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INTRODUCCION 

La griseofulvina es un antimicótico efectivo y ampliamente utilizado en el tratamiento de 

micosis cutánea, del pelo y de las uñas causada por especies de Microspor11111, 

Tricophyto11 y Epidermoplly1011. 

Las formas de dosificación más usuales son tabletas y pomadas. 

Para lograr Ja cuantificación exacta de griseofulvina se requieren técnicas sensibles. Se 

han reportado varios métodos e1í Ja. literatura para su cuantificación entre Jos que se 

encuentran Ja cromatogr~ffa ~'n g·~I, ~~pa fina, Jrq~idos de alta resolución, colorimetría, 

iodometría'. que rcquiere'n <{pro".édimientos compli~ados que involucran mucho tiempo. 

En el pre~ente !'rab~jo;; s~· ~~sarrolló un método espectrofotométrico ultravioleta para 

Ja cuantificÍiciÓn t d~': ~;¡;~of~lvina como materia prima y en sangre (plasma); y 

postcriormen'te' se r~aliz~·ra'~alldación de Jos métodos propuestos. 

Los resultados obtenidos permiten proponer a dichos métodos como una alternativa de 

análisis rutln~~io ·de ú• grlseofulvina por sus características _de llnearidad, precisión, 

reproducibilldad, ex~ctitud, rapidez y bajo costo; Jo ~ue Jos convierte en métodos 

confiables. 



l. FUNDAMENTOS TEORICOS 

A. Caracterisficat de la GrlseofuMna 

Nombro <1ulmico: 

7-cloro-2' ,4,6-trimctox i-6 'metilespirol benzofuran-2(311), 1 '-121 ciclohexanol 

-3,4' -diona; 7-cloro-4,6-dimetoxicumaran-3-ona-2-cspiro-I '(2 '-mclOxi-6' -metilciclohcx-

2' -en-4' -ona} 

Fórmula y peso molecular: '" 

C,,H,,CIO, Peso molecular = 352. 77 g/11101 

Su potencia es no menos de 900 µg de C1711 17CIO, por mg. 

Descripción: 

Se presenta como polvo blanco, Inodoro y cristalino o amarillo pálido, 111 

1'111110 de f11slfi11: 

Entre 217 •e y 224 "C. 



Pérdida pnr secado: 

En un frasco provislo con lapón con un capilar secar. 100 rng de la muestra al vacío a 

presión que no exceda en 5 mm de mercurio a 60 ºC duranlc 3 horas. Pierde no más de 

1 por cien10. '" 

ldentllkadón: 

A. Disolver 5 mg de la muestra en 1 mi de ácido súlfúrico y agregar 5 mg de dicromalo 

de potasio en polvo, se prod~ce color. rojo vi~~. 111 

Solnhllldad: 

Fácilmcnle soluble en l, 1,2,2-tetraclorociáno; Muy soluble en dimetilformamida, soluble 

en cloroformo, ligeramente soluble en etanol, metanol,'.muy .ligeramente soluble en 

agua. 111 

Espectro 11hravloleta: 

El espectro ullraviolela de griseofulvina en solución etanólica anhidra a 25 ºC presenla 

máximos a: "' 

Longitud de onda de 324 nm 

Longitud de onda de 29( iun 
Longitud de onda de 235 nm 



V11lor11clóm 

Disolver 100 mg de la mueslra en suficienle elanol para oblener 200 mi, diluir 2 mi de 

esla solución hasla 100 mi con elanol. De1erminar la absorbancia de esla solución en una 

celda de 1 cm a un máximo de 291 nm aproximadamente y calcular el contenido de 

C1111 17CIO, utili7.ando el valor de E",,,. igual a 686. 

la griseofulvina aparece reporlada en las farmacopeas The United Slates Pharmacopoeia 

(USP). The British Pharmacopoeia, The European Pharmacopoeia, y Farmacopea de los 

Esiados Unidos Mexicanos (FEUM); para efectos de este trabajo se consideraron sólo 

las especificaciones reportadas en la FEUM ya que son las que se encuemran vigentes 

oficialmente en nuestro país. 

Prueha 

Identificación 

Ensayo 

Perdida por secado 

Residuo de ignición 

Valoración 

Temperatura de fusión 

Acidez 

FE V M 

Griseofulvina. No secar 

291 nm 

-1.0 % 

-0.2 % 

211 •e. 224 •e 
-1.0 mi 

C11adro l. Especificaciones farmacopeicas de la griseofulvlna. 

Propiedades fannacoló&lcas 

.!.Ll!lS.;. 

la griseofulvina por su actividad anlimicótica se utiliza en micosis culánea, del pelo 

Y de las uñas causuda por especies de Microsporum, 7i'icoplly/ol/ y l!pidermophy/011, 

4 



El fármaco no 1iene efecto sobre bacterias ni sobre mros hongos.' levaduras. Acti11omyces 

ni Nocardia. El fármaco puede demuir células jóv.enesy ac1ivameme metabólicas, pero 

a Jos clememos más 1·iejos, rmis pasivos sólo Jos inlÚbe. "' 

~lecanismo de ucción: 

La acción de Ja griseofulvina es Ja produé:ciónde células muhinucleadas, y Ja droga 

inhibe así la mirosis fúngica. La griseofúJ\·ina produce una interrupción del huso 
.· . . 

111i1ó1ico por imeracción con los 111icro1ÜbuJcis polimeiizados. "' 

La ad111inis1rnció11 oral' de grÍse?fulvina produce concentraciones plasmáticas máximas 

después de unas 4 horas, aproxiínadarne111e 1 ¡cg/ml con una sola dosis de 0.5 g, siendo . .. 
estos valores muy variables: dc.bido qúizá a Ja insolubilidad de la griseofulvina: La 

absorción se incrcmenla si se administra el tiirrnaco con una comida grasa .. 

La gnscofulvina tiene una vida rÍlcdia en plasma dé aproximadamente un dia. y alrededor 

del 50% de la dom oral puede serde1eciada en orina'en·el curso de 5 días, pri~clpal­
meme en forma de 111e1aboli1os. El membolilo principal es 1a'ís-111e1ilgriseofulvina, '~ 

l'reparndo, v!as de administración )' dósis ! 

'"' gri~~of11J1·ina (ru!l·lcin u;r, grifoluin \' mic!oniz:1<l1) se v~nde en cáE 

;;utas qltl' conti"nt"'l 125 o 25n m~~' y 0n t~1hlctas CJllt' contlc ---

n<.'ll :so ms:. o son mg, taml1i6n ~c. 
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•. . 
obtiene en suspensión oral (125 mg/5 mi). La dosis diaria recomendada para ninos es 10 

mg/kg; para adultos, 500 mg a 1 g. 

Tabletas que contienen un prepar~~~ :·ullramicrocristalino' (Fulvicln P/G, Gris-PEG) 

contienen 125 a 130 mg de griséofulviiia. '" 

La griseofulvina puede ser cua~tlflcada p0~ diversos métodcis; ·de los más sencillos 

podemos encontrar a la espectrofotometrl~ · ~l;ravi~leta (,,,,¡,'~ros métádos incluyen 

polarografla 1111 , Cromatografla gas-llquid~ '~':'''; esp~ctr~~~o~~~~trla '":'";colorimetría 
' '·- ----'" ---" - ... :,- : ¿ . ._, .. '. ~- ,_ . ·-.' -

'"·"'. iodometría ""• cromatografla en papel -~'"/y é~~~at~grarrá:~~:·capa fina "'·"'. 

La griseofulvina puede ser cuaritific8dj~n/riui2s -:i:;~c:~i ;:\n tejidos por 

espectrofluorometría "'' • cromat~grafla d~ ~:~t;21;:c~d~~t~~~~ri~,d~Jíq~id~~de alta 

resolución "", la cromatografla de~.,.i ~~{~~·:~~11 'i~;(J!te ~·:¡~:~~~~~-t~~f~tom;Íría de 

absorción son utilizadas para el anál isls de griseofulvlna en.plasma: "" 

La espectrofotometría de absdr~~ó~, ~~ i~d~da~leme~te una d~ las técnicas analíticas 

más interesantes dé,laS d~s~~bie-;tas has~ la fech~. A pesar de los nuevos avances en 

la química anallti~;·p~~b~bl~mente permanecerá como un Instrumento útil debido a sus 

varias y preponderantes ventajas en la solución de muchos problemas: estas ventajas son 

entre otras: el amplio lnten•alo de longitudes de onda o frecuencias de energía radiante 

y sus diferentes modos de Interacción con la materia; la existencia en el mercado de 

instrumentos de medida cada vez más precisos; las ventajas inherentes al método. 

Generalmente, el análisis es muy rápido, una vez que se ha establecido el método, a no 

ser que se requiera un tratamiento previo para eliminar Interferencias, El método es muy 
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cómodo para medidas repetidas de un mismo' constituyente, como sucede en la rutina 

del amílisis de control. Además; el método es; én ·g~i1cr~I. ~~licable'a I~ d~terl11inació;1 
exacta de cantidades de constiiiÍyenies mucho mencirc's que con los nÍétiÍdos gravimétricos. 

... .. ,_ ••·• , ,., • ·- . '1 - • • 

o volumétricl1s. Cm1frecuén~i~ es ont11éii'idom1des¡ru~1iv~de íá'mu~str~; lo que puede 

ser importal;tc c~aud~ la. ;Jueit~~ ~s ·~1Ü}' válio;~,·~~mo s~stancias bloq~ímica~. 

Las mediciones ·éspecÍ~ciro·t~1~étricas son aplicadas ampliamente en qufmica analflica, . -··., .... -. 
farmacéuti~a y Órgái1i~a. 

B. Espectrofot_.rfa visible 1 Ultradolet1: 

La cspcctrofotomctrfa de absorción consiste en la medida de la absorción, por las 

diferentes sustancias, de una radiación electromagnética de longitudes de onda situadas 

en una band;Í definida )' estrecha, esencialmente monocromática. La banda espectral 

empicada en las mediciones se extiende desde las cortas longitudes de onda de la zona 

ultravioleta (190-380 nm) hasta la zona visible del espectro (380-780 nm), · 

El uso de la cspcctrofotometría de absorción en las zonas visible y ultravlÓleta como 

procedinÚento de valoración se basa en el hecho de que la ~bsortlvidad,de una s~~ta~cia 
suele ser una coí1sta111e li1dependiente de la intensidad de· l~.r~~i~c'ió~i'ncident~. la 

• • - • ' • . t 

longitud i111erior de la cub~ta y la concentración, por. lo cüai la.C:oncéntraclÓn se puede 

determinar fotométricamente. 
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a) Aparatos 

Básicamente todos los tipos de espectrofotómctros están discftadós de modo que permitan 

el paso de una radiación esencialmente.mon~ro~;ática .a ;ravÚ de la sustancia problema, 

convenientemente preparada y hag~n posib.le' Ja' medi~_Íón . de la fracción de radiación 

trasmitida. 

: :·. 

El espectrofotómetro consta ~Ómo. se puede observar en la figura 1. de una fuente de 

energía, de un sistema dispersivo eón rendijas para seleccionar la banda de longitudes de 

onda, una celda o recipiente para la' sustancia problema, un detector de la energía 

radiante y dispositivos acoplados de amplificación, medición y registro. 

C•LDA o 
.ama 11<>11oca'*A!loa HCUllrllft 
LmllllOIA 

1 

HGISTIW>OR MPLIPICADOR DllT•CTOR 

figura 1, Representación esquemática de un especlrofotómetro 



Las celdas que suelen empicarse en la zona espectral son celdas de absorción de 1 cm 

de vidrio o de sllice con ventanas; También pÚed~Í1 emple~rse ~t-ros espesores. La.~ · 
celdas utilizadas par~ la s~lución p·r~bie~a y •para el blan~~ -d~b~n tener la misma 

trasmitancia espectral cu~nd~ sólo c~~tiet;en e.l dÍsolvenie: de lo contrario habrá que 

hacer la correcci_ón ·apropiada; 

La absorbancia dC la celda del disolvente y su contenido no debe exceder de 0.4 por cm 

del espesor atr~vesad~ por la en~·rgía. luminosa cuando se mide con referencia al aire a 

la misma longitud de onda. El disolvente contenido en dicha celda debe ser del mismo 

lote que el empicado para· preparar la solución. 

