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INTRODUCCION 

El alto indice demogrAfico los paises subdesarrollados, 

como es el caso de M~xico, ha originado que se tomen medidas 

para disminuir la tasa de natalidad. Estas medidas incluyen 

e1 uso de métodos anticonceptivos, loa cuales se pueden cla

sificar en dos categorlas: 

Métodos C1aicoc 

Métodos quimicoa 

Entre los métodos quimicoe se incluyen loa anticonceptivos de 

tipo oral, éstos consisten generalmente de combinados de ea

tr6geno-progestágeno. Entre loa estr6genos sintéticos utili

zados usualmente estAn el etinileatradiol o su homólogo 3 -

metoxi (mestranol). 

Por otra parte. el control del proceso de manufactura, el cou 

trol de calidad al producto terminado y las medidas de eatab~ 

lidad de los principios activos. requieren de mécodos da an~-

1iais exactos y sensitivos. con ia finalidad de proporcionar 

al paciente 1a dosis adecuada para lograr e1 efecto terapii§u

tico deseado. 

La cantidad dQ QDtrógc;¡no Cormu1ado rgquiQrQ dQ m&todoa ana-

11 ticos altamente selectivos y sensitivos. 

En e1 presente trabajo se evaluó estad1sticamente un método 

colorimétrico para 1a cuantificación de mestranol como pro-



dueto terminado, el cual tiene modificaciones con respecto 

al método de la Farmacopea Nacional de los Estados Unidos 

Mexicanos. 

Dicho método presenta una reacción selectiva, que permite la 

cuantificación de mestranol en la formulación estudiada. y 

resulta ser exacto, precLso, lineal y reproducible; por lo 

ClJ~l permite su utilización en el laboratorio como método 

para determinar la uniformidad de contenido en el producto 

terminado. 
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- . FUNDA!1ENTACION ~ I.fil:1A 

A.VALIDACION 

t.a industria farmacéutica está especialmente interesada en 

la validación de métodos anal1ticos debido al desarro1lo de 

técnicas analiticaa mAa especificas y automatizadas, y al 

gran incremento de nuevos producto~. que requieren métodos 

de analísia apropiados que aseguren su calidad. 

En el aseguramiento de la calidad de un laboratorio, los mé

todos anal1ticos y procedimientos constituyen loa procesos 

que deben ser controlados para obtener resultados confiables. 

1. DEFINICION 

La validación de un 111~todo anali.t.ico es el proceso por e.l 

cu~l se determina si metodolog1a particular proporciona 

datos anal1ticos que son evaluados con reepecto a aue requer~ 

mientes en condiciones eepec1fícaa. E1 proceso de va1idaci6n 

verifica que una metodo1og1a sea basada en principios cienti

ficoa o técnicos adecuados para propóaitoe prácticos. 

E1 proceso de proveer exactitud y confiab~lidad de un método 

y la demostración de su aplicabi1idad en condiciones de ope

ración especificas inplica el concepto de validación~ 

3 



-· ANTECEDENTES HISTORICOS 

La transferencia de tecnologla de un laboratorio a otro ea 

de gran utilidad: ain embargo. la literatura existen eje~ 

ploa de estudios desde 19G6, asociados con programas de pru~ 

ba, que muestran variabilidad inter e intralaboratorios, uti

lizando and!iai3 estadísticos de los datoa. 

Wernimont {lJ trató de detectar v controlar 2ae cuentes de 

variación en un método de prueba espec1C~co. Su investiga

ción demostró el efecto de variables como son: tiempo, ana-

1ista, equipo y reactivos an el resultado del ensayo. 

Wernimont fue el primero en cubrir programas de ensayos in

terlaboratorios, empleando diae~os balanceados y anAlisis de 

datos utilizando métodos estadiaticos. 

Posteriormente Youden (21 contribuyó significativamente a 1a 

1i~eratura del díseNo y anAliois de experimentos para la va

iidacion de ensayos. 

Kavanagh (3) presen~ó un excelente trabajo, marco de referen 

cia para la industria farmacéut~ca, en~ Greenbrier ~

dure (4), que describe los objetivos de una validación crean 

do programas de computación simplee y sugiere experimentos 

para evaluar el efecto del tamaNo de la muestra. 
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La importancia de la prueba de reproducibilidad ea evidente 

un sinnumero de publicaciones que aparecieron en referen

·:ia al trabajo de Y.:>uden, ·::!escribiendo el proc.edi•i.ento 

estadlstico especifico que puede emplearse para evaluar la 

repr•:.ducib.ilidad. 

veras referencias adicionales importantes sobre el uoo de 

an~Lisis estadlstico en la evaluación de un método de ensayo 

Una publicación por la Chemical Oivision 2.f.. ~ Aperican §.2-

c iety f.2.!: Quality ~. t11:ul.ada .. Técnicas de pruebas in. 

teriaooratorios .. :sJ, el cual es una recopilación de publi

caciones escritas por Wernimont, Youden y Mandel, que inclu

ye descripciones del diae~o y evaluación de experimentos pa

ra La vaiidac.i6n de ensayos. 

El segundo volumen publicado por 1a Division QL Analytical 

Chemiatry Q.Í. ~ American Chemic.!ll ~ titulado " Validj!. 

ción del proceso de medición " l6l, incluyo el papel de loa 

materiales y métodos de referencia en el proceso de ~edición. 

Mcaoni.glliOl y Kaminsky (7] sostienen que la validación de un 

ensayo comienza en e~ laborotorio de desarrollo analltico y 

para complementar el proceso es necesario llevar a cabo expe 

rimentos en donde sera utilizado. 
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3. OBJETIVOS QK b8. VALIDACION 

Existen dos importantes razones cient1ficas y económicas para 

la validación de métodos analíticos en la industria farmacéy_ 

~.~ Q&. Con~rol. Es una parte integral del sistema 

de Control de Calidad. Como parte del sistema de Contro1 de 

Calidad la validaciOn de métodos analLticoa es un punto clave 

en el ciclo de Control Universal. Este ciclo estA constituLdo 

por i~s siguientes pasos: 

1) Establecimiento de estAndares. 

2) Valoración de conformidad de los estAndares. 

3) Toma de acciones apropiadas cuando los estAnda

res no son conocidos. 

4} Planeación para mejorar resultados. 

En el ciclo de Control de Calidad, que es un proceso evoluti

vo. ia necesidad de validar un m~todo anal~tico imp1ica ia v~ 

rif icaci6n continua y comp1eta de1 procedimiento durante e~ 

tiempo en el que eetA en uso. 

Por otra parte, ia responsabilidad de la industria de propor

cionar productos con niveles de ca1idad consistentes dentro 

de aapecificacionea, requieren de un progr~ma de va1idación 

de.métodos ana2iticos. 

b. Cumplimiento~ Normas. A partir de 1971 en Estados 
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Unidos, en las Buenas Prácticas de Manufactura ( cGHP•s ), 

se menciona aunque no explicitamente el término validación, 

estableciendo que los controles de laboratorio deben incluir 

el estable~imiento de procedimientos de ensayo cient1ficamen

te. los cuales deben tener exactitud y precisión. 

