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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 fisicas, qufmicas o bioldgicas o sus combina--
ciones, que satisfacen las hecesidades del uso a que-
estdn destinados. :

En la industria de la transformacién la calidad -
final del artfculo, es el producto de la calidad de -
cada uno de sus constituyentes. En la Industria Quimi
co Farmacetdtica es de vital importancia la calidad de
las materias primas que se emplean en la fabricacion-
de una forma farmacedtica 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 comparacién, para rectificar y ele
var la calidad. Se establecen, ademds; métodos de ---
prueba oficiales que deben aplicarse evitando asi la-
posibilidad de obtener discrepancias en los resulta--
dos. '

En este trabajo se presentan Anteproyectos de Nor
mas Oficiales Mexicanas para cinco antibidticos, per-
tenecientes al grupo de las tetraciclinas, de fabri--
cacién nacional; en las que se mencionan caracterfisti
‘cas y especificaciones, ademds de los métodos de pruge
ba.

La industria Qu{mico-Farmaceﬁtica consume gran --
variedad de materias primas, de las cuales las impor-
tadas constituyen un porcentaje elevado; esto debido-
entre otras causasi que no hay fabricacidn nacional,-
el precio del producto nacional es mds caro que el de

importacién y la calidad ofrecida por los fabricantes



nacionales no es la requerida por la Industria Farma
céutica. La Secretaria de Industria y Comercio cons--
ciente de estos problemas, trata de disminuir las im-
portaciones, superando la calidad por medio de la nor
malizacidén.

"La normalizacién contempla la realidad cientifi-
ca y tecnoldgica del pafs". Los anteproyectos presen-
tados en este trabajo contienen las especificaciones~
de las materias primas nacionales acordes con la tec-
nologfa, y son las mismas que los laboratorios fﬁrma—
céuticos requieren en la elaboracién de sus medica--
mentes. Al cumplir los fabricantes con esta calidad -
en sus materias primas los consumidores no tienen por
que seguir importando.

" La normalizacién surguié desde el momento mismo -
en que se present§ la necesidad de intercambiaf‘ideas
conocimientos y mercancias y fué preciso establecer -
reglas que permitieran este intercambio.

La md&xima autoridad en este sentido es la Organi-
zaeién Internacional de la Normalizacidn (1.s.0.) ha-
biendo en cada pafs un organismo encargado de esta --
tarea, en México, es la Direccidn General de Normas -
(D.G.N.), de la Secretarfa de Industria y Comercio---
(S.I.C.) quien desempefia tan importante funcidn.

La normalizacidn es el proceso de formular y apli
car reglas para un acercamiento metddico a una deter-
minada actividad en beneficio de los interezados y --
cén la cooperaci6n de los mismos y especialmente para
la promocién Sptima de la economia total, tomando en-
cuenta condiciones fundamentales y los requisitos de-
seguridad y se basa en los resultados de la ciencia -
1a tecnologfa 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 normalizacidén es el proceso de --
formulacidn y establecimiento de especificaciones, -
asf{ como la creacién de normas, siendo una norma un-

dato de referencia que resulta de una eleccidén colegc
tiva razonada que sirve de base a entendimientos en-



ia solucidén de problcmas repetitivos.,

Las normas precisan definiciones, caracterfsti--
cas, dimensiones, calidades, métodos de ensayo, re---
glas de empleo, etc. Estos elementos de normalizacidn
pueden formularse separadamente o combinados en una -
misma norma.

Productores, distribuidores, usuarios, oficinas-
péiblicas, organismos cientificos, técnicos, personali
dades calificadas, todos ellos concurren en la elabo-
racidn y aprobacién de una norma para que esta tenga-
sentido.

El proceso a seguir para la elaboracién 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 Normalizacidn la estu-
dia. Si el estudio es aprobado se incluye en el Plan-
de Normalizacidn 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 elaboracién del Anteproyegc
to de Norma Oficial, el cual después de un estudio---
EXHAUSTIVO si lo aprueba, lo envia en caralter 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 envia
das para su discusién 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 aprobacidn y publicacién en el Diario Oficial

de la Federacién.
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La normalizacidn ofrece innumerables ventajas a -
un gran nimero de sectores, entre ellos productores -
y consumidores, y en general a la economfa nacional-

Entre la ventajas mencionadas tenemos!

Para la produccidn: La planeacidn de produccidén -
de las materias primas hasta la terminacién del pro--
ducto, 15 eliminacidn de desperdicids, el movimiento-
de inventarios, el incremento del uso de métodos de -
produccién en gran escala yeabatimiento de costos.
Para el compradors: garant{as precisas de calidad, con
fianza seguridad e jntercambiabilidad, datos técnicos
accesibles antes dispersos y desconocidos y facilidad
para ordenar compras y reduccién de retrasos en los -
envios.

‘ Para la Economfa Nacionali Mejofamiénto de la pro
duccidn nacional, en lo que a h calidad y confianza --
repecté; mayor equilibrio entre la oferta y la deman-
da, reduccién de malos entendidos; reduccién de cos--
tos de distribucidén, establecimiento gradual de una -
guia para la préﬁtica industrial convenida nacional--
mente, argumentos de venta entre mercados internacio-

nales e incremento en la productividad nacional.,



ANTEPROYECTO DE NORMA OFICIAL MEXICANA

"OXITETRACICLINA"
DGN-39-4-III-1
1. GENERALIDADES
Antibidtico 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 compuesto quimico C 2H2h > 9.2H 0 con peso molecu-
lar de 496.48, con nombre qufmico de dihidrato de bee
(Dimetilamino)-1, 4, L4a, 5, 5a, 6, 11, 12a-octahidro-
3, 6, 10, 12, 12a-hexahidroxi-6-metil-1, 11-dioxo-2--
naftacenecarboxamida.

La ox1tetrac1c11na es un compuesto hidratado o anhi--
dro con aspecto de polvo cristalino de color amarillo,
inodoro, obscurece por exp051C16n a la luz solar in--

tensa y libre de materias extrpafas visibles.,

Férmula desarrolladas

1.2 ALCANCE
La presente norma se aplica a la oxitetraciclina esté

ril y no estéril.

1.3 Usos

En la fabricacién de medicamentos

2. CLASIFICACION



El producto objeto de esta norma se clasifica en dos

grados de calidadi

Grado A oxitetraciclina estéril

Grado B oxitetraciclina no estéril

3. ESPECIFICACIONES
3.1 DEL_PRODUCTO

La oxitetraciclina en sus dos

to de esta norma debe cumplir

nes indicadas en la tabla 1.

grados de calidad obje-

con las especificacio--

TABLA 1
}Caracter{stica Oxitetraciclina
Especificaciones
Grado A estéril| Grado B no estéril
Identificacidn Pasa la prueba Pasa la prueba

Potencia -en base

anhidra-

No menos de 900
mcg de oxitetra

ciclina por mg |

Poder rotatorio
iespecifico en -ba

No menos de 900

mcg de oxitetra

ciclina_ por mg

1.0 por ciento -

se anhidra- (solu o e -
cién &cida al 160 -188" a -200 -18%8 a -200
por ciento a 20 °C
v 589 nm)
pH (suspensién al »

ho 5" & Te 0 4.5 a 7.0

YA D)
;Agua (Karl Fischer)

No mis del 9.0
por ciento

No mds del 9.0
por ciento

Cristalinidad

Presenta birre
fringencia a -
la luz polari-
zada

Presenta birrge
fringencia a -
la luz polari-
zada

i
,
i
,

Absorban01a de luz-
‘en la regién del ul
trav1oleta a 353 nm
l-en base anhidra-

100 + 4,0 por-
ciento compara
da con una sus
tancia de refe
rencia

10Q + 4.0 por-
ciento compara
da con una sus
tancia de refe
rencia

Inocuidad

Pasa la prueba

Pasa la prueba |
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TABLA 1 (continda)

Esterilidad " | Pasa la prueba - . -
Pirdgenos Pasa la prueba | - X -
Sustancias histami- Pasa la prueba - . -
nosimiles

3.2 MARCADO

3.2.1 En el envase y empaque

En el exterior del empaque ¥ envase, debe aparecer --—
una etiqueta en caracteres legibles v redactados en -
espafiol los siguientes datost Sfmbolo del fabricante-
nombre del producto, grado de calidad (estéril, no es
téril), peso neto expresado en kilogramos o gramos, -
némero de lote, fecha de fabricacién 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 Garantfia cuando la Secretaria 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 cuyas caracteristicas sean tales-
que no reaccione con el producto y lo proteja de la -
luz, cerradas por separado y a su vez estas en cune--
tes de capacidad y material adecuédos para que resis-

tan su transporte y almacenamiento.

El producto estéril debe estar contenido en recipien-
tes estériles de aluminio o vidrio 4dmbar, hgrmética—-
mente cerrados, los recipientes deben abrirse en 4rea

estéril y bajo condiciones asépticas.



b4, MUESTREOQ
El muestreo se efectua de comin acuerdo entre el fa--
bricante y el comprador y a falta de este acuerdo se-

recomienda seguir el siguiente métodot

4.1 METODO DE MUESTREO PARA PRODUCTO TERMINADO

e ee———————————————————————————————————————————.

A GRANEL NO ESTERIL

4o1.1 Aparatos y equipo
Guantes de hule con superficies exteriores lisas

Muestreador de acero inoxidable, pulido de 1.27 cm de
didmetro 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 &mbar

Frascos 4dmpula de color &dmbar de 20 ml

h.1.2 " Manera de operar

Por medio del muestreador sacar producto de cada cu
fiete en tres puntos diferentes; dispuestos a + 120° -
uno de otro y a tres diferentes alturasvsegﬁn el es--

quema siguientes

<>

.

3

PLANTA SECCION

De cada envase_ tomar aproximadamente 30 g de producto
y ponerlos en bolsas de polietileno negro marcadas --

con el nimero del cufiete y el niimero del lote. Cerrar



los cufietes con un oportuno cierre de garantia

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

dad.

Esta muestra oficial .se dividird en dos partest una--=
destinada al archivo (cantidad aproximada 100 g) v la-
otra destinada al anélisis ambas envasadas en frascos
de vidrio de color 4mbar de 20 mlL (20 frascos conte--
niendo cada uno 1 g de producto) debidamente rotula--

dos y cerrados.

L.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 °c por un minimo de 20 -
min. '
Muestreador de acero inoxidable pulido, de 1.27 cm de
dfametro con ventanas por lo menos de una tercera par
te de la circunferencia; completo de tubo interior de
cierre, esterilizér en calor seco a 250 °¢ por un mi-

nimo de 1 h.

Frascos de vidrio de color Ambar, esterilizar en ca--

lor seco a 250 °¢c por un minimo de 1 h.
Frascos &ampula de color Ambar de 20 ml

Campana de flujo laminar o &rea estéril.

k,2.2 Manera de operar

~En—la-campana de flujo laminar o en el 4rea estéril -



realizar el procedimiento indicado en el punto h.1.2,

en forma aséptica.

4.3 CRITERIO DE ACEPTACION

El criterio de aceptacién es 100 por ciento.

5. METODOS_DE_PRUEBA

Los reactivos que se mencionan en todas las determina
ciones siguientes deben ser grado analftico (ver apen
dice) a menos que se mencioqg otra cosaj cuando se --
indique agua debe entenderse agua destilada y la sus-

tancia de referencia serd la oficial (ver apéndice).

5;1 PROCEDIMIENTO PARA LA IDENTIFICACION DE OXI-
TETRACICLINA
5.1.1" Aparatos y equipo

Equipo comin de laboratorio

5.1.2 Materiales y reactivos

Acido sulfiirico concentrado (95-98 por ciento p/P)

5.1.3 Procedimiento

Afiadir 2 ml de 4cido sulfidrico a 1 mg de muestra

5.1.4 Interpretacidn de resultados
Al agregar el 4cido sulffrico a la muestra se produce

color rojo brillante.

5.2 DETERMINACION DE POTENCIA .
5.2.1 METODO MICROBIOLOGICO (CILINDRO-PLACA)

Je2< sl Aparatos y equipo



Horno para esterilizar

Autoclave

Incubadora

Fotocolorimetro con filtro para 580 nm
Botella de Roux ;

Cajas Petri de 20 X 100 mm

Tapas de porcelana vidriadas por fuera para las cajas

Petri

Cilindros de acero inoxidable con didmetro exterior -
de 8 mm (+ 0.1 mm), didmetro interior de 6 mm (+ 0.1 -
mm) y altura de 10 mm (#.0.1 mm).

Escala graduada con décimas de mm o similar

Equipo comin de laboratorio

5:2.1.2 Materiales y reactivos

Sustancia de referencia de oxitetraciclina.

Solucién reguladora de fosfatos de pH 4.5, estéril -

(transferir 13.6 g de fosfato monopotdsico a un matrasz
aforado de 1000 ml disolver y aforar con aguaj; esteri

lizar en autoclave a 121 °c por un mfnimo de 20 min,-

si es necesario, ajustar el pH a L4.45 - 4.55 con solu

cidén 18.0 N de dcido fosfdrico o con solucién 10.0 --

N de hidréxido de potasio).

Solucidn 0.01 N de &cido clorhidrico,

Medio antibidtico No. I (agar nutritivo para mantener
al microorganismo de prueba); esterilizar en autocla-

ve a 121 °C por un minimo de 20 min.

Peptona —cememc—mmmme——mm———— === 6.0 g

Digerido pancredtico de casefna- 4.0 g



Extracto de levadura =—=-=—=—=====<= 3.0 g
Extracto de carne =—=-==========-= 1.5 g
. Dextrosa e m———————————= 1,0 &
Agar —-—=-—====—---s===oooosooosos 15.0 g
Agua destilada c.beps —=========" 1000.0 ml
después de la esterilizacién pH 6.5 a 6.6

Medio antibidtico No. II (agar nutritivo para la capa
de siembra y para la capa base): esterilizar en auto-

clave a 121 °c por un mfnimo de 20 min.

Extracto de carne —==-=== SRS 7 g
Peptona =-==--==-==m-—======oooos 6.0 g
Extracto de levadura -========-=< 3.0 g
Agar =-—==--=e-——-—s—ocososossoss 15.0 g
Agua destilada Cebepe—m—==—====== 1000.0 ml
después de la esterilizacién , pH de 5.8 a 6.0

Cepa.de Bacillus cereus vare mycoides (ATCC 11778)

Solucién salina estéril (transferir 9.0 g de cloruro-
de sodio a un matraz aforado de 1000 ml, disolver y -
aforar con agua; esterilizar en autoclave a 121 % -

por un mfnimo de 20 min).

5¢2+1.3 Preparacién de la solucidn de rerefencia

Transferir a un matraz aforado de 1000 ml una canti--
dad exactamente pésada de sustancia de referencia de-
oxitetraciclina equivalente a 100 mg de oxitetracicli
na, disolver vy aforar con solucién 0,01 N de &cido -
clorhfdrico (concentracién estimada de 0.1 mg por ml)
Mantener esta solucidn primaria bajo refrigeracién en
un matraz con tapén de vidrio esmerilado, desechar es

ta solucién después de una semana.

£1 dfa de la prueba transferir 10.0 ml de la solucién
anterior a un matraz aforado de 100 ml y aforar con -

soluncidn 0.01 N de &cido clorhidrico (concentracibn-



estimada de 10 mcg por ml).

5.2.1.4 ~Preparacién del microoorganismo de prueba

El microorganismo de prueba es Bacillus cereus var. -
mycoides (ATCC 11778), mantener al microorganismo de-
prueba sobre medio antibidtico No. I en tubos con 10-
ml de medio inclinado. Lavar 21 desarrollo de un tubo
con 3 ml de solucién salina estéril. Pasar esta sus--
pensién de microorganismos a una botella de Roux que-
contenga 300 ml de medio antibidtico No. I3 extender
la suspensidén-en toda la superficie del medio con ayu
da de perlas de vidrio estériles., Incubar ﬁor una se-
mana a 37 OC, lavar el crecimiento resultante con 50-
ml de solucién salina estéril pasar la suspensién den
tro de un matraz erlenmeyer con tapén de vidrio esme-
rilado. Calentar con agitacién esta suspensidén por 30
min a 70 °c, lavar tres veces con solucidén salina es-
téril y‘centrigugar entre cada lavado calentand> en -
jgual forma. Resuspender en 50 ml de solucidn s :lina-
estéril, .esta suspensién de esporas puede ser ( nser-

vada bajo refrigeracién por 1 mes.

