concentraciones, de preferencia iguales a los niveles ya estudiados para la

1 T 4.

linearidad del sistema. Se recomienda a partir de la misma patron,

al plasma, suero o sangre total. Distribuir en alicuotas y congelar suficientes muestras
para realizar Ja cuantificacion por duplicado por lo menos durantc 5 dias.

Determinar la linearidad del método tratando cada muestra de acuerdo al procedimiento
analftico propuesto. Interpolar los resultados cn la curva estdndar,

Obtener las curvas promedio, tanto de Ja curya estdndar como de los problemas y
determinar los siguientes parimetros:

a) Pardmetros de regresién lineal:

[ntercepto

Pendiente

Coeficiente de determinacion
b) Media aritmética.
¢) Por ciento recuperado (resultados absolutos) - )
d) Coeficiente de variacién por nivel de concentracién y por todo el jntervalo
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3. Exactitud y Precision

Determinar [a exactitud y precisién del método en el plasma considerando los resultados

absolutos de cada uno de los puntos en las curvas de linearidad.
4. Limite de deteccidn.

Determinar el limite de deteccidn, que por criterio umvcrsal se consniera como dos veces
la magnitud de la sefial del ruido del aparato. ) o

8. Limite de cuantificacién.

Determinar la cantidad minima cuantificable, siendo ésta, la cantidad minima que cumpla

con los siguientes criterios:

- La minima cantidad que presente un coeficicnte de vanacién menor o gual al lS %
siempre y cuando la determinacién se lleve a cabo cuando menos por duplicndo y por

lo menos durante tres dfas, : 7
- La minima cantidad que por su promedio de por ciento recuperado es(é comprendlda

entre cf valor real dos veces la desviacién estdndar,

6. Reproducibilidad

Se deberd determinar por dos analistas durante dos dias a dos concen(raclones distintas
y por triplicado.

Todas las muestras para el estudio deberdn ser preparadas el mismo dfa por un at;élista
y congelarse hasta el dia del andlisis. Los analistas deberdn preparar individualmente ¢l
estindar que serd igual al nive! considerado como 100 %, B
Obtener la concentracidn del estdndar y detertninar por analista los siguientes pardmelros:
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a) Porciento recuperado, (resultados absolutos),

1) Media aritmética

c) Cocficiente de variaci6n para la concentracion

7. Especificidad

La manera més adecuada de conocer la especificidad de un método es obtener los
metabolitos e inyectarlos junto vcofli ‘lva sustahcia de interés con el objeto de asegurarse
que no interfieren en él andlisis. Esto no siempre serd posible, por lo que es necesario
buscar en la literatura un método que esté reportado como especifico y trabajarlo de la

misma manera.

El primer paso es demo ! ar que los el s normales de! plasma no interfieren con

el andlisis por lo que ecesal apllcar el étod aunp bo de pl sangre,

suero u orina y comprobar que fio existe |merfcrenctas.

Sinoes posmlc conclulr que. el método es especlflco serﬂ nccesarlo analizar 1a muestra

"edent

analitica, (por ejemplo

u otra

de prefcrencna una " far i nte con el farmaco de interés.

Si_no se cuenta’ con “sufi ciente informacién sobre los metabolitos, es recomendable
trabajar con dos esuindares internos con diferente tiempo de retencién, con el objeto de
tomar uiia decision dé cudl es el més adecuado.

Deberd llevarse a cabo una prucba con objeto de comprobar si el antlcoagulame dc Ios
tubos 1o interfiere con ¢l andlisis.

Serfa ‘convenicnte probar ¢l métoda de andlisis, adiciopando a las muestras del plasma
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S

conteniendo el compuesto de interés, firmacos utili como analg

antibidticos, etc,

Es necesario comprobar que el plasma adqumdo par' dcsarrollo del método analluco. .

no contienc farmacos o drogas que puedcn mlcrfcnr con los resullados y

8. Estabilidad

Se debe probar la estabilidad de la sustancna a anahzar en el dlsolvente en cl cual se va

a cuantificar a intervalos razonables de uampo a temp a
refrigeracién y/o congelacion, con objeto de dctermmar por c
condiciones se pueden mantener Jas muestras antes del analisis.

Se debe también determinar la estabilidad de la sustancia de mtercs en las mueslras

biolégicas para en que condici deben mantenerse m:entras se anal izan, Este

estudio se hard a intervalos razonables, dependiendo del tiempo que se nccesile para el
andlisis de las muestras del estudio y deberd hacerse también a diferentes condlcmnes.
refrigeracion, congelacion, y si es necesario a temperaturas de -20°C o Inferlores.

También es necesario hacer un estudio de estabilidad en intervalos cortos de tiempo, 8
a 24 hrs, para conocer si las muestras se pueden mantener sin descomposicion durante
su manipulacion para su anilisis.

9, Tolerancia

Es necesario contprobar que tan tolerante es el método a pequefias varlaciones que
pueden ocurrir en los parimetros analiticos, '



I1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para que un medicamento tenga calidad y ofrezca seguridad es necesario contar con un
un método de analisis apropiado por lo cual es necesario realizar la validacién del o los

métodos analiticos empleados para su anilisis; como se i la validacién es el

proceso por el cual queda establecido por estudios de [aboratorio que la capacidad de
éste satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas, que aseguran que
este método proporciona ademds de forma homogénea y reproducible, las

especificaciones para satisfacer los requisitos de catidad.

Dcbido a que en México existe una gran necesidad de mejorar los medicamentos
antimicdticos sobre todo a causa de la frecuencia de infecciones micéticas de
discminacion gcncral en pacmmcs. y que por ser la griseofulvina el medicamento

utilizado en prlmera instancia en estos casos en forma tépica u oral es importante
realuzar csludxos en vanas formas farmacéuticas para lo cual es necesario primero

desarrollar un metodo dc "" is que pla con los p ros de linealidad, exactitud,

precnsnén y especnﬁcndad que permltan garantizar la Dbiodisponibilidad de los

1,

di desarr

Sabiendo que la biodisponibilidad de un férmaco es un factor importante a considerar al
elaborar nuevos productos farmacéuuco& es necesano desarrollar un método de

cuantificacién para grlscofulvlna en ﬂuido 3 bloléglcos. en este caso en plasma

considerando sus propiedades hsncoqu(mlcas (absorbancla e(c )y valldar éste método

para asegurar asf su utifizacién,
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Hl. OBJETIVOS
GENERALES

Desarrollar y validar un método analitico espectrofotométrico para griseofulvina como

materia prima y en sangre,
ESPECIFICOS

Desarroliar un método de an4lisis para griseofulvina como materia prima.

Validar el método de analisis desarroilado para griseofulvina como materia
prima.

Implementar un método analitico para cuantificar griseofulvina cn sangre.