Las valoraciones espcctrofotométricas requieren, por lo general, una comparación de la 

absorbancia producida por la solución de la sustancia problema, con la absorbancia de 

una solución de referencia (SRel). En estos casos, las mediciones espectrofotométricas 

se hacen primero con la solución de referencia y después con la muestra a anali1.ar. La 

segunda medición se practica lo más rápidamente posible después de la primera utilizando 

las mismas condiciones experimentales. 

Además de ésta técnica pueden utilizarse las técnicas de curva patrón y adición de un 

estándar. 

Curva patrónt 

Con una solución de tcferencia se preparan diferentes concentraciones que se comportan 

de manern lineal, al tener como variable dependiente la absorbancia. La ahsorbancia de 

la muestra problema es extrapolada en _la gráfica obteniéndose de esta manera la 

concentración de la solución analizada. 
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Adición con un estándar: 

ConsislC en la determinación de la absorbancia de una mues1ra problema de volumen 

conocido, a la que se le· adicionaun ~ol~~on exacto de una solución estándar de 

concentración conocida· obtcnié1Ídose la· absorbanc!a' mta.1 para que posteriormente, 

mediante la relación: 

donde: 

Ax Ax+st 

Cx Cx Vx + Cst Vst 

Vx + Vst 

Ax "' Absorbancia de la muestra problema 

Cx =·Concentración a determinar de la muestra problema 

Vx = Volumen de la muestra problema 

Cst = Concentración del estándar 

Vst = Volumen del estándar 

Ax +st = Absorbancia total (muestra problema + estándar) 

para obtener la concentración real de la solución problema. 

C. ,Valldack111 de métodos analltlcos: 

En los últimos afios en la industria farmacéutica se han realizado cambios significativos 

en la forma de apreciar y conseguir que un método analltico 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 análisis 

apropiados. 

10 



En nucslros dlas el empico de una 1éc11ica analítica implica un riesgo si diCha r~cnica· no 

lm dc111os1rado ser coufiablc por lo cual es necesario realizar la validación del mi~rno, 

La validación de un método analítico se define como el proceso por ·el ·que qneda 

esrablccido, por csrudios de lahorarorio, qne la cap_acidad del m~rodo_ salisfacc Jos 

rcc¡uisi10.s p:1ra las •1plicacioncs analíticas dcscmlas. 1!,* · · 

. . . 

El proceso de validación para métodos analílicos es una_ parle f'unda.1ÍÍen1a'1 JeJ des.arrollo 

de una nuev:t formulación y de la técnica de análisis de c~nlrol_de calidad.de.una forma 

farmacéulica ya que con ello se prueba que l:t evaluación realizada esrá cumpliendo con 

los prop<isilos para los que fue disenado. 

La \'alidacíón úcbc ser realizada turnando en cuenta una serie de consideraciones tales 

como: mé1odo de análisis, c.·ompucsto a analizar, forma farmacéutica, niveles de 

conccnrración, ere. Por lo cual para seleccionar Jos pumos para validar un método 

analílku dt.•pcndcn de la c1plicílcil111 del méroclu, tic las necesidades parliculares, de los 

requerimientos oficia/es y algunas veces del criterio de Ja persona que lo realiza. Los 

p;mirnctrns de c\·ahmción mfü1 comunes para la \'alidación de mélmJos analíticos son los 

siguicnlt!s: 

1. E•ocrirud 

2. Lincaritfad 

al Lincaridad del mCwdo 

b) Lllll'aridad del sisicma 

3. Prccisi(111 

al llcpc11h1l1dau 

h) Rc:produc1h1liJ;1J 

4. El'op~c1frl·1dad 

JI 



Existen otros pará111e1rosmenos.comimes~. que se utilizan según lo requiera el mélodo y 

son: sensibilidad, tolerancia del sistema, cantidad. mínima detcc1ablc, cantidad mínima 

cuantificable, ~slabilidad de la ~ucstra, etc. 

Como existen muchas aplicaciones de los métodos, cada uno debe tener un esquema de 