En marzo de 1979 los e GMP's para productos farmacéuticos em

piezan a ser efectivos e implican la necesidad de la valida-

ción de los mótodos de ensayo. Se menciona que cada método 

de analisis debe comprobarse au exactitud y confiabilidad me

diante el uso de estándares y que la disponibilidad de los m~ 

todos de ensayo debe verificarse bajo las condiciones reales 

de uso. as! como las variaciones recientes en la metodolog1a 

deben estar sujetas al proceso de validación. 

En M•xico en el Diario OCicial de la Federación ( DOF ) de1 

18 de febre~o de 1988, se menciona qua los proced.imientoa de 

prueba deben estar validados. 

4. ~ Q.Q. YALIQACION 12.i. ~ ANALITICOS 

Retrospectiva. Cuando un proceso ae 11eva a cabo de 

acuerdo a 1aa Buenas Práctica• da Manucaotura ea conooa en 

un promedio de veces la cantidad de ingrediente activo que 

adicionado a cada 1ote. Considerando estos lotes como una se

rie de placebos gigantes enclavados en· un va1or conocido y 

loa resultados promedioa del ensayo sometidos bajo control e~ 

tadistico se puede establecer ia validación del ensayo. Este 
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pro~edimiento es similar a preparar lotea de placebos carga

dos en el laboratorio, solo que en gran escala. 

Si este procedimiento no ee posible de seguir, debido adive~ 

sas fuentes de variación en el proceso u otras razones, 

puede usar otro alternativo. 

Cuando una serie de muestras homogéneas, entables, de concen

tración conocida son som~tidas rutinaria~ente en un iaborato

rio cta Control de Calidad y loa resultados reportado• en un 

gr~fi~o de control eatAn consistentemente dentro de especiíi

caciones, encerrAndose en un valor promedio conocido al so

me~erse a control estad~stico pueden ser utilizados para de

mostrar que el m~todo es v¿lido. 

b.Frospectiva. Cuando no es posible el uso de datos hi~ 

1:ó~i·:os para validar un ensayo se pueden emplear otras rutas 

para verificar un método de anAlisis en el laboratorio de Can 

trol de Calidad. 

L..:t. vall.aacion prospeC't.iva .:.onsiste en evaluar estad1.sticarnen

~~ ~~s par~metros del método en una serie de muestras bajo 

cor.diciones especificas de trabajo. 

En est.·~ t:ipo de validación se incluye l.a informacion antece

•::iente del. mét.odo. asa como loa da toa empleados para soportar 

~l ensayo inicial, loe detalles de laa dificultades del méto-
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de·. información de l.as 1:.écnicas disponibles pero no empl.ea

das, el procedimiento de ensayo y l.os datos obeenidos duran

~e la evaluación. Cuando se realizan en el. producto ca~bios 

en la formulación o durante el. proceso. es necesario :llevar 

a cabo una validación. 

Por otra parte. el avance tecnológico constante y la apari

ción de nuevos pro~edimientos de ensayo, lo cu~l a pesar da 

mejorar la precisión y exactitud del. ensayo. requieren ser v~ 

lid.ados. 

s.~ru;;~e.~ 

Dado a la variedad de ensavos que existen para la diversidad 

de productos, los distintos métodos de ensayo requieren de d~ 

ferentes esquemas de validación. Los métodos analiticos pue

·.::en cl.asificarse en t:-es diferentes categorías: 

a. Categoria ~- Incl.uye métodos anal.1ticos para la cuan

tificación da materia prima a granel o ingredientes activos 

{inc~uyendo conservaooresl en formas farmacéuticas como pro

duc 't.o 't.2rminado. 

b. Ca tegor ia U. Abar·~a m~todos de ensayo para l.a de-c.er.. 

minacion de impurezas en productos a granel o compuestos de 

degradación en prodúcto terminado. 



En esta categoria los métodos de análisis pueden aer: 

1) Enaayos cuantitativos 

2) Pruebas de limite 

c. Categoria ILL· Incluye métodos anal1ticos para la de

terminación de caracter1sticas de realización como disolu

ción, liberación del éAraaco. 

En la tabla I se muestran datos elementales. los cuales nor

malmente requieren cada una de las cat~gorias del ensayo. 

6. PARAMETROS ANALITICOS 

Las caracter1sticas de un metodo anal1tico son expresadas en 

t~rmino de parametros anal1ticos. 

a. Precisión. 

l) Definición. La precisión de conjunto de re-

sultados analiticoe obtenidos de las muestras es el grado de 

concordancia mutua entre los resultados individuales bajo 

circunstancias normales de operación. 

La preeisi6n es expresada eomo la desviación estándar de la 

prueba (50) o bien, como la desviación estAndar relativa 

{RSD}. 

2) Determinación. La precisión del método y del 

sistema debe ser determinada por el anA1ieis de varias mues-
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tras para el primer caso y ia medida repetitiva de una sim

ple muestra para el segundo. 

b. exactitud 

1) Definición. Es la concordancia entre un valor 

determinado experimentalmente y un valor de referencia. 

2) DeterQinación. La exactitud se puede determinar 

de dos maneras: 

a) Método de adición de eetAndar de referen

cia. La mezcla de una cantidad conocida de eetAndar que ha 

sido adicionada ea ensayada. La diferencia entre la muestra 

obtenida y la muestra original ea la medida de la cantidad de 

estándar no recuperada por el ensayo. 

b) Méeodo de recobro de un placebo. El ingre

diente activo puro es adicionado a una mezcla de excipientes 

del producto y la mezcla resultante d~ ~nsayada. 

En ambos métodos el recobro es definido como la relación de 

estandar Obtenido por el ensayo Y la cantidad de estAndar a

dicionado. 

El método debe ser exacto, debe reveiar entre limites acepta

blés la cantidad de fArmaco que eetA prauentQ an ia forma fa~ 

macéutica. 

lt 



La exactitud puede ser determinada a través de un rango que 

puede extenderse de un valor bajo esperado (80~) a un valor 

de 120X como nive1 alto en el ensayo. 

La exactitud puede ser expresada como porciento de recobro 

por un ensayo de cantidad conocida adicionada de1 fArmaco. 

~ ~ detección 

1) DefiniciOn. Es la baja concentrbción de f~rmaco 

en una muestra; la cu~l puede ser detectada. pero no necesa

riamente cuantificada bajo las condiciones experimentalea fi

jadas. 

El itmite de detección ea usualmente expresado coao la con

centración de fármaco en la muestra <porcentaje, partes por 

millón). 

2) Determinación. La determinación de1 limite de 

detección de un método analitico puede variar sobre un proc~ 

dimiento instrumental o no-instrumental. 

"') Proc: . .adimi.encoa instrumental.ea. Para proca

dimientos instrumentales diferentes técnicas pueden ser em

pleadas. La senal. o ruido puede deter~inarse por comparación 

de los resultados del análiaia de laa muestras con c0ncentra

c16n conocida ?~ fA_r~~co en las muestras blanco y establecer 
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el nivel m1nimo al cuAl el fArmaco puede ser detectado confi~ 

bl.emente. 

b) Procedimientos no-instrumentales. El. limite 

de deteccion es generalmente determínado por análisis de mue~ 

tras de concentración conoci.da de fá.rmaco y estableciendo el. 

ni:vel m1nimo nl cuál. el. principio activo puede aer detectado 

conf iablemente. 

d. ~ ~ cuaotificpgión 

1) Oefinicion. Es un parAmetro de cuantificación 

del ensayo para nivel.ea bajos de compuestos mismos como imp~ 

rezas en farmacos a granel y productos de degradación en for

mas farmacéuticas. Esto es, a bajas concentraciones el princL 

pie activo en la muestra puede ser de~erminado con precisión 

v exactitud aceptables bajo condicionea experi~ental.es esta

blecidas. 