Validar ¢l método de andlisis i‘mplemeht_adti)/paia griseél‘ulvina en sangre,
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Iv. HIPOTESIS

La Lrlseofulvma €s un compuesto que presenta absorcién ultravioleta a 29! nm por lo
que s posible cuantificarla por espectrofotometria. ST ;

Siendo este método espectrofotométrico especifico, exacto, precxso y Imcal se puedc
utitizar de manera confiable para anahsns de comrol de cnhdad en esludlos de

estabilidad y en sangrc.
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V. MATERIAL Y EQUIPO

MATERIAL

Matraz aforado
Matﬁ'az aforado
Matraz aforado -
Matraz atorado :

Vaso de preupnado n

Vaso de precnpnado
VVaso de precnpltado ;
VPlpela volumélnca
Plpcta volumélnca
Pipeta yoloméirica
Pipeta volumétnca ’
Pipeta volumélnca
Pipeta graduada
Pipcizl phsteur
Tubo de ensayo
Bureta graduada
Matraz erlenmeyer

Barra de agitacion magnética

Soporte universal

Crisoles de porcelana

A, Material

CAPACIDAD

10 ml, PYREX

25 ml. PYREX

50 mi: ‘PYREX Gl
100 ml. PYREX .

: so' ml. Pvm:x

100 ml. PYREX o
250 ml. PYREX -
1 mi, PYREX -
2 ml. PYREX
3'ml; PYREX
5 ml. PYREX
10 mi. PYREX
5'ml. PYREX
3 ml. KIMAX
13 x 100 mm. PYREX
25 ml. PYREX
125 ml. PYREX



B. Reactivos

Alcohol etilico absoluto
Alcohdl metilico absoluto
" Clorotormo )

Acido sulfirico
§ Dicromato de potasio
" Hidréxido de sodio
Fenolftaleina - -

J.T.BAKER R.A
J.T.BAKER R.A
)LT.BAKER R.A
J.T.BAKER R.A
JLT.BAKER R.A
1L T.BAKER R.A
J.T.BAKER

C. Sustancias de andlisis

Griseofulvina materia prima
Sustancia de referencia

D. Equipo

Espcctr@fo(émelro

Balanza analitica

Balanza granataria de dos platillos
Centrifuga ¢linica

Mufla

istufa de vaclo

LABORATORIO GLAXO
GRISEOFULVINA LOTE 17A6

PERKIN ELMER
Lamba 2 UV/VIS

SARTORIUS 2842
OHAUS 2 Kg)
SOL-BAT MOD J-12

THERMOLYNE TYPE
1400 Furnace

PRECISION
CAT No,31463-29 Model 19



V1. METODOLOGIA GENERAL

Para cumplir con los objetivos planteados en este trabajo se desarrollé un método para

identificar y cuantificar griscofulvina en materia prima y en sangre (plasma).

Racind

en las propiedades fisicoquimicas de fa griseofulvina, especificamente la

absorcion ultravioleta a 291 nm se utilizé este comportamiento para trabajar con el
método espectrofotométrico,

A.:Método experimental para la cuantificacién de griseofulvina materia prima.
1. Solucién problema:

Se pesé 0.1 g de la muestra de griseofulvina, se agregé 50 mi de metanol, se disolvid
y se llevo a un matraz volumétrico de 100 m! y se aforé con metanol. De ésta solucion
se tomé una alicuota de 1 m! y se Hevé a 100 ml con metanol en otro matraz volumétri-

co, s¢ homogenizd la solucién,
2. Solucién estdndar:

En un matraz volumétrico de 100 ml se colocd 0.1 g de griseofulvlna estindar, -
exactamente pesados, se adicionaron 50 ml de metanol, se agité para disolver, ensegulda )
se aforé con metanol y se homogemzo la solumén. de ésta solucién sc tomé una allcuota
de | ml y se llevaron a un matraz volumétrica de {00 ml, se aforé con metanol y se

agitd. (Concentracion final IO ug/ml)

Se determind la absorbancia de la solucu‘m problcma y estindar a 29I nm-utilizando
metanol como blanco, - :
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B. Validacidn del método para cuantificacion de griseofulving materia prima.

Para realizar la vatidacién del método de cuantiticacion de griscofulvina materia prima

se evaluaron los parametros analiticos de la siguiente mancra:
1. Linearidad del sistema.

Se realizé con seis niveles de concentracién por duplicado cada uno, equivalentes a 2.5,
5. 8,10, 12y 15 pg/ml de griseofulvina respectivamente para llevar a cabo el anélisis,

2. Precision del sistema.

Se analizaron nueve muestras corréspondiemes al 100% de gfiseofuli/iﬁa iguai a
10 pg/ml. o - ’

3. Lincaridad del métado,

Se realizo con cinco niveles de concentracion por triplicado equivalentes a 5,0, 8,0, 10,0
12.0 y 15.0 pg/ml de griscofulvina respectivamente en cada muestra.

4. Exactitud

Sc prepararon nueve muestras individuales al 100 % de griSeofuIvina cquivalente a
10ug/ml.

8. Precisidn

Se realizd a través de nueve determinaciones al 100 % de griscofulvina igual a 10 pg/ml,
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Sc prepararon tres mucstras individuales al 100 % de griseofulvina siguiendo el
método descrito anteriormente, en dos diferentes dfas y por dos diferentes analistas.

C. Método experimental para Ia cuantificacién de griseofulvina en sangre
1. Solucidn esténdar

Sc extrajo una muestra de 10 ml de sangre a un sujeto, se centrifugaron los 10 ml de la
sangre extraida durante 5 minutos a 3000 revoluciones por minuto (rpm). Se separd el
plasma del paquete cclular. Se pesé una muestra de 100 mg de griseofulvina estdndar,
se adiciond a una muestra de 4 ml del plasma obtenido po} cehtfifugaéién. Se
adicionaron 4 ml de cloroformo, se agité y cenmfugé a 2500 rpm duranle 5 mmuu)s se

separd la porcién cloroférmica, se tomé una allcuma de I nl de ésta soluc16n y se Ilevé g

a 25 ml con cloroformo en un matraz volumémco. de esta se t tomé una alIcuma' .

de 1 ml de ésta solucion y se Hevé a 100 ml con cloroformo en un matraz volumétrico.
Se determiné la absorbancia de la solucién estandar a 291 nm utilizando cloroforto
como blanco. :

2. Estabilidad de la muestra analitica

Se determind la estabilidad de la muestra de andlisis griseofulvina materia prima por

espectrofotometrfa, reanalizando las muestras preparadas bajo las sigulentes condiciones:
Se extrajo una muestra de 10 m! de sangre a un sujeto, se centrifugaron los 10 m! de la
sangre extraida durante S minutos a 3000 revoluciones por minuto (rpm). Se separ6 el
plasma del paquete celular. Se pesé una muestra de 100 mg de griseofulvina materia
prima, se adiciond a una muestra de 4 ml del plasma obtenido por centrifugacién, Se
adicionaron 4 ml de cloroformo, se agitd y centrifugé a 2500 rpm durante § minutos, se
separd la porcidn clorofétmica, se tomd una alfcuota de | mi de ésta solucién y se llevd
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a5 ml con cloro!ormo u.n un malraz \olumclrlco se tomaron 10 alicuotas de 1 ml de
ésta solucuon y se Ilcvaron a 100 ml con cloroformo en matraces volumétricos.

Estas solucmncs fueron -ildeClladﬂS bajo las siguientes condiciones, en los tiempos

mducados.

