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INTRODUCCION

En la vida moderna, la mayor parte de los produc- 

tos que la sociedad consume ( entre ellos los de ori- 

gen agricola) provienen de la industria y se nos ofre

cen después de un proceso muchas veces complicado y - 

lento. El control de calidad de todo producto indus— 

trial es de fundamental importancia; entendiendose — 

por calidad de un producto el conjunto de especifica- 

ciones fisicasp quImicas o biol&gicas o sus combina— 

ciones, que satisfacen las necesidades del uso a que - 

están destinados. 

En la industria de la transformaci&n la calidad - 

final del art1culo, es el producto de la calidad de - 

cada uno de sus constituyentes. En la Industria QuImi

co Farmaceiltica es de vital importancia la calidad de

las materias primas que se emplean en la fabricacion- 

de una forma farmaceutica para asegurar la efectivi— 
dad e inocuidad. 

Para mantener la calidad uniforme de los produc— 

tos se elaboran Normas que sirven de base para esta— 
blecer patrones de comparaci&n, para rectificar y ele

var la calidad. Se estableceng además; métodos de --- 

prueba oficiales que deben aplicarse evitando as¡ la - 

posibilidad de obtener discrepancias en los resulta— 

dos. 

En este trabajo se presentan Anteproyectos de Nor
mas oficiales Mexicanas para cinco antíbi&ticos, per- 

tenecientes al grupo de las tetraciclinas, de fabri— 

caci6n nacional; en las que se mencionan caracter1sti

cas y especificaciones, 
además de los métodos de prue

ba. 

La industria QuImico- Farmaceiltica consume gran -- 

variedad de materias primas, de las cuales las impor- 

tadas constituyen un porcentaje elevado; 
e sto debido - 

entre otras causasi que no hay fabricaci&n nacional, - 

el precio del producto nacional es más caro que el de
ímportaci6n y la calidad ofrecida por

los fabricantes
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nacionales no es la requerida por la Industria Farma

c4utica. La Secretaria de Industria y Comercio cons— 

ciente de estos problemas, trata de disminuir las im- 

portacianes, superando la calidad por medio de la nor

malizaci6n. 

La normalizaci6n contempla la realidad cientifi- 

ca y tecnol&gíca del país". Los anteproyectos presen- 

tados en este trabajo contienen las especificaciones - 

de las materias primas nacionales acordes con la tec- 
nologla, y son las mismas que los laboratorios farma~ 
céuticos requieren en la ejaboraci<5n de sus medica— 

esta calidad - 
mentós. Al cumplir los fabricantes con

en gus materias primas los consumidores no tienen por

que seguir importando. 

La normalizaci6n surguiS desde el momento mismo - 

en que se present& la necesidad de intercambiar ideas

conocimientos y mercancías y fué preciso establecer - 

reglas que permitieran este intercambio. 

La máxima autoridad en este sentido es la Organi- 

zaoidn Internacional de la Normalizaci&n ( I. S. O.) ha- 

biendo en cada país un organismo encargado de esta

tarea, en México, es la Direcci&n General de Normas

D. G. N.), de la Secretaría de Industria y Comercio--- 

S. I. C.) quien desempeña tan importante funci&n. 

La normalizaci6n es el proceso de formular y apli

car reglas para un acercamiento met&dico a una deter- 
minada actividad en beneficio de los interezados y -- 

con la cooperaci6n de los mismos y especialmente para

la promoci6n Sptima de la economia total, tomando en - 

cuenta condiciones fundamentales y los requisitos de - 
seguridad y se basa en los resultados de la ciencia - 
la tecnología y la experiencia. No solo determina la - 

base para el desarrollo actual sino para el futuro

y debe estar al nivel del progreso. 
En resumen, la normalizaciin es el proceso de

formulaci6n y establecimiento de especificaciones, - 

así como la creaci&n de normas, siendo una norma un - 

dato de referencia que resulta de una elecci&n colec
tiva razonada que sirve de base a entendimientos en- 
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la soluci6n de problemas repetítivos. 

las normas precisan definiciones, caracter1sti— 

cas, dimensiones, calidades, métodos de ensayo, re--- 

glas de empleo, etc. Estos elementos de normalizací&n

pueden formularse separadamente o combinados en una - 

misma norma. 

Productores, distribuidores, usuarios, oficinas - 

publicas, organismos cientificos, técnicos, personal¡ 

dades calificadas, todos ellos concurren en la elabo- 

raci6n y aprobaciSn de una norma para que esta tenga - 
sentido. 

El proceso a seguir para la elaboraci6n de una

norma en la S, I. C. en méxico es el siguientes

En primer lugar, se presenta una solicitud a la

D. G. N. encargada de clasificarla y quien, juntamente~ 

con el Comité Consultivo de la Normalizaci&n la estu- 

dia. Sí el estudio es aprobado se incluye en el Plan - 

de Normalizaci&n y es enviada al subcomite respectivo

el cual esta integrado por técnicos especializados -- 

que disponen de elementos de jucio suficientes ( mate- 

rial, documentos, esperiencia propia, Etc.); este sub

comite tiene a su cargo la elaboraci&n del Anteproyec

to de Norma oficial, el cual después de un estudio --- 

EXHAUSTIVO si lo aprueba, lo envia en carac*ter de --- 

Proyecto al consejo directivo del comité este promueve

una encuesta sobre el mismo haciendolo circular entre

fabricantes, usuarios e instituciones que de una u -- 

otra forma intervienen en el campo. 

Las encuestas con las opiniones y comentarios son

recibidos por el Consejo Directivo del Comité y envía

das para su discusí6n al subcomité del cual provino, 

y se estudian los posibles cambios, 
estando de acuer- 

do las partes interesadas. Finalmente, y una vez co— 

rregico el Proyecto de Norma es enviado a la D. G. N.- 

para su aprbbaci&n y publicaci6n en el Diario Oficial
de la Federaci6n. 
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La normalizaci6n ofrece innumerables ventajas a - 

un gran nilmero de sectores, entre ellos productores - 

y consumidores, y en general a la economía nacional - 

Entre la ventajas mencionadas tenemos¡ 

Para la producci6ni La planeaci&n de producciJn - 

de las materias primas hasta la terminací&n de! pro— 

dueto, la eliminaci<Sn de desperdicios, el movimientri- 

de inventarios el incremento del uso de métodos de - 

producci&n en gran escala y - abatimiento de costos. 

Para el comprador¡ garantías precisas de calidad, con

fianza seguridad e intercambiabilidad, datos técnicos

accesibles antes dispersos y desconocidos y facilidad

para ordenar compras y reducci&n de retrasos en los ~ 

envios. 

Para la Economia Nacionala Mejoramiento de la pr l

ducciSn nacional, en lo que a la calidad y confianza -- 

repecta; mayor equilibrio entre la oferta y la deman- 

da, reducci(5n de malos entendidos; ireducci6n de cos— 

tos de distribuci&np establecimiento gradual de una - 
guia para la práctica industrial convenida nacional— 

mente, argumentos de venta entre mercados internacio- 

nales e incremento en la productividad nacional 



ANTEPRO'£ ECTO DE NORMA OFICIAL MEXICANA

OXITETRACICLINA" 

DGN- 39- 4- III- 1

1. GENERALIDADES

Antibi(5tico perteneciente al grupo de las tetracicli- 

nas

1. 1 DEFINICIONES, 

Para los efectos de esta norma se entiende por oxite- 

traciclina el producto constituido principalmente por

el compuésto quImico C22 H 24 N 20 9 . 2H 2 0 con peso molecu- 
lar de 496, 48, con nombre qufmico de dihidrato de 4-- 

Dimetilamino)- 1, 4, 4ay 5p 5a, 6, 11. 12a- octahidro- 

3, 6, 10, 12, l2a- hexahidroxi- 6- metil- I, 11- dioxo- 2-- 

naftacenecarboxamida. 

La oxitetraciclina es un compuesto kádratado o anhi— 

dro con aspecto de polvo cristalino de color amarillo, 

inodoro, obscurece por exposici6n a la luz solar in— 

tensa y libre de materias extzañas visibles. 

Mrmula desarrolladas

OH 0 OH 0

OH

CONH2

ItI
OH

2H20

CH OH
3 OH N( CH3) 2

1. 2 ALCANCE

La presente norma se aplica a la oxitetraciclina esté

ril y no estéril. 

1. 3 usos

En la fabricaci&n de medicamentos

2. CLASIFICACION
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El producto objeto de esta norma se clasifica en dos

grados de calidada

Grado A oxitetraciclina estéril

Grado B oxitetraciclina no estéril

3. ESPECIFICACIONES

3. 1 DE_L PRODUCTO

La oxitetraciclina en sus dos grados de calidad obje- 

to de esta norma debe cumplir con las especificacio-- 

nes indicadas en la tabla 1. 

TABLA 1

Caracter1stica
oxitetraciclina

Especificaciones

Grado A estéril¡ Grado B no estéril

1

JIdentifícáCi&n Pasa la or eba Pasa la prueba

Potencia - en base No menos de 900 No menos de 900

anhidra- 1 mcg de oxitetra mcg de oxitetra

4, 14nn nor m-, cíclina por mg

Poder rotatorio

especIfico en - ba
1

se anhidra- ( 501u

lci&n ácida al 1¿ 0i

bor ciento a 20 C

pH ( suspensi6n al. 

1, 0 por ciento - 

188 0 a - 2000

4. 5 a 7. 0

18e a -
2000

4. 5 a 7. 0

iAgua ( Karl Fischer) 1 No más del 9. 0 1 No más del 9. 0
1 por ciento iporciento — 1

Cristalinidad  Presenta birrt Presenta. birre 1
1 fringencia fringencia a - 

la luz pol- 11 lla luz polar¡ - 

i i zada i zada

100 + 4, 0 po + 4. 0 por- 
Absorbancia de luz- 

r_ 1100 - 
compara ciento compara

en la regi&n del ul
ciento

litravioleta a 353 nm da con una su,! da con una sus- 

tancia d tancia de refe
en base anhidra

rencia rencia

c



TABLA 1 ( continila) 

Esterilidad Pasa la prueba

Pir6genos Pasa la prueba

Sustancias histami- 

nosimiles

Pasa la prueba

1

3. 2 MARCADO

3. 2. 1 En el envase y empaque

En el exterior del empaque y envase, debe aparecer

una etiqueta en caracteres legibles Y redactados en

español los siguientes datos¡ Símbolo del fabricante - 

nombre del producto, grado de calidad ( estéril, no es

téril), peso neto expresado en kilogramos o gramos, - 

nxImero de lote, fecha de fabricaci&n y caducidad, la - 

leyenda " Hecho en bléxico",, Ia leyenda " Conservese el - 

envase bien cerrado en lugar fresco y seco", potencia

o equivalente en actividad ( en oxitetracielina base) - 

y otros datos tales como precauciones que deben tener
se en el. manejo y uso de los empaques y envases duran

te su transporte y almacenamiento y el Sello Oficial - 

de Garantia cuando la Secretarla de Industria y Comer

cio lo juzjue conveniente. 

3- 3 ENVASADO Y EMPACADO

El producto no estéril objeto de esta norma se debe - 

envasar en doble bolsa de polietileno negro o cual--- 

quier otro material cuyas características sean tales - 

que no reaccione con el producto y lo proteja de la - 

luz, cerradas por separado y a su vez estas en cuñe— 

tes de capacidad y material adecuados para que resis- 

tan su transporte y almacenamiento. 

El producto estéril debe estar contenido en recipien~ 

tes estériles de aluminio o vidrio ámbar, hermética -- 

mente cerrados, los recipientes deben abrirse en área

estéril y bajo condiciones asépticas. 
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MUESTREO

El muestreo se efectua de comiin acuerda entre el fa— 

bricante y el comprador y a falta de este acuerdo se - 

recomienda seguir el siguiente métodos

4. 1 METODO DE MUESTREO PARA PRODUCTO TERMINADO

A GRANEL NO ESTERIL

4. i. l Aparatos y equipo

Guantes de hule con superficies exteriores lisas

Muestreador de acero inoxidable, pulido de 1. 27 cm de

diámetro con ventanas por lo menos de una tercera par

te de la circunferencia; completo de tubo interior de

cierre. 

Bolsas de polietileno negro. 

Frascos de vidrio color ámbar

Frascos Ampula de color ámbar de 20 m1

4. 1. 2 Manera de operar

Por medio del muestreador sacar producto de cada cu

0

riete en tres puntos diferentes; dispuestos a + 120

uno de otro y a tres diferentes alturas segdn el es— 

quema siguientes

2

3

PLANTA SECCION

De cada envase tomar aproximadamente 30 g de producto

y ponerlos en bolsas de polietileno negro marcadas -- 

con el ndm9ro del cuñete y el námero del lote. Cerrar



os cuñetes con un oportuno cierre de garantía

De cada bolsa de polietileno pesar partes proporcio- 
nales al peso neto declarado en la etiqueta del cuñe
te correspondiente y transferirlas en otra bolsa de - 
polietileno negro. 

Mezclar hasta completa homogenei— 

dad. 

Esta muestra oficial se dividirá en dos partes.1 una— 
destinada al archivo (cantidad aproximada

100 g) y la - 

otra destinada al análisis a4nbas envasadas en frascos
de vidrio de color ámbar de 20

m1 ( 20 frascos conte— 

niendo cada uno 1 g de producto) 
debidamente rotula— 

dos y cerrados. 

4. 2 , TODO DE MUESTREO PARA PRODUCTO TERMINADO
A GRANEL GRADO ESTERIL

4. 2. 1 Aparatos y equipo

Guantes de hule con superficies
exteriores lisas, es- 

terilizar en autoclave a 121 OC por un mínimo de 20 - 
min. 

Muestreador de acero inoxidable pulido, 
de 1. 27 cm de

diametro con venta-nas por lo menos de una tercera par
te de la circunferencia; 

completo de tubo interior de

cierre, 
esterilizar en calor seco a 250 0 C por un mi- 

nimo de 1 h. 

Frascos de vidrio de color ámbar, 
esterilizar en ca— 

lor seco a 250 OC por un mínimo de 1 h. 

Frascos ámpula de color ámbar de 20 m1

campana de fluJO laminar o área estéril. 

4. 2. 2 Manera de operar

En- la—campana de flujO laminar
o en el área estéril - 
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realizar el procedimiento indicado en el punto 4. 1. 2, 

en forma aséptica. 

4. 3 CRITERIO DE ACEPTACION

El criterio de aceptaci6n es 100 por ciento. 

5. METODOS DE PRUEBA

Los reactivos que se mencionan en todas las determina

ciones siguientes deben ser grado analitico ( ver apea

dice) a menos que se mencione otra co—sas cuando se -- 

indique agua debe entenderse agua destilada y la sus- 

tancia de referencia será la oficial ( ver apéndice). 

5. 1 PROCEDIMIENTO PARA LA IDENTIFICACION DE OXI- 

TETRACICLINA

5. 1. 1 Aparatos y equipo

Equipo comian de laboratorio

5. 1. 2 íMateriales y reactivos

Acido sulfurico concentrado ( 95- 98 por ciento p/ p) 

5- 1- 3 Procedimiento

Añadir 2 mi de ácido sulfurico a 1 mg de muestra

5. 1. 4 Interpretaci6n de resultados

Al' agregar el ácido sulfdrico a la muestra se produce

color rojo brillante. 

5. 2 DETERMINACION DE POTENCIA, 

5. 2. 1 METODO MICROBIOLOGICOACILINDRO- PLACA) 

5. 2. 1. 1 Aparatos y equipo



7 - 

Horno para esterilizar

Autoclave

Incubadora

Fotocolor1metro con filtro para 580 nm

Botella de Roux

Cajas Petri de 20 X 100 = n

Tapas de porcelana vidriadas por fuera para las cajas
Petri

Cilindros de acero inoxidable con diámetro exterior - 

de 8 mm (+ 0. 1 mm), diámetro interior de 6 mm (: t 0. 11 - 

mm) y altura de 10 mm
mm) - 

Escala graduada con décimas de mm 0 similar

Equipo comdn de laboratorio

5. 2. 1. 2 Materiales y reactivos

Sustancia de referencia de oxitetraciclina. 

Soluci6n . reguladora de fosfatos de pH 4. 5, estéril - 

transferir 13. 6 g de rosfato monopotásico a un matraz
aforado de 1000 m1 disolver y aforar con agua; 

esteri

lizar en autoclave a 121 0 C por un minimo de 20 min, - 
si es necesario, 

ajustar el pH a 4. 45 - 4. 55 con solu

ci6n 18. 0> N de ácido fosf6ricO 0 con soluci6n 10. 0 -- 
N de hidr6xido de potasio). 

soluci&n 0. 01 N de ácido clorhIdrico. 

Medio antibi&tico No. I ( agar nutritivo para mantener

al microorganismo de prueba); 
esterilizar en autocla- 

ve a 121 0 C por un minimo de 20 min. 

Peptona -------------- 6. o g

Digerido pancreltico de casefna- 4. 0 g



Extracto de levadura ------------ 3- 0 9

Extracto de carne -------- 1- 5 9

Dextrosa ---------------------- 1. 0 g

Agar---------- ~ ----------------- 
15. 0 g

Agua destilada c. b. p - ----------- 
1000- 0 mi

después de la esterilizacion pH 6. 5 a 6. 6

Medio antibi&tico No. jJ ( agar nutritivo para la capa

de siembra y para la capa base)¡ 
esterilizar en auto- 

clave a 121 OC por un minimo de 20 min. 

Extracto de carne- -------------- 1. 5 g

Peptona ------------------------- 
6. 0 g

Extracto de levadura ------ ~ ----- 3- 0 9

Agar--------------------------- 
15. 0 g

Agua destilada c. b. p ----------- ~- 
1000- 0 m' 

después de la esterílizaci6n , 
pH de 5. 8 a 6. 0

Cepa -de Bacillus cereus var. 
mycoides ( ATCC 11778) 

Soluci6n salina estéril ( transferir 9. 0 g de cloruro - 

de sodio a un matraz aforado de 1000 mi, disolver y

aforar con agua; 
esterilizar en autoclave a 121 OC

por un mínitr6 de 20 min) - 

2. 1. 3 - Preparaci&n de la soluci&n de rerefencia

Transferir a un m.atraz aforado de loo0 mi una canti— 

dad exactamente pesada de sustancia de referencia de- 
oxitetraciclina equivalente a 100 mg de oxitetracicli

nag disolver y aforar con soluci6n 0, 01 N de ácido - 
clorhidrico (

concentraci6n estimada de 0. 1 mg por mi) 

Mantener esta soluci&n primaria bajo refrigeraci&n en
un matraz con tap n de vidrio

esmerilado, desechar es

ta 5oluci&n después de una semana. 

El dia de la prueba transferir 10. 0 mi de la soluci6n
anterior a un matraz aforado de 100 mi y aforar con - 
soinciSn 0. 01 N de ácido clorhídrico ( conc-entracion- 
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estimada de lo mcg por mi). 

5. 2. 1. 4 Preparaci6n del mícr000rganismo de prueba

El microorganismo de prueba es Bacillus cereus var. - 
TycoLldes ( ATCC 11778), mantener al microorganismo de - 

prueba sobre medio antibi&tico No. I en. tubos con lo - 

mi de medio inclinado. Lava= al desarrollo de un tubo

con 3 mi de soluci&n salina estéril. 
Pasar esta sus— 

pensi6n de microorganismos a una botella de Roux que - 
contenga 300 mi de medio ai-Y-tibi&tico No. I; extender

la suspensi n en toda la superficie del medio con ayl1
da de perlas de vidrio estériles. 

Incubar por una se- 

o resultante con 50 - 
mana a 37 C ' lavar el crecimiento

mi de soluci&n salina estéril pasar la suspensi6n den
tro de un matraz erlenmeyer con tap&n de vidrio esme- 
ril . ad . o. Calentar con agitaci&n esta suspensi&n por 30

min a 70 0 C, lavar tres veces con soluci6n salina es- 

téril y centrigugar entre cada lavado calentand-y en - 
igual forma. Resus& nder en 50 mi de soluci6n !, lina- 

estéril, esta suspensi&n de esporas puede ser ( 
nser- 

vada bajo refrigeraci45n por 1 mes. 

Hacer placas de prueba para determinar la
can4 id de

suspensi6n que hay que agregar a 100 mi de meu
anti

bi6tico No. II ( generalmente 0. 1 mi ) para obt ar -- 

zonas de inhibici6n claras y definidas de tama apra

piado que deberán aparecer despuels de la íncub ci&n -- 
con la soluci&n de referencia de

concentraciJn de 1. 0

mcg por mi. 

5. 2. 1. 5 Preparaci6n de las placas

Preparar las placas el mismo dlá que se van a usar, - 

añadir 21 mi de medio antibi6tico No. II en cajas Pe4- 

tri de 20 X 100 mm, extender el medio uniformemente Y

dejar solidificar, fundir la cantidad necesaria de me
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dio antibiStico No. II, enfriar a 48 OC y añadir la - 

cantidad necesaria apropiada de suspensi&n de Bacillus

cereus var. mycoides, segdn las experiencias de la

preparaci6n del microorganismo de prueba, y mezclar

para obtener una suspensí&n homogénea. 
1

Añadir a cada - 

caja Petri 4 m1 de este medio inoculado y distribuir- 

lo uniformenente, cubrir las cajas Petri con tapas de

porcelana y dejar solidificar, cuando el medio ha en

durecido colocar 6 cilindros estériles en la superfi- 

cie del agar inoculado a intervalos aproximadamente - 

de 600 uno de otro sobre y radio de 2. 8 cm. 

5. 2. 1. 6 PreparaciJn de la curva de referencia

El dla de la prueba preparar las siguientes diluciones

a partir de la soluci&n primaria de lo mcg por m1, 

preparada como se indica en 5. 2. 1. 3 usando soluci&n

reguladora 0. 1 Y1 de fosfátos de pH 4. 5. 

6. 4 m1 a 100 m1 ( 0. 64 mcg por mi) 

8. 0 m1 a 100 m1 ( 0. 80 mcg por m1) 

10. 0 m1 a 100 m1 ( 1. 00 mcg por m1) 

12. 5 m1 a 100 w.1 ( 1. 25 mcg por m1) 

15. 6 m1 a 100 m1 ( 1. 56 mcg por m1) 

usar 4 series de 3 cajas Petri cada una. 

Serie 1 . llenar 3 cilindros alternados de cada caja - 

con diluci6n de referencia de 0. 64 mcg por ml. 

Serie 2t llenar 3 cilindros alternados de cada caja - 

con diluci&n de referencia de 0. 80 mc9 por ml. 

Serie 32 llenar 3 cilindros alternados de cada caja - 

con diluciSn de referencia de 1. 25 mcg por ml. 

Serie 4: llenar 3 cilindros alternados de cada caja ~ 

con diluci&n de referencia de 1. 56 mcg por ml. 

Llenar los tres cilindros restantes de todas y cada - 



una de las cajas con diluci6n de referencia de 1. 0 -- 

mcg por rnl. 

Incubar las placas durante 16 - 18 h a 30 0 C y medir- 
los diámetros de inhibici&n de las placas, obtener el

promedio de las 36 lecturas de la diluci&n de referen

cia de 1. 0 mcg por m1 y el promedio de las 9 lecturas

de cada diluci4n de referencia. Corregir las lecturas

de cada una de las series 1, 2, 3 y 4 aumentando o -- 

disminuyendo la misma diferencia, que exista entre el - 

promedio de las 36 lecturas de la diluci&n de 1. 0 mcg

por m1 y el promedio de las 9 lecturas de la misma di
luci&n en cada serie, por ejemplos

Para corregir el punto de concentraci6n 0. 8 mcg por - 

ml; si el promedio de las 36 lecturas de la diluci6n

de referencia de 1. 0 mcg por m1 fué de 20 mm y el pro

media de las lecturas para el conjunto de estas tres - 

placas de 1. 0 mcg por m1 ful de 19. 8 mmy la correc¿iA
será de + 0. 2 mm. Si el promedio de las lecturas de - 

0. 8 mcg por m1 de las tres placas fuá de 19 mm, el va

lor corregido deber& ser de 19. 2 mm. 

Graficar los diámetros corregido sincluyendo el próme- 

dio de las 36 lecturas de 1. 0 mcg por m1 sobre papel- 

semilogarítmico de. 2 ciclos colcando la concentraai3n

del antibi(5tico en mcg por m1, en las ordenadas ( escl1

la logarítmica) y el diámetro de las zonas de inhibi- 
ci(Sn en las abscisas ( escala aritmética). 

La curva de referencia se traza uniendo los valores - 

máximo y m1nimo calculándolos por medio de las ecua— 

cíones siguientes& 

3a + 2b + c - e A = 
3e + 2d + c - a

13
5

Dondes

3 = Diámetro de la zona de inhibici6n calculado para- 
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la concentraci6n más baja de la curva

A = Diámetro de la zona de inhibici6n calculado para - 

la concentraci6n más alta de la curva. 

c = Diámetro promedio de las 36 lecturas de 1. 0 mc9 - 

por mi. 

ap bp d y e = Valores promedio corregidos de las solu

ciones de referencia de concentraci6n de o. 64, 0. 80 - 

1. 25 y 1. 56 mcg por mi respectivamente. 

5. 2. 1. 7 Procedimiento

Preparar la soluci6n problema en la misma forma que - 
la soluci6n de referencia ( 5. 2. 1. 3) haciendo al final

otra diluci4n de 10. 0 mi a 100 mi con la misma solu— 
ci&n reguladora, para obtener una concentraci6n esti- 

mada de 1.- 0 mcg por mi de oxitetraciclina base. 

Usar tres placas como se indica en 5. 2. t. 5 llenar -- 
tres cilindros de cada caja con la diluci&n de refe- 
rencia de concentraci6n de 1, 0 mcg por mi y tres ci- 
lindros* con soluci6n mujestra alternando la soluci6n - 
muestra con la de referencia. Incubar las placas, in- 

cluyendoaquellas que contienen la curva de referen— 

cia a 30 0 C al abrigo de la luz por 16_~ 18 h y medir

el diámetro de las zonas de inhibici6n. 
Sacar el pro- 

medio de las lecturas de la soluci6n de referencia y - 

el de las lecturas de la soluci6n problema. 
Si el pro

médio del problema tiene vín valor mayor que el prome- 

dio del de referencia, agregar la diferencia al prome

dio del diámetro de la soluci6n de 1. 0 mcg por mi en - 
la curva de referencia. Si el problema da un valor me

nor que el promedio de¡ de referencia, restar la dife

rencia al diámetro de la soluci6n de 1. 0 fficg por mi - 

en la curva de referencia. Leer en la curva la concen

traci6n correspondiente a estos valores
corregidos de
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las zonas, 
multiplicar la concentracijn por el factor

de dilucí6n apropiado para obtener el contenido del - 
antibi6ticO en la muestra. 

5. 2. 2 METODO MICROBIOLOGICO JTURBIDIMETRICO) 

5. 2. 2. 1 Aparatos y equipo

Fotocolorítmetro con filtro para 580 nm

Horno para esterilizar

Autoclave

Botellas de Roux

Aparato para baño de agua provisto de co

1

ntrol termostá

tico

Tubos de 16 X 125 mm ( 
dimensiones exteriores) 

Equipo comdín de laboratorio

5. 2. 2. 2 Materiales y reactivos

Sustancia de referencia de oxitetraciclina

aureus ( ATCC 6538P) 
Cepa de Staphylococcus . 

Medio antibi&tico No. III ( caldo nutritivo); 
esterili

zar en autoclave a 121 0 C por un m1nimo de 20 min. 
Peptona~ --- -------------------- 

5. 0 9

Extracto de levadura ---- 
1- 5 g

Extracto de carne
1. 5 9

Cloruro de sodio ---------------- 
3- 5 9

Dextrosa ------- ~ -------------- 
1. 0 g

Fosfato dipotásicO
3. 68 g

Fosfato monopotásicO
1. 32 g

Agua destilada c. b. p - ----------- 
1000. 0 m1

después de la esterilizaci6n pH 7. 0

Medio antibi6ticO I y II descritos en _5. 2. 1. 2
Solucí&n salina estéril (

transferir 9. 0 g de cloruro

de 3odio a un matraz
aforado de j0oo mi, disolver y
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aforar con agua, 
esterilizar en autoclave a 121 0 C por

un mínimo de 20 min). 

soluci6n al 12. o por ciento de formaldeh£do. 

Soluci6n reguladora 0. 1 M de fosfatos de pH 4. 5 esté- 
ril (transferir 13. 6 g de fosfato monopotásico a un - 
matraz aforado. de loo0 mi, disolver y aforar con agua; 

esterilizar en autoclave a 121 0 C por un mínimo de 20
min; ajustar el pH de 4. 45 a 4. 55 si es necesario, -- 

con soluci6n 18. 0 N de ácido fosf&rico 0 con soluc 1̂6n
sio) 10 . 0 N de hidroxido de pota. 

5. 2. 2. 3
PreparaciSn de la soluci6n de referencia

Transferir a un matraz aforado de 1000 mi una canti- 

dad exactamente pesada de sustancia de
referencia de

oxitetraciclina, disolver y aforar con soluciSn 0, 1 N

de ácido clorhídrico (
concentraci6n estimada de 0. 1

mg de oxitetraciclina por mi). 

1Mantener esta soluci&n primaria bajo refrigeraci6n en
un matraz con tap<Sn de vidrio

esmerilidado, 
desechar- 

la soluci n después de una semana. 

El dia de la prueba transferir 10, 0 mi de la soluci&n
anterior a - un matraz aforado de loo0 mi, 

aforar con

solucio5n 0. 1 N de ácido clorhídrico (
concentraciM

estimada de 1. 0 mcg de oxitetraciclina por mi). 

5. 2. 2. h Preparaci6n del microorganismo de prueba

Cultivar la cepa de 21a hl<:ICOCCUI_aUrE;.us (
ATCC 6538P) 

en tubos con lo mi de medio antibi&
tico No. I inclina

do, incubándolos a 32 - 35 0 C durante 24 h. Lavar el - 

desarrollo de tu, tubo con 3 mi de soluci&n
salina es

téril. Pasar esta suspensi&n de microorganl.smos a una

botella d9 Roux que contenga po mi de medio antibio- 
tico No. I . Extender la suspensi6n con ayuda de per- 

las de vidrio, esteriles, incubar por 24 horas de 32
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a 35 OC lavar el crecimiento de la superficie del -- 

agar con 50 mi de soluci&n salina estéril. 
Diluir es- 

ta suspensi6n con soluci6n salina estéril de tal m.ane
ra que de ella se obtenga una transmitancía del 25 -- 
por ciento en un fotocolortmetro a 580 r1m. 

Generalmen

te 1¡ 20 Guardar esta suspensi&n primaria bajo refrig.11
raci&n por una semana. 

Para la inoculaci&n diaria usar
aproximadamente 3 mi

de suspensi3n primaria para_cada loo0 mi de medio an- 
tibi45tico No. III. 

5. 2. 2. 5 Preparaci&n de la soluci4n problema

Transferir a un matraz aforado de 1000 mi una canti— 

dad exactamente pesada de muestra de oxitetracieli.na- 
equivalente a 240 mg, disolver con soluci&n 0. 1 N de - 

ácido ciorh-ldrico ( concentraci6n estimada de 0. 24 mg - 
por mi). Transferir 1. 0 mi de la soluci<Sn anterior a- 

un matraz aforado de 1000 mi aforar con soluci&n regll
ladora 0.. 1 hí de fasfatos de pH 4. 5 (

concentraci6n es- 

timada de 0. 24 mcg por ¡ni). 

5. 2. 2. 6 - Preparaci&n de los tubos

Preparar seis series de tres tubos cada una y marcar~ 

los respectivamente corno serie 1, 2, 3, 4, 5 y 6. 

5. 2. 2. 7 Preparacio5n de la curva de referencia

Preparar las si- uientes diluciones a partir de la so- 
luci6n de referencia de concentraci&n de 1. 0 mcg por - 
mi, usando soluci6n reguladora 0. 1 M de fosfatos de - 
pH 4. 5, 

14. 6 mi a 100 mi ( 0. 146 mcg por mi) 

18. 7 mi a 100 mi ( 0. 187 meg por mi) 

24. 0 mi a 100 mi ( 0. 240 mcg por mi) 

30. 8 mi a 100 mi ( 0. 308 mcg por mi) 
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39- 5 mi a 100 mi 0- 395 mcg por mi) 

Usar 5 series de tres tubos cada una y proceder como

siguet

Serie 1 ; Agregar a cada tubo 1. 0 mi de la diluci6n- 

de referencia de 0. 146 meg por mi. 

Ser -ie 2 1 Agregar a cada tubo 1. 0 mi de la diluci&n~ 

de referencia de 0. 187 mcg por mi. 

Serie 3 1 Agregar a cada tubo 1. 0 m1 de la diluciSn- 

de referencia de 0. 240 mcg pir mi. 

Serie 4 : Agregar a cada tubo 1. 0 mi de la diluci6n- 

de referencia de 0. 308 mcg por mi. 

Serie 5 s Agregar a cada tubo 1. 0 mi de la diluci6n- 

de referencia de 0. 395 mcg por mi. 

Una vez que se ha agregado la soluci6n de referencia

a los tubos, añadir 9, 0 mi de medio antibi6tico No, - 

III inoculado, inmediatamente después colocarlos en— 

un baño de agua a 37 OC por un perfodo de 3 a 4 horas

Al termino de este periodo sacar los tubos del baño y

agregar a cada uno de ellos 0. 5 mi de soluci6n al t2 - 

por ciento de formaldehIdo. 

Como paso siguiente leer las absorbancias de cada tu- 

bo en un fotocolorfmetrop a una longitud de onda de

530 run, usar como blanco, para ajustar el aparato, 

una soluci6n formada por 9. 0 mi de medio antibi&tico- 

No. III no inoculado más 0. 5 mi de soluci&n al 12 por

ciento de formaldehído y 1. 0 mi de soluci(5n regulado- 

ra 0. 1 NI de fosfatos de pH 4. 5. 

Sacar el promedio de las absorbancias obtenidas de los

tubos de cada serie Y graficarlos en papel semiloga— 

ritmico de 2 ciclos, colocar la concentraci6n del an- 

tibi&tico 9n meg en las ordenadas ( escala logaritmica) 

y las absorbancias en las abscisas ( escala aritmética 
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La curva de referencia se traza uniendo los valores - 

máximo y m1nimop calculados por medio de las ecuacio
nes siguientesi

a + 2b + c - e
A = 

3e + 2d + c - a

5 5

Dondes

B = Valor de la absorbancía calculada par la concen- 

traci6n más bajo de la curva. 

A = Valor de la absorbancia calculada para la concen- 
traci6n más alta de la curvap

a, b, e, d y e = Valores promedio de las absorbancias

de las soluciones de referencia de concentraci4n de - 
0. 146, 0. 187, 0. 240, 0. 308 y 9. 395 mcg por mi respec- 

tivamente. 

5. 2. 2. 8 Procedimiento

A la serie marcada como No. 6, añadir a cada tubo 1. 0

mi de soluci&n problema de concentraci6n de 0. 240 mcg
por mi y 9. 0 mi de medio antibi6tico No. III inocula

do y proceder con ellos, de igual forma que con los
tubos de las otras cinco series. 

Despi.les de la adici&n del formadehido a los tubos, 
leer las absorbancias en un fotocolorimetro a una Ion
gitud de onda de 530 nm usando como blanco9para ajus- 
tar el aparato, una soluci6n formada por 9. 0 mi de me

dio antibí6tico No. Iii no inoculado más 0. 5 mi de so

luci6n al 12 por ciento de formadehido Y 1, 0 mi de so
luci6n reguladora 0. 1 M de fosfatos de pH 4. 5

Sacar el promedio de las absorbancias
obtenidas. Leer

en la curva la concentraci&n correspondiente al prome
dio de las absorbancias de los tubos

problema. Multi- 

plicar la concentraci6n por el factor de diluciSn --- 
apropiado para obtener el contenido del ant . ibi6tico - 
en la muestra. 



