
Resumen

La Nitrofurantoina (NTF), es un derivado del 5-nitrofurano, el cual es un agente antibacteriano sintético que ha sido
empleado en la terapia de las infecciones urinarias desde 1953. En el actual estudio se logró desarrollar un método
analítico exacto, preciso, reproducible, selectivo, confiable y sensible por Cromatografía Líquida de Alta Resolución
(HPLC) en fase reversa para la determinación de NTF, en muestras de suero humano. Los resultados obtenidos nos
indican que la cuantificación de la NTF muestra linealidad en un rango de concentraciones de 0,5 µg/mL; 1,0 µg/mL;
1,5 µg/mL; 2,0 µg/mL y 2,5 µg/mL, con un límite de detección de 0,06 µg/mL y un límite de cuantificación de
0,08 µg/mL. La desviación estándar relativa promedio de los ensayos intradiarios para la NTF fue 1,91% y la desvia-
ción estándar relativa promedio para los ensayos interdiarios para la NTF fue 2,10%.
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Abstract

The Nitrofurantoin (NTF) is a derivative of 5-nitrofuran, which is a synthetic antibacterial agent that has been used in
the therapy of urinary tract infections since 1953. In the current study was able to develop an analytical method,
exact, precise, reproducible, selective, reliable and sensitive liquid chromatography (HPLC) reverse phase for the de -
ter mination of NTF, in human serum samples. The results indicate that quantification of the NTF shows linearity in
the range of concentrations of 0.5 mg / mL, 1.0 mg / mL, 1.5 mg / mL, 2.0 mg / mL and 2.5 mg / mL with a detection li mit
of 0.06 mg / mL and a quantification limit of 0.08 mg / mL. The average relative standard deviation of intra-day trials
for NTF was 1.91% and average relative standard deviation for the tests for the NTF Inter-day was 2.10%.

Key words: Nitrofurantoin, Human serum, HPLC.
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Introducción

Los derivados del 5-nitrofurano son compuestos
que han sido ampliamente usados en medicina hu -
ma  na y veterinaria por más de 60 años y en los últi-
mos años se ha incrementado la investigación sobre
ellos debido a que presentan además de las conoci-
das actividades antibacteriana y antichagásica, otras
co mo antifúngica, antituberculosa y amebicida. Ade -
más los organismos susceptibles a estos compuestos
crean muy poca resistencia, son relativamente poco
tóxicos, se pueden formar derivados partiendo de

esquemas sintéticos sencillos de bajo costo y con la

elucidación estructural del complejo de la enzima

Tri panotión reductasa y su sustrato natural tripa -

notión, se puede lograr un diseño racional de estos

deriva dos como agentes antichagásicos específicos

(Monasterios y Avendaño, 2007).

La actividad antibacteriana de los derivados del

furano depende de la presencia del grupo nitro en la

po sición 5 y muchas variaciones de la cadena lateral

presente en la posición 2. La utilidad de los deriva-

dos del furano en quimioterapia antibacteriana fue
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reconocida por primera vez por Dodd y Stilman en
1944, quienes descubrieron que la adición de un gru -
po nitro en la posición 5 de este anillo le confería, a
es tos compuestos, propiedades antibacterianas defi-
nidas (Dodd y Stillman, 1944). Las variaciones en la
posición 2 del anillo han originado un gran número
de compuestos antimicrobianos, entre ellos: Nitro -
furan toína, Nitrofurazona y Furozolidina, fármacos
és tos de gran espectro, efectivos en la medicina hu -
mana y en veterinaria desde hace más de 50 años.

La relación entre la estructura de los derivados
del nitrofurano y su actividad antibacteriana ha sido
discutida desde varios puntos de vista y se han obte-
nido las siguientes conclusiones: El grupo nitro es in -
dispensable, la ausencia del grupo nitro origina muy
poca o ninguna actividad. La introducción de un
doble enlace conjugado –CH=CH- ó –CH=N-, entre el
gru po nitrofuril y la parte final del sustituyente en po -
sición 2, es un grupo complementario e incrementa
la actividad (Åkerblom, 1974).