validación parlicular como se muestra en la Tabla 2: 

~~~~~~WÍAD ¡_:IN:::l:::ll:::C::.:A:.:IN::l:.:Mf::;:S::.º :.:ll:;t:,ot:::ST::_:A.::B::t:::U:::D:::A:::D_...J HIODISl'llNllll.lllAIJ 
llAJAS Al.TAS 

Llncari1lad y 
rrccisii'in del 
~btema 

Umilc<lc 
Llclccch\n 

Umitcdc 
cuantifü:ación 

Euc1i111d y 

X 

rcpclihilidad al X 
100% 

Li11cari<lad del 
mé1t,..lt1 X 

Pn:ci~ll~n 
t1qi1 ..... 111~11i111c1.d1 X 

E~pccilkidad 
(cnntrnl 1le X 
cnlii.lall) 

Esp:cifJcidaJ 
(cstatiilid.id) 

Tnlcrancl;i del 
shtem.1 

E\l;1hilid:11l lfo 1.t 
muestra X 

CONCENTRAC'IONP.S CONCliNTRACIONl!S 

X X X 

X X 

X X 

Tabla 2. f>arámc1ros a evaluar dcpcndi~ndo,dc la .aplicación del mélodo, 
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al PEFINICIONES: 

I , Llncarldad 

La linearidad de un sislema o método analilico es su habilidad para asegurar que los 

rcsuilados analíticos, los cuales pueden ser obrenidos direclamente o por medio de una 

transformación matemálica bien definida, son proporcionales a la concenlración de la 

sustancia dentro de un intervalo de1erminado. w 

2.Enctlt11d 

La exactilud de un método analftico es la concordancia entre un valor ob1enido 

cxperhnentalmente y el valor de referencia. Se expresa como el porciento de recobro 

obtenido del análisis de muestras a las que se les ha adicionado cantidades conocidas de 

una sustancia. m 

J. Prttlslón 

La precisión de un método analítico es el grado de concordancia entre resultados 

analfllcos individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente ·a diferentei 

mucslreos de una muestra homogénea del produc10. Usualmente se expresa en términos 

de Desviación Estándar (O.E) o del Coeficien1e de Varlaclón'(C, V)~ 

La precisión es una medida del grado de reproducibilidad y/o rcpelibllldad del método 

analilico bajo las condiciones normales de operación. '" 
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.f. / Reproducibilidad 

Es la precisión de un método analltico expresada como la concordancia obtenida entre 

determinaciones independientes realizadas bajo condiciones diferentes (diferentes 

analistas, en diferentes días en el mismo y/o en diferentes laboratorios, utilizando el 

mismo y/o diferentes equipos, etc)."' 

J. 2 Repelibilidad 

Es la precisión de un método analltico expresado como la con-cordancla obtenida entre 

varias determinaciones independientes realizadas bajo .las mls'm;~ condlclones (anali;ta, 

tiempo, aparato, laboratorio, etc). '" 

•· Límite de detecdón 

Es la mínima concentración de una sustancia en una muestra la cuál puede ser detectada, 

pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de operación establecidas. "' 

5. E.tpeclllcldad 

Es la habilidad de un método analítico para obtener una respuesta debida Onicamente a 

la sustancia de interés y no a otros componentes de la muestra o a los productos de 

degradación. 111 
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D. Detenillnaclolle!I 

1. Llnearldad del sistema 

Se determina cmistruyendo una curva de calibración (concentración vs respuesta medida) 

utilizando cuando menos S diluciones preparadas a partir de una misma solución patrón 

y haciendo análisis cuando menos por duplicado para cada dilución. 

El intervalo entre las concentraciones a analizar dependerá del propósito del método; para 

control de calidad y de seguimiento de la estabilidad de un fármaco en una forma 

farmacéutica, deberá estar Incluida la concentración seleccionada como 100 %. 

C.V.= 1.5 3 

r = 0.99 

t' = 0.98 

2, Ptwlslón del sistema 

Criterio de aC(ptaclón 

Se determina por el análisis sextuplicado de una misma solución estánd~r correspondiente 

al 100 % establecido en la linearldad del sistema. 

Criterio de aceptación 

C.V.= 1.5 3 
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3. Llnearldad del método 

Se determina a partir de placebos adicionados de cuando menos tres diferentes cantidades 

de la sustancia de interés,(placebos cargados), cada uno de manera independiente, 

haciendo los análisis por triplicado. 

Las concentraciones de los placebos cargados deben ser las adecuadas para que, 

utilizando el método propuesto, las concentraciones de las soluciones finales a analizar 

estén dentro del intervalo de la linearidad del sistema, incluyendo siempre la 

correspondiente al 100 %. 

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

Estudios de Estabilidad, etc.) y deberá llevarse a cabo por un mismo analista en las 

mismas condiciones de operación. 

Criterio de accp!a!:jón 

Cantidad adicionada vs cantidad recuperada: m = 1, b =O, r' = 0.98 

Los porcientos recuperados y los C.V. a cada nivel y los globales de todo el Intervalo 

de la linearidad deben estar de acuerdo a la tabla 1. 

NOTA: E11 mitodos de cuantificación defánnacos e11fluidos biológicos, la amplitud del 

estudio dependerá de las cantidades mfnima y má.rima esperada/' 

4. E.actlt11d y repetlbllldad al 100% 

Se determina con, cuando menos 6 placebos cargados de manera Independiente con la 

cantidad necesaria de la sustancia de interés para obtener la concentración del 100· %, 
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utili1ando el. método propuesto. Haciendo el análisis en las mismas condiciones de 

operación y por el mismo analista. 

Crircrjo de aceptación 

El por ciento recuperado y el C. V. deberán estar de acuerdo con la tabla 3. 

ME TODO PROMEDIO DE RECOBRO c.v. 

Cromatográficos 98 - 102 % s 2 % 

Titrimétricos 98 - 102 % s2% 

Químicos y 97-I03% s3% 
espcctrofotométricos 

Microbiológicos 95 - IOS % SS% 

Tabla 3. Criterio de aceplación de coeficientes de variación para diferentes métodos. 

4.1 Prtc/rió11 (lttprod"<ibUi4adJ 

Se determina de una mucsrra homogénea del producto cercana al 100 % de la 

concentración teórica, analizada cuando menos por dos analistas, en dos días diferentes 

y por triplicado. 
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Criterio de aceptación 

El C.V. roral debe cumplir con los siguienres crirerios. 

ME TODO c.v. 

Cromalográficos 23 

Químicos y especlroforomérricos 3 3 

Microbiológicos s 3 

Tabla 4. Crirerios de aceplación de coeficiente de variación para diferenres mérodos. 

5. Especificidad para métodos indicadores de estabilidad 

En caso de conrar con los posibles producros de degradación preparar muestras con 

placebo anadldo de ésros y la susrancia de inrerés y analizar con el mérodo propuesro. 

SI no se cuenra con los productos de degra_dación, es necesario degradar la muesrra bajo 

diferenles condiciones. 

La degradación debe ser ral que la concenrración de la susrancia en esrudio esté 

disminuida por lo menos en un 25 3 con respecto a la original. 

t. Colocar la sustancia de i11terés a ret1ujo por 4 horas para.degradación por hidrólisis 

ácida (con ;\(:Ido clorhfdrico al 103), 
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Crilcrlo de accp!ación 

Verificar que los produc!os de degradación y/o sustancias relacionadas no inlerfieran con 

la cuantificación de la sustancia de illlerés utilizando el mé1odo desarrollado. 

Ajus!ar las condiciones de operación para ob!ener la máxima resolución. 

' li. Limite de detecc:lón 

Se determina adicionando cantidades exactas de una muestra correspondiente a I, 2, 4, 

S, 6 y 8 % de la concen1ración máxima esperada. 

Criterio de aceptación 

Se de!ennina realizando una recia paralela a la recta de regresión a una dismncia de 1.96 

de desviación estándar (Sy/x) con respecto al valor de "Y" obtenido y dará el 

ln!ercepto igual al límile de detección. 
1 

E. Desarrollo del ni4todo de valldac16n paH Quicios blolóaicos 

An1es de iniciar cualquier es!udio es necesario coll!ar con mé!odos analí1icos validados 

para poder cuantificar el fármaco y/o alguno de sus me1aboli1os en sangre, rlasma o 

suero. 

Los malcriales para el ahnaccnamien!o de las muesiras y los que se utilicen cluran!e el 

procedimiento de análisis deberán estar perfec!amente limpios e idenlificados, de 

acuerdo 11 los procedimien1os de operación previa111en1e aprobados. 
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Es necesario y conveniente revisar los últiinos 5 años de la literatura con ohjeto de 

obtener información del métod~ : analítico y'· poder estahlecer los intervalos de 

concentración 1¡ue se .~tilizarár; eí1: lá validación del mismo. 

Los mérodos' deberán cun;plir con los siguienres criterios: 
Linearidad' , ' . . 

Exaclirud: 

Precisión 

Rcproducibilidad 

Especificidad 

Límite 'de detección 

Limite de cuantificación 

Tolerancia 

Además es indispensable conocer la estabilidad del fármaco y/o su o sus metabolitos 

tanro en fluidos biológicos como. en el disolvente en dondé sé hará la' l!ualltificación de 

la sustancia de interés·: 

Este trabajo se enfoca. a los procedi.mientos espcctrofotométricos ya que cumplen con 

los criterios de valida~lón inenci~nados ~nterlormenre, · 

l. Llnearldad del sistema 

En base a los datos de concentración de fármaco reportados en la literatura, seleccionar 

entre 7 y IO concentraciones para determinar la linearldad del sistema. 

Pesar una cantidad del fármaco y preparar una solución patrón en el disolvente de 

elección, a pan ir de la cual se obtendrán por diluciones las concenlracioncs seleccionadas 

ri•ua generar la curva eslííndar. De preferencia utili1ar el cst,ín<lar a una sola conccn· 

trnciún para todos los puntos de la cur\'a estándar ~· adicionarlo desde el inicio del 

prnccdimicnto. Preparar suficiente can1idad. dis1ribuirla en ltlícuotas y congelarlas, para 

hacer la t:uan1ific11cil111 del féírmacn cliurm111en1c y por du(llicmln a cada ni\'cl de 
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concentraciones, durante el desarrollo y validación del método analhico. Hacer la 

determinación inicial de la linearidad, analizando cada uno de los niveles de 

conccntrai:ión seleccionados por triplicado. 

Determinar la lincaridad del sistema obreniendo la pendiente, el inlercepto y el 

coeficiente de determinación. 

2. Llnearldad del inftodo 

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

linearidad del sistema. Se recomienda a partir de la misma solución patrón, adicionada 

al plasma, suero o sangre total. Distribuir en alícuotas y congelar suficientes muestras 

para realizar la cuantificación por duplicado por lo menos durante S días. 

Determinar la linearidad del método tratando cada muestra de acuerdo al procedimiento 

analítico propueslo. Interpolar los resultados en la curva estándar. 

Obtener las curvas promedio, lanto de la curva eslándar como de los problemas y 

determinar los siguientes parámetros: 

a) Parámetros de regresión lineal: 

lnterceplo 

Pcndienle 

Coeficienle de determinación 

b) Media arllmética. 

cJ Por ciento recuperado (resultados absolulos) 

d) Coeficiente de variación por nivel de concenlraclón y por todo el Intervalo 