=

TEMPERATURA TIEMPO
ambiente I hora
_ambiente 3 horas
s ’ampiie_m'e 5 horas
- - 24 horas
" 72 horas
& "1 hora
.- 3 horas
5 horas
’ 24 horas
e 4°Cc 72 horas

Se determinaron las absorbancias por triplicado utilizando una solucién de referencia
recientemente preparada a cada nempo de reandlisis, las determinaciones se efectuaron
por un mismo analista,
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D. Validacién de) método para cuantificacidn de griseofulvina en sangre
1. Linearidad del método

Se extrajo una muestra de 20 m! de sangre a un sujeto, se centrifugaron los 20 ml de la
sangre extrafda durante 5 minutos a 3000 revoluciones por minuto (rpm). Se separé el
plasma del paquete celular. Se pesaron S5 muestras de 100 ing de griseofulvina materia
prima, se adicionaron cada una a 1 ml del plasma obtenido anteriormente. Se adicionaljon
4 ml de cloroformo a cada muestra, sc agitaron y centrifugaron a 2500 rpm durante §
minutos por separado, de la porcién cloroférmica se tomd una alicuota de ! mi de éadé,
una de las muestras y se llevaron a 25 ml con cloroformo en un matraz volumétriéo

h izando la solucién. Se tomaron tres muestras de cada uno de los malraces

anteriores de la siguiente manera:

matraz {: 0.5 ml
matraz 2: 0.8 ml .
matraz 3: Loml . .°
matraz 4: 1.2ml
matraz §: . 1. 5ml:

y se llevaron a 100 inl con cloroforto en un' matraz. volumétrlco homogenizando las
soluciones, :
Se delermmaron las absorbanclas utlhzando:una soluctén de rcferencna recientemente

como blanco. : . .
Estas solucmncs son equn*alenlcs a 5 8 lO I" y 15 yg por ml de grlseofulvma
rcspecuvamenle : . .
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2. Exactitud

Se extrajo una muestra de 20 mf de sangre a un sujeto, se centrifugaron los 20 ml de la
sangre extraida di 5 mi a 3000 revoluci por minuto (rpm). Se scpar6 el

plasma del paquete celular. Se pesaron 9 muestras de 100 mg de griseofulvina materia
prima, se adicionaron cada una a | ml del plasma obtenido anteriormente. Se adicionaron
4 1l de cloroformo a cada mugstra, se agitaron y centrifugaron a 2500 rpm durante §
minutos por separado, de 1a porcidn cloroférmica se tomé una alicuota de | ml de cada
una de las muestras y se llevaron a 25 m! con cloroformo en un matraz volumétrico
homogenizando la solucion. Se tomd una muestra de 1 ml de cada uno de los matraces
anteriores, y s¢ llevaron a 100 mi con cloroformo en un matraz volumétrico
|

hc i do las

Se determinaron las absorbancias utilizando una solucién de referencia recientemente

preparada, las determinaci se por un mismo analista,

Se determind la absorbancia de la solucién estindar a 291 nm utilizando ctoroformo
como blanco,
Estas soluciones son equivalentes a 10 ug por ml de griseofulvina,

3. Precision

Se preapararon nueve mucstras cquivalentes a 10 ug de griseofulvina de la siguiente
manera:

Se extrajo una muestra de 20 ml de sangre a un sujeto, se centrifugaron los 20 ml de la
sangre extraida durante 5 minutos a 3000 revoluciones por minuto (rpm), Se separ6 el
plasma del paquete celular, Se pesaron 9 muestras de 100 mg de griscofulvina materia
prima, se adicionaron cada una a t ml del plasma obtenido anteriormente. Se adicionaron
4 ml de cloroformo a cada muestra, sc agitaron y centrifugaron a 2500 rpm durante §
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minutos por separado, de la porcién clorofdrmica se tomd una alicuota de_ {'ml de cada™ -

unia de las muestras y se Hevaron a 25 ml con cloroformo en un matraz volulnélriéb' -

homogenizando la solucién. Se tomé una muestra de t m! de cada uno de los m

anteriores, y se llevaron a 100 ml con cloroformo en un matraz volumémco

homogenizando las soluciones.

Se determinaron las absorbancias utilizando una sotucién de refercncm recrentememef

preparada, las determinaciones se efectuaron por un mismo analista,
Se determiné la absorbancia de la solucién estindar a 291 nm uullzando cloroformo

como blanco.

b. Reproducibilidad del métod

Se prepararon tres muestras individuales al 100 % de concentracién de griseofulvina en
dos diferentes dias y por dos diferentes analistas, de la siguiente manera:

Sc extrajo una muestra de 20 m! de sangre a un sujeto, se centrifugaron los 20 ml de la
sangre extrafda durante § minutos a 3000 revoluciones por minuto (rpm). Se separ6 el
plasma del paquete celular. Se pesaron 3 muestras de 100 mg de griseofulvina materia
prima, s¢ adicionaron cada unaa | ml del plasma obtenido anteriormente. Se adicionaron
4 m! de cloroformo a cada muestra, se agitaron y centrifugaron a 2500 rpm durante §
minutos por separado, de la porcién cloroférmica se tomé una alicuota de 1 ml de cada
una de las muestras y se llevaron a 25 ml con cloroformo en un matraz volumétrico

h .

homog do la

bt

Se tom¢é una muestra de | m! de cada uno de los matraces

anteriores, y se llevaron a 100 ml con cloroformo en un matraz - volumétrico
homogenizando las seluciones,

Se determinaron las absorbancias utilizando una solucién de referencia recientemente
preparada, las determinaciones se efectuaron por un mismo analista,

Se determnind la absorbancia de la solucién estdndar a 291 nm utilizando cloroformo
como blanco, ' ' )
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VII. RESULTADOS

A, Materia prima

1. Linearidad de¢l sistema

CONCENTRACION EN gg/ml ABSORBANCIA
2.958 0.187
2,991 0.189
5.633 0.356
5.680 0.359
8.892 0.562
8.766 0.554
10.744 0.679
10.791 0.682
13.17 0.829
13.259 0.838
16.503 X 1.043
16.361 . 1.034
Tabla No. 8 Resultados obtenidos experi I de linearidad del sistema
£x = 115.965
Ey=7312

T x’= 1357.366671
Lyl= 5421722
£ xy= 85.786157
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Coaeficiente de determinacio

112 (85.786157) - (115.695) (7.312)F

" 112 (1357.366671) - (115,695

pr2
¥

1i25.421722) - (1.312))

_.
i

112 (85.786157) - (115.695) (131D

112 (1357.366671) - (115.695)*) [12(5.421722) - (7.312))
r* = 0.9999999997

ficier
T F = 0.758409
L F= 0.479320
F = 0.06320075

12 (0.0479321) - (0.758409)*
D.E. =| : X

1232- 1)
D.E = 95362 x 10°
9.53462 x 10°

CV=se———— X 100 . C.V =10.15086 %
- 0.06320075 - R

Debido a que r > 0.99, 1 > 0.98 y C.V, < 1.5 %, se cumple con los criterias para
la linearidad det sistema, i
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2. Linecaridad del método

CANTIDAD ADICIONADA (X) ug

CANTIDAD RECUPERADA (y) ug

5.0 5.348 5.981 5.427
8.0 9.241 8.623 8.908
10.0 10.806 10.902 10.759
12.0 13.196 13.054 13.101
15.0 16.250 16.250 15.981

Tahla No. 6 Resultados obtenidos experimentalmente de linearidad del método

I x = 150

Ty = 163.827

L x! = 1674
Ly = 1984,0047

L xy= 1822,053

Bendiente

m

15 (1822.053) - (150)(163.827)

IS (1674) - (150)
m = 1056224 :

Ordenada al orlgen

. 163,827 - 1,056224 (150)
b= i

s
b = 0.35956
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r!;

{15 (1674) - (150)% ] {15 (1984.0047) - (163.827)})

{15 (1822.053) - 150 (163.827)

= 0,996903585

Coeficiente ds variacio i |

LR = 1645.545
L R*= 180693.375

R = 109.703
15 (180693.375) --(1645.545)* .,
II

=]

E. =}

1sQs-1)

C.V =3.19648 . %

Delermmacién dc Ios valores de t de-Student, para evaluar la ordenada al orlgen yla

pendlemc esladlsucamem

McErrReg

McErrReg

' "1634_.0047 - 1,056 (1822.05) - 0.35956 (163.827)

= 0.0463818
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McReg = 0.35956 (163.827) + 1,056 (1822.05) - [(163.827)/15)
McReg = 194.1160151
o et ey
Sm = |0.0463818 (== Sy e

. ;’I‘5(l674)§’(150)" s

Sm 0 0573l74

" Sb = |194 ll6015l(——————¥4—)|"’v:
IS( 1974) - ( 150)’

Sb = O.2727I588 !