El 11mite de cuantificación es expresado como la concentra

ción del principio activo en la muestra (porcentaje en partes 

por millón). 

2J ~e~rmina~ión. Pueda variar dependiendo del pro

cedimiento. 

a) Instrumental. Es la medida de la magnitud 

de ia respuesta mtnima analitica al analizar una serie de 
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muestras blanco y cal.cular la desviación eatA.ndar de esta 

reapuea~a. 

El limite ea subsecuentemente validado por el. anAlisia de un 

número disponible de ~uestras conocidas por estar cerca o prf¡t 

paradas al. l.lmite de cuantificaci6n. 

b} No-instrumental. Para métodos no-instrumen

tales, el. limite de cuantiCicaci6n es generalmente determina

do por el. an~l.ísis de muestras de concentración conocida del. 

farmaco y estableciendo el nivel. minimo al cuAl. el f Armaco 

puede ser detectado con aceptabl.e precisión y exactitud. 

e. Especificidad 

l) Definición. La selectividad de un método analit~ 

la capacidad de medir exacta y especificamente el fArm~ 

co en presencia de compuestos que pueden estar presentes en 

la roatriz de la muestra. 

~a selectividad pueda ser expresada como el grado de sesgo de 

los resultacos de prueba obtenidos por anAlisis de muestras 

conteniendo impurezas. productos de degradación, compuestos 

·~u1 mi coa rel.acionados o excipientes cuando son comparados con 

los resultados de prueba para muestras sin substancias adiciQ 

nadas. 

La selectividad es una medida del grado de interf~rencia en 
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el an~lisis de una muestra de roezclas complejas. 

Un método analitico para la cuantificación de un f~rmaco en 

una forma farmacéutica no debe presentar interferencia de loa 

excipientes en 1a potencia del producto. 

Los ensayos de fArmacoa a grane1 no deben tener interCeren

cias atribuibles a productos de degradación conocidos. impur~ 

zas del proceso o precursores sintéticos. 

Un método indicativo de estabilidad no debe mostrar interfe

rencia por productos de degradación conocidos. 

2) Determinación. La especificidad de un ensayo pu~ 

de ser mostrada experimen~almente al establecer que compues

tos similares <moléculas con m~smo grupo funcionol y aproxim~ 

damente mismo peso molecular> no interfieran con el procedi

mien~o analitico para el compuesto en cuestión. 

La selectividad de un método analitico es determinada por co~ 

?a::aciún de los resul.tados del. ensayo cl-=s una c:.:cctrl! 'l'J"'! 

tenga impurezas, produc~os de degradación o excipientes con 

los obtenidos de1 anAlisis de muestras sin impurezas u otros 

c.:.mpues: toa. 

f.~ 

1} Definición. Es el intervalo entre los niveles 
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altos y bajos del fArmaco a los cuales se ha demostrado que 

ea preciso, exacto y 1ineal. 

El rango generalmente ea expresado en 1as mismas unidadee de 

resultado del análisis. 

g. L.ineali,dad 

1) Definición. Ea la capacidad de evaluar resulta

dos de prueba; ya sea directamente, o por una transformación 

matemAtica bien deCinidd si son proporcionales a 1a concentr~ 

cion de fArmaco en muestras dentro de un rango dado. 

La 1inealidad es la variación en la cantidad de fAraaco recu

perada por el ensayo como una función de la cantidad de fArma 

co adicionada. 

Alguna desviación de la linealidad indica que el aétodo no 

trabaja apropiadamente, en este caso debe modificarse o reva

lidarse ~l m~todo en cuestión, o bien cambiarlo por otro. 

La linealidad es usualmente expresada en término de la variau 

~a alrededor de la pendiente de la regresión lineal calculada 

de acuerdo a la relación matemAtica establecida de los resul

tados cle prueba por an~lisis de muestras con concentraciones 

variadas del principio activo. 

2) Determinación. Para un mét6do de rutina. debe d~ 
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seriarse de manera que permita una evaluación eatadistica con 

un nivel de confianza de 95%. La linealidad del método debe 

demostrarse sobre un rango de concentraciones en un espacio 

de SO a 150?. de la concentración esperada. 

h.Reproducibilidad 

11 Definición. La reproducibilidad ea deCinida COMO 

la variación del ensayo entre diferentes laboratorio•. Esta 

diferencia es un factor importante para la industria farmacó~ 

tica. 

Un método reproducible es uno que ha sido realizado bajo dif~ 

rentes condiciones como: equipo. analista, d1a. etc. 

La Organización Internacional de Estandarización (1966) defi

ne la reproducibilidad como un acuerdo cerrado entre resu1ta

aos inCiviCuales obtenidos con un mismo método y/o material 

de prueba, pero bajo diferentes condiciones (d~ferente anali~ 

ta. aparato, laboratorio, y/o difarente tiempo), y derine la 

repetibilidad como el acuerdo cerrado entre a1gunoa resulta

dos obtenidos con el mismo método y/o material de prueba y b~ 

JO las mismas condiciones tmismo operador, aparato, laborato

rio y t:iernpC" 1. 

7. OOCUMENTACION 

Un formato adecuado para reportar un método analitico debe in 
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cluir un resuman de los experimentoe realizadoa para la val~

dación, con tablas que muestren loe reoultados y las pruebas 

estadisticaa con una copia del método evaluado. Datos origin~ 

les evaluados como gráficas o espectros deben incluirse para 

ilustrar los puntos que ea estAn reportando. 

El siguiente formato puede ser adecuado para la documentación 

de la validación del método ana11tico: 

a. Introducción 

b. Resumen 

Resultados y discusión 

d. Conclusión 

Tablas 

c. GrAficas. espectros. etc. 

g. Métodos 

h. ReCerencias bibl.iogr•f'icas 

Si 13 descripción del método no es adecuada. la validez del 

motado no puede ser establecida. 
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Tabla I. Datos elementales que requiere un estudio de valida

ción. 

Parámetro 

Analítico 

Precisión Sí 

Exactitud Si 

Llmi. te de 

detección No 

Limite de 

cuantificación No 

Selectividad Si 

Rango Si 

Linealidad Si 

Reproducibili-

dad Si 

CATEGORIAS 

n 

Cuantitativo Prueba de limite 

Si 

Si. 

No 

Si 

Si 

Si 

Si 

Si 

No 

Si 

No 

Si 

No 

III 

Si 

Si 

• Pu~de requerirse d~pendiando de la naturaleza de la prueba. 
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B.MONOGRAFIA 

1. DESCRIPCION 

No1geoclaturo. 

1) Nombre qu1mico. 3-metil Etinil.oestradiol. eter. 