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3, Exactillld y Pnoelsló11 

Determinar Ja exactitud y precisión del método en el plasma considerando los resultados 

absolutos de cada uno de los puntos en la• curvas de linearldad. 

4. Límite de delettlón, 

Determinar el llmite de detección, que por criterio universal se considera como dos veces 

la magnitud de la señal del ruido del aparato. 

5. Límite de cuantificación. 

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

con los siguientes criterios: 

- La mínima cantidad que presente un coeficiente de variación menor o' Igual al IS % 

siempre y cuando la determinación se lleve a cabo cuando menos por duplkado y por 

lo menos durante tres días. 

- La mlnima cantidad que por su promedio de por ciento recuperado. est.é comprendida 

entre el valor real dos veces la desviación estándar. 

6. Reproducihilldad 

Se deberá determinar por dos analistas durante dos días a dos concentraciones distintas 

y por triplicado. 

Todas las muestras para el estudio deberán ser preparadas el mismo día por un analista 

y congelarse hasta el dla del análisis. Los analistas deberán preparar indlvldualmen1e el 

estándar que será igual al nivel considerado como 100 %. 

Dhlcncr In concentración del estándar y determinar por analista los siguientes parámelros: 
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a) l'orcicruu recuperado, (resultados absolutos). 

b) Media aritmética 

c) Cocficicute de variación para la concentración 

7. Especln<ldad 

La manera más adecuada de conocer la especificidad de un método es obtener los 

metabolitos e inyectarlos junto con la sustancia de interés con el objeto de asegurarse 

que no interfieren en él análisis. Esto no siempre será posible, por lo que es necesario 

buscar en la literatura un método que esté reportado como específico y trabajarlo de la 

misma manera. 

El primer paso es demostrar que_ los elementos normales del plasma no interfieren con 

el análisis por lo que es' ~ccesario a¡Ílica_r el método a un placebo de plasma, sangre, 

suero u orina'y comprObar 'que_ no existen, interferellcias. 
-,;~ /·)~--- :. __ " -~ ,; '~-\' -- --

Si no es posiblecori~1~:i'1ü~~l~ét~~ e~ especifico se;á necesario analirar ta muestra 

utll Izando otrn ~lstema, otromé!~º ~~ dete~clón u otra técnica analítica, (por ejemplo 

cromatogr~fla de gases o d¿ líqÚÍdos de ~Ita res~l~ción). 

El estándar interno 'deberá ser el adecuado para que no interfiera con los metabol itas, y 

de preferencia una s~stancla relacionada químicamente con el fármaco de Interés. 

Si no se cuen'ta con suficiente Información sobre los metabolilos, es recomendable 

trabajar con dos estándares internos con diferente tiempo de retención, con el objeto de 

tomar una decisión de cuál es el más adecuado. 

Deberá llevarse a cabo una prueba con objeto de comprobar si el antlcoagulante de los 

tubos no Interfiere con el análisis. 

Sería convcniell!e probar el método de análisis, adicionando a las muestras del plasma 



conteniendo el compuesto de interés, fármacos utili7.ados común_mente, como a_nalgésicos, 

antibióticos, etc, 

Es necesario comprobar que el plasma adquirido para el désarroll() del método analítico, 

no contiene fármacos o drogas que pueden_ interferir con los 'resultádos_"_ 

8. Estabilidad 

' ' ·:. '···;.·, ,. ' 

Se debe probar la estabilidad de la sustancia á ~nalizar en el disolvénte en el cual se va 

a cuantificar a intervalos razonables de tiempo a temperatura ainbi~rite ; ~llntenidas en 

refrigeración y/o congelación, con objeto d¿ determinar por cua'nl~ tl~~po y 'en que 

condiciones se pueden mantener las muestras antes del análisis. 

Se debe también determinar la estabilidad de Ja sustancia de interés en las muestras 

biológicas para conocer en que condiciones deben mantenerse mientras se anal izan. Este 

estudio se hará a intervalos razonables, dependiendo del tiempo que se necesite para el 

análisis de las muestras del estudio y deberá hacerse también a diferentes condiciones, 

refrigeración, congelación, y si es necesario a temperaturas de ·20ºC o inferlotes. 

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 descomposición durante 

su manipulación para su análisis. 

9, Tolerancia 

Es necesario comprobar que tan tolerante es el método a pequeftas variaciones que 

pueden ocurrir en los parámetros analíticos. 
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11. Pl,ANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Para que un medicamento tenga calidad y ofre1ca seguridad es necesario contar con un 

un método de análisis apropiado por Jo cuál es necesario realizar Ja validación del o Jos 

métodos analíticos empleados para su análisis; como se mencionó la validación es el 

proceso por el cual 11ucda establecido por estudios de laboratorio que Ja capacidad de 

éste satisface los requisitos para las aplicaciones analítica~ deseadas, que aseguran que 

este método proporciona además de forma homogénea y reproducible, las 

especilicaciones para satisfacer los requisitos de calidad. 

Debido a que en México existe una gran necesidad de mejorar los medicamentos 

antimicóticos sobre todo a causa de Ja frecuencia de infecciones micólicas de 

diseminación general en p~cientes, y que por ser Ja griseofulvina el medicamento 

utilizado en primera insta~cia en estos casos en forma tópica u oral es importante 

realizar estudios en varias formas farmacéuticas para Jo cual es necesario primero 

_desarrollar un método de análisis que cumpla con Jos parámetros de linealidad, exactitud, 

precisión y especilicidad que permitan garantizar la biodisponibilidad de Jos 

medicamentos desarrollados. 

Sabiendo que Ja biodisponibilldad de un fármaco es un factor importante a considerar al 

elaborar nuevos productos farmacéuticos, es. necesario desarrollar un método de 

cuantificación para griseofulvlna en· O~ldo~;bi¿IÓgiéos'. .en este caso en plasma 

considerando sus propiedades tisic~quími~~ (~bs~~bancia,· etc.) y validar éste método 

para asegurar asr su utilización. 
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111. OBJETIVOS 

GENERALES 

Desarrollar y validar un método analítico espectrofotométrico para griseofulvina como 

materia prima y en sangre. 

E81't:ClftCOS 

Desarrollar un método de análisis para griseofulvina como materia prima. 

Validar el método de análisis desarrollado para griseofulvina como materia 

prima. 

Implementar un método analítico para cuant.ifitar griseofulvina en sangre. 

Validar el método de análisis Implementado para griseofulvina en sangre. 
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IV. HIPOTESIS 

La griseofulvina es un compues10 que presema absorción uhraviolela a 291 nm por lo 

que es posible cuanlificarla por espec1rofo1ome1rra. 

Siendo esie mé1odo espec1rofo1omé1rico específico, exaclo, preciso y lineal, se puede 

u1ilizar de manera confiable para análisis de con1rÓI de calidad, en ·esludios de 

es1abilidad y en sangre. 
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V. MATERIAi, Y EQUIPO 

MATERIAL 

Matraz aforado 

Mafra7. aforado 

Matraz aforado 

Matraz aforado 

Vaso de precipitado 

Vaso de precipitado 

Vaso de precipitado 

Pipeta volumétrica 

Pipeta volumétrica 

Pipeta volumétrica 

Pipeta volumétrica 

Pipeta volumétrica 

Pipeta graduada 

Pipeta pasteur 

Tubo de ensayo 

lluret:i graduada 

Matraz erlcnmeyer 

Barra de agitacit1n magn~tica 

Soporte universal 

Crisoles de porcelana 

A. Maltrlal 
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CAPACIDAD 

10 mi. PYREX 

25 mi. PYREX 

50 mi. PYREX 

100 mi. PYREX 

50ml. PYREX 

100 mi. PYREX 

250 mi. PYREX . 

1 mi. PYREX 

2 mi. PYREX 

3 mi. PYRUX 

5 mi. PYREX 

to mi. PYREX 

5 mi. PYREX 

3 mi. KIMAX 

13 x too mm. l'YREX 

25 mi. PYREX 

125 mi. l'YREX 



Alcohol e1ílico absolu10 

Alcohol metílico absolu10 

Cloroformo 

Acido sulfúrico 

Dicromato de potasio 

Hidróxido de sodio 

Fenolf1alcína 

B. Reactivos 

J.T.DAKER 

J.T.DAKER 

J.T.BAKER 

J.T.BAKER 

J.T.DAKER 

J.T.DAKER 

J.T.BAKER 

R.A 

R.A 

R.A 

R.A 

R.A 

R.A 

C. Sllltallelas de llllállsb 

Griscofulvina materia prima 

Sustancia de referencia 

D.f;qulpo 

Espec1rofo1ómclro 

Balanza analítica 

Balanza granataria de dos platillos 

Cen1rffuga clínica 

Mulla 

f:s1ufa de vacfo 
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LABORATORIO GLAXO 

GRISEOFULVINA LOTE 17A6 

PERKIN ELMER 
Lamba 2 UVIVIS 

SARTORIUS 2842 

OllAUS (2 KgJ 

SOL-BAT MOD J-12 

TllERMOL YNE TYPE 
1400 Furnace 
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VI. METOOOl,OGIA GENERAL 

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

identificar y cuantificar griseofulvina en materia prima y en sangre !plasma). 

Basándose en las propiedades fisicoquímicas de la griseofulvina, espccfficamente la 

absorción ultravioleta a 291 nm se utilizó este comportamiento para trabajar con el 

método espectrofotométrico. 

A. Mé1odo experlmmlal para la cu111lllklldón de 1rlseoluMna materia prlmil. 

1. Solución problema: 

Se pesó 0.1 g de la muestra de griseofulvina, se agregó SO mi de metano!, se disolvió 

y se llevó a un matraz volumétrico de 100 mi y se aforó con metanol. De ésta solución 

se tomó una alícuota de 1 mi y se llevó a 100 mi con metano! en otro matraz volumétri­

co, se homogenizó la solución. 

2. Solución estándar: 

En un matraz volumétrico de 100 mi se colocó O. 1 g de griseofulvlna estAndar, 

exactamente pesados, se adicionaron 50 mi de metano!, se agitó para disolver, enseguida 

se aforó con metano! y se homogenizó la solución; de ésta solución se tomó una allcuota 

de 1 mi y se llevaron a un matraz volumétrico de too mi, se aforó con metanol y se 

agitó. (Concentración final JO ¡¡g/ml). 

Se determinó la absorbancla de la solución problema y estandar a 291 nm utilizando 

metano! como blanco, 
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B. Valldacló11 del método par• cua11t1ncut1ón de 11rlseofuM11a materia prima. 

Para realitar la validación del mé1odo de cuantificación de griseofulvina materia prima 

se evaluaron los parámc1ros analílicos de la siguiente manera: 

t. Li11earidad del sl•1ema. 

Se rcali1ó con seis niveles de concentración por duplicado cada uno, equivalentes a 2.5, 

5, 8, 10, 12 y 15 µg/ml de griseofulvina respectivamente para llevar a cabo el análisis. 

2. l'redshín del sistema. 

Se analizaron nueve muestras correspondientes al 100% de griseofulvina iguai a 

10 µg/ml. 

·'· l.htcaridad del método. 

Se realiió con cinco niveles de concentración por triplicado equivalentes a 5.0, 8,0, 10,0 

12.0 y 15.0 µg/ml de griscofulvina respectivamente en cada muestra. 

4. f.uclltud 

Se prepararon nueve muestras individuales al 100 % de griseofulvina equivalente a 

IOµg/ml. 

!. t•recMón 

a Repetibilidnd del mé1odo 