Hacer placas de prueba para determinar la cani  ad de
suspensién que hay que agregar a 100 ml de med: anti-
bidtico No. II (generalmente 0.1 ml ) para oht er --
zonas de inhibicién claras y definidas de tamzx  aprgo
piado que deberdn aparecer despues de la incub cién --
con la solucidén de referencia de concentracién de 1.0

mcg por ml,

5.2.1.5 Preparacién de las placas'

Preparar las placas el mismo did que se van a usar, -
afadir 21 ml de medio antibidtico No, ITI en cajas Pe#+
tri de 20 X 100 mm, extendef el medio uniformemente y

dejar solidificar, fundir la cantidad necesaria de me
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dio antibidtico No. II, enfriar a 48 % y afiadir la -
cantidad necesaria apropiada de suspensién de Bacillus
cereus var. mycoides, segiin las experiencias de la --
preparacién del microorganismo de prueba, y mezclar -
para obtener una suspensidn homogénea. Anadir a cada-
caja Petri 4 ml de este medio inoculadd 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 60° uno de otro sobre y radio de 2.8 cm.

5.2.1.6 Preparacién de’la curva de referencia
El dfa de la prueba preparar las siguientes diluciones
a partir de la solucidn primaria de 10 mcg por ml, --
preparada como se indica en 5.2.1.3 usando solucién -
réguladora 0.1 M de fosfdtos de pH 4.5.
6.4 mlL a 100 ml (0.64 mcg por ml)
8.0 ml a 100 ml (0.80 mcg por ml)
10.0 ml a 100 ml (1.00 mcg por ml)
12.5 ml a 100 ml (1.25 mcg por ml)
“15.6 ml a 100 mi (1.56 mcg por ml)

usar U4 series de 3 cajas Petri cada una.

Serie 1 : llenar ﬁ cilindros alternados de cada caja-

con dilucién de referencia de 0.64 mcg por ml,

Serie 21 llenar 3 cilindros alternados de cada caja -

con dilucidn de referencia de 0.80 mcg por ml.

Serie 3t llenar 3 cilindros alternados de cada caja -

con dilucién de referencia de 1.25 mcg por ml.

Serie 4i llenar 3 cilindros alternados de cada caja -

con dilucidn de referencia de 1.56 mcg por ml.

Llenar los tres cilindros restantes de todas y cada -



una de las cajas con dilucién de referencia de 1.0 --

mcg por ml.

Incubar las placas durante 16 - 18 h a 30 oC y medir-
los didmetros de inhibicién de las placas, obtener el
promedio de las 36 lecturas de la dilucidén de referen
cia de 1.0 mcg por ml y el promedio de ias 9 lecturas
de cada dilucidén de referencia. Corregir las lecturas
de cada una de las series 1, 2, 3 y 4 aumentando o --
disminuyendo la misma diferenciar que .exista entre el-
promedio de las 36 lecturas de la dilucidén de 1.0 mcg
por ml y el promedio de las 9 lecturas de la misma di

lucidn en cada serie, por ejemplo:

Para corregir el punto de concentracién 0,8 mcg por -
ml; si el promedio de las 36 lecturas de la dilucién
de referencia de 1.0 mcg por ml fué de 20 mm y el pro
medio de las lecturas para el conjunto de estas tres-
placas de 1.0 mcg por ml fué de 19.8 mm, la correccn
serf de + 0,2 mm. Si el promedio de las lecturas de -
0.8 mcg por ml de las tres placas fué de 19 mm, el va

lor corregido deberd ser de 19.2 mm.

Graficar los difmetros corregidosincluyendo el prome-
dio de las 36 lecturas de 1,0 mcg por ml sobre papel-
semilogar{tmico de 2 ciclos colcando la concentraaidén
del antibidtico en ﬁcg por ml, en las ordenadas (esca
la logaritmica) y el didmetro de las zonas de inhibi-

cién en las abscisas (escala aritmética).

La curva de referencia se traza uniendo los valores -
miximo y mfnimo calculdndolos por medio de las ecua--

ciones siguientess

3a + 2b + ¢ - e K A gl s .2
B = S 5

Dondet
8 = Didmetro de la zona de inhibicién calculado para-



1a concentracién mids baja de la curva

A = Diadmetro de la zona de inhibicién calculado para-

la concentracién mids alta de la curva.

¢ = Didmetro promedio de las 36 lecturas de 1.0 mcg -

por ml.

a, b, d y e = Valores promedioc corregidos de las solu
ciones de referencia de concentracién de 0.64, 0.80 -

1.25 y 1.56 mcg por ml respectivamente.

5:2.1.7 Procedimiento

Preparar la solucién problema en la misma forma que -
1a solucidn de referencia (5.2.1.3) haciendo al final
otra dilucidén de 10.0 ml a 100 ml con la misma solu--
cién reguladora, para obtener una concentracidén esti-

mada de 1.0 mcg por ml de oxitetraciclina base.

Usar tres placas como se indica en 5.2.%t.5 llenar --
tres cilindros de cada caja con 1a dilucidn de refe-
rencia de concentracién de 1.0 mcg por ml y tres ci-
lindros con solucién muestra alternando la solucién -
muestra con la de referencia. Incubar las placas, in-
cluyendo aquellas que contienen la curva de referen--
cia a 30 °c al abrigo de la luz por 16 - 18 h vy medir
el didmetro de las zonas de inhibicién. Sacar el pro-
medio de las lecturas de la solucién de referencia y-
el de las lecturas de la solucién problema. Si el pro
médio del problema tiene un valor mayor que el prome-
dio del de referencia, agregar la diferencia al promge
dio del didmetro de la solucién de 1.0 mcg por ml en-
1a curva de referencia. Si el probiema da un valor me
nor que el promedio del de referencia, restar la dife
rencia al didmetro de la solucién de 1.0 mcg por ml = .
en la curva de referencia. iLeer en la curva la conceg.

tracidn correspondiente a estos valores corregidos de
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las zonas, multiplicar la concentracién por el factor
de dilucién apropiado para obtener el contenido del -

antibitico en la muestra.

56242 METODO MICROBIOLOGICO (TURBIDIMETRICO)

5.2,2.1 Aparatos y equipo
Fotocolorimetro con filtro para 580 nm

Horno para esterilizar
Autoclave
Botellas de Roux

Aparato para bafio de agua provisto de control termostd
tico i
Tubos de 16 X 125 mm ( dimensiones exteriores)

Eqﬁipo comin de laboratorio

5.2.2.2 Materiales y reactivos

Sustancia de referencia de oxitetraciclina
Cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 6538P)

Medio antibiético No. III (caldo nutritivo); esterili

zar en autoclave a 121 %¢ por un minimo de 20 min.

Peptona e mmmmmemmm——mm—m—=== 5.0 g
Extracto de levadura  —=====7777 1.5 &
Extracto de carne ———=—=====sSomeT 1.5 g
Cloruro de s0dio ——========="""7"% 3.5 g
Dextrosa  =—=—=———====-=-TToTTTT 1.0 g
Fosfato dipotdsico -——=——==-""77"" 3.68 g
Fosfato monopotdsico --=======""7 1:32 g
Agua destilada Cebspo =m===———=== 1000.0 ml

despuds de la esterilizacién pH 7.0
Medio antibidtico I y II descritos en 5.2.1.2

Solucién salina estéril (transferir 9,0 g de cloruro =

de sodio a un matraz aforado de 1000 ml, disolver y -
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G o
aforar con agua, esterilizar en autoclave a 121 C por

un mfnimo de 20 min).
Solucién al 12.0 por ciento de formaldehido.

Solucidn reguladora 0.1 M de fosfatos de pH 4.5 esté~
ril (transferir 13.6 g de fosfato monopotdsico a un -
matraz aforado de 1000 ml, disolver y aforar con agus
esterilizar en autoclave a 12t 0¢C por un mfnimo de 20
min; ajustar el pH de 4.45 a 4.55 si es necesario, --
con solucién 18.0 N de &cido fosfdrico o con solucidén

10,0 N de hidréxido de potasio).

52 e e Preparacién de la solucidn de referencia

Transferir a un matraz aforado de 1000 ml una canti-
dad exactamente pesada de sustancia de referencia de
oxitetraciclina, disolver ¥y aforar con solucién 0.1 N
de 4cido clorhfdrico (concentracién estimada de 0,1 -

mg de oxitetraciclina por ml).

Mantener esta solucién primaria bajo refrigeracidn en
un matraz con tapén de vidrio esmerilidado, desechar-

1a solucidn después de una semana.

El dfa de la prueba transferir 10,0 ml de la solucidn
anterior a un matraz aforado de 1000 ml, aforar con -
solucidn 0.1 N de 4cido clorhidrico (concentracién --

estimada de 1.0 mcg de oxitetraciclina por ml).

5.2,2.0 Preparacién del microorganismo de prueba

Cultivar la cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 6538P)

en tubos con 10 ml de medio antibidtico No, I inclina
do, incubdndolos a 32 - 35 °c durante 24 h. Lavar el-
desarrollo de un tubo con 3 ml de solucidén salina es
t&ril., Pasar esta suspensidn de microorganismos a una
botella dg¢ Roux que contenga 300 ml de medio antibid-
tico No., I . Extender la suspensién con ayuda de per-

1as de vidrio. esteriles, incubar por 24 horas de 32
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a 35 %c: 1avar el crecimiento de la superficie del --
agar con 50 ml de solucidn salina estéril. Diluir es-
ta suspensi6n.con solucién salina estéril de tal mang
ra que de ella se obtenga una transmitancia del 25 --
por ciento en un fotocolorfmetro a 580 nm. Generalmen
te 1120 Guardar esta suspehsiGn primaria bajo refrige

racidn por una semana.

Para la inoculacién diaria usar aproximadamente 3 ml
de suspensién primaria para.cada 1000 ml de medio an-

tibidtico No. III.

5.,2,2.5 Preparacién de la solucién prablema

Transferir a un matraz aforado de 1000 ml una canti--
dad exactamente pesada de muestra de oxitetraciclina-
equivalente a 240 mg, disolver con solucién 0.1 N de-
4cido clorhfdrico (concentracién estimada de 0.2h mg -
por mi). Transferir 1.0 ml de la solucidn anterior a-
un matraz aforado de 1000 ml aforar con solucidén regu
ladora 0.1 M de fosfatos de pH 4.5 (concentraci&n es-

timada de 0.24 mcg por ml)e

5.2.2.6 Preparacién de los tubos
Preparar seis series de tres tubos cada una y marcar-

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

5¢2.2.7 Preparacién de la curva de referencia
Preparar las siguientes diluciones a partir de la so-
lucidn de referencia de concentracidén de 1.0 mcg por-
ml, usando solucién reguladora 0.1-M de fosfatos de -
pH 4.5

14,6 ml a 100 mi (0.146 mcg por ml)

18.7 ml a 100 ml (0.187 mcg por-ml)

24.0 mlL a 100 m1 (0.240 mcg por ml)
30.8 ml a 100 ml (0.308 mcg por ml)
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39.5 ml a 100 ml (0.395 mcg por ml)
Usar 5 series de tres tubos cada una y proceder como
siguet
Serie 1 ; Agregar a cada tubo 1.0 ml de la dilucién-

de referencia de 0.146 mcg por ml.

Serie 2 1+ Agregar a cada tubo 1.0 ml de la dilucidn-

de referencia de 0,187 mcg por ml.

Serie 3 1 Agregar a cada tubo 1,0 ml de la dilucién-
de referencia de 0,240 mcg por ml.

Serie 4 1 Agregar a cada ‘tubo 1,0 ml de la dilucién-

de referencia de 0,308 mcg por ml.

Serie 5 1 Agregar a cada tubo 1.0 ml de la dilucién-

de referencia de 0,395 mcg por ml.

Una vez que se ha agregado la solucién de referencia
a los tubos, afiadir 9.0 ml de medio antibiético No.-
III inoculado, inmediatamente después colocarlos en--
un bafio de agua a 37 °C por un perfodo de 3 a 4 horas

Al termino de este perfodo sacar los tubos del bafio y
agregar a cada uno de ellos 0.5 ml de solucién al 12-

por ciento de formaldehido.

Como paso siguiente leer las absorbancias de cada tu-
bo en un fotocolorfmetro, a una longitud de onda de -
530 nm, usar como blanco, para ajustar el aparato, --
una solucién formada por 9.0 ml de medio antibidtico-
No. III no inoculado mds 0.5 ml de solucidn al 12 por
ciento de formaldehfdo y 1.0 ml de solucién regulado-

ra 0.1 M de fosfatos de pH 4.5.

Sacar el promedio de las absorbancias obtenidas ﬁe los
tubos de cada serie y graficarlos en papel semiloga--
ritmico de 2 ciclos, colocar la concentracién del an-
tibidtico ¢n mocg en las ordenadas (escala logaritmica)

y las absorbancias en las abscisas (escala aritmétical
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La curva de referencia se traza uniendo los valores-
miximo y minimo, calculadas por medio de las ecuacig

nes siguientess

jJa + 2b + ¢ - € F jJe + 2d + ¢ - &
5 - 5

B =

Dondes :

B = Valor de la absorbancia calculada p;r la concen-
tracién mds bajo de la curva.

A = Valor de la absorbancia calculada para la concen-

tracién m4s alta de la curva,

a, b, ¢, d y e = Valores promedio de las absorbancias
de las soluciones de referencia de concentracién de -
0.146, 0.187, 0.240, 0.308 y 0.395 mcg por ml respec-

tivamente.

5.2.2.8 Procedimiento

A la se:ie marcada como No. 6, afiadir a cada tubo 1.0
ml de solucidén problema de concentracién de 0,240 mcg
por mlL y 9.0 ml de medio antibiético No. III inocula
do v proceder con ellos de igual forma que con los -

tubos de las otras cinco series.

Despuss de la adicidn del formadehido a los tubos, -=
leer las absorbancias en un fotocolorimetro a una lon
gitud de onda de 530 nm usando como blanco, para ajus-
tar el aparato, una solucidn formada por 9.0 ml de me
dio antibiético No., III no inoculado m4s 0.5 ml de so
lucidn al 12 por ciento de formadehfdo y 1.0 ml de so
lucidn reguladora O.1 M de fosfatos de pH 4.5

Sacar el promedio de las absorbancias obtenidas. Leer
en la curva la concentracién correspondiente al prome
dio de las absorbancias de los tubos problema. Multi-
plicar la concentracién por el factor de dilucién --- =
apropiado para obtener el contenido del antibiético -

en la muestrae.
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5.2.3 METODO QUIMICO (ESPECTROFOTOMETRICO)

5¢2¢3.1 Aparatos y equipo
Espectrofotémetro

Potencidmetro

Equipo comiin de laboratorio

5¢2.3.2 Materiales y reactivos
Solucidn 0.01 N de &cido clor hi drico
Solucidn 0.1 N de 4cide clorhidrico

Solucién primaria de cloruro férrico (pesar'cuidado-
samente, porque es muy higroscépico, 5 g de cloruro -
férrico hexahidratado dentro de un vaso de 100 ml y-
afadir 10 ml de solucién 1.0 N de &cido clorhidrico,
agiéar hasta disolver, transferir cuantitativamente -
a un matraz aforado dmbar de 50 ml, con tapén de vi--

drio y aforar con agua).

Reactivo de cloruro férrico (transferir 10.0 ml de la
solucién primaria de cloruro férrico a un matraz afo-
rado de 2 1, afiadir 20 ml de solucién 1.0 N de 4cido-
clorhidrico, aforar con agua, ajustar el pH entre 2.0

a 2.1).

Sustancia de referencia de oxitetraciclina.

5¢2s3¢3 Preparacidn de la solucidén de referencia

Transferir a un matraz aforado de 250 ml una cantidad
exactamente pesada de sustancia de referencia de oxi-
tetraciclina, disolver con 25 ml de solucién 0.1 N de
4cido clorhfdrico y aforar con agua destilada. Guar--
dar la solucién en un frasco con tapén de vidrio esme

rilado bajo refrigeracidn, desechar después de 1 sema

na.
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5.2.3.4 Preparacién de la solucién problema
La solucidn problema se prepara de la misma forma que

1a solucién de referencia.

5.2.3.4- Procedimiento

Colocar dentro de los tubos de prueba y"por separado-
10.0 ml de solucidn de referencia y 10,0 ml de solu--
cién problema, a cada tubo afiadir 10.0 ml de reactivo
de cloruro férrico, mezclar y dejar en reposo 15 min-
Determinar la absorbancia de cada solucidén en un espec
trofotdmetro a 490 nm, ajustar el aparato usando un:.&
blanco preparado con 10.0 ml de solucién 0.01 N de --
4cido clorhfdrico y 10.0 ml de reactivo de cloruro --

férrico.

502.306 O Cﬁlculos
Determinar la cantidad de mcg de oxitetraciclina por

mg de muestra por medio de la siguiente ecuaciént

. g5t _ Am X X F X 100
mcg de oxitetraciclina por mg = Ap X Pm X (100-h

Dondes

Am = Absorbancia de la muestra

Pp = Peso de la sustancia de referencia éxpresada en-
mg

F = Potencia de la sustancia de referencia expresada-
en mcg por mg

Ap = Absorbancia de la solucién de referencia

Pm = Peso de la muestra expresada en’'mg

h = Porcentaje de agua en la muestra

5.3 DETERMINACION DEL PORER ROTATORIO ESPECIFICO

5+3+2 Aparatos y equipo
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Polarimetro con precisién de % 0.1°, luz de sodio y-

filtro para 589.3 nm.