2) Nombre genérico. Meatranol 

b. Formulas 

l.) Emp1 rica. Ciu.Hzooz 

2) Estructural.. 

~ QOlqcul~r. 310.42 g/mol 

d. composicion elemental. e s1.2s~. H 8.44~. o 10.31.X. 

e. Apariencia. Pol.vo cristaiino blanco. 



-· PROPIEDADES FISICAS 

a. EY.nS..Q. ~ ~ 146cc - 1S4°C con un rango de 4nc. 

b. Solubilidad. Insoluble en agua. soiuble l en 44 de 

tanol. 1 en 23 de eter. l en 4.S de c1oroCormo, 1 en 12 de 

dioxano. 1 en 23 de acetona, ligeramente soluble en metanol. 

3. ABSORCION METABOLISMO X EXCRECION 

El mes~rano1 ea un estrógeno sintético, el cuAl es mAs pote~ 

te que el estradiol. Se absorbe por e1 tracto gastrointesti-

nal. es lentamente metabolizado y excretado en orina y heces. 

'-· ~ Q_g, ANALIS!S 

' ' ~ Volumetricos. 

lJLa Farmacopea BritAnica (SJ recomienda un méto-

do volum~trico en el cuAl el f Armaco en tetrahidrofurano es 

trataco con nitrato de plata y posteriormente tituiado con SQ 

luci~n estandarizada de hidróxido de sodio. El punto final 

det:ermina potenciométricamente. 

21 Una determinación argentométrica para algunos 

f"!.rma·::os esteroidales acet:ilados. incluyendo al mesl:ranol, ha 

sido desarrollado por Roushdí !:'.t!. ~ (9]. El m4todo de ensayo 

depende de la precipitación de la sai de plata del esteroide 
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de una soluc~6n alcohólica amoniacal de nitrato de plata se

guid.:> por ex-:::.racc.ión cor. un solvente orgánico adecuado, evapQ. 

ración del soivente y finalmente aplicación del m6todo de 

b. ~e.o:= Espectro.t"oi:ometría Ultravioleta. 

ll Gorog y Csizer [10) describieron métodos para la 

deterrnin3.ci6n de r.iestranol coino impureza en tabletas de nore

tinodreal y noretisterona v en tabletas anticonceptivas de 

~estranc!. Para el primer caao la muestra es disuelta en met~ 

nol v tratada .::on borohidr1.1ro. La solución de mestranol es 

tratada similarmente. Lao e~tincionee de 1as dos soluciones 

m~didas a 287. 290.S y 294 nm. y el contenido de mestra

nol ~s calcu:ado por una ecuación dada. Para el segundo caso 

el poivo de las tabletas es calentado bajo reflujo con diclo

rometan~. despues de Ciltraci6n y evaporación del solvente, 

eL mestranol ¿a determinado como el primer caso. 

::::! ) Shro!"f y Crodsl'.v ( 11) d<?s-=ribi"'ron un moét::odo de 

espectroscopia ultravioleta para la estimación de mestranol 

en tabletas frescas.- En este método la muestra es agitada con 

agua y metilciclohexano. centrifugada y la extinción de la f~ 

se superior medida a 287.7 nm. La corrección de la linea base 

fue apli.:a.:!a. El método no es ap.licado para tabletas almaceng 

das por la interferencia que puede producir el complejo form~ 

do en-ere polivinilpirrolidcina y estearato de magnesi.o emplea-

doa como ~xcipiante~. 
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~.Método~ colorim~tr;cos 

:) Huei:tenrauch ll2] utilizó cloruro de o-tol.uidina 

para la detección s~lectiva de esteroioes con anillo A aromA

tico v grupo.E> Cu - OH fueron liberados, esterifíeados o la 

ruptura c:e ~~eres. El mestranol da reacción positiva con una 

sensibilidad e~ i-:: µg/ml. 

2) Shroff y Huat~ermann !13J aesarrollaron un met2 

co c·:>!·-•rimé~rico para el ensav-:> de mestranol en tabletas. El 

~~todo se ba3a en la formación de un complejo con reactivo de 

ieno1.·.:..c1do sulfúrico. F.sr.e complejo exhibe y aboorbe a mi!, 

ximo de 550 nm, obedece la lev de Seer y es estabie por 

lapso razonaOle. De acuerdo al método las tabletas son humed~ 

cidas con agua y agitadas con metilciclohexano. 

Una altcuota de la fase orgánica es evaporada en una atmosfe

de nitrógeno y tratada con reactivo de !enol Acido eulfar~ 

co y la extinciOn medida a 550 nm contra un b1anco del reactL 

vo. La presencia da excipientes no causa interferencia. 

3JUn método co1orimétrico directo para el ensayo 

de mestrano1 en tabletas, es reportado por Comer~ al. (14). 

Este m~toCQ consisce en disolver una tableta en Acido aulfUr~ 

cotmetam:d. e""/: 31 y la extinción medida a 545 nm contra un 

oianco ael reactivo. Para evitar interferenc~a por clormadinQ 

na la temperatura debe mantenerse por abajo de s 0c durante la 

reacción de color. 
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41 Bever (15) desarrolló un método colorimétrico ag 

tomatizado o~r3 la cuantificación de mestranol en tabletas. 

en el cudl las tabletas son suspendidas en agua y extraidas 

con cloroíormo-etanol. En un sistema automAtico la re-extra-

cción es ef~ctuada cor. una solucíón de etanol en ~cido sulru-

rice a1 lO~. La extinción es medida a 538 nm. 

S) Rizk ~ :!1. (16) determinó colorimétricamente 

mestranol por medio de iones de plata. Una solución etan6lica 

es tr~taaa con amoniaco y un exceso oe nitrato de plata acuo-

so. el compuesto de plata precipitado es filtrado. Loe iones 

de plata en exceso son determinados espectrofométricamente 

con d~tizona. y la cantidad de esteroide se calcula a partir 

de los iones de plata consumidos. 

d. ~ e.m:. Espectroscopia Infrarroio. 

1) Beyermann y
0

Roder (17] emp1earon un método por 

~spect:roscop1a infrarrojo para anal.izar meetrano1 en tabletas 

anticonceptivas, despu~s de separ~r los componentes por cromª 

tografla en capa fina. L~ separación se lleva a cabo sobre a~ 

lica gel con acetato de etilo como eluyente. La mancha se ex

ti·ae c.loruformo y el espectro de infrarrojo en paraf;i.na 

liquida s~ registra y el mestranol determinado de su extín

·cion a l .95 um. 

Métodos Bspectrof1uorom4tricoa. 
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l) Un procedimiento espectrotluorométrico para la 

aeterminación de mestranol en a1gunas tabletas anticoncepti

vas orales se ha desarrollado. se utiliza la fluorescencia n~ 

turai del mestranol. El método presenta ventajas como son ra

pidez, confiabilidad ·.¡ sensibilidad. No requiere separaciones 

ves aplicable en presencia de noretinodrel, etinodiol y nor~ 

~isterona, aunque inter!iere con acetato de clormadinona. Se 

aplica a análisis de tabletas simples. 