18 - 

5. 2. 3 ',- IE TODO QUIMICO ( ESPECTROFOTOIIETRICO) 

5. 2. 3. 1 Aparatos y equipo

Espectrofot&metro

Potenci6metro

Equipo co-mdn de laboratorio

5. 2. 3. 2 Materiales y reactivos

Solucí&n 0. 01 N de ácido clorhi drico

Soluci6n 0. 1 N de ácidoclorildrico

Soluci<5n primaria de cloruro férrico ( pesar cuiándo- 

samente, porque es muy higruscopico, 5 g de cloruro - 

férrico hexahidratado dentro de un vaso de 100 m1 Y - 

añadir 10 m1 de soluci6n 1. 0 N de ácido clorhidrico, 

agitar hasta disolver, transferir cuantitatívamente - 

a un matraz aforado ámbar de 50 m1, con tap3n de vi— 

drio y aforar con agua). 

Reactivo de cloruro férrico ( transferir 10. 0 m1 de la

soluci6n primaria de clor * uro férrico a un matraz afo- 

rado de 2 1, añadir 20 m1 de soluci4n 1. 0 N de ácido- 

clorhidrico, aforar con agua, ajustar el pH entre 2. 0

a 2. 1). 

Sustancia de referencia de oxitetraciclina. 

5- Z- 3- 3 Preparaci6n de la soluci6n de referencia

Transferir a un matraz aforado de 250 m1 una cantidad

exactamente pesada de sustancia de referencia de oxi- 

tetraciclina, disolver con 25 m1 de soluci6n 0. 1 N de

ácido clorhidrico y aforar con agua destilada. Guar— 

dar la soluci6n en un frasco con tap6n de vidrio esme

rilado bajo refrigeraci n, 
desechar después de 1 sema

na. 
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5. 2. 3. 4 Preparaci0n de la soluci6n problema

La soluci6n problema se prepara de la misma forma que

la soluci6n de referencia. 

5. 2. 3. 4 Procedimiento

Colocar dentro de los tubos de prueba y' por separado - 

10. 0 m1 de solucí&n de referencia y 10. 0 m1 de solu— 

ci&n problema, a cada tubo añadir 10. 0 ml de reactivo

de cloruro férricoy mezclar X dejar en reposo 15 min - 
Determinar la absorbancia de cada soluci6n en un espeS

trofot metro a 490 nm, ajustar el aparato usando un

blanco preparado con 10. 0 m1 de soluci4n 0. 01 N de

ácido elorhidrico y 10. 0 ml de reactivo de cloruro

férrico. 

5. 2. 3. 6 cálculos

Determinar la cantidad de mcg de oxitetraciclina por

mg de muestra por medio de la siguiente ecuaci&ns

Am X Pp - X F X 100
mcg de oxitetraciclina por mg = Ip- -Xp1n X ( 100- h) 

Donde: 

Am = Absorbancia de la muestra

Pp = Peso de la sustancia de referencia éxpresada en - 

ME

F = Potencia de la sustancia de referencia expresada - 

en meg por mg

Ap = Absorbancia de la soluciJn de referencia

Pm = Peso de la muestra expresada en mg

h = Porcentaje de agua en la muestra

5. 3 DETERMINACION DEL PODER ROTATORIO ESPECIFICO

5. 3. 1 Aparatos y equipo



20 - 

0

Polarimetro con precisi<Sn de + 0. 1 ' luz de sodio y

filtro para 589. 3 nm. 

Equipo comCn de laboratorio

5. 3. 2 materiales y reactivos

Soluci&n 0. 1 N de ácido clorhIdrico

5- 3- 3 Procedimiento 

Pesar con exactitud alrededor de 500 mg de muestra, - 
anhidra o hidratada, equival-ente a 500 mg de oxitetra

ciclina, 
transferirlos a un matraz aforado de 100 - l~ 

disolver y aforar con soluci&n 0. 1 N de ácido clorM- 
drico, realizar el aforo a 20 0 C. 

Determinar el poder rotatorio especifico de esta solu

ci6n a 20 OC, tomar cinco lecturas de la soluci6no -- 

calcular el

1

promedio de estas lecturas ( a).. Tomar cin

co lecturas del disolvente empleado para disolver la - 
muestra y calcular el promedio de las

lecturas ( ao). 

5. 3. 4 . Cálculos

Calcular el poder rotatorio especifico de la
en base anhidra, por medio de la siguiente ecuaci<Sni

P. R. E. = (
a- a 0 ) 

X A X 100

L X P X ( 100 - h

Donde& 

p. R. E. = Poder rotatorio especifico de la muestra en - 

base anhidra

a =- Promedio de las cinco lecturas observadas de la - 
soluci6n problema

a = Promedio de las cinco lecturas observadas para - 
0

el disolvente

A = Volumen al que se afor6 la muestra pesada

L = Longitud del tubo polarim¿trico, 
expresado en dm
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h - Por ciento de agua en la muestra

5. 4 DETERMINAC12NL DE_ 2H

5. 4. 1 Aparatos y equipo

Potencí6metro' equipado con un electrodo de vidrio sen

sible a la actividad del i&n hidr&geno, y uno de calo

mel que es el de referencia. 

Equipo comán de laboratorio._ 

5. 4. 2 Materiales y reactivos

Soluci6n reguladora 0. 2 M de biftalato neutralizado de
pH 4. 8t mezclar en un matraz aforado de 200 mi, 50- 0 - 

mi exactamente medidos, de soluci&n 0. 2 M de biftalato

de potasio _( 40. 846 g de biftalato de potasio para ha- 
cer 1000 mi de soluci6n con agua) y 16. 5 mi de solu--- 

ci<Sn 0. 2 NI de hidr6xido de sodio valorada, y aforar -- 

con agua. 

Soluci6n reguladora 0. 2 M de fosfato de pH 6. 8t mez"- 
clar en un matraz aforado de 200 mi, 50. 0 mi exactame 

te medidos, de solucion 0. 2 M de fosfato monobásico - 

de potasio ( 27. 218 g de fosfato monobásico de potasio

para hacer 1000 mi de soluci6n aon agua) y 22. 4 mi de

soluci6n 0. 2 M de hidr6xido de sodio valorada y afo— 

rar con agua. 

5. 4. 3 Procedimiento

Transferir 50. 0 mg de muestra exacta -mente pesados, a

un matraz aforado de 50 mi, mezclar y aforar con agua. 

Realizar las determinaciones de pH de las soluciones - 

a una temperatura de 25 + 2, 0 0 C. 

Calibrar el potenciJmetro ajustándolo con las soluciO

nes reguladoras de pH 4. 8 y 6. 8, como paso siguiente- 
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medir el pH de la suspensi6n problema dos o más veces
hasta que no haya variací&n. 

Entre cada determinaci6n tener la precauci6n de lavar
los electrodos con la soluci6n a la que se le va a de
terminar el pH y desechar los lavados. 

5. 5
DETERNIINACION DEL CONTENIDO DE AGUA ~ METODO

DE KARL FISCHER

5- 5- 1 Aparatos y equipo

Aparato que permita la apropiada exclusi6n. 
de la hu- 

medad atmosférica y la determinaci8n del punto final - 
Comprende por lo general un sistema cerrado, 

consti— 

tuido por buretas automáticas y un vaso de titulaci6n
con cubierta hermética, 

provisto de dos electrodos de

platino y un agitador magnético. 

Equipo comdn de laboratorio. 

5. 5. 2 Materiales y reactivos

Reactivo . de Karl Fischer ( a una soluci6n que conten- 

ga 670 m1 de metanol y 170 m1 de piridina agregar 125
g de yodo e infriar. _-,n una probeta graduada de 250 - 

m1 transferir 100 m1 de piridina y mantenerla en baño
de hielo, burbujear di6xido de azufre seco hasta que - 

el volumen llegue a 200 ml. Lentamente y agitando se - 

agrega esta soluci6n a la mezcla de yodo enfriada. -- 

Agitar bien para disolver el yodo, 
pasar la solucion- 

al frasco del aparato y dejar en
reposo durante la - 

noche anterior a la valoraci6n. 

Un m1 de esta soluci6n recientemente preparada equiva
le aproximadamerte a 5 mg de agua, 

pero se. descompone

gradualmente; por tanto debe valorarse 1 h antes de - 

usarla o diariamente si esta en uso
continuo. Se pro- 

tege de la luz mientras esta en uso. 
Guardar el resto

del reactivo preparado en un
recipiente color ámbar - 
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con tap<Sn de vidrio, protegido de la luz y bajo re— 

frigeraci6n. Tambien se puede emplear una soluci6n - 

estabilizada del reactivo disponible comercialmerte- 

Tartrato de sodio

Metanol

5. 5. 3 Normalizaci6n del reactivo de Karl Fischer

Colocar 36 mí de metanol en el vaso de titulaci&n y - 

añadir suficiente reactivo de Karl Fischer para obte- 

ner el punto final caracterf-stico. Añadir rápidamente

de 150 a 350 rng de tartrato de sodio pesados con exae

titud y titular hasta el punto final. 

Por la fJrmula siguiente se -obtiene el factor F de -- 
equivalencia del agua, expresado en rng de agua por mí

de reactivo. 

o. 1566 x P
F = 

V

Dondes

r = Factor de equivalencia del agua, expresado en mg~ 

de agua por mí de reactivo. 

P = Peso del tartrato de sodio expresado en rng

v = Volumen empleado del reactivo de Karl Fischer

5. 5. 4 Procedimiento

Añadir 25 mí de metanol al vaso de titulaci&n y titu- 
lar con reactivo de Karl Eischer hasta llegar al pun- 

to final, sin tornar en cuenta el volumen consumido, - 

ya que este no interviene en los cálculos - 

Pesar exactamente alrededor de 300 rng le riuestrap y - 
transferil. rápidamente al vaso de titulaci9n. 

Agitar vijorosamente y titular de nuevo con reactivo - 

de Karl Fischer hasta obtener el punto final. 
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5. 5. 5 Cáculos

Determinar el por ciento de agua en la muestra por la

siguiente ecuaci&ni

P. C. A. - 
V X F

P

x 100

Donde. 

P. C. A. = Por ciento de agua en la muestra

V = Volumen del reactivo empleado

F = Factor de equivalencia del agita

p = Peso de la muestra exprisado en mg

5. 6 PRUEBA DE cRiSTIALINIDAD

5. 6. 1 Aparatos y equipo

microscopio con luz polarizada ( con objeto de, obtener - 

luz polar¡ zada se puede emplear un filtro polaroid en- 

tre la platina y el condensador) 

Equipo comx1n de laboratorio

5. 6. 2 Materiales y reactivos

Aceite mineral

5. 6- 3 Procedimiento

Mezclar en un porta -objetos una pequeña cantidad de

la muestra ( aproximadamente 2 mg ) con una o dos go— 

tas de aceite mineral. Cubrir el porta -objetos y ob— 

servar al microscopio con luz polarizada, 

5. 6. 4 Interpretaci&n de resultados

Los cristales de oxitetraciclina, 
muestran part1culas

en las cuales se observa el fen&meno de bi. rrefringen- 

cia y posiciones de extincí&n por movimiento circular
del porta -objetos. 
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5. 7 DETERMINACION DE ABSORCION DE LUZ EN LA RE- 

GION DEL ULTRAVIOLETA A 353 nm

5. 7. 1 Aparatos y equipo

Espectrofot&metro

Equipo comiin de laboratorio

5. 7. 2 Materiales y reactívos

Soluci6n 0. 1 N de ácido clorhídrico

Sustancia de referencia de oZitetraciclina

5. 7. 3 Procedimiento

Transferir 50 mg de muestra y de sustancia de referen
cia por separado a un matraz aforado de 250 m1 disol- 
ver y aforar con soluci6n 0. 1 N de ácido clorhídrica - 
transferir una alicuota de 10. 0 m1 a un matraz afora- 

do de 100 m1 y aforar con soluci6n 0. 1 N de ácido --- 
clorhídrico, Determinar la absorbancia a 353 nm de

las soluciones muestra y de referencia
usando como

blanco, para ajustar el aparato, 
soluci6n 0. 1 N de -- 

ácido clorhídrico. 

5. 7. 4 Cáculos

Determinar el porcentaje relativo de absorbancia, 
en - 

base anhidrag por medio de la siguiente ecuaci&ni

A X P X F X 10r rm

Ap_—XPTH
P. C. A. 

Donde i

P. C. A. Porcentaje relativo de absorbancia, en base

anhidra, de la muestra

Am = Absorbancia de la muestra

Pp = Peso de la sustancia de referencia expresada
en

mg
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F = Potencia de la sustancia de referencia expresada

en mcg por mg

Ap = Absorbancia de la sustancia de referencia

Prn = Peso de la muestra expresada en mg

h = Porcentaje de agua en la muestra

5. 8 PRUEBA DE INOCUIDAD

5. 8. 1 Aparatos y equipo - 

Agujas y jeringas estériles (
esterilizar en calor se- 

co a 250 0 C por un m1nimo de 1 h) 

Equipo comán de laboratorio

5. 8. 2 Ylateriales y reactivos

Ratones blancos de 18 a 25 g no usados antes en otra

prueba similar. 

Agua destilada estéril (
esterilizar en autoclave a - 

121 a C por un minimo de 20 min) 

Soluci&n 0. 1 N de ácido clorhIdrico

5- 8. 3 Procedimiento

Inyectar intravenosamente a 5 ratones 0. 5 mi de solu- 

ci<Sn muestra de concentraci- i de 2 mg por mi (
trans— 

ferir 100 mg de muestra a un matraz aforado de 50 mi - 
disolver con 5 mi de soluci&n 0. 1 N de ácido clorh1 
drico y aforar con agua destilada estéril), 

La inyec- 

ci&n deberá hacerse a una velocidad de 0. 05 mi por se
gundo; observar a los ratones durante un periodo de - 

48 horas. 

5. 8. 4 Interpretaci&n de resultados

Si ninglin animal muere en el perlodo de observaci&n - 
de 48 horas la muestra pasa la prueba. 

Si uno 0 más - 



27 - 

animales muere dentro de las 48 horas repetir la prue

ba usar -do 10 ratones con peso de 20 g (± 0. 5 9) cada - 

uno. La muestra pasa la prueba si el nilmero total de - 

animales muertos detro de las 48 horas no es mayor -- 

del 10 por ciento del numero total de. animales Proba- 

dos, incluyendo la prueba original. 

5. 9 PRUEBA DE ESTERILID

5. 9. 1 Aparatos y equipo

Equipo de filtros membrana Igara la prueba de esterili

dad de 3 6 6 unidades

Membranasfiltr-antes de 0. 45 ± 0. 02 micras

Campana de flujo laminar

Autoclave

Potenci6metro

Tubos para cultivo con tapa

Cortadores y pinzas para membrana

Equipo co=n - de laboratorio

5. 9. 2 materiales y reactivos

Peptona ( BBL 11919; Difco 0118- 01- 8)' 

Soluci6n de peptona, esterizar en autoclave a 121 0 C

por un mínimo de 20 min ( disolver 1. 0 g de peptona - 

en suficiente agua, añadir 1. 0 m1 de p- tert- octilfe-- 

noxi polietoxietanol y aforar con agua destilada a

1. 0 1 después de esterilizar ajustar el pH a 7. 0

7. 2, si es necesario con soluci6n 2. 0 N de hidr&xido- 

de sodio o soluci6n 2. 0 N de ácido clorhídrico). 

Medio de soya y digerido de caseína ( BBL 11768; Difco

037- 01- 1) 

Agar micol6gico ( BBL 11445; Difco 0405- 01- 0.) 
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Agar soya tripticasa ( BBL 1104; Difco 0369) 

5. 9. 3 Procedimiento

Armar un equipo de filtraci&n de 3 6 6 unidades con - 

sus filtros membrana y filtros hidr&fobicos segi1n --- 

instrucciones del fabricante y prepararlo para su es

terilizaci6n. 

Esterilizar en autoclave todo el equipo a 121 0 C de - 

20 a no mas de 45 min. EL TIENIPO Y LA TEMPERATURA SON

CRITICOS. Los filtros mem.braila pueden ser esteriliza- 

dos aparte pero da mejor resultado y menor riesgo de- 
contaminaci&n si se esterilizan ya en la unidad. 

Los cortadores y pinzas deben se esterilizados en ca- 

ior seco a 250 0 C por un minimo de 1 h. 

Preparar y limpiar la campana de flujo laminar y en - 
condiciones asépticas pasar todo el material que se - 

va a utilizar para la prueba, conectar la campana 10- 

a 15 min antes de empezar a trabajar. 

Tomar una muestra sépticamente de 6 g del producto - 

que debe contener de todos y cada uno de los recipien

tes que forman el lote, vaciar a un matraz erlenmeyer

de 500 m1 que contenga 200 m1 de solucii.n de peptona

esterilizada y a temperatura ambiente disolver la --- 
muestra agitando hasta disoluci6n total. 

Empezar a filtrar asépticamente usando un filtro como

testigo. Si la filtraéi<5n se dificulta o es muy lenta

se debe disolver la muestra en 400 m1 de soluci3n de- 
peptona o usar 3 g de muestra. 

Tomar la membrana con las pinzas y colocarla en el --- 

cortador, cortar la parte central en un circulo de --- 

17. 5 mm de diámétro, transferir la parte central de - 

la membrana cortada dentro de un tubo que contenga me
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dio flúido de tioglicalato, 
colocar la parte exterior

dentro de un tubo que contenga medio de soya y digeri
do de caseina. Repetir esto con el testigo - 

Durante 1 . a prueba exponer una caja Petri con agar mi- 
col6gico y otra con agar soya

tripticasa, incubar du- 

rante un período de 4 dias y observar su crecimiento - 
para tener la seguridad de que el área donde se efec- 
tu6 la prueba fué una área estáril. 

Incubar los tubos con medio fluido de tioglicolato -- 
por 7 dias a 30 - 32 0 C ( medio para bacterias) Y los - 

tubos con medio de soya y digerido de caseína a 22 -- 
25 0 C por 7 días ( medio para hongos) 

5. 9. 4
Interpretaci6n de resultados

Se dice que el lote o muestra pasa la prueba si des— 
pués de 7 olas de incubaci6n en ningdn tubo aparece - 
crecimiento. 

Si se observa crecimiento, 
deber& repetirse la prueba

con el doble de muestra y si el crecimiento es en un - 
solo medío, 

colocar la membrana en ese medio. 

Si en los dos ensayos hay crecimiento la muestra no - 
pasa la prueba. 

5. 10 PRUEBA DE PIROGENOS

5- 10- 1 Aparatos y equipo

Term&metro y agujas libres de pir&
genos (

esterilizar- 

en calor seco a 250 0 C por un minimo de 1 h) 

5. 10. 2 Materiales y reactivos

Conejos no albinos sanos y adultOsp. con peso no menor
de 1500 9. cada uno de los cuales, 

por lo menos una - 

semana antes de la pruebag debe ser mantenido en su - 
peso con tina dieta libre de

antibi6ticOs- _ 
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Area de alojamiento de temperatura de 23 ± 1. 5 0 C h_u

medad relativa de 50 + lo por ciento y libre de per- 

turbaciones que facilmente los puedan exitar. 

Mantener a los conejos en esta área en forma indivi- 
dual. 

Un animal cue no se ha usado anteriormente en la --- 

prueba permanecerá dos semanas antes de la misma bajo
las condiciones anteriores. 

Simular una prueba uno a - 

tres dias antes de la determinaci&n bajo las condicío
nes especificadas en el procidimiento, 

omitíendo la - 

inyecci&n- Si el animal no pasa satisfactoriamente es

ta prueba, probarlo nuevamente dos veces cork urt 13P - 

so dé dos dlas de descanso entre cada una. 
Sí no pasa

la tercera prueba desechar al animal. 

Usar los animales cada748 horas a cada dos semanas si
la prueba anterior fu& calificada como pirógénica 

Agua des'tilada estéri:L ( esterilizar en autoclave a 121

0 C por, un rafnimo de 20 min). 

5. 10- 3 Procedimíenta

Realizar la prueba en una área donde los animales es

ten alojados en las condiciones ambientales menciona- 

das. El dia de la prueba suspender todo el alimento a

los animales que van a ser usados hasta después de
terminada, excep,ta la administraci&L de agua% 

Determinar la temperatura control de cada animals, 

min antes det iniciar la prueba, por la inser-ci&n del- 

term&metro en el recto del animal a una profundidad - 

de no menos de cm manteniendolo el tiempo suficien

te para alcanzar la máxima temperatura. 
Usar sola a- 

quellos animales, cuya temperatura control no se desvie
más de 1. 0 a C de cada una de las otras lecturas y no- 
se u.-z5e ningun animal con una temperatura que -exceda

de 39. 8 OC- 
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La temperatura con~ j- tFOk-kst~ a para cada conejO - 

constituye 19 te*peratura a partir de la cual se cal- 

cula cualquier elevaci&n subsecuente & 
la inyeccí&n - 

del material de prueba. Preparar " In -a sOluci8n con

concentraci&n de 5 ag por mOL de oxitetraciCJLiJma ( 

transferir 50 mC de miestra a un ~ trar.aro~ o de 10

l, disoji~ con 2, 5 al de soluci&a Om1 N de ácido -- 
clorhUríco, y rorlax. ~ aWáa destil;;wRa est&w-¡11. -- DO

miin desput-s de ha~ tO~ 0 la t~ era-tu37 contr1l'L " - 

in~ tar un mil de la soluci(5a amterior Por kg de PC --la

corpora4 la j=~ej&m deb>er4 tiacerse en u= ] LaPsO de

un mánuto po, I_a w~ ~ janal de lia wreja

uzo de los tres ~ ejus» blab-i~ u calle=t~ lPre'w' ameS

te la sa]LumidSM a j~ ar a Y e; ]¡- le~ = ~ s IZx7

de las tem~ atw~ a liz TI> T Y hura -s de -~& S de la — 

5. 19. 4 ] Lmt~ retaci&m de resurt~ s

Si 10, ~ ejaDs MIO ~ str-an un :¡Mcr-e— tto - 

de temM»er-atu=a de «D. 6 oC « D nís de su rèsPectiva tem'_- 
peratura control F Si la 5~ de los tres

I'ILde tezper'atura nO exceCe de 7- 14 « De "'-' ' nrn tra pasa ' 

prueba. 

Si uno 0 dos Conejos MIMP-5 1 ~ - MeWacién de ten— 

P~ tiora de 0. 6 * C o más; 0 SiL Ia S de 1135 jacre— 

nentos de temperatmm-a e= eufle de l 14 e repettir La

prueba usando 5 ~ ejes. Si nao mas de tres de 1105

ñTnyffliNHL«R~ eS de tq!'M

peyatura de 0. 6 ae a m& s w, si la su~ de e~ 

ciones de ~ eratura no ~ te (de 3. 7 e. la affaes— 

t. Pasa la y—~- 

5. 11 MWIMA aRSLSrAjxyAS MMSMAII QSIIMMIMS
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5. 11. 1 Aparatos y equipo

Quím6grafo

Jeringas y agujas para tuberculina, esterilizar en - 

calor seco a 250 OC por un minimo de una h

Jeringa de 10 m1 y aguja del No. 22, esterilizar en - 

calor seco a 250 0 C por un minimo de 1- h

Equipo de, disecci6n, esterilizar en calor seco a --- 

250 0 c por un mInimo de 1 h. 

Man&metro de mercurio adecuado para medir la presi-on

sanguinea, se suguiere el siguiente¡ 

Tap<Sn ajusta
do con perfo

raci&n cen-- 

tral

QUIMOGRAFO

7

Jeringa Alambre de

con solu- laceroinoxidable
ci6n de -  

heparina

T P6Tap6n de corcho

B) C; flotente

A U - 
A la arteria 9
car6tida Llave de

tres pasos
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5. 11. 2 llateriales y reactivos

Un gato sano macho o hembra no preñada que no pese me

nos de 2. 5 kg, y que se ha mantenido cuando menos -- 

una semana en una área de alojamiento de caracteris- 

ticas iguales a las especificadas en el punto 5. 10. 2. 

Agua destilada, esterilizar en autoclave a 121 C por

un mínimo de 20 min. 

Soluci6n fisiol&gica, esterilizar en autoclave a 121- 

0 C por un mínimo de 20 min (- transferir 9. 0 g de cloru

ro de sodia a un matraz aforado de 1000 m1, disolver - 

y aforar con agua destilada) 

Sustancia de referencia de diclorhidrato de histamina

Anestésico de ácci&n media o prolongaday que no afec- 

te la estabilidad de ra presi<5n sanguinea ( fenobarbi- 

tal s3dico, pentobarbital s3dico o nembutal). 

Soluci6n de heparina ( disolver 100 rr.g de heparina s& 

dica en 1. 0 1 de soluci(5n fisiol&gica estéril; con- 

centraci&n estimada de 100 mcg de heparina por m1). 

Soluci&n de referencia de histaminas ' Pesar exactamen- 

te una cantidad aproximada a 165. 6 mg de diclorhidra- 

to de histamina de referencia ( equivalente a 100 ml, - 

disolver y aforar con agua destilada estéril (
concen- 

traciSn estimada de 1 rng de histamina base por m1). - 

Transferir alicuotas de 0. 5 m1 de la solucii5n ante— 

rior a ampolletas de vidrio, sellar las ampolletas y - 

conservarlas bajo refrigeraciSn hasta su uso. Para

hacer una soluci n primaria diluir una alícuota de

0. 5 m1 en un matraz aforado de 50 m1, con agua desti- 

lada est6ril ( concentraci6n estimada de 10 mcg de -- 

histamina base por ml); esta soluci&n primaria puede - 

ser conservada bajo refrigeraci6n por un mes. El día

de la prueba preparar a partir de la soluci<Sn prima— 
ria, una soluci&n que contenga 1. 0 mcg de histamina

base por m.1 haciendo una diluci3n de 1: 10 con agua

destilada estéril
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Soluci6n 0. 1 N de ácido clorhidrico

5. 11. 3 Preparaci6n de la muestra

Transferir una cantidad de muestra problema equivalen

te a 50 mg de oxitetraciclina a un matraz aforado de- 
jo mi, disolver con 2. 4 mi de soluci6n 0. 1 N de ácido
clorhídrico aforar con agua destilada estéril y mez - 

ciar ( concentraci&n estimada de 5 mg de oxitetraci— 

clina por mil. 

5- 11- 11 Procedimiento

Determinar el peso del animal y aplicar anestesia g 

neral por medio de una inyecci6n intraperitoneal del
anestésico elegido. Descubrir quirdrgicamente la ar- 

teria carltida separándola completamente de todas - 
las estructuras a su alrededor, 

seccionar el nerivio

vago - 

Desplazar totalmente el aire del man&metro por solu- 

ci&n de heparina, aplicada con una jeringa colocada

en la entrada B ( ver esquema, - 5. 11. 1) 

Insertar una cánula en la arteria car&tida conectada - 

al man6metro por la entrada A manteniendo la llave ce
rrada; para medir directamente y tener un registro -- 

constante de la presi6n sanguínea, 
abrir la llave; si

la sangre tiende a coagularse, 
agregar la cantidad - 

necesaria de heparina. 

Descubrir quirurgicamente la vena femoral para facili
tar la inyecci6n intravenosa. 

Conectar el man&metro al quim6grafo e inspeccionar la
amplitud de los trazos del movimiento de oscilaci6n - 

estabilidad relativa de la presi6n sanguínea. 
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Determinar la sensibilidad del animal a la histamina - 

por medio de inyecciones en la vena femoral de la so- 
luci6n de referencia de histamina de concentraci6n -- 

de 1. 0 mcg de histamina base por miq aplicar las in— 
yecciones a intervalos uniformes de tiempo de no me— 

nos de 5 min cada una, aplicar 0. 05P 0-_. 10 y 0. 15 mcg - 

de histamina base por kg de peso corporal, 
repetir — 

las inyecciones haciendo caso omiso de las primeras

series de lecturas hasta que las caidas de presi6n -- 
causadas por dosis de histam na sean

equivalentes Y - 

relativamente uniformes, y la calda de presi&n sangui

nea causada con o. 10 meg de histamina base por kg de - 
peso corporal no sea menor de 20 mm de

mercurio. ReeT

plazar la histamína por la soluci&n muestra prepara

da como se describe en 5. 11- 3 que contiene 5 mg de -- 
ox-itetracielina

por mi e inyectar 3. 0 mg por kg de

peso corporal en un lapso de 5 min. Si hay baja signi

ficativa de la presi6n sanguinea, 
la dosis vuelve a— 

repetirse después de alternar con una dosis de 0. 10 -- 
meg de histamina base por kg de

peso corporal. Emple- 

ar diferentes agujas y jeringas de tuberculina para - 
inyectar la soluci&n de histamina de referencia y la- 
soluci6n del antibi&tico. El animal puede ser utiliza

do hasta que sus respuestas sean razonablemente esta- 
ble. a la histamina. 

5. 11. 5
interpretaci6n de resultados

El producto pasa la prueba se ausencia de sustancias- 
histaminosimiles si la baja de presi(5n sanguinea ob— 

tenida con 3 mg de oxitetraciclina por kg de peso cor
poral no es mayor que la obtenida con 0. 1 mcg de his- 
tamina base por kg de peso corporal. 

6. APENDICE
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6. t OBSERVACIONES

Los reactivos grado anal£tico empleados en 105 métO-- 
dos de prueba cumplir4n con las especificaciones mar- 
cadas por la Farmacopea

Nacional de los Estados Un¡ 

dos Mexicanos. 

La sustancia de referencia oficial seiM la aoeptada - 
por la Secretarla de Salubridad y

Asistencia ( S. S. A.) 

6. 2 BIBLIOGRAFIA

Farmacopea Nacional de Jos Estados Unidos Nexicanos,- 
4a Edici6n, 1974. PAS. 94- 96, 170- 72, 31- 42

jjiguchi, Takeru; Brochman- Hassen, 
Pharmaceutical Ana- 

lysis, Ed. Interscience tq6t PAg 624- 638

Federal Register, Vol. 29, No. 105 - mayo 30P 1974 -- 

446. 65a. 

National Formulary XII - 286

The Merck Index, 1968; Eighth Edition. PAS 776

The United States Dispensatory, 
27th Edition, 1973. - 

PAS 824 y 1152- 1178. 

Organizaci6n fundial de la Salud, 
Publicaci6n Cientf- 

f ica No. 158 f nbrero 1968, Animales de Laboratorio. 

Farmacopea HelvStica, 6a Edici6n, 1971 Tomo I PAS. 213

Goodman -Gilman Base.s Farmacol6gicas de la terapedtica
4a Edici6n, 1970P Editorial Interamericana. PA9. 1206- 

1210. 

Osol- Hoover ReMingtOft9 Pharmaceutical
Sciences, 14th - 

Edition, 1970. pAg 633. 

6. 3
PARTICIPANTES

Fermic S. A. de C. V. 



37 - 

QuImica Hoechst de México# S. A. 

Laboratorios Sanfer S. A. 

Abbott Laboratories de M6xicOv S. A* 

Laboratorio Fedal.- S- A- 

Farmacedtic0s Helenka, S. A. 

Laboratorios Terrier, S - A - 

Laboratorios Bristol de MéxicOr S. A. 

Pfizer, S. A. 



AIMIpRoYECTO DE NO^ OFICIAL MEXICAM

OCLOREUDRATO DE CUCIlr£ I'RACI Cl 

1. G-.E—KEíRt& LI~ IES

AntibiStic0 Peirteneciente a., grpo de las tetraciclí

n=--. 

1. 1 DEFINICIOM5

para 1.0_ de esta norma se enti~
e por cllor 

9 efectos

hidrato de Oxitet:r icl' na a-1 producto " 
títuido

principal~ te Por el compuesto qufacico c~^
FM1

con peso molecular de 496* 91 ^ 
nanomm quImicu de — 

ww,] Lmrbi~ tu de 4-( Dimetil wi-lDO1- 1, 1 4', 4a* 5» -`5a* 

6, jj» j2ao, tatádra- 3, 5, 6- 10- 12- 

6. t-il-1, 11--dicizo 2- caftacelmecartoxamdaw 51 clor— 
hidrato dc. oxitetraci- lilm2 es MM

compuestbo cm= a-qWc- 

to de polvo cristalino de colcir
arnaríllo* ¡~~ o e

hie, usc4pico, de s~ jr a~ y obscm= ip-ce por e~ sí— 

ci&ft & la la= solar ¡ aire~ 3' 1-1111we de mater'— ~- 

bles. extrMnas- 

FSruwAa de--MrTOII dal

OH 0
COME- 

HICIL

1. 2 ALCANCE

presente r~ ma se @qplica aa ejorhidra

traciclina estéri, 
Vr — — t' jr"- 

1. 3
tsos



2 - 

En la fabricaci6n de medícamentos

2. CLASIFICACION

El producto objeto de esta norma se clasifica en dos - 
grados de calidad

Grado A clorhidrato de oxitetraciclina estéril

Grado B clorhidrato de oxitetraciclina no estéril

3. 
ESPECIFICACIONES - 

3- 1 DEL PRODUCTO

El clorhidrato de oxitetraciclina en sus dos grados - 
de calidad objeto de esta norma, debe cumplir con las

especipicaciones indicadas en la tabla 1. 

TABLA 1

Caracter stica
Clorhidrato de oxi tetraciclinacl

EspecificacionesEspecif ica c1rr 0 A es t gri 1T, Gr,r estérillrado A Grado B _noestérilGr

If ' Identificac
eba 1 Pasa la prueba

Potencia en base anhi No menor de 835 No menor de 835

1 mcg de oxitetraj mcg de oxitetrara- 
1iciclina por m ciclina por mg_ 

oderrotatorio espeelatooderrot: 

Lra- 

xco _ en ba
anhidral

ico - en base2 co 0

soluci6n ácida al -- solucj&n & soluc 16
0

188 a - 181? a - 200

0 por ciento a 2 - por cie0

8c y 589. 3 nm) 

H ' . . 1, 0 por- soluci&n
2. 0 a 3. 02. 0 a 3- 0

ciento v

erdida al secado ( a - 

de 2 07No más de 2. 0o ríl s

i

No más de 2, 0
0

r edt 10 C i i0 C y presi6n reduci 1 por ciento por ciento

a i
Cristalinidad

Presenta birre Presenta . birre

r nfringencia a - fringencia a - 

la luz polari- la luz polari- 

zada zada



3 - 

TABLA 1 ( continda) 

3. 2 MARCADO

3. 2. 1 En el envase y empaque

En el exterior del empaque y envase, 
debe aparecer una

etiqueta en caracteres legibles y redactados en espa- 
fíol los siguientes datos$ 

SImbolo del fabricante, nom

bre del producto, 
grado de calidad ( estérily no esté- 

ril), peso neto expresado en kilogramos 0
gramos, nu- 

mero de lote, fecha de fabricaci6n y caducidad, la - 

leyenda " Hecho en México" la leyenda **Conservese el - 

envase bien cerrado en lugar fresco y seco", 
potencia

o equivalente en actividad (
en oxitetraciclina base) - 

y otros datos tales como precauciones que deben tener
se en el manejo y uso de los empaques y envases duran
te su transporte y almacenamiento y el Sello oficial - 
de Garantla cuando la Secretarla de Industria y Comer
cio lo juzgue conveniente. 

3- 3
ENVASADO Y EMPACADO

El producto no estéril objeto de esta norma se debe - 
envasar en doble bolsa de polietileno negro o cual--- 
quier otro material adecuado cuyas

caracter1sticas - 
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sean tales que no reaccione con el producto y lo pro- 
teja de la luz# cerradas por separado y a su vez es— 

tas en cuñetes de capacidad y material adecuados para
que resistan su transporte y almacenamiento. 

El producto estéril debe
estar contenido

1

en recipien- 

tes estériles de aluminio o
vidrio ámbar, hermética— 

mente cerrados; 
los recipientes deben abrirse solamen

te en áreas estériles y bajo condiciones asépticas. 