El mecanismo de acción de los nitrofuranos radi-
ca en la toxicidad de los radicales libres generados
durante su reducción. Estos agentes ejercen múlti-
ples efectos sobre la célula bacteriana, incluyendo la
inhibición del metabolismo de los carbohidratos y
daño en el ADN, lo cual parece ser la causa principal
de su toxicidad bacteriana. Los daños al ADN y la
muerte celular de las bacterias y los protozoarios son
ocasionados por especies intermediarias altamente
reactivas tales como los radicales libres que se pro-
ducen durante el proceso de reducción, debido a que
el radical anión nitroaril reducido puede ser oxidado
por el oxígeno molecular para producir aniones su -
peróxido (Gringauz, 1997). Los derivados del 5-ni -
trofurano, que son reducidos fácilmente, muestran
actividad contra las bacterias aeróbicas y anaeró -
bicas, esto parece ser debido a la presencia de dos  ti -
pos de enzimas nitroreductasas, que ya han sido
des critas para Escherichia coli, una sensible al oxíge-
no que es capaz de reducir a los nitrofuranos sólo en
ausencia de oxígeno y otra insensible al oxígeno, que
reduce a los nitrofuranos bajo condiciones aeróbicas
(Bryant y col., 1981).

Los nitrofuranos poseen acción bacteriostática y
bactericida in vitro según la concentración utilizada
y actúan sobre bacterias Gram-positivas y Gram-ne -
gativas (Townson y col., 1994), siendo mucho más
activos contra bacterias anaeróbicas, las cuales con-
tienen un sistema enzimático altamente eficiente
que, reduce el grupo nitro; son menos activos contra
las bacterias aeróbicas y las bacterias anaeróbicas fa -
cultativas y pierden totalmente su actividad frente a
las bacterias que no tiene el mecanismo enzimático
pa ra la nitroreducción (Hof, 1989). 

La nitrofurantoína (NTF) (1-[[(5-nitro-2-furanil)meti-
len] amino] imidazolidina-2,4-diona) (Figura 1), es un
agente antibacteriano sintético derivado del nitrofu -
rano que se ha empleado en la terapia de las infec-
ciones urinarias desde 1953 (Muth y col., 1996). Este
fár maco es usualmente bacteriostático, se emplea en
el tratamiento y prevención de las infecciones del
tracto urinario causadas por microorganismos gram-
negativos y algunos gram-positivos; Pseudomonas,
Serratia y algunas especies de Proteus (Drug Infor -
mation, 2005) y es muy eficaz para la profilaxis de in -
fecciones recurrentes de las vías urinarias (Brumfit y
col., 1995). Es activo contra Citrobacter, Coryne bac -
te rium, Enterobacter, Escherichia coli, Klebsiella,
Neisseria, Salmonella, Staphylococus aureus y Ente -
ro coccus faecalis (Hammam, 2002); otro uso impor-
tante que se le ha dado a este tipo de compuestos es
en el tratamiento experimental de neumonía causada
por Pneumocystis carinii (PCP) principal agente cau-
sante de neumonía en pacientes inmunodeprimidos,
debido a que varias clases de fármacos como las dia-
midinas y los nucleósidos de purina, que presentan
también actividad tripanocida, han mostrado activi-
dad contra este microorganismo (Toropchin y col.,
2003; Walzer y col., 1991). La NTF se absorbe en for -
ma rápida y completa en las vías gastrointestinales, la
forma macrocristalina se absorbe y excreta más len-
tamente, debido a su pobre disolución (causa menos
dolor gastrointestinal) (Drug information, 2005). Su
unión a las proteínas plasmáticas es aproximada-
mente un 40%; la vida media plasmática es de 20-60
minutos, que se prolonga en los pacientes con insufi-
ciencia renal. Atraviesa la placenta y se distribuye en
la leche y la bilis.

La NTF es parcialmente metabolizada en el híga-
do; después de 24 horas de 30-50% del fármaco se
ex creta por vía urinaria sin modificaciones a través
de una filtración glomerular y secreción tubular y cer -
ca del 1% se excreta en la orina como aminofurantoí -
na e imparte un color pardo a la orina (Hammam,
2002). La dosis oral de la NTF en adultos es de 50 a
100 mg cada seis horas y con los alimentos se incre-

Figura 1. Estructura química de la Nitrofurantoína.
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menta su biodisponibilidad. En pacientes adultos con
una función renal normal, después de una dosis oral
de NTF como microcristales, se obtienen concentra-
ciones plasmáticas menores a 2 µg/mL. La dosis en
los niños es de 5-7 mg/kg/día divididos en dosis cada
6 horas, hasta un máximo de 400 mg/día (Drug In for -
mation, 2005; Repetto y Repetto, 2005). 