De acuerdo al procedimiento la tableta es pulverizada. se ag~ 

ta con et~nol anhidro y es centrifugada. Una al~cuota del so

orenaaante se a~luye con etanol y 1a fluorescencia a 327 nm 

compara con la de la solución estAndar. El etanol anhidro 

se emplea como una solución de referencia y se aplica una co

rr~cci~n para su fluorescencia. 

2) Templeton ~ AJ.. (18) describieron un método de 

ensayo para mes~ranol en tabletas, en el cu~l ésta es deeint~ 

grada en una soiuci6n de hidróxido de sodio al 20~ y agua, se 

extrae con cloroformo y una al1cuota del extracto se evapora 

a sequedad. El residuo se disuelve en una solución de metanol 

al 50% en ~cido sulfúrico concentrado y la fluorescencia es 

medida a 498 nm con excitación a 468 nm. 

f. Métodos BQ.!:.. Espectroscopía ~Resonancia Magnética t!.I:!. 

ele.ar llil:ll!l..-

1) Avdvich ~.e!.. {19] emplearon una técnica NMR pa

ra la cuantificac16n de mestranol como fármaco a granel. El ~ 
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cido difeni1acético Cue emp1eado como eatt..ndar interno y pir~ 

dina como e1 so1vente. La cantidad de meatranol es caicu1ada 

a1 integrar los pico~ a 6.33 ppm (protonen de metoxiloa) y a 

6.80 ppm <protones de etLni1os dados por 1a piridina}. 

C.~ Crop1otoarÓCic9s. 

1)Cro•atograCía en capa Cina. Existen varios aéto

doa por cromatograf'ia en capa Cina para. la uepara.ción y a.nAl.;1.. 

sis d• -.estr&nol en .. zclaa y tabletas anticonceptivas. Para 

la cuantiCicación la placa es primero raa~da y ei .-atranol 

eluido antes del trataaiento con el reactivo disponible. 

2) CroaatograCia en coluDna. Exiaten varios •éto

doa para la cuantificaciónde maatranol por medio de croaato

grafia en colu•na. 

a) Brunner y Kunze [27) publicaron un método 

analítico para aeatrano1 en combinación con noretinadrona o 

noretinodrel por CroaatograCia da partición y •edición en 

UV. De acue~do a este procedimiento, tableta• anticonceptivas 

orales son extra1das con dLmetilformamida-~ormaaida (1:1) y 

los esteroides separados por Cromatogra!ia de partición con 

el uso de eate solvente como f aaa estacionaria en ce1ita y cg_ 

mo !ase móvil heptano. El mestranoi, en fracción relevante, 

es determinado midiendo la extinción a 287 na con una linea 

base corregida de ia extinción a 302 y 315 nn. Se encuentra 

interferencia con diacetato de etinidiol y acetato de cloran

dinona. 



3) cromatografia de líquidos. Hara y Hayaahi [21) 

estudiaron la correlación de la conducta de retención de pro

ductos farmacéuticos esteroidalea, en Cromatogr~Cia de liqui

do& con Case polar y fase-reversa. Para la sistematización de 

la correlación entre las estructuras qulaicas de loe aolutos 

y la conducta de retención en Cromatografia de liquides. el 

volumen de retención de los eateroides modificado& en ailica 

y quimicamente en colu•n•a Case-reversa. Cueron entudiadae u

tilizando varios aiateaaa binarios da soivente•. 

4) Croaatograf1a de gaaes. 

a) Una comparación de ensayos por Eapectroaco

p1a UV y Cromatografia de gases fue realizada (~1) para aee

tranol en tabletas. Ambo• m6todoa proporcionan buenoa reauLtA 

dos y son disponibles para tabletas Crescas. En el •~todo por 

Cromatografia de gaee~. la columna utilizada eo de acaro ino

xidable manteniendo la te•peratura a 19S0c. Nitrógeno es em

pleado como gas acarreador a 70-75 m1/hr. El método es prefe

rido para el ensayo de tabletas almacenadas. ya que durante 

este periodo se forma el complejo entre polivinilpirrolidona 

y el es~earato de magnesio, el cukl produce interferencia con 

m~todos uv y fue identificado por cromatogrnfia de gases. 

27 



Ii. PLANTEAMIENTO~ PROBLEMA 

El gran incremento de nuevos productos farmacéuticos, re-

quieren de métodos de anAlisis que aseguren su calidad y efesr., 

tividad y el deaarrol1o de nuevas técnicas analiticns debe 

proporcionar metodologias que aporten resultados confiables. 

Las determinaciones anal1ticas de productos coao antieoncept~ 

de tipo oral, han 'sido de gran interés para 1a Industria 

Farmacéutica. ya que se requiere que sean exactA•. de alta 

sensibiiidad y selectividad debido a que 1as dosis terapéuti-

cas astan en un rango de microgramos. 

E1 presente trabajo pretende eva1uar eatadisticamente el mét2 

do analltico empleado para la cuantificación de mestranol co-

producto ~erminado con el. fin de proporcionar al paciente 

prooucto de calidad consistente a 1a dosis ~erap6-u~ica. 



III. OBJETIVOS 

1. Validar un método colorimétrico para la cuantificación de 

mestrano1 en tab~etas como producto terminado. 

2. Determinar la precisión y la lineaiidad del siste~a. 

3. Determinar la exactitud. precisión. linealidad, reproduci

bilidad y especificidad del método anal1tico. 

4. Evaluar estad1sticamente los resultados obtenidos. 
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IV.HIPOTgsrs Qli ~ 

Ei método anal1tico cumple los requisitos para lo cuAl fue dL 

senado como son exactitud, precisión, linealidad, reproducib~ 

lidad y especlCicidad, dado a 1a aelectivid3d de la roacciOn 

colorimétrica desarrollada. 

La reacción coiorim6tr-~ca en la que •e basa al m6t0do anal1-

tico es selectiva para estrógenoa que ~oraan grupos cromófo

ros que permiten au cuantiCicación. 
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V. METODOLOGIA 

1.MATERIAL 

Matraz volumétrico 200 ml Harca Pyrex 

Matraz volum6trico 100 zal. H•rca Pyrex 

Matraz volu•&trico so .. 1 Marca Pyrex 

H•traz volum6trico 25 ml Harca Pyrex 

Matraz vol uaétr ico 10 •1 Harca Pyrex 

Matraz Erlenmeyer 50 al M.Arca Kiaa.x 

Pipeta vol.umétrica 20 .. 1 Harca Pyrex 

Pipeta volumétrica 10 ml Harca Pyrex 

Pipeta volumétrica s nl. Marca Pyrex 

Pipeta volumi!:trica 4 ml. Marca Pyrex 

Pipeta vol.uznetrica 3 al Harca PYrex 

Pipeta volumétrica 2 ml. t'farca Pyre>c 

Pipeta volumétrica l ml Marca Pyrex 

Pip~t<l r;raduada l ml. Marca Pyrex 

Probeta graduada 50 ml Harca Pyrex 

Pi.peta a pasteur 

Termómetro -10 - lSO e 

Barras magnéticas 

vasos de precipitados 100 ml Marca Kimax 

2. EOUIPO 

EspectroCotómetro Bechmann 



Saf'io maria 

Parri1la de agitación 

3. REACTIVOS 

Cloroformo R.A 

Acido sulfórico R.A 

Metano! absoluto R.A 

Sulfato de aodio anhidro R.A 

Hidróxido de sodio R. A 

Mestranol estándar 

Mestranol materia prima 

Placebo 

Placebos cargados 

4 . !:1filQQQ 

Baker 

Herck: 

Baker 

Baker 

Baker 

Aldrich 

Syntex 

a.Principio. La técnica se basa en la reacción colorimé

trica del mestranol con el Acido sulfúrico en metanol. 