Se realitó a través de nue\'c determinaciones al 100 % de griseoíulvina igual a 10 µg/ml. 
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b. Reproducibjlidad d~ 

Se prepararon tres muestras individuales al 100 % de griseofulvina siguiendo el 

método descrito anteriormente, en dos diferentes días y por dos diferentes analistas. 

e, Mffodo experimental para la cuantlne.ddn de 1r1MofuMmi en •usre 

1. Solución está11dar 

Se e•trajo una muestra de 10 mi de sangre a un sujeto, se centrifugaron los 10 mi de la 

sangre e.iralda durante 5 minutos a 3000 revoluciones por minuto (rpm), Se separó el 

plasma del paquete celular. Se pesó una muestra de 100 mg de griseofulvina estándar, 

se adicionó a una muestra de 4 mi del plasma obtenido .,Or . centrifUgación. Se 

adicionaron 4 mi de cloroformo, se agitó y centrifugó a 2500 rpm durante s. minutos, se 

separó la porción clorofórmica, se tomó una alícuota de l_ mi de ési;. solúciÓn y se llevó 

a 25 mi con cloroformo en un matraz volumétrico, d~ 'esta ~~IÚclón se tomó una ali cuota 

de 1 mi de ésta solución y se llevó a 100 mi con .clorofor~o en u~ matraz voluméirico. 

Se determinó la absorbancia de la solución estándar a 291 nm utllltando cloroformo 

como blanco. 

z. Estabilidad de la mutslra anal~lca 

Se determinó la estabilidad de la muestra de análisis griseofulvina materia prima por 

espectrofotometrla, reanalizando las muestras preparadas bajo las siguientes condiciones: 

Se «trajo una muestra de IO mi de sangre a un sujeto, se centrifugaron los 10 mi de la 

sangre extralda durante 5 minutos a 3000 revoluciones por minuto (rpm). Se separó el 

plasma del paquete celular. Se pesó una muestra de 100 mg de grlseofulvlna materia 

prima, se adicionó a una muestra de 4 mi del plasma obtenido por centrifugación. Se 

adicionaron 4 mi de cloroformo, se agitó y centrifugó a 2500 rpm durante S minutos, se 

separó la porción clorofórmica, se tomó una allcuo1a de 1 mi de ésta solución y se llevó 
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a 25 mi con cloroformo en· un matraz volumétrico, se tomaron 10 alícuotas de 1 mi de 

ésta solución y se U~varon .a. IOÍi'ml' con cloroformo en matraces volumétricos. 

Estas soluciones fueron al;nacenadas bajo las siguientes condiciones, en los tiempos 

indicados. 

TEMPERA TURA TIEMPO 

ambieme 1 hora 

ambie111c 3 horns 

ambieme 5 horas 
' .. 

ambienté. .... , 24 horas 

ambiente 72 horas 

·:.4 ºC '! 
., 

1 hora 
: ,·; i 

'4.?C 3 horas 

4 ºC 5 horas 

:·4 ºC 24 horas 

4 •e 72 horas 

... 

Se determinaron las absorbanclas por trlplicado utilizando una solución de referencia 

reciememenie preparada a cada tiempo de reanállsls, las delermlnaciones se efectuaron 

por un mismo analista. 
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D. Valldaclón del método para •uantlfkacióa de 11r1ator0Mna en sanare 

1. Llnearldad del método 

Se extrajo una muestra de 20 mi de sangre a un sujeto, se centrifugaron los 20 mi de la 

sangre extraída durante S minutos a 3000 revoluciones por minuto (rpm), Se separó el 

plasma del paquete celular. Se pesaron S muestras de 100 mg de griseofulvina materia 

prima, se adicionaron cada una a 1 mi del plasma obtenido anteriormente. Se adicionaron 

4 mi de cloroformo a cada muestra, se agitaron y centrifugaron a 2500 rpm durante S 

minutos por separado, de la porción clorofórmica se tomó una alícuota de 1 mi de cada 

una de las muestras y se llevaron a 25 mi con cloroformo en un matraz volumétrico 

homogenizando la solución. Se tomaron tres muestras de cada uno de los· matraces 

anteriores de la siguiente manera: 

matraz 1: 
matraz 2: 
matraz 3: 
matraz 4: 
matraz S: 

o.s mi 
0.8ml 
l.Oml 
1.2 mi 
Uml 

-~ .. - '• 

y se llevaron a 100 mi con cloroform·¿ en un matraz volumétrico homogenizando las 

soluciones. 

Se determinaron las 'ábsorban~las -~tilizand1>' una s~lució~ de réferencia recientemente 

preparada, las d~i~~1~ln~~lone~ se ef~ct~aró'n po; ~n mis~~ anallsÍa. 

Se detértniml. la a.bsorba1;~Ía de. la soiucÍó~· esiándar·a 291 nm utilizando cloroformo 

como blanco, 

Estas soluciones son equivalenres a S,·· 8/lo, 12 y IS µg por 1nl de griseofulvina 

respectivamente. 

34 



2. t:xac:lilud 

Se extrajo una muestra de 20 mi de sangre a un sujeto, se centrifugaron los 20 mi de la 

sangre extraída durante 5 minuros a 3000 revoluciones por minuto (rpm). Se separó el 

plasma del paquete celular. Se pesaron 9 muestras de 100 mg de griseofulvina materia 

prima, se adicionaron cada una a 1 mi del plasma obtenido arlleriormente. Se adicionaron 

4 mi de cloroformo a cada muestra, se agitaron y centrifugaron a 2500 rpm durante 5 

minutos por separado, de la porción clorofórmica se tomó una alícuota de 1 mi de cada 

una de las muestras y se llevaron a 25 mi con cloroformo en un matraz volumétrico 

homogenizando la solución. Se tomó una muestra de 1 mi de cada uno de los matraces 

anteriores, y se llevaron a 100 mi con cloroformo en un matraz volumétrico 

homogenizando las soluciones. 

Se determinaron las absorbancias utilizando una solución de referencia recientemente 

preparada, las determinaciones se efectuaron por un mismo analista. 

Se determinó la absorbancia de la solución estándar a 291 nm utilizando cloroformo 

como blanco. 

Estas soluciones son equivalentes a JO µg por mi de griseofulvina. 

l. Precisión 

R~peJjhjljdad del método 

Se preapararon nueve muestras equivalentes a JO µg de griseofulvlna de la siguiente 

manera: 

Se extrajo una muestra de 20 mi de sangre a un sujeto, se centrifugaron los 20 mi de Ja 

sangre cxiralda durante 5 minutos a 3000 revoluciones por minuto Crpm). Se separó el 

plasma del paquete celular. Se pesaron 9 muestras de 100 mg de griseofulvina materia 

prima, se adicionaron cada una a 1 mi del plasma obtenido anteriormente. Se adicionaron 

4 mi de clorofornto a cada muestra, se agitaron y centrifugaron a 2500 rpm durante 5 
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minutos por separado, de la porción clorofórmica se tomó una alfcuotii de_ 1 ·mi dll cada 

una de las muestras y se llevaron a 25 mi con cloroformo en un matraz volumétrico 

homogenizando la solución. Se tomó una muestra de 1 mi de cada uno de los matraces 

anteriores, y se llevaron a 100 mi con cloroformo en un matraz_ voluméi~ico 
homogenizando las soluciones. 

·, 
Se determinaron las absorbancias utilizando una solución de referencia recientemente 

preparada, las determinaciones se efectuaron por un mismo analista. 

Se determinó la absorbancia de la solución estándar a 291 nm utilizando cloroformo 

como blanco. 

b Reproducjbi!ida4 del método 

Se prepararon tres muestras individuales al 100 % de concentración de griseofulvina en 

dos diferentes dfas y por dos diferentes analistas, de la siguiente manera: 

Se extrajo una muestra de 20 mi de sangre a un sujeto, se centrifugaron los 20 mi de la 

sangre extraída durante S minutos a 3000 revoluciones por minuto (rpm). Se separó el 

plasma del paquete celular. Se pesaron 3 muestras de 100 mg de griseofulvina materia 

prima, se adicionaron cada una a 1 mi del plasma obtenido anteriormente. Se adicionaron 

4 mi de cloroformo a cada muestra, se agitaron y centrifugaron a 2500 rpm durante S 

minutos por separado, de la porción clorofórmica se tomó una alícuota de 1 mi de cada 

una de las muestras y se llevaron a 25 mi con cloroformo en un matraz volumétrico 

homogenizando la solución. Se tomó una muestra de 1 mi de cada uno de los matraces 

anteriores, y se llevaron a 100 mi con cloroformo en un matraz volumétrico 

homogenizando las soluciones, 

Se determinaron las absorbancias utilizando una solución de referencia recientemente 

preparada, las determinaciones se efectuaron por un mismo analista. 

Se determinó la absorbancla de la solución estándar a 291 nm utilizando cloroformo 

como blanco. 
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VII.RESULTADOS 

A. ~lattrla prima 

I, l.inearldad dd si•1ema 

CONCENTRACION EN 111/ml AllSORBANCIA 

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 
13.117 0.829 
13.259 0.838 
16.503 1.043 
16.361 1.034 

Tahla No. !! Resulrados oblenidos experimentalmente de linearidad del sislema 

¡;X= 115.965 

);y=7.312 

¡; •'= 1357.366671 

¡;y'= 5.421722 

¡; xy= 85,786157 
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('ocficicntc de dctcrrnhmción y cocficienlc de correlación 

112 <Bs.186157> .. - c1 Í5.695) c1.312í1' 
. . .. I'" 

15.695)'1112(5,421722) - (7.312)'1 

,,,-. 
r = 0.999999998·:: 

112 <8S.786157l - (115.695) (7.312)1' 
rl = 

112 (1357.366671)- (llS.695)'1 (12(5.421722)- (7.312)') 

r' = O. 9999999997 

Coeficiente de varjacjón 

¡; F = O. 758409 

¡; F'= 0.479320 

F = 0.06320075 

12 (0.0479321) - (0.758409)' 
O.E. =1 J"' 

12 (12 - 1) 

O.E = 9.53462 X 10" 

9.53462 x 10' 
e.V =------X 100 C.V = 0.15086 % 

0.06320075 

IJcbidu a c¡uc r > 0.99, r' > 0.98 y C,V, s 1.5 %, se cumple con los criterios para 

la 1 incaridmJ del sistema, 



2. U11earidad del método 

CANTIDAD ADICIONADA (XI l'll CANTIDAD RECUPERADA (y) l'll 

s.o S.348 5.981 5.427 
8.0 9.241 8.623 8.908 
JO.O I0.806 10.902 I0.759 
12.0 13.196 13.054 13.IOI 
IS.O 16.2SO 16.2SO 15.981 

Tabla No. 6 Rcsullados obtenidos experimentalmente de linearidad del método 

I; X= 150 

i:; y= 163.827 

I: x' = 1674 

i:; y' = 1984.0047 

I: xy= 1822.053 

15 (1822.053) - (150)(163.827) 
m = ---------

IS (1674) - (150)2 

m = 1.0S6224 

Ordenada al otl¡¡en 

163,827 - 1.056224 (150) 
b=--------

15 

h = 0.35956 
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Cocticien!c de determinación 

1 IS (1822.0SJ¡ - ISO (163.827Jl' 
r2 = ----------------

llS (1674)- (ISO)' l llS (1984.0047)- (163.827)'1 

r' = O. 9%903S8S 

Coeficbmte de variacjón v porcjento recuperado 

i:; R = 164S.S45 

i:; R'= 180693.37S 

ii = 109.703 

IS (180693.37S)- (164S.S4S)' 
O.E.= 1 l'n 

IS (IS - 1) 

O.E = 3.506645 

3,50664S 
e.V= -------X 100 e.V= 3.19648 % 

I09.703 

Dererminaclón de los .valores de l de Stude~t. p;ra evaluar Ía ordenada al origen y la 
pendiente estadística.menre : · · 

. 1984,0047. '. t.OS6 (1.822.0S) - 0.3S956 (163.827) 
McfarReg = 

IS - 2 ·. 

McErrRcg = 0.0463818 
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McRcg = 0.35956 (163.827) + 1.056 (1822.05)- ((163.827)2/151 

McReg = 194.1160151 

10 1 
Sm = ¡o.0463818 ( + -->I'" 

15(1674) - (150); 15 

Sm = 0.0573174 

Sb - ( 194.1160151( )('" 
15(1974) - (150)' 

Sb = 0.272715881 

tc.i1i:m = 
1 - 1.056224 

0.0573174 

'"" m = -0.9809237 

o -0.35956 

0.27271588 

l.,¡. b = -1.318441734 

!,..'",con n-t grados de libertad y un nivel de slgnificancia de 0.95, = J, 761 
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Crirerjos de ac~ptación 

Para la pendiente y la ordenada al origen, 

J -1.3184 J < J.761 est~dlsticamente lá ordénada al origen es igual a cero. 

1 -0.9809 J < J. 761. esUidrscicamente la pendi~~i~ es igualª. uno. 