TUESTREO

El muestreo se efectila de coman acuerdo entre el fa— 
bricante y el comprador y a falta de este acuerdo se - 
recomienda seguir el siguiente método¡ 

4. 1 ——— 0DO DE MUESTREO PARA PRODUCTO TERMINADO
A GRANEL GRADO NO ESTERIL

4. i. l Aparatos y equipo

Guantes de hule con superficies exteriores lisas. 
Muestreador de acero inoxidable pulido, 

de 1. 27 cm - 

de diámetro con ventanas por lo menos de una tercera
parte de la circunferencia; 

completo de tubo interior

de cierre. 

Bolsas de polietileno negro u otro material adecuado - 

Frascos de vidrio de color ámbar. 

Frascos ámpula de color ámbar de 20 ml. 

4. 1. 2 Manera de operar

por medio del muestreador sacar producto de cada cuñe
te en tres puntos diferentes

dispuestos a +. 1200 uno - 

de otro y a tres diferentes alturas seglin el esquema - 
siguiente: 



milc

I

2

3

PLANTA
SECCION

De cada envase tomar aproximadamente 30 g de producto
y ponerlos en bolsas de polietileno negro marcadas -- 
con el námero del cuñete y el námero del lote. Cerrar

los cuñe es con un oportuno cierre de garantias

De cada bolsa de polictileno negro pesar partes pro— 
porcionales al peso neto declarado en la etiqueta del
cuñete correspondiente y transferirlas a otra bolsa - 
de polietileno negro. 

Mezclar hasta completa homoge— 

neidad. 

Esta muestra oficial se dividirá en
dos partes% Una - 

destinada al archivo (
cantidad aproximada 100 9) Y -- 

otra destinada al análisis ambas envasadas en frascos
de vidrio de color ámbar. En caso de que el lote se - 

ponga a prueba de estabilidad se repartirá una terce- 
ra porci n del producto en frascos ámpula de color
Ambar de 20 ml- ( 20 frascos conteniendo cada 1 g de

producto) 
debidamente rotulados y cerrados. 

4. 2 YILTODO DE MUESTREO PARA PRODUCTO TERMINADO

A GRANEL GRADO ESTERIL

4. 2. 1 Aparatos y equipo

Guantes de hule con superficies
exteriores lisas, este

rilizar en autoclave a 121 0 C por un minimo de 20 min. 



Muestreador de acero inoxidable pulido, de 1. 27 cm - 

de diámetro con ventanas por lo menos de una tercera - 
parte de la circunferencia; 

completo de tubo interior

de cierre, esterilizar en calor seco a 250 0 C por un- 
minimo de 1 h. 

Frascos de de color ámbar de 20 MI

Campana de flujo laminar o - área estéril

4. 2. 2 Manera de operar

En la campana de flujo lamina -r o en el área estéril - 
realizar el procedimiento indicado en el punto 4. 1. 2 - 
en forma aséptica. 

4. 3 CRITERIO DE AC LT_ACION

El criterio de aceptací6n es 100 por ciento

5. METODOS DE PRUEBA

Los reactivos que se mencionen en todas las determina
ciones siguientes deben ser grado

analitico ( ver apen

dice) a menos que se mencione otra cosa; 
cuando se -- 

indique agua debe entenderse agua destilada y la sus- 
tancia de referencia será la oficial (

ver apéndice). 

5. 1
PROCEDIMIENTO —— 

7 A TT) PINITTPTCACION DE _ CLOR- 

HIDRATO DE OXITETRACICLINA

5. 1. 1 Aparatos y equipo

Equipo comán de laboratorio

5. 1. 2 Materiales y reactivos

Acido sulfiSrico concentrado (
95 - 98 por ciento p/ v) 

5. 1. 3
Procedimiento

Afiadir 2 m1 de ácido sulfurico a 1 mg
de mue_stra. 
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5. 1. 4 Interpretaci6n de resultados

Al agregar ácido sulfúrico a la muestra se produce - 

color rojo brillante. 

5. 2
DETERMINACION DE POTENCIA

5e2e! MIETODO MICROBILOGICO (
CILINDRO PLACA) 

5. 2. 1. 1 Aparatos y equipo

Horno para esterilizar

Autoclave

Incubadora

Botella de Roux

Cajas Petri de 20 X 100 mm

Tapas de porcelana vidriadas por fuera, 
para las ca— 

jas Petri. 

Cilindros de acero inoxidable con diámetro exterior - 

de 8 — 4± 0- 1 rnm), diámetro interno de 6 mm (± 0- 1 - 

mm) y altura de 10 mm (+ 0- 1 mm)* 

Fotocolor1metro con filtro para 580 ni, 

Escala graduada con decímas de mm 0 similar

Equipo común de laboratorio

5. 2. 1. 2 Materiales y reactivos

Sustancia de referencia de oxitetraciclina

Soluci6n reguladora 0. 1 M de fosfatos de pH 4. 5 este- 
ril ( transferir 13. 6 g de fosfato monop6tasico a un - 
matraz aforado de 1000 mi, disolver y aforar con agua

destilada, esterilizar en autoclave a 121 - OC por un
minimo de 20 min, si es necesario, 

ajustar el pH a

4. 45 - 4. 55 con soluci6n 18. 0 N de ácido fosf6rico o - 
con soluci&n 10. 0 N de hidr&xido

de potasio. 



Medio antibioStica No I ( agar nutritivo para mantener - 

al microorganismo de prueba); esterilizar en autocla- 

ve a 121 0 C por un minimo de 20 min. 
Peptona ------------------------ - 6. 0 g

Digerido pancreático de caseina- 4. 0 g

Extracto de levadura — ---- =- 3. 0 g

Extracto de carne ---- ~ ------- 1. 5 9

Dextrosa ----------------------- 1. 0 ff

Agar -------------------------- 15. 0 g

Agua destilada c. b. p - ---------- 1000. 0 MI

después de la esterilizaci6n pH 6. 5 - 6. 6

Medio antibi6tico No. II ( agar nutritivo para la capa

de siembra y para la capa base); 
esterilizar en auto- 

clave a 121 0 C por un minimo de 20 min. 
Extracto de carne --------------- 1. 5

Peptona ---------------- 6. 0 g

Extracto de levadura ------------ 3- 0 9

Agar ~ -------------- 15. 0 9

Agua destilada c. b. p - ---------- 1000, 0 11

después de la esterilizaciSn pH 5. 8 a 6. 0 , 

Cepa de Bacillus cereus var. HIX£2il i—s( ATCC 11778) 

Soluci6n salina estéril ( transferir 9. 0 g de cloruro - 

de sodio a un matraz aforado de 1000 mi, disolver y

aforar con agua; esterilizar en autoclave a 121 C

por un m1nimo de 20 min). 

Soluci&n 0. 01 N de ácido ciorhidrico

5. 2, 1- 3 Preparaci6n de la soluci6n de referencia

Transferir a un matraz aforado de loo0 mi uria canti— 

dad exactamente pesada de sustancia de referencia de
oxitetraciclina equivalente a 100 mg de oxitetracicli

na, disolver y aforar con soluci6n 0. 01 N de. ácido -- 
ciorhIdrico (

ecncentracíón estimada de o. i Ing por mi) 
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Mantener esta soluci6n primaria bajo refrigeraciSn en

un matraz con tap&n de vidrio esmerilado, 
desechar -- 

esta soluci6n después de una semana. 

El día de la prueba transferir 10. 0 mi de la solucion
anterior a un matraz aforado de 100 mi y aforar con - 

soluci6n 0. 01 N de ácido clorhídrico (
concentraci6n - 

estimada de lo mcg por mi). 

5. 2. 1. 4 Preparaci&n del microorganismo de prueba

El microorganismo de prueba -es Bacillus cereus var. - 
TZcoides ( ATCC 11778)# mantener al microorganismo - 

de prueba sobre medio antibiStico No. 1 en tubos con

lo mi de medio inclinado. Lavar el desarrollo de un - 

tubo con 3 mi de soluci6n salina estéril. 
Pasar esta- 

suspensi6n de microorganismos a una botella de Roux - 

que contenga 300 mi de medio antibi6tico
No. I; exten

der la suspensi6n en toda la superficie del medio con
ayuda de perlas de vidrio estériles. 

Incubar por una - 

semana a 37 OC. lavar el crecimiento resultante con - 

50 mi de soluciJn salina estéril y pasar esta suspen- 
si6n de esporas dentro de un matraz erlenmeyer con ta
p6n de vidrio esmerilado. 

Calentar con agitaci6n esta

suspensi6n por 30 min a 70 OC, ., a-, ar tres veces con - 

soluci6n salina estéril y centrifugar entre cada lava
do, calentando en igual forma, resuspender en 50 mi - 

de soluci&n salina estéril. 
Esta suspension de espo— 

ras puede ser conservada bajo refrigeraci n por un -- 
mes. 

5. 2. 1. 5 Preparaci6n de las placas

Preparar las placas el mismo dfa que se van a usar> - 

añadir 21 mi de medio antibi&tico No. II, en cajas Pe

de 20 X 100 mm extender el medio uniformemente y de— 
jar solidificar, Fundir la cantidad necesaria de me— 
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dio antibiStico No. II, enfriar a 48 0 C y añadir la - 

cantidad necesaria de suspensí&n de Bacillus cereus - 

var. mycoides segi1n las experiencias de la prepara--- 

ci6n del microorganismo de prueba, y mezclar para ob- 

tener una suspensi6n homog4nea. Añadir a cada caja Pe

tri 4 mi de este medio inoculado y distribuirlo
uni- 

formemente, cubrir las cajas Petri con tapas de porce

lana y dejar solidificar, 
cuando el medio ha endure- 

cido, colocar 6 cilindros en la superficie del agar - 

inoculado a intervalos de aproximadamente 600 uno de

otro sobre un radio de 2. 8 cm. 
F

5. 2. 1. 6 Preparacidn de la curva de referencia

El dla de la prueba preparar las siguientes dilucio— 
nes a partir de la soluci6n primaria de lo meg por mI, 
usando soluci&n reguladora 0. 1 M de fosfatos de pH 4. 5

6. 4 mi a 100 mi ( 0. 64 mcg por mi) 

8. 0 mi a 100 mi ( 0. 8o mcg por mi) 

10. 0 mi a 100 mi ( 1. 00 mcg por mi) 

12. 5 mi a 100 mi ( 1. 25 mcg por mi) 

15. 6 mi a 100 - 1 ( 1. 56 mcg por mi) 

Usar 4 series de 3 cajas Petri cada una. 

Serie 1 1 llenar 3 cilindros alternados de cada caja - 
con diluci&n de referencia de 0. 64 mcg por mi. 

Serie 2 s llenar 3 cilindros alternado de cada caja - 
con diluci6n de referencia de 0. 80 mcg por mi. 

Serie 3 a llenar 3 cilindros alternados de cada caja - 
con diluci6n de referencia de 1. 25 meg por mi. 

Serie 4 : llenar 3 cilindros alternados de cada caja~ 
con diluci6n de referencia de 1. 56 mcg por mi. 

Llenar los 3 cilindros restaptes de todas y cada una - 
de las cajas con diluci6n de referencia de 1. 0 mc9
por mi. 
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Incubar las placas durante 16 - 18 h a 30 0 C y medir

los diámetros de las zonas de inhibici6n de las pla— 
cas. Obtener el promedio de las 36 lecturas de la di- 
luci&n de referencia de 1. 0 mcg por mi y el promedio - 

de las 9 lecturas de cada diluci6n de
referencia. Co- 

rregir las lecturas de cada una de las, series 1, 2, - 

3, y 4 aumentando o disminuyendo la misma diferencia - 
que exista entre el promedio de las 36 lecturas de la
diluci6n 1. 0 mcg por mi y el promedio de las 9 lec— 
turas de la misma diluci&n de cada serie por ejemplos

Para corregir el punto de concentraci6n de 0. 8 mcg -- 
por mi si el promedio de las 36 lecturas de la dilu— 
ci&n de referencia de 1. 0 meg por mi fué de 20 mm Y - 

el promedio de las lecturas, para el conjunto de es— 

tas tres placas de 1. 0 mcg por mi fué de 19, 8 mm, la- 

correcci&n . será de + 0. 2 mm. Si el promedio de las lec

turas de 0. 8 mcg por mi de las tres placas fué de119- 
19. 2 mm. deberá ser de

Mm ' el valor corregido

Graficar los diámetros corregidos incluyendo el prome
dio de 1 as 36 lecturas de 1. 0 mcg por m1 sobre papel- 
semilogarítmico de 2 ciclaz2 colocando la' concentra— 

ci n del antibidtíco en mcg por m1 en las ordenadas - 
escala logaritmica), y el diámetro de las zonas de - 

inhibici6n en las abscisas (
escala aritmética). 

La curva de referencia se traza uniendo los valores - 
máximo y m1nimo, 

calculándolos por medio de las ecua- 

ciones siguientes¡ 

3a + 2b + c - e le + 2d + c - a

B = 
5

A = ' 5

Donde s

B = Diárnetro de la zona calculado para la, concentra— 

ci6n más baja de la curva. 

A = Diámetro de la zona calculado para la
concentra-- 
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ci6n más alta de la curva. 

c = Diámetro de las 36 lecturas de 1, 0 mcg por mi

a, b, d y e = Valores promedio de las soluciones de

referencia de concentraci&n de 0. 64 0, 80, 1. 25 Y - 

1. 56 mcg por mi respectivamente. 

5. 2. 1. 7 Procedimiento

Preparar la soluciSn problema en la misma forma que - 
la soluci6n de referencia ( 5, 2- 1. 3) haciendo al final

otra diluci&n de 10. 0 mi a 100 mi con la misma solu— 
ci&n reguladora para obtener una concentraci6n estima
da de 1. 0 mcg de oxitetraciclina base por mi. 

Usar tres placas preparadas como se indica en 5. 2. 1. 5
llenar tres cilindros alternados de cada

caja con la

diluci6n de referencia de concentrací&n de 1. 0 mc9 -- 
por mi y tres cilindros con

soluci6n muestra, alter— 

nando la soluci3n muestra con la de referencia. 

Incubar las placasp incluyendo aquellas que contienen

la curva de referencia a 30 OC al abrigo de la luz -- 
por 16 - 18 h y medir el diámetro de las Zonas de in- 
hibici&n. Sacar el promedio de las lecturas de la so- 

luci6n de referencia y el de las lecturas de la solu- 
ci n problema. Si el promedio del problema tiene un - 

valor mayor que el promedio del de referencia agregar
la diferencia al promedio del diámetro de la soluci6n
de j. o mcg por mi en la curva de

referencia. Si el -- 

promedio del problema da un valor menor que el prome- 

dio del de referencia, 
restar la diferencia al diáme- 

tro de la soluci6n de j. o mcg por mi en la curva de - 
referencia. Leer en la curva la concentraci n corres- 

pondiente a estos valores corregidos de las zonas. -- 
Multiplicar la concentraci&n por el factor de dilu--- 
ci6n apropiado para obtener el contenido del antibi&- 
tico en la muestra. 
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5. 2. 2 MET DO MICROBIOLOGICO .( TURBIDIMETRI221

5. 2. 2. 1 Aparatos y equipo

Fotocolorimetro con filtro para 580 y 530 nm

Horno para esterilizar

Autoclave

Aparato para baño de agua provisto de control termos- 
tático

Botella de Roux

Tubos de 16 X 125 mm (
dimensiones exteriores) 

Equipo comdn de laboratorio

5. 2. 2. 2 Materiales y reactivos

Sustancia de referencia de oxitetraciclína

Cepa de StaphylOcaccus aureus (
ATCC 6538P) 

Soluci6n reguladora 0. 1 M de fosfatos de pH 4. 5 este- 
rilizar en autoclave a 121 OC por un mIni ' mo de 20 min
transferir 13. 6 g de fosfato monopotásico a un ma--- 

traz aforado de 10oo mi, disolver y aforar, con agua, - 

ajustar el pH de 4. 45 a 4. 55 después de la esteriliza
ci<Sn si es necesario, 

con soluci6n ' 18. 0 N de icido -- 

fosf6rico 0 con soluci6n
10, 0 N de hidr¿xido de pota

sio). 

Medio antibi&tico No. III (caldo nutritivo); 
esterili— 

zar en autoclave a 121 OC por un m1nimo de 20 min- 
Peptona ------------------ 

5- 0 9

Extracto de levadura
1. 5 9

Extracto de carne -------- 
1. 5 9

cloruro de sodio
3. 5 g

Dextrosa ------------------------ 
1. 0 g

Fosfato dipotásicO -------------- 
3. 68 g

Pasfato monOPOtísico
1. 32 g
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Agua destilada c. b. p ------------- 1000. 0 n1l

después de la esterilizaci6n pH 7. 0

Soluci6n al 12. 0 por ciento de formaldehIdo

Soluci6n salina estéril ( transferir 9. 0 g de cloruro

de sodio a un matraz aforado de 1000 mI, disolver y - 

aforar con aguaí esterilizar en autoclave a 121 0 C - 
por un mtnimo de 20 min). 

Medio antibi6tico I y II descritos en 5. 2. 1. 2

Solucidn 0. 1 N de ácido clo7h£drico

5. 2. 2. 3 Preparaci6n de la soluci&n de referencia

Transferir a un matraz aforado de 1000 m1 una canti— 

dad exactamente pesada de sustancia de referencia de- 

oxitetraciclinas equivalente a 100 mg de oxitetraci— 

clina, disolver y aforar con soluci&n 0. 1 N de ácido- 
clorhIdrico ( concentraci&n estimada de 0. 1 mg de oxi- 

tetraciclina por m1), maritener esta suipcién prima— 

ria bajo refrigeraci6n en un matraz con tap&n de vi— 

drio esmerilado, desechar la soluci6n después de una

semana. 

El dfa de la prueba transferir 10. 0 m1 de la soluci6n

anterior a un matraz aforado de 1000 m1, aforar con - 

soluci6n 0. 1 N de ácido clorhIdrico ( concentraci6n es

timada de 1. 0 mcg de oxitetraciclina por m1). 

5. 2. 2. 4 Preparaci6n del microorganismo de prueba

Cultivar la cepa de Staphylococeus aureus ( ATCC 6538P) 

en tubos con 10 nil de medio antibi&tico No. I inclina

do, incubándolos a 32 ~ 35 0 C durante 24 h. '- avar el

desarrollo de un tubo con 3 ñil de soluci6n salina estI

ril. Pasar esta suspensi6n de microorganismos a una -- 

Botella de Roux que contenga 300 m1 de medio antibí6- 
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tico No. I. Extender la suspensi6n en toda la super- 

ficie del medio con ayuda de perlas de
0

vidrio estéri~ 

les e incubar por 24 horas de 32 a 35
C, lavar el - 

crecimiento de la superficie del agar con 50 mi de so
luci6n salina estéril. 

Diluir esta suspensi6n con so- 

luci6n salina estéril de tal manera que de ella se ob
tenga una transmitancia del 25 por ciento en un foto- 
colorílmetro a 580 nm. Generalmente Ja20, guardar es- 

ta suspensi6n primaria bajo refrigeraci6n por una se- 
mana. 

Para la inoculaci&n diaria usar
aproximadamente 3 mi

de suspensi6n primaria para cada
1000 mi de medio an

tíbi6tico No. III - 

5. 2. 2. 5
Preparaci6n de la soluci6n problema

Transferir a un matraz aforado de 10oo mi una canti— 
dad exactamente pesada de muestra equivalente a 240 - 
mg de oxi,tetraciclina

base, disolver y aforar con so- 

luci6n 0. 1 N de ácido ciorhIdrico (
concentraci6n es- 

timada de 0. 24 mg por mi). 
Transferir 1. 0 mi de la 56

luci6n anterior a un matraz aforado de 10oo miq afo— 
rar con soluci6n reguladora 0. 1 M de rosfatos de pH - 
4. 5 ( concentraci6n estimada de 0. 24 mcg por mi). 

5. 2. 2. 6 Preparaci6n de los tubos

Preparar seis series de tres tubos cada una y marcar- 
los respectivamente como serie 1, 2, 3, 4, 5 y 6

5. 2. 2. 7
Preparaci6n de la curva de referencia

Preparar las siguientes diluciones a partir de la so- 
lucidn de referencia de concentraci&n de j. o mcg por - 
mi, Usando soluci6n reguladora 0. 1 M de fosfatos de - 
pH 4. 5% 

14. 6 mi a 100 mi ( 0. 146 mcg por mi) 
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18* 7 m1 a 100 m1 ( 0. 187 mcg por m1) 

24. 0 m1 a 100 m1 ( 0. 240 mcg por m1) 

30. 8 mi a 100 m1 ( 0. 308 mcg por m1) 

39- 5 m1 a 100 m1 ( 0- 395 mcg por m1) 

Usar 5 series de tres tubos cada una y proceder como
sigues

Serie 1 : Agregar a cada tubo 1. 0 m1 de la diluci6n - 

de referencia de 0. 146 mcg por ml. 

Serie 2 o Agregar a cada tubo 1. 0 m1 de la díluci&n - 
de referencia de 0. 187 mcg por ml. 

Serie 3tAgregar a cada tubo 1. 0 m1 de la diluci6n de~ 
referencia de 0. 240 mcg por m1

Serie 4 : Agregar a cada tubo 1. 0 m1 de la diluci6n

de referencia de 0. 308 mcg por m1

Serie 5 a Agregar a cada tubo 1. 0 m1 de la diluci6n - 
de referencia de 0. 395 mcg por ml. 

Una vez que se ha agregado la soluci6n de referencia - 
a los tubosañadír 9. 0 m1 de medio antibi<5tico No. - 
III inoculado, inmediatamente después colocarlos en - 

un baño de agua a 37 0 C por un perlodo de 3 a 4 h. 

Al termino de este periodo sacar los tubos del baño - 
y agregar a cada uno de ellos 0. 5 m1 de una soluci6n
al 12 por ciento de formaldeh£do. 

Como paso siguiente leer las absorbancías de cada tu- 
bo en un fotocolortmetro, a una longitud de onda de - 

530 nm, usar como blanco para ajustar el aparato, 
una

solucio5n formada por 9. 0 m1 de medio antibi&tico No. - 
III no inoculado más 0. 5 m1 de soluci&n al 12. 0 por - 
ciento de formaldehIdo y 1. 0 m1 de soluci&n regulado~ 

ra 0. 1 NI de fosfatos de pH 4. 5. 

Sacar el promedio de las absorbancias
obtenidas de -- 
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los tubos de cada serie y graficarlos en papel semi- 

logaritmico de 2 ciclos colocar la concentraci6n en - 

meg por m -I, en las ordenadas ( escala logarItmica), y

las absorbancias en las abscisas ( escala aritmética) 

La curva de referencia se traza uniendo los valores - 

m& ximo y m1nimo, 
calculándolos por medio de las ecua- 

ciones siguientes¡ 

B
3a + 2b +_ c - e

A = 
3e + 2d + c - a

5 5

Dondei

B = Valor de la absorbancia calculada para la concen- 

traci&n más baja de la curva. 

A = Valor de la absorbancia calculada para la concen- 

traciSn más alta de la curva. 

a, b, c, d y e = Valores promedio de las absorbancias

de las soluciones de referencia de 0. 146, 0. 1879 0. 240

0. 308 y 0. 395 mcg por mI respectivamente, 

5. 2. 2. 8 . Procedimiento

A la serie marcada como No. 6, añadir a cada tubo 1. 0

m1 de soluci&n problema de concentraci6n de 0. 24 meg- 
por m1 y 9. 0 mi de medio antibi&tico No. III inocula- 

do y proceder con ellos de igual forma que con los t—u
bos de las otras cinco series. 

Después de la adici6n del formaldehído a los tubos, - 
leer sus absorbancias en un fotocolorfmetro a una Ion
gitud de onda de 530 nm usando como blanco para ajus- 

tar el aparato una soluci6n formada por 9. 0 m1 de me

dio antibi&tico No. III no inoculado más 0. 5 m1 de so

luci&n al 12. 0 por ciento de formaldehído y 1. 0 m1 - 
de soluci6n reguladora 0. 1 M de fosfátos de pH 4. 5. 
Sacar el promedio de las absorbancias obtenidas. 

Leer

en la curva la concentraci6n correspondient.e
al prome
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dio de las absorbancias de los tubos problema. Multi

plicar la concentraci&n por el factor de diluci6n

apropiado para obtener el contenido del antibi6tico

en la muestra. 

5. 2. 3 NIETODO QUIMICO ( ESPECTROFOTOMETRI201

5, 2- 3- 1 Aparatos y equipo

Espectrofot&metro

PotenciSmetro

Equipo com-án de laboratorio

5. 2. 3. 2 Materiales y reactivos

Soluci6n 0. 01 N de . 4cido, clorhldrico

Soluci6n 0. 1 N de ácido clorhídrico

Soluci4n 1. 0 N de ácido clorhídrico

Soluci4n primaria de cloruro férrico ( pesar cuidado- 

samente, porque es muy higrósc&pico» 5 g de cloruro - 

férrico hexahidratado dentro de un vaso de 100 mi y - 

añadir 10 mi de solucidn 1. 0 N de ácido plorhIdrico- 

agitar hasta disolver, transferir cuantitativamente - 

a un matraz aforado ámbar de 50 mi con tap&n de vi--- 
drio y aforar con agua). 

Reactivo de cloruro férrico ( transferir 10. 0 mi de la

soluci6n primaria de cloruro férrico a un matraz afo- 

rado de 2 1 añadir 20 mi de soluci&n 1. 0 N de ácido - 
clorhídrico, aforar con agua. Ajustar el pH entre 2. 0

y 2. 1) 

Sustancia de referencia de oxitetraciclina

5. 2- 3- 3 PreparaciSn de la soluci6n de referencia

Transferir a un matraz aforado de 250 mi una cantidad
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exactamente pesada de sustancia de referencia de oxi- 
tetraciclina, equivalente a 50 mg de oxitetraciclina- 

disolver con 25 mi de soluci4n 0. 1 N de ácido clorhI- 
drico y aforar con agua. 

Guardar la soluci&n en un -- 

frasco con tap6n de vidrio esmerilado bajo refrigera- 

ci<Sn, desechardespu6s de una semana. 

5. 2. 3. 4 Preparaci6n de la soluci6n problema

La soluci6n problema se prepara de la misma forma que
la soluci6n de referencia. - 

5. 2. 3. 5 Procedimiento

Colocar dentro de los tubos de prueba y por separado

10. 0 mi de soluci6n de referencia y 10. 0 mi de la
soluci6n problema, a ¿ ada tubo añadir 10. 0 mi del

reactivo de cloruro férrico, mezclar y dejar en repo- 

so 15 min. Determinar la absorbancia de cada diluci4n

en un espectrofot&metro a 490 nmp ajustar el aparato - 
usando un blanco preparado con 10. 0 mi de solucion- 

0. 01 N de ácido ciorhfdrico Y lo mi de reactivo de -- 
cloruro férrico. 

5. 2.- 3. 6 cálculos

Determinar la cantidad de mcg de oxitetraciclina por

mg de muestra por medio de la siguiente ecuaci&nt
Am X P X F X 100

meg de oxítetraciclina por mg  - ÁP X m X ( 100- h) 

Donde$ 

Am = Absorbancia de la muestra

pp = peso de la sustancia de referencia expresada en - 

mg

expresada - 

F = Potencia de la sustancia de referencia

en neg por m¿ 
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Ap = Absorbancia de la sustancia de referencia

Pm = Peso de la muestra expreada en mg

h = Porcentaje de agua en la muestra

5. 3 DETERMINACION DEL PODER ROTATORIO ESPECI- 

FICO

5. 3. 1 Aparatos y equipo

Polarfmetro con precisi<Sn de + 0. 1 0, luz de sodio y - 

filtro para 589. 3 nm

Equipo coinilín de laboratorio

5. 3. 2 Materiales y rea , ctivos

Soluci6n 0. 1 N de ácido clorhIdrico

5- 3. 3 Procedimiento

Pesar con exactitud alrededor de 500 mg de muestra, - 

transferirlos a un matraz aforado de 100 m1, disolver

y aforar con solucíSn 0. 1 N de ácido clorhIdrico, rea

lizar el aforo a 20 0 C. 

Determinar el poder rotatorio especIfico de esta solu

ci3n a 20 0 C. tomar cinco lecturas de la soluci&np -- 

calcular el promedio de estas lecturas ( a). Tomar cin

co lecturas del disolvente empleado para disolver la - 
muestra ycalcular los promedios de las lecturas ( a0) 

5- 3. 4 Cálculos

Calcular el poder rotatorio especffico de la muestra - 

en base anhidrap por medio de la siguiente ecuaci6rw

a - a ) X A X' 100

P. R. E = 
L X P X ( 100 - h) 

Donde * 
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P. R. E. = Poder rotatorio especffico de la muestra

en base anhidra

a = Promedio de las cinco lecturas observadas de la

soluci6n problema

a - Promedio de las cinco lecturas ob^ arvadas para - 

0

el disolvente

A = Volumen al que se afor6 la muestra pesada

L = Longitud del tubo polarímétrico, expresado en dm

P = Peso de la muestra expresado en g

h = Por ciento de agua en la muestra

5. 4 DETERMINACION DEPH

5. 4. 1 Aparatos y equipo

Potenci&metro equipado con un electrodo de vidrio sen

sible a la actividad del i6n hidr&geno y uno de calo- 
mel que es el de referencia. 

Equipo comdn de laboratorio

5. 4. 2 Materiales y reactivos

Soluci6n reguladora 0. 2 M de cloruros de pH 1. 51 Mez

clar en un matraz aforado de 200 m1 y 50 m1 exactamen

te medidos de solucí&n 0. 2 M de cloruro de potasio -- 

14. 911 g de cloruro de potasio para hacer 1000 m1 de
soluci&n con agua destilada) y 41. 4 m1 de soluci6n

0. 2 M de ácido clorhIdrico ( valorada) y aforar con

agua. 

Soluci&n reguladora 0. 2 M de ftalato ácido de pH 3. 4s' 
Mezclar en un matraz aforadc de 200 mly 50 m1 exacta- 

mente medidos, de soluci6n 0. 2 14 de biftalato de pota

sio ( 40. 846 g de biftalato de potasio para hacer 1000
mI de soluci6n con agua) y 10. 4 m1 de soluci;5n 0. 2 M
de ácido clorhIdrico ( valorada) y aforar con agua. 
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5. 4. 3 Procedimiento

Transferir 500 mg de muestra, 
exactamente pesados9 a

un matraz aforado de 50 m1, disolver y aforar con -- 

agua. 

Realizar las determinaciones de pH de las soluciones

a una temperatura de 25 + 2. 0 0 C. 

Calibrar el potenci&metro ajustándolo con las solu— 
ciones reguladoras de pH 1. 5 Y 3. 4, como paso siguien

te, medir el pH de la soluci6n problema 2 a más veces

hasta que no haya variaci&n.- 

Entre cada determinaci&n tener la precauci&n de lavar
los electrodos con la soluci&na-U que se le va a de— 
terminar el pH y desechar los lavados. 

5. 5
DETERMINACION DE PERDIDA AL -SECADO

5d5él Aparatos y equipo

Estufa de vacío con term metro

Equipo comdn de laboratorio

5. 5. 2 Materiales y reactívos

Agente deshidratante ( ácido sulfárico concentrado

95 - 98 por ciento P/ P# o silica gel) 

Desecador con pent&xido de f&sforo 0 sIlica gel. 

5- 5- 3
Procedimiento

En una atm&sfera cercana al lo por ciento de humedad
relativa» 

trajisferir 100 mg de muestra en forma de

polvo finamente dividido a un pesafiltros tarado y a
peso constante (

previamente, desecado durante 30 min

a 60 OC a un vacío no mayor de 5 mm de mercurioy so— 
bre pent&xido de f&sforo), pesar el pesafiltros con - 

muestra y destapado colocarlo
en una estufa de va— 
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elo con term6metro, a una presi6n de 5 mm de mercurio

y temperatura de 60 0 C por lo menos 3 h. Al final de - 

este perlodo de desecaci&n, llenar el aire de la estu

fa con aire seco haciendo pasar aire por un agente -- 

deshidratante como ácido sulfdrico 0 silica gel, ta- 

par y transferir el pesafi-ltros a un desecador con
pent&xido de f&sforo o sIlica gelp dejar enfriar a

temperatura ambiente y volver a pesar. 

345. 4 Cálculos

Determinar el porcentaje de pérdida al secado por me- 

dio de la siguiente ecuaciSna

P. C. S. - 
Pm - Pd

x 100
Pm - Pa

Donde* 

P. C. S. = Porcentaje de perdida al secado

pm = Peso del pesafiltros con muestra

Pd = Peso del pesafiltros después del secado

Pa = Peso del pesafiltros vacio

5. 6 PRUEBA DE CRISTALINIDAD

5. 6. 1 Aparatos y equipo

Microscopio con luz polarizada ( con objeto de obtener

luz polarizada se puede emplear un filtro polaroid - 

entre la platina y el condensador). 

Equipo comi1n de laboratorio

5. 6. 2 Materiales y reactivos

Aceite mineral

5- 6- 3 Procedimiento

Mezclar en un portaobjetos una pequeña cantidad de -- 
muestra ( aproximaciamente 2 mg) con una o dos gotas de
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aceite mineral. Cubrir el porta -objetos y observar al

microscopio de luz polarizada. 

5. 6. 4 interpretaci6n de resultados

Los cristales de oxitetraciclina, muestran partIculas

en las cuales se observa el fen&meno de birrefringen- 

cia y posiciones de extinciSn por movimiento circular
del porta -objetos. 

5. 7 DETERMINACION DE ABSORCION DE LUZ EN LA

REGION ULTRAVIOLETA A 353 nm

5. 7. 1 Aparatos y equipo

Espectrofot&metro

Equipo comán de laboratorio

5. 7. 2 Materiales y reactivos

Soluci6n 0. 1 N de ácido clorhIdrico

Sustancia de referencia de oxitetraciclina

5. 7. 3 Procedimiento

transferir 50 mg de muestra y de sustancia de referen
cia por separado a un matraz aforado de 250 m1, disol

ver y aforar con soluci&n 0. 1 N de ácido clorhidrico- 
Transferir una al1cuota de 10. 0 m1 a un matraz afora- 

do de 100 m1 y aforar con soluci4Sn 0. 1 N de ácido

clorhIdrico. Determinar la absorbancia a 353 run de

las soluciones muestra y referenciap usar como blanco

para ajustar el aparato soluci&n 0. 1 N de ácido clor- 
hIdrico. 

5. 7. 4 Cálculos

Determinar el porcentaje de absorbancia en base anhi- 

dra por medio de la siguiente ecuaci6no
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Am X Pip X F X 10
P. C. A. -- 

Ap X Pin X ( 100 - h) 

Donde a

P. C. A. = Porcentaje relativo de absorbancia, 
en base- 

anhidra, de la muestra

Am = Absorbancia de la muestra

pp = Peso de la sustancia de referencia expresado en

m9

F = Potencia de la sustancia de referencia expresada - 

en mcg por mg

Ap = Absorbancia de la sustancia de referencia

pm - Peso de la muestra expresado en m9

h = Porcentaje de pérdida al secado en la muestra

5. 8 PRUEBA DE INOCUIDAD

5. 8. 1 Aparatos y equipo

Agujas y . jeringas estériles (
esterilizar en calor se- 

co a 250 o C por un m1nimo de 1 h) 

Equipo comán de laboratorio

5. 8. 2 Materiales y reactivos

Ratones blancos de 18 a 25 g no usados
antes en otra

prueba similar. 

Agua destilada estéril. (
esterilizar en autoclave a- 

121 0 C por un mtnimo de 20 min). 

5- 8. 3 Procedimiento

Inyectar intravenosamente a 5 ratones 0. 5 mi de 501u

ci6n muestra de concentraci6n de 2 m9 por m1 (
trans- 

ferir lo0 mg de muestra
a un matraz aforado de 50 m1
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disolver y aforar con agua destilada
estéril), la in- 

yecci6n deberá hacerse a una velocidad de 0. 05 m1 por
segundo, 

observar a los ratones por un periodo de 48- 
h. 

5. 8. 4
Interpretaci6n de resultados , 

Si ningi1n animal muere en el periodo de observaci6n
de 48 horas muestra pasa la prueba. 