Equipo comin de laboratorio

5¢3.2 Materiales y reactivos
Solucidén 0.1 N de &cido clarhidrico

5.3.3 Procedimiento?

Pesar con exactitud alrededor de 500 mg de muestra, -
anhidra o hidratada, equivalente a 500 mg de oxitetra
ciclina, transferirlos a un matraz aforado de 100 ml-
disolver y aforar con soluc16n 0.1 N de &cido clorhf-

drico, realizar el aforo a 20 °c.

Determlnar el pocger rotatorio especifico de esta solu
cién a 20 °c, tomar cinco lecturas de la solucién, =--
calcular el promedio de estas lecturas (a). Tomar cin
co lecturas del disolvente empleado para disolver la-

muestra y calcular el promedio de las lecturas (a )e

5.3.4 " C4lculos

Calcular el poder rotatorio especifico de la muestrs:

en base anhidra, por medio de la siguiente ecuaciéni

(a- ao) X A X 100

P.R.E. =
L X P X (100 - h )
Donde:s
P.R.E. = Poder rotatorio especifico de la muestra en-

' base anhidra

a = Promedio de las cinco lecturas observadas de la -

solucidén problema

a = Promedio de las cinco lecturas observadas para -

el disolvente
A = Volumen al que se aford la muestra pesada

L = Longitud del tubo polarimétrico, expresado en dm
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h = Por ciento de agua en la muestra

5.4 'DETERMINACION DE pH
S.b.1 Aparatos y equipo

Potenciémetro equipado con un electrodo-de vidrio sen
sible a la actividad del ién hidrégeno, y uno de calg

mel que es el de referencia.

Equipo comiin de laboratorio.

5.4.2 Materiales y reactivos

Solucidn reguladora 0.2 M de biftalato neutralizado de
pH 4.81 mezclar en un matraz aforado de 200 mi, 50.0 -
ml exactamente medidos, de solucidén O. 2 M de biftalato
de potasio ( 40.846 g de biftalato de potasio para ha-
cer 1000 ml de solucién con agua) y 16.5 ml de solu---
cidn 0.2 M de hidréxido de sodio valorada, ¥y aforar --

con agua.

Soluciédn reguladora 0.2 M de fosfato de pH 6.8: mezes:s
clar en un matraz aforado de 200 ml, 50.0 ml exactamen
te medidos, de solucidn 0.2 M de fosfato monobédsico -
de potasio (27.218 g de fosfato monobdsico de potasio
para hacer 1000 ml de solucidén aon agua) y 22. 4 ml de
solucidn 0.2 M de hidréxido de sodio valorada y afo--

rar con agua.

5.4.3 Procedimiento
Transferir 50.0 mg de muestra, exactamente pesados, a

un matraz aforado de 50 ml, mezclar y aforar con agua

Realizar las determinaciones de pH de las soluciones-

a una temperatura de 25 % 2.0 %

Calibrar el potencidmetro ajustdndolo con las solucio

nes reguladoras de pH 4.8 y 6.8, como paso sigukente-



medir el pH de la suspensién problema dos o mds veces

hasta que no haya variacidn.

Entre cada determinacién tener la precaucién de lavar
los electrodos con la solucidn a la que se le va a de

terminar el pH y desechar los lavados.

5.5 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE AGUA - METODO
DE KARL FISCHER

56501 Aparatos y equipo

Aparato que permita la apropiada exclusién de la hu-
medad atmosférica y la determinacidn del punto final-
Comprende por lo general un sistema cerrado, consti--
tuido por buretas autom&ticas y un vaso de titulacién
con cubierta hermética, provisto de dos electrodos de

platino y un agitador magnético.

Equipo comin de laboratorio.

5¢5¢2 Materiales y reactivos

Reactivo de Karl Fischer (a una solucién que conten-
ga 670 ml de metanol y 170 ml de piridina agregar 125
g de yodo e infriar. 2n una probeta graduada de 250 -
ml transferir 100 ml de piridina y mantenerla en baifio
de hielo, burbujear didxido de azufre seco hasta que-
el volumen llegue a 200 ml. Lentamente y agitando se-
agrega esta solucidn a la mezcla de yodo enfriada. --
Agitar bien para disolver el yodo, pasar la solucibn-
al frasco del aparato y dejar en reposo durante la -

noche anterior a la valoracién.

Un ml de esta solucidn recientemente preparada equiva
le aproximadamente 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 usoO. Guardar el resto

del reactivo preparado en un recipiente color dmbar -
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con tapén de vidrio, protegido de la luz y bajo re=--
frigeracién. Tambien se puede emplear una solucién -

estabilizada del reactivo disponible comercialmente-~
Tartrato de sodio

Metanol

5¢5¢3 Normalizacién del reactivo de Karl Fischer
Colocar 36 ml de metanol en el vaso de titulacién y -
afiadir suficiente reactivo de Karl Fischer para ohte-
ner el punto final caracterfstico. Afiadir rdpidamente
de 150 a 350 mg de tartrato de sodio pesados con exac

titud y titular hasta el punto final,

Por la férmula siguiente se-obtiene el factor F de --
equivalencia del agua, expresado en mg de agua por ml

de reactivo.
_ 0.1566 X P
B v

Dondes
F = Factor de equivalencia del agua, expresado en mg-

de agua por ml de reactivo.

P = Peso del tartrato de sodio expresado en mg

\'4 Volumen empleado del reactivo de Karl Fischer
5.5.4 Procedimiento

Afiadir 25 ml de metanol al vaso de titulacién 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 cdlculos.

Pesar exactamente alrededor de 300 mg de wmuestra, v -

transferir rdpidamente al vaso de titulacién.

Agitar vigorosamente y titular de nuevo con reactivo-

de Karl Fischer hasta obtener el punto final.
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5¢5. 5 Céculos
Determinar el por ciento de agua en la muestra por la

siguiente ecuacidni

VX F X 100
P

P.C.A., =
Dondes
P.C.A. = Por ciento de agua en la muestra
V = Volumen del reactivo empleado
F

P

Factor de equivalencia del agua

-
Peso de la muestra expresado en mg

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 en-

tre la platina y el condensador)

Equipo comin de laboratorio

5¢642 Materiales y reactivos

Aceite mineral

56003 Procedimiento

Mezclar en un porta-objetos una pequefia 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 Interpretacién de resultados

Los cristales de oxitetraciclina, muestran partficulas
en las cuales se observa el fendmeno de bi;refringen—
cia y posiciones de extincidn 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

5071 Aparatos y equipo
Espectrofotémetro

Equipo comiin de laboratorio.

SeTa2 Materiales y reactivos
Solucidn 0.1 N de &cido clorhidrico

Sustancia de referencia de oxitetraciclina

S Te3 Procedimiento

Transferir 50 mg de muestra y de sustancia de referen
cia por separade a un matraz aforado de 250 ml disol-
ver y aforar con solucién 0.1 N de &cido clorhidrico-
transferir ﬁna alfcuota de 10.0 ml a un matraz afora-
do de 100 ml y aforar con solucién 0.1 N de 4cido ---
clorhfdrico. Determinar la absorbancia a 353 nm de --
las soluciones muestra y de referencia usando como -
blanco, para ajustar el aparato, solucién 0.1 N de --

4cido clorhidrico.

5.7 4 Cc4culos
Determinar el porcentaje relativo de absorbancia, en-

base anhidra, por medio de la siguiente ecuaciéni

_ Am X Pp X F X 10
P.C.A. = 307X Pm X (100-h)

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

anhidra, de la muestra
Am = Absorbancia de la muestra i%mw
Pp = Peso de la sustancia de referencia expresada en

mg



- 26 =

F = Potencia de la sustancia de referencia expresada

en mcg por mg

Ap = Absorbancia de la sustancia de referencia
Pm = 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 Jjeringas estériles (esterilizar en calor se-

co a 250 °Cc por un mfnimo de 1 h)

Equipo comtéin 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 (estefilizar en autoclave a -

121 %c por un minimo de 20 min)

Solucién 0.1 N de &cido clorhidrico

5¢8.3 Procedimiento

Inyectar intravenosamente a 5 ratones 0.5 ml de solu-
cidn muestra de concentracidén de 2 mg por ml (trans--
ferir 100 mg de muestfa a un matraz aforado de 50 ml-
disolver con 5 ml de solucidén 0.1 N de 4cido clorhfi--
drico y aforar con agua destilada estéril). La inyec-
cidn deberd hacerse a una velocidad de 0.05 ml por sg

gundo; observar a los ratones durante un periodo de -

48 horas.

5.8.4 Interpretacién de resultados
Si ningin animal muere en el periodo de obsgrvacién -

de 48 horas la muestra pasa la prueba, Si uno o mids -



N

animales muere dentro de las 48 horas repetir la prug
ba usando 10 ratones con peso de 20 g (+ 0.5 g) cada-
uno. La muestra pasa la prueba si el néimero total de-
animales muertos detro de las 48 horas no es mayor --
del 10 por ciento del nimero total de animales proba-

dos, incluyendo la prueba original.

5.9 PRUEBA DE ESTERILIDAD

5:9.1 Aparatos y equipo
Equipo de filtros membrana para la prueba de esterili

dad de 3 6 6 unidades

Membrams filtrantes de 0.45 + 0.02 micras
Campana de flujo laminar

Autoclave

Potenciémetro

Tubos para cultivo con tapa

Cortadores y pinzas para membrana

Equipo cemin. de laboratorio

5942 Materiales y reactivos

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

o

Solucién de peptona, esteriZar en autoclave a 121 C

por un minimo de 20 min (disolver 1.0 g de peptona -
en suficiente agua, afiadir 1.0 ml 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 solucidn 2.0 N de hidréxido-

de sodio o solucidn 2.0 N de &cido clorhfdrico).

Medio de soya y digerido de caseina (BBL 11768; Difco
037-01-1)
Agar micolégico (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 filtracién de 3 § 6 unidades con -
sus filtros membrana y filtros hidréfobicos segin ---
instrucciones del fabricante y prepararlo para su es

terilizacién.,

Esterilizar en autoclave todo el equipo a 121 ° de-
20 a no mis de 45 min, EL TIEMPO Y LA TEMPERATURA SON
CRITICOS. Los filtros membrana pueden ser esteriliza-
dos aparte pero da mejor resultado y men;r riesgo de-

contaminacidn si se esterilizan ya en la unidad.

Los cortadores y pinzas deben se esterilizados en ca-

lor seco a 250 °C por un mfnimo de 1 h.

Preparar v 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 traba jar.

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 ml que contenga 200 ml de soluciGp de peptona
esterilizada y a temperatura ambiente disolver la ---

muestra agitando hasta disolucién total.

Empezar a filtrar asépticamente usando un filtro como
testigo. Si la filtrac¢idén se dificulta o es muy lenta
se debe disolver la muestra en 400 ml de solucién 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 didmétro, transferir la parte central de -

la membrana cortada dentro de un tubo que contenga me
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dio fldido de tioglicolato, colocar la parte exterior
dentro de un tubo que contenga medio de soya y digeri

do de casefna. Repetir esto con el testigo.

Durante lﬁ prueba exponer una caja Petri con agar mi-
coldgico y otra con agar soya tripticasa, incubar du-
rante un periodo de 4 dfas y observar su crecimiento-
para tener la seguridad de que el JZrea donde se efec-
tué la prueba fué una 4rea estéril.

Incubar los tubos con medio fluido de tioglicolato --=
por 7 dfas a 30 - 32 9¢ (medio para bacterias) y los-
tubos con medio de soya ¥y digerido de caseina a 22 --

25 °Cc por 7 dfas (medio para hongos)

5.9.4 " Interpretacién de resultad&s

Se dice que el lote o muestra pasa la prueba si des--
pués de 7 dias de jincubacién en ningin tubo aparece -.
crecimiento.

Si se observa crecimiento, deberi 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 crecimiento la muestra no =

pasa la prueba.

5.10 PRUEBA _DE PIROGENOS
5.10.1 Aparatos y equipo

Termémetro y agujas libres de pirégenos (esterilizar-

en calor seco a 250 °c por un mfnimo de 1 h)

5.10.2 Materiales y reactivos

Conejos no albinos sanos y adultos, con peso no menor

de 1500 g, 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 antibidticos.



Area de alojamiento de temperatura de 23 + 1.5 % hu
nedadrehhvadeso-k 10 por ciento y libre de per-
turbaciones gque facilmente los pnedal exitar.

Mantener a los conejos en esta 4rea en forma indivi-
dual. '

Un animal que no se ha usado anteriorménte em la ———
ptumwmw‘@smmmdehﬁmhjo
hscom!icimamtuiwes.ﬁmlumpmhma-
uesd{asmmmndetmimci&mmjolascmicig
nes o@ceirimhsmelpz-e‘dimimm. omitiendo la -
imedh.sidaﬁmlmmamﬁdncmimneg_
ta mmmwumMmmlzp-
mdém&smmmmmmﬁ.simm
hmmdmnm.'

mmnusmimlwmﬂimmaS@mmsenmssi
Agmde&ﬁlmhest&il «miﬁmamdmealén
°cpwmuu£mimﬁewmim)).

5.10.3  Procedimiento
Reahmhpmuﬂnmmirndmﬂehsmﬁmleses
ten alojados en las condiciones ambientales menciona-—
das. m«niadiehpmmahmmmmmdoelmmwoa
losmmlesqpamammsmhmde—
terminada, emhhabnﬁmisﬁrui&mdhagm.

thmmwammmndemmimn,m

min antes de imiciar la prueba, por la insercifn del—
termﬁmhmmelmtndielmﬁmlapmwmnﬂim-
de no menos de 7.5 cm manteniendalo el tiempo suficiem
tepamalmnrhminmtanm@mmﬁf@rmh a-
qmell@smmﬂmmmmmmmmmﬂmsedmeg
mds de 1.0 % de cada una de las otras lecturas y no-
sememingxﬁmmimlmmtmammmm—
de 39.8 “C.



La temperatura comtrol Fégistrada para cada comejo -

constihxyeﬂfaﬁéfaturaaparﬁrdelamlseca}_

cula cualquier elevacidn subsecuente d la inyeccidm -
del material de prueba. Preparar uma solucifn eom uma
concentracién de 5 mg por ml de oxitetraciclina (. -
transferir 50 mg de mestra a umn matraz aforade de 10
ml, disolver com 2.5 ml de solucidm 0.1 N de &cido ——
clorhfdrico, y aforar con agua destilada estéril), 30
nindespuésdelmbertmdnhtmtutumttol, -
inyectar un ml de 1a solucida amterior por kg de peso
corporal, la imyeccifn deberf hacerse em um lapse de -
um momuibo, porhvmmtgimldehmjadem-
uno de los tres comejos, halbiendo cal entado p:mm
te la solucidm a imyectar a J7 P¢: llevar um registro
de lastutpuam-sal. Zyjnmmdspmﬁsdeh——
inyeccidm. -

5.10.4 Interpretacifm de resultados

3i los comejos mo muestram um Iimcrememto Imdii widnal —

de temperatura de 0.6 °C o mfs de su respectiva tem—

pmtmmmlysxhsmdelosttsmmm
de temperatura mo excede de 1.0 Chmmasttapaala

prueba.

Si umo o dos conejos muestrem uma elevacifm de tem—
peratura de 0.6 %% 0 mis; © si la suma de los imcre-—
mtosdetenperamamuledelmﬂt erpetnrh——
pmebaus.nﬂo-ﬁms.&mm&sdetresde]ms——
ocho conejos mumesitram imcrenemtos imdividuales de tem
peratura de Q.6 Comﬁsysnhsnmdeesnselewa-—
ciones de temperatuvra mo excede de 3.7 «:, la mues—

tra pasa la prueba.

5-11
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5.11.1 Aparatos y equipo
Quimégrafo

Jeringas y agujas para tuberculina, esterilizar en -

calor seco a 250 2¢ por un minimo de una h

Jeringa de 10 ml y aguja del No. 22, esterilizar en-
calor seco a 250 °Cc por un minimo de 1 h

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

250 °C por un minimo de 1 hs

- = - .
Mandmetro de mercurio adecuwado para medir la pre516n

sanguinea, se suguiere ‘el siguientet

Y
Tapén ajusta
do con perfo
racién cen- ||
tral —~——* |-
1 QUIMOGRAFO
._——i

Jeringa
con solu-f

P2 S
Alambre de

. aceroinoxidable
cién de - 2 1
heparina }
(B) b ’T:;Zn de corcho
ek, 3 SE flotente
N~
= Tt L \\
(a) s : N
arteria N\ ~<s
cardtida Llave de SRONF
tres pasos \Q§§; \QQ

/
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5.11.2 Materiales y reactivos

Un gato sano macho o hembra no prefiada que no pese me
nos de 2.5 kg, y que se ha mantenido cuando menos --
una semana en una irea 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 minimo de 20 min.