Se sugiere que la reacción cromogénica. envuelve los grupos 

de la posición 17 de etin~leatradiol y sus éteres. La explic~ 

ción de la aparente selectividad de las reacciones de eatróg~ 

nos con Acido sulfórico-metanol espera la caracterización de 

estos cromóforos (22]. 

b.PreparaciÓn ~ reac~ivo ~ ~- Transferir 30 ml de 

metano! absoluto a un matraz volumétrico de 100 ml, previamen 

te colocado en un baNo de hiQ1o QOn agitación constante. Adi

cionar cuidadosamente ácido eulfórico concentrado hasta apro-
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ximadamente 95 ml. 

Permitir que la solución alcance la temperatura anbiente, a

forar con ácido sulfúrico. 

El reactivn permanece estable al Qenos durante 7 d1as (22]. 

e.Preparación~ l.sl. solución estándar 9..!:.. referencia. co

locar 80 mg de meatranol estAndar de referencia, exactamente 

pesados en un matraz volumétrico de 100 ml. disolver y llevar 

al volumen con c1oroformo. 

Transf"erir S ml de la solución ani:erior a ·un matraz volumétri,_ 

co de 50 ml y llevar al volumen con cloroformo. 

Tomar nuevamente S ml de esta última dilución y colocarlos en 

un matraz volumétrico de 50 ml, aforar con cloroformo. 

( Concentración final 8 µcg/ml 

d.S•:>luciÓn ornhlPm." ttfn1fnrrnirlg..-f de cont:.coidcl. P.:as.;::.r a-

xactamente una tableta y colocarla en un matraz volu~étrico 

de SO ml.. 

Adic~onar 2 ml de agua destilada y 0.2 ml de hidróxido de so

dio al 20X {P/V}. Agitar mecánicamente durante s minutos has

ta que la tableta se desintegre. 
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Adicionar 25 m1 de c1oroformo y agitar mecánicamente durante 

60 minutos. 

Agregar suficiente cloroformo, hasta paear 1a fase acuosa al 

cuello del matraz. Descartar la fase acuosa con una pipeta 

paateur. 

Secar la fase orgAnica en sulfato de sodio Anhidro, previame~ 

te saturado de cloroformo. 

Transferir la fase clorofórmica a un matraz de 100 al y lle

var al volumen con cloroformo. 

[ Concentración final 0.8 µcg/ml ) 

Procedi•iento. Transferir 20 ml de la solución probl~ 

ma a matraz erlenmeyer de 50 ml. 

Colocar 2 ml de la solución estAndar a un matraz erlenmeyer 

de SO ml. 

Evaporar a sequedad con ayuda de un bano de agua a BO~C (evi

tar tener pérdidas durante la evaporación). 

Adicionar a cada matraz 0.3 ml da mgt~nol AbBoluto, pAra di

solver e1 residuo completamente. 

Con rotación constante de loa matraces, adicionar 10 ml del 

reactivo de color a cada matraz, mantener la temperatura a 
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25 O C como maximo en un baf'lo de agua. 

Determinar 1a absorbancia de cada una de 1ae muestras a 1os 6 

minutos de 1a adición del reactivo de color, a una 1origitud 

de onda da 545 nm. 

Ajustar el aparato previamente uti1izando coao b1anco e1 rea~ 

tivo de color. 

B.EvalyaciÓn ~ ~ 

l.PRECISION 

De una solución estándar de referencia correspondiente al 

100%. tomar 10 alicuotas de 2 m1 cada una. 

Analizar cada una de las muestras según el procedimiento. 

LINEALIDAD 

Construir una curva de calibración (absorbancia versus concen 

tración) con una misma solución patrón empleando 5 diiuciones 

(nivel SO, 90, 100. 110. 12.0'?.) de la concentración central. 

Analizar cada dilución por triplicado. 
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C. By&lunciÓo ~~analítico 

1. PRECISION y EXACTITUD 

Analizar 10 placebos cargados co~ el 100~ de la dosis terap6M 

tica bajo las mismas condiciones, de acuerdo a como se descr4 

be para la solución problema. 

2. LINEALIDAQ 

Analizar 5 placeboa cargados de cada uno de loa nLvelea 80, 

100 y 120~ de la concentración central, de acuerdo al procedL 

miento para uniformidad de contenido. 

3. RRPROpUCIBILIDAD 

Determinar el efecto ana1ista-d1a. Analizar tres placebos caL 

gados al 100~ por analista y por dia, de acuerdo al procedi

miento descrito. 

4. ESPECIFicrpAD 

a. ~- Pesar 100 mg de placebo equivalente al peso 

de una tableta y colocarlo en un matraz volumétrico de SO ml, 

y tratario de la misma manera que la solución prob1ema. 

b. ~ cargado. Analizar el. equ~valen~e al peso de 

una tabl.eta da acuerdo ai tratam~ento para l.a sol.ución pro

bl.ema. 
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. c. Hstándar ~ referencia. Preparar una so1ución estAn

dar da acuerdo al procedimiento. 

d. ~- Colocar en un matraz erlenmeyer de SO ml 0.3 

ml de metanol absoiuto y 10 ml de la solución reactivo. 

QeterminacíÓn. Efectuar un barrido de abaorciOn en 1a 

región de luz visible para cada una de 148 uueatrau prepara

das bajo las mismae condiciones, previamente calibrado e1 e

quipo. 

37 



VI. RESULTA.DOS 

A. Precisión ~ ~ 

La tabla X muestra loa re•Ultados obtenidos al evaluar la re~ 

puesta del equipo eon veríaB auestras de una mísaa soluc~6n 

patrón. 

La respuesta del equip<> fue evaluada mediante el coefic~ente 

de variación (fórmula de c~lculo anexo 1) ei cu•l fue de 

o.6054~ siendo el mAximo permitido ~.s~. con lo cu•l ae cona~ 

dera que el sistema es preciso. 

B. Linealidad ~ ~ 

Al evaluar la linealidad del sistema se emplearon 5 niveles 

de concentración CBO, 90, 100, 110, 120~>. loa cuales dieron 

por resultado los datos reportados en la tabla II. 

Con los datos reportados se evaluó el. coeficiente de cor¡·.;l.a

ciOn (fórmula de cAlculo anexo I), mediante el cuál se obser

va el grado de asociación entre las dos variables (cant. adi

cionada y respuesta dei equipo). Ei coeficiente de correla

ción encon~rado fue de 0.9916, el cuAl indica una aeociacíOn 

dirQcta Qntrg laa doa vari•b1Q~ anteo lllQncionadas, como se 

muestra en la grA!ica 1. 
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Tabla I. Respuesta obtenida a1 evaJ.uar la precisión de.l siat~ 

ma. 

