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1. INTRODUCCION

El andlisis farmacéutico comprende aquellos procedimien
tos necesarios para determinar "la identidad, potencia, calidad y
pureza®® de los medicamentos.

La necesidad de conocer la cantidad de un principio acti
vo en un medicamento para asegurar su efecto terapéutico, ha lleva
do a desarrollar métodos que permitan la evaluacién del mismo, ——
los cuales consideran propiedades fisicoquimicas, quimicas, biolé-
gicas y puramente fisicas del principio activo y excipientes.

Es entonces cuando la investigacidn analitica serd reque
rida para desarrollar un método de cuantificacidén satisfactorio, -
esto es, que tenga la sensibilidad adecuada, que sea selectivo pa-
ra usarse sin interferencia de otros componentes en la muestra, ——
que la exactitud y precisidn alcanzadas sean proporcionales a la -
informacién deseada, que sea confiable vy, finalmente. que el tiem~
po requerido para que se lleve a cabo sea razonable.l’2

El proposito de este trabajo es desarrollar un método de
cuantificacidén microbiolégico para una formulacidén inyectable de -
uso veterinario que contiene vitamina B12. Al desarrollar el méto-
do se debe tomar en cuenta que se desea una técnica en la cual los
excipientes de la formulacidn no interfieran en la cuantificacién-
de la vitamina, pues dichos excipientes tienen la caracteristica -
de ser bactericidas, es decir, inhibidores del crecimiento, lo que
hace problemdtica la cuantificacidén de la vitamina, al obtenerse —
resultados erroneos; esto es debideo a que aumentan la difusidn de-
la vitamina en el ensayo en placa dando didmetros de crecimiento -
mds grandes.

Sabemos que el desarrollo de un medicamento involucra -
dos pardmetros: a) la scleccidn de los excipientes adecuados para
una mixima estabilidad del principio activo (sin interferir cn su

accidén terapéutica) y b) la seleccién de las técnicas de cuantifi-



cacidén mds adecuadas para este medicamento.

Para el medicamento de interés se tiene ya un método -—-
desarrollado, este método emplea la cromatografia de liquidos de -
alta resolucidén (CLAR) como método de separacidén y la espectrofo -
tometria como método de cuantificacién.3

La necesidad de desarrollar un método de cunantificacidn-
para la vitamina B12 basado en el ensayo microbioldgico se enfoca
en el interés de tener un método primario de cuantificacién alter—
nativo para dicha vitamina que sea confiable, rdpido y de fécil ma
nejo, y sobre todo que cuantifique la actividad bioldgica de la vi

tamina.



2. GENERALIDADES

2.1. LAS VITAMINAS.

Las vitaminas intervienen en el mantenimiento de las fun
ciones metabSlicas, son sustancias orgdnicas existentes en los ali
mentos, capaces o no de ser sintetizadas por el organismo, actian~
en pequefias dosis ¥ no son usadas como fuente material y energéti-

ca, pero son necesarias para el mantenimiento de las funciones

metabdlicas normales del organismo.

-

2.2. PROPIEDADES DE LA VITAMINA B12.
2.2.1. Propiedades fisicas y quimicas.

La vitamina B12 corresponde a una serie de sustancias
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Fig. 1.- Estructura de la cianocobalamina®



denominadas cobalaminas derivadas de la cobamida, la cual consta -
de un nicleo central denominade corrina con cuatroe anillos pirréli
cos con cadenas laterales amidicas y que contiene cobalte trivalen
te unido a la D-ribosa a través de una cadena de aminopropanol y -~
fosfato. Para formar la vitamina B12, la cobamida se une al dime~
tilbenzimidazol dando lugar a las cobalaminas, La vitamina B12 pro
piamente dicha e¢s la cianocobalamina y posee un grupo ciano unido-—
al cobalto (figura 1), mientras gque la vitamina Bi12a, la hidroxoco
contiene un grupo hidroxilo en vez de cianuro.4

Sal interna de ciano fosfato de 3'- ea
tencobamida conr 5, 6-dimetid~1~a-0-ribo
Lunanoailbengimidagod.

Formula condensada: 063H8800N14014P.

balamina,
Nombre quimice:

Peso molecular: 1355.42
55.74% de C, 6.68% de H, 4.34% de Co,

14.45% de N, 16.5% de 0, 2.28% de P.
Cristales rojos oscuros higroscdpicos.
Oscurecen a 210~220°. No funde a 300°

(descompone). Inodoroe e insipido.

Composicidn:

Descripcidn:

Absorcidn mdxima en agua:
1%

278 nm (Elcm 115)

1%

icm 204)

361 nm (E

1%
. 550 nm (E;C 64 )
Solubilidad: 1 g en 180 ml dc etanol (Q0%)
1 g en 8 ml de agua

insoluble cn acctona, cloroformo y étcr?

2.2.2. Estabilidad.

Cuando ¢s expuesta al aire puede absorber alrededor de -

12% de agua, los cristales hidratados son estables al aire.



La vitamina B12 sc¢ descompone por la accién de agentes ~
oxidantes y reductores, es ligeramente inestable en soluciones —-
dcidas o alcalinas. Por ejemplo, la cianocobalamina es convertida-
en hidroxocobalamina entre pH 3.5 y 6.5 bajo la accidn de la luz,-
esta reaccidn pucde ser revertida o parada por almacenamiento en -
la oscuridad.7 El pH de mixima estabilidad para la cianocobalami-
na estd entre 4.5y 5. 8-10 Una solucidn de cianocebalamina puede—
esterilizarse a 120°C por 20 minutos usindose una solucidn regula-
dora de citratos 0.05 M, pH 4.5, sin que exista evidencia de degra
dacidn. 8-10

La forma hidratada de vitamina B12 es estable sola o en-~
trituraciones secas en cloruro de sodio, sacarosa, manitol y almi-
dén de maiz; los efectos de los aziicares en la estabilidad de la -
vitamina B12 indican que al final de 6 meses de almacenamiento, la
glucosa y fructosa causan 23% de degradacién, sorbosa 11%, lactosa
18% y ambas maltosa y sacarcsa 3%; los aminodcidos ocacionan efec-
tos variados cn la vitamina B12, la mayoria de ellos del 10 al 13%
de degradacidn, mientras la cistina y cisteina ocacionan total des
truccidén de la vitamina a temperatura elevada. 9,10,13,14

Algunas vitaminas, como la riboflavina, tiamina, nicoti-
namida y dcido ascérbico aceleran su descomposicidn; frente a ———
estos efectos los dones férricos cn bajas concentraciones muestran
un efecto protector, el ferrocianuro de potasio e¢s la mds efectiva
de las sales de Fe, ademds pueden usarse tioureas o hidrocafeate -
de etilo, &stos como agentes am:ioxidam;es.8’11_14

La estabilidad de la vitamina BI2 frente a la luz presen
ta 4 aspectos:

i. La exposicién a la luz solar (intensidad aproximada -
de 8000 cd-ft) causan un 34% de pérdida de potencia en la solucidn
neutra de vitamina B12 después de dos horas de cxposicién. A una -

intensidad de 300 ed-ft o menos no hay una destruccién notable des



pués del mismo tiempo de exposicién.16

ii.La luz de una limpara incandescente de un reflector -
de aproximadamente 14000 cd-ft tiene un marcado efecto destructivo
sobre soluciones de vitamina B12 (aproximadamente 45% después de-
dos horas de exposicidén). Este valor decrece en tanto disminuye la
intensidad de la luz. Una intensidad de 3600 cd-ft no ocasiona una
alteracién detectable después de dos horas.16

iii. De fuentes de luz monocromdticas, cuyas intensidades-
corregidas .estdn en el mismo rango, la destruccidn es mds efecien-
te en la regidén de longitud de onda corta. Una alta intensidad de-
luz en el rojo no muestra destruccidén después de dos horas.16

iv. Los resultados obtenidos con luz ultravioleta siguen-
el patrdén obtenido por la luz solar, no presentdndose una re]acéén
1

cuantitativa pues no se establecen luminosidades comparativas.
2.2.3. Productos de degradacidn.
Los productos de degradacidén se han obtenido y estudiado
para deslindar la estructura de la vitamina B12 que ya se conoce;—
estos productos de degradacidén se obtienen por hidrélisis drdstica

de la vitamina. Las reacciones generales para obtener dichos pro -
ductos de degradacidn son:

: R
H.C N

I. Vie. 812 — 1L 30@ >
H N

5, 6—dimetidbenzimidazol 17,18
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CH,

3
H CHCH,CO0H
. 3°j\ l 5CHy
0 0 '

deido DL-2,3-dimetil-  decido DL-3,3-dimetil—

. 7 LHCL
Iv. Vit.B12
2777(12(204 ”3'3

(o}

=

2, 5-dioxo-b~hidroxi-— 2, 5-dioxo-4-hidroxi~
pirrolidin-b—propiont  pirnrolidin-4—propio—
co Lactona. nico.?3
Wa 0 s T |
¢ ey, H,
v. vit.p2 Y219, 3CUCH20HQCN32 |
. f
i
3,3- dimetid- 2, 5-dioxopinrodidin-4-
p/;_api.onam,édcz?‘l

De todos estos productos de degradacidn, los que muestran
actividad en el crecimiento en ratas son:
5, 6—d£m@t¢£bm3,£mida30125; 1—a-D-rnibofurandsido-5, G—W@ilbmgimi—
dazod (a-nibazol)?0; 1-B-D-ribofurandasido-5,6-dimetilbengimidazod ~
(B—/z,éba;o.(_)z ; la actividad de estos compuestos en el crecimiento -

es en niveles de miligramos.