Solucidn fisioldgica, esterilizar en autoclave a 121-
°Cc por un mfnimo de 20 min (transferir 9.0 g de cloru
ro de sodio a un matraz aforado de 1000 ml, disolver-

y aforar con-agua destilada)
Sustancia de referencia de diclorhidrato de histamina

Anestésico de Zccién media o prolongada, que no afec-
te la estabilidad de Ta presién sanguinea (fenobarbi-
tal sédico, pentobarbital sédico o nembutal).

Soluci6ﬁ de heparina (disolver 100 mg de heparina sé
dica en 1.0 1 de solucién fisioldgica estéril; con-

centracién estimada de 100 mcg de heparina por ml).

Solucidn de referencia de histamina: 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-
tracién estimada de 1 mg de histamina base por ml). -
Transferir alicuotas de 0.5 ml de la solucién ante--
rior a ampolletas de vidrio, sellar las ampolletas y-
conservarlas bajo refrigeracién hasta su uso. Para --
hacer una solucidn primaria diluir una alicuota de --
0.5 ml en un matraz aforado de 50 ml, con agua desti-
lada estéril (concentracién estimada de 10 mcg de --
histamina base por ml); esta solucién primafia puede—
ser conservada bajo refrigeracién por un mes. El dfa
de la prueba preparar a partir de la solucién prima--
ria, una solucién que contenga 1.0 mcg de histamina -
base por ml haciendo una dilucién de 1:10 con agua --
destilada estéril



- 34 -

Solucidn 0.1 N de &cido clorhidrico

5.11.3 Preparacién de la muestra

Transferir una cantidad de muestra problema equivalen
te a 50 mg de oxitetraciclina a un matraz aforado de-
10 ml, disolver con 2.4 ml de solucidn 0.1 N de &cido
clorhfdrico aforar con agua destilada estéril y mez -
clar (concentracién estimada de 5 mg de oxitetraci--

clina por ml).

Se11.4 Procedimiento

Determinar =l peso del animal y aplicar anestesia ge
neral por medio de una inyeccidn intraperitoneal del
anestésico elegido. Descubrir quirfirgicamente la ar=
teriavcarﬁfida separdndola completamente de todas --
las estructuras a su alrededor, seccionar el nerivio
vago. ’
Desplazar totalmente el aire del mandmetro por solu-

cidn de heparina, aplicada con una jeringa colocada-

en la entrada B (ver esquema, 5.11.1)

Insertar una cdnula en la arteria cardtida conectada-
al mandmetro por la entrada A manteniendo la llave ce
rrada; para medir directamente y tener un registro --
constante de la presién sanguinea, abrir la llave; si
la sangre tiende a coagularse, agregar la cantidad -

necesaria de heparina.

Descubrir quirdrgicamente la vena femoral para facili

tar la inyeccién intravenosa.

Conectar el mandmetro al quimdgrafo e inspeccionar la
amplitud de los trazos del movimiento de 05011ac16n -

y estabilidad relativa de la presién sanguinea.
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Determinar la sensibilidad del animal a la histamina-
por medio de inyecciones en la vena femoral de la so-
lucidn de referencia de histamina de concentracién --
de 1.0 mcg de histamina base por ml, 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 mcg-
de histamina base por kg de peso corpof;l, repetir --
las inyecciones haciendo caso omiso de las primeras
series de lecturas hasta que las cafdas de presién --
causadas por dosis de histamina sean equivalentes y-
relativamente uniformes, y la cafda de presidén sangui
nea causada con 0.10 mcg de histamina base por kg de-
peso corporal no sea menor de 20 mm de mercurio. Reem
plazar la histamina por la solucién muestra prepara
da como se describe en 5.11.3 que contiene 5 mg de --
oxitetracieclina por ml e inyectar 3.0 mg por kg de
peso corporal en un lapso de 5 min. Si hay baja signi
ficativa de la presién sanguinea, la dosis vuelve a--
repetirse después de alternar con una dosis de 0.10--
mcg de histamina base por kg de peso corporal. Emple-
ar diferentes agujas y jeringas de tuberculina para -
inyectar la solucién de histamina de referencia y la-
solucién del antibidtico. El animal puede ser utiliza
do hasta que sus respuestas sean razonablemente esta-

ble . a la histamina.

5.11.5 Interpretacidén de resultados

El producto pasa la prueba se ausencia de sustancias-
histaminosimiles si la baja de presién sanguinea ob--
tenida con 3 mg de oxitetraciclina por kg de peso cor
pdral 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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6.1 OBSERVACIONES

Los reactivos grado analf{tico empleados en los méto--
dos de péueba cumplirfn con las especificaciones mar-
cadas por la Farmacopea Nacional de los Estados Uni

dos Mexicanos.

La sustancia de referencia oficial serd la aseptada -

por la Secretarfa de Salubridad y Asistencia (SeS.A.)
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ANTEPROYECTO DE NORMA OFICIAL MEXICANA
=CLORHIDRATO DE OXITETRACICLINA™
DGN-39-A-IXI-2

1. GENERALIDADES

AntibiStico perteneciente al grupo de las tetracicli-
nas

1.1 DEFINICIONES

————————————————————

Para los efectos de esta norma se entiende por clor-—
hidrato de oxitetraciclima al producto constituido —
principalmente por el compuesto guimico czznzkmzofm
con peso molecular de %96.91 com mombre gquimico de —
monoclorhidrate de h-(Dimetil amimo)-1, ks ka, 5» 5@
6, 11, 12a-octahidro-3s 5» 6, 10, 12, 12a-hexahidroxi
—-6-metil-1, ll-dinm—z—mtumhmilh- El clor-
hidrato de oxitetraciclina es um conpuesto con aspec—
to de polvo cristaline de coler amarillo, inodore, e—
higroscdpice, de sabor amargo, ohscurece por exposi-—
cién a la lux solar intmaylihredemtq:iasvisi—
bles, extramas.

Pérmula desarrolladas

1.2 ALCANCE
La presemte morma se aplica al clorhidrato de oxite—
traciclinma estéril y mo estéril.

ey

1.3 UsSos



En la fabricacién de medicamentos

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
3e 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

Caracteristica

Clorhidrato de oxitetraciclina

Especificaciones

Grado A estéril

Identificacidn

Pasa la prueba

Potencia en base anhi
dra-

No menor de 835
mcg de oxitetra
ciclina por mg

Poderrotatorio especi

fico -en base anhidra
(solucién 4cida al --
.0 por ciento a 20 -
C y 589.3 nm)

-188° a -200°

No menor de 835
mcg de oxitetra

-188 a -200°

Grado B no estéril]
Pasa_la prueba |

ciclina por m |

pH (solucién 1,0 por-

ciento p/v)

2.0 a 3.0

2,0 a 3.0

Perdida al secado (a-
60°C y presién reduci
da)

No mds de 2.0
por ciento

No md&s de 2,0
por ciento

s dvensessim s vival

Cristalinidad

Presenta birre
fringencia a -
la luz polari-
zada

Presenta birre
fringencia a -
la luz polari-
zada




TABLA 1 (continda)

bsorbancia de luz en—l92.5 + 4¢3 por- 92.5 + 4.3 por-
a regién ultravioleta ciento compara-| ciento compara-
353 nm -en base anhi {da con una sus- da con una sus-

dra- tancia de refe-| tancia de refe-
rencia. rencia.

Inocuidad Pasa la prueba | Pasa la prueba

sterilidad Pasa la prueba |- o -
Pasa la pruebé |- o -

ustancias histamino- pasa la prueba | - i ¥

3.2 MARCADO

3.2.1 En el envase y empaque

En el_extefior del empaque y envase, debe aparecer una
etiqueta en caracteres legibles y redactados en espa-
fiol los'siguientes datost Sfmbolo del fabricante, nom
bre del producto, grado de calidad (estéril, no esté-
ril), peso neto expresado en kilogramos O gramos, nd-
mero de lote, fecha de fabricacién y caducidad, la-
leyenda "Hecho en M&xico" 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 Garantfa cuando la Secretarfa 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 caracteristicas -



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 cuiietes de capacidad y material adecuados para

que resistan su transporte y almacenamiento.

E1l producto estéril debe estar contenldo en recipien-
tes estériles de aluminio o vidrio 4mbay, hermética--
mente cerrados; los recipientes deben abrirse solamen

te en 4reas estériles y bajo condiciones asépticas.

L. MUESTREOQO
El muestreo se efectia de com’in acuerdo entre el fa--
bricante y el comprador y 2 falta de este acuerdo se-

recomienda seguir el siguiente métodos

o1 METODO DE MUESTREO PARA PRODUCTO TERMINADO
A GRANEL GRADO NO ESTERIL

' P | Aparatos y equipo
Guantes de hule con superficies exteriores lisas.

Muestreador de acero inoxidable pulido, de 1.27 cm-
de didmetro 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 &mbar.

Frascos dmpula de color &mbar de 20 ml.

ha1+2 Manera de operar
Por medio del muestreador sacar producto de cada cufie
te en tres puntos diferentes dispuestos a * 120 uno-

de otro y a tres diferentes alturas seglin el esquema-=

siguientes
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PLANTA SECCION
De cada envase tomar aproximadamente 30 g de producto
y ponerlos en bolsas de polietileno negro marcadas --
con el niimero del cufiete y el némero del lote, Cerrar

- \ ? .
jos cuiietes con un oportuno cierre de garant{al

De cada bolsa de polietileno negro pesar partes pro--
porcionales al peso neto declarado en la etiqueta del
cuiiete correspondiente y transferirlas a otra bolsa -
de polietileno negro. Mezclar hasta completa homoge--

neidad.

Esta muestra oficial se dividird en dos partes: Una -
destinada al archivo (cantidad aproximada 100 g) vy -—-
otra destinada al anilisis ambas envasadas en frascos
de vidrio de color 4mbar. En caso de que el lote se -
ponga a prueba de estabilidad se repartird una terce-
ra porcién del producto en frascos dmpula de color --
4mbar de 20 ml. (20 frascos conteniendo cada 1 g de -

producto) debidamente rotulados y cerrados.

L.2 METODO.. DE_MUESTREO PARA PRODUCTO TERMINADO
A GRANEL GRADQO ESTERIL

A R

h.2.1 Aparatos y equipo
Guantes de hule con superficies exteriores lisas, este

rilizar en autoclave a 121°¢ por un minimo de 20 min.



Muestreador de acero inoxidable pulido, de 1.27 cm -
de didmetro con ventanas por lo menos de una tercera-
parte de la circunferencia; completo de tubo interior
de cierre, ester1l1zar en calor seco a 250 %8 por un-

mfnimo de 1 h.
Frascos de de color &mbar de 20 ml

Campana de flujo laminar o ‘4rea estéril

h,2.2 Manera de operar
En la campana de flujo jaminar o.en el drea estéril -
realizar el procedimiento indicado en el punto 41,2~

en forma aséptica.

4.3 CRITERIO DE_ACEPTACION

El criterio de aceptacién es 100 por ciento

5 - METODOS DE_ PRUEBA

Los reactivos que se mencionen en todas las determina

ciones siguientes deben ser grado analftico (ver apen
dice) a menos que se mencione otra cosaj; cuando se =--
indique agua debe entenderse agua destilada y la sus-

tancia de referencia serd la oficial (ver apéndice).

5.1 PROCEDINMIENTO PARA LA IDENTIFICACION DE _CLOR-
HIDRATO DE OXITETRACICLINA

5.1.1 Aparatos y equipo

Equipo comin de laboratorio

5.1.2 Materiales y reactivos

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

513 Procedimiento

Afiadir 2 ml de &cido sulfédrico a 1 mg de muestra.



Sel.4 Interpretacién de resultados
Al agregar Lcido sulfiirico a la muestra se produce -

color rojo brillante.

5.2 DETERMINACION DE POTENCIA

e e e e———

5.2.1 METODO MICROBILOGICO (CILINDRO PLACA)

5¢2e161 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 difmetro exterior -
de 8 mm £+ 0.1 mm), didmetro interno de 6 mm (+ 0.1 -
mm) y altura de 10 mm (+ 0.1 mm).

Fotocolorimetro con filtro para 580 nr~
Escala graduada con decimas de mm o similar

Equipo comin de laboratorio

5.2.1.2 Materiales y reactivos

Sustancia de referencia de oxitetraciclina

Solucién reguladora 0.1 M de fosfatos de pH 4.5 esté-
ril (transferir 13.6 g de fosfato monopdtasico a un-
matraz aforado de 1000 ml, disolver:y aforar con agua
destilada, esterilizar en autoclave a 121 7¢ por un -
mfnimo de 20 min, si es necesario, ajustar el pH a e
4,45 - 4,55 con solucién 18.0 N de &cido fgsf6rico o-

con solucién 10.0 N de hidréxido de potasio.



Medio antibidtico No I (agar nutritivo para mantener-
al microorganismo de prueba); esterilizar en autocla-

ve a 121 °C por un mfnimo de 20 min.

Peptona --===e=memeece=econ=o—y=- .6.0 g

Digerido pancredtica de casefna- 4.0 g

Extracto de levadura -—=e=====-== 3.0 g
Extracto de carne - ~-==-== DU P
Dextrosa —-—==—e—mmem—e——ce——————— 1.0 g
Agar -- = --- 15.0 g
Agua destilada c.bep. =====—===- 1000.0 ml

después de la esterilizacién pH 6.5 - 6.6

Medio antibidtico No. II (agar nutritivo para la capa
de siembra y para la capa base); esterilizar en auto-

clave a 121 °c por un minimo de 20 min.

Extracto de carne =---- R ek 1.5 g
Peptona ===-=-== ———— ————————— 6.0 g
Extracto de levadura —--—=====---- 3.0 g
Agar - -- 15.0 g
* Agua destilada c.b.p. =—=-=====—< 1000,0 ml

después de la esterilizacién pH 5.8 a 6.0
Cepa de Bacillus cereus vars. mycoides (ATCC 11778)

Solucidn salina estéril (transferir 9.0 g de cloruro-
de sodio a un matraz aforado de 1000 ml, disolver y =
aforar con agua; _esterilizar en autoclave a 121 °c --

por un minimo de 20 min).

Solucidn 0,01 N de &cido clorhidrico

5e2:163 Preparacidn de la solucién de referencia
Transferir a un matraz aforado de 1000 ml una canti--
dad exactamente pesada de sustancia de referencia de
oxitetraciclina equivalente a 100 mg de oxitetracicli
na, disolver y aforar con solucidn 0.01 N de &cido --

clorhfdrico (concentracién estimada de 0.1 mg por ml)



Mantener esta solucidn primaria bajo refrigeracidén en
un matraz con tapdén de vidrio esmerilado, desechar --

esta solucidn después de una semana.

El dfa de la prueba transferir 10.0 ml de la solucidn
anterior a un matraz aforado de 100 ml y aforar con -
solucién 0.01 N de &cido clorhfdrico (concentracién -

estimada de 10 mcg por ml).

5.2.1.4 Preparacién del microorganismo de prueba

El microorganismo de prueba ®s Bacillus cereus var. -
mycoides (ATCC 11778), mantener al microorganismo -
de prueba sobre medio antibidtico No. I en tubos con
10 ml de medio inclinado. Lavar el desarrollo de un -
tubo con 3 ml de solucién salina estéril. Pasar esta-
suspensx6n de microorganismos a una botella de Roux -
que contenga 300 ml de medio antibidtico No. I; exten
der la suspensién 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 ml de solucién salina estéril y pasar esta suspen-
sidén de esporas dentro de un matraz erlenmeyer con ta
pén de vidrio esmerilado. Calentar con agitacién esta
suspensidn por 30 min a 70 C, lavar tres veces con -
solucién salina estéril y centrifugar entre cada lava
do, calentando en igual forma, resuspender en 50 ml -
de solucién salina estéril. Esta suspensidén de espo--

ras puede ser conservada bajo refr1gera916n por un =--

mes.

5.2.1.5 Preparacién de las placas

Preparar las placas el mismo dfa que se van a usar, =
afiadir 21 ml de medio antibidtico No. II, en cajas Pe
de 20 X 100 mm extender el medio uniformemente y de--—

jar solidificar. Fundir la cantidad necesaria de me--



T e

dio antibidtico No. II, enfriar a 48 °c y afadir la -

cantidad necesaria de suspensién de Bacillus cereus -

var., mycoides segun las experiencias de la prepara---
cién del microorganismo de prueba, y mezclar para ob-.
tener una suspensidn homogénea. Afiadir a cada caja Pe
tri k& ml de este medio inoculado y distribuirlo uni-
formemente, cubrir las cajas Petri con tapas de porce
lana vy dejar solidificar, cuando el medio ha endure-
cido, colocar 6 cilindros en la superficie del agar -
inoculado a intervalos de aprox1madamente 60° uno de

ot?o sobre un radio de 2.8 cm.