Si uno o más rato

nes muere dentro del perlodo de observaci&n de 48 ho- 
ras repetir la prueba usand<> 

10 ratones con peso de - 

20 g (± 0- 5 9) cada uno; la muestra pasa la prueba si

el námero total de animales muertos dentro de las 48 - 
horas no es mayor del 10 por ciento del n-Smero total - 
de animales probados, 

incluyendo la prueba original. 

ILIDAD
5. 9 PRUEBA DE ESTER_ILIDAU

5. 9. 1 Aparatos y equipo

Equipo de filtros membrana para la prueba de esterili
dad de 3. 6 6 unidades. 

Membranas f iltrantes de 0. 45 :t 0- 92 811LCINR-'1- 

Campana de flujO laminOlt

Autoclave

potenci&metro

Tubos para cultivo con tapa

Cortadores y pinzas para membrana

Equipo comiin de laboratorio

5. 9. 2 Materiales y reacl;*vos

Peptona ( BBL 11919 a Difco 0118- 01- 8) 

solu: i&n de peptona, 
esterilizar en autoclave a 121 - 

OC por un m1nimo de 20 min (
disolver 1. 0 g -de pepto- 

na en suficiente agua destilada, 
añadir 1. 0 ml de P- 
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tert- octil- fenOxi polietoxietanol y aforar con agua - 

a 1. 0 litro, despuAs de esterilizar ajustar el pH
a- 

7. 0 - 7. 2, si es necesario, con soluci&n 2. 0 N de & e¡ 

do clorhIdrico 0 soluci6n 2. 0 N de hidr6xido de sodio) 

Medio de soya y digerido de casetna (
BBL 11768; Difco

0370 - 01 - 0 - 

Agar micol&gico ( BBL 114459 Dífeo 0405- 01- 0) 

Agar soya tripticasa ( BBL 1104; Difco 0369) 

5. 9. 3
Procedimiento

Armar un equipo de filtraci6n de 3 6 6 unidades con - 
sus filtros membrana y filtros hidrof&bicqs segun - 

instrucciones del fabricante y prepararlo para su es- 
terilizaci6n. 

Esterilizar en autoclave todo el equipo a 121 0 C de 20 a

no más de 45 min, EL TIEMPO Y LA TEMPERATURA SON CRI - 

TICOS. Los filtros membrana pueden ser estérilizados- 

a parte pero da mejor resultado y menos riesgo de con
taminaci6n si se esterilizan ya en la unidad. 

Los cortadores y pinzas deben ser esterilizados en ea
lor seco a 250 OC por un minimo de 1 hora. 

Preparar y limpiar la campana de flujo laminar y en
condiciones asépticas todo el material que se va a
utilizar para la prueba, conectar la campana 10 a 15

min antes de empezar a trabajar. 

Tomar una muestra asépticamente de 6 g del producto - 
que debe de contener de todos y cada uno de los reci~ 
pientes que forman el lote, vaciar a un matraz erlen- 

meyer de 500 m1 que contenga
200 m1 de soluei&n de - 

peptona esterilizada y a témperatura ambiente disol- 
ver la muestra agitando hasta disoluci6n total. 

Empezar a filtrar asépticamente usando un
f—¡ltrO como
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testigo. Si la filtraci&n se dificulta o es muy tar - 
dada se debe disolver la muestra en 400 m1 de solu--- 
ci&n de peptona o usar 3 g de muestra. 

Lavar el filtro con 3 porciones de 100 m1 cada una, - 
de soluci6n de peptona. 

Tomar la membrana con una de las p4nzás y colocarla - 

en el cortador, 
cortar la parte central en un circulo

de 17. 5 mm de diámetro, 
transferir la parte central - 

de la membrana cortada
a un tubo que contenga medio

fluido de tioglicolato, 
colocar la parte exterior -- 

dentro de un tubo que contenga medio de soya y digeri
do de caseIna, repetir esto con el testigo. 

Durante la prueba exponer una caja Petri con agar mi

col6gico y otra con agar soya
tripticasa, incubar du- 

rante un período de 4 días y observar su crecimiento - 

para tener la seguridad de que el área donde Ae efec

tu6 la prueba fué un área estéril. 

Incubar los tubos con medio fidido de tioglicolato -- 
por 7 días a 30 - 32 OC ( medio para bacterias) Y los - 

tubos con medio de soya y digerido de caseína a 22 -- 
25 0 C por 7 días ( medio para hongos) 

5. 9. 4
InterpretaCi6n de resultados

Se dice que el lote o muestra pasa la prueba si des- 
pués de 7 días de incubaci&n ningin tubo presenta cre
cimiento. 

Si se observa crecimiento, 
deberá repetirse la prueba

con el doble de muestra y si el crecimiento es en un - 
solo medio, colocar la membrana en ese medio. 

Si en los dos ensayos hay ¿
recimiento la muestra no - 

pasa la prueba. 

5- 10 PRUEBk DE UROGENOS
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5. 10- 1 Aparatos y equipo

Term&metro clínico

Jeringas y agujas libres de pir6genos (
esterilizar en

calor seco a 250 OC por un mínimo de 1 h). 

5. 10. 2 Materiales y reactívos

Conejos no albinos sanos y adultos, 
con peso no menor

de 1500 9; cada uno de los cuales por lo menos una se

mana antes de la prueba, debe ser mantenido en su pe~ 

so con una dieta libre de ar tibi6ticos. 

Area de alojamiento de temperatura de 23 t 1- 5 C - 

humedad relativa de 50 + lo por ciento y libre de per

turbaciones que fácilmente los pueda -n excitar. 
Mante- 

ner a los conejos en estaárea en forma individual. 

Un anirnal que no se ha usado antes er2 ia prueba, permanecerá

dos sem

1

anas antes de la misma bajo las condiciones an

teriores. Simular una prueba, 1 a 3 días antes de la- 

determinaci6n ba jo las condiciones especificadas en - 

el procedimiento omitiendo
la inyecci6n. - Si el ani— 

mal no pasa satisfactoriamente esta prueba probarlo - 

nuevamente 2 veces con un lapso de 2 días de descanso
entre cada una. Si no pasa la tercera prueba desechar

al animal. 

Usar los animales cada 48 horas o cada dos semanas si
la prueba anterior fué calificada Como pirogénica. 

Agua destilada estéril (
estérilizar en autoclave a -- 

121 0 C por un mínimo de 20 min). 

5. 10- 3 Procedimiento

Realizar la prueba en una área donde los animales es~ 

ten alojados en las condiciones ambientales menciona- 
das. El día de la prueba suspender todo el '

alimento a
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los animales que van a ser usados, 
hasta después de - 

terminada, excepto la administraci6n de agua. 

Determinar la temperatura control de cada animal 40 - 
min antes de iniciar la prueba, por la inserci6n del- 

term&metro en el recto del animal a una profundidad - 

de no menos de 7. 3 cm manteniendolo el tiempo sufí --- 
la máxima temperatura. Usar solo

clente para alcanzar

aquellos animales cuya temperatura control no se des - 
vie más de 1. 0 0 C de cada una de las o1ras lecturas - 
y no se use ning6n animal con una temperatura que ex
ceda de 39. 8 0 C. 

La temperatura control registrada para cada conejo -- 
constituye la temperatura a partir de la cual se cal 
cula cualquier elevaci6n subsecuente a la inyecci6n - 
del material de prueba. 

Preparar una soluci&r< con agua destilada estéril li— 
bre de pir6genos, de concentraci6n de 5 nig de oxit1

traciclina por m1 preparada por disoluci6n
de una

cantidad de muestra
equivalente a 50 mg de oxítetra

ciclina en agua destilada estéril libre de pir&genos- 
aforando a 10 ml; 30 min después de haber tomado la - 

temperatura controly inyectar 1. 0 m1 de la soluci6n- 

anterior por kg de peso corporal, 
la inyecci6n debe. - 

rá hacerse en un lapso de 1 min, por la vena margi- 

nal de la oreja de cada uno de los tres conejos ha— 

biendo calentado previamente la soluci6n a inyectar - 
a 37 0 C, llevar un registro de las temperaturas a 1,- 

2 Y 3 h después de la inyecci&n. 

5. io. 4 Interpretaci6n de resultados. 

Si los conejos no muestran un incremento individual
de temperatura de su respectiva temperatura control# - 

de 0, 6 OC 0 más y si la suma de los tres incrementos - 
de temperatura no excede de 1. 4 0 C la muestra pasa la
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prueba. 

Si uno o dos conejos muestran una elevaci&n de tempe- 
ratura de 0. 6 OC 0 m& sp o si la suma de los incremen- 
tos de temperatura excede de 1. 4 0 C, repetir la prue~ 

ba usando 5 conejos; si no más de tres de los 8 cone- 

jos muestra incrementos indi.viduales de temperatura - 
de 0. 6 OC o máso y si la suma de los incrementos no - 1

excede de 3. 7 0 C, la muestra pasa la prueba. 

5. 11 PRUEBtk DE SUSTANCIAS IISTA4INOSIMILES

5. 11. 1 Aparatos y equipo

Quim6grafo

Jeringas y agujas
para tuberculina estériles (

esteri

lizar en calor seco a 250 0 C por un mínimo de 1 hJ

Jeringas de lo mi y aguja del No. 22, esterilizar en - 

calor seco a 250 0 C por un mínimo de 1 h. 

Equipo de disecci6n estéril (
esterilizar en calor se

co a 250 0 C por un mínimo de 1 h) 

Man& metro de mercurio adecuado para medir la presión - 
sanguínea, se suguiere el siguiente$ 
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Man&metro de mercurio a

3 ", 

T p6n- aa us

tado con

perforaci6n- 

central

I i I IQUIMOGRAFO

A)--"" &, A
A la arteria Llave de

car6tida tres paso

0

5. 11. 2 Materiales y reactivos

un gato sano, macho o hembra » no preñada, que no pese - 

menos de 2. 5 kg y que se ha mantenido cuando menos - 

una semana en una área de características iguales a- 

las que se especifican en el punto 5. 10. 2

llambre de

acero inc>xi

dable

Jeringa cor - 4
ap6n

soluci6n d( C; 
de

heparina
corcho flo

tante

B 77 

A)--"" &, A
A la arteria Llave de

car6tida tres paso

0

5. 11. 2 Materiales y reactivos

un gato sano, macho o hembra » no preñada, que no pese - 

menos de 2. 5 kg y que se ha mantenido cuando menos - 

una semana en una área de características iguales a- 

las que se especifican en el punto 5. 10. 2
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Agua destilada estéril (
esterilizar en autoclave a

121 0 C por un mínimo de 20' min) 

Soluci6n fisiol6gica estéril (
transferir 9. 0 g de

cloruro de sodio a un matraz aforado
de loo0 mi, di

solver y aforar con agua, 
esterilizar en autoclave a- 

121 0 e por un mínimo de 20 min). 

Sustancia de referencia de diclorhidrato de histamina

Anestésico de acci6n media o prolongada, 
que no afec- 

te la estabilidad de la pre4i&n
sanguínea (

fenobarbi- 

tal s&dico o nembutal). 

soluci6n de heparina ( disolver 100 mg de heparina s6- 

díca en 1, 0 litro de solucion fisiol&gica estérilp -- 
concentraci6n estimada de, 100 mcg de heparina s6dica- 

por mi) - 

Soluci6n de referencia de histamina a pesar exactamen

te unacantidad aproximada
a 165. 6 mg de diclorhidra

to de histamina de referencia (
equivalente a 100 m9 - 

de histamina base), 
transferir a un matraz aforado de

100 mi, . disolver y aforar con agua destilada estéril- 
concentraci6n estimada de 1 mg de histamina base ~- 

por mi) transferir alfcuotas de 0. 5 mi de la solu— 

ci6n anterior a ampolletas de vidrio, 
llenar las ampe

lletas y conservarlas bajo
refrigeraci6n hasta su -- 

uso. Para hacer una solu¿i&n primaria diluir una al! 

cuota de 0. 5 mi en un matraz aforado de 50 mi con -- 
agua destilada estéril (

concentraci6n estimada de' 10- 

meg de histamina base por
mi), esta soluci6n primaria

puede ser conservada bajo refrigeraci6n por un mes -- 
El día de la prueba preparar a partir de la soluci6n- 
primaria una soluci6n que oontenga 1, 0 mcg de histami
na base por mi, 

haciendo una diluci6n de 1110 con -- 

agua destilada estéril. 
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5. 11. 3 Preparaci6n de la muestra

Transferir una cantidad de muestra exactamente pesada

equivalente a 50 mg de oxitetraciclina a un matraz -- 

aforado de 10 mi, disolver y aforar con agua destila- 

da estéril ( 
concentrací6n estimada de 5 -mg de oxite- 

traciclina por mi) 

5. 11. 4 Procedimiento
11

Determinar el peso de! animal y aplicar anest4sia ge- 

neral por medio de una iny@cci&n intraperitoneal del
anestésico elegido; 

descubrir quirurgicamente la arte

ria car&tida separándola completamente
de todas las

estructuras a su alrededor y seccionar el nervio vago. 

Desplazar totalmente el aire del man&metro por solu— 

ci6n de heparina aplicada con una jeringa colocada - 

en la entrada B ( ver esquema, 5. 11. 1) 

Insertar una cánula en la arteria car6tida conectada - 

al man6metro por la entrada A, 
manteniendo la llave— 

cerrada para medir directamente y tener m registro - 

constante de la presi6n sanguínea abrir la llave, si

la sangre tiende a coagularse, 
agregar la -cantidad ne

cesaria de soluci&n de heparina. 

Descubrir quirúrgicamente la vena femoral para facili
tar la inyecci6n intravenosa. 

Conectar el man&metro al quim6grafo e inspeccionar la
amplitud de los trazos del movimiento de oscilacion- 

y estabilidad relativa de la presi&n sanguínea. 

Determinar la sensibilidad del animal a la histamina - 

por medio de inyecciones, en la vena femoral de la so

luci6n de referencia de histamina de concentraci6n - 

de 1. 0 mcg de histamina base por mi, 
aplicar inyec--- 

ciones a intervalos uniformes de tiempo de no menos - 

de 5 min cada una, 
aplicar 0. 05 y 0- 10 Y 0.- 15 mc9 de
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histamina base por kg de peso corporal, 
repetir las - 

inyecciones haciendo caso omiso de las primeras se --- 

ries de lecturas hasta que las caldas de presi6n san - 
guinea causadas por dosis de histamina sean equivalen

tes y relativamente uniformes, y la calda de presion- 

sanguínea causada con 0. 10 mcg de histamina base por - 

kg de peso corporal no sea menor de 20 mm de mercurio
Reemplazar la histamina por la soluci&n muestra de -- 
concentraci6n de 5 mg de oxitetracicliria por mi e in- 
yectar 3 mg por kg de peso corporal en un lapso de ^ 5 - 
min. Si hay baja significativa de la presi6n sangui— 
nea, la dosis vuelve a repetirse después de alternar - 
con una dosis de soluci&n de histamina base de concen
traci6n de O. jo mcg por kg de peso corporal. 

Emplear - 

jeringas y agujas diferentes
para inyectar la solu— 

ci&n de histamina de referencia ---------------- ~ 
y la soluciJn del antibiSticO. - 

El animal puede ser utilizado hasta que sus respues— 
tas sean razonablemente estables a la histamina. 

5. 11. 5
Interpretaci6n de resultados

El producto pasa la prueba de ausencia de áustancias
histaminosímiles si la baja de presi&n sanguínea obte

nida para 3. 0 mg de oxitetraciclina por kg de peso - 
corporal mo es mayor que la obtenida con 0. 10 mcg de - 
histamina base por kg de peso corporal. 

6. APENDICE

6. 1 OBSERYACIONES

éto— 
Los reactivos grado analítico empleados en los m
dos de prueba cumplirán con' las especificaciones mar- 
cadas por la Farmacopea Nacional de los Estados Un¡ -- 
dos Mexicanos. 
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La sustancía de referencia será la aceptada por la - 
Secretaria de Salubridad y Asistencia. ( S. S. A.) 
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ANTEPROYECTO DE NORMA OFICIAL MEXICANA

N- PIRROLIDIN METIL, TETRACICLINA 6 ROLITETRACICLINA" 
DGN- 39- 4- in-3

1. GENERA.LIDADES

Antibi6tico perteneciente al grupo de las tetracicli- 

nas

1. 1 DEFIN_ICIONES

Para los efectos de esta norma se entiende por rolite
traciclina al producto constitu:Ldo principalmente por

el compuesto qufOicO C27H33
N

308 con peso molecular de
527. 58. con nombre qt.,fmico de 4-( Dimetila- in0)- 1, 4.- 

4a, 5. 5a, 6, 11, 12a- octahidro- 3, 6. 10, 12. 12a -Pe!! 

tahidroxi- 6- metill- lo 11--dioXO- N- ( 1- pirrolidinilmetil)- 

2- naftacenecarboxamida*. 
inestable a aire y obiscurece a

a la luz» con aspecto de polvo amarillo, clarO. 
ligero

olor a aat~ y libre de zíaterias visibles extra~- 

F6rmu]La des -arrolladas

OH OH
0 k0UH

C

H

ONHCH2NO

CH3
3H (

CH-, 

3) 2

1. 2 ALCANCE

Éa presente norma se aplica a la rolitetraciclina es- 
téril y no estéril - 

1. 3 usos

En la fabricaci&n de medicamentos

2. 
CLASIFICACION

El producto objeto de esta norma se clasifica en dos
grados de calidad& 
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Grado A rolitetraciclina estéril

Grado B rolitetraciblina no estéril

3. 
ESPECIFICACIONES

3. 1 DEL PRODUCTO

La rolitetraciclina en sus dos grados de calidadp ob

jeto de esta norma, debe cumplir con las especifica- 

ciones indicadas en la tabla 1. 

TABLA 1

Característica
Rolitetraciclinal 

Especificaciones

11 est rGra=doA r il Grado B no estéri 

Identificaci6n

Prueba A 1 hPasa la prueba Pasa la prueba

Prueba B 3 Pasa la prueba Pasa la prueba i

Prueba C : Pasa la prueba — Pasa la Drueba

Potencia - en ba No menos de 900 No menos de 900

se anhidra- mcg de rolite— mcg de rolite— 
traciclina por- traciclina por - 

mg
m_ - 

pH ( soluci6n al

7. 0 a 9. 0 7. 0 a 9. 0
1. 0 por ciento- 

P/ V) 

Cristalinidad Presenta birre- Presenta birre- 

fringencia a la fringencia a la

luz polarizada __ luz polarizada

Agua ( Karl Fis- No más del 2. 0 No más del 2. 0

cher) 
por ciento

por ciento

Perdida pog se- 
No más del 2. 0 No más del 2. 0

cado ( a 60 C y- por ciento
por ciento

resi&n reduci- 0 u

a

1, bsorbancia de 100 + 4. 4 - por- l
100 + 4. 4 por- C - 

luz en la re -- 
ciento compara3, 

ciento compara

t ii&n ultraviole1
coda con una suis da con una sus

r, 
e ;; ta a 380 nm - ent 0 m

de r efetancia de refe2, 
tancia de refet

anl-, ase anhidra
rencia

rencia



3 - 

TAwA I ( continda) 

3. 2 MARCADO

3. 2. 1 En el envase y empaque

En el exterior del empaque y envase debe aparecer una
etiqueta en caracteres legibles y redactados en espa- 
fíol los siguientes datos¡ 

Símbolo del fabricante, nom

bre del producto, grado de calidad (
estéríl, no estl- 

ril), peso neto en kilogramos o gramos, 
námero de lo- 

te, fecha de fabricaci6n y caducidad, 
la leyenda " He- 

cho en México" P la leyenda "
Conservese el envase bien

cerrado en lugar fresco y seco" p potencia o equivalen

te en actividad ( en rolitetraciclina base) y otros da

tos tales como precauciones que deben tenerse en el
manejo y uso de los empaques y envases durantes su
transporte y almacenamiento y el Sello oficial de Ga- 
rantla cuando la Secretaría de Industria v comercio - 
lo juzgue conveniente. 

3- 3 ENVASADO Y EMPACADO

El producto no ost4, 11, objeto de esta noi ma, debe - 
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estar contenido en envases de vidrio ámbar o cual—- 
quier otro material adecuado, 

protegido de la luzffl - 

envasado y sellado en atmoIsféra de nitr&geno seco y

a su vez estos en cuñetes de capacidad y material -- 
adecuados para que resistan su transporte y almacena
miento. 

El producto estéril debe estar contenido en recipien
tes estériles de vidrio ámbar u otro material ade— 

cuado, 
protegido de la luz,_ herméticamente cerrados

envasado y sellado en atmosfera de nitr<5geno seco; - 
los recipientes deben abrirse solamente en áreas es- 
tériles y bajo condiciones asépticas. 

Los envases - 

deben estar contenidos en cuñetes de capacidad y ma— 
terial adecuados para que resistan su transporte y al- 
macenamiento. 

1

MUESTREO

El muestreo se efectua de comán acuerdo entre fabri— 
cante y comprador y a falta de este acuerdo se reco— 
mienda seguir el siguiente método. 

4. 1 METODO DE MUESTREO PARA PRODUCrO TEIMINADO

A GRANEL GRADO NO ESTERIL

4. 1. 1 Aparatos y equipo

Guantes de hule con superficies exteriores lisas

Muestreador de acero inoxidable pulido, 
de 1. 27 cm

de diámetro con ventanas por lo menos de una tercera
parte de la circunferencia completo de tubo interior
de cierre. 

Bolsas de POlietileno de color negro. 

Frascos de vidrio de color ámbar
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Frascos ámpula de color ámbar de 20 m1

4. 1. 2 Manera de operar

Por medio del muestreador sacar producto de cada c l- 0

flete en tres puntos diferentes, 
dispuestas a + 12 - 

uno de otro y a tres diferentes alturas segdn el es~ 
quema siguientes

I

2

PLANTA
SECCION

Abrir los cuñetes en una área de humedad relativa am- 
biental menor del 20 por ciento y luz

controlada. De - 

cada envase tomar aproximadamente 30 g de producto y
ponerlo enSolsas de polietileno negro marcadas con - 
el número del cuñete y el ndmero

del lote. Sellar los

envases desplazando el aire con nitr&geno - seco y con - 
un oportuno cierre de garantla. 

De cada bolsa de polietileno pesar partes proporcio-- 
nales al peso neto declarado en la etiqueta del cuñe- 
te correspondiente y transferirlas a otra bolsa de -- 
polietileno negro, 

Mezclar hasta completa homogenei— 

dad. 

Esta muestra oficial se dividirá en
dos partes: una - 

destinada al archivo (cantidad aproximada
100 g), la - 

del archivo en frascos de vidrio de color ámbar y se- 
llada en atm6sfera de nitr<Sgeno seco, y otra destina- 

da al análisis en caso de que el lote se ponga a prue
ba de estabilidad se repartirá una tercera porci6n
del producto en frascos ámpula de

color ámbar de 20
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mi ( 20 frascos conteniendo cada uno 1 g de producto) 
debidamente rotulados y sellados en atm&sfera de ni— 
tr6geno seco. 

4. 2 METODO DE MUESTREO PARA PRODUCTO TERMINADO

A GRANEL GRADO ESTERIL

4. 2. 1 Aparatos y equipo

Guantes de hule con superficies exteriores
lisas, es

terilizar en autoclave a 121 OC por un m1nimo de 20 - 
min. 

Muestreador de acero inoxidable pulido, 
de 1. 27 cm - 

de diámetro con ventanas por lo menos de una tercera - 
parte de la circunferenciá; 

completo de tubo interior

de cierre,.
esterilizar en calor seco a 250 OC por un- 

tn£ nimo de 1 h. 

Frascos de vidrio de color ámbar, 
esterilizar en ca— 

lóü gecó a 250 OC por un m1nimo de 1 h. 

Frascos ' ámpula de color ámbar de 20 mI. 

Campana de flujO laminar o' área estéril

4. 2. 2 manera de operar

En la campana de flujo laminar o en el área estéril
realizar el procedimiento indicado en el punto 4, 1. 2, 
en forma aséptica. 

4. 3 CRITERIO DE ACEPTACION

El criterio de aceptaci6n es 100 por ciento

5. METODOS DE ERUEBX

Los reactivos que se mencionen en todas las determina
ciones sig-uientes deben ser

grado anal£tic0* ( ver --- 

ap6ndice) a menos que se mencione otra cosál
cuando - 
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se indique agua debe entenderse agua destilada y la - 
sustancia de referencia será la oficial ( ver apéndice) 

5. 1 PROCEDIMIENTO PARA LA IDEINTIFICACION DE RO- 

LITETRACICLINA

Prueba A ( identifícaci&n de rolitetraciclina) 

5- 1- 1- 1 Aparatos y equipo - 

Equipo comán de laboratorio

5. 1. 1. 2 Materiales y reactivos

Soluci6n 1. 0 N de hidr&xido de sodio
1

5. 1. 1. 3 Procedimiento

Transferir 100 mg de muestra a un tubo de
ensayo y

añadir 5 mi de soluci6n 1. 0 N de hidr6xido de sodiO, 
calentar lentamente hasta ebullici6n durante 15 segua
dos y enfriar a temperatura ambiente. 

5. 1. 1. 4 Interpretaci6n de resultados

Al calentar se percibe un marcado olor a pirrolidina- 

y cuando la soluci&n se ha enfriado es cristalina de - 
color rojo vino. 

5. 1. 2 Prueba B ( identificaci6n del componente te

traciclinico) 

5. 1. 2. 1 Aparatos y equipo

Equipo comdn de laboratorio

5. 1. 2. 2 Materiales Y rGactivOs

Acido sulfdricO concentrado ( 95 ~ 98 por ciento p/ P) 
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5- 1. 2. 3
Procedimiento

Transferir 30 g de muestra a un tubo de ensayo y aña- 

dir 5 m1 de ácido sulfliricO- 

5. 1. 2. 4 Interpretaci&n de resultados

Al agregar el ácido sulfárico a la muestra se produce
coloraci6n violeta

5- 1- 3 Prueba C ( identificaci&n del componente pl

rrolidInico) 

5- 1- 3- 1 Aparatos y equipo

Equipo comdn de laboratorio

5. 1. 3. 2 Materiales y reactivos

Soluci6n m . etan6lica al 1. 0 por ciento de benzoquinona

5. 1. 3. 3
Procedimiento

Calentar en baño de vapor durante 1 a 2 min, 
una solu

ci6n de 30 mg de muestra en 1 m1 de agua y 0. 25 m1 de
soluci6n metandlica al 1. 0 por ciento de benzoquinona. 

5- 1- 3. 4 Interpretaci<Sn de resultados

Al calentar la soluciSn se produce coloraci6n roja in
tensa. 

5. 2
DETERMINACION DE POTENCIA

5. 2. 1 Método microbiol6gicO (
turbidimAtric0) 

5. 2. 1. 1 Aparatos y equipo, 

FotocolorImetro con filtro para 530 y 580 nm

Horno para esterilizar

Autoclave
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Botellas de Roux

Aparato para baño de agua provisto de control termos

tático

Tubos de 16 X 150 mm ( dimensiones exteriores) 

Equipo comiin de laboratorio

5. 2. 1. 2 Materiales y reactivos

Sustancia de referencia de rolitetracielina ( en el mo

mento de usar secar 3 horasa 60 0 C a una presi&n no

mayor de 5 mm de mercurio). 

Cepa de Staphylococ2us aureus ( ATCC 6538P) 

Soluci6n reguladora 0. 1 M de fosfatos de pH 4. 5, este

rilizar en autoclave a 121 loC por un m1nimo de 20 min

transferir 13. 6 g de fosfato monopotásico a un ma--- 

traz aforado de 1000 ml» disolver y aforar con agua> - 

ajustar el pH de 4. 45 a 4. 55 después de la esteriliza

ci&n.i si es necesario, con soluci6n 18. 0 N de ácido - 

fosf&rico o con soluci6n 10. 0 N de hidr&xido de pota- 

sio). 

Soluci6n al 12. 0 por ciento de formaldehfdo

Medio antibi&tico No. 1 ( agar nutritivo para mantener - 

al microorganismo de prueba): esterilizar en autocla- 

ve a 121 0 C por un minimo de 20 min. 
Peptona ------------------------ 6. 0 g

Extracto digerido de casetna --- 4. 0 g

Extracto de levadura ---------- - 3. 0 g

Extracto de carne -------------- 1. 5 g

Dextrosa ----------------------- 1. 0 g

Agar------------- -------------- 15. 0 g

Agua destilada c. b. p. 1000. 0 m1

después de la esterilizaci6ng pH 6. 5 - 6. 6

Medio antibi4tico No. II ( caldo nutritivo);- esterili- 
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Peprona ------- 
5, 0

Extracto de levadura ------------ 1- 5

Extracto de carne -------------- 1. 5

Cloruro de sodio ---------------- 3. 5

Dextrosa ---- ~ ----------------- 
1. 0

Posfato diporásicO -------------- 3. 68 g

zosfato monopotásico ------------ 1- 32 j

Agua destilada C. b. o - 
1000, 0 mi

de la esterilizaci5n, 
P14 95 - 7- 07

desnués

3oluci6n salina, esterilizar en

3, 

autoclave a 121 U -- 

por = mInímo de 20 min i transferir 9. 0 g de cloruro - 

de sodio a un matraz aforado de tooO mi, disolver y - 

aforar con agua. 

5. 2. 1. 3 Preparaci6n de la solucidn de referencia

Transferir 100 mg de sustancia de referencia de roli- 
tetraciclina ! la -cual ha sido secada previamente, 

du- 

rante 3 horas, a 60 0 C y 5 = n de mercurio) a un ma--- 

traz aforado de 100 mi, disolver  aforar con metano, 

concentraci&n estimada de 1 mg de rolitetraciclina - 

por mi). Guardar esta soluci5n primaria bajo refrige- 

racion en un matraz de vidrio, con tap6n esmerilado - 

v desechar la soluci6n despu s de un dla de prepara- 

da. 

5. 2. 1. 4 Preparaci6n de la soluciin problema

Transferir 100 mg de muestra, 
exactamente pesados, a - 

r disolver y aforar con alun matraz aforado de 100 ni, 

cohol metilico (
concentraci3n estimada de 1 mg de ro- 

litetrací.clina por mi). 
rraíisferir una alicuota de -- 

1, 0 ni de esta soluciJn a un matraz aforado de 100 m1
reguladora % 1 de fos

nezclar y aforar con soluci6n

latos de pH 4. 5 ( concentraci3n estimada de lo mcg de- 

rolitetraciclina por mi). 
Transferir una al1cuota de
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25, 0 mi a un matraz
aforado de 1000 m1, mezclar v afo

rar con soluci&n reguladora 0. 1 YI de fasfatos de pH - 
4. 5 ( concentraci6n estimada de 0. 25 meg de rolitetra- 

ciclina por = l 

5. 2. 1. 5
Preparaci6n del microorganismo de prueba

cultivar la cepa de Staphylococcus
aureus ATCC c ' 353SP, 

en tubos con lo m1 de medio
antibi&ticO NO- 1 inclina

0

do incubándolos a 32 - 35 C durante 24 horas. 

el desarrollo de un tubo coA 3 m1 de soluci6n salina - 
estéril. Pasar esta suspensi6n de microorganismos a - 
una botella de Rouxy que contenga 250 m1 de medio an- 
tibi6tico No. 1. Extender la suspensi3n en toda la su

perficie del medio con ayuda de perlas de vidrio es - 
32 - 35

9-, 
lavar el- 

tériles e incubar por 24 horas a
crecimiento de la superficie del agar con 50 m1 de so
luci6n salina estéril de tal manera que de ella se ob
tenga una transmitancia del 25 por ciento en un fOt0~ 
colorImetro a 580 nm. 

Generalmente 1 1 20. Guardada - 

esta suspensi6n bajo refrigeraci&n, 
en un matraz de - 

vidrio puede ser empleada antes de una semana. 

Una vez ajustada la suspensi6n de mieroorganismos --- 
agregar de 10 a 20 m1 de la misma a 1. 0 1 de medio - 
antibi6ticO NO- il

5. 2. 1. 6
Preparaci6n de los tubos

Preparar seis series de tres tubos
cada una y marcar

los respectivamente como serie 1, 2. 3, 4, 5 Y 6

5. 2. 1. 7
Preparaci6n de la curva de referencia

rransferir 1. 0 m1 de la soluci3n primaria de referen- 
cia, Dreparada como se indica en 5. 2. 1- 3, a un rrzatraz

forado de loo0 mi, aforar con soluci&n reguladora

0. 1 M de fosfato de pH 4. 5 (
concentraci6n _estimada
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de 1. 0 mcg de rolitetraciclina por mi), 
apartir de es

ca soluci&n preparar las siguientes diluciones usan- 

cio soluci3n reguladora
0. 1 M de fosfatos de pH 4. 51- 

16. 0 mi a 100 MI (. 0. 16o mcg por mIJ

20. 0 mi a 100 MI (

10.
2oo mcg por MI; 

25. 0 mi a 100 ra, ( 0. 250 mc9 Por 01) 

31. 2 mi a 100 MI- ( 0. 312 mcg por M-1 

39. 0 nil a 100 , ni ( 0. 390 mcg por m1) 

Usar 5 series de tres tubos cada una v proceder como - 
sigues

Serie 1 a Agregar a cada tubo 1. 0 m1 de la diluci5n - 
de referencia de 0. 160 mcg por mi. 

3eríe 2 s Agregar a cada tubo 1. 0 mi de la diluciin - 
de referencia de 0. 200 mcg por ml 

Serie 3: Agregar a cada tubo 1. 0 mi de
la diluc, Sn de

referencia de 0. 250 mcg por mi

Serie 4 t Agregar a cada tubo 1. 0 mi de la diluci&n - 
de referencia de 0. 312 mcg por mi. 

Serie 5 Agregar a cada tubo 1. 0 mi de la dillici(5n de - 
referencia de 0. 390 mcg por mi. 

Una vez que se ha agregado la solucii5n de referencia

a los tubos añadir 9. 0 mi de medio
antibi&tica NO- ! I

inoculado, inmediatamentes despuás colocarlos en un - 

baño de agua a 37 0 C por un perlodo de 3 a 4 horas. 

Al t¿rmino de este pertodo sacar los tubos del baño - 
ellos 0. 5 mi de soluciSn al - v agregar a cada uno de

12. 0 por ciento de formaldehIdo. 

como paso siguiente leer las absorbancias de cada tu- 
bo en un fotocolorimetro a una longitud de onda de -- 
530 nm, emplear como blanco, para ajustar el aparato, 

una soluci&n formada por 9. 0 mi de
medio antibi6tico- 



13 - 

no inoculado más 0. 5 mi de solucion al 12. 0

jor ciento de formaldehido y 1. 0 mi de soluci n regU

1 - Ladora 0. 1 11 de fosfatos de pH 4. 55

Sacar el promedio de las absorbancias obtenidas de -- 

los tubos de cada serie y grafícarlas en Papel semilo

arItmico de 2 ciclosp colocar la concentraci n del - 

anribi6tico en meg por mi en las ordenadas (
escala lo

arItmica), y las absorbancias en Las abscisas esca- 

iLa arirmética- 

a curva de referencia se zraza uniendo los valores - 

máximo v minimo calculándolos Por medio de las ecua- 

iones si- uientesi

a - 2b c le + 2d + c - a

Donde

3 = Valor de la absorbancia calculada para la concen- 

raci6n más baja de la curva

A = Valor de la absorbancia calculada para la concen- 

rraci&n más alta de la curva. 

a, b, c, d, v e = Valores promedio de las absorban --- 

cias de las soluciones de referencia de concentra ---- 

ci0n de o. 16o, 0. 200, 0. 312 v 0- 390- mcg por mi res— 

oectivamente. 

5. 2. 1. 8 Procedimiento

A la serie marcada con nilmero 6 añadir a cada tubo

1. 0 mi de la soluciin problema de concentraci&n de
0. 250 mcg por mi v 9. 0 mi de medio antibi6tico No II, 
inoculado v proceder con ellos de igual forma que con

los tubos de las otras cinc series. 