I - 1.056224

tare M =

0.0573174
tge M = -0,9809237

0 - 0.35956

toe b = ————
0.27271588 -
tu b = -1,318441734 "

tuns €ON n-1 grados de libertad y un pivel de slgniﬁcancia de 0,95, = 1,761
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riterios de aceptaci

Para la pendicnte y la ordenada al origen.

] A1.3184 | 1<7"'_l.7}6‘yl‘e‘s"ta’dlsticamén\ a ordenada alliorigch es »igu'al a cero.

| -0.9809 | < 1.761 estadisticamenic la pendientc cs igual a uno.



3. Exactitud

Por ciento recuperado para cada recobro (x)

e 1] (¥)
ADICIONADOS RECUPERADOS % RECOBRO
10.0 10,087 100.87
10.0 10.103 101.03
10.0 10.029 100.29
10.0 10.117 101.17
10.0 10161 101.61
10.0 10.043 100.43
10.0 10,293 102.93
10.0 9.780 97.80
10.0 . 10,263 - 102.63
. .anlbI:q 7.R ("” dos ob tidos exper imenta) para 1a exactitud
ER=9876
£ Ri= 91778,3896
RS 1009733
9'(91778.3896) - (908.76)?
D.E = | : e
: -9 (9-1)
D.E = 1.494289 -
1494289 .
CV = 100 C.V = 1,49228284 %
100,9733 :

Es exacto ya que el C,V. < 3 % y R se encuentra entre 9i-103 %
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' n& =p =100 ' ' i
llaA=‘}; =100
'\'vi‘ N B
166,‘5“7"3’3‘-_':1'0()" :
10755 19y .

= 18540304

e 3
Lo (1-a/2)= 1,860
Critrio d i
©"1,854039 < 1.860

Por lo tanto el método es exaclo, se acepta Ho,

4. Precisién

a) Repetibilidad

LR = 908.76
% R?= 91778.38%6
R = 100.9733

9 (91778.3896) - (908.21)?
D.E=| 2
“909-1)

44



D.E = 1.494289

Coefici i jaidr
1.494289
CV=r——————x 100 C.V =1.492282844 %
100.9733

Como el C,V. < 3% se¢ cumple con el criterio para métodos espectrofotométricos,

Ho:a < 2
Ha:a > 2
csladigrafo
(9-1)(1.494289)

2 =
xl ale —

4
X = 4.465799231
Xl =175
Criterio d it
4.465799231 < 17.53

Por lo tanto el inétodo es repetible, s¢ acepta Ho,
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b)Repraducibilidad

ANALISTA
1 2
98.9644 100.1481
98.3728 100.1852
98.2248 100. 1481
99.1858 100.2217
98.2975 99.3348
100.2221 99,7782

Tabia 8. Resultados obtenidos experimentalmente para reproducibilidad.

y... = 1194.0835
Iy = 118829,1717
y = 99.50695

12 (118829.1717) - (1194.,0835)
D.E. =|{

12 (12-1)
D.E. = 0.868605303

Coeficlome do vagiacls
v 0.868605303
CV. = C.V.=0.008729091 %
e 99.50605 S

Como el C,V, < 3% se cumple con el criterio para métodos espectrofotométricos,
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Anilisis de varianza para facto idados .

i=2
j=2
k=3
a=2
d=2
r=3
y... = 1194,0385
Yy = ”94'0335
Yo = 295.562

Yo ‘=k297.7os4 '

Yo = 301,4814

Yo = 299.3347

.. = 5932674

Yaou = 600.8161

ELyt = 35164'77.‘6982
(E y,)! = 7129461939

L LY ijki=118829,188
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712946.1939 - (1194.0835)°

SCa = —————— -~
20

a3

SCa = 4.748569

| 356477.6982 7129461939

SCd = — .
R )

SCd = 1.53375

356477.6982
SCe = 118829.188 -

SCe = 3.2886
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FUENTE DE | GRADOS DE | SUMA DE MEDIA DE F. CALCULADA
VARIACION | LIBERTAD | CUADRADOS CUADRADOS

ANALISTA 1 SCa= 4.74856 MCa= 4.74856 Fa= 6.192103
DIA 2 SCd= 1.533715 MCd= 0.77668 Fd= 1.865558
ERROR 8 SCe= 3.28864 MCe= 041107 ]  -eeemeee

Tabla 9. Anilisis de 1a varianza

Fa o5 = 8.51
Fd 45 = 6.06
Cri i i

6.192103 < 38.51 El método analitico es reproducible por los analistas

1.865558 < 6.06  E! método analitico es reproducible en distintos dias por un
mismo analista,

§. Estabilidad de ta muestra analitica
CONDICION / TIEMPO

INICHIAL T.A/1HR T.A/3 HR T.A/ § HR T.A/ 24 R T.A/ T2HR

100.726 100.436 100.291 100.581 100.726 100.872
99.709 99.273 98.837 98.982 99.418 99.563
100.581 100.000 99.709 99.854 100.581 100.436

Tabla 10, Resultados experimentales de estabilidad
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CONDICION / TIEMPO

REFR/ I HR REFR/3NR | REFR/SHR { REFR/24 HR | REFR/ 2 HR
0ol | oo | woms | lotier 100581
99,273 98.255 98.110 98,546 98,110
Tabla 10. Resultados experimentales de estabilidad
Media
Y, =100,338 Y, = 99,903
Y, = 99.612 Y, = 99,806
Y, =100.242 Y, =|oo.§9o :
Y, =100.532 Y, = 98,854
Y, = 99.951 Y, =100,339
Y 0= 99.903
Varianza
82 = 6.5025 S7 = 0,3452
§2 = 0,535 8,7 = 0.6409
§2 = 05141 $2 = 0.4443
S =1 .‘2;12 . S/ = 1.9659
$¢ = 2.5631 S = 24156

-Sit =24578
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2(0.3026) + 2(0.3452)
SpP = ————————— = 0,107966
265 + 1)

2(0.3026) + 2(0.5355)
Spl = ——— = 0.139683
A5+ 1)

= 0.157253

. 2(0.3026) + 2(0.6409)
Spy! = ———————
2(03026) +2(0.5141)
Spi= 0136117

£ 2(0,3026) + 2(0.4443)
Spyl

= 0.124483

- = 0.2523
sy
12(0.3026) + 2(1.9659)
Spf = —— = (.378083
SASHEN
1 2(03026) + 2(2.5631)
Spl = L 0.477616
Casany
- 2(0.3026) + 2(2.4156)
Sp,! =