5.2,1.6 Preparacién de la curva de referencia
El dfa de la prueba preparar las siguientes dilucio--
nes a partir de la solucién primaria de 10 mcg por ml,
usando solucidn reguladora 0.1 M de fosfatos de pH 4.5

6.4 mi a 100 ml (0.64 mcg por ml)

8.0 ml a 100 ml (0.80 mcg por ml)

10.0 ml a 100 mi (1.00 mcg por ml)

12.5 ml a 100 ml (1.25 mcg por ml)

© 15.6 ml a 100 ml (1.56 mcg por ml)

Usar 4 series de 3 cajas Petri cada una.

Serie 1 & llenar 3 cilindros alternados de cada caja-
con dilucién de referencia de 0.64 mcg por ml.

Serie 2 i llenar 3 cilindros alternado de cada caja -
con dilucién de referencia de 0,80 mcg por ml.

Serie 3 & llenar 3 cilindros alternados de cada caja-
con dilucién de referencia de 1.25 mcg por ml.

Serie 4 1 llenar 3 cilindros alternados de cada caja-
con dilucidn de referencia de 1.56 mcg por ml.

Llenar los 3 cilindros restantes de todas y cada'una-
de las cajas con dilucién de referencia de 1.0 mcg --= -

por ml.
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Incubar las placas durante 16 - 18 h a 30 °C y medir
los diimetros de las zonas de inhibicién de las pla--
cas., Obtener el promedio de las 36 lecturas de la di-
1ucidn de referencia de 1.0 mcg por ml y el promedio-
de las 9 lecturas de cada dilucidn 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
dilucién 1.0 mcg por ml 9 el promedio de las 9 lec--
turas de la misma dilucién de cada serie por ejemplot

Para corregir el punto de concentracién de 0.8 mcg --
por ml si el promealio de las 36 lecturas de la dilu--
cién de referencia de 1.0 mcg por ml fué de 20 mm y-
el promedio de las lecturas, para el conjunto de es--
tas tres placas de 1.0 mcg por ml fué de 19,8 mm, la-
correccidn serd de +0.2 mm. Si el promedio de las lec
turas de 0.8 mcg por ml de las tres placas fué de 19-

mm, el valor corregido deberd ser de 19.2 mm.

Graficar los difmetros corregidos incluyendo el prome
dio de las 36 lecturas de 1.0 mcg por ml sobre papel-
semilogar{tmico de 2 ciclas, colocando l1a concentra--
cién del antibidtico en mcg por ml en las ordenadas -
(escala logaritmica), y el didmetro de-las zonas de -

inhibicién en las abscisas (escala aritmética).

La curva de referencia se traza uniendo los valores -
miximo y minimo, calculdndolos por medio de las ecua-

ciones siguientes:

B 3Ja + §b + c - € A jg + 22 + c - a

Dondet
B = Didmetro de la zona calculado para la concentra-=

cién més baja de la curva.

A = Didmetro de la zona calculado para la concentra--



cidn mids alta de la curva.
c = Difmetro de las 36 lecturas de 1.0 mcg por ml

a, b, d y e = Valores promedio de las soluciones de
referencia de concentracién de 0.64, 0.80, 1.25 y -
1.56 mcg por ml respectivamente.

5e2e1e7 Procedimiento

Preparar la solucién problema en la misma forma que-
1a solucidn de referencia (5,2.1.3) haciendo al final
otra dilucién de 10.0 ml a 100 ml con la misma solu--
cién reguladora para obtener una concentracién estima

da de 1.0 mcg de oxitetraciclina base por ml.

Usar tres placas preparadas como se indica en 5.2.1.5
llenar tres cilindros alternados de cada caja con la
dilucién de referencia de concentracién de 1.0 mcg --
por ml y tres cilindros con solucidén muestra, alter--

nando la solucidn muestra con la de referencia.

Incubar las placas, incluyendo aquellas que contienen
la curva-de referencia a 30 % a1 abrigo de la luz --
por 16 - 18 h y medir el didmetro de las zonas de in-
hibicién. Sacar el promedio de las lecturas de la so-
lucién de referencia y el de las lecturas de la solu-
cién problema. Si el promedio del problema tiene un -
valor mayor que el promedio del de referencia agregar
1a diferencia al promedio del difmetro de la solucién
de 1.0 mcg por ml 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 didme-
tro de la solucién de 1.0 mcg por ml en la curva de -
referencia. Leer en la curva 1a concentracién corres-
pondiente a estos valores c;rregidos de las zonas. ==
Multiplicar la concentracién por el factor de dilu---

cién apropiado para obtener el contenido del antibid-

tico en la muestra.
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50242 METODO MICROBIOLOGICO ‘TURBIDIMETRICO[

5.2:24 1 Aparatos y equipo
Fotocolorimetro con filtro para 580 y 530 nm

Horno para esterilizar

Autoclave

Aparato para bafic de agua provisto'de control termos-
t4tico

Botella de Roux

Tubos de 16 X 125 mm (dimensiones exteriores)

Equipo comin de laboratorie

5.2.2.2 Materiales y reactives
Sustancia de referencia de oxitetraciclina

Cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 6538P)

Solucién reguladora 0.1 M de fosfatos de pH 4.5 este-
rilizar en autoclave a 121 °c por un mfnimo de 20 min
(transferir 13.6 g de fosfato monopotésiéb a un mav—-
traz aforado de 1000 ml, disolver ¥y aforar. con agua,-
ajustar el pH de b 45 a 4.55 después de la esteriliza
cidn si es necesario, con solucién 18.0 N de dcido ==
fosférico o con solucién 10.0 N de hidréxido de pota
sio).

Medio antibidtico No. III (caldo nutritivo); esterili
zar en autoclave a 121 °c por un mfnimo de 20 min.

Peptign —T T rrm e amemem s 5.0 g
Extracto de levadura ~TTTTTTTTTTT 1.5 g
Extracto de carne -====-==="=TTTT 1.5 g

Clasuie de-sadio Y= romsT=r. 3.5 &
Dextrosa _--_--__-_-_------_---_; 1.0 g
Fosfato dipot4sico —ee-- Lo 68w
Fasfato monopotésico Lo e S v
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Agua destilada cebeps===========- 1000.0 ml
después de la esterilizacién pH 7.0

Solucidn al 12.0 por ciento de formaldehfdo

Solucidn salina estéril (transferir 9.0 g de cloruro
de sodio a un matraz aforado de 1000 ml, disolver y-
aforar con agua; esterilizar en autoclave a 121 P =
por un mfnimo de 20 min).

Medio antibidtico I y II descritos en 5.2.1.2

Solucién 0.1 N de &cido clorhfdrico

5.2;2.3 Preparacién de la solucién de referencia

Transferir a un matraz aforado de 1000 ml una canti--
dad exactamente pesada de sustancia de referencia de~
oxitetraciclina, equivalente a 100 mg de oxitetraci--
clina, disdlver y aforar con solucién O.1 N de 4cido-
clorhfdrico (concentracidn estimada de 0.1 mg de oxi-
tetraciclina por ml), mantener esta sulpéién prima--
ria bajo refrigeracién en un matraz con tapén de vi--
drio esmerilado, desechar la solucién después de una

semana.

El dfa de la prueba transferir 10.0 ml de la solucién
anterior a un matraz aforado de 1000 ml, aforar con -
solucidn 0.1 N de &cido clorhfdrico (concentracién es

timada de 1.0 mcg de oxitetraciclina por ml).

502:2.4 Preparacién del microorganismo de prueba
Cultivar la cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 6538P)
en tubos con 10 ml de medio antibidtico No. I inclina
do, incubdndolos a 32 - 35 °C durante 24 h. lavar el
desarrollo de un tubo con 3 ml de solucién salina estf

ril. Pasar esta suspensién de microorganismos a una --

Botella de Roux que contenga 300 ml de medio antibid-
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tico No. I. Extender la suspensién en toda la super-

ficie del medio con ayuda de perlas de vidrio estéri-
les e incubar por 24 horas de 32 a 35 %c, lavar el -
crecimiento de la superficie del agar con 50 ml de SO
lucién salina estéril. Diluir esta suspensién con so-
lucién salina estéril de tal manera que de ella se ob
tenga una transmitancia del 25 por ciento en un foto-
colorfmetro a 580 nm. Generalmente 1:20, guardar es-
ta suspeqsi&n primaria bajo refrigeracién por una se-

mana.

para la inoculacién diaria usar aproximadamente 3 ml
de suspensién primaria para cada 1000 ml de medio an
tibidtico No. III.

5¢2.245 Preparacién de la solucién problema

Transferir a un matraz aforado de 1000 ml una canti--
dad exactamente pesada de muestra equivalente a 240 -
mg de oxitetraciclina base, disolver y aforar con sSo-
iucién 0.1 N de &cido clorhfdrico (concentracién es-
timada de 0,24 mg por ml). Transferir 1.0 ml de la sb
lucién anterior a un matraz aforado de 1000 ml, afo--
rar con solucién reguladora 0.1 M de fosfatos de pH -

4.5 (concentracién estimada de 0.24 mcg por ml).

5.2.2.6 Preparacién de los tubos
Preparar seis series de tres tubos cada una y marcar-

los respectivamente como serie 1, 25 3» 4y 5 Y 6

502267 Preparacién de la curva de referencia

Preparar las siguientes diluciones a partir de la so-
lucidn de referencia de concentracién de 1.0 mcg por-
ml, Usando solucién reguladora 0.1 M de fasfatos de -

pH thl
14.6 ml a 100 ml (0.146 mcg por ml)
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18,7 ml a 100 ml (0,187 mcg por ml)
24.0 ml a 100 ml (0.240 mcg por ml)
30.8 ml a 100 ml (0.308 mcg por ml)
39,5 mL a 100 ml (0.395 mcg por ml)
Usar 5 series de tres tubos cada una y proceder como

sigues

Serie 1 1 Agregar a cada tubo 1.0 ml de la dilucién -
de referencia de 0.146 mcg por ml.

Serie 2 |’Agregar a cada tubo 1.0 ml de la dilucién -

de referencia de 0,187 mcg por ml.

Serie 3t Agregar a cada tubo 1.0 ml de la dilucién de-
referencia de 0.240 mcg por ml

Serie 4 i1 Agregar a cada tubo 1.0 ml de la dilucién -
de_referéncia de 0,308 mcg por ml

Serie 5 t Agregar a cada tubo 1.0 ml de la dilucién -
de referencia de 0.395 mcg por ml.

Una vez que se ha agregado la solucién de referencia-
a los tubos, afadir 9.0 ml de medio antibidtico No. -
IITI inoculado, inmediatamente después colocarlos en-

un bafio de agua a 37 % por un perfodo de 3 a L h.

Al termino de este perfodo sacar los tubos del bafio -
y agregar a cada uno de ellos 0.5 ml de una solucién

al 12 por ciento de formaldehido.

Como paso siguiente leer las absorbancias de cada tu-
bo en un fotocolor{metro, a una longitud de onda de -
530 nm, usar coOmo blanco para ajustar el aparato; una
solucién formada por 9.0 ml de medio antibidtico No.-
III no inoculado mds 0.5 ml de solucién al 12.0 por -
ciento de formaldehfdo y 1.0 ml de solucién regulado-
ra 0.1 M 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 concentracién en-
mcg por ml, en las ordenadas (escala logar{tmica), y

las absorbancias en las abscisas (escala aritmética)

La curva de referencia se traza uniendo los valores -
miximo y minimo, calculdndolos por medio de las ecua-

ciones siguientess

Ja_+ 2b + c - e Je + 2d + ¢ = a

A= 5

B =

Dondet
B = Valor de la absorbancia calculada para la concen-

tracién mis baja de la curva.

A = Valor de la absorbancia calculada péra la concen-

tracién mids alta de la curva.

a, b, c, d-y e = Valores promedio de las absorbancias
de las soluciones de referencia de 0.146, 0,187, 0.240
0.308 y 0.395 mcg por ml respectivamente.

5,2,2,8 . Procedimiento

A la serie marcada como No. 6, afiadir a cada tubo 1.0
ml de solucidén problema de concentracién de 0.24 mcg-
por mlL y 9.0 ml de medio antibidtico No. III inocula-
do y proceder con ellos de jgual forma que con los tu

bos de las otras cinco series.

Después de la adicién del formaldehfdo a los tubos, -
leer sus absorbancias en un fotocolor{metro a una lon
gitud de onda de 530 nm usando como blanco para ajus-
tar el aparato una solucién formada por 9.0 ml de me
dio antibiético No, III no inoculado m&s 0.5 ml de so
lucién al 12.0 por ciento de formaldehido y 1.0 ml -
de solucidn reguladora 0.1 M de fosfatos de pH 4.5,

Sacar el promedio de las absorbancias obtenidas. Leer

en_la curva la concentracién correspondiente al prome



dio de las absorbancias de los tubos problema. Multi
plicar la concentracién por el factor de dilucién --
apropiado para obtener el contenido del antibiético -

en la muestra.

5:24¢3 METODO QUIMICO ‘ESPECTROFOTOMETRICO{

$,2.3.1 Aparatos y equipo
Espectrofotémetro

Potenciémetro

Equipo comin de laboratorio

5024302 Materiales y reactivos
Solucién 0.01 N de &cido clorhfdrice

Solucién 0.1 N de &cido clorhidrico
Solucidn 1.0 N de 4cido clorhfdrice

Solucién primaria de cloruro férrico (pesar cuidado-
samente, porque es muy higr05c6pico, 5 g de cloruro -
férrico hexahidratado dentro de un vaso de 100 ml y -
afiadir 10 ml de solucién 1.0 N de &cido clorhfdrico-
agitar hasta disolver, transferir cuantitativamente -
a un matraz aforado dmbar de 50 ml con tapén de vie=--
drio vy aforar con agua). '

Reactivo de cloruro férrico (transferir 10.0 ml de la
solucién primaria de cloruro férrico a un matraz afo-
rado de 2 1 afiadir 20 ml de solucién 1.0 N de 4cido -
clorhfdrico, aforar con agua. Ajustar el pH entre 2.0

y 2.1)

Sustancia de referencia de oxitetraciclina

5.2.3.3 Preparacidén de la solucidn de referencia

Transferir a un matraz aforado de 250 ml una cantidad
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exactamente pesada de sustancia de referencia de oxi-
tetraciclina, equivalente a 50 mg de oxitetraciclina-
disolver con 25 ml de solucién 0.1 N de 4cido clorhi-
drico y aforar con agua. Guardar la solucién en un --
frasco con tapén de vidrio esmerilado bajo refrigera-

cién, desechar después de una semana.

5.2.3.4 Preparacién de la solucién problema
La solucién problema se prepara de la misma forma que

1a solucién de referencia. =

5626305 Procedimiento

Colocar dentro de los tubos de prueba y por separado
10.0 ml de solucién de regerencia y 10,0 ml de la -~
solucién problema, a cada tubo afiadir 10,0 ml del - -
reactivo de cloruro férrico, mezclar y dejar en repo-
so 15 min, Determinar la absorbancia de cada dilucién
en un espectrofotémetro a 490 nm, ajustar el aparato-
usando un blanco preparado con 10.0 ml de solucibn-
0.01 N de 4cido clorhfdrico y 10 ml de reactivo de =--

cloruro férrico.

5.2.3.6 Célculos
Determinar la cantidad de mcg de oxitetraciclina por

mg de muestra por medio de la siguiente ecuaciént

mce de oxitetraciclina por mg = Am X Pp X F X 100
g Ap X Pm X (100-h

Dondes
Am = Absorbancia de la muestra

Pp = Peso de la sustancia de referencia expresada en-
mg
F = Potencia de la sustancia de referencia expresada-.’

en imcg por mg
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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 '
50301 Aparatos y equipo

Polarf{metro con precisién de #+ 0.1°, luz de sodio y-

filtro para 589.3 nm

Equipo coun de laboratorio

5.3.2 Materiales y reqctivos
Solucién 0.1 N de 4cido clorhfdrico

S.J.j Procedimiento

Pesar con exactitud alrededor de 500 mg de muestra, -
transferirlos a un matraz aforado de 100 ml, disolver
y aforar-con solucidn 0.1 N de £cido clorhidrico, rea

lizar el aforo a 20 e

Determinar el poder rotatorio especi{fico de esta solu
cidn a 20 °C, tomar cinco lecturas de la solucién, --
calcular el promedio de estas lecturas (a). Tomar cin
co lecturas del disolvente empleado para disolver la-
muestra ¥y calcular los promedios de las lecturas (ao)

S5e 3.14 Célculos
cal cular el poder rotatorio especf{fico de la muestra-

en base anhidra, por medio de la siguiente ecuacidém

(a - ao) X A X°100
P.R.E = 3
LXP X (100 - h)

Dondes
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P.R.E. = Poder rotatorio especifico de la muestra -
en base anhidra

a = Promedio de las cinco lecturas observadas de la -

solucién problema

a, = Promedio de las cinco lecturas ohsarvadas pari-

el disolvente

A = Volumen al que se afor$§ la muestra pesada

L = Longitud del tubo polarimétrico, expresado en dm
P = Peso de la muestra expresado en g

h = Por ciento de agua en la muestra s

5.4 " DETERMINACION DE pH

Selte1 Aparatos y equipo

Potencidmetro equipado con un electrodo de vidrio sen
sible a la actividad del ién hidrégeno y uno de calo-

mel que es el de referencia.