Después de la adici6n de formaldehido a los tubos, - 

leer las absorbancias en un fotocolorrmetro_ a una
lon
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gitud de onda de 530 nm usando como blancoy para aju 

tar el aparato, una soluci6n formada por 9. 0 m1 de me

dio antibi&tico No. II no inoculado más 0. 5 m1 de so- 

luciSn al 12. 0 por ciento de formaldehido Y 1. 0 m1 de
soluciSn reguladora 0. 1 M de Cosfatos de plí 4. 5. 

Sacar e promedio de las absorbancias obtenidas. 
Leer

L

en la curva la concentraci&n equivalente a las absor- 
bancias de los tubos problema. 

Multiplicar la concen- 

traci6n por el factor de diluci&n apropiado para obte

ner el contenido de antibiStico en la muestra. 

5. 3
DETERMINACION DE P11

5- 3- 1 Aparatos y equipo

Potenci&metro equipado con un electrodo de
vidrio, sen

sible a la . actividad del i&n hidr6geno, y uno de calo- 

mel que es el de referencia. 

Equipo común de laboratorio

5. 3. 2 Materiales y reactivos

Soluci6n reguladora de fosfátos de pH 7. 0'' 
Mezclar - 

en un matraz aforado de 200 m1, 50- 0 m1 exactamente - 

medidos de soluci6n 0. 2 M de fosfato monobasico de pa
tasio ( 27. 218 g de fosfato monobásico de potasio para
hacer 1000 m1 de soluci6n con agua ) y 29. 1 m1 de so- 

luci6n 0. 2 M de hidr&xido de sodio valorada, y aforar

con agua. 

Soluci6n reguladora 0. 2 M de ácido b6rico Y * cloruro - 

de potasio de pH 9. 02 Mezclar en un matraz aforado de
200 m1, 50. 0 mI exactamente

1

medidos de soluci6n 0. 2 M

C ( 12. 366 g de ácide acido b6rico y cloruro de potasio

do b&rico y 14. 911 g cloruro de potasio para hacer -- 
1000 m1 de soluci&n con agua), y 20. 8 m1 de solucion- 
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0. 2 M de hidr6xido de sodio valorada y aforar con -- 

agua. 

5: 3. 3 Procedimiento

Transferir 500 mg de muestra, exactamente pesados, a

un matraz aforado de 50 m1, disolver y aforar con -- 

agua. 

Realizar las determinaciones de pH de las soluciones - 

a una temperatura de 25 + 2. 0 0 C. 

Calibrar el potenci&metro, ajustándolo con las solu— 

ciones reguladoras de pH 7. 0 y 9. 0, como paso siguien

te medir el pH de la soluci6n problema dos o más ve— 

ces hasta que no haya variaci&n. en las lecturas. 

Entre cada determinaci6n tener la precauci6n de lavar

los electrodos con la soluci6n a la que se le va a de

terminar el pH y desechar los lavados. 

5. 4 PRUEBA DE CRISTALINIDAD

5. 4. 1 Aparatos y equipo

Microscopio con luz polarizada ( con objeto de obte— 

ner luz polarizada se puede emplear un filtro pola--- 

roid entre la platina y el condensador ). 

Equipo común de laboratorio

5. 4. 2 Materiales y reactivos

Aceite mineral

5. 4. 3 Procedimiento

Mezclar en un porta -objetos una pequeña cantidad de - 

muestra( aproximadamente 2 mg) con una o dos gotas de - 

aceite mineral. Cubrir el porta -objetos y observar al

microscopio con luz polarizada. 
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5. 4. 4 interpretaci6n de resultados

Los critales de rolitetracielina, 
muestran part1culas

en las cuales se observa el fen6meno de birrefringen- 
cia y posiciones de extínci6n de la luz por movimien- 
to circular del porta -objetos. 

5. 5 DETERMINACION DEL CONTENIDO DEAGUA - METO - 

DO DE KARL FISCHER

5. 5. 1 Aparatos y equipo

Aparato que permita la apropiada exclusi6n de la hume
dad atmosférica y determinaci&n del punto final. Com- 

prende por lo general un sistema cerrado, 
constituido

por buretas automáticas y un- vaso de titulaci6n con - 
cubierta hermética, provisto de dos electrodos de pla

tino y de un agitador magnético. 

Equipo comdn de laboratorio

5. 5. 2 Materiales y reactivos

Reactivo de Karl Fischer ( a una soluciSn que conten- 

ga 670 m1 de metanol Y 170 m1 de piridina, 
agregar

125 g de yodo e infriar en una probeta graduada de
250 m1 transferir 100 m1 de piridina y mantenerla en - 
baño de hielo burbujear di4xído de azufre seco hasta - 
que el volumen llegue a 200' ml. Lentamente y agitando

se agrega esta soluci6n a la mezcla de yodo enfriada - 
Agitar bien para disolver el' yodo, pasar la solucion- 

al frasco del aparato y dejar en reposo durante la no
che anterior a la' valoraci&n. Un m1 de esta soluciOn- 

recientemente preparada, equivale aproximadamente a 5 - 

mg de agua, pero se descompone gradualmente, 
por tan- 

to debe valorarse una hora antes de usarla o diaria— 
mente si está en uso continuo. Se protege de la luz

mientras esta en uso guardar el resto del reactivo
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preparado en un recipiente color ámbar con tap&n de - 
vidrio prote¿ido de la luz y bajo refrigeraciSn. 

Tam - 

bien se puede emplear una soluci6n estabilizada del - 
reactivo disponible comercialmente). 

Tartrato de sodio. 

Metanol

5. 5e3 Normalizaci6n del reactivo Karl Fischer

Colocar 36 m1 de metan0l en. un vaso de titulaci6n y - 
añadir suficiente reactivo de Karl Fischer para obte- 
ner el punto final caracterIstico. 

Añadir rápidamente

de 150 a 350 mg de tartrato de sodio, 
pesados con exac

titud, y titular hasta el punto final. Por la f&rmula

siguiente se obtiene el factor F de equivalencia del - 
agua, expresado en mg de agua por m1 de reactivo$ 

o. 1566, x P
F = - 

V

Dondes

F = Factor de quivalencia del agua, expresado en mg - 

de agua por m1 de reactivo - 

p = Peso del tartrato de sodio expresado en mg

V = Volumen empleado del reactivo de Karl Fischer. 

5. 5. 4 Procedimiento

Añadir 25 m1 de metanol al vaso de titulaci6n y titu- 
lar con reactivo de Karl Fischer hasta llegar al pun- 
to final, sin tomar en cuenta el volumen consumido, - 

ya que este no interviene en los cálculos - 

Pesar cuidadosamente alrededor de 300 mg de muestra - 

y transferir
rápidamente al vaso de titulaci6n. 

Agitar vigorozamente y titular de nuevo con reactivo - 

de Karl Fischer hasta obtener el punto
final. 
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5. 5. 5 Cálculos

Determinar el por ciento de agua en la muestra por la
siguiente ecuaci&nt

V X F X 100
P. C. A. - P

Dondes

p. C. A. = Por ciento de agua en la muestra

V = Volumen del reactivo empleado

F = Factor de equivalencia del agua. 

P = Peso de la muestra expresado en mg. 

5. 6 DSrERMINACION DE PERDIDA AL _SECADO

5. 6. 1 Aparatos y equipo

Estufa de vacío

Desecador con pent6xido de f&sforo 0 silica gel

Equipo comén- de laboratorio

5. 6. 2 Materiales y reactivos

Agente deshidratante ( ácido sulfurico concentrado 95- 

98 por ciento P/ P 0 sIlica gel) 

5. 6. 3 Procedimiento

En una atm&sfera cercana al 1.0 por ciento de -humedad
relativa transferir 100 mg de muestrEb en forma de pol
vo finamente dividido, a un pesafiltros tarado y a p 

so constante previamente desecado durante 30 min a 60
0 C, a un vacío no mayor de 5 mm de mercurio, sobre -- 

pent¿xido de f6sforo), pesar el pesafiltros con mues- 

tra y destapado colocarlo en una estufa de vacío con- 
term6metro a una presi&n de 5 mm de mercurio y tempe- 

ratura de 60 0 C por lo menos 3 h. Al final de este pt
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riodo de desecaci6n, llenar la estufa con aire seco - 

haciendo pasar el aire por un agente deshidratante - 

como ácido sulfúrico 0 sIlica gel), tapar y transfe— 

rir el pesafiltros a un desecador con pent&xido de - 

f&sforo o silica gel, dejar enfriar a temperatura am- 

biente y volver a pesar. 

5. 6. 4 Cálculos

Determinar la perdida al secado, 
expresada en pnr -- 

ciento por medio de la siguiente ecuaci&na

Pm - Pd
P' S' = Tm _- Pa

X 100

Donde i

P. S. = Perdida al secado de la muestra, expresada en

por ciento

Pm = Peso del pesafiltros con muestra

Pd = Peso del pesafiltros después del secado

Pa = Peso del pesafiltros vaclo

5. 7 DETERMINÁCION DE ABSORCION DE LUZ EN LA RE- 

GION ULTRAVIOLETA A 380 nm

5. 7. 1 Aparatos y equipo

Espectrofot6metro

Equipo común de laboratorio

5. 7. 2 Mateíriale.s y reactivos

Soluci6n 5. 0 N de hidr6xido de sodio

Soluci6n 0. 25 N de hídroxido de sodio

Sustancia de referencia de rolitetraciclina

5. 7. 3 Procedimiento
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Trnasferir 40 mg de muestra exactamente pesados a un - 
matraz aforado de 250 mi, disolver y aforar con agua

transferir una al1cuota de 10. 0 mi a un matraz afora- 

do de 100 mi, agregar 75 mi de agua y 5. 0 mi soluci6n

5. 0 N de hidr6xido de sadio, 
aforar con agua y mez -- 

clarg leer la absorbancia de la soluci6n exactamente - 
6 min después de haber agregado el hidr&xido de so— 

dio, en un espectrofot6metro a una longitud de onda - 
de 380 nm, empleando como blanco, para ajustar el apa- 

rato, soluci6n 0. 25 N de hidr4xido de sodia. 

Proceder al mismo tiempo y en la misma forma con la - 
sustancia de referencia de rolitetraciclina. 

5. 7. 4 Cálculos

Determinar el porcentaje de absorbancia de la mues— 

tra . comparada con una sustancia de referencia
por -- 

medio de la siguiente ecuaci6ni

Am X PS X F X 10
P. A. - 

As X Pm X k 100 - h) 

Donde¡ 

P. A. = Porcentaje' de absorbancía de la muestra, com- 

parada con una sustancia de referencia

ps = Peso de la sustancia de referencia
expresada en

mg

F = Potencia de la sustancia de referencia exp . resada- 

en mcg por mg

As = Absorbancia de la sustancia de referencia

Pm = Peso de la muestra expresada en mg

h - Porcentaje de agua en la muestra

5. 8 DETERMINACION DEL COCIENTE DE ABSORBANCIA

EN LA REGION DEL ULTRAVIOLETA 270/ 55 nm
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5- 8- 1 Aparatos y equipo

Espectrofot6metro

Equipo común de laboratorio

5. 8. 2 Materiales y reactivos

Soluci6n 0. 1 N de ácido clorhidrico

5- 8- 3 Procedimiento

Transferir 50 mg de muestra, exactamente pesados, a - 

un matraz aforado de 250 m1, disolver y aforar con - 

agua, tomar una alicuota de 5. 0 m1 y transferirla a - 

un matraz aforado de 50 m1, aforar y mezclar con solu

ci&n 0. 1 N de ácido' clorh<drico. Leer las absorban--- 

cias de la soluci6n en un espectrofot&metro a una Ion
gitud de onda de 270 y 355 nm empleando como blanco, - 

para ajustar a cero el aparato, agua. 

5. 8. 4 Cálculos

Determinar el cociente de absorbancia de la muestra - 

por medio de la siguiente ecuaci6ne

G. A. = 
A 270 nm

A 355 nm
Donde: 

C. A. = Cociente de absorbancia de la muestra

A = Absorbancia de la soluci6n a una longitud de - 
270

onda de 270 nm

A 355 = 
Absorbancia de la soluci6n a una longitud de - 

onda de 355 nm

5- 9 PRUEBA PARA DETERMINAR METALES PESADOS

5. 9. 1 Aparatos y equipo

Mufla
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Tubos de Nessler

Equipo comiin de laboratorio

5. 9. 2 Materiales y reactivos

Acido sulfUrico concentrado ( 95 - 98 por ciento p/ P) 

Acido n1trico concentrado ( 69 - 71 por c-iento p/ p) 

Acido clorhídrico concentrado ( 35 - 38 por ciento p/ p) 

Soluci6n al 10. 0 por ciento de hidr&xido de amonio

Soluci&n al 6. 0 por ciento de ácido acético

Soluci6n al 12. 0 por ciento de ácido acético

Soluci6n al 10. 0 pdr ciento de sulfuro de sodio

Soliiici n de referencia de plomos 0. 183 g de acetato de

plomo y 5 m1 de soluci6n al 12. 0 por ciento de ácido- 
acetico a un matraz aforado de 1000 m1 mezclar y afo- 

rar con agua, concentraci6n estimada de 100 mcg de -- 

plomo por ml. El dla de la prueba diluir 10. 0 m1 de

la soluci6n anterior a un matraz aforado de 100 m1 de
la soluci6n anterior en un matraz aforado de 100 m1 - 
con agua destilada-, concentraci6n estimada de 10 meg

de plomo por ml. 

5- 9- 3 Procedimiento

Transferir 350 mg de muestraexactamente pesados a un

crisol de porcelana; calcinar en la mufla de 590 a

600 OC y dejar enfriar . Añadir al residuo 2 m1 de

ácido nitrico y cinco gotas de ácido sulfiIrico, ca— 

lentar la mezcla con mechero hasta que desaparescan - 

los humos blancos. Finalmente calcinar la mezcla en - 

la mufla hasta desaparici6n de los restos de carb3n,- 

Enfriar y agregar 2 m1 de ácido clorhIdrico calentar

en baño de vapor hasta sequedad. Agregar al residuo

dos o cuatro gotas de ácidoctbrhídrico Y 10 ml de
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agua caliente. Sobre baño de vapor calentar la mezcla

agregar soluci6n al 10. 0 por ciento de hidr&xido de

sodio hasta reacci6n alcalina, después soluci6n al

6. 0 por ciento de ácido acético hasta reacci6n ligera

mente ácida y filtrar la soluci&nsi es necesario, --- 

transferirla a un tubo -Nessler y lavar el crisol y el

filtro con 10 mi de agua. Enseguida diluir la mezcla

a 25 mi, alcalinizar con soluci6n al 10. 0 por ciento - 

de hidr&xido de amonio y agregar cinco gotas de solu- 

ci&n al 10. 0 por ciento de sulfuro de sodio y comple- 

tar el volumen a 50 mi con agua. 

Transferir 1. 0 mi de la soluci&n de referencia de plo

mo de concentraci<5n de 10 mcg de plomo por mi, a un - 

tubo Nessler añadir 25 mi de agua y soluci&n al 10. 0 - 
por ciento de hidr6xido de amonio hasta reacci n alca

lina agregar 5 gotas de solucijn al 10. 0 por ciento

de sulfuro de sodío y completar el volumen a 50 mi

con aguar

Comparar la turbidez de las dos soluciones. 

5. 9. 4 Interpretací6n de resultados

La solucí&n problema debe ser menos turbia que la so. 
luci6n de referencia. 

5. 10 PRUEBA PARA DETERMINAR CLORUROS

5. 10. 1 Aparatos y equipo

Matraz de combustii5n de Schoeninger de 1 litro

Tubos Nessler

Equipo comun de laboratorio

5. 10. 2 Materiales y reactivos

Soluci&n de referencia de cloroi transferir a un ma— 
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traz aforado de 1000 mi 5. 85 g de cloruro de sodio - 

previamente desecados, disolver y aforar con agua, 
con

centraci6n estimada de 3- 55 mg de cloro por mi. 

El dia de la prueba preparar las soluciones siguien— 

test

Soluci&n de referencia diluida de cloro: 
transferir - 

28. 2 mi de la soluci&n de referencia de cloro a un ma
traz aforado de 100 mi aforar con agua y mezclar. 

Soluci6n comparadora de cloros transferir 4. 0 mi de - 
la soluci&r. anterior a un matraz aforado de 100 mlp - 
aforar con agua y mezclar. 

Soluci6n al 12. 5 por ciento de ácido nítrico

soluci6n al 25. 0 por ciento de ácido nitrico

Soluci&n 1. 0 N de hidr6xido de sodio

Soluci n 0. 1 N de nitrato de plata

5- 10- 3 Procedimiento

Colocar 50 nig de muestra, 
exactamente pesados, en pa- 

pel filtro recortado en forma especial, 
doblar el pa- 

pel de manera que no caiga el polvo. 
Transferir al ma

traz de Schoeninger de 1 litro el papel con muestra - 

colocarlo entre la espiral de platino de manera que - 

la punta de pape- quede en el -bucle, agregar 5 mi de- 

soluci6n 1. 0 N de hidr6xido de sodio y conducir en el

mismo una corriente abundantede oxígeno durante 20 - 
segundos. Tapar de inmediato el aparato e iniciar la

combusti6n. Una vez terminada la combusti<Sn esperar a
que se enfríe el matraz, 

agitar para que los gases de

combusti3n sean absorbidos por la solucion de hidr&xi
do de sodio. Abrir con cuidado y agregar lo mi de so— 

luci&n al 12. 5 por ciento de ácido nítrico y mezclar - 
transferir con agitaci n la soluci&n a un matraz afo- 

rado de 50 mi, enjuagar el matraz de combusti3n suce- 
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siVamente con tres porciones de 3 m1 de agua cada -- 

unat agregándolos al matraz aforado, completar el vo- 

lumen con agua. 

Simultáneamente correr un blanco, quemar un papel sin

muestra, y tratarlo de igual forma que como se des--- 
críbi6 en el párrafo anterior s6lo que antes de afo— 

rarp agregar 0. 2 m1 de soluci6n de referencia dili.Aida
de cloro. 

Transferir por separado, a tres tubos Nesslerlas si— 

guientes solucionesi

Tubo No. 1 1 10. 0 m1 de soluci6n problema, más 3- 0 m1

de soluci6n al 25. 0 por ciento de ácido nítrico y 1. 0

m1 de soluci6n 0. 1 N de nitrato de plata. 

Tubo No. 2 s 10. 0 m1 de soluci6n resultante de la com

busti6n sin muestrag más 3. 0 m1 de solucidn al 25. 0 - 

por ciento de ácido nítrico y 1. 0 m1 de soluci&n 0. 1- 

N de nitrato de plata. 

Tubo No. 3 j 10. 0 m1 de soluci6n comparadora más ---- 

11. 0 m1 de agua, más 1. 0 m1 de soluci6n al 25. 0 por - 

ciento de ácido nítrico y 1. 0 m1 de soluci&n 0. 1 N de

nitrato de plata. 

Comparar la turbidez producida en cada tubo sobre una

superficie negra. 

5- 10. 4 Interpretaci0n de resultados

La turbidez presmnt e en el tubo No. 1 no debe ser ma- 

yor que la de los tubos 2 y 3 en caso de que fuera ma

yor, hacer otra soluci6n para el tubo No. 1 para com- 

pararla con los tubos 2 Y 3 consistente en : 8. 0 m1 - 

de solucí6n problemap 2. 0 m1 de agua, 3. 0 m1 de solu- 

ci6n al 12. 5 por ciento de ácido nitrico y 1. 0 m1 de- 

soluci6n 0. 1 N de nitrato de plata. 
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La turbidez de esta soluci6n deberá ser menor que la- 

de - los tubos 2 y 3. 

5. 11 DETERMINACION DE CENIZAS SULFATADAS

5. 11. 1 Aparatos y equipo

Mufla

Equipo común de laboratorio

5. 11. 2 Materiales y reactivos

Acido sulfúrico concentrado ( 95 - 98 por ciento p/ p) 

5. 11. 3 Procedimiento

Transferir 500 mg de muestra, exactamente pesados, a

un crisol de porcelana previamente tarado, incinerar - 

con flama de mechero hasta que la sustancia se carbo- 

nice del todo, enfriar y agregar tres gotas de ácido- 
sulfUrico, calentar nuevamente de igual forma la mez- 

cla hasta que no haya desprendimiento de vapores blan

cos e incinerar en la mufla a 800 + 25 0 C hasta peso - 

constante. 

5. 11. 4 Cálculos

Determinar el por ciento de cenizas sulfatadas, en la

muestrat por medio de la siguiente ecuaci&ni

P. C. = 
Pd - Pc X 100
Pm - PC

Dondes

P. C.— Por ciento de cenizas sulfatadas en la muestra

Pd = Peso del crisol después de la calcinaci6n

pe= Peso del crisol vacio y a peso constante

Pm = Peso del crisol con muestra antes de la calcina- 

ci<Sn
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5. 12 PRUEBA DE INOCUIDAD

5. 12. 1 Aparatos y equipo

Agujas y jeringas de tuberculina, 
esterilizar en ca— 

lor seco a 250 0 C por un m1nimo de 1 h. 

Equipo comdn de laboratorio

5. 12. 2 Materiales y reactivos

Ratones blancos de 18 a 25 g no usados antes en otra

prueba similar. 

Agua destilada estéril, esterilizar en autoclave a - 

121 0 C por un m1nimo de 20 min

5. 12. 3 Procedimiento

Inyectar intravenosamente a 5 ratones 0. 5 m1 de solu- 

ci6n muestra de concentraci6n de 2 mg por m1 ( trans- 

ferir 100 mg de muestra a un matraz aforado de 50 mIT
disolver y aforar con agua destilada estéril), 

la in- 

yecci6n deberá hacerse a una velocidad de 0. 05 m1 por

segundo, observar a los ratones por un periodo de 48

horas. 

5. 12. 4 Interpretací6n de resultados

Si nin&dn animal muere en el. periodo de observnci&n de
48 horas la muestra pasa la pí vieba. Si uno o más rato

nes muere dentro de las 48 horas, repetir la prueba - 

usando 10 ratones con peso de' 20 g ( + 0. 5 9) cada - 

uno% la muestra pas a la prueba si el námero total de - 

animales muertos dentro de las 48 horas no es mayor - 

del 10 por ciento del ni5mero total de animales proba- 

dos, incluyendo la prueba original. 

5. 13 PRUEBA DE ESTERILIDAD
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5. 13- 1 Aparatos y equipo

Equipo de filtros membrana para la prueba de estéril¡ 

dad de 3 o 6 unidades

Membranas f iltrantes de 0. 45 + 0. 0 2 micras

Campana de £ lujo laminar

Autoclave

Potianci&metro

Tabospara cultivo con tapa

Cortadores y pinzas para membranas

Equipo comdn de laboratorio

5. 13. 2 Materiales y reactivos

Peptona ( BBL 11919; Difco 0118- 01- 8) 

Soluci6n de peptona estéril, ( disolver 1. 0 g de pep- 

tona en suficiente agua destilada, añadir 1. 0 m1 de- 

p- tert~ostilfenoxi polietoxietanol y
aforar con agua

a 1. 0 1, esterilizar en autoclave a 121 OC por un mf- 
nimo de 20 min, después de la esterilizaci6n ajustar - 

el plí de 7. 0 a 7. 2, si es necesario, con soluci&n 2. 0

N de ácido clorhidrico o soluci3n 2. 0 N de hidr3xido- 
de sodio) 

Medio de soya. y digerido de Caseína ( BBL 11768; Difco

0370- 01- 1) 

Agar micol6gico ( BBL 1144% Difco 0405- 01- 0) 

Agar soya tripticasa ( BBL 1104; Difco 0369) 

5. 13- 3 Procedimiento

Armar un equipo de filtraci6n de 3 & 6 unidades con - 

sus filtros de membrana y filtros hidrofobicos se¿ -- 

instrucciones -del fabricante y prepararlo para su es- 

terilizaci6n. 

Esterilizar en autoclave todo el equipo a 121 0 C de - 
29 a no más de 45 min. EL TIEMPO Y LA TEMPERATURA SON
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CRITICOS. Los filtros membrana pueden ser esteriliza- 

dos aparte pero da mejor resuldado y menos riesgo de

contaminaci&n si se esterilizan ya en la unidad. 

Los cortadores y pinzas pueden ser esterilizados en - 

calor seco a 250 0 C por un mínimo de 1 h. 

Preparar y limpiar la campana de flujo laminar y en - 

condiciones asépticas pasar todo el material que se - 

va a utilizar para la prueba, conectar la campana 10

a 15 min antes de empezar a trabajar. 

Tomar una muestra asépticamente de 6 g de producto,  

que debe de contener de todos y cada uno de los reci- 

pientes que forman el lote, vaciar a un matraz erlen- 

meyer de 500 m1 que contenga 200 m1 de soluci6n de -- 

peptona esterilizada y a temperatura ambiente disol— 

ver la muestra agitando hasta disoluci6n total. 

Empazar a filtar asépticamente usando un filtro como - 

testigo. Si la filtraci6n se dificulta o es muy tarda

da se debe disolver la muestra en 400 m1 de solucion- 

de peptona o usar 3 g de muestra. 

Lavar el filtro con tres porciones de 100 mlp cada una

de soluci6n de peptona estéril. 

Tomar la membrana con una de las pinzas y colocarla - 

en el cortador, cortar la parte central, en un circu- 

lo de 17. 5 mm de diámetro, transferir la parte cen — 

tral de la m.embrana cortada dentro de un tubo que con

tenga medio fluido de tioglicolato, colocar la parte - 

exterior dentro de un tubo que contenga medio de soya

y digerido de case3'ná. Repetir esto con el testigo. 

Durante la prueba exponer una caja Petri con agar mi- 

col&gico y otra con agar soya tripticasa, incubar du- 

rante un período de 4 dias y observar su crecimiento - 

para tener la seguridad de que el área dond:e se efec- 
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tu6 la prueba fué una área estéril. 

Incubar los tubos con media fluido de tioglicolato

por 7 días a 30 - 32 0 C ( medio para bacterias) y los

tubos con medio de soya y digerido de caseína a 22

25 OC por 7 días ( medio ipara hongos) 

5. 13. 4 Interpretaci n de resultados

Se dice que el lote o muestra pasa la prueba si des— 
pués de 7 días de incubaci6n en ningi1n tubo aparece - 
crecimiento. 

Si se observa crecimiento, 
deberá repetirse la prueba

con él doble de muestra y si el crecimiento es en un - 

solo mediog colocar la membrana en ese medio. 

Si en los dos ensayos hay crecimiento la muestra no - 
pasa la prueba. 

5. 14 PRUEBA DE PIROGENOS

5. 14. i Aparatos y equipo

Term<Smetro clínico

Jeringas y agujas libres de pir&genos (
esterilizar en

calor seco a 250 0 C por un mínimo de 1 h) 

5- 14. 2 Materiales y reactivos

conejos sanos y adultosp con peso no menor de, 1800 ff
cada uno de los cuales, por lo menos una semana antes

de la prueba debe ser mantenido en su peso con una

dieta libre de antib& ticos. 

Area de alojamiento de temperatura de 23 : t 1. 5
humedad relativa de 50 + 10 por ciento y libre de pe£ 

turbaciones que facilmente los puedan excitar. '
Mante- 

ner a los conejos, en esta área en forma individual- 
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Un animal que no se ha usado anteriormente en la prue

ba, permanecerá dos semanas antes de la misma, bajo - 

las condiciones especificadas anteriormente. Simular

una prueba, 1 a 3 días antes de la determinaci n bajo

las condiciones especificadasen el procedimiento omi- 

tiendo la inyecci6n. Si el animal no pasa satisfacto

ríamente esta prueba, probarlo nuevamente dos veces - 

con un lapso de dos días de descanso entre cada una. - 

Si no pasa la tercera prueba desechar al animal. 

Usar los animales cada 48 horas o cada dos semanas si

la prueba anterior ful calificada como pirógénica. 

Agua destilada estéril, esterilizar en autoclave a -- 

121 0 C por un mínimo de 20 min. 

5. 14- 3 Procedimiento

Realizar la prueba en una área donde los animales es - 

ten alojados en las condiciones ambientales menciona- 

das. El día de la prueba suspender todo el alimento - 

a los animales que van a ser usados hasta después de

terminada, excepto la administraci&n de agua. 

Determinar la temperatura control para animal, 40 min - 

antes de iniciar la pruebap por la inseci6n del term& - 

metro en el recto del animal de prueba a una profun— 

didad de no menos de 7. 5 cm manteniéndolo el tiempo - 

suficiente para alcanzar la temperatura. Usar solo --- 

aquellos animales cuya temperatura control no se des— 

víen más de 1. 0 OC de cada una de las otras lecturas - 

y no se use ningi1n animal con una temperatura que exce
da de 39. 8 OC. 

La temperatura control registrada para cada conejo -- 

constituye la temperatura a partir de la cual se cal- 

cula cualquier elevaci6n subsecuente a la inyecci6n - 
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del material de prueba. 

Preparar una soluci6n con agua destilada esteril li— 
bre de pir6genos de concentraciZn de 5 mg de rolite— 
traciclina por m1 ( transferir 50 mg de rolitetracicli

nag exactamente pesados, a un matraz aforado de 10 m1

disolver y aforar con agua destilada estéril libre de
pir<5genos), 30 min después de haber tomado la tempera

tura control inyectar 1. 0 m1 de la soluci&n anterior - 

por kg de peso corporal, la inyecci6n deberá hacerse - 

en un lapso de 1 min, por la vena marginal de la ore- 

ja de cada uno de los tres conejos habiéndo calentado
previamente la soluci6n a inyectar a 37 0 C. llevar un

registro de las temperaturas a 1, 2 y 3 h después de - 

la inyecci6n. 

5. 14. 4 Interpretaci6n de resultados

si los conejos no muestran un incremento individual - 
de temperaturz), de su respectiva temperatura control, - 

de 0. 6 OC o más Y si la suma de los tres incrementos - 
de temperatura no . excede de 1. 11 OC la muestra pasa la
prueba. 

Si uno o dos conejos muestran una elevaci6n de tempe- 
ratura de 0. 6 OC o más, 0 si, la suma de los incremen- 

tos de temperatura excede de 1. 4 OC, repetir la prue- 

ba usando 5 conejos, si no más de tres de los ocho cl

nejos muestran incrementos individuales de temperatu- 
ra de 0. 6 OC 0 más y si la suma de los incremos no ex
cede de 3. 7 0 C. la muestra pasa la prueba, 

5. 15 PRUEBA DE SUSTANCIAS HISTAMINOSIMILES

5. 15- 1 Aparatos y equipo

QuimoSgrafo
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Jeringas y agujas para tuberculina estériles, esteri- 

lizar en calor seco a 250 0 C por un miñimo de 1 h. 

Jeringa de 10 m1 y aguja del No. 22, esterilizar en - 

calor seco a 250 0 C por un m1nimo de 1 h. 

Equipo de disecci6n esteril, esterilizar en calor se- 

co a 250 0 C por un minimo de 1 h. 

Man&metro de mercurio adecuado para medir la presi&n- 

sangulnea, se suguiere el siguiente¡ 

Tap6n ajus- 

tado con pe

foraci6n - 

Icentral

Jeringa con 1

soluci6n de

heparina

B) 

A) A la arte

ria car<Stida L"lave de

tres pasos

QUIMOGRAFO

lambre de acero

inoxidable

7--- 

Tap<!n de corcho
flotante
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5. 15. 2 Materiales y reactivos

Un gato sanop macho o hembra no prefiada, que no pese

menos de 2. 5 kg y que se ha mantenido tuia- semana an— 

tes en una área de alojamiento de características --- 

iguales a las que se especifican en el punto 5. 14. 2. 

Agua destilada estéril, esterilizar en autoclave a -- 

121 0 C por un minimo de 20 min. 

Soluci6n fisiol&gica estéril ( transferir 9. 0 g dc clo

ruro de sodío a un matraz aforado de 1000 mi, disol~- 

ver y aforar con agua, 
esterilizar en autoclave a 121

0 C por un mínimo de 20 min). 

Sustancia de referencia de diclorhidrato de histamina

Anestésico de acci&n media o prolongada, que no afec- 

te la estabilidad de la presiin sanguinea (
fenobarbi- 

tal s6dico, pentobarbital s6dico o nembutal). 

Soluci6n de heparina ( disolver 100 mg de heparina s&- 

dica en 1 litro de soluci0n fisiol jica estéril, con- 

centraci6n estimada de 100 mcg de heparina s&dica por

MI). 

Solucii5n de referencia de histaminas pesar exactamen- 

te una cantidad aproximada a 165. 6 mg de diclorhidra- 

to de histamina de referencia ( equivalente a 100 mg - 

de histamina base), transferir' a un matraz aforado de

100 mi, disolver y aforar con agua destilada estéril- 

concentraci6n estimada de 1 mg de histamina base por

mi), transferir alicuotas de 0. 5 mi de la soluci6n an

teríor a ampolletas de vidrio, sellar las ampolletas - 

y conservarlas bajo refrigeraci6n hasta su uso. Para - 

hacer una soluci6n primaria diluir una alicuota de -- 

0. 5 mi en un matraz aforado de 50 mi con agua destila
da estérill(concentraci6n estimada de 10 mcg de hista- 

mina base por mi), esta solucio5n primaria puede ser - 
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conservada bajo refrigeraci&n por un mes. 
El dia de - 

la prueba preparar a partir de la soluci Sn primaria - 
una soluci4n primaria que contenga 1. 0 mcg de histami
nima base por m1, haciendo una diluci&n de lajo con - 

agua destilada estáril- 

5. 15- 5 Preparaci&n de la muestra

Tran, repír una cantidad de muestra equivalente a 50 - 
r -

tetraciclina a un matraz aforado de 10 mlp- 
mg de roll

disolver y aforar con agua
destilada estéril (

concen- 

traci6n cátimada de 3 mg de rolitetracicliria por ml) - 

5. 15. 5
Procedimiento

Determinar el peso del animal y aplicar anestesia gt
neral por medio de una inyecci n intraperitoneal del- 
anestásico elegido; 

descubrir quirurgicamente la arte

ria car6tida separándola completamente de todas las - 
estructuras a su alrededor. 

Seccionar el nervio vago - 

Desplazar totalmente el aire del manometro por solu— 

ci&n de heparina, 
aplicada con una jeringa colocada - 

en la entrada B ( ver esquema 5. 15. 5) - 

Insertar úna canula en la arteria car6tida conectada - 

al manSmetro por la entrada A, 
manteniendo la llave - 

cerrada, para medir directamente y tener un registro - 

constante de la presi&n sanguinea abrir la
llave; si - 

la sangre tiende a coagularse agregar la cantidad ne- 
ceáaria de soluci6n de heparina. 

Descubrir quirurgicamente la vena femoral para facili
tar la inyecci3n intravenosa. 

Conectar el man6metro al quirn6_-rafo e inspeccionar la
amplitud de los trazus del movimiento de oscilacion y
estabilidad de la presi, Sn sanguinea. 

Determinar la sensibilidad del animal a la
histarlina- 
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por medio de inyecciones en la vena femoral de la so- 
lucion de referencia de histamina de concentraci&n de
1. 0 mcg de histamina base por miq aplicar las inyecz- 
ciones a intervalos de tiempo de no menos de 5 min -- 
cada una, aplicar 0. 05, 0. 10 y o. 15 mcg de histamina - 

base por kg de peso corporal, 
repetir las inyecciones

haciendo caso omiso de. las primeras series de lectu— 
ras hasta que las caldas de presi6n

causadas con
1

do— 

sis de histamina sean equivalentes y relativamente
uniformes, y la calda de presi6n sanguinea causada
con o. 1 mcg de histamina base por kg de peso corporal
no sea menor de 20 mm de mercurio. 