- = 0.453033
LLASHED

2(0,3026) + 22,4578)
Spu’= -

— = 0.460067
5+ ¢ :
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1.C = 12593163 a 0.195316299 -
Para temperatura &mbienlg 24 lioras
1.C = (100,142-100.338) + 2,90 {0.13612 (2 / 5)}'2

1.C = -0.77268031 a 0.58068031
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Para temperatura ambicnte 72 horas
I.C = (100.290-100.338) + 2.90 10.12448 (2 / 5)1'?
1.C = -0.695118089 a 0.599118089

Las muestras son estables a condiciones ambientales durante 1, 3, 8, 24 y 72 horas
ya que ¢n el intervalo de confianza se incluye el valor cera,

Para refrigeracion 1 hora
1.C = (100.532-100.338) + 2.90 [0.2553 (2 / 5)]'?
1.C = -0.732730381 a 1.120730382

Para refrigeracion 3 horas
1.C = (98.854-100.338) + 2.90 (0.37808(2 / 5)]'?
1.C = -2,611773125 a 2.61773125

Para refrigeracién § horas
LC = (99.951-100.338) + 2,90 [0.4776 (2 / §)]'*

1.C = .1,654557589 a 0,880557589
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Para refrigeracion 24 horas
1.C = (1007339-10‘(‘).338) +2.90 10.4530 2/ 5))"?

I = -1,233505619 a 1,235505619

Para refrigeracion 72 horas
I1.C = (99.903-100.338) + 2.90 |0.46006 (2 / 5)|"
1.C = -1.679051544 a 0.809051544

Las muestras son estables a condiciones de refrigercién durante 1, 3, S, 24 y 72
horas ya que en el intervalo de conflanza se incluye €l valor cero
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Factor |
Para temperatura ambiente | hora

100.436

= —————x 100 = 997121 '~

- 100.726

99.273

= —— = x 100 ="99.5627 "

Para temperatura ambiente 3 horas -

100.291

= ————— X100 = 99.5681

100725

98.837:

g = —————x 100 = 99,1255 "

99,709~

99,709

.- 100,581 -

T = 99,2755

x 100 = 99.1330
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Para temperatura ambiente S horas

98,255
l) & e x 100 = 99,8560
100.726

- 99,982
L m ———— x 100 = 100.2738
L199,709

. 99,854
ly= = x 100 = 99.2772
100,581

1 = 99,8023

Para temperatura ambiente 24 horas

100.726
= ———————x 100 = 100
100.726

99.418
b= ———————ee x 100 = 99,7082
99.709
100.581 SRS
ljp= e x 100 =100
100,581 2 n
T=9907
Para temperatura ‘alvnbyiénté 72 horas
100.872

3= ~————————x 100 = 100.1449
100,726 )

56



99,563

b= ———————x 100 = 99.1367
100436, 50 T
100.436

ly= ——————x 100 = 99.8558
100.581

T =99.7125

La muestra es estable a condiciones ambientales por 1, 3, 8, 24 y 72 horas, ya que
el valor de Ia media para el factor | se encuentra entre 97 - 103 %

Para refrigeracién 1 hora

101.308
le= x 100 = 100.5778
100.726
. 101017
lyy= ——————— x 100 = 100,3089
99,709
929273
lyg= ——————— x 100 = 98.6995
" 100.581
T = 99,8621

Para refrigeracion 3 horas
100,872

= ———————— x 100 = 100.1450
100,726 .
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100.436

Para refrigeracion S horas

101.017

Para reirigeracién 24 horas -

101,308

':.'=
100,726
101.162
la=
99.709

99.709

x 100 = 100.7291

X100 = 97.6874

— x 100 = 100.2889

~x 100 = 101.0199

—x 100 = 975333

x 100°= 100.5778

x 100 = 101.4572



98.546
Jpo = e x 100 =97.9767
100.581

T = 100.0039
Para refrigeracién 72 héras

101017

ly= —— " x 100 = 100.2889
100726 '
- 100.581- -
Jy= e 1100 = 100.8745
99,709 ,
98,110 -
o=, e x 100 = 97.5333
100,581
1 =" 99.5656

La muestra es estable a condiciones de refrigeracion por 1,3, 8 24 ¥.72 horas, ya
que el valor de 1a media para ¢l factor I se encuentra entre 97 - 103 %
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B. Sangre
1. Linearidad del método

CANTIDAD ADICIONADA (X) ug |  CANTIDAD RECUPERADA (y) 48
5.0 4,853 70574,397 2 U 4,735
8.0 L8 7,103
10.0 *'8.956 9.088
12,0 10,691 10.794
15.0 13.926 13.250

para linealidad del método en sangre.

Ex =150

By = 1356176

PES ‘,=:; ‘16‘74'

L'y = 1364.4562

£y = 15110441
Pendicnte

15 (1511,0441) - (150)(135.6176)
m = - -

15 (1674) - (1s0y

m = 0.8900441
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Order ige

135.6176 - 0.8900441 (150)
b=

15
b = 0.1407346
Coefigi fetorminacid

{15 (1511.0441) - 150 (135.6176) |

115 (1674) - (150)* ] (15 (1364.4562) - (135.6176) %)

r? = 0.9965713 r = 0.9982842
Coefigicnie de variacién

£ R = 1360.5269

Z R’= 12349103

R = 90.701793

15 (123491,03) - (1360.5269)°
- l“l

D.E. = |
- sas-no

D.E = 25185975 .
25185975

CVE———— X 00" C.V. = 2.7767891 %
1 90,701793
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Determinacién de los valores de t de Sludem para Lvaluar la ordenada al arigen y la
pendiente estadisticamente.

1,364.4562 Z0.890(1511.04) * 0.14073 (135.617)

McErrReg

McErrReg = 0. 03647887

McReg = 0.140734 (135 617) ¥ 0,890 - (135,617y/15)
McReg = 137.8397746 e
Sm = [137.83977(—2 '
2 15(16

1 0.8900441

- 3,11728086
twe m = 0035273016
T0-0.1407346
0.22980899 :

Clac b= -0 6!2398135

tutae CON N-1 gmdos dc Ilbcrtad yun nnel de significancia de 0.95.= 1,761



Criterios de aceptacion

Para la pclidiemc y la ordenada al origen.

0.0355273 < l.76l e#iadislicamenlc la ordenada al origen es igual a cero.

-0.6!23'98' < 1,761 estadisticamente la'pendientc es igual a . :

2. Precision .

o) Repetivilided "
SUER =S575.794,
L R'= 55256.714
"R = 95.965667
6.(55256.714) - (575.794)",

D.E. = | 1
66-1 ~

D.E = 0.228035

Cneﬁciepie de 4vé|r_fe\|ci('nf '

02803 .
CV=-—— 100"  CV=02376215 %
996667 oo

Comoel C,V, <3 % sicr"c,l'ur'lblbé con 'élﬂc}ilé;iqrpari ‘métodos espectrofotométricos.
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Evaluacién de repetibitidad por contraste de hipétesis del métoda.