Equipo comin de laboratorio

5¢4.2 Materiales y reactivos

Solucidn reguladora 0.2 M de cloruros de pH 1.5¢ Mez
clar en un matraz aforado de 200 ml , 50 ml exactamen
te medidos de solucién 0.2 M de cloruro de potasio --
(14.911 g de cloruro de potasio para hacer 1000 ml de
solucidn con agua destilada) y 41.4 ml de solucién --
0.2 M de &cido clorhfdrico (valorada) y aforar con ==
agua.

Solucidn reguladora 0.2 M de ftalato 4cido de pH 3obr
Mezclar en un matraz aforads de 200 ml, 50 ml exacta-~
mente medidos, de solucidén 0.2 M de biftalﬁto de pota -’
sio (40.846 g de biftalato de potasio para hacer 1000
ml de solucién con agua)y 10.4 ml de solucidn 0.2 M -
de &Zcido clorhfdrico (valorada) y aforar con agua.ico
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Selte3 Procedimiento

Transferir 500 mg de muestra, exactamente pesados, a
un matraz aforado de 50 ml, disolver y aforar com ==
y aguae.

Realizar las determinaciones de pH de las soluciones

a una temperatura de 25 * 2.0 fex

Calibrar el potenciémetro ajustédndolo con las solu--
ciones reguladoras de pH 1.5 ¥ 3.4, como paso siguien
te, medir el pH de la solucién problema 2 o mis veces

- - -
hasta que no haya variacién.

Entre cada determinacién tener la precaucién de lavar
los electrodos con la solucidnala que se le va a de--

terminar el pH y desechar los lavadose.

5.5 DETERMINACION DE PERDIDA AL SECADO
$5:5:1 - Aparatos y equipo

Estufa de vacfo con termémetro

Equipo comin de laboratorio

50562 Materiales y reactivos
Agente deshidratante (4cido sulffirico concentrado -

95 - 98 por ciento p/ps © silica gel)

Desecador con pentéxido de f8sforo o sflica gel.

5:5¢3 Procedimiento

En una atmdsfera cercana al 10 por ciento de humedad
relativa, transferir 100 mg de muestra en forma de -
polvo finamente dividido a un pesaf11tros tarado y a
peso constante (prev1amente.desecado durante 30 min -
a 60 %c a un vaéfo no mayor de $ mm de mercurio, so--
bre pentéxido de fésforo), pesar el pesafiltros con -

muestra y destapado colocario en una estufa de va--
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cfo con termémetro, a una presién de 5 mm de mercurio
ytmpmmmdeso%m-ha»mjh. Al final de-
este perfodo de desecacién, llenmar el aire de la estu
fa con aire seco haciendo pasar aire por un agente --
deshidratante como 4cido sulfirico o silica gel, ta-
par y transferir el pesafiltros a un desecador con --—
pentéxido de fésforo o silica gel, dejar enfriar a --
temperatura ambiente y volver a pesar.

§.5.4 - CHlculos
Determinar el porcentaje de pérdida al secado por me—
dio de la siguiente ecuacifns

Pm - Pd

Pu-a X100

P.CeSe =
Dondet
PueCeSe = Porcentaje de perdida al secado
Pui = Peso del pesafiltros con muestra
Pd = Peso del pesafiltros después del secade
Pa = Peso del pesafiltros vacio
5.6 PRUEBA_DE CRISTALINIDAD
50601 Aparatos y equipo
Microscopio com luz polarizada (com ebjeto de obtener
luz polarizada se puede emplear um filtro polaroid -
entre la platina y el condensador).

Equipo comin de laboraterie

S5e6a2 Materiales y reactives
Aceite mineral

5.6.3 Procedimiento
Mezclar em un portachjetos una pequefia cantidad de --
muestra (aproximadamente 2 mg) com una o dds gotas de
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aceite mineral. Cubrir el porta-objetos y observar al

microscopio de luz polarizada.

5.6.4 Interpretacién de resultados

Los cristales de oxitetraciclina, muestran partfculas
en las cuales se observa el fenémeno de birrefringen-
cia y posiciones de extinciédn por movimiento circular

del porta-objetos.

5.7 DETERMINACION DE ABSORCION DE LUZ EN LA

REGION ULTRAVIOLETA A 353 nm

571 Aparatos y equipo
Espectrofotémetro
Equipo comiin de laboratorio

SeTe2 Materiales y reactivos
Solucién 0.1 N de 4cido clorhfdrico
Sustancia de referencia de oxitetraciclina

573 Procedimiento

transferir 50 mg de muestra y de sustancid‘de referen
cia por separado a un matraz aforado de 250 ml, disol
ver y aforar con solucién 0.1 N de &cido clorhidriceo-
Transferir una alfcuota de 10.0 ml a un matraz afora-
do de 100 ml y aforar con solucidn 0.1 N de &cido --
clorhfdrico. Determinar la absorbancia a 353 nm de -
las soluciones muestra y referencia, usar como blanco

para ajustar el aparato solucidn 0.1 N de &cido clor-

hfdrico.

5.7 4 ¢dlculos
Determinar el porcentaje de absorbancia en base anhi-

dra por medio de la siguiente ecuacidns



- 25 -

_ Am X Pp X F X 10
P.C.As = 35X Pm X (100 - h)
Dondes

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

anhidra, de la muestra

Am Absorbancia de la muestra

Pp = Pesp de la sustancia de referencia expresado en
mg

F = Potencia de la sustancia de referencia expresada-
en mcg por mg

Ap = Absorbancia de 1a sustancia de referencia

Pm = Peso de la muestra expresado en mg

h = Porcentaje de pérdida al secado en la muestra

5.8 . PRUEBA_DE_INOCUIDAD

A e e e

5.8.1 Aparatos y equipo
Agujas y Jjeringas estériles (esterilizar en calor se-
co a 250 °C por un minimo de 1 h)

Equipo comin de laboratorio

5,842 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 °c por un mfnimo de 20 min).

5.8.3 Procedimiento
Inyectar intravenosamente a 5 ratones 0.5 ml de solu

»

cién muestra de concentracién de 2 mg por ml (trans-

ferir 100 mg de muestra a un matraz aforado de 50 ml
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disolver y aforar con agua destilada estéril), la in-
yeccién deberd hacerse a una velocidad de 0,05 ml por
segundo, observar a los ratones por un periodo de 48~
he

5.8.4 Interpretacién de resultades .

Sining&!minlmmdpu{ododemih-
de't&bnmmstrtp-nltp@mha-s&moﬂsratg
nes muere dentro del periodo de observacién de 48 ho-
mmﬁrnmw 10 ratones con peso de-
20 g (+ 0.5 g) cada uno; la muestra pasa la prueba si
ﬂmmtﬂdemimlesmmmmum&&
horas no es mayor del 10 por ciento del niimero total-
de animales probados, ind:wendb la prueba original.

5.9 PRUEBA DE ESTERI

L AD

%.9.1  Aparatos y equipo :
Equipo de filtros membrana para la prueba de esterili
dad de 3.8 6 unidades.

Membranas filtrantes de 0.45 * 0.02 micras.
Campana de flujo laminar

Autoclave

Potencidmetro

Tubos para cultive con tapa

Cortadores y pinzas para membrana

Equipe comiin de laboratorio

5.9.2 Materiales y reactivos

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

Soluszién de peptona, esterilizar en autoclave a 121 -
% por un minimo de 20 min (diselver 1.0 g de pepto-

na en suficiente agua destilada, adadir 1.0 ml de p-
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tert-octil-fenoxi polietoxietanol y aforar con agua -
a 1.0 litro, después de esterilizar ajustar et pH a-
7.0 - 7.2, si es necesario, con solucidén 2.0 N de &ci

do clorhidrico o solucién 2.0 N de hidréxido de sodio)

Medio de soya y digerido de casefna (BBL 11768; Difco
0370-01-1).

Agar micoldgico (BBL 11445; Difco 0405-01-0)

Agar soya tripticasa (BBL 1104; Difco 0369)

5¢9.3 Procedimiento

Armar un equipo de filtracién de 3 & 6 unidades con -
sus filtros membrana y filtros hidrofébicgs segin -
jnstrucciones del fabricante y prepararlo para su es-

terilizacién.

Esterilizar en autoclave todo el equipo a 121 °cde20a
no m&s de 45 min, EL TIEMPO Y LA TEMPERATURA SON CRI-
TICOS. Los filtros membrana pueden ser estérilizados-
a parte pero da me jor resultado y menos riesgo de con

taminacién si se esterilizan ya en la unidad.

Los cortadores y pinzas deben ser esterilizados en c2

lor seco a 250 % por un mfnimo 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 campanma 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 ml que contenga 200 ml de solucién de -
peptona esterilizada y a temperatura ambiente disol-

ver la muestra agitando hasta disolucién total.

Empezar a filtrar asépticamente usando un filtro como
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testigo. Si la filtracién se dificulta o es muy tar-
dada se debe disolver la muestra en 400 ml de solu---

cidn de peptona o usar 3 g de muestra.

Lavar el filtro con 3 porciones de 100 ml cada una, -

de solucién de peptona.

Tomar la membrana con una de las pinzas y colocarla-
en el cortador, cortar la parte central en un circulo
de 17.5 mm de didmetro, transferir la parte central -
de la membrana cortada a un tubo que contenga medio
f1dido de tioglicolato, colocar la parte exterior -~
dentro de un tubo que contenga medio de soya y digeri

do de casefna, repetir esto con el testigo.

Dufanté la prueba exponer una caja Petri con agar mi
colégico y otra con agar soya tripticasa, incutar du-
rante un perfodo de 4 dias y observar su crecimiento-
para tener la seguridad de que el 4rea donde de efec
tué la prueba fué un 4rea estéril.

Incubar los tubos con medio fldido de tioglicolato --
por 7 dfas a 30 - 32 c (medio para bacterias) y los-
tubos con med1o de soya y digerido de case{na a 22 --
25 °c por 7 dfas (medio para hongos)

5.9.4 Interpretacidén de resul tados

Se dice que el lote o muestra pasa la prueba si des-
pués de 7 dias de incubacidn ningin tubo presenta cre
cimiento.

Si se observa crecimiento, deberi repetirse la prueba
con el doble de muestra y si el crecimiento es en un-

solo medio, colocar la membrana en ese medio.

' 8i en los dos ensayos hay crecimiento la muestra no -

pasa la prueba.

5.10 PRUEBA DE PIROGENOS
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5.10.1 Aparatos y equipo

Termémetro clinico

Jeringas y agujas libres de pirégenos (esterilizar en

calor seco a 250 °C por un mfnimo de 1 h).

5.10.2 Materiales y reactivos

Conejos no albinos sanos y adultos, con peso no menor
de 1500 g; cada uno de los cuales por o menos una sg
mana antes de la prueba, debe ser mantenido en su pe-

so con una dieta libre de amtibidticos.

Area de alojamiento de temperatura de 23 * 1.5 Y-
humedad relativa de 50 + 10 por ciento y libre de pex
turbaciones que ficilmente los puedan excitar. Mante-

ner a los conejos en esta ‘4rea en forma individual.

Un animal que no se ha usado antes em la prueba, perma.neceré
dos semanas antes de la misma bajo las condiciones an
teriores. Simular una prueba, 1 a 3 dfas antes de la-
determinacién bajo las condiciones especificadas en -
el procedimiento omitiendo la inyeccidn. §i el ani--
mal no pasa satisfactoriamente esta prueba probarlo -
nuevamente 2 veces con un lapso de 2 dfas 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 °c por un mfnimo de 20 min).

5.10.3 Procedimiento
Realizar la prueba en una 4rea donde los animales es-
ten alojados en las condiciones ambientales menciona-

das. El1 dfa 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 administracién de agua.

Determiﬁar la temperatura control de cada animal 40 -
min antes de iniciar la prueba, por la insercidén del-
termémetro en el recto del animal a una profundidad -
de no menos de 7.3 cm manteniendolo el tiempo sufi---
ciente para alcanzar la m&xima temperatura. Usar solo
aquellos animales cuya temperatura control no se des-
vie mds de 1.0 °C de cada una de las otras lecturas -
y no se use ningin animal con una temperatura que ex-

ceda de 39.8 %C.

La temperatura control registrada para cada conejo --
constituye la temperatura 2 partir de la cual se cal-
cula cualquier elevacién subsecuente a 1a inyeccidén -

del material de prueba.

Preparar una solucién con agua destilada estéril li--
bre de pirégenos, de concentracién de 5 mg de oxite -
traciclina por ml preparada por disoluci&n de una --
cantidad de muestra equivalente a 50 mg de oxitetra-
ciclina en agua destilada estéril libre de pirdgenos-
aforando a 10 ml; 30 min después de haber tomado la -
temperatura control, inyectar 1.0 ml de 1la solucién-
anterior por kg de peso corporal, la inyeccién debex
r4 hacerse en un lapso de 1 min, por la vena ﬁargi-
nal de la oreja de cada uno de los tres conejos ha--
biendo calentado previamente 1a solucidén a inyectar -
a 37 °C, 1levar un registro de las temperaturas a 1,-

2 v 3 h después de la inyeccién.

5.10. 4 Interpretacién de resultados.

Si los conejos no muestran umn incremento individual -
de temperatura de su respectiva temperaturé control, -
de 0.6 °C o mfs y si la suma de los tres incrementos-

de temperatura no excede de 1.4 °C la muestra pasa la
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prueba.

Si uno o dos conejos muestran una elevacién de tempe-
ratura de 0.6 °C o mds, o si la suma de los incremen-
tos de temperatura excede de 1.4 °C, repetir la prue-
ba usando 5 conejos; Si no mis de tres de los 8 cone-
jos muestra incrementos individuales de temperatura -
de 0.6 °: 0 mds, y si la suma de los ipcrementos no -

excede de 3.7 oC, la muestra pasa la prueba.

-

RUEBA DE SUSTANCIAS HISTAMINOSIMILES

5.11 E

5.11.1 Aparatos y equipo
Quimdgrafo

Jeringas y agujas para tuberculina estériles (esteri

lizar en calor seco a 250 %¢c por un mfnimo de 1 h)

Jeringas de 10 ml y aguja del No. 22, esterilizar en-

calor seco a 250 % por un mfnimo de 1 h.

Equipo de diseccién estéril (esterilizar en calor sge

co a 250 °Cc por un mfnimo de 1 h)

Manémetro de mercurio adecuado para medir la presibn-

sangufnea, se suguiere el siguientes



Manémetro de mercurios

Tapén ajus

tado con -

perforacién
central

|

Jeringa corp
solucidn.dg

heparina
(B

10,0 ml

(A

A la arteria
carétida

5.11.2

QUIMOGRAFO

~kTambre de

L
acero inoxi
dable .
"zfap6n de
corcho flo
;j tante i
Z
.
Llave de 4;

tres paso

7
%

§<\\\

Mercurio

%

%

Materiales y reactivos

Un gato sano, macho o hembra no prefiada, que no pese-

menos de 2.5 kg y que se ha mantenido cuando menos -

una semana en una irea de caracteristicas iguales

a=-

las que se especifican en el punto 5.10.2
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Agua destilada estéril (esterilizar en autoclave a --

121 °c por un mfnimo de 20 min)

Solucién fisiolégica estéril (transferir 9.0 g de -
cloruro de sodio a un matraz aforado de 1000 ml, di
solver y aforar con agua, esterilizar en autoclave a-

121 °c por un minimo de 20 min).
Sustancia de referencia de diclorhidrato de histamina

Anesté&sico de accién media o prolongada. que no afec-
te la estabilidad de la presién sangufnea (fenobarbi-
tal s8dico o nembutal).

Solucién de heparina (disolver 100 mg de heparina sé-
dica en 1.0 litro de solucidn fisiolégica estéril, --
concentracién estimada de, 100 mcg de heparina sédica-
por ml).