2.3. FARMACOLOCIA.

Las cobalaminas intervienen en muchos sistemas metabdli-
cos; son esenciales para el crecimiento y nutricidn normales, hema
topoyesis normal, produccidn normal de todas las células epitelia-
les {incluso las del tubo digestive) y para conservar la mielina -~
del sistema nerviosc y donde quiera que las células se reproduz—~—-

can2.9

En el organismo la vitamina Bi12 se transforma en dos
coenzimas Bl2, que se encuentran en la sangre e higado, la 5'-de-—-
soxiadenosilcobalamina o coenzima Bl12-unidn de la desoxiadenosina-
con el cobalte-y la mecilcobalamina.4

Se necesita coenzima B12 para la transflerencia de hidrdé-
geno e isomerizacidn donde hay conversidén del mitilmalonato en ——-
succinato, y esto significa que la cobalamina interviene cn el me~
tabolismo de las grasas y de los carbohidratos. Como una forma de-
utilizacidén del dcido preopidnico en los tejidos animales en su —w-w
conversidén por la via del metilmalonato, s posible que una razén-—
de la lesidn neuroldgica en les pacientes con deficiencia de vita-

mina B12 sea su imposibilidad para c¢laborar la parte liquida de la
de la vaina de mielina.4

lipoproteina
forma de vitamina Bl12 quc se necesita para convertir-

La
la homo~cisteina en metionina cn ¢l mamifero es la metilcobalamina
(figura 2).
La vitamina B12 intervienc en el mantenimiento de los ~~
grupos sulfhidrilos (SH) en la forma reducida necesaria para la ~-
funcidn de muchos sistemas enzimdticos activados por grupos SH. ——
Puede fomentar la formacidén de metionina en parte al disminuir la-~
oxidacién del grupo SH de la homocisteina, que es aceptor de meti-~

10.%7>%8
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H,G=0 DPNH
PRECUSORES DE s 10 s 10
ACIDOS NUCLEICOS ¥ 8 O METILEN—THF N, N'C_METILEN-THF
REDUCTASA. .
FORMIMINO— PN
GLUTAMATO
- TETRAHIDROFOLATO

"CLUTAMATO NS—METILnTHF

PURINAS Y PIRIMIDINAS

ATP Mg
DE ACIDOS NUCLEICOS

METIONINA
B12 ENZIMA

FADH2

ADENOSIL

METIONINA
METIONINA HOMICISTEINA

Fig. 2. Ciclo de tetrahidrofolato en el cual
interviene la vitamina B12

La wvitamina B12 interviene en la sintesis de las pro~———

teinas pos su papel en la sintesis de metionina, y posiblemente de
otros modos también. Como la metionina interviene en la elabora-——

cidén de los lipotrdpicos colina y betaina, este es otro punto en -

el que la cobalamina desempefin un papel en ¢l metabolismo de los -
lipidos.29~32

2.3.1. Mecansimo de accidn.

Referente a su mecanismo de accidén debe tomarse en cuen—
ta que en las anemias megalobldsticas existe un trastorno del meta
bolismo del &dcido desoxirribonucléico, necesario para la correcta-
hematopoyesis y crecimiento de las células epiteliales; pero este-
trastorno existe tanto en las anemias por deficicencia de vitamina-
B12 como a las debidas a deficicencias de dcido félico; pero ademis

el dcido félico tambien cs capaz de convertir una médula dsca mega
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loblistica en nomobldstica, en los casos de anemla permiciosa y
otras anemias megalobldsticas, pero no mejora las lesiones neurmlé
gicas de la primera, pudiendo por el contrario agravarlas. Existe-
por lo tanto, una interrelacidn entre la vitamina B12Z y folato en-
sus accipnes sobre la medula dsea. La vitamina B12 no actiia di~-—
rectamente sobre la medula Ssea sino a través del dcido félico, en
el sentido de que una deficiencia de la primera lleva a un trastor

no de metabolismo del segundo, que es la causa de la anemia megalo
bléstica.4’28

2.3.2. Absorcidn.

La cianocobalamina se absorbe de manera cuantitativa y -

con rapidez en los sitios de inyeccidn intramuscular y subcutdnea,
plasma dentro de la hora sipguiente a-
. . . 2
la inyeccidn 1ntramuscular.4’ 9

alcanzandose su mdximo en el

Para que se absorba por el intestino es necesaria la ——-
presencia del factor intrinseco gistrico (glucoproteima) que, al -
combinarse con la vitamina Bl2 permite su absorcidn, quec se reali-
za en el fleon y muy poco en el yeyuno y colon. En la anemia perni
ciosa en que falta dicho factor intrinseco la absorcidn intestinal
es muy pobre, requiriendose dosis por lo menos 100 veces mayores -
por via oral que por via parenteral, para conseguir efectos ¢ritr2
poyeticos similares, ya que la mayor parte de la vitamina B12 ———-
aparece en las heces (hasta e. 90%); si se agrega factor intrinse-
co en forma de polve de estdémago de cerdo, la absorcidm aumenta y-
ejerce su accidn eritropoyetica a pequefias dosis.4

2.3.3. Destino.

Una vez absorbida, 3a vitamina B12 pasa al plasma san——-
guineo, y su nivel se eleva llegando a valorcs normales en la ane-

mia permisiosa, cuando se administra dicha vitamina en dosis conve



nientes. En el plasma se encuentra en su mayor parte combinada —
con las globulinas, x-globulina o trancobalamina I y especialmente
ﬁ—globulina o transcobalamina II, pof lo que se almacena especial
mente en el higado, donde se transorma en las enzimas metilcobala-
mina y 5'-desoxiadenosilcobalamina, pasando posteriormente a la ——

medula &sea donde sec utilizan para regular la critropoyesis.4
2.3.4. Excrecidn.

La vitamina B12 administrada por las vias intravenosa o-
intramuscular que sobrepasa la capacidad de enlace del plasma, del
higado y de otros tejidos se elimina por filtracidn glomerular, y-
la depuracidn es aproximada a la de la insulina. También es excre-—
tada en la bilis y se vuelve a absorber en el intestino —-circula--

29

cidn enterohepitica~.
2.4. METODOS DE ANALISIS.

Los metodos para determinar la vitamina Bl12 pueden en———
globarse en tres grupos:'biolégicos, microbioldgicos y quimicos. -
Los métodos bioldgicos son lentos y dificiles de realizar ya que -
en ellos utilizan animales de experimentacidn -~conejos,ratones, —-—
etc.—, que necesitan con cuidados previos a su utilizacidén y un ~—
manejo cuidadoso, por lo que se necesitan instalaciones especiales
para su realizacidn. Los métodos microbioldgicos son mds scnsibles
y rdpidos, se requiere personal especializado, no necesitandose ~-—
trabajar en arcas amplias. Ambos métodos, bioldgicos y microbio-——
1légico, son reproducibles con sensibilidades buenas, pero para —-
llevarse a cabo se hace necesario un control estricto en la reali-
zacidén del trabajo. Los métodos quimicos tienen tambien, sensi———-

bilidades adecuadas, pero menores a los métodos anteriores, son —-
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mucho mids rdpidos y con buena reproducibilidad.37
2.4.1. Métodos Quimicos y‘Fisicoquimicos.
2.4.1.1. Ensayo espectrofotométrico de vitamina B12Z.

Una solucidn acuosa de cianocobalamina tieme los siguien
tes midximos de absorcidn:

278 nm (+ 1 nm), Eifm 115

361 nm (+ 1 nm), Eifm = 207

550 mm (x 1 mm), EX%_ - 63

La absorcidén a 361 nm es apropiada para la determinacidn
espectrofotométrica. La extincidén a 550 nm es comparativamente ——-—
menor por lo que se obtienen métodos menos sensibles. La determina
¢idén de cianocobalamina por medicién de absorbancia a 361 nm es el
método empleado por la USP.7’33’34’62

2.4.1.2. Ensayo espectrofotométrico de vitamina Bl12 por

medio de diacinida.

El método estd basado en la diferencia entre el espectro
visible de la vitamina B12 ¥y el espectro de su complejo diacinidi-

co formado en solucidén ante la presencia de exceso de iones ciano-
a 582 am. 35

2.4.1.3. Determinacidén colorimétrica con sales

R-nitrosas.

El método comprende la oxidacién de la muestra de ensayo

con perdéxido de hidrégeno y la solucién resultantc es tratada con-
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una solucidén R-nitrosa (l-nitroso-2-naftol-3,6-sulfonato disddico),
a un pH apropiado. El color rojo-naranja asi desarrollado tiene un

miximo a 420 nm y obedece la ley de Beer entre 100 y 600 mcg de ~—
vitamina 312.7

2.4.1.4.

Determinacidn espectrofotométrica de cianuro
en la vitamina B12.

El ensayo de grupo

ciano en la vitamina Bl12 proporciona-—
un método especifico para la

determinacién de dicha vitamina, esto
de cianuro puede ser liberada de cada
un método de reduccidén o por procedi-
miento de eliminacidén y el cianuro es aislado cuantitativamente --—

es debido a gue una molécula

molécula de vitamina B12 por

como cianuro de hidrdgeno el cual se determina colorimétricamente-—
con reactivo de fosfato de cloramina-T y reactivo de pirazolona-——
piridina, obteniendose el color azul que obedece la ley de Beer —-
entre 5 y 400 ng de vitamina B12 y tiene un miximo a 620 —

2.4.1.5.

Determinacién por espectroscopia de
Absorcidn Atdmica.

El método involucra la disolucidén de vitamina B12 y  —

subsecuente determinacidn del cobalto complejado por espectrosco~—
pia de absorcién atémica.’

2.4.1.6. Ensayo de trazas radioactivas.

El ensayo comprende el uso de una forma marcada de vi——-
tamina conteniendo cobalto radiactivo para la determinacidén de la-
vitamina Bi2 en mezclas complejas, cdpsulas de vitaminas y ciano—-

cobalamina sola. La adicién de vitamina B12 radiocactiva al inicio-
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del experimento permite una determinacidn exacta del porcentaje -
recobrado del trazador por medicidén de la radicactividad, del cual
el porcentaje recobrado de vitamina es computado y analizado.7

2.4.1.7. Determinacidén por cromatrografia en papel.

Ia cianocobalamina es separada de otros componentes (al-
gunas vitaminas) por cromatografia en papel usando butanol secunda
rio saturado de agua conteniendo 1% de dcido acético como solvente

revelador, las manchas son eluidas y determinadas espectrofotomé——
tricamente.7’36

2.4.2. Métodos microbioldgicos.

2.4.2.1. Ensayo con QOchromonas malhamensis (ATCC 11532).

Esta alga es la mis especifica de todos los demds micro-
organismos usados para cuantificar a la vitamina B12, ya que res——
ponde a aquellas cobalaminas (benzoimidazol-cobalaminas) que po———
seen efecto terapéutico a la anemia perniciosa. EL ensayo se afcco-—
ta por la presencia de grandes cantidades de metionina, que simula
actividad de vitamina B12 cuando se emplea este microorganismo. ——
Sensibilidad 1 pg = 10_12g.37'41

2.4.2.2, Ensayc con Luglena gracilis cepa 2
(ATCC 12716) :

Este organismo no es tan especifico como el anterior, pe
ro comparte con aquel la propiedad de responder solamente a cobala

minas, como las adenina-cobaleminas, clinicamente inactivas. Sensi
bilidad 1 pg = 10~ 1%4.7,37-41

-8
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2.4.2.3. Ensayo con Escherichia coli 113-3
(ATCC 11105).