Ho=0x<2
Ha=0>2
estadigrafo
(15 - 1)(0.2280352.
Xy = = = 0,3639997
X = 12.83
a = 0,05
grados de libertad = 6 - |
Criterio d i6
0.363999 < 12.83
Por lo tanto el método es repetible, se acepta Ho,
b)Reproducibilidad
ANALISTA
] 2
100.1602 99.5200
98.389 100.8000
98.0676 101,2800
99.8395 99.6845
97.7528 99.5268
99.6789 100.3154

‘Tabla 12. Resultados obtenidos experimentalmente para reproducibilidad.
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..o = 1195.5225
£y = 119117.5894

¥ = 99.626875 .

. D.E.

“12°(119117,5894) - (1195.5225)
1. - AY
{

= ) 12
12 (12-1)
D.E. = 018856311
Coeficiente de variacién
, 1018886311 L
CV, == C.V.=0.0102267 %

99.626875

i

- e g =
L

Ws e w NN

y... = 1195,0161

yo = 11950161 yu. = 301.6

¥n. = 296.6182 Y = 299,5267 .
Vi = 2972712
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Vi, = 593.8894
ys. = 601.1267
Eby}? = 357031 3"69
(Ev,)’ = 714057 9’89

}:v:,,.*— ' ! |9017 6808

}71{)405"/.9'289 f;(u'9s.5225)’
O i
. 20y s

SCa = 4,3648

SCd

sCd = Q.z@?&qﬁ
: 357031 3269 -

$Ce = 119017 6808 .
: 3

SCe = 7.2385*
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FUENTE DE - [ GRADOS DE | SUMA DE MEDIA DE F.
VARIACION | LIRERTAD .| CUADRADOS - CUADRADOS CALCULADA

ANALISTA R §Ca=4.3648 MCa=4.3648 Fa= 11.085
DIA . G2 " §Cd=0.7874 MCd=0,3937 Fd= 043516
ERROR U8 - $Ce=7.2385 MCe=0,9048 | = --eeeee

‘Fabla 13. Andlisis de la varianza

Fygs 4 = 38.51

Fyus d = 6.06

C"l> o

11.085445 < 38.51 - El mélodo analflico es rcproducible por los analistas. -
0.435163 < 6.06 El mckodo annllllco es rcprodumhle mdlsuntm dias

por un mismo anallsta.

67



3. Exactitud

HE oY)

adicionad " % recobro
10.0 . 97.915
10.0 . 98.067
10.0 98.369
10.0 97.764
10.0 97,764
10.0 97.915
10.0 98.067
10.0 . 98.369
10.0 98,257

Tabla 14. Resultados obtenidos experi | para exactitud en sangre.
L R = 882.487

L R*= 86531.92519

R = 98.05411]

9 (86531.925) - (882,487)*

9(9-1)

D.E = 0055854597

. 0,05585459
T 100 GV =0,05696034 %
oeBosAIll . . e :

Es exacto ya que elCVi<3 % y R se encuentra entre 97 - 103 %
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. 98.054111-'100

"nle’ = K . S
. 0.05585459 /9
te = -104.515426'
Lo = 1.860 Y =005
grados de libertad = 9 - |
Criterio d i
-104.515426 < 1.860

Por lo tanto e! método es exacto, se acepta Ho.
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VIII. ANALISIS DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos con el método desarrollado son buenos, ya que se logrd
diseiiar un método analftico con grandes ventajas praicticas y técnicas. de esta manera se
tiene un método capaz de cuantificar a la griseofulvina materia prima; éste método
ademds puede aplicarse a la cuantificacion de grisebfulvina en . sangre (plasma),
realizando un proceso de extraccién y separacion con un procedlmlcnto sencilio y
répido, '

A Validucion de materla prima

Mediante la validacion del método espectrofotométrlco de cuanuﬁcacnén de griseofulvina

materia prima se determiné que el sistema es adecuado, es decir, existe una relacién

proporcional en cuanto a los diferentes plveles d concerl_grag:lén en el intervalo utilizado
(25, 50, 80, 120, y 150 %). : ot

El resultado de! coefcleme de correlacién mdica quc ol sistema cs lineal a los diferentes E

niveles de concentraclén uulizado - En Ia tabla 5'se muestra la linearidad del sistema
observindose que la dnspers:én de los puntos es aceptable,

Los valores obténiaos para el coeficiente de variacion para la linearidad del ‘método -
muestran que &l método utilizado es lineal debido a que cumple con los criterios de que
el coeficiente de varlacién debe ser menor o igual al 3 %, en este caso es de 3‘.2 %
slendo este no significativo para su aceptacién. Evaluando la ordenada al origen ¥y la
pendiente estadisticamente por medio de los valores de la distribucién de t de Student,
éstos indican que la ordenada al origen es igual a cero y la pendiente a uno por lo que -
se considera que el método es lineal,
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ron los nusmns dntos

Para n.valuar la prccrslén (rcpcubllldml) ¥. exactitud se uull

determinando quc cl método os rcpcublc y Lx'!c(o consldcrando quc pam csto se toma -
! nn.nor at 3 %. para mé(odos

métados cspcctmfolométncos dando como resull:ldo por este crneno Que el mé(odo es:

reproddcnblc ya. que ‘el ocl"cu.me de: vnrlam(m cxperimenlal es de 000!!72v y’

cv.nluandolo nu.dmnte un nnéhsns de varianza cons:derando en 0y en el anlerior

08 en la distribucién F

dos dias'y dos anahstas cn éste segundo caso los valores

i

indican que cl método analmco espectrofolométrlco uuhzado es reproducnble por los

analistas y ademis es reproducxble en dlsunlos dias por un mlsmo analls(a ya que son
metores a los de tablas.

Otro pardwetro importante a considerar dentro de la validacién es Ia estabilidad de la
muestra ya que ella nos proporciona la informacién necesaria para establecer las
condiciones de manejo de las muestras de griseofulviria' durante su cuantificacién o
también puycd;:' proporcionar la informacién de las condiciones bajo las cuales un analista
que no pudo concluir su andlisis puede seguir realizandolo,

Considerando la importancia de lo anterior se realiz6 la estabilidad de la muestra de
griscolulvina a condiciones de analisis de 0, 1, 3, 5, 24 y 72 horas a temperatura
amhiente y en refrigeracién. Coma puede observarse en los resultados de las muesiras,
todas ellas son estables, es poco probable una degradacion en tiempo o tcmperaturé. por
lo que puede decirse que si el analista no puede concluir su andlisis, éste puede

realizarse hasta 72 horas después e la preparacion de las muesiras sin nlisgn problema,

n



B. Validacién sangre (plasma)

Realizando ta validacion dcl método cspcctrololomemco de cuanuﬁcaclén de.

griseofulvina en sangre (plasma) se determind que es adecuado ya quc. exlste una -

relacion proporcional a los diferentes niveles de concemracnén enel lmervalo mihzado
(25, 50, 80, 100, 120 y 150 %). : g

E! resultado del coefi c1eme dc correlac:ﬁn indica ‘que el método espectr icoes -

lineal a los dlfercmes mvelcs de concentracion utilizado:

El valor oblcmdo ‘del coeficiente de,vanauén para la'linealidad del método mdlca que d

es Imcal ya que ‘cumple con el criterio de quc cI cocr cie riacion’ experimemal

debe ser menor

‘igual al 3. %kslendo en esle caso dc 2. 5 18

Al evaluar la ordenada al ongen y la pendiente estad{sncamen(c por medio de’ los valores

) de Ia tde Sludenl; éstos mdlcan que la ordenada al origen es |gual aceroy Ia pendlemc

a uno, por lo que se puede considerar lineal este método estadfstlcamemc.