Solucién de referencia de histamina i1 pesar exactamen
te unacantidad aproximada a 165. 6 mg de diclorhidra
to de histamina de referencia (equivalénte a 100 mg-
de histamina base), transferir a un matraz aforado de
100 ml,.disolver y aforar con agua destilada estéril-
(concentracién estimada de 1 mg de histamina base --
por ml) transferir “alfcuotas de 0.5 ml de la solu---
cién anterior a ampolletas de vidrio, llenar las ampg
lletas y conservarlas bajo refrigeracién hasta su --
uso. Para hacer una soluc¢ién primaria diluir una alfi
cuota de 0.5 ml en un matraz aforado de 50 ml con ==
agua destilada estéril (concentracién estimada de 10-
mcg de histamina base por ml), esta solucidn primaria
puede ser conservada bajo refrigergci6n por un mes ==
El dfa de la prueba preparar a partir de la solucién-
primaria una solucién que ocontenga 1.0 mcg de histami

na base por ml, haciendo una dilucidn de 1110 con ~--

agua destilada estéril.
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5.11.3 Preparacién de la muestra

Transferir una cantidad de muestra exactamente pesada
equivalente a 50 mg de oxitetraciclina a un matraz --
aforado de 10 ml, disolver y aforar con agua destila~-
da estéril ( concentracién estimada de 5 mg de oxite-

traciclina por ml)

5.11.4 Procedimiento :

Determinar el peso del animal y aplicar anestésia ge-
neral por medio de una iny&ccidn intraperitoneal del
anestésico elegido; descubrir quirurgicamente la arte
ria cardtida separdndola completamente de todas las
estructuras a su alrededor y seccionar el nervio vago

Desplazar totalmente el aire del mandmetro por solu--
cién de heparina aplicada con una jeringa colocada -

en la entrada B (ver esquema, S5.11.1)

Insertar una cdnula en la arteria cardétida conectada-
al manémetro por la entrada A, manteniendo la llave -
cerrada . para medir directamente y tener un registro-
constante de la presién sangufnea abrir la llave, si
ia sangre tiende a coagularse, agregar la cantidad ne
cesaria de solucién de heparina.

Descubrir quirﬁrgicamente la vena femoral para facili

tar la inyeccidén intravenosa.

Conectar el manémetro al quimégrafo e inspeccionar la
amplitud de los trazos del movimiento de oscilacion-

y estabilidad relativa de la presién sanguinea.

Determinar la sensibilidad del animal a la histamina-
por medio de inyecciones, en la vena femoral de la sO
lucién de referencia de histamina de concentracién -
de 1.0 mcg de histamina base por ml, aplicar inyec--- -
ciones a intervalos uniformes de tiempo de no menos-

de 5 min cada una, aplicar 0.05 , 0,10 y 0,15 mcg de



- 35 -

histamina base por kg de peso corporal, repetir las -
inyecciones haciendo caso omiso de las primeras se---
ries de lecturas hasta que las cafdas de presidn san-
guinea causadas por dosis de histamina sean equivalen
tes y relativamente uniformes, y la cafda de presion-
sangufnea 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 solucién muestra de --
concentracién de 5 mg de oxitetraciclirla por ml e in-
yectar 3 mg por kg de peso cgrporal en un lapso de 5-
min. Si hay baja significativa de la presién sangui--
nea, la dosis vuelve a repetirse después de alternar-
con una dosis de solucién de histamina base de concen
tracién de 0.10 mcg por kg de peso corporal. Emplear-
jeringas y agujas diferentes para inyectar la solu--
cién de histamina de referencia =—~-—--="--TTTTTTTTIIT
i y 1la solucién del antibidtico. -
El animal puede ser utilizado hasta que sus respues--

tas sean razonablemente estables a la histamina.

5.11.5 Interpretacién de resultados

El producto pasa la prueba de ausencia de sustancias
histaminos{miles si la baja de presién sangufnea 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 corporale.

6. APENDICE
6.1 OBSERVACIONES

Los reactivos grado analftico empleados en los méto--
dos de prueba cumplirdn con ‘las especificaciones mar-

cadas por la Farmacopea Nacional de los Estados Uni--

dos Mexicanose.
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La sustancia de referencia serd 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 & ROLITETRACICLINA"
DGN-39-4-III-3

1. GENERALIDADES

Antibiético perteneciente al grupo de las tetracicli-
nas

1.1 DEFINICIONES

Para los efectos de esta norma se entiende por rolite
traciclina al producto constituido principalmente por
el compuesto quimico 027333N308 con peso molecular de
527.58, con nombre qufmice de h-(Dimetilamino)-1, B,-
ha, 5, 5a, 6, 11, 12a-octahidro-3, 6, 10, 12, 12a-pen
tahidroxi-6-metil-1, 1 1-dioxo-N-(1-pirrolidinilmetil >
2-naf tacenecarboxamidas inestable a aire y obscurecea
a Ia luz, con aspecto de polvo amarillo,claro, ligero
olor a aminas y libre de materias visibles extrafias.

Férmula desarrollada:

1.2 ALCANCE

La presente norma se aplica a la rolitetraciclina es-
téril y no estéril.

1.3 UsS0S
En la fabricacién de medicamentos

2. CLASIFICACION

P e

El producto objeto de esta norma se clasifica en dos

grados de calidad:



Grado A rolitetraciclina estéril

Grado B rolitetraciélina no estéril

3. ESPECIFICACIONES
3.1 DEL_PRODUCTO

La rolitetraciclina en sus dos grados de calidad, ob

jeto de esta norma, debe cumplir con las especifica-

ciones indicadas en la tabla 1.

-

Prueba C @

TABLA 1
Caracteristica Rolitetraciclina
; ‘ Especificaciones
Grado A estéril Grado B no_estéril
Tdentificacidn
Prueba A t Pasa la prueba Pasa la prueba
Prueba B 1 Pasa la prueba Pasa la prueba

Pasa la prueba

Pasa la prueba

Potencia -en ba
|se anhidra-

No menos de 900
mcg de rolite--
traciclina por-
1T,

No menos de 900
mcg de rolite--
traciclina por-

pH (solucién al

1.0 por ciento-
/v

7.0 a 9.0

7.0 a 9.0

Cristalinidad

Presenta birre-
fringencia a la
luz polarizada

Presenta birre-
fringencia a la
luz polarizada

Agua (Karl Fis-
cher

No mds del 2.0
por ciento

No m&s del 2.0
por ciento

Perdida pop se-
cado (a 60 C y-
presién reduci-
da)

No m&s del 2.0
por ciento

No m&s del 2.0
por ciento

Absorbancia de~-
luz en la re --
ién ultraviole
ta a 380 nm -en
ase anhidra

100 + 4.4-por-
ciento compara
da con una sus
tancia de refe
rencia

100 + 4.4 por-
ciento compara
da con una sus
tancia de refe
rencia
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ultravioleta

270 nn/333 nm

TABLA t (continda)
oceficiente de-
bsorbancia en- i
1a regidn del - | 1.11 a 1.21 1.11 a 1.21

Metales pesados

No mds de 28 -

No m&s de 28 -

Clorures

+ PDal PePellls
No m&s de 0.5 - No mds de 0.5 -
r ciento por ciento

Cenizas sulfata

0.0t a 0.05 -
or ciento

0.01 a 0,05
por ciento

Pasa la prueba
| _Pasa la prueba

Pasa la prueba

Pasa la prueba

Pasa la prueba

3.2

3.201 En el

envase y empague

En el exterior del empaque y envase

etiqueta en caracteres legibles
fmbolo del fabricante, nom
o de calidad (estéril, no esté-

fAol los siguientes datost S
bre del producto, grad

ril), peso neto

te, fecha de fabricacién y caducidad,

cho en México",

cerrado en lugar fresco y seco
te en actividad (en rolitetraciclina base)

tos tales como precauciones que deb

manejo y uso de

transporte y almacenamien

rantfa cuando la Secre

debe aparecer una

y redactados en espa-

en kilogramos 0 gramos, nimero de lo-

ia leyenda "He-

la leyenda "Conservese el envase bien

los empaques Yy

1lo juzgue conveniente.

3.3

ENVASADO Y EMPACADO

El producte no estéril, objeto de esta norma,

», potencia o equivalen

y otros da

en tenerse en el -~
envases durantes su --
to y el Sello Oficial de Ga-

tarfa de Industria y comercio -

debe -



estar contenido en envases de vidrio 4mbar o cual---
quier otro material adecuado, protegido de la luz, -
envasado y sellado en atmosféra de nitrégeno seco y
a su vez estos en cuiietes 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 &mbar u otro material ade--
cuado, protegido de la iluz, herméticamente cerrados
envasado y sellado en atmosfera de nitrégeno seco; -
los recipientes deben abrirse solamente en 4reas es-
tériles y bajo condiciones asépticas. Los envases -
deben estar contenidos en cuiietes de capacidad y ma--
terial adecuados para queéesibtan su transporte y al-
macenamiento.

- s

L, ' MUESTREO :

El muestreo se efectiia de comin acuerdo entre fabri--
cante y comprador y a falta de este acuerdo se reco--=

mienda seguir el siguiente método.

N | METODO DE_MUESTREO PARA PRODUCTO TERMINADO
A GRANEL GRADO NO ESTERIL

A GRANEL GRADL T =2 ==
ho1.1 Aparatos y equipo
Guantes de hule con superficies exteriores lisas

Muestreador de acero inoxidable pulido, de 1.27 cm -
de didmetro con ventanas por 1o 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 4dmbar



Frascos &mpula de colar 4mbar de 20 ml

4o1.2 Manera de operar

Por medio del muestreador sacar producto de cada cu-
fete en tres puntos diferentes, dispuestos a *+ 120°-
uno de otro y a tres diferentes alturas segin el es-

quema siguiente?

.A 1

PLANTA SECCION
Abrir los cuiietes en una 4rea de humedad relativa am-
biental menor del 20 por ciento y luz controlada. De~
cada envase tomar aproximadamente 30 g de producto y
ponerlo en'bolsas de polietileno negro marcadas con =
el nimero del cuiiete y el nimero del lote. Sellar los
envases desplazando el aire con nitrégeno seco y con-

un oportuno cierre de garantia.

De cada bolsa de polietileno pesar partes proporcio--
nales al peso neso declarado en la etiQueta del cufie-
te correspondiente y transferirlas a otra bolsa de --
polietileno negro, Mezclar hasta completa homogenei--

dad.

Esta muestra oficial se dividiréd en dos partes: una =
destinada al archivo (cantidad aproximada 100 g), la -
del archivo en frascos de vidrio de color &mbar y se-
llada en atmésfera de nitrégeno seco, y otra destina-
da al andlisis en caso de que el lote se ponga a prue
ba de estabilidad se repartird una tercera porcién --

del producto en frascos 4mpula de color Zmbar de 20 -



ml (20 frascos conteniendo cada uno 1 g de producto)
debidamente rotulados y sellados en atm8sfera de ni--

trégeno seco.

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

h.2.1 Aparatos y equipo

Guantes de hule con superficies exteriores lisas, es
terilizar en autoclave a 121 °c por un minimo de 20~

mine.

Muestreador de acero inoxidable pulido, de 1.27 cm -

de difmetro con ventanas por lo menos de una tercera-
parte de la circunferencia; completo de tubo interior
de cierre,. esterilizar en calor seco a 250 °c por un-

mfnimo de 1 h.

Frascos de vidrio de color fmbar, esterilizar en ca--=

ior seco a 250 °c por un mfnimo de 1 h.
Frascos &mpula de color &mbar de 20 ml.

Campana de flujo laminar o’4rea estéril

L,2.2 Manera de operar
En la campana de flujo laminar o en el 4rea estéril -
realizar el procedimiento indicado en el punto 4,1.2,

en forma aséptica.

4,3 - CRITERIO DE ACEPTACION

El criterio de aceptacién es 100 por ciento

Se METODOS DE PRUEBA

Los reactivos que se mencionen en todas las determina
ciones siguientes deben ser grado analf{tico, (ver ---

apénd1ce) a menos que se mencione otra cosaj cuando -



se indique agua debe entenderse agua destilada y la-

sustancia de referencia serd la oficial (ver apéndice)

5.1 PROCEDIMIENTO PARA LA IDENTIFICACION DE RO-
. LITETRACICLINA
S5elel Prueba A (identificacién de rolitetraciclina)

5¢1¢101 Aparatos y equipo=
Equipo comiin de laboratorio

5e1e1e2 Materiales y reactivos
Solucién 1.0 N de hidréxido de sodio

5.1.1.3 'Procedimiento

Transferir 100 mg de muestra a un tubo de ensayo Y

afiadir 5 ml de solucién 1.0 N de hidréxido de sodio,

calentar lentamente hasta ebullicién durante 15 segun
dos y enfriar a temperatura ambiente.

S5.1.104 Interpretacidn de resultados B

Al calentar se percibe un marcado olor a pirrolidina-
y cuando la solucién se ha enfriado es cristalina de-

color rojo vino.

50.1.2 Prueba B (identificacién del componente te

traciclinico)

Sel1e2.1 Aparatos y equipo
Equipo comiin de laboratorio

5016242 Materiales ¥y reactivos
Acido sulférico concentrado (95 - 98 por ciento p/p)



5¢1¢2.3 Procedimiento
Transferir 30 g de muestra a un tubo de ensayo y afa-

dir 5 ml de 4cido sulfirico.

Sele2.4 Interpretacién de resultados
Al agregar el 4cido sulfirico a la muestra se produce

coloracién violeta

5e1e3 Prueba C (identificaciGn del componente pi

rrolidfnico)

5e1e3e1 Aparatos y equipo
Equipo comin de laboratorio

5¢1:32 Materiales y reactivos
Solucidn metandlica al 1.0 por ciento de benzoquinona

5¢1e3¢3 Procedimiento

Calentar en bafio de vapor durante {1 a 2 min, una solu
cidn de 30 mg de muestra en 1 ml de agua y 0.25 ml de
solucién metanélica al 1.0 por ciento de henzoquinona

Sele3.l Interpretacién de resultados
Al calentar la solucién se produce coloracidn roja in

tensae.
5.2 DETERMINACION DE POTENCIA
5.2.1 M&todo microbioldgico (turbidimétrico)

5.2.11 Aparatos y equipo,
Fotocolorfmetro con filtro para 530 y 580 nm

Horno para esterilizar

Autoclave



Botellas de Roux
Aparato para bafio de agua provisto de control termos

tdtico

Tubos de 16 X 150 mm (dimensiones exteriores)

Equipo comin de laboratorio

5¢2.1.2 Materiales y reactivos
Sustancia de referencia de rolitetraciclina (en el mo
mento de usar secar 3 horas-a 60 °C a una presién no

mayor de 5 mm de mercurio).

Cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 6538P)
Soclucién reguladora 0.1 M de fosfatos de pH 4.5, este

rilizar en autoclave a 121‘°C por un minimo de 20 min
(transferir 13.6 g de fosfato monopotdsico 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
cién, si es necesario, con solucién 18.0 N de &cido -
fosférico o con solucién 10.0 N de hidréxido de pota-
sio).

Soluciédn al 12.0-por ciento de formaldeh{do

Medio antibiético No.1 (agar nutritivo para mantener-
al microorganismo de prueba): esterilizar en autocla-

ve a 121 °C por un mfnimo de 20 min.

Peptona —-—— -—- 6,0 g
Extracto digerido de casefna --- 4.0 g
Extracto de levadura ——======-- 3.0 g
Extracto de carne ——-====—====-- 1.5 g
Dextrosa ~————meesemcecccesseee= 1,0 g
Agar " 15.0 g
Agua destilada Cobopoe =========- © 1000.0 ml

despuds de la esterilizacidn, pH 6.5 - 6.6

Medio antibiético No. II (caldo nutritivo); esterili-
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Q 3
zar en autoclave a 121 C por un minimo de 20 min.,

Peptona ====—= - 5.0 g
Bxtracto de levadura ===--==—==-- 1.5 g
Extracto de carne ====-e——==-=-- 1,5 g
Cloruro de s0di0 —===m=me—c===—== 3.5 g
Dextrosa - 1.0 g
Posfato dipotdsico =———=======c-== 3.68 g
Posfato monopotdsico -—==m———=—=- 1.32 g
Agua destilada c.E.p. ————————— 1000,0 ml

~

después de la esterilizacidn, pH 6.95 - 7.05

- ; ” i 2
Solucidn salina, esterilizar en autoclave a 121 C --

por un minimo de 20 min (transferir 9.0 g de cloruro-
de sodio a un matraz aforado de 1000 mli, disolver y -

aforar con aguaj.

5e2e1e3 Preparacién 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 °C v 5 mm de mercurio) a un ma---=
traz aforado de 100 ml, disolver v aforar con metanol
(concentracién estimada de 1 mg de rolitetraciclina -
por ml). Guardar esta solucidn primaria bajo refrige-
racidén en un matraz de vidrio, con tapén esmerilado -
v desechar la solucidén despuds de un dfa de prepara-

da.