Este organismo esponde al factor B (derivado no nucledti
vdo de la ciaﬁocobalmina), una amplia variecdad de cobalaminas y a —
metionina. Es aplicable cuando l1a vitamina B12 se encuentra libre-—
de materiales interferentes. La sencilles técnica y ahorro de tiem
po que supone la realizacidn de este ensayo microbioldgico puede —

compensar la desventaja que representa su escasa especificidad§8_44

2.4.2.4. Ensayo con Lactobacillus leichmannii

(ATCC 4797 y 7830).

Este organismo responde a una gran variedad de cobalami-—

nas y a desoxirribdsidos, los cuales desvian los requerimientos de
Cobalamina.7’37—41’45’46

pg = picogramos
2.5. EL METODO MICROBIOLOGICO.

La necesidad de comprobar la cantidad de un principio ac
tivo estipulada en el marbete de un medicamecnto como una medida de
comtrol de calidad, ha llevado a desarrollar métodos en los cuales
se consederan las propiedades quimicas, fisicoquimicas y puramente
fisicas del principio activo puro. Para muchos principios activos,
estas consideraciones son suficientes para su cuantificacién, pero
para otros no es tan sencillo, pues estas caracteristicas no son -
suficientes o no son tan confiables, cntonces la alternativa obvia

es considerar sus propiedades b;'Lo]_é;g;'LCas./’5(J

Desafortunadamente las propicdades bioldgicas no pucden-~



ser cuantificidas facilmente debido a que los métodos bioldgicos —
puros nunca han sido exitosos principalmente por la variabilidad —
inherente al sistema bioldgico (uso de animales), por esta razén -~
se ha optade por trabajar con microorganismos, les cuales han ————
demostrado tener una respuesta mids uniforme y un mancjo mas sen-——
cillo. 37,56

Los dos métodos de Ensayo Microbioldgico mis comunmente—

usados son el método el placa (Difusidén en agar) y el método en ~-

tubo (Turbidimétrico). EL fundamento de ambos métodos es la com—-~

paracidén cuantitativa del efecto de dos sustancias sobre el creci~
miento de un microorganismo apropiado en un medio nutriente. Las -~
dos sustancias son un estdndar y una mucstra cuya potencia serd —w
determinada. El efecto puede ser para inhibir ¢l crecimiento, como
es el caso de los antibidticos, o para promover el crecimiento, ~-

como es el caso de las vitaminas y aminoécidos.60’61
2.5.1. EL ensayo de difusidn en agar.

£l ensayo microbioldgico se basa en la respuecsta que -~
presenta un microorganismo a la accidén de una vitamina, la cual se
hace difundir a través de un gel nutriente inoculado con dicho —--
microorganismo de prucba. La respuesta que se presenta es la promo
cidén del crecimiento; esta respuesta deberd seguir una funcidn -—
directamente proporcional a la concentracidn del compuesto a pro--—
bar y cumplir con las caracteristicas de precisidn, exactitud y —-
linealidad del método. Como se observa, el ensayo microbioldgico -
plantea una problemditica complicada pero no dificil de solventar,-
por lo gque se deben definir los pafimctros que afectan la respues—
ta, estos se pueden enunciar como sigue:50*52’56’60’61

a)

Seleccidn del organismo de prueba, cuya sensitivi-~
dad sea inherente 2l compuesto.
b) Densidad del indculo: la concentracién del microorga

nismo seleccionado debe ser la adecuada y uniforme -
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en el medio, para obtener una

respuesta reproducible
del microorganismo indicador.

c) TFormulacidén y condiciones del medio nutriente: que -

el medio nutriente sca dptimo para el crecimiento -—

del microorganismo de prueba.
d) Espesor de la capa de agar: este es un punto.muy —-—

importante pues se sabe que a un mayor grosor de —~

capa, la anchura de las zonas decrece y la sensibi--

lidad del método disminuye.
e) Volumen de la solucidén de prueba aplicada a la capa:
esta deberd ser lo suficientemente grande

para ac—-——
tuar

como un reservorio de concentracidén censtante

o deberd ser un volumen estédndar, para no tener di--

ferencias en la difusidén de la muestra.

f)} Tiempo de aplicacidn de la solucidn de prueba: si ——
los estdndares y los problemas se aplican a distin--
tos tiempos la aifusidn de ambos serd diferente y —-
por lo tanto variard la respuesta.

g) Temperatura de incubacién: habrd que seleccionar la-

temperatura adecuada de crecimiento mds uniforme, ——

donde la relacién dosis-respucsta sea la mejor.

- 2.5.1.1. Discfio 2 + 2, dosis,

La respuesta que presenta un microorganismoe frente a un
factor de crecimiento es casi inmediata, esta rcspucesta depende,—
no obstante, de la dosis administrada, ademds s¢ ha encontrado ——
que esta relacidn es usualmente caracterizada por una curva dosis
-respuesta de tipo logaritmica, existiendo por lo tanto una rcla-
cidén casi directa entre la dosis y la rcspuestu.64

Las potencias de muestras desconocidas pueden ser detcer-
minadas por medicidn de la respuesta a una dilucidn apropiada y —-
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y leida de una curva‘dosis—respuesta.56

Mientras que es perfectamente legitimo comparar la res-
puesta de una muestra con la respuesta de una curva estdndar de—-

terminada al mismo tiempo, es preferible usar un disefio alterna———

tivo de experimentacidn que proveerd: (1) mejores resultados por -
la misma cantidad de esfuerzo prictico, y (2) algunas indicaciones
de la validez del ensayo.s6

Las caracteristicas especificas de la relacidén recti———-
linea logaritmo dosis-respuesta son:56

i. La linea de respuesta de cualquier otra sustancia ---
cualitativamente identica deberd ser paralela a la del estdndar, -
de donde la pendiente puede ser medida no solamente de la estdndar
sino tambien de la muestra.

ii. Es esencial tener por lo menos dos niveles de dosis -
pra estimar la pendiente de la linca dc respuesta. en contraste ——
con la respuesta lineal aritmética, donde una observacidn y el —-—-—
origen son suficientes.

Knudsen y Randall (1945) describieron un disefio simétri-
co, balanceado y eficiente para el ensayo de penicilina. Este ———
disefio emplea dos niveles de dosis tanto de la estdndar como de la
muestra, la proporcidén entre la dosis alta y baja es la misma para
ambas preparaciones, este disefio se conoce como disefio 2+2; para -
este disefio cada una de las cajas dé petri incluyen una de las ——-
cuatro dosis (tratamientos), y asi la replicacidén es igual al ni—-
mero de cajas,y.es lo mismo para todos los tratamientos.56

La figura 3 es la representacién grifica de la relacién-
dosis-respuesta para dos preparaciones, estdndar y muestra, las —-
cuales tienen la mismz potencia nominal, y por consiguiente su di-

ferencia en potencia es revelada por la distancia vertical entre-

las linecas paralelas.56

El significado de la respuesta (didmetro de zonas de ———
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vrecimiente) es calculado de la siguiente manera:

Sta_= respuesta promedio de la dosis alta del estdndar

dosis baja del estdndar
dosis alta del problema

dosis baja del problema
Asumiento que las lineas son esencialmente paralelas

5tb = respuesta promedio de la
Pa = respuesta promedio de la

Pb = respuesta promedio de la

pero gque la respuesta estd sujeta a errores del azar, entonces la—
mejor estimacidn de la diferencia en la respuesta debida a la dife
rencia entre la dosis alta y baja es obtenida como la medida de —-

esa diferencia para el estdndar y la muestra y se conoce por E.56

E =% [(sta-sth) + (Pa-Pb)}

Similarmente la mejor estimacidén de la diferencia en la-~
respuesta debida a la diferencia entre la muestra ¥ el estindar &s

obtenida por la diferencia de los promedios de los dos niveles y -
se conoce como F.s6

F =% [(Pa-sta) s+ (Pb-Stb)}

De la figura 3 se observa que la diferencia en el log-—-
dosis correspondiente a E es I que es el logaritmo de la relacidn-

de dosis, y que correspondiente a F es M

que ¢s el logaritmo —~-~-
{base 10)

de la relacidén de las potencias del problema y estdndar
La grafica tambien mucstra el simbolo b, el cual es la diferencia-
calculada en la respucsta (asumiendo gue es una linca recta) que -
corresponde a un intervalo de dosis de proporcién 10:1.56

De todo esto sc obtienen gque los cocientes geométricos -
son: F/M = E/I = b/leg 10 = b
de donde :

M=f/b
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Fig. 3

En el caso donde la muestra y el estdndar son de poten—-—
cias semejantes, la correspondiente razdén de potencias es obtenida
simplemente por§

R = antilog M
con lo cual se puede obtener el porcentaje de active en la muestra
proble con:

X = looyRCD

donde
R = potencia
concentracidén de la dosis alta del estdndar
D = factor de dilucidn
concentracidn tedrica del activo en la muestra

X = porcentajec del active en la muestra
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3. OBJETIVOS

Desarrollar un método microbioldgico de andlisis cuantitativo

para la cianocobalamina en una solucién inyectable de uso ~—-

veterinario.

Validar el método microbioldgico.

Estudiar las ventajas y desventajas del método microbioldgico

con respecto a un método de cromatografia de liquidos de a2lta
resolucidén.
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4. HIPOTESIS

Controlando las condiciones de las variables que afectan el método
microbioldgico de andlisis cuantitativo para la cianocobalamina —-

(vitamina Bl12) se busca que método desarrollado sea exacto y pre—-—

ciso.
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5. MATERIAL
5.1. REACTIVOS.

Etanol R.A.

Acido Sulfurico R.A.

Clorure de Sodieo

Cloroformo R.A.