La precisién (repetibilidad) y exactitud se evaluaron dewrminéndbsé'qhe el método es
repetible y exacto utilizando el criterio de que el coeficiente de variacién debe ser menor

I

al 3'% para métodos espectrofotométricos, ademés se.

pardmetros
eslédfs(icamcme por contraste de hipétesis obteniéndose pbr este proceso que el método
€5 €Xacto ya qQue byjq, €5 MENOT A by, ¥ €8 repeuble ya que Xiguug €S menor

que Xi o

La reproducibilidad del método se evalué por el ‘coeficiente de variacién conslderando
que para ser reproducnble debe ser menor al 3:% para el método espcctrofolomémco )
obteniendo el coeficiente de variaclén expcrlmcntal de 0. OIO“’ %, .

Evaluando la rcproducibilidad estadisticamente por anélisis de varianzei considerando dos

n



dias y dos nnahstas Ios valorcs ob(undos en ld dlstnbumén F mdlcnn que. el mclodn

analitico cspcclrofo(ome(rlco dc anti ca an de grlscof I Illd ut Imdo es reproduc:blc

por dos 'mahslas y .\demés es rcproduclble en distintos dias por un misino anahsm ya quc_f.

que es un lmtodo cfccuvo. =

3



=3
=
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IX. CONCLUSIO

Se  desarrollo - un muodo Lspcurololmnuruo para la- cuantificacion ~ de

griseofulvina m.m.na prima,

Se validé el método espectrofotométrico desarrollado para la cuantificacion de

griscofulvina materia prima.

Los resultados de . la validacion - del _nétodo, cspcclrofo(olknélricn para :la
cuantificacion de gnscmulvmd umlum prima_ mdxcan que es lmcal en Ll |||(Lrv.llo

de 25 a 150 %, ademis es exacto, prcclso y rcproduclb

Las muestras analizadas de gmcmulwm m:m.ru prnm son cstal)lcs a lcmpcrdlura

ambiente y en rctru,cmclon durante 72 horas.

Se  desarrollé . un . método espectrofotométrico” para - la - cuantificucion de

griscolulvina en sangre (plasma),”

Se validd el método espectrofotoméirico desarrollado para fa cuantificacion de

griseofulving en sangre (plasma).

Los resultados de Ja validacion del método  espectrofotométrico para la
cuantificacion de griseofulvina en sangre (plasma) indican que es Tineal en el

intervalo de 25 a 150 %, adenids es exacto, preciso y reproducible.

Se cumpho con loy ohjetivos de desarrollar y valdar un mérdo de cuantificacion

due priscarulying muter [rivee Lo SdEgre
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ANEXO
F6ri1|ulmj para eviloar by Illich'ridad,'dél sistenmn

1. Tabular los resuttados con base al sigidente formato:

Concentracion de la (hlucion de Propicdad medida (y)
1a solucion pntrdn (x) :
X vyllt Yizoeos Ve
X Yo Yaeeor Yam
Xy Yus

t = ntimero de dlluciones
n = namero de replicaciones (proplcdad medld'\) dc cada dilucién de la solucién
pateén. - :

Para proccder alos ﬂgulenlcs chLulos es fec ano q e el

tmero de replicaciones por
dilucién sean cqunnlcnlcs. g SR

2.: Cileutos™ preliminares  para ~ cocficiente jdc': corvelacion 'y _ cocliciente de
determinacidng : . L o

Ex=nlx +x,+..+x)

Ey=yntyet .o tymtyntynt oo tynt ot oyb o
+ )’I.‘ + AR + )’lll :

Uxl=n(x? + %7 L+ xF)
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Lyt=yl + vl bty F vt )"z:z Fot Yl byt e
iy

Zxy=x Yy + ya o+ Y + X Hyn + yut oo oyt

ot X (Y
+ Yo F oo F Ya)

3, Cilculos Finales para cocficicnte de correlacion y coeficiente de determinacidn:

(ot (€ xy) - (Ex) (Ey)P

r=|

2

0t (2 x%) - (Ex)* | It (£ y?) (2 y)P)

nt(Exy) - Cx) (EYP

rZ...

[nt (€ x%) - (ExP | Int (8 ) (X y)¥]

4. Cilculos preliminares para el coeficiente de variacion:

4 It r

propiedad medida (y)

concentracién de la dilucion de la solucién patron (x)
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. ESTA TESIS MO DERE
e SALR BE LA BIBLIGTECA

Fy = ~—
. %
Yu
Fpy =
X
Yin
Fin=
Yo
Fy =
X
Y
Fo =
X, -
Y
rl“ -___

4.2 Calcular la suma de factores; 14 suma de cuadrados de l;;gjg»rgs y la media del factor:
EF=Fy+Fy+ Fy 400+ Fy +.Fy + Fy
T it= Byl Bt B 0w B+ B+ By
= F
F = e
N
donde: N = nimero de puntos de ta linearidad del sistema,

9



§. Cilculos finales para ¢l coeficiente de variacidn:

N(EF) - (X Fy

D.E

N(N-1)
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ANEXO 2
Formulas para evaluar la precision del sistema,

1. Tabular tos resultados,

Yoo Yoo Y30 oo s W

2. Cilenlos preliminares.

Ly=y+tyty+.. +y

Cyl=yl+y+yt+ by

NEY) - (EyP

DE =
: N(N-1
3. Cilculos finales.
ficiente de vari
DE
CV. =——X 100
y
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ANEXO 3

Férmulas para evaliar 1a linearidad del método,

A, Cantidad Adicionada - Cantidad Recuperada

t. Tabular los resultados con base al signiente formato:

Cantidad Adicionada (x) Cantidad Recuperada (y)
Xpe X2 eeen Xy Yo Y s Yia
X X eer Xp Yue Y i Y
X5 L cors X Yu, Ya. teey Y

t = niimero de cantidades adicionadas
n = nimero de replicaciones (cantidad recuperada) por cantidad adicionada,

2. Cilculos preliminares:

Dx=xp+xp+ o+ xtxy F X+ ot X+ x, Xy
e Xy

Ey=w+Yut o tyutyutynt oty t oty tyat
ot Y

L x2=x, + x.l,' ot xgd F o F X x+

Lyl=y, + y.zx’ FF A R Ly
byt T ,

Bxy =xy ¥u + X Yu t ot X Yin ¥ Xa Yu o X Yo oot X Yoo +
wot Xe Ya e Y N X Y
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3. Cilewlos Finnles:

L xy) < (ER)(EY)

m= 5
n (% ;’) - (g
n
) nt (£ xy) - (Ex)(Zy)
"=

Int (£ x%) - (E x)'] [t (2 ¥)) - (Z y)')

B. Porciento Recuperado

t. Calcutar el porciento recuperado (R) para cada cantidad recuperada, con la
siguiente ecuacién:

R = (y/x) 100
2, Tabular los resultados:
Ry, Ry, Ry, oot , R,
3. Cilculos preliminares:
LR =R, R, Ryooo, R,
b R’—? RA RA R R

R = (ZRIN

N (£ R) - (£ RY
DE = fe——
N(N-1)
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© 4. Cienlos {inales:
(lelg]cmg glc h_mgg n'
(DF / R) IOO

C. lz‘mlllaciu"h (I(""I(/

Ieliéélul (1/ origen v la pendiente estadisticamente determinando
los valores de 1 d e i .