Existen numerosas situaciones donde se requiere
el análisis cuantitativo de la NTF tanto en la elabo ra -
ción de la forma farmacéutica como para su de tec ción
en fluidos biológicos. La determinación del fármaco
en las formulaciones farmacéuticas es obligatoria y de -
be regirse por especificaciones de bibliografías oficia-
les; muchos estudios farmacológicos requieren de
de ter minaciones cuantitativas para es ta  blecer las can-
tidades en la dosificación, la toxicidad y las respuestas
alérgicas, así como la deducción de la resistencia de
las cepas bacterianas.

Se han descrito diferentes métodos de análisis,
para la cuantificación de la NTF en fluidos biológicos;
en tre los que se encuentran los métodos microbio -
ló gicos los cuales no son específicos para un an -
tibac  te ria no en particular; ELISA (Enzyme linked
immunosorbent assay), métodos amperométricos
por reducción del flujo de inyección (Ghawji y col.,
1986; Fogg y col., 1988), métodos espectrofotomé-
tricos (Hassan y col., 1988), métodos de detección
elec troquímica (Galeano y col., 1997), cromatografía
lí  quida de alta resolución (Ebel y col., 1979; Ebel y
col., 1980; Hoener, y col., 1980; Ruth y col., 1996;
Gerk y col., 2001; Arancibia y col., 2002), voltampero-
metría de redisolución catódica (Hammam E, 2002),
polarografía (Faith y col., 1983; Surmann y col., 1985)
y polarografía de pulso diferencial (Sri de vic y col.,
1991), entre otros. Los métodos am pero mé tricos,
po  larográficos, de flujo de inyección y espectrofo -
tometría no ofrecen un límite de cuantificación su -
fi ciente para el ensayo del fármaco en los fluidos
biológicos, además, los métodos cromatográficos em -
pleados en el análisis del fármaco requieren para la
determinación del mismo un tratamiento previo de
la muestra y un tiempo considerablemente extenso
para los procesos de extracción con una exposición
prolongada a la luz.

Las concentraciones terapéuticas de NTF no se
detectan en pacientes con depuraciones de creati -
nina menores de 40 mL/min. (Hammam, 2002). En
fun ción de esto nos propusimos desarrollar un mé -
todo analítico específico para la NTF, mediante la
técnica de Cromatografía Líquida de Alta Resolución
(HPLC) con detección ultravioleta que permita, su
de  tección y cuantificación en suero humano de una
manera exacta, precisa, reproducible, sensible y se -
lectiva.

Materiales y métodos

REACTIVOS

Fosfato monobásico de sodio, grado reactivo mar -
ca Mallinckrodt AR®. Ácido o-fosfórico, Ácido Per cló -
rico, todos grado reactivo marca Riedel-De Haën AG,
Seelze-Hannover. Buffer Acetato de Sodio pH 4,00.
Metanol grado HPLC marca Merck KGaA, Darms tadt,
Alemania. NTF macrocristalina lote 06505 99,90% de
pureza, suministrado por Grupo Farma. Hidrocloro tia -
zida (HCT) 99,57% p/p suministrado por Laboratorios
Leti. Las muestras de suero provienen de sujetos
sanos libres del Virus de Inmunodeficiencia Humana,
libres de nitrofurantoína y del estándar interno, fueron
donadas por el Laboratorio de la Unidad de Detección
de Medicamentos y Química Clínica del Instituto de
Medicina Experimental (UNIDEME) de la Universidad
Central de Venezuela.

EQUIPOS

Cromatógrafo Líquido de Alta Resolución (HPLC)
marca Waters, equipado con: un Inyector manual
modelo U6K, una Bomba de distribución de solven-
tes modelo 510, un Detector ultravioleta modelo
484, un Módulo de datos modelo 745B, una Colum -
na marca Phenomenex serie Luna® C18 de 150 cms
de longitud y 5 µm de tamaño de partícula. La fase
mó  vil se filtró utilizando un Equipo de Filtración Milli -
pore® con un filtro sostenedor Parte #4 (Filter Holder
Part #4) que utiliza los filtros Millipore tipo HA 0,45 µm
(Estados Unidos). Las muestras de suero fueron al ma -
cenadas en un Frizer Ultra-Low de rango de tempera-
tura de 0 a –60 °C y centrífugadas en una Cen  trífuga
Refrigerada de Alta Velocidad Marca Sorvall® RC-5B
Du-Pont Instruments.