Muestra 

2 

3 

4 

s 

6 

7 

8 

g 

10 

Respues~a de.l equipo 

Absorbancia 

0.325 

0.325 

0.327 

0.323 

0.330 

o .320 

0.32,5 

0.325 

0.323 

0.325 
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Tab1a II. Datos obtenidas a1 eva1uar la 1inea1idad de1 siste-

Cant. adicionada 

µcg/ml 

1.310 

1.310 

1.310 

1.474 

1.474 

1.474 

1.638 

1.638 

1.638 

1.834 

1..834 

1.834 

l .96S 

1.965 

1.965 

Respuesta 

Abaorbancia 

0.254 

0.256 

0.256 

0.299 

o. 295 

0.303 

0.317 

0.317 

0.318 

0.360 

0.363 

0.366 

0.393 

0.390 

0.405 
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Grafica ~. Evaluación de la linealidad del sistema. 

4 1 



C.PrecisiÓn ~ ~ 4oalÍtLco 

Al evaluar la precisión del método anal~tico se relaciona la 

cantidad adicionada con la cantidad recuperada después del en 

sayo. tal como se muestra en 1a tabla III. 

Para la .evaluación estad1st1ca se plantea la siguiente hip6t~ 

a.is: 

Ho: o .,¡. 3S 

Hi.: a • 3~ 

Utilizando como estad1grafo de contraste Xt cuadrada Cf6rau1a 

de calculo anexo Ll), con un nivel de sígniCicancia de O.OS y 

con 19 grados de 1ibertad. ae obtiene qUQ: 

Xi.. ca.le~ -= 2. 840 

X\. lo.b. • 30. 144 

Dado que Xl cea.le. es menor que Xi t.c:..b. , se considera que el 

método anal1~1co prec~so con un rango de variación de 

0.921 a 1.589 de ia desViación estAndar promedio. 

D. Exactitud ~ ~ anal{~ico 

La exactitud del método analitico se evaluó utilizando loa 

mismos datos reportados en la tabla IIL. 



Para evaluar estad1aticamente la exactitud se planteó la si

guiente hipótesis: 

Ho µ 100-X. 

Hl µ 1 100~ 

Emp1eando como eatad1.grafo de contraste la prueba de •• t •• de 

student (fórmula de cAlculo anexo III), un nivel de signifi

cancia de O.OS y con 19 grados da libertad·ae obtuvo qua: 

t.c:.<Sle. = 7. 722 X 10-3 

tt.o.b. • 1. 7291 

Como tcQ!c. es menor que tt.Gb. se considera el m6todo exacto 

con limite de confianza del 99.55 al 100.499, 
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Tab1a IlI. Resultados del~ de recobro a1 eva1uar la preci

sión y exactitud del método analitico. 

Cant. adicionada 

µcg 

82.80 

82.96 

81.36 

81.44 

82.40 

82.80 

ªº·ªº 
60.40 

81.92 

82.BO 

82.80 

62.60 

62.96 

e2.00 

81.20 

81.84 

S0.64 

B0.40 

81.84 

Cant. recuperada 

µcg 

83.99 

92. 74 

80. 74 

81.24 

83.24 

84.23 

B0.99 

B0.49 

81. 74 

03.90 

81.SO 

81.25 

84.39 

82.74 

79.76 

80.7S 

S0.26 

79. 7S 

82.08 

'5f. de recobro 

101 . .438 

99.740 

99.243 

99.765 

101.023 

101. 739 

100. 247 

100.121 

99.789 

101. 434 

90.433 

96.l.33 

101. 734 

99 .934 

96. 231 

96.677 

99. 529 

99.203 

100 .29S 
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E. Linealidad ~~analítico 

Los datos reportados en la tabla IV fueron obtenidos para la 

evaluación de la linealidad del m6todo analitico, para lo 

cuAl se emp1earon 3 niveles de concentración cada uno por 

quintuplicado. 

1. ORDENADA A!:, 2.B.1Q!ilf. 

El método analitico muestra una ordenadM al ori;en de 0.1819 

(fórmula de cA1culo anexo IV). 

Al realizar su c~lculo inferencial se planteó la siguiente h~ 

p6tesis: 

Ho Ao • O 

Ht t A ~ O 

Uti1i.zando la prueba de .. t .. de atudent con un nivel de eigni

ficancia de O.OS y 14 grados de libertad se obtiene qua; 

tea.le. = O. 0088 

ttQ.b. IC 2 • 1604 

Como tco.Lc. es menor que tt.a.b. se considera que el. m&todo tí~ 

ne una ordenada al origen igual a cero. 

2. PENOIENTR 

La pendiente del método obtenida fue de 0.9981, la cuA1 se e

valuó a partir del planteaa~ento de 1a s~guiente hipótesis: 
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Ho B • 1 

H< B f 1 

La. prueba de ""t .. det student con un ni.vel da aigni.f"icanc.ia de 

o.os y 14 grado• de 1ibertad propcrcionó como resultado: 

teol.o •• 0.0752 

t\..o.b •• 2.1604 

Como ae pueda observar tcoJ.c ea menor que tuab. por J.o cuA.l. 

se eona.idera que el m6todo posee una pendiente igual. a uno. 

como se obaerv• en 1a grAfica 2. 



Tabla IV. Datos obtenidos al eva1uar 1a 1inea1idad del método 

anal.1.tieo. 

N:Lvel Cant. adicionada 

µcg 

64.064 

64.192 

80 64.064 

64.000 

64.064 

80.080 

80.000 

100 80.000 

B0.200 

80.080 

96.288 

96.000 

120 96.000 

96.096 

96.144 

Cant. recuperada 

µcg 

63.634 

64.257 

63.885 

63.697 

64.386 

80.169 

B0.500 

ao.soo 

80.799 

B0.419 

96.011 

96.547 

96.048 

96.203 

96.904 
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Grafica 2. Representacion cte la linealidad del Método analic~ 



F. Reproducib11idad ~ ~ aoalitico 

La evalución de la reproducibilidad de1 método analitico ac 

realizó con dos analistas en doa diaa diferentes, proporcio

nando como resultado los datos que ae muestran en la tabla V. 

Tabla v. Resultado del ~ de recobro por dos analistas en doa 

días diferentes. 

Anal.i.ata l 

Anal.i.sta 2 

Dia l 

100.687 

l.01. 102 

1.00.270 

99.200 

1.00.299 

99.763 

Dia 2 

100.405 

l.01..036 

100.753 

l.00.307 

99.723 

100.744 

El análisis de varianza {fórmulas de cAlcu~o anexo V) permite 

establecer si existe o no efecto en los resultados del anhl.i

sis. debido a las variables analista y dia. 

En la tabla Vise muestra ei resultado del an~lisís de varían 

za obtenida a pa1•ti.r de loa datos proporcionados anteri.ormen-

"ª· 
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Tabl.a V! Tab1a de ANADEVA 

Fte. de 

error 

di.a. 