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J. Exaclirml 

Por ciento recuperado para cada recobro (K) 

1111 1'11 (\') 
AIJICIONADOS RECUPERADOS %RECOllRO 

IO.O 10.087 100.87 
to.o 10.103 101.03 
10.0 I0.029 100.29 
to.o 10.117 101.17 
10.0 10.161 101.61 
to.O 10.043 100.43 
10.0 10.293 102.93 
IO.O 9.780 97.80 
to.O 10.263 102.63 

. 

. . Tabla 7, Resuhad~s obtenidos experimentalmente para la euctilud 

I: R = 908.76 

J; R'= 9t778,389Í; 

i = t00.9733 

IJ.E = ( 
9 (917711.3896) - (908.76)' 

9 (9-1) 

D.E = 1.494289 

Coeílc!ente de variación 

1.494289 
c.v = -----· 100 

I00.9733 

I'" 

C. V = 1.49228284 % 

Es exac1n ya que el C. V. < 3 % y ll se encucntn1 clllrc 97-103 % 
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Exactitud a lravés del contraslc de hi[!Ólcsis 

llo = 1' = 100 

lla = µ = 100 

~ 

100.9733. 100 
t.aik = ____ ..;.._ __ _ 

1.07,55 /(9)112 

l "" = l. 8540394 

t ••• (1-a/2)= L860 

Criterio de aceptación 

l. 854039 < l . 860 

Por lo tanto el método es exacto, se acepta Ho. 

•· Predsló11 

a) Re¡Jttibilidad 

I: R = 908.76 

I: R'= 91778.3896 

'R = 100.9733 

9 (91778.3896). (908,21)2 

O.E= 1 I''' 
9 (9-1) 
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D.ll = 1.494289 

Cpeficjcntc de variación 

1.494289 
C.V = ----- x 100 

100.9733 
C. V = 1.492282844 % 

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

Rc;petibilidad por oon1rwe de hipótesis 

cl1alll&Wil 

lfo:as2 

Ha: a > 2 

(9-1)(1 .49'289)' 

' 
X/.,.,.= 4.465799231 

X.'"'= 17.53 

Criterio de ace¡itación 

4.465799231 < 17.53 

ror lo tanto el método es repetible, se acepta Ho. 
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b)Re¡1rod11ci/Ji/idad 

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 

Tabla 11. Resulrados obtenidos experimentalmente para reproducibilidad. 

y •.. = 1194.0835 

i; y'= 118829.1717 

y= 99.50695 

12 (118829.1717). (1194.0835)' 
D.E. = 1 J'" 

12 (12-1) 

D.E. = 0.868005303 

Coeficiente de variación 

0.868005303 
c.v.=------ C.V.=0.008729091 % 

99.50695 

Como el C.V. < 3% se cumple con el criterio para métodos especlrofotométricos. 
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Análisis de varianza vara factores anjdados 

i=2 

j = 2 

k = 3 

a= 2 

d = 2 

r = 3 

y ... = 1194.0385 

Y1; = 119-1.0835 

y11 • = 295.562 

Yu· = 297.7054 

y11 , = 301.4814 

y,,. = 299.3347 

y' .. = 593 .2674 

y, .. = 600.8161 

i:i: y/ = 356477.6982 

(l: y,.l' = 712946.1939 

i: i: ¡; ijkl= 118829.188 
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712946; 1939 ( 1194.0835)' 

sea= 

2(3) . 2(2)3 

sea = 4.748569 

3564 77. 6982 712946.1939 

Sed= 

3 2(3) 

Sed = t.SJJ75 

356477.6982 

See = 118829.188 -

3 

See = 3.2886 
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nJENTEDE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F. CALCULADA 
VARIACION LIBERTAIJ CUADRADOS CUADRADOS 

ANALISTA 1 sea= 4. 74856 MCa= 4.74856 Fa= 6.19210l 

DIA 2 SCd= l.5ll75 MCtl= 0.77668 Fd = 1.865558 

ERROR 8 SCe= 3.28864 MCe= 0.41 I07 --------

Tabl• 9. Análisis de la varianza 

Fa u.us = 8.S 1 

Fd u.us = 6.06 

Criterio de 11:eptación 

6. l 92 I03 < 38.S 1 El método analítico es reproducible por los analistas 

l .86SSS8 < 6.06 El método analflico es reproducible en distintos días por un 
mismo analista. 

5. Estabilidad de la muestra a•alltica 

CONDICION / TIEl\tl'O 

INICIAL T.A/ 1 llR T.AI J llR T.A/511R T.A/ 24 llR T,A/7Z llR 

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. Resuhados experimeruales de esrabilidad 
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CONDICION I TIEMPO 

REFR/ J llR REFR/ J llR REFR/ S llR REFR/ 2 .. llR RF.FR/ 72 llR 

101.308 100.872 101.017 IOl.308 101.017 
IOl.017 100.436 100.726 101.162 100.581 
99.273 98.255 98.l IO 98.546 98.l IO 

Tabla 10. Resullados experimentales de estabilidad 

Y., =100.338 

Y,= 99.612 

Y, =100.242 

v. =100.532 

v.= 99.951 

v,.= 99.903 

S.' = 0.3026 

S,' = 0.5355 

S.' = 0.5141 

S,' = 1.2112 

S.'= 2,5631 

s ... ' = 2,4578 

so 

Y1 = 99.903 

Y,= 99,806 

. Y, = 100.290 

Y,= 98.854 

Y, =100.339 

s,' = o.3452 

S,' = 0.6409 

S,' = 0.4443 

S,' = l.9659 

s,' = 2.4156 



Varianza nondernda 

2(0.3026) + 2(0.3452) 
Sp,' = = 0.107966 

2(5 + 1) 

2(0.3026) + 2(0.5355) 
Sp,' = = O. 139683 

2(5 + 1) 

2(0.3026) + 2(0.6409) 
Sp,' =. = 0.157253 

2(5f 1) 

. 2(0:3026) + 2(0.5141) 
Sp.'= . =0.136117 

2¡5.¡: t>. 
'·.-,:.-,. -.·; 

2(0.30;6¡\. ~(0.4443) 
Sp,'= ... . . =0.124483 

2(5 + 1) 

2(0.3026) + 2(1.2112) 
Sp,' = . = 0.2523 

2(5 + 1) 

2(0.3026) + 2(1,9659) 
Sp,' = = 0.378083 

2(5 +.1) 

2(0,3026) + 2(2.5631) 
Sp/ = = 0.477616 

. 2(5 + 1) 
,· : ~ :: ; -~ . . 

2(0,3026) + 2(2.4156) 
Sp,' = = 0.453033 

2(5 + 1) 

2(0,3026). + 2(2,4578) 
Sp10'= = 0.460067 

2(5 + 1) 
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lnter\'alo de confianza: 

Para rcmperarum mnbicnre 1 1 ·hora 

l.C = (99 .• 903-100.338) +· 2.90 f0.10796 (2 i Sll'" 

1.C. = -1.0376587~~ o.iÍí76S879s 

- ' :~,:: ,--__ :·::- .. '.··> <: 
Para rcmperatura amble;;,. (:i l;Ó~as 

l.C =' (99~612-IOO:J38) ~ 2.9o f0.13968 (2 I Sll'" 

·\_1·:: :::::!:<· ';".--: 
l.C = CJ.59723671a0.08772367 

,\:-

_' :-"~. ~ __ : .• ·. ·~',-.::-,-.:~-/~ º-- - • - • 

l.C = (99,806-i~,;l8) +{90(O,15725 (2 I 5!11'' 

1.c = -1.2s9Jt63 a ~.1~5316299 

l.C = (100.142-100.338) + 2,90 f0.13612 (2 / 5)) 11' 

1.C = -0. 77268031 a 0.58068031 
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Para lcmperalura ambicmc 72 horas 

1.C = (100.290-100.338) + 2.90 [0.12448 (2 / 5JI'" 

f.C = -0.695118089a0.599118089 

Las muestras son estables a condiciones ambientales durante 1, 3, S, 24 y 72 horas 
ya q11e en el Intervalo de connanza se Incluye el valor cero. 

Para refrigeración 1 hora 

l.C = (100.532-100.338) + 2.90 [0.2553 (2 / 5))1" 

1.c = -0.732730381a1.120730382 

Para refrigeración 3 horas 

l.C = (98.854-100.338) + 2.90 [0.37808(2 / 5)11" 

1.c = -2.61 ln3125 a 2.61773125 

Para refrigeración 5 horas 

l.C = (99.951-100.338) + 2.90 I0.4776 (2 I 5)1"1 

l.C = ·l.654557589 a 0,880557589 
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Para refrigeración 24 horas 

1.C = (100.339-100.338) + 2.90 j0.4530 (2 I SJI'" 

1.C = -1.233505619 a 1.235505619 

Para refrigeración 72 horas 

l.C = (99.903-100.338) + 2.90 ¡o.46006 (2 I 5JI"' 

l.C = -1.679051544 a 0.809051544 

LM muestras son fttables 11 condiciones de rerrlaerclón durante 1, l, S, 24 y 72 
hor11 ya que en el lntenalo de conftanza se Incluye el valor cero 
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F11ctor 1 

Para tcrnpcralura ambicnlc 1 hora 

100.436 
1, = X 100 = 99.7121. 

100.726 

99.273 
1, = X 100"" 99.5627 

99.709 .. •. 

100·· 

1, = X 100.=. 99.4224 
100.581 

1 = 99.5657 

Para temperatura ambiente 3 horas 

100.291 
1, = 

100.726 
X 100 = 99.5681 

98.837 
1, = X 100 = 99.1255 

99,709. 

99.709 

'· = X 100 = 99.1330 
100.581 .. 

1 = 99.2755 



Para icmperatura ambiente 5 horas 

98.255 
1, = X 100 = 99.8560 

100.726 

99.982 

'· = 
X 100 = 100.2738 

99.709 

99.854 

'· = 
X 100 = 99.2772 

100.581 

1 = 99.8023 

Para temperatura ambiente 24 horas 

100.726 
lw= X 100 = 100 

100.726 

99.418 
111= X 100 = 99.7082 

99.709 

100.581 
I,,= X 100 = 100 

100.581 

1 = 99.9027 

Para temperatura ambiente 72 horas 

100.872 
lu=-----x 100 = 100.1449 

100,726 
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99.563 
114 = -----x 100 = 99.1367 

100.436 

100.436 
I,.= -----x 100 = 99.8558 

100.581 

1 = 99.7125 

La muestra es atable a ~ondk:lones ambientales por t, l, $, 24 y 72 horas, ya que 
el vlllor de I• IMlll• para el flldor 1 1e encuenlr• entre 97 - 103 e¡¡, 

Para refrigeración 1 hora 

101.JOI 
1 .. = ll 100 = 100.5778 

100.726 

101.017 
111= ll 100 = 100.3089 

99,709 

99.273 

• .. = X 100 = 98.6995 
100.581 

1 = 99,8621 

l'ara refrigeración 3 horas 

100,872 
I,.= X 100 = 100.1450 

I00.7i6 
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10(1A36 
I,,.= ----- ·' 100 = 100.7191 

99.709 

98.255 
I,,= _____ , 100 = 9i.6Si4 

100.581 

1 = 99.5W5 

Para refrigeración 5 horas 

101.017 
l::=.-----x 100 = 100.2889 

100.7:6 

100.726 
I,,= ----- x 100 = 101.0199 

99.709 

98.110 
I,.= -----·-· x 100 = 97.5333 

100.581 

1 = 99.6140 

Para reirigeraci<.\n :4 horas 

JOUOS 
I,,= ' lOü = 100.577~ 

100.716 

101.16: 
I,.= ' 100 = 101457: 

99. 70Q 
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98.546 
1,-= ______ , 100 = 97.9767 

100.581 

1 = 100.0039 

rara refrigeración 72 horas 

101.017 
I,.= -----x 100 = 100.2889 

100.726 

100.581 
I,,= X 100 = 100.8745 

99,709 

98.110 
1~.= X 100 = 97.5333 

100.581 

1 = 99.5656 

La muestra es estable a condiciones de refrigeración por t, J; ~. H ~· 7! horas, ~·a 
que el 1 alor de la media para el factor 1 se encuentra entre 97 • !03 q 



e.sa1111re 

1. Linearldad del mélodo 

CANl'IDAD ADICIONADA (X) ¡¡g CANTIDAD RECUPERADA (y) 1'11 

s.o 4,8S3 4.397 4.73S 
8.0 7.294 7.118 7.103 
IO.O 9.176 8.9S6 9.088 
12.0 10.735 I0,691 10.794 
IS.O 13.SOO 13.926 . 13.2SO 

. - .. : .. 
·' ' ;.':;_"·' 

Tabla 11, Resultados obtenid~s ex~;imc-nti:lmente para linealidad del método en sangre. 

t y = 13S.6176 

t x' =' 1674 

I: y' = 1364.4S62 

I: xy = ISI 1.0441 

IS (ISll.0441)- (ISO)(l3S.6176) 
m = ----------

IS (1674) - (ISO)' 

In = 0.8900441 
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Ordenada al ori~cn 

13S.6176 - 0.8900441 (150) 
b=--------

IS 

b = 0.1407346 

Cocficienre de delermjnacjón 

1 IS (ISI 1.0441) - ISO (135.6176) J' 
r = ---------------

l 15 (1674) ·(ISO)') 115 (1364.4562) • (IJS.6176) 2) 

r' = 0.9965713 r = 0.9982842 

Coeficicnre de varjación 

!: R = 1360.5269 

!: R'= 123491.03 

'R = 90.101193 

IS (123491.03) - (1360.5269)' 
D.E. = 1 I'" 

IS (IS - 1) 

O.E = 2.St8S97S 

2.Sl8S97S 
C.V =-----X 100 

90.701793 
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Determinación de los valores de l de S111dent, para evaluar Ja ordenada al origen y la 
pendiente estadísticamente. 

McErrRcg 
1364.4562 - 0.890(151J.04): 0.14073 (135.617) 

15 - 2 

McErrReg = 0.03647887 

McReg = 0.140734 (135.6i7J + 0.890 (151 l.044) -1(13S;6J7)2/15f 

McReg = J 37 .8397746 
: . ,:: ~ ;·r,·-·.;· 

JO <.··,·: ... ·. 1 
Sm = 1137.83977( . . . . . +·-· -·-H 112 

. 15(1674) ' (150)2 . 15 .. 

Sm = 3.11728086 

Sb = 137.83977{' ··;:é,: I 

•· 15(1674) :-(150)2 

Sb = 0.229808995 

r... m = 
1 - 0.8900441 

3.11728086 

i,,,. m = 0.035273016 

o -0.1407346 

0.22980899 

r,.,, b = -0,612398135 

t.,,1., con n-1 grados de libertad y un nivel de signiticancla de 0.95. = J.761 
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Cri1crios de aceutación 

Para la pe1idie111c y la ordenada al origen. 

0.0355~73 < 1. 761 es1adís1icamen1e la ordenada al origen es igual a cero. 

-0.612398. ·< 1.761 es1adís1icamen1e la pendienle es igual a l. 