CONDICIONES CROMATOGRÁFICAS

Atenuación: 4.

Ancho de pico (PW): 2

Longitud de onda de absorción: 268 nm.

Sensibilidad del detector: 0,02 AUFS.

Tiempo de corrida: 8 minutos.

Velocidad de flujo: 1,2 mL/minuto.

Velocidad del papel: 0,5 cm/minuto.

Volumen de inyección: 20 mL.

PREPARACIÓN DE LA FASE MÓVIL

Se preparó mezclando una solución de fosfato di -
básico de sodio 5mM a pH 3,0 con ácido o-fosfórico y
acetonitrilo grado HPLC en una proporción de (75:25).
Esta solución fue filtrada a través de un equipo de



Filtración Millipore® Filter Holder Part #4 equipado
con filtros Millipore tipo HA 0,45 µm, desgasificada
por aplicación de vacío y agitación magnética duran-
te 5 minutos seguida por ultrasonido por 10 minutos. 

SOLUCIONES ESTÁNDAR

Se prepararon soluciones frescas de trabajo para
patrones a las concentraciones finales de 0,5, 1,0,
1,5 2,0 y 2,5 µg/mL, a partir de una solución madre
de NTF de concentración final 50 µg/mL. Las solucio-
nes deben ser protegidas de la luz.

Se preparó diariamente la solución de trabajo del
estándar interno a una concentración final de 1,0 en
µg/mL, a partir de una solución madre de concentra-
ción 50 µg/mL. 

Las muestras de la mezcla combinada de suero
hu mano de varios voluntarios sanos, fueron recolec-
tadas en tubos de vidrio con tapa y congeladas a una
temperatura de –20 °C hasta el momento de ser ana-
lizadas.

PRECIPITACIÓN DE LAS PROTEÍNAS

EN EL SUERO HUMANO

La precipitación de las proteínas presentes en el
suero humano se realizó mediante el empleo de una
so lución de ácido perclórico al 30% v/v (Gómez,
2007). 

PREPARACIÓN DE LA MUESTRA DE SUERO HUMANO

Se empleó como estándar interno a la Hidrocloro -
tiazida (HCT).

En tubos de centrifuga Eppendorf® de polipropi-
leno de 1,5 mL de capacidad, previamente rotulados
fueron adicionados 50 µL de la mezcla combinada
de suero humano. En ambos tubos se añadieron
cantidades adecuadas de la solución patrón de NTF
de 50 µg/mL (de acuerdo a la concentración de NTF
a pre parar para el posterior análisis) y 100 µL de la
so  lución de HCT de 50 µg/mL. A los tubos se les agre-
gó 100 µL de la solución precipitante de ácido per -
clórico al 30% v/v, y agua desionizada en cantidad
suficiente para 1 mL; se agitaron en un vortex duran-
te 15 segundos y centrifugaron durante 10 minutos a
12.000 revoluciones por minuto a una temperatura
de 10 °C.

Se transfirió una alícuota de 200 µL del sobrena-
dante y 800 µL de la fase móvil a un vial de vidrio de
3 mL de capacidad con tapa; posteriormente la mez-
cla fue sometida a agitación en el vortex durante 15
se gundos. Una alícuota de 20 µL de esta última solu-
ción fue inyectada en el cromatógrafo líquido.

CURVA DE CALIBRACIÓN DE NITROFURANTOÍNA EN

SUERO. RANGO DE CONCENTRACIONES DE 0,5 µG/ML;
1,0 µG/ML; 1,5 µG/ML; 2,0 µG/ML Y 2,5 µG/ML

En 6 tubos de centrifuga Eppendorf® de polipropi-
leno de 1,5 mL de capacidad, previamente rotu la dos
fue ron agregados 50 µL de la mezcla combinada de
suero humano. En los tubos 1, 2, 3, 4 y 5 se aña  die ron
50 µL, 100 µL, 150 µL, 200 µL y 250 µL, res pec   ti va   -
mente de la solución patrón de NFT de con centración
50 µg/mL y 100 µL de la solución de HCT de concen-
tración 50 µg/mL a cada uno de los tubos. En el tubo
6, rotulado como blanco, se omitió la adición de las
soluciones de NTF y HCT. Estos seis (6) tubos se agita-
ron en el vortex por 15 segundos y posteriormente se
procedió según el método de preparación de la mues-
tra de suero e inyección en el cromatógrafo líquido,
previamente descrito.