Grados de 

l.ibertad 

1 

a 

Suma de cu~ 

drados 

1.49 

0.23 

0.15 

1.67 

Media Feo.Le. Fta.b. 

cuadrAtica 

1.49 9.93 161.4 

0.23 1.53 161.4 

0.1.S 0.71 5.3 

0.20 

Empieando el es~adígraCo de contraste F para evaluar si exis

te o no efecto por ana1ista. se obtuvo: 

Fca.t~ • 9.93 

Fta.b. = 161. 4 

Por l.o tanto. Fea.Le. es menor que Ft.a.b. , l.o cu.6.l indica que 

no exis~e efecto por anal.ista. 

Para evaluar sí existe efecto o no por la variabl.e dia.ae ob

tuvo: 

Fea.Le. :::.: 1.53 

Fla.b. • 161 . 4 

Dado que Fcalc. es raenor que Ftab. no exiote efecto por eeta 



variable:. 

Finalmente al evaluar la interacción de dos variables Canali~ 

ta-dia) se obtuvo: 

Fea.te. = O. 71 

Fta.b. "" 5.32 

Por lo tanto, no existe efecto en loa resultados por la inte

racción analista-dia. 

G. especificidad 

El método anal1tico muestra especificidad frente a excipien

tes bajo las mismas ccndicionea de operación para cada una de 

las muestras, tal como se muestra en el gráfico del espectro 

de absorción l Anexo VI ). 
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VII. QI§CUSION QK RESULTAOQS 

Al realizar el estudio de validación del m&todo anal.itico pa

ra la cuantificación de mestranol, se eva.l.uaron los parAme

tros elementales para un anAl.isis de rutina. como son: la e

xactitud, precisión, linealidad. reproducibilidad y especifi

dad. 

Al evaluar el sistema como se muestra en los reeultadoa (ta

bla I y II, grAfica l), se encontró que el sistema es preciso 

asi como tambien existe una relación lineal entre la cantidad 

adicionada del estándar y la respuesta del. equipo (absorban

cia) ya que tiene un coeficiente de correlación de 0.99. 

El método presenta exactitud y precisión, por lo que puede 

ser empleado para uniformidad de contenido durante el anAli

sis de rutina del laboratorio. 

La linealidad presentada por el método, muestra una relación 

lineal entre la cantidad adicionada y la cantidad recuperada 

en el ensayo, lo cuAl indica la proporcionalidad existente 

en el rango de concen~ración analizado (tabla IV). 

El método es reproducible y no presenta efecto en los reault~ 

dos debido al analista o al dia en el que ee reaiiza la prue

ba. ni por 1a interacción día-analista. lo cu•1 indica que el 
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método puede ser emp1eado en cualquier dia y por cualquier a

nalista sin encontrar efecto en 1oa resultados del an6lisis. 
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VIII.CONCLUSIONES 

1. La reacción colorimetrica desarrollada es selectíva pora 

el mestranol que forma grupos cromóforos. 

2. El método analitico propuesto es especifico para la formu-

1.aci6n de .las co.bl.e.tas, y.12 que no m.uee:trn interferencia 

por los excipientes de la misaa. 

3. El sistema. relación de la respuesta del equipo y la con

centración de la muestra, es preciso y lineal. 

4. El método analitico propuesto ea preciso, 'exacto, lineal y 

reproducible, bajo lan condiciones de trabajo establecidas. 

S. El método es VA.lido para realizar la prueba de uniformidad 

de contenido durante an•lieis de rutina. 
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IX. SUGERENCIAS 

1. Desarrollar una técnica analitica a1ternativa para la cuan 

tiCicación de mestranol, que proporcione datos confiables 

sea econ6aica y disminuya tiemPo de analísis, como seria 

una técnica por HPLC. 

2. Realizar un estudio de especificidad para la misma Cormu

lación fren~e a productos de degradación para u~ilizar el 

método en estudios de estabilidad y para la detección de 

impurezas de 1a materia prima que pudiesen ocasionar inte~ 

ferencia durante el ensayo. 
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X.~ 

~I. 

Coeficiente de variación CCV) 

cv ,,,, s/X x 100 

donde~ 

desviación estAndar de la muestra 

media de la muestra 

Criterio de aceptación 

CV no mayor a 1.5~ 

Co1~ficiente de correlación ( r) 

donde: 

x media muestral de las concantracioneu 

y ~ media mueatral de las respuestas 

ax desviación estAndar de las concentraciones 

sy ~ desviación estAndar de ias respuestas 

n ~ número de muestras 

Criterio de aceptación 

rz ,. 0,98 

56 



57 

r .. 0.99 

Fórmuia de c~icu1o para precisión 

Xiz co.lc. = (n - 1)sz / ~ 

Criterio de aceptación 

XLZ ca.le. debe ser menor que Xi..z La.bla... 

Intervaio de confianza 

J < n - 1 > sz / Xi.z s.-ov'z < ~ ( n - l. ) sz / )(\z o.¡z 

Fórmula de cálculo para exactitud 

tco.lc. XM - 1J. / S .,¡--o 

Criterio de aceptación 

tc.,Lc. deoe ser menor que tLo.blcua. 

Int~rvalo de confianza 



CAlculo de la ordenada al origen 

A Ey El(Z - Ex E>e.y / n &a. - ( l:x )Z 

CAlculo de la pendiente 

C~lculo del error ttpico de estimación modificado 

Sy/x = j Eyz - a E.y - b E.y / n - 2 

Evaluación de la ordenada al origen 

Hipótesis planteada 

Ho : A ,.. O 

Estad1grafo de contraste 

Fórmula d~ c~icuio 

t de studen-c 

'Cea.le. A - Ao ( SK/y J E xi.z / n e xi. - x J 2 

Criterio de aceptación 

t-i.... debe ser menor que t"-'-\-. 
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Evaluación de la pendient:e 

Hipótesis planteada 

Ho B 

H\. B 4 1 

Estad1grafo de contrasta: t de atudent 

Fórmula de cA1culo 

tea.Le. = (8 - BoJ SM ~ / SY/JCg 

Criterio de aceptación 

t:.lo.blo.a debe ser mayor a tco.t.c. 

Tabla de ANADEVA 

Suma de cuadrados 

Anal.iat:a 

Dia 

LyJ2/ac 

Ana.lista -dia 

- EYz/abc fST/J 

_ Ey<J•/ ~AljR of Es~ No DEBE 
BIBUOTff:A 
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Medía cuadrAtica 

Anal.is ta 

M C a.no.lielo.. 

Oia 

s e a.na.U.ata./ (a - 1) 

HCd\.a.:a SCdla./ (b-1) 

Anal.iata - dia 

M C o.no.l. - di.o. "" S C a.r><:1.l. - di.a. / (a - 1) ( b - 1) 

Error 

M C error s S C orror / ab (e - 1) 

F cal.e. para ~ac~ores aleatorios 

Anal.ist:a. 

Feo.le. = M C o.r.a.l. / M C ci.na.l. - diQ. 

Dia 

Fea.le. = M C du;J. / M C a.no.l. - d\.a. 

Anal.iata - dia 

Feo.Le. :::i M C a.no.L, - di.a. / M C error 

Criterio de aceptación 

Fa.ncli.ato. <ea.le.> < Ft.o.bla.a 

Fd\.<1 <co.lc. 1 < F t.o.blcua <o. ~I 

Fona.l. - d\.a. <cal.e. J < F t.a.bla.a 
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