I(Mc[rrReg(

Exte (E x)’ v

Dondc .

MchrrR«.g = Medm cuadritica del error de regresién
McReg = Media cuadrdtica de rcgresién. 3

Sm = Desviacién estindar para la pendi -
Sb = Desvlamén eslﬁndar para la ordenada al ongen.

X = Promedlo de x:
;0 = nimero de datos -
~1em

lae M=
: Sm
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wale b = e

Lav 1 de tablas se determing con n-i grados de libertad y un nivel de significancia de 0.95. -

Criterios de_ceptacion

Para la pendiente y o ordenada al origen: Se comparan ¢l valor de t,y,, contra los
valores caleulados de t, v 1,

St

Fi b < g, (n-1, 0.95) estadisticamente Ta ordenada al origen es igual a cero.

Pl I <ty (-1, 0.95) estadisticamente Ja pendiente al origen es igual a 1,



ANEXO 4

ng‘;iip_l:i‘gf;ﬁ:f:{é‘i"ayiluiii‘ eéxactitud y repetibitidad a) 100 %

1. Tabular los resullados ‘ded porciento recuperado (R), con base al siguiente

fornmato: -
"Ry Ry Ry R,

2. Cileulos preliminares:
CER =Ry, Ry Ryl Ry

ER'=RA RA R L RE

R=(CRIN

N (ZR% - (E Ry

DE = ”mn
N(N-1)
3. Cilenlos finales:
ficien variacidn:

CV = (DE/ R) 100

4. Evaluacién de repetibilidad por contraste de hipdtesis del métoda,
lio =6 <2

Ha=162>2
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estadigrifo

(N - DDLE Y qperinennt
X

Veale T

s
o = 0.05

grados de libertad = n < |

.a ,2
'\I cals = kl Uhlas

5. Exactitud a través del cnnlr:@c de hipétesis

lo = p = 100

Ma = =100

. csmdf{;rafq o 7

: Rf Herenica

oy = ——— Poieorea = 100
D.E/ (N

t (1 - c/2) . . ; a =005 "

grados de libertad = N - l
Criterio de aceptacion .

tae < bubise
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'ANEXO 5

jiliiar precisiéi (repriducibilidad)

El mgmcmc proccdnmcnlo umcamunle e 'lphcablt. cuando se utilicen 2 dfas, 2 anallstns
y 3 determinaciones.’; .

1. Tulmlar Tos resuitados con base en el sigulente formato:

ANALISTA

DA 1 2

Y
1 Yz
Yus
. Yin
2 Yiza
Yins

2. Célenlos preliminares:

Yoo = Yo+ Yia Vst Vi F Vi ¥ Vi + Yy + Y Yur * Vi F Y
Yan [ AT I R :

Eyl=y,* + YIllz + )’m2 + )’m1 + Vi Yy + )'zlzz + yui + ¥yai
ot Ym + yan?

. IN

<
it
«<

NE ¥ - (y..)?
DE=[mm
N(N-1)
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N = nimero total de determinaciones
(en este caso especilico N =712)

3. Cileulos finales:

4, Anilis

QAT e =
oot

nimero de réplicas

= Yu" +Y|1+Yn + ¥

Yo = )'llll.""':‘y‘lulr f".\bi)'n:s"'»

1ol + FYIJz: + Yin :
)’n."“', )’m""" )'m+Ym :
Y= Yo' ¥ Y;: +yam
Vi = Yo + Yus + YusF Yt Yo ¥ Vi

V2= Yo+ Yar+ Yas + Yai + Yan + Vin

Cilculo de 14 suma del cuadrado de cada analista en cada dia,

Ly "")’u-)2 + (y )+ )+ (v)?
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Cileulo de Ta suma de! cuadrado de cada analista en los dos dias.

Cileulo de Ia suma de cada dato elevado al cuadrado.

Ly (-m = )(m) i+ )’um )uw + )’(m)z + )um + Y(u:) + Yo + Y(ZI‘)

Céleulo de la ‘suma quzi_dradés ’de‘i d’fa, :lﬁig!ado en ¢l analista (SCd)

SC(I

Calculo de la stma dc_cﬂédraidos del error (SCe)
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FUENTEDE | GRADOS DE .. | SUMA DE | MEDIADE® "] .
VARIACION - [ ‘LIBERTAD -/ | .CUADRADOS: | CUADRADOS - | CALCULADA
N ——— — -
R !
By Cpde S(enad k'
Fa g5 =

Fid os =

Fous = Los valorcs ‘de F tos € obuencn de la tabla de F. locallzando el cruce del valor
~ delos grados de libertad (g.1) del numerador honzomalmente y el valor de los,
gmdo d llbcrtad del denomlnador venicalmeme para un « = 0,05 :

Cmeno “de aceptac:én o

SiF oy S Fups /“No hay cfeclo por anahsla

SiF . > F,;,, R S| ha' efecto por anallsta

SiF iea S Fun 7 i No h_ay pfecto pm{ d(a anidado en el analista,

SIT 4y > Fu §i hay efecto por dfa anidado én ef analista,
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Férmulas para caleular la estabilidad de la muestra analitica, ‘"

1. Tabular los resultados con base al siguicnte forinato y calcular los resultados

indicados:
CONDICION / TIEMPO
INICIAL 1 2 m
Y, Y, Y; Y.
Y, Y, Y, Yo
Y, Y, Y, Y,

2, Cilculos preliminares para el intervalo de conflanza:

Media Y, _Y, -Y,,
Varianza S.? S,? S,?
Varianza ponderada;

28,2 + 25,7
$pf = ———

2@+ 1)

25,2 + 287
Spyf = ——

2@+ 1)

28,2 + 28,2
8p,? = ———

2(c+ 1)




3. Cilculos finates para cf int_cr&‘xl!o"‘(llc confionza:

. Para cada cqlil?dficiéh‘x l'irq"n')vp(‘):
LC= (Vik Yo) 4 x ISpt( 2/3))"

Donde:

ot = valor de la t de Dunnet con ¢ comparaciones y 2(c+ 1) grados de libertad y una
probabilidad acumulada de 0.975.

4. Ciilculos preliminares para el coeficiente de variacion:

Para cada condicién/tiempo/muestra calcular el factor (1) con la siguiente formula:

(andlisis muestra/condicidn/tiempo) i

1=
(anélisis inicial i)

Y, Y,

I = x 100 I, = x 100
Y, Y,
Y Y;

Iy = x 100 Iy = x 100
Y5 Y, :
Yx Y,

Iy = x 100 Iy = x 100
Y. Y,
Yoi You

L= x 100 Iy = x 100

1 Y,

Yn

Iy = x 100
Y, .

Para cada condicion/tiempo calcular la media del factor (1) con la siguiente férmula:

£ (condicidwtiempo)

N

i



donde:

N = nimero de mucstras por cada condicioén/tiempo

S A N

I = :
3
A A
= e
(RS R N
b= —————
3

La media del factor (para cada condicién/tiempo)kdebér{n cumplir con los siguientes
criterios: B

METODO 2. VALOR DE1
Cromatogréficos oo 984102 %
Titrimétricos ST 981102 %
Quimicos y espectrofotoméiricos | - o 97-103 %
Microbiolégicos LT 984108 %
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