LÍMITE DE DETECCIÓN

El límite de detección se determinó de manera
matemática empleando para ello la fórmula la si -
guiente (Quattrocchi y col., 1992):

Dónde,

Ybl = Respuesta del blanco

Sbl = Desviación estándar del blanco

b = Pendiente de la curva de calibración

n’ = Número de determinaciones

LÍMITE DE CUANTIFICACIÓN

El límite de cuantificación fue determinado de
manera matemática empleando para ello la fórmula:
(Quattrocchi y col., 1992):

Dónde,

Ybl = Respuesta del blanco

Sbl = Desviación estándar del blanco

b = Pendiente de la curva de calibración

n’ = Número de determinaciones
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PRECISIÓN Y EXACTITUD DEL MÉTODO ANALÍTICO

La precisión intradiaria del método, en condicio-
nes de repetibilidad, fue expresada como la desvia-
ción estándar relativa de cuatro curvas de calibración
de NTF idénticas (rango de concentración: 0,5 µg/mL;
1,0 µg/mL; 1,5 µg/mL; 2,0 µg/mL y 2,5 µg/mL) las
cuales se prepararon e inyectaron por triplicado en el
cromatógrafo líquido en un mismo día.

La precisión interdiaria del método, en condicio-
nes de reproducibilidad, se expresó como la desvia-
ción estándar relativa de tres curvas de calibración de
NTF idénticas (rango de concentración: 0,5 µg/mL;
1,0 µg/mL; 1,5 µg/mL; 2,0 µg/mL y 2,5 µg/mL) las
cua les se prepararon e inyectaron en el cromatógrafo
líquido por triplicado durante tres días diferentes.

La exactitud del método fue expresada como el
porcentaje de recuperación obtenido en las mues-
tras durante los ensayos de precisión intradiaria e in -
terdiaria.

Resultados y discusión
La interferencia originada por los compuestos

endógenos del suero se minimizó mediante el uso de
la técnica de precipitación de proteínas previamente
descrita, la cual es una metodología sencilla que se
basa en la extracción del compuesto de interés rápi-
da y eficiente. 

La separación del analito y patrón interno, (NTF y
HCT) de los compuestos endógenos del suero fue
bien definida empleando el sistema seleccionado
pa  ra tal fin en fase reversa con una fase móvil consti-
tuida por monofosfato de sodio 5 mM a pH 3,00:
ace  tonitrilo (75:25) lo cual se tradujo en un tiempo
de análisis de 5 minutos, que es inferior a los repor-
tado previamente en la literatura (Muth y col., 1996).
Esto le confiere una ventaja a este método. 

El cromatograma obtenido de la inyección del
blan co de la mezcla combinada de suero humano
pre parado como fue descrito, muestra que el pico co -
rrespondiente a los compuestos endógenos del sue -
ro no interfiere con el pico del analito de interés ni
del estándar interno (Figura 2).

Del mismo modo, se puede observar en el croma-
tograma obtenido de la inyección de la solución pa -
trón de NTF (concentración 1,0 mg/mL) y el patrón
interno HCT (concentración 1,0 mg/mL) en la mezcla
combinada de suero humano, que existe una buena
resolución entre los picos de interés, resultando en
los tiempos de retención de 4,68 minutos y 3,17 mi -
nu tos, respectivamente (Figura 3).

LINEALIDAD Y SENSIBILIDAD

La linealidad del método en la mezcla combinada
de suero humano, se realizó mediante la construcción
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Figura 2.
Cromatograma 
correspondiente 
a la inyección 
del blanco de la mezcla
combinada de suero
humano.

Figura 3. Cromatograma
correspondiente 

a la inyección de una 
solución patrón de NTF 

(concentración 1,0 μg/mL) 
y HCT (patrón interno, 

concentración 1,0 μg/mL)
en la mezcla combinada 

de suero humano.



de la curva de calibración en la que se representa en
el eje de las ordenadas la relación de la altura de los
picos NTF/HCT versus la concentración sérica de NTF
en el eje de las abscisas. 