2. Precblóll 

a) Re¡mibilidad 

E: R = 575.794. 

E: R'= 55256. 714 

R = 95.965667 

6 (55256. 714) - (575. 794)' 

O.E.= 1----------J'" 
6 (6. 1) 

O.E = 0.228035 

.. 
Coeficien1e de variación 

0.228035 
C,V = x 100 e.V =0.2376215 % 

95.965667 

Como el C, V, < 3 % se cu111ple con ~I crilerio pa;a métodos -espect~ofotométricos. 
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Evaluación de rcpctibilidad por contraste de hipótesis del método. 

llo =a,;; 2 

Ha= a> 2 

(IS - 1)(0.228035)' 

2 

X¡2.,.., = 12.83 

01 = 0,0S 

grados de 1 ibertad = 6 • 1 

Crjierjo de aceptación 

0.363999 < 12.83 

Por lo tanto el método es repetible, se acepta Ho. 

b)Reproducibi/idad 

ANALISTA 

1 

100.1602 
98.3896 
98.0676 

99.8395 
97.7S28 
99.6789 

= 0.3639997 

2 

99.5200 
100.8000 
101.2800 

99.684S 
99.S268 
100.3154 

Tabla U. Resultados obtenidos experimentalmente para reproducibilidad. 
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y ... = 1195.5225 

¡;y' = 119117.5894 

y = 99.626875 

12 (119117.5894) - (1195.5225)' 
O.E. = (-----------) '" 

12 (12-1) 

O.E. = 1.018856311 

Coeficiente de variación 

1.018856311 
C.V,=-----

99.626875 

Análisis de varjanza para factores anidados 

1=2 
j = 2 
k = 3 
a= 2 
d=2 
r = 3 

y ••• = 1195.0161 

)'11 = 1195,0161 

)'11 = 296,6182 

y,, = 297.2712 
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C.V.=0.0102267 % 

Y11. = 301.6 

fa = 299,5267 



Yi. = 593.8894 

y, = 601.1267 

!:!:y/ = 357031.3269 

(!:y¡)';. 714057.9289 

¡;i:;i:;,/"'.119017.6808 

714057.9289 
SCa=----

2(3) . 

sea = 4.3648 '· · 

(1195.5225)' 

·. 2(2)3 

357031.3269 . '· 714057.9289 
SCd= . -----

. 3 2(3) 

SCd = O. 787483 

357031.3269 
SCe = 119017.6808 • -----

3 

SCc = 7.2385 
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rnENTlc DE Gl!AllOS 11•: SUMA llE ~rnDIA n•: ... 
\',\l!IACION 1.11m11·rA11 CUAllRAllOS CllAURAIJOS CAl.CUl.AOA 

ANAl.ISTA 1 SCH=4.3648 MCa=4.3648 FH= 11.085 

DIA 2 SCd=0.7874 MCd=0.3937 l'd= 0.43516 

ERl!OR 8 SCo=7.2385 MCo=0,9048 --.-----

Tabla 13. Análisis de la varianza 

1'00, a = 38.51 

l'uu• d = 6.06 

Criterio de aceptacjón 

11.085445 < 38 .51 

0..135163 < 6.06 

El método analllico es reproducible por los analisias. 

El método armlltico es reproducible en distintos días 
por un mismo analista. 
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3. f..xocrilud 

l'll • PK ' .·, (V) 
adicionados recuperados <,¡,'recobro 

IO.O . 9.7915 97.915 
IO.O .9.8067 98.067 
IO.O 9.8369 98.369 
10.0 9.8764 97.764 
10.0 9.7764 97.764 
IO.O 9.7915 97.915 
IO.O 9.8067 98.067 
IO.O 9.8369 98.369 
IO.O 9.8257 98.257 

Tabla 14. Resuilados obtenidos experimenlalmenle para exactitud en sangre. 

!: R = 882.487 

i; R'= 86531.92519 

i = 98.054111 

9 (86531.925) - (882.487)' 
O.E=--------

9(11-1) 

D. E = 0.055854597 

Coeficiente de variación 

C.V = 
· 0,05585459 

98,0541 ti . 
X 100 C, V =0,05696034 % 

Es exacto ya que el C,V, < 3 % y R se encuentra entre 97 - 103 % 
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Exac1irud a través del contraste de hjgóresis 

llo = µ = 100 

Ita=µ= 100 

98.054111 - 100 
••cal;:=------------

0.05585459 I 9 

'·~" = -104.515426 

1.., = 1.860 

grados de 1 iberrad = 9 - 1 

Criterio de aceptacjón 

-104.515426 < 1.860 

l'ur lo 1a1110 el método es exaclo, se acepta Ho. 
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VIII. ANALJSIS DE RESULTADOS 

Los resultados obtenidos con el método desarrollado son buenos, ya que se logró 

diseñar un método analítico con grandes ventajas prácticas y técnicas. de esta manera se 

tiene un método capaz de cuantificar a la griseofulvina materia prima; éste método 

además puede aplicarse a la cuantificación de griseofulvina en sangre (plasma), 

realizando un proceso de extracción y separación con un procedimiento sencillo y 

rápido. 

Mediante la validación del método espectrofotoméiri~o-de cÜ~ntificación de griseofulvina 

materia prima se determinó que el sistema es ad~cuado, es decir, existe una relación 

proporcional en cuanto a los diferentes niveles d~- ~ncentración en el Intervalo utilizado 
.-;·--~~-- -

(25, 50, 80, 120, y 150 %). 

-~ -.. 
El resultado del coeficiente de correlación indica que el sistema es lineal a los diferentes 

niveles de concentración utillmd~s. -É~-fa Í~bla 5 se muestra la linearidad del sistema 

observándose que la dispersión de los puntos es aceptable. 

Los valores obtenidos para el coeficiente de variación para la linearidad del método 

muestran que el método utilizado es lineal debido a que cumple con los criterios de que 

el coeficiente de variación debe ser menor o igual al 3 % , en este caso es de 3.2 % 

siendo este no significativo para su aceptación. Evaluando la ordenada al origen y la 

pendiente estadlsticamente por medio de los valores de la distribución de t de Student, 

éstos indican que la ordenada al origen es igual a cero y la pendiente a uno por io que 

se considera que el método es lineal, 
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Para evaluar la precisión· (repetibilidad) y exactitud se ntili,11ron los mismos datos 

determinando que el método es repetibi~ y exacto coi1sldera1~do que para esto se toma 

el criterio de que el c~l!ncic:Íte de vai·i~ciÓn d~be ~e~ ni~nor al 3 . % fiara .,;étodos 

espcctrofotom~tdcos: adé;rnis s'é "~alu~ion • amb;;s .~arárrietros .. está1JfstÍ~amé111c. por 

contraste de hipótesi~ obtiniéndose•t~Ínblé;1 jmr~st~ p'r~~so:¡1uc eÍ métcMÍ~ es e~acto • 
)'il que t ol~ulaJ~ e~ m~.i·;~;-qu~ ·~ ·'.~~~- ~!~s'·r~~~1ibl~ ;ll' qu'.c ~Xi ~;~ui.~~,~~ '.~~~~r -~ue Xi C.hl~~. 

~/~;._ .~z~;! ,-1 .. ~··· ,-. .'::.»: ~-·. . 

La reprod~cihil ld~d ';i~1 ·:~étJJ~ ~e 'c~~l~ó ~tilizando dos ~rh~rios: · p~imero fue 
evaluando el c~lideni.e de 1•áriaciói1 considcrand;; que para que sea repr.idu~ible ~I 
método esnccesario que ~!coeficiente de variación expcrirnemal sealtienor ál 3 %e.n. 

métodos espéctrofotoniétriéos dando como resultad~ por este criterio ·q~e ~i"'méíodo 'es 
reprodúcibi~ ya ~ué el ciicficicnte d~ variación. expcrlmental'cs de Ó.OOS72(y 

evaluándolo •mediante un análisis de varianza, considerand~ en ~SI~·~;;~;~~ el a~terlor 
dos días y dos ~nalistas, en éste segundo caso los valores obtenidos en la distribución F 

indican que cÍ métod~analfilco espectrofotométrico utilizado es repr~~cible por los 

analistas y además es reproducible en distintos días por ~n mlsmoan~lista ya que son 

menores a los de tablas. 

Otro paráu1etro importante a considerar dentro de Ja validación es Ja estabilidad de la 

muestra ya que ella nos proporciona la Información necesaria para establecer las 

condiciones de manejo de las muestras de grlseofulvina durante su cuantificación o 

también puede proporcionar la Información de las condiciones bajo las cuales un analista 

que no pudo concluir su análisis puede seguir realizándolo. 

Considerando la importancia de lo anterior se realizó la estabilidad de Ja muestra de 

gnseofulvina a condiciones de análisis de O, 1, 3, 5, 24 y 72 horas a temperatura 

amhien1c y en refrigeración. Como puede observarse en los resultados de las muestras, 

todas ellas son estables, es poco probahle una degradación en tiempo o temperatura, por 

Jo que puede decirse que si el analista no puede concluir su análisis, éste puede 

rcalitarsc hasla 72 l1tiras dcspué1 de la preparación de las muestras sin ningún problema, 

71 



B. Validación sangre (plasma) 

Realizando la validación del método espectrofotométrico de cuantificación .de. 

griseofulvina en sangre (plasma) se determinó que es· adecuado ya que existe una 

relación proporcional a Jos difercllles niveles de concentrac'ió;1 eri'é.1 .inte~val~ utUizado 

(25, 50, 80, 100, 120 y 150 %). 

El resultado del cocfi~iente de éorrelación i~dica ~~e el mét~~ ~~¡,~dirofotométrico es 
lineal a los diferentes nivelcS de· ... é:On~entrac-ión'··~tiÚ~~dO~:} - .. <: -~, .. -- - . 

·,,,, , :·. ·.:' .~·:;··):;.:';:'.: 
···>::-·(·· -~ \~_,.;-,'.;/ ' 

El valor· obi~nido del ~Üefi~i:~t~: de ~~~iació~ ~ara ia U~~~Íid~d~~I ~ét~; indica que 

es lineal ya. que 'cu~plc ~º~~el criterio d/qu~ 'el é:;x;ficiente '.ie J!tria~ló~' exp~rlmental 
deb~ sér in~'~;-~:-¡"g·u~=,:~J ·3 ··3 ~-i~~d~ e~ ~ste caso dC 2:SJs.~·:" ~i :·:::::f:_, . 

Al .evaluar la. or~en_ada al origen y la pendiente estadísticamente por med,Ío de los valores 

de la t de Student, éstos indican que la ordenada al origen es. igual aceró y la pendiente 

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

La precisión (repetibilidad) y exactitud se evaluaron determinándose que el método es 

repetible y exacto utilizando el criterio de que el coeficiente de.variación debe ser menor 

al 3 % para métodos espectrofotométrlcos, además se evaluaron ambos parámetros 

estadísticamente por contraste de hipótesis obteniéndose por este proceso que el método 

es exacto ya que 1,.1,,,... es menor a t,," .. y es repetible ya que Xi,.., • .,. es menor 

que Xi..,,.,. 

La reproducibil idad d_el método se evaluó por~el coeficiente de variación considerando 

que para ser reproducible debe ser menor al 3 % para el método espectrofotométrico 

obteniendo el coeficiente de variación experimental de O.OJO:? %, 

Evaluando la reproducibilidad cstadísticame111e por análisis de varianla considerando dos 
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días y dos analistas los valores oblcnidos en la distribución F indican que el método 

analítico espectrofoton1é1rieo de cua.ntilic~ci61; de grise~f~lvina utilizado es reproducible 

por dos anal islas y ,;.Je1ná~ es ~e¡1rod~cible e~ di~th;lo;días por unnÍisÍ~o allalist.~ y;. que 
• ' . .• - >~- ' - ¡ -. '-_. . . • .. - .. ' • - - . -

los valores-de F.:.1,~'U~.í~ Sor\ in~nor.e!{qúC. tOs "de" Ft,¡~~/ 
. ;\ •'-f',· --

---- ''.,.~ -~:'. ·; -;-.~:;~ :::-; ·>;_':· 

Los resullados obtc~id:s ~.~· las ~áii~~ci¿~e~ P.r~i1e~'hsiábíe~~r' qué 
espec1rofo1omé1rico'c1Jrri¡i1~ ~ti~ láSespecilid~ciones n11es~;·i~.p;i;¡¡í~'buan01icación de 

griseofulvlna ní~1ed~prima ~~~~~~gr~ ('pl~s~alpm i~'.qú;~, p~~iblé su Úlili~~ión ya 

que es un método efectiv'o. 
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IX. CONCLUSIONES 

l. Se dcsarrol/ú un 111é1odo cspcctrolb1omé1rko para la cuantificación de 

griscofulvim1 materia prima. 

2. Se v;ilidó el método es.pcctrofotométrico desarrollado para la cuantificación de 

griscofulvina rna1cria prirná. 

3. Los rcsulwdos de la 1•alidación del 111étodo espcctrofotométrico para la 

cuantiticnción de griscofulvina materia prima indican que es lineal en el inlcrvalo 

de 25 a 150 %, además es exacto, preciso y reproducihl.e.> 

4, l~1s rnucstrns analizadas de griseofulvina marcria prima soi1 csiahlcs a temperatura 

ambiente y en rcfrigcmción durnnlc 72 horas. 

5. Se desarrolló un método espcctroforumétrico para la cuantificación de 

griseofulvina en sangre (plasma). 