Reemplazar la his- 

tamina por la soluci6n muestra de concentraci6n de 5 - 
mg de rolitetraciclina por mi e inyectar 3 mg por kg - 
de peso corporal en un lapso de 5, ming Si hay baja
significativa de presi6n sangulnea, 

la dosis vuelve

a repetirse después de alternanr con una dosis de --- 
0. 10 mcg de histamina base por kg de peso corporal. - 
Emplear diferentes agujas y jeringas de tuberculina - 
para inyectar la soluci6n de histamina y la soluciOn- 
del antibi6tic0- 

El animal puede ser utilizado hasta que sus respues— 
tas sean razonablemente estables a la histamina. 

5- 1- 5- 5
Interpretaci6n de resultados

El producto pasa la prueba de Ausencia de sustancias
histaminoslmiles si la baja de presi¿n sangulnea obte

nida para 3. 0 mg de. rolitetraciclina por kg de peso - 
corporal no es mayor que la obtenida con 0. 10 mcg de - 
histamina por kg de peso corporal . 

APENDICE

6.' 1 OBSERVACIONES
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Los reactivos grado analitico empleados en los méto— 

dos de prueba cumplirán con las especificaciones mar- 

cadas por la Farmacopea Nacional de los Estados Un¡ -- 

dos Mexicanos. 

La sustancía de referencia oficial será la aceptada - 

por la Secretaria de -Salubridad y Asistencia ( S. S. A.) 
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ANTEPROYECTO DE NORMA OFICIAL MEXICANA

NITRATO DE N- PIRROLIDIN METIL TETRACICLINA- 

15 NITRATO DE ROLITETRACICLINA" 

DGN- 39- 4- ni-4

1. GENERALIDADES

Antibi6tico perteneciente al grupo de las tetracicli- 

nas

101 DEFINICIONES

Para los efectos de esta norma se entiende por nitra --- 

to de rolitetraciclina al producto constituido princi - 

palmente por el compuesto quImico C 27 H 33N 39 8
MO l 2H20

con peso molecular de 617. 64, con nombre quImico de— 

nitrato de 4-( Dimetilamino)- 1, 4, 4a, 5, 5a, 6. 11, 12a

octahidro- 3, 6, 10, 12. 12a- pentahidroxi- 6- metil- I, 11- 

dioxo- N-( J- pirrolidinilmetil)- 2~ rkaftacenecarboxamida, ~ 

hidratado o anhidro, inestable al aire y obscurece a la- 

luz9 con aspecto de polvo cristalino y libre de mate --- 
rias extrañas visibles. 

F6rmula desarrolladat

OH OH 0
OH

CONHCH

2NO
I HNO 3 . 1 1/ 2H20

H

CH3
H

N ( CH 3) 2

1. 2 ALCANCE

La presente norma se aplica al nitrato de rolitetraci
clina estéril y no estéril. 

1. 3 usos

En la fabricaci6n de medicamentos

2. CLASIFICACION
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El producto objeto de esta norma se clasifica en dos - 
grados de calidad% 

Grado A nitrato de rolitetraciclina estéril

Grado B nitrato de rolitetraciclina no estéril

ESPECIFICACIONES

3- 1 DEL PRODUCTO

El nitrato de rolitetraciclina en sus dos grados de - 
calidad objeto de esta norma debe cumplir con las es- 
pecificaciones indicadas en la tabla 1. 

TABLA 1

CaracterIstica
Nitrato de rolitetraciclina

Especificaciones

Grado A estéril Grado B no estéril

Identificací6n

IPrueba A Pasa la prueba Pasa la prueba

Prueba B Pasa Pasa la prueba

Potencia - como- No menos de 805 No menos de 805

está- mcg de rolite— mcg de rolite - 
traciclina por- traciclina por - 

m
m

OH ( soluci6n al

1. 0 por ciento~ 3. 5 a 5- 5- 3. 5 a 5. 5

v

Crístalinidad Presenta birre- Presenta birre- 

fringencia a la fringencia a la

luz polarizada luz olarizada

gua ( Karl --- No más de 5. 0 No más de 5- 0

Fischer).. or ciento
or ciento

Pérdida por se- No más de 5. 0 No mas de 5. 0 - 

cado ( a 60 OC y por ciento, a - por ciento, a - 

resi&n reduci- lo más 1. 0 por- lo más 1. 0 por - 

a) 
ciento arriba - 

ciento arriba - 

de agua por - de agua por --- 

1 Karl Fischer. Karl Fischer. 
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TABLA 1 ( continua) 

3. 2
MARCADO

3. 2. 1 En el envase y empaque

En el exterior del empaque y envase debe aparecer una
etiqueta en caracteres legibles y redactados en espa~ 
Floj los siguientes datos$ 

Símbolo del fabricante, nom

bre del producto, grado de calidad ( estéril, no esté- 

ril), peso neto expresado en kilogramos o gramos, 
nu- 

mero de lote, fecha de fabricaci6n y caducidad, 
la le

yenda " Hecho en MéxicO",* la leyenda " Conservese el en

fre . sco y seco", 
potencia o

Yase bien cerrado en lugar . 

equivalente en actividad ( en rolitet"racíclina base) y

otros datos tales como precauciones que deben tenerse
en el manejo y uso de los empaques y envases durante
su transporte y almacenamiento y el Sello oficial de- 
Garantla cuando la Secretaría de Industria y Comercio
lo juzgue conveniente. 
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3. 3 ENVASADO Y EMPACADO

El producto no estéril, 
objeto de esta norma, debe es

tar contenido en envase de vidrio ámbar o cualquier - 
otro material adecuado, 

protegidos de la luz, envasa- 

do y sellado en atmdsf era de nitr&geno seco y a su vez
estos en cuñetes de capacidad y material adecuados P11

ra que resistan su transporte y almacenamiento. 

El producto estéril debe estar contenido en reci*pien- 
tes estériles de vidrio ámbar u otro material adecua- 
do, protegido, de la luz, herméticamente cerrados, en- 

vasado y sellado en atmiSsfera de nitr&
geno seco; los - 

recipientes deben abrirse en área estéril y bajo -- 

condiciones asépticas. Los envases deben estar conteni

dos en cuñetes de capacidad y material adecuados para
que resistan su transporte y almacenamiento. 

MUESTREO

El muestreo se efectua de com6n acuerdo entre fabri— 
cante y comprador y a falta de este acuerdo se reco— 
mienda seguir el siguiente método. 

4. 1 METODO DE MUESTREO PARA PRODUCTO TERMINADO
A GRANEL GRADO NO ESTERIL

4. 1. 1 Aparatos y equipo

Guantes de hule con superficies, exteriores lisas

Iuestreador de acero inoxidable pulido, de 1. 27 cm de

diámetro con ventanas por lo menos de una tercera par

te de la circunferencial completo de tubo interior de
cierre. 

Bolsas de polietileno de color negro

Frascos de vidrio de color ámbar

Frascos ámpula de color ámbar de 20 m1
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4. 1. 2 Manera de operar

Por medio del muestredor sacar producto de cada cuñe- 0

te en tres puntos diferentes, 
dispuestos a + 120

uno de otro y a tres diferentes alturas segdn el es
quema siguientes

I

2

PLANTA
SECCION

Abrir los cuñetes en una área de humedad relativa am
biehtal del 20 por ciento y luz controlada. 

De cada - 

envase tomar aproximadamente 30 g de producto y poner
los en bolsas de polietileno negro marcadas con el -- 
n-ámero del cuñete y el numero del lote. 

Sellar los en

vases desplazando el aire con nitr&geno seco y con un
oportuno c2.erre de. garantla. 

De cada bolsa de polietileno pesar partes proporcio-- 
nales al peso neto declarado en la etiqueta del cuñe- 
te correspondiente y transferirlas a otra bolsa de . -- 
polietileno negro, mezclar hasta completa homogenei— 

dad. 

Esta muestra oficial se dividirá. en dos partes: Una - 

destinada al archivo (
cantidad aproximada 100 9) la - 

del archivo en frascos de vidrio de color ambar y se- 
llada en atm6sfera de nitr6geno seco, y otra destina- 

da al análisis - 

En caso de que el lote se ponga a prueba de estabíli
dad se repartirá una tercera porci6n del produczo en - 
frascos ámpula de color ámbar de 20 m1 ( 

20 - frascos ~ 



conteniendo cada uno 1 g de producto). Debidamente ro

tulados y sellados en atm&sfera de nitr6geno seco. 

4. 1 METODO DE MUESTREO PARA PRODUCTO TERMINADO

A GRANEL GRADO ESTERIL

4. 2. 1 Aparatos y equipo

Guantes de hule con superficies exteriores lisas., es- 

terilizar en autoclave a 121 OC por un minimo de 20 - 
min. 

Muestreador de acero inoxidable pulido, de 1. 27 cm de

diámetro con ventanas por lo menos de una tercera par

te de la circunferencia, 
completo de tubo interior de

cierre, esterilizar en calor seco a_ 250 0 C 6or un mT.= 
nimo de 1 h

Frascos de vidrio de color ámbar estériles, esterili- 

zar en calor seco a 250 0 C por un minimo de 1 h. 

Frascos Ampula de color ámbar de 20 m1

Campana de flujo laminar o área estéril

4. 2. 2 Manera de operar

En la campana de flujo laminar o en el área estéril - 
realizar el procedimiento ind. cado en el punto 4. 1. 2 - 
en forma aséptica. 

4- 3 rQTMPTO DF ACEPTACION

El criterio de aceptaci6n es 100 por ciento

5. METODOS DE PRUEBA

Los reactivos que se mencionen en todas las determi- 
naciones siguientes deben ser grado análiticO (

ver— 

apéndice) a menos que se mencione otra cosa; 
cuando - 

se indique agua debe entenderse agua destilada y la - 
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sustancia de referencia será la oficial ( ver apéndice) 

5. 1 PROCEDIMIENTO PARA LA IDENTIFICACION DE NI- 

TRATO DE ROLITETRACICLINA

5. 1. 1 Prueba A ( Identificaci6n de rolitetraciclina) 

5. 1. 1. 1 Aparatos y equipo

Equipo comán de laboratorio

5. 1. 1. 2 Materiales y reactivos

Soluci6n 1. 0 N de hidr&xido de sodio

5. 1. 1. 3 Procedimiento

Transferir 100 mg de muestra a un tubo de ensayo y
añadir 5 m1 de soluci6n 1. 0 N de hidr6xido de sodio
calentar lentamente hasta ebullici&n durante 15 segila

dos y enfriar a temperatura ambiente. 

5- 1. 1. 4 Interprétaci6n de resultados

Al calentar se percibe un marcado olor a pirrolidina

y cuando la soluci6n se ha enfriado es cristalina de
color irojo vino. 

5. 1. 2 Prueba B ( identific cidn de nitrato) 

5. 1. 2. 1 Aparatos y equipo

Equipo comi1n de laboratorio

5. 1. 2. 2 Materíales y reactivos

Acido acético concentrado ( 36- 37 por ciento, P/ P) 

Soluci6n al 10. 0 por ciento p/ v de nitr&n en soluci6n

1. 0 N de ácido acético ( nitr&n, C20H 16N 4; 1, 4- dife-- 

nil- 39 5- endo- anilino- 4, 5- dihidro- 1, 2, 4- triazol). 



5- 1. 2-. 3 Procedimiento

Transferir 1 g de muestra a un vaso de precipitados - 

de 250 mi y añadir 100 mi de agua, 
acidificar conll - 

mi de ácido acético. 

Calentar hasta ebullici6n con agitaci6n constante Y - 

añadir lo mi de la soluci6n de nitr&n. Dejar enfriar

hasta temperatura ambiente. 

5. 1. 2. 4 Interpretaci6n de resultados

Al dejar enfriar la soluci6n de prueba se forma preci
tado denso. 

5. 2 DETERÍMINACION DE POTENCIA

Método microbiol&gicO (
turbidimodtrico) 

5. 2. 1. 1 Aparatos y equipo

Fotocolorimetro con filtro para 530 Y 580 nm

Horno para esterilizar

Autoclave

Botellas de Roux

Aparato para baño de agua provisto de control termos- 

tático. 

Tubos de 16 mm X 150 — ( aimensiones exteriores) 

Fquipo com-án de laboratorio

5. 2. 1. 2 Materiales y reactivos

Sustancia de referencia de rolitetracielina ( en el mo

menio de usar secar 3 h a 60 OC a una presi6n no ma— 
yor de 5 mm de mercurio) 

Cepa de StaPhyloCGccus aureus ( ATcC 6538P)- 

Soluci6n reguladora 0. 1 M de fosfatos de p9 4. 5, esté
ril, esterilizar en autoclave a 121 OC por un mínimo- 
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de 20 min la siguiente soluci&nt ( transferir 13. 6

g de fosfato monopotásico a un matraz aforado de 1000
m1, disolver y aforar, ajustar el pH de 4. 45 a 4. 55 - 

después de la esterilizaci&n, si es necesario, con so

luci6n 18. 0 N de ácido fosf&rico o con soluci&n 10. 0- 

N de hidr&xido de potasio) 

Soluci6n 12. 0 por ciento de formaldehido

Medio antibi6tico No. I ( agar nutritivo para mantener

al microorganismo de prueba); esterilizar en autocla- 

ue a 121 0 c por un mínimo de 20 min. 
Peptona ------------------------- 6. 0 g

Extracto digerido de caseína ---- 4. 0 g

Extracto de levadura ------------ 3- 0 9

Extracto de carne --------------- 1. 5 g

Dextrosa ------------------------ 1- 0 9

Agar-------------------------- 15. 0 g

Agua destilada c. b. p - ----------- 1000. 0 m1

después de la esterilizaci&n, pH 6. 5 - 6. 6

Medio antibi&tico No. II ( caldo nutritivo); esterili- 

zar en autoclave a 121 0 C por un minimo de 20 min. 
Peptona-------------------------- 5- 0 9

Extracto de levaura ------------- 1. 5 9

Extracto de carne -------------- 1. 5 9

Cloruro de sodio ------ ~ --------- 3- 5 9

Dextrosa ------------ : ----------- 1- 0 9

Fosfato dipotásico ----------- 3. 68 g

Fosfato monopotásico ------ ~ ---- 1. 32 g

Agua destilada c. b. p. --------- 1000. 0 m1

después de la esterilizaci6n, pil 6. 95 - 7. 05

Soluci6n ' salina estéril, esterilizar en autoclave a- 

121 0 C por un minimo de 20 min ( transferir 9. 0 de -- 

cloruro de sodio a un matraz aforkdo de 1000 m1, di— 
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solver y aforar con agua). 

5. 2. 1. 3 Preparací&n de la soluci&n de referencia

Transferir 100 mg de sustancia de referencia de rol- 
totraciclina ( la cual ha sido secada previamente, 

du- 

rante 3 h a 60 OC y 5 mm de mercurio) a un matraz afo

racio de 100 mi, disolver y aforar con metano! (
concen

traci6n estimada de 1 mg de rolitetraciclina por mi). 

Guardar esta soluci6n primaria bajo refrigeraci6n en - 

un matraz de vidrio, con tap&n esmerilado y desechar- 

soluci6n después de un día de preparada. 

5. 2. 1. 4 Preparaci6n de la soluci6n problema

Transferir a un matraz aforado de 100 mi una cantidad - 

exactamente pesada de muestra, equivalente a 100 mg de

rolitetraciclina, disolver y aforar con alcohol metíli

co ( concentraci6n estimada de 1 mg de rolitetraciclina

por mi). Transferir una alicuota de 1. 0 mi de esta so- 

luci6n a un matraz aforado de 100 mi; mezclar y afo— 

rar con solucio5n reguladora 0. 1 M de fosfatos de pH - 

4. 5 ( concentraci&n estimada de lo mcg de rolitetraci- 

clina por mi). Transferir una alícuota de 25. 0 mi a - 

un matraz aforado de 1000 mi, mezclar y aforar con so

lucién reguladora 0. 1 M de fqzfatos de pH 4. 5 ( concen

traci6n estimada de 0. 25 mcg de rolitetraciclina por - 

MI). 

5. 2. 1. 5 1»reparaci6n del ruicrorganismo de prueba

Cultivar la cepa de Staphylococeus aureus ( ATCC 6538P) 

en tubos con 10 mi de medio antibiStico No. I inclina- 

do, incubándolos a 32 - 35 a C durante 24 h. Lavar el - 

desarrollo de un tubo con 3 mi de soluci6n salina esté

ril. Pasar esta suspensi6n de mieroorganismos a una bd

tella de Roux, que contenga 250 mi de medio antibi0ti

co No. I. Extender la suspensi6n -en toda la superfi— 



cie del medio con ayuda de perlas de vidrio estériles

e incubar por 24 h a 30 - 35 OC, lavar el crecimiento

de la superficie del agar con 50 m1 de soluci6n sali- 

na estéril. Diluir esta suspensi6n con soluci6n sali- 

na estéril de tal manera que de ella se obtenga una ~ 

transmitancia del 25 por ciento en un fotocolorimetro

a 580 nm. Generalmente, 1 % 20

Guardada esta suspensi6n bajo refrigeraci&n, en un ma

traz de vidrio puede ser empleada antes de una semana

Una vez ajustada la suspensi6n de mieroorganismosp -- 

agregar de 10 a 20 m1 de la misma a 1. 0 1 de medio an

tibi6tico No. II. 

5. 2. 1. 6 Preparaci6n de los tubos

Preparar seis series de tres tubos cada una y marcar— 

los respectivamente como serie 1, 2, 5, 4, 5 y 6

5. 2. 1. 7 Preparaci6n de la curva de referencia

Transferir 1. 0 rnl de la soluci6n primaria de referen- 

cil, preparada como se indica en 5. 2. 1. 3 a un matraz - 

aforado de 1000 m10 aforar con soluci6n reguladora ( 11
1

1- M, de fosfatos de pil 4. 5 ( concentraci6n estimada de

mcg de rolitetraciclina por m1), a partir de esta - 

soluci6n preparar- las siguientes diluciones usando so

luci6n reguladora 0. 1 M de fosfatos de pH 4.- 51
16. 0 m1 a 100 m1 ( 0. 160 mcg por m1) 

20. 0 m1 a 100 m1 ( 0. 200 mc9 por m1) 

25. 0 m1 a, 100 MI. ( 0. 250 mcg por m1) 

31. 2 m1 a 100 m1 ( 0. 312 mcg por m1) 

39. 0 m1 a 100 m1 ( o. 390 mcg por m1) 

Usar cinco series de tres tubos cada una y proceder - 

como,--siguei

Serie 1 a Agregar a cada tubo I. O' ml de la diluci6n - 
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de referencia de 0. 160 mcg por mi, 

Serie 2 : agregar a cada tubo 1. 0 mi de la dílucion- 

de referencia de 0. 200 mc9 Por mi - 

Serie 3 a Agregar a cada tubo 1. 0 mi de la diluci&n - 
de referencia de 0. 250 mcg por mi. 

Serie 4: Agregar a cada tubo 1. 0 mi de la diluci&ri de - 
referencia de 0. 312 mcg por mi. 

Serie 5 : Agregar a cada tubo 1. 0 mi de la diluci&n - 

de referencia de 0. 390 mcg por mi. 

Una vez que se ha agregado la soluci6n de referencia - 

a los tubos añadir 9. 0 mi de medio antibi&tico No. II

inoculadop inmediatamente después colocarlos en un ba
ño de agua a 37 0 C por un periodo de 3 a 4 horas. 

0 tubos del baño - Al termino de este período sacar los

y agregar a cada uno de ellos 0. 5 mi de soluci6n al - 
12. 0 por ciento de formaldehIdo. 

Como paso siguiente, leer las absorbancias de cada-, - 

uno de los tubos en un fotocolorimetro, 
a una longi— 

tud de onda de 530 nm, emplear como blanco para ajus- 

tar el aparato una soluci6n f.ormada por 9. 0 mi de me- 
dio antibi&tico No. Il no inoculado más 0. 5 mi de so- 

luci6n al 12. 0 por ciento de Cormaldehído y 1. 0 mi de
solucí6n reguladora 0. 1 M de fosfatos de pil 4. 5. 

Sacar el promedio de las absorbancias obtenidag de — 
los tubos de cada serie y graficarlos en papel semilo
garltmico de dos ciclos, colocar la concentraci6n del

antibi&tico en mcg por rril en las ordenadas ( 
escala - 

logarítmica) y las absorbancias en las abscisas ( esca

la aritmética). 

La curva de referencia se traza uniendo los valores - 

máximo y mínimo, 
calculándolos por medio de las ecua- 
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ciones siguientess

a
3a + 2b + c - e

A = —
3e + 2- d + c

B = 
5 5

Donde¡ 

B = Valor de la absorbancia calculada para la concen- 

traci6n más baja de la curva. 

A = Valor de la absorbancia calculada para la concen- 
traci6n más alta de la curva. 

a, b, c, d y e = i Valores promedio de las absorbancias
de las soluciones de referencia de concentraci6n 0. 160, 
0. 200, 0. 2509 0. 312 y o. 390 mcg por m1 respectivamente

5. 2. 1. 8 Procedimiento

A la serie marcada como No. 6 añadir a cada uno de- 

jos tubos: 1. 0 ml de la soluci6n problema de concen— 

traci6n de 0. 250 mcg por m1 y 9. 0 m1 de medio antibi& 

tico No. II inoculado y proceder con ellos de igual - 
forma que con los t-,bos de las otras cinco series. 

Después de la adici&n del formaldehído a los tubos, - 
leer las absorbancias en un fotocolorimetro a una lon
gitud de onda de 530 nm usando como blanco para ajus- 

tar a cero el aparato una soluci6n formada por 9. 0 m1
de medio antibi6tico No. II no inoculado más 0. 5 m1 - 

de soluci&n al 12. 0 por ciento' de formaldehIdo y 1- 0- 
m1 de soluci6n reguladora 0. 1 M. de fosfatos de p[ 1 4. 5. 
Sacar el promedio de las absorbancias, 

leer en la cur

va la concentraci6n_correspondiente al promedio de
las absorbancias de los tubos problema. 

multiplicar

la concentraci6n por el factor de diluciSn apropiado - 

para obtener el contenido del antibiStíco en la mues- 
tra. 

5. 3 DETERMINACI2N DE J311
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5- 3- 1 Aparatos y equipo

Potenci6metro equipado con un electrodo de vidrio sen

sible a la actividad del i&n hidr&geno, y uno de calo

mel que es el de referencia. 

Equipo común de laboratorio

5. 3. 2 Materiales y reactivos

SoluciSn reguladora 012 NI de ftalato ácido de pH 3. 6% 
mezclar en un matraz aforado de 200 m1, 50- 0 m1 exac- 

tamente medidos de soluci&n 0. 2 M de bift l̂ato de po- 
tasio (140. 846 g de biftalato de potasio para hacer --- 
1900 m1 de soluci&n con agua. ) Y 3. 6 m1 de so- 

uci6n 0. 2 M de Acido clorhIdrico valoradag y aforar - 

con agua. 

Solución reguladora 0. 2 M de ftalato neutralizado de- 

plí 5. 61mezclar en un matraz aforado de 200 m1, 
50- 0 - 

m1 exactamente medidos de soluci&n 0. 2 NI de bíftalato
de potasio ( 40. 846 g de biftalato de potasio para ha- 
cer 1000 m1 de solución con agua destilada) y 38. 8 m1

de solución 0. 2 Ni de hidr<Sxido de sodio valorada, y - 

aforar con agua. 

5. 3. 3 Procedimiento

Transferir 500 mg de muestra, éxactamente pesados , a

un matraz aforado de 50 m1, disolver y aforar con --- 

agua. 

Realizar las determinaciones de pH de las soluciones

a una temperatura de 25 + 2. 0 0 C. 

Calibrar el potenci&metro, 
ajustandolo con las solu— 

ciones reguladoras de pH de 3. 6 y 5. 6, como paso si— 

guiente medir el pil de la soluci6n problema dos 0 más
veces hasta que no haya variación. 
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Entre cada determinaci6n tener la precauciSn de lavar
los electrodos con la soluci&n a la que se le va a de
terminar el pH y desechar los lavados. 

5. 4 PRUEBA DE CRISTALINIDAD

5- 4- 1 Aparatos y equipo

Microscopio con luz polarizada ( con objeto de obtener - 

luz polarizada se puede emplear un filtro polaroid en- 
tre la platina y el condensador) 

5. 4. 2 Materiales y reactivos

Aceite mineral

5. 4. 3 procedimiento

Mezclar en un porta -objetos una pequeña cantidad de - 
muestra ( aproximadamente 2 mg ) con una o dos gotas - 

de aceite mineral. 
Cubrir el porta -objetos y observar

al microscopio -con luz polarizada

5. 4. 4 Interpretaci&n de los resultados

Los cristales de nitrato de rolitetraciclina, 
muestran

particulas en las cuales se observa el fen6meno de bi- 
rrefringencia y posiciones d-e- extinci&n por movimien- 

to circular del porta -objetos. 

5. 5 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE. AGUA- METODO

DE KARL FISCHER

5- 5- 1 Aparatos y equipo

Aparato que permita la apropiada exclusi&n de la hume
dad atmosférica y la determínaci6n del punto final. - 
Comprende por lo general un sistema cerrado, 

constu:ldo

por buretas automáticas y un vaso de
titulaci6n con - 



Cubierta hermética , provisto de dos electrodos de pla

tino y de un agitador magnético. 

5. 5. 2 Materiales y reactivos

Reactivo de Karl Fischer ( a una. soluci6n que contenga

670 m1 de metanol y 170 m1 de piridina, agregar 125 g

de yodo y énfriar. En una probeta graduada de 250 ml - 

transferir 100 m1 de piridina y mantenerla en baño de

hielop burbujear di&xido de azufre seco hasta que el - 

volumen llegue a 200 ml. Lentamente y agitando se --- 

agrega esta soluci6n a la mezcla de yodo enfriada. -- 

Agitar bien para disolver el yodo, pasarla solucioIn- 

al frasco del aparato y dejar en reposos durante la - 

noche anterior a la valoraciSn. 1 m1 de esta soluci6n- 

recientemente preparada equivale aproximadamente a 5 - 

mg de agua, pero se descompone gradualmente; por tan- 

to debe valorarse 1 h antes de usarla o diariamente

si está en uso contínuo; se protege de la luz. 

Guardar el resto del reactivo preparado en un reci. 

piente color ámbar con tap6n de vidrio protegido de - 

la luz y bajo refrigeraci6n. Tambien se puede emplear

una soluci6n estabilizada del reactivo disponible co— 

mercialmente). 

Tartrato de sodío

Metanol

5- 5- 3 Normalizaci6n del reactivo de Karl Fischer

Colocar 36 m1 de metanol en el vaso de titulaci6n y - 

anadir suficiente reactivo de Karl Fischer para obte- 

ner el punto final caracterIstico. Añadir rápidamente

de 150 a 350 mg de tartrato de sodio, pesados con -- 

exactitud y titular hasta el punto final. Por la f&r- 

mula siguiente se obtiene el factor de equivalencía - 

del agua, expresado en mg de agua por m1 de reactivo. 
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E, l. 1566 X P
V

Donde¡ 

F = Factor de equivalencia del agua expresado en mg - 

de agua por m1 de reactivo. 

p = Peso del tartrato de, sodio expresado en mg

V = Volumen del reactivo de Karl Fischer

5. 5. 4 Procedimiento

Añadir 25 m1 de metanol al vaso de titulaci6n y titu- 

lar con reactivo de Karl Fischer hasta llegar al pun- 

to final sin tomar en cuenta el volumen consumido, 
ya

que este no interviene en los cálculos - 

Pesar exactamente alrededor de 300 mg de muestra y

transferir rapidamente al vaso de titulaci n. 

Agitar bien y titular de nuevo con reactivo de Karl
Fischer hasta obtener el punto final. 

5. 5. 5 Cálculos

Determinar el por ciento de agua en la muestra por me

dio de la siguiente ecuaci6ni

V X F X 100
P. C. A. = 

P

Dondel. 

P. C. A. = Por ciento de agua en la muestra

V = Volumen del reactivo empleado

F = Factor de equivalencia del agua

P = Peso de la muestra expresado en mg

5. 6 DETERMINACION DE PERDIDA AL SECADO

5. 6. 1 Aparatos y equipo

Estufa de vacio
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Desecador con pent<Sxido de fJsforo o sIlica gel

Equipo comian de laboratorio

5; 6. 2 blateriales y reactivos

Agente deshidratante ( ácido sulfurico concentrado 95- 

98 por ciento p/ P; o sIlica gel) 

5. 6. 3 Procedimiento

En una atm&sfera cercana al 10 por ciento de humedad
relativa, transferir 100 mg de muestra de polvo fina- 

mente dividido a un pesafiltros tarado y a peso cons- 

tante ( previamente desecado durante 30 min a 60 0 C a- 
un vac2.o no mayor de 5 mm de mercurio, 

sobre pent&xi

do de fosfóro), pesar el pesafiltros con muestra y co

loc

1

arlo destapado en una estufa de vacto con term&me- 

tro a una presi6n de 5 mm de mercurio y temperatura - 
de 60 OC por lo menos 3 horas. Al final de este pe— 

ríodo de desecaci6n# llenar con aire seco la estufa - 

haciendo pasar el aire por un agente deshidratante

como ácido sulfuríco concentrado 95 - 98 por ciento

p/ p o sílica gel), tapar y transferir el pesafiltros- 

a un desecador con pent6xido de f6sforo o silica gel - 
dejar enfriar a temperatura ambiente y volver a pesar

5. 6. 4 Cálculos

Determinar la p¿rdida al secado
expresada en por -- 

ciento, de la muestra por medio de la siguiente ecua- 

ci&nt

P. S. = (
Pm - Pd) X 100

Pm X Pa

Donde: 

P. S. = perdida al secado de la muestra expresada. en

por ciento

Pm = Peso del pesafiltros con muestra
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Pd = Peso del pesafiltros después del secado

Pa =!L Peso del pesafiltros vacfo

5. 7 - PETERMINACION DE ABSORCION DE LUZ EN LA

REGION ULTRAVIOLETA A 380 nm

5- 7- 1 Aparatos y equipo

Espectrofot6metro

Equipo comi5n de laboratorio

5- 7. 2 Materiales y reactivos

Soluci6n 5. 0 N de hidr6xido de sodio

Soluci6n 0. 25 N de hidr6xido de sodio

Sustancia de referencia de rolitetraciclina

5- 7- 3 Procedimiento

Transferir 40 mg de muestra exactamente pesados a
un

matraz aforado de 250 m1, disolver y aforar con agua, 

transferir una al1cuota de 10. 0 m1 a un matraz afora- 

do de 100 mi, agregar 75 m1 de agua y 5. 0 m1 de solu- 

ci&n 5. 0 N de hidr6xido de sodio, aforar con agua y - 

mezclar, leer la absorbancia de la soluci6n exactamen

te  6 min después de haber agregado el hi— 

dr6xido de sodio, en un especirofot&metro a una lon— 

gitud de onda de 380 nm empleando como blanco para
ajustar el aparato, soluci6n 0'. 25 N de hidr6xido de

sodio. 

Proceder al mismo tiempo y en la misma forma con una - 

sustancia de referenc2.a. 

5. 7. 4 Cálculos

Determinar el porcentaje de absorbancia de_ la muestra

por medio de la siguiente ecuaci6ni
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P. A. 
Am X Ps X F X 10

As X Pm X ( 100 - h) 

Dondes

P. A. = Porcentaje de absorbancia de la muestra, com- 

parada con una sustancia de referencia

Am = Absorbancia de la muestra

Ps = Peso de la sustancia de referencia expresada en - 

mg

F = Potencia de la sustancia de referencia expresada - 

en mcg por mg

As = Absorbancia de la sustancia de referencia

Pm = Peso de la muestra expresada en mg

h = Porcentaje de agua en la muestra

5. 8 DETERMINACION DE CISNIZAS SULFATADAS

5- 8- 1 Aparatos y equipo

Muf la

Equipo comt1n de laboratorio

5. 8. 2 Materiales y reactivos

Acido sulfiSrico concentrado ( 95 - 98 por ciento p/ P) 

5- 8- 3 Procedimiento

Transferir 500 mg de muestra, exactamente pesados, a

un rrisol de porcelana, previamente tarado y a peso - 

constante, incinerar -con flama de mechero paulatina— 

mente hasta que la sustancia se carbonice totalmente - 

enfriar y agregar tres gotas de ácido sulfdrico, ca— 

lentar nuevamente de igual forma hasta que no haya -- 

despredimiento de vapores blancos e incinerar en la mu

fla a temperatura de 800 + 25 0 C hasta peso constante

y pesar. Guardar el residuo para la determinaci6n de- 
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metales pesados. 

5. 8. 4 Cálculos

Determinar el porcentaje de cenizas sulfatadas en la
muestra por medio de la siguiente ecuaci&nt

P. C. = (
Pd - PC) X 100

PM - PC

Donde: 

P. C. = Por ciento de cenizas sulfatadas en la muestra

Pd = Peso del crisol después de la caleinaci6n

Pc = Peso del crisol vacío ( a peso constante) 

Pm = Peso del crisol con muestra antes de la calcina- 

ci¿n

5. 9 PRUEBA DEL CONTENIDO DE METALES PESADOS

5- 9- 1 Aparatos y equipo

Equipo com1in Je laboratorio

5. 9. 2 Materiales y reactivos

Soluci6n reguladora de acetatos de PH 3- 5 (
transferir

25. 0 g de acetato de amonio a un matraz arorado de -- 
100 m1, disolver con 45 m1 de solucí6n 6. 0 N de ácido
clorhídrico, mezclar y aforarcon agua) 

Soluci&n de referencia de plorno,( transferír 160 mg de

nitrato de plomo 1 exactamente pesados a un matraz -- 

aforado de 100 m1, disólver y aforar con agua destila

da recientemente hervida y enfriada, 
Concentraci6n es

timada de 1 rng de plomo por m1). 

Soluci6ndiluida de referencia de plomo ( transferir -- 

1. 0 m1 de la soluci6n de referencia de plomo a un ma- 

traz aforado de 100 m1, aforar con agua destilada re— 
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recientemente hervida y enfriada. 
Concentraci6n esti- 

mada de lo meg de plomo por mi), 
preparar esta solu- 

ci6n el día de la prueba. 

Soluci6n al 4. 0 por ciento de tioacetamida

Mezcla,' de hidr&xido de sodio - 
glicerina (

mezclar

15- 0 mi de soluci6n 0. 1 N de hidr6xido de sodio con
5. 0 mi de agua destilada y 20. 0 mi de glicerina), 

Preparar la mezcla en el momento de hacer la prueba. 

Reactívo de tioacetamida (
mezclar o. 6 mi de solucidn

al 4. 0 por ciento de tioacetamida con 3- 0 mi de mez- 
cla de hidr&xido de sodio -

glicerina, 
calentar en ba

ño de vapor por 20 segundos), 
preparar el reactivo

en el momento de hacer la prueba. 

Acido nítrico concentrado ( 69 - 71 por ciento P/ P) 

soluci6n 6. 0 N de ácido acético - 

5 - 9- 3
Procedimiento

Agregar al residuo de la prueba de cenizas sulfatadas
0. 3 mi de ácido nítrico y llevar a sequedad con flama
de mecherog disolver el residuo con 0. 25 m1 de solu— 
ci6n 6. 0 N de ácido acético y 4. 0 mi de agua, 

comple- 

tar el volumen de la soluci6n a exactamente 15- 0 mi* 
con agua . 

Preparar dos tubos - uno con la soluci6n muestra y - 

otro con soluci6n comparadora --
de la siguiente mane- 

ra% 

Tubo No. IsTransferír 12. 0 mi de la soluci6n proble- 

ma. 

Tubo No. II: Transferir 2. 0 mi de la soluci6n proble

ma, g. o mi de agua y 1. 0 mi de soluci6n diluida de re
ferencia de PlOm0- 
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A ar.ibos tubos agregar 2. 0 m1 de la soluci6n regulado- 

ra de acetatos y 1. 2 m1 de la soluci&n reactivo de -- 
tioacetamida, agitar inmediatamente. Después de 2 min

observar las soluciones. 

5- 9. 4 Interpretaci6n de resultados

La muestra pasa la prueba de metales pesados si el - 
tubo que contiene la soluci6n problema no es más obs
cura que la soluci6n comparadora. 