Fosfato de potasio monobdsico
Fosfato de potasio dibdsico anhidro
Sulfato de amonio

Sulfato de magnesio

Citrato de sodio

Metanol grado UVASOL

Bacto Agar

Bacto Dextrosa

Medio cultivo Minimal Agar Davis

- Medio de cultivo Agar Soya Tripticasa (TSA)
5.2. EQUIPO.

Espectrofotémetro

Potencidmetro digital

Microgeringa (25 mcl)

Columna g-Bondapak C18 de 5 micras,

30 cm de longitud y 3.9 mm de didmetro

Cromatégrafo de liquidos de alta resolucién,

equipado con detector de longitud de onda fija

MERCK

J.T. BAKER

“J.T. BAKER

J.T. BAKER

MERCK
DIFCO
DIFCO
DIFCO
DIFCO

BECKMAN Mod.
DU-8
BECKMAN Mod.
3500
HAMILTON

WATERS ASS.

WATERS ASS.
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Integrador ’ HEWLETT PACKARD
Mod. 33904

Centrifuga de control de tiempo integrado INTERNATIONAL
EQUIPMENT Co.
Mod. 380

Autoclave MAN-PLAY

Medidor de zonas FISHER-LILLY

Incubadora Precisidn GCA. CORPORATION

Membranas tipo FG y HA de 0.45u MILLIPORE

Campana de flujo laminar

Horno

Penicilindros

Colocador de penicilindros CRAFT

Mechero Fisher

Pipetas Pasteur
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6. METODOS

6.1. DETERMINACION CUANTITATIVA DE VITAMINA B12 POR EL-
METODO MICROBIOLOGICO (DIFUSION EN AGAR).

6.1.1. Preparacidn de la solucidén reguladora de fosfatos
0.2 M pH 7.6.

Preparar una solucién reguladora de fosfatos pH 7.6 con-
una concentracién de¢ 0.2 M, de acuerdo a la USP XX.

6.1.2. Preparacidén del estdndar de referencia.

Pesar aproximadamente 40 mg dec vitamina Bi2 (cianocoba--
lamina) en un matraz volumétrico de 100 ml, llevar -el volumen con-
agua deionizada estdril (Solucidén Stock). De esta solucién pasar -
1 ml y llevar al aforo de 100 ml; de la solucidén anterior tomar —-
5 ml y 1llevar a 50 ml con agua deionizada estéril (Solucidén A). De
la solucidn A tomar 10 ml y llevar a 50 ml (Dosis alta del estdn--
dar, Sta). De la solucién A tomar 5 ml y llevar a 50 ml (Dosis —-—
baja del estdndar, Stb). ’

6.1.3. Preparacién de la muestra problema.

Homogenizar la muestra y transferir 1 ml a un tubo de —-
ensayo, adicionar 3 ml de solucidén reguladora de fosfatos pH 7.6 +
0.1, agitar vigorosamente por § minutos, dejar reposar 5 minutos,
filtrar y pasar 1 ml del filtrado y llevarlo a 10 ml con agua —-—-
deionizada estéril (Solucidén B). De la solucién B tomar 2 ml y llc
var a 25 ml (Dosis alta del problema, Pa). De la solucidén B tomar-
2 ml y llevar a 50 ml (Dosis baja del problema, Pb).
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6.1.4. Preparacidén de la solucién salina 0.9%.

Pesar 0.9 g de cloruro de sodio y llevarlo al aforo a -

100 ml con agua destilada y esterilizar.
6.1.5. Preparacién del microorganismo de prueba.

EL microorganismo de prueba es Escherichia coli 113-3 -

(ATCC 11105), este se mantiene a 5°C en tubos de medio inclinado -

TSA, y se resiembra cada semana para mantenerlo activo. Para el —-

ensayo se usa al microorganismo con un dia previo de resiembra; -—-

adicionar alrededor de 10 ml de solucidn salina a tubo resembrado,

separar al microorganismo del medio suspendiendolo en la solucidn-

salina, colectar el sobrenadante, centrifugar 20 minutos a 2500 ~--
rpm, separar el sobrenadante, lavar la masa de células 3 veces con

solucidn salina estéril, despues del ultimo lavado adicionar 10 ml

de soluciédn salina, agitar y ajustar la suspensién a una trans——--—

mitancia del 10% a 530 nm.

6.1.6. Preparacidn de cajas.

En esta técnica se utiliza unicamente una capa de agar -
que se inocula cuando se encuentra a 52°C, con 6 ml del micro--——-
organismo ajustado por cada 100 ml de medio. Utilizar 20 ml de -—-
medio inoculado por caja, dejar solidificar las cajas por 2 minutos
aproximadamente. )

Las cajas se marcan como se muestra en la figura 5, co—-
locér 6 cilindros a cada una de las cajas a intervalos de 060° y en
un radio de 2.8 cm. Aplicar los problemas y estdndares con pipeta
Pasteur como se muestra en la figura 5. A
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Stn = Dooin nlts del ectindnm;
lecturna )} *

S¢t% = Dogis bnjo del eotdndar
lecturan)

Pe = Dooin alto dedl yprotlemn
lecturna)

Pb = Dooin btaja del problemn
lecturos)

Fipre 5. Colocncidn de penicilindros

{promedio 4o
{promedto de
(pronendio do -

{promedio de
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Cubrir las cajas con tapas de porcelana porosa o tapas —
dervidrio con papel filtro e incubar a 37°C por 18 horas ————— —_
aproximadamente, leer las cajas en un medidor de zonas, y se rea—-
lizan los calculos de acuerdo a las siguientes formulas:

E =

e

‘(Sta—Stb) + (Pa—Pb)]

F=1% [(Pa- sta) + (Pb-Stb)}

Sta Pa
I =tog 555 = o8 5%
E ¥ .
b = I M = 5 R = antilog M
% cuantificado _ RxCxDx 100
de vitamina B12 mcg tedricos

donde:

E = estimacidén de la diferencia en la respuesta debida -
a la diferencia entre las dosis

F = estimacidén de 1la diferencia en la respuesta debida -
a la diferencia entre la muestra y el estdndar

R = relacidén de potencias

I = relacidén de dosis

C = concentracidn de dosis alta del estdndar
en mcg/ml

D = factor de dilucién
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6.2. DETERMINACION DE VITAMINA B12 POR CROMATOGRAFIA —
DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION.

El método involucra la utilizacidn de una cromatografia—
de fase reversa, para lo cual se utiliza un cromatdgrafo de liqui-
dos con detector de longitud de onda fija.

Tas condiciones son:

Fase mdvil: agua:Metanol (70:30)

Vel. Flujo: 0.7 ml/min

Detector: 546 am

Atenuacidn: 23 (8)

Vel. Carta: 0.25 em/min

Columna: ,L—Bondapak CIB de 5 micras

30 mc de longitud y 3.9 mm de ——-
didmetro WATERS ASS.
Tiempo de Tetencidn: + 9.8 minutos
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7- DESARROLLO DEL METODO

Para el desarrollo general de la técnica microbioldgica-—
se selecciond al microorganismo apropiado simultdncamente con las-—
condiciones de andlisis, los pardmetros se optimizarén para el -———

método, siguiendo el diagrama de flujo que se muestra en seguida:

[revision B1BL10GRAFICA |

FORMULAC 1 OR
TECHICA
WICROBIOLOGICA
. SELECCION DEL METODO DE

SEPARAC ! OH

CONCENTRACION
DE VITAMIMNA B12

H1CRODRGAN tSMO
APROPLADD

VOLUMEN DE uWEDIO
IROCULA DD
ESPECIFIC1DAD

COMPARACION DEL METODO MICROBIOLOGICO
FRENTE A UN UETODD DE CROMATOGRAF 1A DE
L1QUIDCS DE ALTA RESDLUCION

CANTIDAD DE
MICKOORGAN | SuD

7.1. DESARROLLO DE LAS TECNICAS MICROBIOLOGICAS.

Para la eleccidén de la técnica microbioldgica mds ade———
cuada de cuantificacién de vitamina B12 se considerardén las téc———
nicas gue sc¢ tienen ya rcportadas (ver sec. 2.4.) y se seleccio—--
nardn las mids iddncas para llevarse a cabo en el laboratorio y --
poder asi decidir por la mis adecuada. Los métodos que se escogen-—

son un método microbioldgico turbidimétrico y otro de cilindro———-—
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placa.
A) Andlisis turbidimétrico.

Para realizar el método turbidimétrico, se toma como ba-

se la técnica descrita en la USP XXI en donde se utiliza al
Lactobacillus leichmannii

ATCC 7830 como microorganismo indicador

Para este método se utilizan tres tipos de medios, uno -
para mantener al microorganismo de prueba, otro para preparar el —
indculo y el tercero para el ensayo mismo. El medio de mantenimien
to conserva la viabilidad ¥y la sensibilidad del organismo de prue-
ba para el ensayo, en cste caso se trata del medio Bacto-B12 Cul——
ture Agar USP -(DIFCO 0541), este medio es preparado de acuerdo a -
la férmua especificada en el tercer suplemento de la USP XIV para-
el crecimiento de L. leichmannii ATCC 7830 usado en el ensayo de—
vitamina B12, este medio es tambien recomendado para el cultivo de
otros Lactobacillus ¥y otros microorganismos asidiricos. El medio-
de indculo acondiciona al microorganismo para ser usado inmediata-
mente, para este propdsito se utiliza el medio Bacto-Bl12 Inoculum-
Broth USP (DIFCO 0542) el cual tiene las mismas caracteristicas—
que el anterior, con la diferencia de ser un medio liquido; final-
mente el medio de ensayo permite la cuantificacidn de la vitamina,
por lo que se usa el medio Bacto-Bl2 Assay Medium USP (DIFCO 0457)
que se prepara de acuerdo a la férmula dada en la USP XV para el -
ensayo microbioldégico de la vitamina Bl12, estd libre de vitamina -
Bl2 pero contiene todos los otros factores necesarios para el cre-—
cimiento de L. leichmannii ATCC 7830.

La adicidn de vitamina a este medio sc¢ realiza en incre-
mentos especificos de concentracidén dando una respuesta del micro-
organismo equivalente a estos incrementos dc¢ cianocobalamina, esto

se ve mejor explicado basandose en una curva dosis-respucsta, la -
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variable independiente serd el factor de crecimiento, que es la -
cianocobalamina y la respuesta medida es el crecimiento del micro-
organismo de prueba en el medio liquido que puede ser medido tur~-
bidimétricamente. Para el funcionamiento del ensayo turbidimétrico
se utilizan series de tubos con el medio de ensayo y se adicionan-
cantidades graduales de la vitamina estdndar y de la muestra junto
con un blanco control, se inoculan con una cantidad medida de sus-
pensidén de microorganismo indicador, se incuban en bafio de agua y—
la respuesta se lee espectrofotométricamente midiendo transmitan——
cia.