6. Se vnlidll el método cspcctrofoltl111étrico desarrollado para la cuantif1cacl611 de 

griscofuf\'ina en sangre (pfasrm1). 

7. Los rc~u/t;-ufos Je la validac1ü11 del mérodo cspi.:ctrulolotnétrico parJ la 

c:u;1ntifi¡:;u.:illn de grist:olulvmtt en ~;ingrc (pla~111:1) indlL:<1n que c." linc;1l cu el 

illll'f\alo dl' ~5 a 150 '7,. ad1.·111~1 .. l'' n.•1c111. prl'fl'º y íl'Jlroducrhlc. 
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ANEXO 1 

Fórinuhis pam cváluada lhiearidaddd slstcrim "' 

1 , Talmh1r los resultados con lmsi{ al slgulcutc formato: 

Concentración de la dilución de Propiedad medida (y) 
la snlncl1í11 patrón (X) 

x, Y11· Yu .... y,. 

x, Yi1' Yn·· .. y,. 

•.. Yu, Yu .. ., Y111 

t = número de diluciones 
n = número de replicaciones (propiedad medida) de cada dilución de la solución 

patrón. 

Para proceder a los siguien1cs cálculos, es necesario que el número de replicaciones por 
dilución sean equivalentes. 

2. C:ilcnlo• 11rdimlnares (llll'a coeficiente . de' co~relaci.Ín ·y coeficiente de 
dctcrminacM11: 

l: X = 11 (X1 + X¡ + ... + X, ) 

¡; Y = Y11 + Yi: + .. · + y,. + y,, + y,, + ... + y,,. + ... + Yu + ... 
+ Y1i + ... + Ym 
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l: y'= Y11' +y,,'+ ... + Yr.' + Yzr' +y,,'+ ···+y,,'+ ... +y,.'+ Yu' + 
... +y,/ 

i:: xy= x, (Y11 + y,, + )'1,) + x, +(Y11 + y,, + ... + y,,J + ... + x, (Y11 
+y.,+ ... +y .. ) 

J, Cálculos •·111ales para coeficiente de correlación y coeficiente de detenninaclón: 

lnt (E xy) - (Ex) (E y)I' 
r = 11-------------11

" 

lnt (E "') - (Ex)' l lnt (E y') -(E y)'I 

[nt (E xy) - (Ex) (E y)J' 
r2 = -------------

lnt (Ex') - (Ex)' 1 lnt (E y') -(E y)'I 

4. Cálculos preliminares para el coeficiente de variación: 

4.1 Calcular para cada punto de la linearidad del sistema fac)or: 

propiedad medida (y) 

concentración de la difuci6n de la solución patr<ln (x) 
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Yn 
F11=--­

x, 

y,, 
F,,=--­

x, 

y,, 
F1n=--­

x, 

Yn 
Fu=---

x, 

Y1i 

F,~ =--­
x, 

Yin 
F =--­"' x, 

ESTA 
SAUR 

TESIS 
DE LA 

NI IEIE 
l!BLllTE&A 

4.2 Calcular la suma de [ac1orcs la suma de cuadrados de factores y la media del fac!or; 

l: F = Fn + F., + F,, + ... + Fn + Fa + F., 

F 
f=­

N 

donde: N = mí111cro tle puntos de la Jincaritlatl del sistema. 
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5, Cúlculus timdes para el coeficil'ntc de \'ariacit'in: 

N (!: F'J - (l.: FJ' 
D.E = 

N (N - 1) 

D.E 
C.V = ----x 100 
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ANEX02 

F<innulas para evaluar la 11rtclslón del sls1ema. '" 

1. Tubular los resultados. 

y,. y, • y, ..... YN 

2. Cálculos preliminares. 

l: y = y, + y, + y, + ... + y,, 

i:; y' = y,' + y,' + y,' + ... + y,' 

i; y 
)'=--

N 

N(!: y') - (l: y)' 
O,E = ~~~~~~-

N (N- 1) 

.J. Cálculos finales. 

Cocficjcn1c de yaríacjón· 

DE 
C.V. = -- X 100 

y 

81 



ANEX03 

Fónnula.~ para evaluar la lincoridad del nittodo. 

A. Cantidad tldirio11ada - C<mtidatl Rrrnpernda 

1. T:thular los resultados con ba.•c al siguiente formulo: 

Cantidad Adicionada M Cantidad Ret:uperada (y) 

X11• X12, .... x,. y,,, Yu. .... y,. 

X211 Xzi, .... x,, Y21• y,,, ... , y,. 

X11, X12• ••ot ... Yu· fo, .... y.., 

t = número de cantidades adicionadas 
n = número de replicaciones (c;intidad recuperada) por cantidad adicionada. 

z. Cálculos pnllmlnares: 

l: X = X11 + X11 + 
"' + Xta 

+ X1n + X21 + X:u + ,,,+ Xzn + +x11 +xu+ 

i; Y = Y11 + Y11 + ... +y,,+ Y21 +y,, + ... +y,,+ ... + Yu + Yu + 
"'+y .. 

I; x:z= xuª + x,¡2 + ,,, + X1n2 + Xl12 + x2l· + , .. + X2n2 + ••• + •112 + Xl'22 + 
... + •11/ 

1: y'= )'112 + Y121 +"'+·y,,' +:y,.' +y,,'+ ... +·y,.'+ ... + y,,'+ y,,'+ 
... +y,/ ' 

i; xy = •11 y,, + x,, Y12 + '" + x,, Y••+ x,. y., + •11 Y11 + ,.,+ x,, y,, + 
'" + X11 Yu + •12 Y12 + "' + X1n Yin 
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3. Ci\lculo< l'lnales: 

m= 

b= 

r' 

nt (l.: xy) - (Ex)(Ey) 

ni (Ex') - (Ex)' 

y- m (l.: x) 

nt 

nt (l; xy) - (l.:x)(l.:y) 

lnt (l.: x') - (l.: xJ'I [nt (l.: y') - (l.: y)') 

B. Porci11110 R1cuprrado 

1. Calcular el pordento recuperado (ll) para cada cantidad recuperada, con la 
sl1ule11te ecuació11: 

R = (y I x) 100 

J, Tabular los resultadns: 

R1, R,, R,. ... , R, 

3. Cálculos prellmlnares: 

E R = R,. R,, R,. ... , R. 

R = (l:R)/N 

N (l.: R'l-(l.: R>' 
DE = I!------

N (N- ll 
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4, Ciíknlos 11nalcs: 

CV.= (DEI R) 100 

• • •• > 

c. lfra/11~ció~1 de 'ta ordeiiád11. 11/ origell .V /11 peudiellle es111dístic111nente determinando 
/11.I' 1•a/ores de (de St11de111. 

¡; Y' .. : m(l: xy) ; b (!: y) 
McErrReg = ----------

1 
------ + --ll"' 

n); x' - (!: x)' 

Sb = l<McErrReg( )1112 

n); x2 e(!: x)' 

Donde 

McErrRcg = Media cuadrátiéa del error de regresión. 
McReg = Media cuadrática de regresión. 
Sm = Desviación estándar para· la pendiente. 
Sb = Desviación· estándar para la ordenada al origen. 

x = Promedio dé x 
n = mímero de datos 

1 - 111 

'~"m =----
Sm 



o -h 
!cale h ~ ---­

Sh 

L1 1 dl.' t<1bl:1.~ s1.· dclcrmina con 11-i grndns ele líhcrnul y un nivel de signilic:ancia Ue 0.95. 

P;1rn la pcndicnlc y la ordt.·11ad;1 al origen: Se comparan el rnlor de 11 .. 1>1 .. contra lus 
\'alurcs l'all'uladm tic 1111 y 11• 

Si: 

í 11• <: lu1-i.. <n-1, 0.05) c:sraJí~1icamcnlc 1~1 ordt.:nada al origen es igual a cero. 

l 1111 1 < fui.i~· (n-1. 0.95) cstudísticamcntc la pcndicnrc al origen es igual a l. 



ANEX04 

Fór11íul¡Ís para cvnluiir éÍ<iKlilud y rcpcllbilidad al 100 % 111 

l. Tubular los resultados del porcienlo recuperado (R), con ba•c al siguiente 
fornmto: 

R,, R,, R,. ... , R, 

2. Cálculos preliminar~: 

R = (I: R)/N 

DE= I 
N (I: R')-(I: R)' 

N (N- 1) 

J. Cálc1llos nnales: 

Cocficjente de variación: 

cv = (DE I R) 100 

I'" 

4. Evaluación de rcpellbilidad por colllraste de hipótesis del método, 

llo = ó ,;; 2 

lla = ó > 2 
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X/, .. k = ----------

"= 0.05 

grndos de 1 ibcriad = n - 1 

5. E•uctilud n lra•·és del conlra>.lc de hipótesis 

li;.11~ =-----
O.E/ (N)'" 

grados de libertad = N - 1 

Criterio de aceptación 
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ANEXOS 

!'.ó~1i1 ~h·~··pariifü!1íar, pl'ttisl.órl. (rcprfirl11cil1illdad) 111 

El siguiente proéedirniento únicamente es aplicable cuando se utilicen 2 días, 2 analistas 
y 3 determinaciones, 

l. Tabular los resultados cou base en el siguiente formato: 

ANALISTA 

DIA 2 

2 

2. Cálculos pttlirnlnares: 

y ... = Y111 + Y112 + Y11• +·Y121 +y,,.·+ Y1n + Y211 + Ym + Ym + Y211 + Ym 
+ Yw . 

¡;y'= Y1u 2 + Y1122 + Y1u' + Yi21 2 + Y1222 + Ym2 + Y211 2 +y,,,' + y,,.'+ Y2212 
+ Ym' + Ym2 

y= y ... IN 

N(l:: y') - (y ... )' 
ll E = (--------!''' 

N <N- ll 
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N = número tcital de <letermin:1eiones 
(en este caso especifico N = 12) 

J. Cálculos tirmlcs:·· 

CÜclicic111c de vt1riacj611 

e.V: ='10.E:'¡l:)IOO 

- . . . . ·~. ,:;. - :'.::· ·,~ :· ... ' - :-

... Amilisis de ·'·ari~llZa_1-p,ar~··r~Ctores m~iclados 

i = analista>· 
j = dfa ··"· .· 
k = número de muestras 
a = número de· analistas. 
d = número .. de días · · · 
r = número ·de. répli.cas 

: ·e, 

y .. .'= >'1·,¡· +· ~Í-u-~* .. :··:+ Ym 

y,¡ = Y11. + Y11. + Y11. + Y21. 

l'11·= Y111+Y;11 +·y"' 

)',..=y211·+ Ym + Ym 

Yn = Ym + Ym + Ym 

y, .. = Y111 + Y111 + Y1u + Y111 +y.,,+ Ym 

y, .. = l'm + Ym + Ym + Y1ll + Ym + Ym 

Cálculo de Ja suma del cuadrado de cada analista en cada día. 

¡;¡;y/ =í)'11·>' + <Y11·>' + CY11·>' + Cy,,.>' 
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Cálculo de la s11111a del cuadrado de cada analisla en los dos días. 

l: y,,' =(y, .. )'+ (Y1:·>' 

, ' :.·- '·,:' ···,• ' > 

Cálculo de la suma de _cada da10 elevado al _cuadrado . 

. :,·· . -, , . ' 

''"\' ; - : ;+. >. J ·+ ·-~·· . '+. ; +V 2 + " + y 2 + 2 
ww .... 1•iL) - )111u ,. ·You) · )oui -: Y11111 ..rmz• . Yc1m mu Yum 

+-_YtúJ(_+)ui1t+ Yuu,i_,-f.. Yú~;1 
. 

. .. 

Cálculo de la suma de cuadrados_ d61 a~ali~Ía (SCa) efeclo del factor del analista 

. ' ,-; __ , __ _ 

¡;y,~.; y.;.' 

sea = ----'.-.-· -•·· 
d~.. ~dr 

Cálculo de la suma de cu~drados del día anidado en elanallsta (SCd) 

i:i:IJ.' ¡:y, .. J 

SCd = --- ----
dr 

Cálculo de la su111a de_ cuadrados del error (SCcJ 

i:i:,. ¡ 

SCe = !:!;!: Y1iti • ----
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rnENn:m> 
VARIACION 

o, 

GRAl>OS l>E 
LIBEll'rAD 

SUMA llF. • 

. ' 

F. 
CAl.CUl.ADA 

MCa 
Fa=­

MCd 

. MCd 
Fd=­

MCc 

F º"' = Los valores de F í,:0 , se obtienen de la tabla de F. localizando el cruce del valor 
de los grados de libertad (g.I) del numerador horizontalmente y el valor de los 
gradosde libertad del dénominador verticalmente, para un a = 0.05 

Criterio de aceptación 

Si Fuk > F~,, 

Si F u1c.t1 ~ f1.ab 

No hay efecto por analista 

Si hay efecto por analista 

No hay efocto por día anidado en el analista. 

SI hay erecto por día anidado en el analista. 
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ANEX06 

fón11ula~ para calcular la estabilidad de la muestra anallllca: '" 

l. Tabular los resullados con base al siguiente fonnato y calcular los resultado• 
Indicados: 

CONDICION I TIEMPO 

INICIAL 1 2 

Y, Y, Y, 
Y, Y, Y, 
Y, Y, Y, 

2, Cálculos prellml11ares para el Intervalo de confianza: 

Media v. 
Varianza S ' " 

Varianza ponderada: 

2So' + 2S1
2 

Sp,'=----
2 (e + 1) 

2S.,' + 2S,' 
Sp,'=----

2 (e+ 1) 

2S'+2S' 
Spm:z = o in 

2 (e+ 1) 

v, 
s' 1 S,' 
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Yn-2 

Yn·I 
Y. 



3, C.íkulos liuales para el lntcrrnlo de confümza: 

Para cada c~ndicióíl x tiempo: 

l.C = (Yi - Yo) + t' x 1Sp1' 1 2/3 JI'" 

Donde: 

t' = valor de la t de Dunnct con~ comparaciones y 2(c+ 1) grados de libertad y una 
probabilidad acumulada de 0.975. 

4. Cálculos preliminares para el coenclentc de "arlación: 

Para cada condición/tiempo/muestra calcular el factor (1) con la siguiente fórmula: 

(i!mílisis 111ucs1rntconJ11:ión/1iempo) 1 

(¡málisis inicial i) 

Y, 
11 =--x100 

Y, 

v. 
1, = --x 100 

Y, 

Y, 
1, = --x 100 

Y, 

Yn.i 
17 =--x 100 

Y, 

v. 
1, = --x 100 

Y, 

Y, 
12 =--x100 

Y, 

Y, 
1, = ---x 100 

Y, 

Y, 
1. =--x 100 

Y, 

Yn·I 
1, =--x 100 

Y, 

Parn cada condición/tiempo calcular la media del factor (1) con la siguiente fórmula: 

l: (cundici1,1t/tiempo) 
f=-------

N 
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donde: 

N = número de muestras por cada condición/tiem¡m 

1, + 1, + 1, 
1, = 

3 

I,+ 1, +.1• 
1, = 

3 

1, + •• + 1, 
1, = 

3 

La media del factor (para cada condición/tiempo) deberá cumplir con los siguientes 
criterios: 

-
l\IETODO VALOR DE 1 

Cromatográficos 98. 102 % 
Titrimétricos ,98-102 % 
Químicos y espectrofotométrlcos 97. 103 % 
Microbiológicos 9S·IOS% 
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