5. 10
DETERMINACION DEL CONTENIDO DE NITRATO

5. 10. 1 Aparatos y equipo

Columna cromatógrafica (
altura % 35 cm, diámetro i

1. 2 - 1. 5 cm) - 

Equipo comdn de laboratorio

5. 10. 2 Materiales y reactivos

Soluci6n 0. 1 N de hidroxido de sodio valorada

Resina intercambiadora de cationes 1 (
fuertemente a*ci

da) de Merck. 

Soluci6n alcohZlica al 0. 1 por ciento de rojo de meti
lo

1 Soluci6n alcoholica al o. 05 po r ciento de azul de me- 
tileno. 

Mezcla alcoholica de rojo de metílo y azul de metile- 
no ( mezclar cantidades iguales de las soluciones al

cohilicas de rojo de metilo y azul de metileno). 

Soluci6n 2. 0 N de ácido clorhidrico. 

5. 10- 3 Procedimiento

Preparar la columna cromatográfica de la siguiente ma
nerat agregar suficiente agua a la resina y empaque— 

ofica, evitando la forma
tarla en la columna cromatógra
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ci&n de huecos de aire y ejuagar varias veces antes

de usarla. 

Disolver 500 mg, exactamente pesados, de muestra en - 

20 m1 de agua. Pasar esta soluci0n a traves de la co- 

lumna cromatográfica, si la soluci6n que escurre de - 

la columna estubiera alan amarilla, se vuelve a pasar

por la columna. 

Finalmente lavar la columna cromatograrfica con 25 m1

de agua los que se colectan junto con la soluci6n --- 

muestra. Provar las ultimas gotas de lavado las cua— 

les deben dar reacci6n neutra, en caso contrario se— 

guir lavando. 

Titular el eluato con soluci6n 0. 1 N de hidr&xido - 

de sodioy comm indicador la mezcla de soluci6n de rojo
de metilo y azul de metileno. El punto final de la

titulaci&n estará dado por el cambio de color de la

soluci6n de violeta a verde. 

Para la activaci&n, así como para la regeneraci6n de

la resina, pasar 50 m1 de soluci6n 2. 0 N de ácido --- 

clorhidrico y lavar con agua destilada hasta reacci6n
neutra. La columna debe estar siempre cubierta de so- 

lucion

5. lo. 4 Cálculos

Determinar el por ciento de nitrato en la muestra - 

por medio de la ecuaci6n siguientes

P. C. N. - 
y ) e F X 6. 3016 X 100

Pm

Donde& 

P. C. N. = Por ciento de nitrato en la muestra

v = Volumen empleado de soluci6n 0. 1 N de hidr6xido- 

de sodio
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F = Cociente de normalidad real entre la normalidad~ 

tedrica ( 0. 1 N) 

6. 3016 = mg de ácido nitrico equivalente a 1. 0 m1 - 
de soluci&n 0. 1 N de hidr6xido de sodio

Pm = Peso de la muestra expresado en mg

5. 11 PRUEBA DE INOCUIDAD

5. 11. 1 Aparatos y equipo

Agujas y geringas de tuberculina, 
esterilizar en ca- 

lor seco a 250 OC por un minimo de 1 h

Equipo com ún de laboratorio

5. 11. 2 Materiales y reactivos

Ratones blancos de 18 a 25 g no usados antes en otra - 

prueba similar. 

Agua destilada estéril, esterilizar en autoclave a

121 OC por un m1nimo de 20 min. 

5- 11- 3 Procedimiento

Inyectar intravenosamente a 5 ratones 0. 5 m1 de solu

ci&n muestra de concentraci6n de 2 mg por m1 ( trans- 

ferir 100 mg de muestra a un matraz aforado de 50 m1, 
1

disolver y aforar con agua destilada estéril), 
la in- 

yecci6n deber& hacerse a una velocidad de 0. 05 m1 por

segundo, observar a los ratones por un perlodo de 48 - 

horas. 

5. 11. 4 Interpretaci6n de resultados

Si ningian animal muere en el pertodo de observaci6.n

de 48 h la muestra pasa la prueba. Si uno o más rato~ 

nes muere dentro de las 48 horas, repetir la prueba~ 
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usando 10 ratones con peso de 20 g (+ 0. 5 9) cada - 

uno; la muestra pasa la prueba si el total de anima— 

les muertos dentro de las 48 h no es mayor del 10 --- 
por ciento, del numero total de animales probados, 

in

cluyendo la prueba original. 

5- 12 PRUEBA DE E_STERILIDAD

5. 12. 1 Aparatos y equipo

Equipo de filtros membrana para la prueba de esterili

dad de 3 6 6 unidades. 

Campana de flujo laminar

Membranas filtrantes de 0. 45 ± 0. 02 micras

Autoclave

Potenci6metro

Tubos para cultivo con tapa

Cortadores y pinzas para membrana

Equipo comdn de laboratorio

5. 12. 2 Materiales y reactivos

Peptona ( BBL 11919; Difco 0118- 01- 8) 

Soluci6n de peptona estéril# (, disolver y aforar 1. 0

g de peptona en suficiente agua
destilada, añadir -- 

1. 0 m1 de p- tert- octilfenoxipolietoxietanoI y aforar
con agua destilada a 1. 0 1, esterilizar en autoclave

a 121 0 C por un minimo de 20 min, después de esteríli

zar ajustar el pIl de 7. 0 a 7. 2, si es necesario, con- 

soluci6n 2. 0 N de ácido clorhidrico 0 soluci6n 2. 0 N - 
de hidr3xido de sodio) 

Medio de soya y digerido de caseina (
BBL - 11768; Dif

co 0370- 01- 1) 
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Agar micol69 . ico ( BBL 11445; Difco 0405- 01- 0) 

Agar soya tripticasa ( BBL i1o4; Difco 0369) 

5. 12. 3 Procedimiento

Armar un equipo de filtraci6n de 3 6 6 unidades con - 
sus filtros de membrana y filtros hidrof&bicos segdn- 
instrucciones del fabricante y prepararlo para su es- 
terilizaci6n. 

Esterilizar en autoclave todo el equipo a 121 0 C de - 
20 a no más de 45 mín. EL TIEMPO Y LA TEMPERATURA SON

CRITICOS. Los filtros membrana pueden ser esteriliza- 

dos aparte pero da mejor resultado y menos riesgo de
contaminacion si se esterilizan ya en la unidad. 

Los cortadores y pinzas deben ser esterilizados en ca
lor seco a 250 0 C por un m1nimo de una hora. 

Preparar y limpiar la campana de flujo laminar y en - 
condiciones asépticas pasar todo el material que se va

a utilizar para la prueba, conectar la campana 10 a - 

15 min antes de empezar a trabajar. 

Tomar una muestra asépticamente de 6 g que debe conte
ner de todos y cada uno de los recipientes que forman
el lote, vaciar a un matraz e.rlenmeyer de 500 mi que - 

contenga 200 mi de soluci6n de peptona esterilizada y

a temperatura ambiente disolver la muestra agitando - 
hasta disoluci6n total. 

Empezar a filtrar asépticamente usando un filtro como
testigo. Si la filtraci6n se dificulta o es muy tarda
da se debe disolver la muestra en 400 mi de soluCi<Sn
de peptona o usar 3 g de muestra. 

Lavar el filtro con tres porciones de 100 mi cada una
de soluci6n de peptona estéril. 
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Tomar la membrana con una de las pinzas y colocarla - 

en el cortador, cortar la parte central, en un circu

lo de 17. 5 mm de diámetro, transferir la parte central

de la membrana cortada dentro de un tubo que contenga
medio fluíldo de tioglicolato, colocar la parte exte— 

rior dentro de un tubo que contenga medio de soya y - 
digerido de casefna. R,epetir esto con el testigo. 

Durante la prueba exponer una caja Petri con agar mi- 

col&gico y otra con agar soya tripticasa, 
incubar du- 

rar,te un perílodo de cuatro dlas y observar su creci— 

miento, para tener la seguridad de que el área donde - 

se efectuo la prueba fue una área estáril

Incubar los tubos con medio fluido de tioglicOlátO

por 7 días a 30 - 32 OC ( medio para bacterias) y los - 

tubos con medio de soya y digerido de caseina a 22 -- 

2.5 0 C por 7 dias ( medio para hongos). 

5. 12. 4 Interpretacidn de resultados

Se dice que el lote o muestra pasa la prueba si des— 
pués de 7 dlas de' incubaci<5n en ning&i tubo aparece - 
crecimiento. 

Si se observa crecimiento, deberá repetirse la prueba

con el doble de muestra, si el crecimiento es en un so

lo medio, colocar lamembrana' en ese medio. 

Si en los dos ensayos hay crecimiento la muestra no - 

pasa la prueba. 

5. 13 PRUEBA DE PIROGENOS

5- 13- 1 Aparatos y equipo

Term&metro clínico

Jeringas y agujas libres de pir6genos (
esterilizar en
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calor seco a- 250 0 C por un minimo de 1 h) 

5. 13. 2 Materiales y reactivos

Conejos no albinos sanos y adultos, con peso no menor

de 1800 g; cada uno de los cuales, por lo menos una - 

serrana antes de la prueba, debe ser mantenido en su - 

peso con una dieta libre de antibi&ticos. 

Area de alojamiento de temperatura de 23 ± 1. 5 OC, - 

humedad realtiva de 50 + lo por ciento y libre de per

turvaciones quefacilmente los puedan excitar. 

Mantener los conejos en esta área en forma. individual. 

Un animal que no se ha usado anteriormente en la prue- 

ba permanecerá dos semanas antes de la misma bajo las

condiciones anteriores. Simular una prueba uno atres

dias antes de la determinaci n bajo las condiciones - 

especificadas en el procedimiento omitiendo la inyec- 

ci&n. Si el animal no pasa satisfactoriamente esta -- 

prueba, probarlo nuevamente dos veces con un lapso de

dos días de descanso entre cada una. Si no pasa la -- 

tercera prueba desechar al animal. 

Usar solo los animales cada 48 horas o cada dos sema- 

nas si la prueba anterior fué calificada como prirog.1
nica. 

Aguadestilada estéril, esterilizar en autoclave a 121

0 C por un mínimo de 20 min. 

5. 13. 3 Procedimiento

Realizar la prueba en una área donde los animales - 

esten alojados en las condiciones ambientales mencio

nadas. El día de la prueba suspender todo, el alimento

a los animales que van a ser usados, hasta después de

terminaday excepto la administraci6n de agua. 
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Determinar la temperatura control de cada animal, 40 - 

min antes de iniciar la prueba, por la inserci6n del- 

term6metro en el recto del animal de prueba a una pro

fundidad de no menos de 7. 5 cm manteniéndolo el tiem- 
po suficiente para alcanzar la máxima temperatura. -- 

usar solo aquellos animales, 
cuya temperatura control

no se desvíe más de 1. 0 0 C de cada una de las otras - 
lecturas y no se use ningun animal con una temperatu- 
ra que exceda de 39- 8 0 C. 

La temperatura control registrada para cada conejo -- 
constituye la temperatura a partir de la cual se cal- 

cula cualquier elevaci6n subsecuente a la inyecci6n - 
del material de prueba. Preparar una soluci&n con agua

destilada estéril libre de pir6genos de concentraci6n- 

de 5 mg de rolitetracielina
por mi, ( transferir a

un matraz aforado de lo mi una cantidad de muestra
exactamente pesada, equivalente a 50 mg de rolitetra- 

ciclina disolver y aforar con agua destildad estéril - 

libre de pir6genos) 30 min después de haber to.mado - 

la temperatura control, 
inyectar 1. 0 mi de la solu— 

ci6n anterior por kg de peso corporal, 
la inyecci&n - 

deberá hacerse en un lapso de 1 mín por la vena mar ~ 
ginal de la oreja de. cada uno de los tres conejos ha- 
biendo calentado previamente la soluci¿5n a inyectar a
37 0 C, llevar un registro de lás temperaturas a 1, 2- 

y 3 h después de la inyecci6n. 

5. 13. 4 Interpretaci3n de resultados

si los conejos no muestran un incremento individual - 
de temperaturap de su respectiva temperatura control, 

de 0. 6 OC o más Y si la suma de los tres incrementos - 
de temperatura no excede de 1. 4 0 C la muestra pasa la
prueba. 

Si uno o dos conejos muestran una elevaci6n
de tempe- 
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ratura de 0. 6 OC 0 más, o si la suma de los incremen

tos de temperatura excede de 1. 4 OC repetir la prue- 
ba usando 5 conejos, si no más de tres de los ocho

conejos muestran incrementos individuales de tempera

tura de 0. 6 OC 0 más, y si la suma de los incrementos

no excede de 3. 7 0 C. la muestra pasa la prueba. 

5. 14 PRUEBA DE SUSTANCIAS HISTAMINOSIMILES

5. 14. 1 Aparatos y equipo

Quim<Sgrafo

Jeringas y agujas para tuberculinas esterilizar en
calor seco a 250 0 C por un minimo de 1 h. 

Jeringa de lo mi y aguja del No. 22, esterilizar en

calor seco a 250 0 C por un m1nimo de 1 h. 

Equipo de disecci6n, esterilizar en calor seco a 250- 

0 C por un m1nimo de 1 h. 

Man6metro de mercurio adecuado para medir la presi&n- 

sangulnea,. se suguiere el siguientes
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Man6metro de mercurio: 1 :> 1 wll 

Tap(5n ajusv
tado con - 

perforaci6n

central

QUIMOGRAFO

Jeringa -- 
Alambre de acerola

L Winoxidable
con solu— 1-1

0

Ta

fl

ci6n de -- 
r= 

a i 1
T

CDhe arina ap Tap&n de corcho
l fl

B) 
flotante

t', 

A) 

la i llave deA a arteria

car<Stida
tres pasos

5. 14. 2 Materiales y reactivos

Un gato sano, macho o hembra no preaada, que no pese - 

menos de 2. 5 kgy y que se ha mantenido cuando menos - 

una semana en un área de alojamiento de caracterIsti- 

cas iguales a las que se especifican en el punto --- 

5. 13. 2. 

Agua destilada estéril, esterilizar en autoclave a -- 

121 0 C por un m1nimo de 20 min. 
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Soluci6n fisioliSUica estéril, ( transferir 9. 0 g de - 

cloruro de sodio a un matraz aforado de 1000 m1, di— 

solver y aforar con agua, 
esterilizar en autoclave -- 

a 121 0 C por un minimo de 20 min). 

Sustancia de referencia de diclorhidrato de histamina

Anestésico de acci&n media o prolongada, que no afec- 

te la estabilidad de la presi6n sanguinea (
fenabarbi- 

tal s6dico» pentobarbarbital s6dico o nembutal) 

n de haparina ( disolver 100 mg de heparina so- Soluc-L

dica en 1. 0 1 de soluci&n fisiol<5gica estIril; concen

traci6n estimada de 100 mcg de heparina s6dica por ml 

Soluci6n de referencia de histamina. Pesar exactamen- 

te una cantidad aproximada a 165. 6 mg de diclorhi— 

drato de histamina de referencia ( equivalente a 100 - 

mg de histamina base) y transferir a un matraz aforado - 
de 100 m1, disolver y aforar con agua destilada está- 

ril (concentraci6n estimada de 1 mg de histamina base

por m1), transferir alfcuotas de 0. 5 m1 de la solu--- 

ci6n anterior a ampolletas de vidrio, sellar las ampSI

lletas y conservarlas bajo refrigeraciin hasta su --- 
uso. Para hacer una soluci&n primaria diluir una alf

cuota de 0. 5 m1, en un matraz aforado de 50 m1, afo- 

rar con agua destilada esteril,( concentraci6rí estima

da de 10 mcg de histamina base por ml); esta soluci6n

primaría puede ser conservada bajo refrigeraci&n por

un mes. El dia de la prueba preparar a partir de la - 

soluci6n primaria una soluci6n que contenga 1. 0 mcg - 

de histamina base por m1, haciendo una diluci&n de -- 

1 t 10 con agua destilada estéril. 

5. 14- 3 Preparaci6n de la muestra

Transferir a un matraz aforado de 100 m1, una canti— 
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dad de muestra exactamente pesada, 
equivalente a 500 - 

mg de rolitetraciclina, 
disolver y aforar con solu--- 

ci n salina estéril (
concentraci6n estimada de 5 m9 - 

de rolitetraciclina por mi). 

5. 14. 4 Procedimiento

Determinar el peso del animal y aplicar anestesia ge- 
neral por medio de una inyecci6T' intraperitoneal del - 
anestésico elegido. Descubí-ir quirurgicamente lp arte

ria car6tida separándola completamente de todas las - 
estructuras a su alrededor, 

seccionar el nervio vago. 

Desplazar totalmente el aire del man6metro por solu— 
ci6n de heparina, aplicada con una jeringa colocada - 

en la entrada B ( ver esquema, 5. 14. 1). 

Insertar una cánula en la arteria car&tida conectada - 
al man6metro por la entrada A manteniéndo la llave ce
rrada; para medir directamente y tener un registro

constante de la presi6n sanguíneap abrir la
llave; - 

si la sangre tiende a coagularse, 
agregar la cantidad

necesaria de soluci6n de heparina. 

Descubrir quirurgicamente la vena femoral para facili
tar la inyecci&n intravenosa. 

Conectar el man&metro al quiffidgrafo e inspeccionar -- 
la amplitud de los trazos del movimiento de oscila--- 
ci6n y estabilidad relativa de. la presi&n sangulnea. 

Determinar la sensibilidad del animal a la histamina - 
por medio de inyecciones en la vena femoral de la so- 
luci&n de referencia de histamina de concentraci3n de
1. 0 mcg de histamina base por mi, 

aplicar las inyec— 

ciones a intervalos uniformes de tiempo de no menos - 
de 5 min cada una, 

aplicar 0. 05, 0. 10 y o. 15 mcg de - 

histamina base por kg de peso corporal, 
repetir las - 
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ínyecciones haciendo caso omiso de las primeras se --- 

ríes de lecturas hasta que las catdas de presi&n --- 
causadas por dosis de histamina sean equivalentes y - 

relativamente uniformes, y la calda de presi6n san— 

guínea causada con 0. 10 mcg de histamina base por kg - 

de peso corporal no sea menor de 20 mm de mercurío. - 
Reemplazar la histamina por la soluci6n muestra de - 

concentraci&n de 5 mg de rolitetraciclina por m1, e— 

inyectar 3. 0 mg por kg de peso corporal en un lapso - 
de 5 min. Si hay baja sig-nificativa de la presi&n san

gufnea, la dosis vuelve a repetirse después de alter- 

nar con una dosis de 0. 10 mcg de histamina base por - 

kg de peso corporal. 
Emplear diferentes agujas y je— 

ringas de tuberculina para inyectar la soluci6n de - 

histamina de referencia y la soluci6n del antibi&tico

El animal puede ser utilizado hasta que sus respues - 

tas sean razonablemente estables -a la histamina. 

5. 14. 5 Interpretaci&n de resultados

El producto pasa la prueba de ausencia de sustancias
hístaminosímiles si la baja de presi&n sangulnea obte

nida para 3. 0 mg de rolítetraciclina por kg de peso - 
corporal no es mayor que la obtenida con 0. 10 mcg de

histamina base por kg de peso. corporal. 

6. APENDICE

6. 1 OBSERVACIONES

Los reactivos grado analltico empleados en los méto

dos de prueba cumplirán con las especificaciones mar- 

cadas por la Farmacopea Nacional de los Estados Un¡ -- 
dos blexicanos. 

La sustancia de referencia oficial será la aceptada— 

por la Siecretarla de Salubridad y Asistencia ( S. S. A.) 
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ANTEPROYECTO DE NORMA OFICIAL MEXICANA

11CITRATO DE N- PIRROLIDIN IIETIL TETRACICLINA

6 CITRATO DE ROLIT TRACICLINA

DGN- 39- 4- III-5

1. GENERALIDADES

Antibi6tico perteneciente al grupo de las tetraci— 

clinas. 

1. 1 DEFINICIONES

Para los efectos de esta norma se entiende por citra- 

to de pirrolid1n metil tetraciclina el producto cons- 
tituido principalmente por tres diferentes tipos de - 
compuestos químicOsl

Citrato de monopirrolidin metil tetraciclina, 
con mon

bre qu£mico de citrato de mono 4-( Dimetilamino)- 1, 4, 

4a, 59 5ag 69 1j., 12a- octahidro- 3, 6, 10p 12, lZa- pejj

tahidroxi- 6- . metil- I, 11- dioxo- N-( I- pirrolidinilmetil) 

2- naftacenecarboxamida, 
con f6rmula condensada de -- 

C 27H
33

N
3

ó 8 c 6H8 07 con peso molecular de 719. 68, cuya- 

f&rmula, desarrollada esa

CH OH (
C' S) 2

3 OH CH— COOH

HO— t
2

COOH

OH
CO - NH - CH 2- N HrCOOH

00 0

Citrato de dipirrolidin metil tetraciclina, 
con nom— 

bre quImico de citrato de di 4-( Dimetilamino)- 1, 4, - 

4a, 5, - 5a, 6, 11, 12a- oc*tahidro- 3, 6, 10, 12, 12a -pen

tahidr6xi- 6~ metil- 19 11- dioxo- N-( I- pirrolidinilmetil) 

2- naftacenecarboxamida, 
Con f6rmula condensada de -- 

C271133
N 308) 2* C6 H80 7 con peso molecular de 1247. 24 cu

ya f&rmula desarrollada esa
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CH 3 OH
N ( CH3) 2 CH2_ COOH

OH Ho - c - COOH

CH COOH

0 *H

CO - NH - CH2N 3 2

000 q __ 
OH 2

Citrato de tripirrolid1n metil tetraciclina con nom- 

bre quimico de citrato de tri 4- XDimetilamino)- 1, 4, 

4ag 5, 5a, 6, 11. 12a- octahidro- 3, 6, 109 12. 12a--- 

pentahidroxí- 6- metil- 1, 11- dioxo- N-( I- pirrolidinilme

til)-2- naftacenecarboxamida, con f6rmula condensada - 

d e ( C27H 33N 308) 3 C 6 H80 7 con peso molecular de 1774. 80

cuya f6rmula desarrollada es: 

CH N( CH, CH COOH
3 OH - 3) 2 2 - 

OH
HO - C - COOH

0
CO - NH - CH 2 - ND CH2- COOH

Ojí0OH ON

j
3

El producto comercial es la melcla de estos tres cOm~ 

puestos siendo la relaci9n de salificaci6n igual en - 

los tres casos. 

Es un polvo cristalino amarillo claro, inodoro, que - 

es inestable al aire y obscurece a la luz y libre de - 

materias visibles extrañas. 

1. 1. 1 rAT. CULO TRORTCO íIFL CONTPNTnn T) F N- PTRROLI- 

DIN METIL TETRACICLINA EN LA MEZCLADE C1 -- 

TRATOS



Peso molecular de pirrolidin metil tetraciclina -- 

527- 56

Peso molecular de ácido citrico anhidro

192. 12

Peso molecular del citrato de monopirrolidin rnetil - 

tetraciclina

719. 68

Peso molecular de la p-irt7e activa ( como rolitetraci— 

clina base anhidra) 

527 * 26

Por ciento de rolitetraciclina base anhidra en la mo
lecula de citrato de monopirrolidin metil tetracicli- 
nas

719. 68 1 527. 56 = 100 1 X

X = 73- 3 Por ciento

73. 3 por ciento es el contenido teorico de rolitetra
ciclina base anhidra en el citrato de mono_ pirrolidin

metil tetraciclina. Un valor inf eríor a este indicaria
la presencia. . de ácido c1trico libre ( no salificado) 

y un valor superior la presencia de base libre. 
Peso molecular de citrato de dipirrolid1n metil tetra
ciclina 1247. 24

Peso molecular de la parte activa ( como rolitetraci— 

elina base anhidra) 

1055. 12

Por ciento de rolitetraciclina :base anhidra en la -- 
molécula de citrato de dípirrolid1n metil tetracicli

nat

1774 s 1582 = 100 s x

x = 84. 5 por ciento

84. 5 por ciento' es el contenido te&rico de rolitetra
ciclina base anhidra en el citrato de dipirrolidin

metil tetraciclina. Un valor inferior indicarla la

presencia de ácido c1trico librep y un valor
superior
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indicaría la presencia de base libre. 

Peso molecular de tripirrolidin metil tetraciclina- 
1774. 80

Peso molecular de la parte activa (
como rolitetraci— 

clina base anhidra) 

1582. 68

Por ciento de rolitetraciclina base anhidra en la - 
molecula de citrato de tripirrolidin metil tetraci— 

clina: 

1774, 80 % 1582 = 100 1 X

X = 89. 1 por ciento

89. 1 por ciento de el contenido te&rico de rolitetra
ciclina base anhidra en el citrato de tripirrolidin - 

metil tetraciclina. Un valor inferior indicaría la -- 

presencia de ácido cítrico libre, y un valor supe --- 

rior la presencia de base libre. 

por tanto el llmite inferior y superior de contenido - 
de rolitetraciclina base anhidra en la mezcla de ci— 
tratos son respectivamente 73- 3 Y 89- 1 por ciento

1. 2 ALCANCE

La presente norma se aplica al citrato de rolitetraci

clina estéril y no estéril. 

1. 3. usos

En la fabricaci6n de medicamentos

2. . CLASIFICACION

El producto objeto de esta norma se clasifica en dos - 
grados de calidad: 

Grado A citrato de rolitetraciclina estéril

Grado B citrato de rolitetraciclina no estéril
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3- ESPECI-FICACIONES

3- 1 DEL PRODUCTO

El citrato de rolitetraciclina en sus dos grados de- 
calidadp objeto de esta norma, debe cumplir con las - 

especificaciones indicadas en la tabla 1. 

TABLA - 1

aracterlstica
Citrato de Rolitetraciclina

Especificaciones

r.rado A estéril -¡Grado B no estéril

Identificaci6nden t f 3» ca

Pasa la_ppueba Pasa la prueba. 

rueba Arueba A pasa la prueba Pasa la prueba 1
rueba Brueba B Pasa la prueba Pasa la prueba

rueba C Pasa la prueba Pasa la prueba
rueba

rueba Drueba D Pasa la prueba Pasa la prueba

0 lor ( solu--- C o

luz nolar¡ - 7- ada
polarizada

cc il<Sn al 0. 5 -- máximo 0. 1501náxi
máximo 0. 180

0or ciento p/ v

por ciento com por ciento com

704 0 4

parada con una parada con una

otencia - en ba 733 a 891 mcg- 1733 a 891 mcg - 
de 1se anhidra de rolitetraci

rolitetraci

cl ina por mg clina por mg

H 1 uci6n -- 14. 5por cien 4. 5 a 6. 8 a 6. 8

tl. Y15.
00,10. 0 por - 1

olubilidad - 1 Pasa la_ppueba Pasa la prueba. 

Vg—ua-( Karl --- No más del 4. 0 No más del 4. 0

S c1ischer)_ por ciento
Iporciento

ristalinidad Presenta birre- Presenta birre

r fringencia a fa fringencia a laIluzluz nolar¡ - 7- ada
polarizada

kbsorbancia de de 73. 3 a 89. 1 de 73. 3 a 89. 1

luz en la regi6n por ciento com por ciento com

del ultraviole- parada con una parada con una

ta a 380 nm - en sustancia de re sustancia de re

base anhidra~ ferencia ferencia . 

Eterilidad J Pasa la prueba ¡ - - - 1
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TABLA 1 ( contínila) 

ir&,-enos Pa sa la prueba

ustancias hist2, 
inosimiles

Pasa la prueba 1

3. 2 MARCADO

3. 2. 1 En' el envase y empaque

En el exterior del empaque y envase, debe aparecer - 

una etiqueta en caracteres legibles y redactados en— 

español los siguientes datosi SImbolo del fabricante, 

nombre del producto, grado de calidad ( estéril, no es

téril), peso neto expresado en kilogramos o gramos9 - 

ndmero de lote, fecha de fabricaci&n y caducidad, la - 

leyenda " 11echo en N1áxico", la leyenda " Conservese el - 

envase bien cerrado en lugar fresco y seco", potencia

o equivalente en actividad ( en rolitetraciclina base) 

y otros datos tales como precauciones que deben te— 

nerse en el manejo y uso de los empaques y envases -- 

durante su transporte y almacenamiento y el Sello Ofi

cial de Garantia cuando la Secretaria de Industria y - 

Comercio lo juzgue conveniente. 

3- 3 ENVASADO ' L EMPACADO

El producto no estéril, objeto -de esta norma, debe es

tar contenido en envases de vidrio ámbar o cualquier - 

otro material adecuado protegiáo de la luz» envasado

y sellado en atm&sfera de nitr&geno seco y a su vez - 

estos en cuñetes de - capacidad y material adecuados p 

ra que resistan su transporte y almacenamiento. 

El producto estéril debe estar contenido en recipien- 

tes estériles de vidrio ámbar tiotro material adecua- 

do, protegidos de la luz, herméticamente cerrados, en

vasado y sellado en atm&sfera de nitr6geno seco; 
los - 

recipientes deben abrirse solamente en.& reas estéri— 
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les y bajo condiciones asépticas. 
Los envases deben - 

estar contenidos en cuñetes de capacidad y material - 

adecuado para que resitan su transporte y almacena --- 

miento. 

MUESTREO

El muestreo se efectua de comán acuerdo entre fabri- 
cante y comprador y a falta de este acuerdo se reco— 
mienda seguir el siguiente método. 

4. 1 METODO DE MUESTREO PARA PRODUCTO TERMINADO

A GRANEL GRADO NO ESTERIL

4. 1. 1 Aparatos y equipo

Guantes de hule con superficies exteriores lisas. 

Muestreador de acero inoxidable pulido, de 1. 27 cm de

diámetro con ventanas por lo menos de una tercera par

te de la circunferencia -,.
completo de tubo interior de

cierre. 

Bolsas de polietileno de color negro

Frascos de vidrio de color ámbar

Frascos ámpula de color ámbar de 20 m1

4. 1. 2 Manera de operar

Por medio del muestreador sacar. producto de cada cuñe
te en tres punto diferentes, 

dispuestos a + 1209 uno - 

de otro y a tres diferentes alturas segdn el esquema- 
síguientei
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I

2

PLANTA SECCION

Abrir los cuñetes en una área de humedad relativa - 

ambiental menor del 20 por ciento y luz controlada. 

De cada envase tomar -aproximadamente 30 g de producto

y pofnerlos en bolsas de polietileno
negro, marcadas - 

con el ht1mero del cuñete y el nilmero del lote. Sellar

los envases desplazando el aire con nitr geno seco y - 
con un oportuno cierre de garantia. 

De cada bolsa de polietileno pesar partes proporcio- 

nales al peso neto declarado en la etiqueta del cuñe- 
te correspondiente y transferirlas a otra bolsa de pa
lietileno negro. Mezclar hasta completa homogeneidad. 

Esta muestra oficial se dividirá en dos partes a Una - 
destinada al archivo (cantidad aproximada 100 g), la - 

del archivo en frascos de vidrio de color ámbar y se- 
llada en atm6sfera de nitr&gerío

1

seco y otra destinada

al análisis. En caso de que el lote se ponga a prue- 

ba de estabilidad se repartíra una tercera porci&n

del producto en frascos ámpula de color ámbar de 20
m1 ( 20 frascos conteniendo cada uno 1 g de producto)~ 

debidamente rotulados y sellados en atm&sfera de ni— 

tr6geno seco. 

4. 2 METODO DE MUESTREO PARA PRODUCTO TERMINADO

A GRANEL GRADO ESTERIL



9 - 

4. 2. 1 Aparatos y equipo

Guantes de hule con superficies exteriores lisas, es

terilizar en autoclave a 121 0 C por un minimo de 20 - 

min. 

Muestreador de acero inoxidable pulido, de 1. 27 cm de

diámetro con ventanas por lo menos de una tercera par

te de la circunferencia; completo de tubo interior de

cierre, esterilizar en calor seco a 250 0 C por un mi- 

nimo de 1 h. 

Frascos de vidrio de color ámbar, esterilizar en ca— 

lor seco a 250 0 C por un mínimo de 1 h. 

Frascos ámpula de color ámbar de 20 mI. 

Cap,pana de flujo laminar o área estéril

4. 2. 2 Manera de operar

En la campana de flujo laminar o en el área estéril - 

realizar el procedimiento indicado en el punto 4. 1. 2

en forma as4ptica. 

4. 3 CRITERIO DE ACEPTACION

El criterio de aceptaciJn es 100 por ciento. 

4- 3- 1 METODOS DE PRUEBA

Los reactivos que se mencionen en todas las determi- 

naciones siguientes deben ser grado análitico, ( ver - 

apéndice) a menos que se mencione otra cosay cuando - 

se indique agua debe entenderse ag-ua destilada y la - 

sustancia de referencia será la oficial ( ver apéndice) 

5. 1 PROCEDIMIENTO PARA LA IDENTIFICACION DE- CITR-k

TO DE ROLITETRACICLINA
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5- 1. 1 Prueba A

5. 1. 1. 1 Aparatos y equipo

Equipo comiin de laboratorio

5. 1. 1. 2 Ylateriales y reactivos

Acido sulfárico concentrado ( 95 - 98 por ciento, p/ p) 

Soluci&n 1. 0 N de cloruro férrico

5- 1- 1- 3 Procedimiento

Transferir 50 mg de muestra a un tubo de ensayo y -- 

agregar cinco gotas de ácido sulftirico, diluir con 3

m1 de agua y finalmente agregar 1 m1 de soluci&n 1. 0- 
N de cloruro férríco. 

5. 1. 1. 4 Interpretaci&n de resultados

Al agregar el ácido sulfiIri ' co a la muestra aparece co

lor violeta que al diluirlo con agua cambia a color - 

amarillo y finalmente a color café -rojizo con la adi- 
ciJn de la soluci0n de cloruro férrico. 

5. 1. 2 Prueba 13

5. 1. 2. 1 Aparatos y equipo

Equipo comUn de laboratorio

5. 1. 2. 2 rlateriales y reactivos

Soluci6n 1. 0 N de hi.dr6xido de sodio

5. 1. 2- 3 Procedimiento

Transferir de 20 a 30 mg de muestra a un tubo de en- 

sayo, disolver con 3 m1 de agua y agregar 0. 5 m1 de - 

soluci6n 1. 0 N de hidroxido de sodiop observar la so- 

luci6n y dVi-y¡ dir el contenido del tubo en dos partes~ 
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a una agregar 5 m1 de agua y a la otra 5 m1 de solu- 

ci6n 1. 0 N de hidr&xido de sodio. 

5. 1. 2. 4 Interpretacijn de resultados

Al agregar los 0. 5 m1 de soluci6n 1. 0 N de hidr&xido

de sodio aparece precipitado de color amarillop el - 

cual se solubiliza con la adici6n del agua y de los - 

5 m1 de soluci6n 1. 0 N de hidr&xido de sodio. 

5- 1- 3 Prueba C

5- 1- 3- 1 Aparatos y equipo

Equipo com-án de laboratorio

5. 1. 3. 2 lateriales y reactivos

Acido clorhfdrico concentrado ( 35 - 38 por ciento, -- 

P/ P) 

5- 1- 3- 3 Procedimiento

Transferir de 20 a 30 mg de muestra a un tubo de en- 

sayo disolver con 3 m1 de agua y agregar dos gotas - 

de ácido clorhidrico concentrado. 

5- 1- 3. 4 Interpretaci&n de resultados

Con la adici&n del ácido elorhidrico a la muestra se

produce color amarillo. 

5. 1. 4 Prueba D

5. 1. 4. 1 Aparatos y equipo

Equipo comi1n de laboratorio

5. 1. 4. 2 Materiales y reactivos

Agua oxigenada ( 110 vol = 30 por ciento, p/ p) 
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5. 1. 4. 3 Prodedimiento

Transferir 50 mg de muestra a un tubo de ensayo, --- 
agregar agua oxigenada y calentar lentamente sin lle
gar a la ebullici&n. 

5. 1. 4. 4 Interpretaci6n de resultados

Al calentar la soluci6n se produce color rojo -naran- 
ja. 