Para la realizacidén de este método se¢ optimizaron las -—
concentraciones necesarias de vitamina B12 para construir la curva
de calibracidén empleada en la cuantificacidédn de la cianocobalamina.
También se determindé la cantidad minima de puntos necesarios para-—
la curva, la cantidad de indculo y el tiempo de incubacidn; todas—
estas caracteristicas se obtuvieron a partir de la materia prima,-
del placebo (formulacidén completa sin vitamina) y de la formula——
cién completa con vitamina Bl12.

B) Andlisis por difusidn en agar.

Para el métode de cilindro-placa se tomaron en cuenta —-
las técnicas reportadas con anterioridad, seleccionandose la mids -
adecuada a las necesidades que se presentan. Se utilizd como micro
organismo indicador a la Escherichia coli 113-3.

En este ensayo de difusidén en agar se utiliza el disefio-
2+2, en el cual se emplean dos niveles de dosis tanto del estdndar
como de la muestra, teniendo que la proporcidn entre la dosis alta
y baja es la misma para ambas preparaciones, para este disefio cada

una de las cajas de petri incluyen una o dos de las cuatro dosis -
(ver sec. 2.5.1.1.).
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El ensayo microbiolédgico en placa depende de la difusién
del factor de crecimiento (que cs la vitamina B12) requerido que —
se encuentre contenido en cilindros de acero inoxidable sobre el -
agar inoculado y la resouesta del microorganismo se determina por-
la medicidn del didmetro de la zona de crecimiento alrcdedor del -
contenedor de acero inoxidable, se aplican muestras del estdndar -~
para hacerse la confrontacidn. Para este método se optimiza la con
centracidén del microorganismo en el agar inoculado, se optimiza 1la
actividad del microorganismo, se optimizan las dosis alta y baja -~
que se aplican tanto del estdndar como del problema, todas estas -
caracteristicas sc obtienen a partir de la materia prima, del pla-
ccbo y de la formulacidn completa como en el método anterior.

Para la optimizacidén de las concentracionecs tanto de la-—
dosis alta y baja de los cstindares asi como la actividad del ———-—
microorganismo se¢ disciid un experimento en el cual se prueban con-

centraciones de microorganisme y concentraciones de principio acti

vo que han sido utilizados con anterioridad en otros métodos de ——
cuantificacidén (Syntex, Desarrollo Microbiolégico). Ahora bien, -~
las respuestas presentan el didmetro de las zonas de crecimiento -~
que se van obteniendo, observandose (tabla 1), que los mejores did
metros se encuentran usando una coencentracidn de microorganismo de
G ml de una solucidn al 10%T (530 nm) por cada 100 m) de medio y -
como dosis alta a 0.08 meg/ml y dosis baja 0.04 mcg/ml; esta selec
cidn se realiza de acuerdo al tamano de la zona de crecimiento, --
esro es que la obtencidn de zonas de crecimiento demasiado grandes
se deforman y ocacionan resultades erroncos, asi mismo cuando se -
obticnen zonas de crecimiento pequefias se obtienen errores en la -
cuantificacién del activo.

Con respecto a la actividad del microorganismo se disefid

un experimento somejante al anterior, en este se pruecba la edad —-
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) OFTIMIZACION DE LA CCONCENTRACION DE (HOCULD

MICRDCRGANISMD 10T g 530 nm

ViTaMIMa 812

2mi /100 mb'  4mt/100mi2 Gmt/100m!’

0.20 mcg/m}
9.10 meg/mt
0.08 meg/m}
3.04 meg/mi

27.0 mm 25.6 mm 23.6 mm
26.8 mm 24.3 mm 22.0 mm
23.1 mm 21.1 mm 19.6 mm
21.8 mm 19.0 mi 17.6 mm

TABLA 1. Relacidn de la concentracién del microorganismo

y de la concentracidén de la vitamina Bi2. (' )=difusidén —-

elevada, halos poco uniformes; (2)=difusién media, halos~

poco definides; (

#}= difusidn uniforme, hales definidos.

ACTIVIDAD DEL MICROORGANISMO

l 1

£pAD DE LA CEPA TIPO DE CRECIMIENTO A}f
10 O1AS ZONAS DE CRECIMIENTO
MUY FOCO DEFINIDAS °
) S D1AS ZONAS DE CRECIMIENTD
POUCQ DEFINIDAS

DYA ZOMNAS DE CRECIMIENTO
BIEN BEFINIDAS

i,

TABLA 2. Actividad del microorganismo, Escherichia coli
113-3 (ATCC 11105)
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del microorganismo, observandose (tabla 2), que el microorganismo-—

con una edad de 1 dia previo de resiembra es el que produce mejo——

res resultados, y esto es explicable puesto que un microorganismo-

con una actividad adecuada responderi con una gran energia y se ——
obtendran resultados mis confiables.

Para la cleccidén de la técnica microbioldgica se toman -
con consideracidn las ventajas y desventajas de cada uno de los —-—
métodos probados para poder elegir al mis adecuado a las necesi——-
dades que plantea el trabajo. De esta manera, el método de difu——
sién en agar presenta las siguientes caracteristicas: un tiempo de
andlisis pequeflo, vnicamente un medio para €l ensayo, el micro————
organismo tiene un nivel de respuesta bueno y ademds e¢s poco deli-
cado, es decir que no es necesario tener muchos cuidados con el, -
se preparan pocas diluciones y tienen un costo reducido, por lo -
cual se cumplen los objetivos buscados. El turbidimétrico, por el-
contrario, muestra problemas de respuesta del microorganismo, es —
decir, se necesitan mayores cuidados para obteflerse una respuesta-—
adecuada, tienc un tiempo de andlisis critico, esto es debido a ——
que una vez iniciado el andlisis no se puede detener en ninguna ——
etapa hasta obtener los resultados, es poco prdctico para ser usa-—
do rutinariamente, utiliza tres medios de cultivo distintos que no
pueden ser preparados en el laboratorio, por
eleva.

1o cual su costo sec—
Por estas razones se sclecciona al método de difusidn en ——

agar como el método adecuado a nucstras nccesidades.

7.2, CONFRONTACION DE LA INFLUENCIA DE LOS EXCIPIENTES-
EN LOS METODOS DE ANALISIS.

en la tabla 3 se mucstran algunos resultados de cuantifi

caiones de vitamina B12 realizados por leos dos métodos en la mate-

ria prima, la formulacidn y el placebo de vitamina B12, en cllos-
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se observa que en la formulacién existe la influencia de esta, es-

decir que existen excipientes interferentes a la cuantificacién de

la vitdmina por este método microbioldgico, esta interferencia es—

aditiva, es decir aumenta la difusién de la vitamina en el medio,-

dando zonas de crecimiento de mayer tamafio aparente pues se obser-—

va una zona, dentro de la zona de crecimiento, que se encuentra —-—

ausente de crecimiento celular.

una vez seleccionada la técnica microbioldgica de cuanti

ficacién de vitamina 'B12 se procede a desarrollar un método para -

eliminar esos excipieuntes interferentes que impiden la cuantifica-

COMPARACION DE METODOS

TURBIDIMETRICO DIFUSION EN AGAR
ANALISIS MP F P MP F P
1 100.32 64.42 ——— 99.97 124.67 —_——
2 99.32 62.32 ——— 99.01 123.34 ————
3 100.73 54.33 ———= 100.87 132.98 ————
4 101,65 64,92 —_—— 101.386 129.59 ——
S 102.45 69.12 —-—— 102.38 121.87 ————
6 102:12 61.22 ———— 100.09 121.93 -——-
7 100.03 69.12 ———= 100. 22 122.69 -
8 100.15 78.22 ——— 100.22 122.69 -
e 98.49 ,63.42 ——— 98:41 128.98 -———
10 99.48 60.82 ———— 99. 5% 128.98 .-

MP = MATERIA PRIMA F = FORWMULACIOR COMPLETA P »~ PLAGEBO

TABLA 3. Comparacién de métodos. M=materia prima, F=for

mulacidén completa, P=placebo de vit. Bl2. Porcentaje reco

brado de vitamina referido a un 100%.
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cidn confiable de la vitamina B12, para esto hay que tener en con-
sideracién que la forma farmacéutica de interés es una formulacidn
inyectable de uso veterinario constituida por vitamina B12 (ciano-
cobalamina) y excipientes. La vitamina Bl2 es un principioc activo-
que tiene la caracteristica de gque no necesita grandes cantidades-—
para 1levar a cabo su efecto cuando se administra por via parente-
ral, por esta razdn se encuentra en una muy baja contidad en el -
inyectable, los excipientes, por el contrario, sSe encuentran en --—
cantidades comparativamente mayores; esto ocaciona ciertos proble-—
mas para la cuantificacién de la vitamina B12, pues mientras esta-—
es una sustancia que promueve el c¢recimiento, algunos de los exci-
pientes tienen la capacidad de inhibir el crecimiento del organis-
mo de prueba del método microbioldgico de cuantificacidén, ademds -
de que aumentan la difusidn de la vitamina del medio, lo que oca-—
siona un aumento en ¢l tamafic de las zonas de crecimiento, razén -

por la cual es esencial eliminar dichas interferencias.
7.3. DESARROLLO DEL METODO DE SEPARACION.

Para este propdsito sc sabe que los constituyentes tie—-—
nen semejanzas muy marcadas en sus solubilidades, y que los exci-——
pientes se separan en forma sdélida cuando se encuentran en solu---
cidn a pH's extremos. Por esta razdn se presentan dos opciones —-—

alternativas para resolver este problema y que son: 1) separacidn-

por extraccidn o precipitacidén con disolventes y 2) separacidn pof
precipitacidn a diferentes phH's.