La curva corregida por el método de regresión de
los mínimos cuadrados resultó en la ecuación y =
0,7658 x + 0,0472 con un coeficiente de determina-
ción R2 = 0,9995 y un coeficiente de correlación de
0,99977 (Figura 4), demostrando sensibilidad, con
pequeños cambios en la concentración del analito
de interés se obtienen grandes cambios en la res-
puesta analítica.

PRECISIÓN Y EXACTITUD

La Tabla I detalla los resultados obtenidos para la
determinación de la precisión intradiaria del método
analítico, en condiciones de repetibilidad. Como se
observa el porcentaje de la desviación estándar rela-
tiva promedio para la Nitrofurantoína fue 1,91%. De
igual modo, los resultados correspondientes a la pre-
cisión interdiaria del método analítico, en condicio-
nes de reproduciblidad se presentan en la Tabla II.
Como se detalla el porcentaje de la desviación es -

tándar relativa promedio para la Nitrofurantoína fue
2,10%. En lo que respeta a la exactitud del método
analítico reportada como el porcentaje de recupera-
ción obtenido en el ensayo de precisión intradiaria
és ta osciló entre 95,45% y 97,59%; mientras que, el
porcentaje de recuperación obtenido en el ensayo de
precisión interdiaria osciló entre 95,24% y 98,43%.

Límite de detección y cuantificación

El límite de detección calculado mediante el em -
pleo de la fórmula matemática, fue de 0,06 µg/mL
de NTF.

El límite de cuantificación determinado utilizando
la fórmula matemática, fue 0,08 µg/mL de NTF.

Conclusiones

Nuestros resultados nos permiten concluir que la
determinación de Nitrofurantoína en el suero huma-
no mediante Cromatografía Líquida de Alta Reso -
lución con detección ultravioleta, constituye una
herramienta óptima, ya que requiere de bajas canti-
dades de muestra, con tiempos de respuesta cortos
para el análisis del fármaco, con un rango de cuan -
tificación lineal desde 0,5 µg/mL a 2,5 µg/mL, un
límite de detección de 0,06 µg/mL y un límite de
cuan tificación de 0,08 µg/mL de NTF. Todo ello per-
mite detectar las concentraciones plasmáticas infe-
riores a 2 µg/mL de NTF, las cuales se alcanzan
des  pués de la administración de una dosis oral de
100 mg de NTF. El método analítico es reproducible,
exacto, preciso, se lectivo, sensible y confiable, con
por centajes de recuperación obtenidos con los en -
sayos intradiarios e interdiarios que oscilan desde
95,24% a 98,43% y una Desviación Estándar Re la tiva
promedio inferior al 2%. 
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Figura 4. Curva de calibración de Nitrofurantoína en la mezcla
combinada del suero humano. Rango de concentraciones: 0,5
μg/mL; 1,0 μg/mL; 1,5 μg/mL; 2,0 μg/mL; y 2,5 μg/mL.

Tabla I

Precisión y exactitud intradiaria
de Nitrofurantoína en las muestras

de suero humano a 5 niveles de concentración

Concentración % Promedio de % DERa Número de
de NTF µg/ml recuperación muestras

0,5 95,45 2,60 4

1,0 95,53 2,09 4

1,5 95,60 2,77 4

2,0 96,05 0,74 4

2,5 97,59 1,37 4

% de Desviación estándar relativa
promedio: 1,91% 

Se realizaron cuatro curvas de calibración independientes, prepa-
radas en el mismo rango de concentración e inyectadas por tripli-
cado durante el mismo día. 
a= Desviación estándar relativa

Tabla II

Precisión y exactitud interdiaria
de Nitrofurantoína en las muestras de suero  

humano a 5 niveles de concentración

Concentración % Promedio de % DERa Número de
de NTF µg/ml recuperación muestras

0,5 95,24 2,47 9

1,0 97,54 1,80 9

1,5 95,57 2,54 9

2,0 98,31 1,85 9

2,5 98,43 1,85 9

% de Desviación estándar relativa
promedio: 2,10 %

Se realizaron tres curvas de calibración independientes, prepara-
das diariamente en el mismo rango de concentración e inyecta-
das por triplicado durante tres días diferentes. 

a= Desviación estándar relativa
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