5. 2 DETERMINACION DE COLOR DE LA SOLUCION

5. 2. 1 Aparatos y equipo

Espectrofot6metro

Equipo común de laboratorio

5. 2. 2
Procedimiento

Transferir _500 mg de muestra, 
exactamente pesados, a

un matraz aforado de 100 m1, disolver y aforar con -- 

agua. Leer la absorbancia de la soluci&n a 470 nm em- 
pleando como blanc . o para ajustar el aparato agua. 

5. 2. 3
Interpretaci6n de resultados

La muestra estéril, 
no debe dar un valor mayor a --- 

0. 150, La muestra no estéril, 
no debe dar un valor - 

mayor a 0. 180- 

5. 3
DETERMINACION Di, POTENCIA

5- 3- 1 Método microbioligicO (
turbidímeltrico) 

5- 3- 1- 1 Aparatos y equipo

Horno para esterilizar

Autoclave
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Aparato para baño de agua provisto de control termos
tático. 

Botella de Roux

Tubos de 16. X 125 mm ( dimensiones exteriores) 

FotocolorImetro con filtros para 530 Y 580 nm

Equipo comiánide laboratorio

5. 3. 2. 1 Materiales y reactivos

Sustancia de referencia de rolitetraciclina (
en el - 

momento de usar secar 3 horas a 60 0 C a una presi&n- 
no mayor de 5 mm de mercurio) 

Cepa de Staphylococcus aureus ( ATcc 6538P) 

Soluci6n reguladora 0. 1 M de fosfatos de pH 4. 5, este- 

rilizar en autoclave a 121 0 C por un minimo de 20 min
transferir 13. 6 g de fosfato monopotasico a un ma--- 

traz aforado de 1000. mI, disolver y aforar con agua, - 
ajustar el pH de 4. 45 a 4. 55 después de la esteriliza
ci6n, si es necesario, con soluci6n 18. 0 N de ácido— 

fosf6rico o con soluci&n 10. 0 N de hidr6xido de pota- 
sio) 

Soluci6n al 12. 0 por ciento de formaldehído. 

Medio antibi6tico No. I ( agar nutritivo para mantener

al microorganismo de prueba)& 
esterilizar en autocla

ve a 121 0 C por un m1nimo de 20' min. 
Peptona ----------------- ~ ---- ~- 6. o g

Extracto digerido de caseina --- 4. 0 g

Extracto de levadura 3- 0 9

Extracto de 1* 5 9

Dextrosa --------- ~ ------- ~ ------- 1. 0 g

Agar ------- ~ ----------------- ~ 1- 5. 0 g

Agua destilada c. b. p - ------------ 
1000. 0 m1
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después de la esterilizaci&n, pH 6. 5 - 6. 6

Medio antibi6tico No. II ( caldo nutritivo); esterili- 

zar en autoclave a 121 0 C por un miñinio de 20 min

Peptona ------- , ------------ 5. 0 9

Extracto de levadura ------------ 1- 5 9

Extracto de carne — ------------- 1- 5 g

Cloruro de áodio ---------------- 3- 5 g

Dextrosa ----------------------- 1. 0 - 7, 

Fosfato dipotásica --------------- 3. 68 g

Posfato monopotasico --- ~~ ------- 1. 32 g

Agua destilada c. b. p ------------- 1000- 0 mi

después de la esterilizaci6n, pH 6. 95 - 7. 05

Soluci6n salina, esterilizar en autoclave a 121 0 C -- 
por un mínimo de 20 min ( transferir 9. 0 g de cloruro - 

de sodio a un matraz aforado de 1000 mi, disolver y - 

aforar con agua). 

5- 3- 1- 3 Preparaci6n de la soluci6n de referencia

Transferir 100 mg de sustancia de referencia de roli- 
tetraciclina ( la cual ha sido secada previamente, du- 

rante 3 h a 60 OC y 5 mm de mercurio) a un matraz - 

aforado de 100, ml, disolver y aforar con metanol (
con

centraci6n estimada de 1 mg de rolitetraciclina por - 

mi). Guardar esta soluci6n primaria bajo refrigera--- 

ci&n en un matraz de vidrio, con tap6n esmerilado y - 

desechar la soluci6n después dé un día de preparado. 

5. 3. 1. 4 , Preparaci'&n de la soluci6n problema

Transferir a un matraz aforado de 100 mi una cantidad

exactamente pesada de muestra equivalente a 100 m9 de
rolitetraciclina, disolver y aforar con alcohol meti

lico ( concentraci6n estimada de 1 mg de rolitetráci— 

clina por mi). Transferir una a12.cuota de 1. 0 mi de - 
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esta soluci6n a un matraz aforado de 100 m1, mezclar

y aforar con soluci3n reguladora 0. 1 IM de fosfatos de
pH 4. 5 ( concentraci6n estimada de 10 mcg por m1). 

Transferir una alicuota de 1000 m1, mezclar y aforar

con soluci(5n reguladora 0. 1 11 de fosfatos de pH 4. 5 - 

concentraci6n estimada de 0. 25 mcg de rolitetracicli

na por m1). 

5. 3. 1. 5 Preparaci6n del microorganismo de prueba

Cultivar la Cepa de Staphylococcus aureus ( ATCC 6538P) 

en tubos con 10 m1 de medio antibi6tico No. I inclina- 

do incubandolos a 32 - 35 0 C durante 24 horas. Lavar - 

el desarrollo de un tubo con 3 m1 de soluci6n salina - 

estéril. Pasar esta suspensi&n de microorganismos a - 

una botella de Roux, que contenga 250 m1 de medio an- 

tibi6tico No. I. Extender la suspensi6n en toda la su- 

perficie del medio con ayuda de perlas de vidrio esté

riles e incubar por 24 horas a 32 - 35 0 C, lavar el - 

crecimiento de la superficie del agar con 50 m1 de so

luci0n salina estéril. Diluir esta suspension con so- 

luci6n salina estéril de tal manera que de ella se ob

tenga una transmitancia del 25 por ciento en un foto- 

colorimetro a 580 nm. Generalmente ls 20 , guardada - 

esta suspensi6n bajo refrigerac , i6n, en un matraz de - 

vidrio puede ser empleada antes de una semana. 

Una vez ajustada la suspensi6n ¿ e microorganismos --- 

agregar de 10 a 20 m1 de la misma a 1. 0 litro de me— 

dio antibi3tico No. II. 

5. 3. 1. 6 Preparaci6n de los tubos

Preparar seis series de tres tubos cada una y marcar- 

los respectivamente como serie 1, 2, 3, 4, 5, y 6
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5. 3. 1. 7 Pteparací&n de la curva de referencia
Transferir 1. 0 mi de la soluci6n primaria de referen- 

cia preparada como se indica en 5. 3. 1. 3 a un matraz - 

aforado de 1000 mi, aforar con soluci6n
reguladora - 

0. 1 M de fosfatos de pil 4. 5 ( concentraci6n estimada - 

de 1 mcg de rolitetracicl ' ina por mi), a partir de es- 

ta soluci&n, preperar las siguientes diluciones usan- 

do soluciSn reguladora 0. 1 M de fosfatos de pH 4. 5. 
16. 0 mi a 100 mi ( 0. 160 mcg por mi) 

20. 0 mi a 100 mi ( 0. 200 mcg por mi) 

25. 0 mi a 100 mi ( 0.? 50 mcg por mi) 

31. 2 mi a 100 mi ( 0. 312 mcg por MI) 

39- 0 mi a 100 mi ( o. 390 mcg por MI) 

Usar cinco series de tres tubos cada una y proceder - 

como sigues

Serie 1 : Agregar a cada tubo 1. 0 mi de la diluci&n-- 

de referencia de 0. 160 mcg por mi

Serie 2 : Agregar a cada, tubo 1. 0 mi de la diluci<5n - 

de referencia de 0. 200 mcg por mi

Serie 3 1 Agregar a cada tubo 1. 0 mi de la diluci6n - 
de referencia de 0. 250 meg por mi

Serie 4 & Agregar a cada tubo 1. 0 mi de la diluci6n - 

de referencia de 0- 312 mcg por ' mi

Serie 5 s Agregar a cada tubo 1. 0 mi de la diluci6n - 
de referencia de 0. 390 mcg por' ml. 

Una vez que se ha agregado la soluci6n de referencia - 

a los tubos añadir 9. 0 mi de medio antibi&tico No. II

inoculadop inmediatamente después colocarlos en un ba
ño de agua a 37 OC por un mínimo de 3 a 4 horas. 

Al termino de este período sacar los tubos del baño - 

y agregar a cada uno de ellos 0. 5 mi de sol - uci6n al - 
I_p-. Q- por- ciento- de—formaildehído. 



Como paso siguiente leer las absorbancias de cada uno

de los tubos en un fotocolorimetro , a una longitud - 

de onda de 530 nm emplear como blanco para ajustar el
aparato una soluci6n formada por 9. 0 mi de medio anti

bi6tico No. II no inoculado más 0. 5 mi de soluci6n al - 

12. 0 por ciento de formaldehido y 1. 0 mi de solucion- 
reguladora 0. 1 M de fosfatos de pH 4. 5. 

Sacar el promedio de las absorbancias obtenidas de los
tubos de cada serie y graficarlos en papel semiloga— 

rítmico de 2 ciclos colocar la concentraci&n del anti
bi6tico en meg por mi en las ordenadas (

escala loga— 

rítmica) y las absorbancias en las abscisas (
escala - 

arítmética). 1

La curva de referencia se traza uniendo los valores - 

máximo y mínimo, 
calculándolos por medio de las ecua- 

ciones siguientesi

3
3a + 2b + c - e

A
3e + 2d + c - a

5 5

Dondet

B = Valor de la absorbancia calculada para la concen
traci6n más baja de la curva. 

A = Valor de la absorbancia calculada para la concen- 
tracii5n más alta de la curva

a, b, c, d y e = Valores promedio de las absorba-ncias

de las soluciones de referencia -de concentraci6n 0. 160
0. 200, 0. 2509 0. 312 y 0. 390 mcg por mi respectivamente. 

5- 3- 1- 8 Procedimiento

A la serie marcada como No. 6 añadir a cada tubo 1. 0

mi de la soluci6n problema de concentraci3n de 0. 250
mcg por mi y 9. 0 mi de medio

antibi6tico No. II ¡ no— 

culado y proceder con ellos de igual
forma que con -- 
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los tubos de las otras cinco series. 

Después de la adici6n de formaldehído a los tubos, 

leer las absorbancias en un fotocolortmetro a una

longitud de onda de 530 nm usando como blanco para

ajustar a cero una soluci6n formada por 9. 0 m1 de me- 

dio antibi&tico No. II no inoculado más 0. 5 m1 de so- 

luci6n al 12. 0 por ciento de formaldehido y 1. 0 m1 - 

de soluci&n reguladora 0. 1 M de rosfatos de pH 4. 5. 

Sacar el promedio de las absorbancias obtenidas. Leer

en la curva la concentraci6n correspondiente al prome

dio de las absorbancias de los tubos problema, Multi- 

Dlicar la concentraci6n por el factor de diluci&n --- 

apropiado para obtener el contenido del antibi&tico - 

en la muestra. 

5. 4 DETERMINACION DE pH

5. 4. 1 Aparatos y equipo

Potenci6metro equipado con un electrodo de vidrio, 

sensible a la actividad del i6n hidr&geno, y uno de

calomel que es el de referencia. 

Equipo comdn de laboratorio

5. 4. 2 Materiales y reactivQs

Soluci6n reguladora 0. 2 de ftalato neutralizado de plí

4. 6a mezclar en un matraz aforado de 200 m1, 50- 0 ml - 

exactamente medídos de soluci n 0. 2 M de biftalato m

de potasio ( 40. 846 g - de biftalato de potasio para ha- 
cer 1000 m1 de soluci6n con agua destilada) y 11. 1 m1

de soluci6n 0. 2 NI de hidr6xido de sodio valorada, y - 

aforar con agua. 

Soluci6n reguladora 0. 2 M de fosfato de pH 6. 6 1 mez- 

clar en un matraz aforado de 200 mlp 50. 0 mi exacta— 
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mente medidos, de soluci6n 0. 2 bl de fosfato monobási- 

co de potasio ( 27. 218 g de fosfato monobásico de pota

sio para hacer 1000 m1 de solucion con agua destilada) 

y 16. 4 m1 de soluci6n 0. 2 M de hidr6xido de sodio va- 
lorada, y aforar con agua destilada. 

5. 4. 3 Procedimiento

Transferir 500 mg de muestra, exactamente pesados , a

un matraz aforado de 50 m1, disolver y aforar con --- 

agua. 

Transferir 5. 0 g muestra, exactamente pesados, a un - 

matraz aforado de 50 m1, disolver y aforar con agua. 

Realizar las determinaciones de pH de las soluciones - 

a una temperatura de 25 + 2. 0 OC. 

Calibrar el potenci6metro ajustándolo con las solucio

nes reguladoras de pIl de 4. 6 a 6. 6, como paso siguien

te medir el pH de las dos soluciones problema (
al 1. 0

y 10. 0 por ciento ) dos o' más veces hasta que no ha- 

ya variaci&n. 

Entre cada determinaci6n tener la precauci&n de lavar
los electrodos con la soluci6n a la que se va a deter
minar el pil y desechar los lavados. 

5. 5 PRUEBA DE SOLUBILIDAb

5- 5- 1 Aparatos y equibo

Equipo comán de laboratorio

5. 5. 2 Reactivos

Acido asc6rbico

5. 5. 3 Procedimiento

A 700 mg de muestra agregar 500 mg de ácido asc6rbico
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y 10. 0 m -I de agua destilada, observar la soluci&n por

un perlodo de 6 h a temperatura ambiente. 

5. 5. 4 InterpretaciSn de resultados

Debe producirse una soluciSn completarnente limpida y

permanecer en esta forma durante el período de obser- 

vaci6n de 6 h. 

5. 6 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE AGUA- MDTODO

DE KARL FISCHER

5. 6. 1 Aparatos y equipo

Puede emplearse cualquier aparato que permita la apra

piada exclusi6n de la humedad atm6sferica y la deter- 

minaci6n del punto final. Comprende por lo general un

sistema cerrado, constituido por buretas automáticas - 

y un vaso de titulaci&n con cubierta hermética# pro— 

visto de dos electrodos de platino y de un agitador - 

magnético. 

Equipo comi1n de laboratorio

5. 6. 2 Materiales y reactivos

Reactivo de Karl Fischer i ( a una solucí&n que con- 

tenga 670 m1 de metanol y 170 m1 de piridina, agregar

125 g de yodo y enfriar. En una probeta graduada de - 

250 m1 transferir 100 m1 de piridina y mantenerla en - 

baño de hielo, burbujear di6xidd de azufre seco hasta

que el volumen llegue a 200 mI.- Lentamente y agitando

se agrega esta soluci6n a la mezcla de yodo enfriada - 

Agitar bien para disolver el yodo, pasar la solucion

al frasco del aparato y dejar en reposo durante la - 

noche. anterior a la valoraci6n. Un m1 de esta solu--- 

ci<Sn recientemente preparada equivale aproximadamete- 

a 5 mg de agua, pero se descompone gradualmente; 
por- 
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tanto debe valorarse 1 h antes de usarla o diariamen~ 
si esta en uso. Guardar el resto del reactivo prepara

do en un rec2.piente color ámbar con tap&n de vidrio, 
protegido de la luz y bajo refrigeraci6n. 

Tambien se - 

puede emplear una soluci6n disponible comercialmente 

Tartrato de sodio

Metanol. 

Normalizaci6n del reactivo de Karl Fischer

Colocar aproximadamente 36 m1 de metanol en el vaso - 

de titulaci6n y añadir auficiente reactivo de Karl -- 
Fischer para obtener el punto final caracteristico. - 

Añadir rapidarnente de 150 a 350 mg de tratrato de so- 
dio pesados con . exactitud y titular hasta el punto fi
nal. Por la f&rmula siguiente se obtiene el factor F - 
de equivalencia del agua, expresado en mg de agua por

m1 de reactivo. 

F
o. 1566 X P

V

Donde% 

F = Factor de equivalencia del agua, expresado en m9

de agua por m1 de reactivo. 

P = Peso del tartrato- de sodio expresado en mg

v = Volumen del reactivo de Karl Fischer

5. 6. 4 Procedimiento

Añadir 25 m1 de metanol al vaso de titulaci6n y titu- 
lar con reactivo de Karl Fischer hasta llegar al pun- 
to finalp sin tomar en cuenta el volumen consumido - 

ya que este no interviene en los cálculos - 

Pesar exactamente alrededor de 300. mg de muestra' y - 

transferir rapidamente al vaso de titulaciSn. 
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Agítar vigorosamente- Y titular de nuevo con reactivo

de Karl Fischer hasta obtener el punto final. 

5. 6. 5 Cálculos

Determinar el por ciento de agua en la muestra por - 

la siguiente ecuaci<5n: 

V X F X 100
P. C. A. - P

Donde¡ 

P. C. A. = Por ciento de agua en la muestra

v = Volumen del reactivo empleado

F = Factor de equivalencia del agua

p = Peso de la muestra expresado en mg

5. 7 PRUEBA DE CRISTALINIDAD

5. 7. 1 Aparatos y equipo

Microscopio con luz polar . izada ( con objeto de obtener

luz polarizada se puede emplear un filtro polaroid en
tre la platína y el condenzador) 

Equipo comdn de laboratorio

5. 7. 2 Materíales y reactivos

Aceite mineral

5. 7. 3
Procedimiento

mezclar en un porta objetos una pequeña cantidad de- 
muestra ( aproximadamente 2 mg ) con una o dos gotas - 

de aceite mineral. 
Cubrir el porta -objetos y obser— 

var al microscopio con luz polarizada. 

5. 7. 4 Interpretaci&n de resultados

Los cristales de citrato de rolitetraciclina muestran

p, t,.Ic gg,s_ en las cuales se
observa el fen meno de
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birrefringencia y posiciones de extinci&n por movi— 

miento circular del porta -objetos. 

5- 8 DETERMINACION DE ABSORCION DE LUZ EN LA RE- 

GION ULTRAVIOLETA A 380 nm

Aparatos y equipo

Espectrofot&metro

Equipo comdn de laboratorio

5. 8. 2 Materiales y reactivos

Soluci6n 5. 0 N de hidr6xido de sodio

Soluci6n 0. 25 N. de hidr&xido de sodio

Sustancia de referencia de rolitetraciclina

5. 8. 3 Procedimiento

Transferir 40 mg de muestra exactamente pesados a un
matraz aforado de 250 mi, disolver y aforar con agua, 

transferir una alícuota de 10. 0 mi a un matraz afora

do de 100 mi, agregar 75 mi de agua y 5. 0 mi de solu- 

ci6n 5- 0 N de hidr&xido de sodio, aforar con agua y - 

mezclar, leer la absorbancia de la soluci6n exactamen

te 6 min des& és de haber agregado el hidr(5xido de so

dio en unespectrofot6metro a, una longitud de onda de
380 rim, empleando como blanco, para ajustar el apara- 

to, soluci6n 0. 25 N de hidroxi¿o de sodio. 

Proceder al mismo tiempo y en la misma forma con una- 
sustanciá de referencia. 

5. 8. 4 Cálculos

Determinar el porcentaje de absorbancia de la muestra

comparada con una sustancia de referencia por medio - 

de la siguiente ecuaci6ng
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P. A. 
Am X Ps X F X 10

As X Pm X ( 100 - h) 

Donde% 

P. A. = Porcentaje de absorbancia de la muestra, compl

rada con una sustancia de referencia

Am = Absorbancia de la muestra

ps = Peso de la sustancia de referencia expresada en

Ing

F = Potencia de la sustancia de referencia expresa- 

da en mcg por rng- 

As = Absorbancia de la sustancia de referencia

Pm = Peso de la muestra expresada en mg

h = Porcentaje d e agua de la muestkg 

5. 9 PRUEBA DE INOCUIDAD

5. 9. 1 Aparatos y equipo

Agujas y jeringas, esterilizar en calor seco a 250 0 C

por un mSnimo de 1 h

Equipo c.omán de laboratorio

5. 9. 2 Materiales y reactivos

Ratones blancos de 18 a 25 g no usados antes en otra - 

prueba similar

Agua destilada estéril, esterilizar en autocláve a 121

0 C por un m1nimo de 20 min

5. 9. 3 Procedimiento

Inyectar intravenosamente a 5 ratones 0. 5 mi de solu

ci&n muestra de concentraci6n de 2 mg por mi ( trans

ferir 100 mg de muestra a un matraz aforado de 50 mi, 
disolver y aforar con agua destilada estéril), la in- 

yecci6n deber& hacerse a una velocidad de O 65 mi por
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segundog observar a los ratones por un período de -- 
48 horas. 

5. 9. 4 Interpretaci&n de resultados

Si ningi1n animal muere en un período de observaci&n- 

de 48 horas la muestra pasa la prueba. Si uno 0 más - 

ratones mueren dentro dé las 48 horas, repetir la - 

prueba usando 10 ratones con peso de 20 g (: t 0.'; 9) 

cada uno; la muestra pasa la prueba sí el numero to- 

tal de animales muertos dentro de las 48 horas no es
mayor del 10 por cientos del nilmero total de anima— 
les probados,: incluyendo la prueba original. 

5. 10 PRUEBA DE ESTERILIDAD

5. 10- 1 Aparatos y equipo

Equipo de filtros membrana para la prueba de esterili

dad de 3 6 6 unidades

1Membranas filtrantes de 0. 45 + 0. 02 micras

Campana de flujo laminar

Autoclave

Potenci6metro

frubos para cultivo con tapa

Cortadores y pinzas para membrana

Equipo comdn de laboratorio

5. 10. 2 Materiales y reactivos

Peptona ( BBL 11919; Difeo 0118- 01- 8) 

0

Soluci6n de peptona esterilizar en autoclave a 121 - 

por un mínimo de 20 min ( disolver 1. 0 g de peptona en

suficiente agua, añiadir 1. 0 m1 de p- tert- octilfenOxi- 



polietoxietanol y aforar con agua destilada a 1. 0 -- 
litro, después de esterilizar ajustar el pl1 de 7. 0- 

7. 2, si es necesario, con soluci6n 2. 0 N de ácido ~ 

clorhidrico 0 soluci6n 2. 0 N de hidr&xido de sodio). 

Medio de soya y digerido de caseina ( 5BL 11768; Difco

0370- 01- 1) 

Agar micol6gicO ( BBL t145; Difco 0405- 01- 0) 

Agar soya tripticasa ( BBL 1104; Difco 0369) 

5. 10. 3 Procedimiento

Armar un equipo de filtraci6n de 3 6. 6 unidades con - 
sus filtros hidr6f6Dicos segSn instrucciones del fa— 
bricante y prepararlo para su esterilizaciin. 

Esterilizar en autoclave todo el equipo a 121 0 C de - 
20 a no más de 45 min, TEL TIEMPO Y LA TEMPERATURA SON

CRITICOS. Los filtros membrana pueden ser esteriliza- 

dos a parte, pero da mejorresultado y menos riesgo - 

de contaminaci6n si se esterilizan ya en la unidad. 

Los cortadores y pinzas deben ser esterilizados en ca
lor seco a 250 0 C por un minimo: 1 h

Preparar y limpiar la campana de flujo laminar y en - 
condiciones asépticas pasar todo el material que se - 

va a utilizar para la prueba, conectar la campana 10

a 15 min antes de empezar a trabajar. 

Tomar una muestra asépticamente de 6 g del producto

que debe contener de. todos y cada uno de los reci--- 
pientes que forman el loteo vaciar a un matraz erlen- 

meyer de 500 m1 que contenga 200 m1 de soluci<5n de -- 
peptona esterilizada y a temperatura ambiente disol— 
ver la muestra agitando hasta disoluci6n total. , 

Empezar a filtrar asépticamente usando un fi-ltro como
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testigo. Si la filtraci&n se dificulta o es muy tar - 

dada se debe disolver la muestra en 400 m1 de solu- 

ci6n de peptona - o usar 3 g de muestra

Lavar el- filtro con 3 porciones de 100 m1 cada una, de

soluci&n de peptona. 

Tomar la membrana con una de las pinzas y colocarla - 

en el cortador, cortar la parte central, en un circu- 

lo de 17. 5 mm de diámetrop transferir la parte cen— 

tral de la membrana cortada dentro de un tubo que con

tenga medio flilido de tioglicolato, colocar la parte - 

exterior dentro de un tuvo que contenga medio de soya

y digerido de caseIna. Repetir esto con el estigo. 

Durante la prueba exponer una caja Petri con agar mi- 

col&gico y otra con agar soya tripticasa, incubar du- 
rante un periodo de 4 dias y observar su crecimiento - 

para tener la seguridad de que el área donde se efec- 

tu& la prueba fué una área ' estéril. 

Incubar los tubos con medio flúido de tioglicolato -- 

por 7 dlas a 30 - 32 0 C ( medio para bacterias) y los - 

tubos con medio de soya y digerido de caseina a 22 -- 

25 OC por 7 dlas ( medio para hongos) 

5. lo. 4 Interpretaci6n de res.ultados
Se dice que el lote o muestra pasa la prueba si des— 
pues de 7 dlas de incubaci n en ningán tubo aparece - 
crecimiento. 

Si se observa crecimiento deber& repetirse la prueba - 

con el doble de muestra y si el crecimiento es en un - 

solo mediog colocar la membrana en ese medio, 

Si en los dos ensayos hay crecimiento la muestra no - 

pasa la prueba. 
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5. 11 PkUEBA DE PIROGZNO

5. 11. 1 Aparatos y equipo

Term&metro clínico

Jeringas y agujas libres de pir&genos (
esterilizar - 

en calor seco a 250 0 C por un mínimo de 1 h) 

5. 11. 2 Materiales y reactiVOS

Conejos no albinos y adultoso con peso no menor de -- 
1800 g; cada uno de los cuales por lo menos una sema- 

na antes de la prueba, debe ser mantenido en su peso - 

con una dieta libre de antibi&ticos. 

Area de alojamiento con temperatura uniforme de 23
1. 5 OC y humedad relativa de 50 + 10 por ciento y

bre de perturbaciones que facilmente los puedan ex¡ -- 
tar. Mantener a los conejos, en esta área en forma -- 

individual. 

Un animal que no se ha usado ante . riormente en la prue
ba permanecera dos semanas antes de la misma

bajo -- 

las condiciones anteriores. 
Simular una prueba, 1 a- 

3 días antes de lá. determinaci&n bajo las condiciones
especificadas en el procedimiento omitiendo la inyec- 
ci6n. Si el animal no pasa satisfactoriamente

esta - 

prueba probarlo nuevamente 2 véces con un lapso de 2 - 
días de descanso entre cada una. Si no pasa la terce- 

ra prueba desechar al animal. 

Usar los animales cjada 48 horas o cada dos semanas si

la prueba anterior fué calificada de pirogénica. 

Agua destilada estéril, 
esterilizar en autoclave a -- 

121 0 C por un mínimo de 20 min. 

5. 11. 3 Procedimiento
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Realizar la prueba en una área donde los animales es

ten alojados en las condiciones ambientales menciona

das. El dla de la prueba suspender todo el alimento

a los animales que van a ser usados, 
hasta después - 

de terminada, excepto la administraci&n de agua, 

Determinar la tem-peratura control de cada an¡Fmal, 
40min

antes de iniciar la prueba, por la inserci3n del -- 

term6metro en el recto del animal de prueba a una pro

fundidad no menor de 7. 5 cm manteniendolo el tiempo - 
suficiente para alcanzar la máxima temperatura. 

Usar - 

solo aquellos animales cuyas temperaturas control no- 

se desvIen más de 1. 0 0 C de cada una de las otras lec
turas y no se use ningi1n animal con una temperatura - 
que exceda de 39. 8 0 C

La temperatura control registrada para cada conejo
constituye la temperatura a partir de la  cual se

calcula cualquier elevaci6n subsecuente a la inyec--- 
ci6n cíel material de prueba. 

Preparar una soluci6n con agua destilada estéril li— 
bre de pir(Sgenos, de concentraci6n de 5 mg de rolite- 

traciclina por Tnl, ( transferir una cantidad de mues— 

tra equivalente a 50 mg de rolitetraciclina, 
exacta- 

mente pesados, a un matraz aforado de lo mi, 
disolver

y aforar con agua des
1

tilada li,bre de pir&genos), 30 - 

min después de haber tomado la temperatura control, - 

inyectar 1. 0 m1 de la soluci&nanterior por kg de p.11

so corporal, la inyecci6n deberá hacerse en un lapso - 

de 1 min, por la vena marginal de la oreja de cada -- 

uno de los tres conejos habiendo calentado previamen- 

te la solucíJn a inyectar a 37 0 C, llevar un registro

de las temperaturas a 1, 2 y 3 h después de la inye.2, 

ci6n
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5. n. 4 Interpretaci6n de resultados

si los conejos no muestran un incremento individual - 
de su respectiva temperatura control, de 0. 6 OC o - 

más y si la suma de los tres incrementos de tempera- 
tura no excede de 1. 4 C la muestra pasa la prueba

Si uno o dos conejos muestra una elevaci6n de tempera
tura de 0. 6 OC 0 más, o si la suma de los incrementos

de temperatura excede de, I. 4 OC, repetir la prueba - 

usando 5 conejos; si no más de tres de los 8 conejos

muestran incrementos individuales de temperatura de
0. 6 OC o más, o si la suma de los incrementos no exce

de de 3. 7 0 C, la muestra pasa_la prueba. 

5. 12 PRUEBA DE SUSTANCIAS HISTAMINO= MILES

5- 12. 1 Aparatos y equipo

QuimoSgrafo

Jeringas y agujas de tuberculina, 
esterilizar en ca- 

lor seco a 250 0 C por un minimo de 1 h. 

Jeringa de lo m1 y aguja del No. 22, esterilizar en - 

calor seco a 250 0 C por un minímo de 1 h. 

Equipo de disecci6n, esterilizar en calor seco a 250

0 C por un minimo de 1 li. 

Ma n6metro de mercurio adecuado' para medir la presi6n - 
sangulnea, se sugiere el siguientes
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Man&metro de mercurio: 

Tapon ajus- 

tado con - 

perforaci6n

Icentral - 

Jeringa

con , olu: 

ci4n de - C

heparina  o 

B) 

A la arteria
car6tida Llave de

tres pasos

Alambre de

acero inoxi
dable

Z— 

Tap6n de

corcho flotante
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5. 12. 2 Materiales y reactivos

Un gato sano, macho o hembra no preñad4 que no pese - 

menos de 2. 5 kg y que se ha mantenido cuando menos -- 

una semana, en una área de alojamiento de caracterlis- 

ticas iguales a las que se especifican en el punto -- 

5. 11. 2. 

Agua destilada estéril, esterilizar en autoclave a -- 

121 0 C por un mínimo de 20 min. 

Soluci6n fisiol&gica estéril ( transferir 9. 0 g de clo

ruro de sodio a un matraz aforado de 1000 mIp disol— 

ver y aforar con agua destilada, esterilizar en auto- 

clave a 121 0 C por un minimo de 20 min). 

Sustancia de referencia de diclorhidrato de histamina

Anestésico de acci6n media o prolongada, que no afec- 

te la estabilidad de la presi6n sanguínea ( fenobarbi- 

tal s& dico; pentobarbital s6dico o nembutal ) 

Soluci0n de heparina ( disolver 100 mg de heparina sJdi

ea en 1 litro de soluci6n fisiol&gica salina estéril

concentraci6n estimada de 100 mcg de heparina s&dica- 

por m1). 

Soluci6n de referencia de histamina : pesar exactamen

te una cantidad aproximada w165. 6 mg de díclorhidra

to de histamina de referencia'( equivalente a 100 mg - 

de histamina base), transferir a un matraz aforado de

100 m1, disolver y aforar con agua destilada estéril- 

concentraci6n estimada de 1 mg de histamina base por

m1), transferir alt'cuotas de 0. 5 m1 de la soluciJn an

terior a ampolletas y conservarlas bajo refrigeraci6n

hasta su uso. Para hacer una solucí0n primaria diluir

una alícuota de 0. 5 m1 en un matraz aforado de 5.0 ml - 

con agua destilada estéril ( concentraci6n estimada de

10 meg de histamina base por m1) esta soluci6n prima- 

riá puede ser conservada bajo refrigeraci6n por un - 
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mes. El dia de la prueba preparar a partir de la gla

cidn primaria una soluci6n que contenga 1. 0 mcg de -- 

histamina base por m1, haciendo una diluci&n de ttIO- 

con agua destilada estéril. 

5. 12- 3 Preparaci6n de la muestra

Transferir una cantidad equivalente a 50 mg de roli- 

tetraciclina a un matraz aforado de 10 ml., disol--- 

ter y r_forar con, agua destilada estéril 
concentra-- 

ci6n estimada de 5 ng de rolitetraciclina por m1). 

5. 12. 4 Procedimiento

Determinar el peso del animal y aplicar anestesia g l

neral por medio de una inyecci6n intraperitoneal del - 

anestésico elegido; descubrir quirurgicamente la arte

ria car6tida separIndola completamente de todas las - 

estructuras a su alrededor, seccionar le nervio vago, 

Desplazar completamente el aire del man& metro por so- 

luci6n de heparina aplicada con una jeringa colocada - 

en la entrada B ( ver esquema). 

Insertar una cánula. en la arteria car&tida conectada - 

al man6metro por la entrada Ay manteniendo la llave - 

cerrada, para medir directamepte y tener un registra - 

constante de la presi6n sanguinea abrir la llave, si - 

la sangre tiende a coagularse, - agregar la cantidad ne

cesaria de soluci<5n de heparina. 

Descubrir quirurgicamente la vena femoral para facili- 

tar la inyecci6n íntravenpsa. 

Conectar el man&metro al quim&grafo e inspeccionar la

amblítud de los trazas del movimiento de oscilaci6n

y estabilidad relativa de la presi6n sanguinea. 
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Determinar la sensibilidad del animal a la histamina

por medio de inyecciones, en la vena femoral de la - 

soluci&n de referencia de histamina de concentracion

de 1. 0 mcg de histamina base por
nil, aplicar las in— 

yecciones a intervalos uniformes de tiempo de no me— 
nos de 5 min cada una, 

aplicar 0* 05, 0- 10 Y 0, 15 mc. - 

de histamina base por kg de peso
corporal, repetir - 

las inyecciones hacien . do caso omiso de las primeras

series de lecturas hasta que las caídas de presion- 

causadas por dosis de histamina sean
equivalentes v

relativamente uniformes, y la calda de presiin sa-n-- 

guinea causada con 0. 1 mcg de histamina base Dar . kg - 
de peso corporal no sea menor de 20 mm de mercurio. - 
Reemplazar la hístamina por la soluci6n muestra de -- 
concentraciin de 5 mg de rolitetraciclína por m1 e in
yectar 3 mg por kg de peso corporal en un lapso de
cinco min. Si hay baja significativa de la presi6n
sangulnea la dosis vuelve a repetirse después de al- 

ternar con una dosis de 0. 10 mcg de hisramina base
por kilogramo de peso corporal. 

Emplear diferentes

agujas y jeringas de tuberculina para inyectar la so- 
luci6n de histamina de referencia v la soluci3n del - 
antibi6tico. El anir,al puede ser utilizado hasta que - 

sus respuestas sean razonablemente estables a la his- 
camina. 

5. 12. 5- Interpretaci&n de resultados

El producto pasa la prueba de ausencia de sustancias
histaminosimiles si la baja de presiJn sanguinea obte

nida para 3. 0 mg de rolitetraciclina por kg de peso - 
corporal no es mayor que la obtenida con 0. 10 mcg de

histamina base por kg de peso corporal. 

AEP ! LND ICE
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6. 1 OBSERVACIONES

Los reactivos grado analitico empleados en los métO- 
dos de prueba cumplirán con las especificaciones mar
cadas por la Farmacopea Nacional de los Estados Un¡ - 
dos Mexicanos. 

La sustancia de referencia oficial será la aceptada - 
por la Secretaria de Salubridad y Asistencia.(

S. S. A.) 
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