Para llevar a cabo la primera opcidn se tienc que las —-
propiedades importantes que presentan los excipientes interferen—-—
tes para su separacidn son:

solubilidades semejantes a la vitami-
na B12 (tabla 4).
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Existe un método de Cromatografia de Liquidos de Alta —-
Resolucidn (CLAR) que se utilizdé como un auxiliar para el segui———
miento del proceso de separacidn de los excipientes interferentes—
en la determinacidn microbioldgica de la vitamina Bl12 y ha servido
ademds para ayudar en la scleccidén del mejor proceso de
racidén; este método de CLAR fue desarrollado con anterioridad ——-

para esta formulacidén y se tienen gue es un método en el cual la -

influencia ae otros constituyentes se ve nulificada por la buena -

separacidén que hace de la vitamina B12.

SUSTANCIA AGUA ETANOL CLOROF ETER ACETONA

vit. Bi2 1-80 1-180 insol. insol. |insol.

EI (1) 1.14 JLig. muy muy insol
lig. lig.

EI (2) 1-3 1-1.3 1-1 1-423 insol

TABLA 4. Solubilidades comparativas de los constitu-
yentes de la formulacidn, imsol=insoluble, lig=ligera
mente soluble, muy lig= muy ligeramente soluble, las-
solubilidades estdn marcadas en gramos por mililitro.

El=excipiente interferente.

Los resultados que se presentan mids adelante muestran las
eficiencias comparativas de cada uno de¢ los metodos probados, estas

evaluacioncs sc realizardn en base a una cuntificacidén en CLAR. En-
el primer experimento se

tes sobre la solubilidad

cidn dec estos agentes de

evalia cl efecto de diferentes disolven——
de los excipientes interferentes, la elec
separacidn se realiza de acuerdo a los —-
datos de solubilidad, se utilizan volumenes diferentes de estos ——

disolventes y los resultados muestran si existe o no separacidn, -
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sin tomar en cuenta que esta separacidén se lleve a cabo por extrac

cidn o precipitacidn (tabla 5), en este experimento no se conside-—

ra la cantida de vitamina que sea arrastrada pues es un experimen—

to de sondeo para decidir cual serd el separador mids idoneo, que —

como se observa en la siguiente tabla es la precipitacidén con la -

acetona.
VOLUMEN (ml)

SOLVENTE 1 2 3 10 15 20 25
ACETATO DE | NS NS NS NS NS NS NS
ETILO

ETER NS NS NS NS NS NS NS
ACETONA NS NS NS S8 SS SS SS
CLOROFORMO | NS NS NS NS NS NS NS

TABLA 5. Scparacidn por

SS=se separa.

solveptes, NS=no se separa,

.EFECTO DE ACETONA EN LA SEPARACION DE LA VIT. Bi12
VOLUMEN  (m!)
SUBSTANCIA 1 2 3 10 15 20 25
EXCIPIENTE VNTERFERENTE (1) | NS NS NS ss ss Ss ss
EXCIPIENTE INTERFERENTE (2) | NS NS NS ss ss SS Ss
VITAMINA B12 NS NS NS  60% 44% 327 19%

NS = NO HAY SEPARACION

TABLA 6. Se muestra el porcentajc remancnte de vita

mina por extraccidn.
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(ZFECTO DEL VOLUMEN DE ACETONA EN LA SEPARACION

7 RECOBRADO DE VITAMINA B12

~

Bo

70F
s
50
40

30F

204+

o —, ; L 1 ] 1
10 15 20 25

VOLUMEN DE ACETONA (m!

GRAFICA 1. Efecto del volumen de acetona en la separacidn

Posteriormente se decide optimizar la cantidad de aceto-
na minima para una buena separacidn, para esto se observd cl efec-—
to de la separacidn a distintos volumenes del disolvente sobre los
excipientes interferentes y la vitamina B12 (tabla 0).

Puesto que 10 ml es la cantidad minima de acetona para -
llevarse a cabo la scparacidn de los excipientes y, como s¢ mues——
tra en la tabia 6 y la grdfica 1, se obscrva un arraste de la vita
mina cn ¢l proceso de separacidén, este no es adeccuado por lo que -
se tienc que buscar la resolucidn del problema con la segunda op--
ci.én.

Ahora bien, cn base a que en un rango de pH existe una -

precipitacidn de los excipientes interferentes en solucidén (entre-
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pH 7 ¥ 9.5, se separan en forma solida), entonces se decidid apro-
bechar esta caracteristica buscando un pH en el cual existiera una

mixima eliminacidén de las interferencias que dificultan la cuanti-

ficacidén de la vitamina. Para este propdsito se probaron diferen—

tes soluciones reguladoras que permiticran obtener estos rangos —-
de pH y separacidn de los excipientes. De las soluciones amotigua-—

doras usadas se seleccionaron 3, por ser en las que se muestran se

paraciones y como se observa en la tabla 7, con la que se obtuvo —

mejor separacidén es con la solucién de fosfatos pH O que estd den—

tro del rango mencionado con anterioridad.

SOL. REGULA- SOL. REGULA- SOL.REGULA-
DORA pH 6 DORA pH O DORA pH 8
SUBSTANCIA FOSFATOS O.2M FOSFATOS 0.2M CITRATOS 0.5M
EI (1) NS 55 NS
EI (2) ss ss Ss
vit. B12 NS 60% NS
TABLA 7. Separacién por pH, EI= excipiente interferente,

NS=no se separa, SS=se sc¢para, %= porcentaje remanente —

de vitamina por extraccidn.

Posteriormente sc¢ probaron diferentes pH's con solucidn-
reguladora de fosfatos 0.2 M dentro del mismo rango (tabla 8), en-
donde se aprecia que a pH 7 y 7.5 s¢ obtiene un buen porcentaje de
vitamina recobrada.

Sc probd un rango mds pequefio de pH (tabla 9) en donde-
se observa que a pequefias variaciones de pH (7.4.7.7-) no se pre -
sentardn cambios significativos en la concentracién de cianocobala

mina recuperada.

Esto nos hace ver la importancia que tienc obtener pari-
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EFECTO DEL pH EN LA SEPARACION DE VIT. Bi12

pH
SUBSTANCIA 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5
EXCIPIENTE INTERFERENTE (1) SSs Ss SS sSS SS SS
EXCIPIENTE INTERFERENTE (2) 55 58 SS 5SS SS SS
VITAMINA B12 103% 98% 884 76%Z 647 60%
VITAMINA B12Z-BMATERIA PRIMA 101% 8997 90Z 78%Z 68% 63%

& SOLUCION REGULADORA DE FOSFATOS 0.2 M

TABLA 8. Efecto del pH en la separacidn de vit. B12

metros -precisos en el desarrollo de una técnica, el rango de pH -
éptimo de separacidn es de 7.4 a 7.7, el cual es un pH muy adecua-
do, que no influye en la respuesta del microorganismo de prueba ——
del método de cuantificacidn. El efecto del pH se observa en la ——
grificayz.

EFECTO DEL pH EN LA SEPARACION DE VIT. B12

pH
SUBSTANCIA 744 7.5 7.6 7.7 7.8
EXCIPIENTE INTERFERENTE (1)] SS ss ss sS ss
EXCIPIENTE INTERFERENTE (2) SSs Sss Ss SS 5s
VITAMINA B12 97.8% 98% 99% 99.4% 9S0%
VITAMINA B12-MATERIA PRIMA 98.9% 99% 100.8%Z 100.2% 92%

+ SOLUCION HEGULADORA DE FOSFATOS 0.2 M

TABLA O. Efecto del pH en la separacidn de vit. B12
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Una vez seleccionado el agente separador (Solucidn regu-~
ladora de fosfatos 0.2 M pH 7.6), se estudié el efecto del volumen
de este y como se muestra en la tabla 10, el mejor volumen de agen

. tes separador es de 2 ml pues se separa una cantidad adecuada de ~
EFECTO DEL pH EN LA SEPARACION

FORMULACEON . ceensne MATERIA PRIUA

% RECUPERADO DE VIT, Bi12
o Y

100}

80§

70

6O

so

~
e

pH

GRAFICA 2. Efecto de pH en la separacidn de vit. B12

los excipientes interferentecs y no se eamascara la respucsta de la
vitamina por el exceso de sales en la solucidn de la vitamina sepa

rada.
Como ultimo pasc se estudid el proceso técnico de separa

cidn cstudiando el tiempo dec agitacidn y el tiempo de reposo con--—
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EFECTO DEL VOLUMEN DEL AGENTE SEPARADOR

VOLUMEN (m1)
SUBSTANCIA 1 2 3
EXCIPIENTE SEPARADOR (1) TRAZAS  ~———— ————
EXCIPIENTE SEPARADOR (2) TRAZAS  TRAZAS  TRAZAS
VITAMINA B12 106.4%  99.08% 101.13%

$S0LUCION REGULADORA DE FOSFATOS 0.2 M pH 7.6
TABLA 10. Efecto del volumen del agente separador.
tra la cantidad de EI(1), "que es el mis dificil dc separar, esto —

es para obtener una técnica repetible con pardmetros precisos como

se muestra en la tabla 11:

OPTIMIZACION DEL PROCESO DE SEPARACION

TIEMPO DE REPOSO
’ (MINUTOS)
TIEMPO DE AGITACION
(MINUTOS) ) 2 5 8
2 40 % 70 % 72 7
5 70 % 98 % 96 %
8 80 %= 97 =% 98 %

TABLA 11. Optimizacidn del proceso de separacidn.

Se presentan %'s de separacién de ET(1).
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OPTIM{ZACION DEL PROCESC TECNICO D‘E SEPARACION !

2 min. de repuso ~— — ~5 min. de reposo

7% RECOBRADO DE VIT. Bi12

N

reposo ‘
100} O T e e ) 7 ‘
e
“so} .
60} T
40} R
A 1 i e (N
2 4 5 8

TIEMPO DE AGITACION

CRAFICA 3. Optimizacidn del proceso tecnico de separa——
cidn. ’

Todos los resultados que se presentan se obtienen a par-~’
tir de un promecdio de 10 datos, mostrando la variabilidad inheren-~
te a un método que no ha sido optimisado.

El comportamiento grdfico de los tiempos de separacidn -
frente a la concentracién de vitamina cuantificada a diferentes --
tiempos de reposo se aprecian mejor en la frafica 3.

Los resultados mucstran que los tiempos (5 minutos de

agitacidn y § minutos de reposo) son adecuados con lo que se obtie
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ne una buena separacién de excipientes.

Los resultados anteriores muestran que la mejor técnica-
de separacidén es la precipitacidn con solucién reguladora de fosfa
tos 0.2 M pH 7.4-7.7 pues como se observa se eliminan la mayor par
te de los cxcipientes interferentes sin que se vea afectada la can
tidad de vitamina Bl12 presente en la muestra, ademds es una técni-

ca riapida, sencilla y barata pues no utiliza muchos reactivos.
7.4. OPTIMIZACION DEL METODO DE ANALISIS.

Finalmente se probd al método completo de cuantificacién

COMPARACION DE METODOS

RESULTADCS % RECGERADO
ANALISIS MiCROBIOLOGICO CLAR
&
1 99.36 99.03
2 100.29 99.93
3 100.77 100.84
4 100.83 100. 04
5 102.92 102.62
6 102.11 102. 26
7 a7.02 97.33
B8 98.50 98.40
g 95.237 95. 1+ :
10 97.57 97.71

TABLA 12. Comparacién de métodos (ensayo microbioldgico
y CLAR).
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de la vitamina B12, es decir, primero se separan Los excipientes -~
interferentes de la formulacidén y posteriormente se lleva a cabo -~
el andlisis microbioldgico (difusidn en agar) de la vitamina. Al —

nismo tiempo se llevan a cabo algunas comparaciones de este método
con el de CLAR (Tabla 12).

7.5. EVALUACION DE LA ESPECIFICIDAD.

Como otra fuente de variacifn entre ambos métodos (CLAR-~
¥ microbioldgico) se prueba la especificidad del método microbiold
gico; este tipo de prueba define el grado en que los resultados in
feridos del método se deben solo a la sustancia que se desea deter
minar y no otras sustancias que puedieran estar presentes en el ma
terial que se analiza.63 Eun

la practica se demuestra la especifici
dad al nalizar:

a) La formulacién completa, es decir con los excipientes

¥ el principio activo en cantidades conocidas.

b) La formulacién placebo de la vitawina BIZ.

c) La vitamina B12 como materia prima.

Todas estas formulaciones y materia prima se someten a -
las mismas condiciones de degradacidn acelerada, como son luz so--—
lar, lus ultravioleta. y temperatura, con un tiempo de exposicidn -
de 2 semanas para cada una de las condiciones de degradacidn.

El metodo microbioeldgico resulta ser poco especifico ——-
(ver scc. 9.1.5.), esto se debe a que los productos de degradacidn
de la cianocobalamina tienen actividad en el crecimiento del micro
organismo. Ahora bien, se debe seflalar que los objetivos iniciales
del trabajo son de cuantificacién de la vitamina Bl2 para evaluar~

la por un método rdpido, sencillo y seguro.
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7.6. PRECAUCIONES DEL METODO DE ANALISIS.

Finalmente, con respecto al material de vidrio que se ~
utiliza al realizar este método microbioldgico se debe tener el -—
cuidado de eliminar las sustancias interferentes que pudieran in—-
fluir en la determinacidén de la vitamina Bl12 come serian: residuos
orgdnicos detergentes y metales que pudiera complejarse con el co-
balto de la cianocobalamina, la importancia del lavado del mate——-
rial de vidrio en el ensayo de la vitamina es recalcado por la USP
Se recomienda que este material en su totalidad sea lavado con ——-
agua deionizada por lo menos 12 veces y posteriormente 10 lavados-—
como minimo con agua deionizada estéril, con esto se remueven las-—

sustancias interferentes y se obtienen resultados satisfactorios.
7.7. VALIDACION DEL METODC DE ANALISIS.

Cuando se desarrollan nuevos métodos analiticos, es nece
sario conocer la confiabilidad de los resultados obtenidos, para —
lo cual es indispensable validar dichos métodos determinando su ——

exactitud, linealidad, precisidn, especificidad y sencibilidad.
7.7.1. Pardmetros.
A) Exactitud.

Se entiende por exactitud a la concordancia existente en
tre un valor determinado experimentalmente y su valor real.48’63

Para la determinacidén de ecste parametro se realizan and-
lisis de recobros de vitamina B12, es decir de formulaciones place

bo adicionadas con cantidades conocidas del principio activo como-
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son 50%, 60%, 80%, 100% y 120% de la cantidad normalmente estipu—

lada en el marbete, a estos datos se les hace la prueba de t-stu——

dent para comparacidn de medias.
B) Lineabilidad.

Este pardmetro mide el grado en que la respuesta del mé-
todo se aproxima a una funcidén lineal del tipo y = a + bx (donde -
a=0 y b=1) al trabajar a diferentes concentraciones. Esto signifi
ca que se obtiene una linea alrededor de la cual se agrupan los ——
puntos del diagrama de dispersidn de las variables sometidas a es-
tudio, se grafican los mcg agregados contra los mcg encontrados y-
se realiza una prueba de t-student tanto para el intercepto como -
para la pendiente, obteniendose también el grado de asociacidn en-—
tre las dos variables (coeficiente de correlacidn "r"), ademds, se
realiza el andlisis de varianza para la carencia de ajuste, esto —

es para determinar si el modelo de regresidn lineal es adecuado pa
ra el tratamiento de datos.48’49’63

C) Precisidn.

Se refiere a una medida de la concordancia de un conjun-—
to de valores experimentales respecto a un valor centra1.48’63

i. Repetibilidad.

Para este caso se hace la estimacién de la desviacidn —-
estindar de los datos experimentales. Mediante una prueba de ji-——-
cuadrado se evaliia la significancia de la variabilidad.

ii. Reproducibilidad.

En este disefio se contemplan diferentes analistas y di--

ferentes dias y para conocer su variabilidad se utiliza el Andli—-—

sis de Varianza para dos factores alcatorios; este disefio consiste
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en desglosar las diversas fuentes que contribuyen a la variabili——
dad el fendmeno, probando la significacién de cada fuente contra —
el error experimental y valorando asi su importancia relativa, cu-
yo criterio de prueba es el cociente del estadigrafo de prueba F -

de dos varianzas.48’49’63

7.7-2. Comparacién de métodos de andlisis.

Para comparar ambos métodos (microbioldgicos y de CLAR)
se realizan los andlisis estadisticos siguientes:
i. Para la repetibilidad, la prueba de F
ii. Para la reproducibilidad, la prueba de F
iii. Para la exactitud, la prueba de t-student

iv. Para la linealidad, la prueba de t-—student.
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8. RESULTADOS

- 8.1. RESULTADOS DE LA VALIDACION DEL METODO MICROBIOLOGICO.

WETRDO MICRSBICLGGICO PARA VIT. B12 !

VAL IDACION

mseqg AGREGADOS meg ENCONTRADOS 7% DE RECOEBRO

20.000 19.530 97 .65
20.000 20.630 103.15
20.000 20.510 102.55
20.000 20,3486 101.73
20.000 20.600 103.00
24.000 24.5286 102.19
24.000 23.501 97.92
24.000 22.630 94.29
24,000 23.935 99.73
24.000 25.550 106.486
32.000 32.346 101.08
32.000 31.606 98.77
32.000 32.550 101.72
32.000 32.371 101.16
32.000 31.830 99.47
40.000 33.884 99.71
40.000 38.952 97.38
40.000 39.776 99.44 :
40. 000 39.876 99.69 ;
40,000 42.136 105.34 i
48,000 48.835 101.74
48.000 48.830 101.73
48.000 48.878 101.83
48.000 47 .755 99.49
48.000 47 .750 99, 48-

X = 100.66

s = 2.57

52= 6.37

n = 25
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8.1.1. Exactitud.

Teap = 1-29 t4.975 = 2.06
siendo -2.06 <% 1.29<¢ 2.006, la técnica es exacta

una p<< 0.2.

hasta—

8.1.2. Linealidad.

a. Ordenada al origen.

tCal = 0.08 t0.975 = 2.00

siendo ~2,00 << 0.08 << 2.06, la ordenada al origen se —-
acepta hasta una p < 0.2.
I.C.: ~1.03< Ao<C 1.11

b. Pendiente.
teay = 0.33 t0.975 = 2.06
siendo ~2.06 <« 0.33 <, 2.06, se acepta la pendiente

hasta una p << 0.4.
I.C.: 0.97 < Bo < 1.04

c. Ecuacidn de la recta ajustada.
Y = 0.041 + 1.005 X

los mcg se ajustan con la ecuacidn de regresién lineal.
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GRAFICA DE LA LINEALIDAD DEL METODO
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Ecuacidén de la recta: ¥ = 0.041 + 1.005 X
Coeficiente de¢ determinacidén: rz = 0.994
Error tipico de estimacidn modificada: sy/x = 0.774
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d. Regresién lineal.

Como se observa la carencia de ajuste no es significa——

tiva, por lo que el modelo planteado es adecuado para analizar
los datos.

CARENCIA DE AJUSTE VS. ERROR PURO ANOVA

LACK oF FIT s LR AMNOVA

1o BRETO

8.1.3. Precisién (Repetibilidad).

2 , 2 -
Xcar = 16.99 Xo.95 = 36-41
siendo 16.99 < 36.41, la técnica es repetible hasta una
p<.0.2,

I.C.: 1.97 < (F < 3.51
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8.1.4. Reproducibilidad.

REPRODUCIBILIDAD DEL METODO DE VIT. B12

ANALISTA 1 ANALISTA -2
99.6¢ 99.84
DIA 1 98.45 100.30
100.04 97 .08
97.08 99.17
DIA 2 101.48 102.08
. 99 .44 101.26

TABLA DE ANADEVA (DOS FACTORES ALEATOR!OS)

F.V. G.L. s.cC. C.-M F C. !
1 1.0528 1.0528 a.400600
1 2.1837 2.1817 ©.&87180

A-D 1 2.5025 2.5025 0.7E260

E 8 25.6472 3.2059 J

A : ANALISTA

D 1 DIA

£ : ERROR

Como se observa no hay algin efecte por el anlista, el
dia o su interaccidn.
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8.1.5. Especificidad.

Se sometieron muestras de formulacidén completa, materia
prima y placebo a condiciones severas de degradacidn. Las condi~—

ciones, tiempo de exposicién y resultados se muestran a conti-———
nuacidn:

MUESTRA CONDICIONES TIEMPO DE RESULTADOS
DE DEGRADACION | EXPOSICION { % MICRO % CLAR
T.A. 2 scmanas 100.72 101.27
FORMULACION LUZ SOLAR 2 semanas 76.71 5t.48
COMPLETA LUZ UV 2 semanas 108.66 93.83
80°C 2 semanas 32.29 | e
T.A. 2 semanas 99 .81 102.10
MATERIA LUZ SOLAR 2 semanas 86.45 88.11
PRIMA LUz uv 2 semanas 46.73 39.27

Todos los resultados estin referidos a un 1Q0% de vita—
mina B12 presente en la formulacidén completa y en la materia pri~
ma, los rcsultados del placebo de¢ vitamina B12 no se presentan —-—

pues la respucsta es nula a la presencia de la vitamina B12,
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8.2. COMPARACION DE METODOS DE CUANTIFICACION.
8.2.1, Exactitud.
TABLA DE COMPARACION
VARIABLES METODO DE ENSAYO METODO DE CLAR
MICROBIOLOGICO
n 25 30
X 100. 66 100.33
s 2.57 1.20
s2 6.37 1.40
tca.l 1.29 1.52
to .98 2.00 2.00
L.C. 99.60-101.73 09.88-100.78
teal = 0.60 t0‘975’35 = 2.03
siendo -2.03 < 0.60 < 2.03, no hay diferencia signifi--
cativa en la »cxa.ctitud de ambos métodos a una p< 0.3
I.C.: -0.59<!u,1 - /u,z< 1.25
8.2.1, Reproducibilidad.
TABLA DE COMPARACION
VARIABLES

METODO DE ENSAYO METODO DE CLAR
MICROBIOLOGICO

n
CUADRADO MEDIO
DEL ERROR
(cMg)

12 12

3.21 3.69




- 50 =

F0.975,8.8 = 4435 To.025,8,8 = 0-2%5 Fepy = 0.86

siendo 0.22 < 0.86 < 4.43, ambos métodos tienen la ————
misma reproducibilidad, a una p <« 0.25
I.C.: L.5. = 3.84

L.I. = 0.19

8.2.3. Repetibilidad.

TABLA DE COMPARACION

VARIABLES METODO DE ENSAYO METODO DE CLAR
MICROBIOLOGICO
n 25 ' 30
X 100.66 100.33
s 2.57 1.20
s2 6.37 1.40
2 .
cal 16.99 10.17
2
XD.95 36.41 36.41
L.C. '1.97-3.51 1.0166-1.81

F0.975,24,20 = 2155 Fg 025,924,209 = 0-465 Fo,q = 4.54

siendo 0.46 < 4.54 > 2.15, los métodos no tienen la
misma repetibilidad.
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8.2.4. Linealidad.

TABLA DE COMPARACION

VARIABLES METODO DE ENSAYOQ METODO DE CLAR
MICROBIQOLOGICO
n 25 30
Ordenada al
origen (A) 0.04 0.015
Pendiente (B) 1.005 1.002
S 0. 0.42,
v/x 774 424
r 0.997 0.999
Teal = .09

t0.975,50 = 2.01
siendo 0.09 <€ 2.01, no hay diferencia significativa

entre las rectas de regresidn hasta una p < 0.4.
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9. CONCLUSIONES

La mejor técunica de separacidn de los excipientes inter~———
ferentes resulta ser la scparacién por precipitacidn con ———
solucidn reguladora de fosfatos 0.2 M pH 7.6, porque elimina
la interferencia existe en la formulacidn sin afectar la con

centracién de la vitamina B12 y es ademis una técnica barata,
sencilla y rdpida.

Para probar la eficiencia del método microbiolégico completo,
es decir junto con el método de separacidn, se le determind-
la exactitud, precisién y linealidad; los resultados mueS———
tran que es un método que tiene una adecuada retroducibili--
dad porque no existe efecto del analista, del dia y de la -
interaccidn con una significancia menor a 0.25, es repstible
a una p < 0.2, e5 un método exacto o una p- 0.2 y con una ~
linealidad con significancia de la ordenada a una p< 0.2 y~-
de la pendiente a una p < 0.4, es decir, gque es un método -~
con todas las caracteristicas para ser usado en forma ruti-—
naria con la confianza de obtener resultados veridicos sin -
una variabilidad muy pronunciada, ademds es un método sen——
cillo y de facil manejo que no ofrece mayores problemas al -~
llevarse a cabo en el laboratorio por cualquier analista —~-
debidamente entrenado; es también un métode muy barato ~———-
puesto que no utiliza reactivos caros y estos se utilizan en
pequefias cantidades, tiene la ventaja de que si no se tiene-
acceso a2l medio de cultivo para el método (Agar Miaimo de ~~

Davis) este puede ser preparado en ¢l laboratorie.

Se encuentra que el método microbioldgico resulta ser poco —

especifico, por lo cual sc utilizari solamente en la cuanti-~
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ficacién de la potencia de la vitamina en la muestra de ———
inyectable que se analice; esta baja especificidad se debe-
a que algunos productos de degradacidén de la cianocobalami-
na tienen actividad en el crecimiento, lo cual afecta a su-
cuantificacién por microbiologia.

Al compararse ambos métodos (microbiolégico y de CLAR) se ——
observa que no hay una diferencia significativa en exactirud
a una p< 0.3 y en linealidad a una p< 0.4, no asi en la —-
precisidn, donde los dos métodos son igualmete reproducibles
a una p-< 0.25 pero no son igualmete repetibles, y esto es -
natural pues en el método microbioldgico se lleva a cabo un-
método adicional de separacidén que no utiliza el de CLAR, —-
ademés de que se trabaja con microorganismos que estdn ex—-—-—

puestos a variaciones.

Se concluye que puede utilizarse cualquiera de los dos méto-
dos (con alta confiabilidad), para determinar vitamina B12 -
en la formulacidn presente de acuerdo a las necesidades que-—
tenga el laboratorio.

'
De acuerdo con lo anterior se determina que los objetivos ——
planteados se ha cumplido.
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ANEXO

EXACTITUD.

X - Mo
al = s//m
Intervalo de confianza para M al 95%:

X+ Y. a/n s/ /o

Estadigrafo de contraste: T

LINEALIDAD.

(TVCEXH(T 0T X0
n( X x%)-( ¥ x)*

= ordenada al origen

n( TxXy)-{ TX)(E ¥)
n( 2 x)-( £ 0%

Cdlculo de error tipico de estimacién modificada:

pendicnte

s /n( 2 y*)oa( X ¥)-b( 2 XY)
y/x ~ 2

n -2n
Estadigrafo de contraste:

a) ordenada al origen t = 2 - A? -
! cal / X')‘
s =2
y/x / n Z (35 -X%)

b) pendiente ¢t . (b-Bo) Sy V07
cal
S

y/x
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Coeficiente de correlacién

.- n( 2 x)-(x) (ZY)
I Xx5H-( ¥ 02%Y (03 -3 1Y

PRESICION.

a. Repetibilidad

2 (n-1) s*
cal ~ CTZ

Estadigrafo de contraste:

Intervalo de confianza:

(n-1) 52 <« O< (n-1) s2

X%— a/2 Xza/z

b. Reproducibilidad

Modelo lineal estadistico.

Q<

gk = J122 AL + Dé + #ME4 + &

= —a
= 7—0b

Riig)

= 17—

@%”“' [l
;

observacion del i-ésimo analista del j-ésimo dia de la
k-daima nepeticidn.

media general.

analista i-dsimo.

dia j~éaimo.

W& 2E

AD;; dependencia analista-dia del i-&simo nivel ¢ d-Gaimo -~

nived nespectivamente.
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6,2“4.) ernon experimental

Para la interpretacidn estadistica se realizé un andlisis de

varianza para el modelo arriba mencionado.

TABLA DE ANADEVA

FUENTE DE | SUMA DE GRADOS DE MEDIA DE Fo.q
VARIACION | CUADRADOS LIBERTAD CUADRADOS
Analista INE, D b1 (a) e = t/a e/h
Dia | ZEE D b1 () £ = a/b £/h
Analista-—
Dia ZZ(Yij-Yi_- (a-1) :

T j+Y)2§ (b—1)>(C) g = Q/C g/h

< 2 |

Error ZE (3% 5% |ab(r-1)(a) | b = o/

D. CARENCIA DE AJUSTE.

Modelo lineal estadistico.

Yig =80+ 8%+ €504
L =1...2

4 =1...n

donde

Bo - oadenada el onigen
8, pendiente

yj_# obsenvacion (meg aecobrados) deld i-ésimo tratamiento —-
fmeg adicionados) de da j-&sima nepeticion.

X; i-&aimo tratamiente (mecg adiclonades).
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del i-ésimo trnatamiento.

earon expenimenital de da f-ésima nepeticidn dentro ——

Para la interpretacidén estadistica se realizo un analisis de

varianza para el modelo arriba mencionado.

.

TABLA DE ANADEVA

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE Fcal
VARTACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS

Regresién 1(a) ZZ(Yi—Y)gf e = #/a e/f
Residual n-2(b) ZZ(Yij—Yi)g £ =a/b

Carencia

de ajuste t-2(c) EZ(Yi—Yi)% g = ¢/c g/h
error puro n-t(d) ZZ(Yij—Yi)Z h = o/d

total n-2 by z(yij_Y)z

Los Yi. se calculan ajustando el modelo

método de minimos cuadrados.

Las formulas de cdlculo son:

-

7

yi4::80+
o~ -~
Bozy—B
B,

-
BX,
X

4
= Z'ij_yg -

PP RIPIPNTY

A X - (Y X7

propuesto por el --—
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COMPARACION DE METODOS

REPETIBILIDAD.

[l ]

Estadigrafo de contraste: Fcal

v
8 )

Intervalo de confianza:

2 2 2 2 2
sy /sy Oi _sy/5
At e A2
F 2 ¥

1- /2 O, a/2
REPRODUCIBILYDAD.

Estadigrafo de contraste: Fcal = CMEl / CME2

EXACTITUD.

Estadigrafo de contraste: t S S

2 2 1
{n,~1)s] + (n,-t)s;

n1 + n2 ~ 2

Intervalo de confianza:

2 2
7R 2 Y_aqye lsl/“1*sz/“2
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LINEALIDAD.

Estadigrafo de contraste:

By - By
t =
cal 1 1
(s + S ) —
y/xy T Ty/xy (= x)? (S x,)?
2 ¥y 2 2
=X - 2 T T
ny my

con (nl—Z) + (nZ—Z) grados de libertad.
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