5.2.1.4 Preparacién de la solucidn problema

Transferir 100 mg de muestra, exactamente pesados, a=
un matraz aforado de 100 ml, disolver y aforar con al
cohol metilico (concentracién estimada de 1 mg de ro-
litetraciclina por ml). Transferir una alfcuota de --
1.0 ml de esta solucién a un matraz aforado de 100 ml
mezclar y aforar con solucidn reguladora 0.1 M de fos
fatos de pH 4.5 (concentracién estimada de 10 mcg de-

rolitetraciclina peor ml), Transferir una alfcuota de
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25,0 ml a un matraz aforado de 1000 mi, mezclar v afo
rar con solucién reguladora 0.1 M de fosfatos de pH -
b.5 (cancentraci&n estimada de 0.25 mcg de rolitetra-

ciclina por ml)

5¢2+1e5 Preparacién del microorganismo de prueba
Cultivar la cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 6538P)
en tubos con 10 mi de medio antibiético No. 1 imclina
do incubdndolos a 32 - 35 °c durante 24 horas. Lavar
el desarrollo de un tubo cog 3 ml de solucidén salina-
estéril. Pasar esta suspensién de microorganismos a =
una botella de Roux, que contenga 250 ml de medio an-
tibidtico No. 1. Extender la suspensién en toda la su
perficie del medio con ayuda de perlas de vidrio es-—
tériles e incubar por 24 horas a 32 -35 %z, lavar el-
crecimienteo de la superficie del agar con 50 ml de so
lucién salina estéril de tal manera que de ella se ob
tenga una transmitancia del 25 por ciento en un foto-
colorf{metro a 580 nm. Generalmente 1 i 20. Guardada -
esta suspensién bajo refrigeracién, en un matraz de -
vidrio puede ser empleada antes de una semana.

Una vez ajustada la suspensién de microorganismos --—-—
agregar de 10 a 20 ml de la misma a 1.0 1 de medio -
antibiético Ne. ITX

50620146 Preparacién de los tubos
Preparar seis series de tres tubos cada una Yy marcar

los respectivamente como serie 1, 25 3» U 5 ¥ 6.

S5e2ete7 Preparacién de la curva de referencia

Transferir 1.0 ml de la solgci&n primaria de referen-
cia, preparada como se indica en 552.1.3, a un matraz
aforado de 1000 ml, aforar con solucidn reguladora --—
0.1 M de fosfato de pH 4.5 (concentracién estimada -



— =

de 1.0 mcg de rolitetraciclina por ml), apartir de es
ta solucién preparar las siguientes diluciones usan-
do solucién reguladora 0.1 M de fosfatos de pH 4.51-
16,0 ml a 100 mi (0.160 mcg por ml)
20.0 ml a 100 mi (0.200 mcg por ml )
25.0 ml a 100 mi (0.250 mcg per ml )
31.2 mli a 100 ml (0.312 mcg poT mi )
39.0 mi a 100 ml (0.390 mcg por ml )
Usar 5 series de tres tubos cada una y proceder como-

siguet -
Serie 1 t Agregar a cada tubo 1.0 mi de la dilucién -

de referencia de 0.160 mcg por ml.

Serie 2 1 Agregar a cada tubo 1.0 ml de la dilucidn -
de referencia de 0,200 mcg poTr mla

Serie jJiAgregar a cada tubo 1.0 ml de la dilucién de
referencia de 0.250 mcg por ml

Serie 4 i Agregar a cada tubo 1.0 ml de la dilucién -
de referencia de 0.312 mcg por mil.

Serie 5 Agregar a cada tubo 1.0 ml de la dilucién de-
referencia de 0,390 mcg por ml.

Una vez que se ha agregado la solucién de referencia
a los tubos afiadir 9.0 ml de medio antibidtico No. II
inoculado, inmediatamentes después colocarlos en un -
bafio de agua a 37 %¢c por un perfodo de 3 a 4 horas.

Al término de este perfodo sacar los tubos del bafio -
v agregar a cada uno de ellos 0.5 ml de solucién al -
12.0 por ciento de formaldehido.

Como paso siguiente leer las absorbancias de cada tu-
bo en un fotocolorimetro a dna longitud de onda de --
530 nm, emplear como blanco, para ajustar el aparato,
una solucién formada por 9.0 ml de medio antibidtico-
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No. II no inoculado mds 0.5 ml de solucidén al 12,0 =
por ciento de formaldehido y 1.0 ml de solucidén regu

ladora 0.1 M de fosfatos de pH 4.5

Sacar el promedio de las absorbancias obtenidas de --
los tubos de cada serie y graficarlas en papel semilo
gar{tmico de 2 ciclos, colocar la concentracién del -
antibidtico en mcg por ml en las ordenadas (escala 1lg
gar{tmica), y las absorbancias en las abscisas (esca-

la aritmética).

La curva de referencia se traza uniendo los valores -
mdximo y minimo calculdndolos por medio de las ecua--
ciones siguientes:

Je + 2d + ¢ - &

2 P

3 = Ja _+ ZbDf e =g ° Ao

Donde
B = Valor de la absorbancia calculada para la concen-

tracidén mds baja de la curva

A = Valor de la absorbancia calculada para la concen-

tracién mds alta de la curva.

a, b, ¢, d, y e = Valores promedio de las absorban---
cias de las soluciones de referencia de concentra--—-—-
cidn de 0.160, 0,200, 0.312 y 0.390. mcg por ml res—--

pectivamente.

5.2.1.8 Procedimiento

A la serie marcada con ntmero 6 adadir a cada tubo --
1.0 ml de la solucién problema de concentracidén de --
0.250 mcg por ml y 9.0 ml de medio antibidtico No IIw
inoculado y proceder con ellos de igual forma que con

los tubos de las otras cinco series.

Después de la adicidén de formaldehido a los tubos, -

leer las absorbancias en un fotocolorimetro a una lon
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gitud de onda de 530 nm usando como blanco, para ajus
tar el aparato, una solucidn formada por 9.0 ml de me
dio antibidtico No. II no inoculado mids 0.5 ml de so-
lucién al 12.0 por ciento de formaldehfido y 1.0 ml de
solucién reguladora 0.1 M de fosfatos de pH 4.5.

Sacar el promedio de las absorbancias obtenidas. Leer
en la curva la concentracidn equivalente a las absor-
bancias de los tubos problema. Multiplicar la concen-
tracidn por el factor de dilucidn apropiado para obte

ner el contenido de antibidtico en la muestra.

53 DETERMINACION DE pH
5¢3.1 Aparatos y equipo

Potenc16metro equipado con un electrodo de vidrio, sen
sible a la actividad del ién hidrégeno, y uno de calo-

mel que es el de referencia.

Equipo comin de laboratorio

5¢3.2 Materiales y reactivos

Solucién reguladora de fosfdtos de pH 7.0° 3 Mezclar -
en un matraz aforado de 200 ml, 50.0 ml exactamente -
medidos de solucidn 0.2 M de fosfato monbbasico de po
tasio (27.218 g de fosfato monobdsico de potasio para
hacer 1000 ml de solucién con agua ) v 29,1 ml de so-
iucién 0.2 M de hidréxido de sodio valorada, y aforar

con agua.

Solucién reguladora 0.2 M de 4cido bdrico y cloruro -
de potasio de pH 9,031 Mezclar en un matraz éforado de
200 mi, 50,0 ml exactamente medidos de solucidén 0.2 M
de &cido bdrico y cloruro de potasio (12.366 g de dci
do bérico y 14.911 g cloruro de potasio para hacer --

1000 ml de solucién con agua), y 20.8 ml de solucibn-
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0.2 M de hidrdxido de sodio valorada y aforar con --=
agua.

5¢3.3 Procedimiento
Transferir 500 mg de muestra, exactamente pesados, a
un matraz aforado de 50 ml, disolver y aforar con --

agua.

Realizar las determinaciones de pH de las soluciones~-
a una temperatura de 25 % 2.0 %.

Calibrar el potenciémetro, ajustdndolo con las solu--
ciones reguladoras de pH 7.0 y 9.0, como paso siguien
te medir el pH de la solucién problema dos o mis ve--

ces hasta que no haya variacién.en las lecturas.

Entre cada determinacién tener la precaucién de lavar
los electrodos con la solucién 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 comin de laboratorio

5.0.2 Materiales y reactivos
Aceite mineral

5.4.3 Procedimiento

Mezclar en un porta-objetos una pequefia cantidad de -
muestra @proximadamente 2 mg) con una o dos gotas de -
aceite mineral. Cubrir el porta-objetos y observar al

microscopio con luz polarizada.



S.lok .Interpretacidén de resultados

Los critales de golitetraciclina, muestran particulas
en las cuales se observa el fendmeno de birrefringen-
cia y posiciones de extincién de la luz por movimien-

to circular del porta-objetos.

5.5 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE AGUA - METO-
DO DE KARL FISCHER

5.5.1 __ Aparatos y equipo

Aparato que permita la apropiada exclusién de la hume
dad atmosférica y determinacién del punto final. Com-
prende por lo general un sistema cerrado, constituido
por buretas automdticas y un vaso de titulacién con -
cubierta hermética, provisto de dos electrodos de pla
tino y de un agitador magnético.

Equipo comin de laboratorio

50502 Materiales y reactivos

Reactivo de Karl Fischer (a una solucidén que conten-
ga 670 ml de metanol y 170 ml de piridina, agregar --
125 g de yodo e infriar en una probeta graduada de --
250 ml transferir 100 ml de piridina y mantenerla en-
bafio de hielo burbujear diéxido de azufre seco hasta-
que el volumen llegue a 200 ml. Lentamente y agitando
se agrega esta solucidén a la mezcla de yodo enfriada-
Agitar bien para d1solver el yodo, pasar la solucion-
al frasco del aparato y dejar en reposo durante la no
che anterior a la “valoracién. Un ml de esta solucibn-
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 estf en uso continuo. Se protege de l1a luz -

mientras esta en uso guardar el resto del reactivo .=



preparado -en un recipiente color 4mbar con tapén de -
vidrio protegido de la luz y bajo refrigeracién. Tam-
bien se puede emplear una solucidn estabilizada del -
reactivo disponible comercialmente).

Tartrato de sodio.

Metanol

5.5:3 NprmalizaciGn del reactivo Karl Fischer
Colocar 36 ml de metanol en.un vaso de titulaéi6n y -
afiadir suficiente reactivo de Karl Fischer para obte-
ner el punto final caracterfstico, Afadir rapidamente
de 150 a 350 mg de tartrato de sodio, pesados con exagc
titud, y titular hasta el punto final. Por la férmula
siguiente se obtiene el factor F de equivalencia del -

agua, expresado en mg de agua por ml de reactivos

_ _0.1566 X P
F= v

Dondes
F = Factor de quivalencia del agua, expresado en mg -
de agua por ml de reactivo.

P = Peso del tartrato de sodio expresado en mg
V = Volumen empleado del reactivo de Karl Fischer.
5.5.4 Procedimiento

Afiadir 25 ml de metanol al vaso de titulacién 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 cdlculos.

Pesar cuidadosamente alrededor de 300 mg de muestra -

y transferir .papidamente al vaso de titulacidn.

Agitar vigorozamente y titular de nuevo con reactivo-
de Karl Fischer hasta obtener el punto final.
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5. 5-5 Célculos
Determinar el por ciento de agua en la muestra por la

siguiente ecuaciéni

p.c.a, = LXEX 100

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 DETERMINACION DE PERDIDA AL SECADO

5.6.1 Aparatos y equipo
Estufa de vacfo

Desecador con pentéxido de fésforo o silica gel

Equipo comén-. de laboratorio

5.6.2 Materiales y reactivos
Agente deshidratante (4cido sulfirico concentrado 95-
98 por ciento p/p © sflica gel)

5.6¢3 Procedimiento

En una atmésfera cercana al 10 por ciento de ‘humedad

relativa transferir 100 mg de muestra en forma de pol
vo finamente dividido, a un pesafiltros tarado y a pg
504cohstante previamente desecado durante 30 min a 60
OC, a un vacfo no mayor de 5 mm de mercurio 'sobre --
pentéxido de fésforo), pesar el pesafiltros con mues=
tra y destapado coldocarlo en una estufa de vacib con-
termémetro a una presi6n de 5 mm de mercurio y tempe-

ratura de 60 %% por lo menos 3 h. Al final de este pe



r{odo de desecacidn, llenar la estufa con aire seco -
(haciendo pasar el aire por un agente deshidratante -
como &cido sulfidrico o sflica gel), tapar y transfe--
rir el pesafiltros a un desecador con pentéxido de -

f8sforo o silica gel, dejar enfriar a temperatura am-

biente y volver a pesars.

5.6.4 c4lculos
Determinar la perdida al secado, expresada en par --

ciento por medio de la siguiente ecuaciéni

_ Pm - Pd
PiS. = 22 X 100

Dondes

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 vacio

5.7 DETERMINACION DE ABSORCION DE LUZ EN LA RE-
GION ULTRAVIOLETA A 380 nm

57«1 Aparatos y - equipo
Espectrofotémetro

Equipo comin de laboratorio

5e7¢2 Materiales y reactivos
Solucidén 5.0 N de hidrdxido de sodio

Solucién 0.25 N de hidréxido 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 ml, disolver y aforar con agua
transferir una alfcuota de 10.0 ml a un matraz afora-
do de 100 ml, agregar 75 ml de agua y 5.0 ml solucién
5,0 N de hidréxido de sodio, aforar con agua y mez --
clar, leer la absorbancia de 1a solucién exactamente-
6 min después de haber agregadc el hidréxido de so--
dio, en un espectrofotémetro a una longitud de onda -
de 380 nm_empleando como blanco, para ajustar el apa-
rato, solucién 0.25 N de hidréxido de sodio.

Proceder al mismo tiempo y en la misma forma con la -
sustancia de referencia de rolitetraciclina.

5.7l c4lculos
Determinar el porcentaje de absorbancia de la mues--
tra comparada con una sustancia de referencia por --

medio de la siguiente ecuaciéni
p.a, = Am X Ps X FX10
T As X Pm X (100 - h)
Dondes

P. A. = Porcentaje de absorbancia 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 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 DEL COCIENTE DE ABSORBANCIA
EN LA REGION DEL ULTRAVIOLETA 270/355 nm




50841 Aparatos y equipo
Espectrofotémetro

Equipo comin de laboratorio

5.8.2 Materiales y reactivos

Solucién 0.1 N de dcido clorhidrico

5.8.3 Procedimiento

Transferir 50 mg de muestra, exactamente pesados, a -
un matraz aforado de 250 ml, disolver y aforar con -
agua, tomar una alicuota de 5.0 ml y transferirla a -
un matraz aforado de 50 ml, aforar y mezclar con solu
cidn 0:1 N de 4cido clorhfdrico. Leer las absorban---
cias de la solucién en un espectrofotémetro a una lon
gitud de onda de 270 y 355 nm empleando como b;anco,-

para ajustar a cero el aparato, agua.

5.8.4 Ccdlculos
Determinar el cociente de absorbancia de la muestra -

por medio de la siguiente ecuaciéni

A
Gike B KgM
355 nm
Donde:s

C.A. = Cociente de absorbancia de la muestra

Apeg = Absorbancia de la solucidén a una longitud de -
onda de 270 nm :

A355 = Absorbancia de la solucién 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 comin de laboratorio

5.9.2 Materiales y reactivos
Acido sulfiéirico concentrado (95 -98 por ciento p/P)

Acido nitrico concentmado (69 - 71 por ciento p/p)

Acido clorhfdrico concentrado (35 - 38 por ciento p/pP)

Solucidn al 10.0 por ciento de hidréxido de amonio
Solucidn al 6.0 por ciento de &cido acético
Solucidn al 12.0 por ciento de éciéo acético
Solucién al 10.0 pdr ciento de sulfuro de sodio

Solucidn de referencia de plomo: 0.183 g de acetato de
plomo y 5 ml de solucién al 12.0 por ciento de 4cido-
acético a un matraz aforado de 1000 ml mezclar y afo-
rar con agua, concentracién estimada de 100 mcg de --
plomo por ml. El dia de la prueba diluir 10,0 ml de
1a solucién anterior a un matraz aforado de 100 ml de
1a solucidn anterior en un matraz aforado de 100 ml -
con agua destiladay, concentracién estimada de 10 mcg
de plomo por ml.

5.9.3 Procedimiento

Transferir 350 mg de muestra .exactamente pesados a un
crisol de porcelana; calcinar en la mufla de 500 a --
600 °Cc y dejar enfriar . Afadir al residuo 2 ml de --
4cido nftrico y cinco gotas de &cido sulfirico, ca--
lentar la mezcla con mechero hasta que desaparescan -
los humos blancos. Finalmente calcinar la mezcla en -
la mufla hasta desaparicién de los restos de carbén, -
_Enfriar y agregar 2 ml de 4cido clorhidrico calentar
en bafio de vapor hasta seduedad. Agregar al residuo -

dos o cuatro gotas de &cido @vrhfdrico y 10 ml de --



agua caliente. Sobre bafio de vapor calentar la mezcla
agregar solucidén al 10,0 por ciento de hidrdxido de -
sodio hasta reaccidn alcalina, después solucidn al --
6.0 por ciento de 4cido acético hasta reaccién ligera
mente &cida y filtrar la soluciéqgi es necesario, ---
transferirla a un tubo 'Nessler y lavar el crisol y el
filtro con 10 ml de agua. Enseguida diluir la mezcla
a 25 ml, alcalinizar con solucidn al 10.0 por ciento-
de hidrdxido de amonio y agregar cinco gotas de' solu-
cidn al 10.0 por ciento de sulfuro de sodio y comple-

tar el volumen a 50 ml con agua.

Transferir 1.0 ml de la solucién de referencia de plo

mo de éoncentraci&n de 10 mcg de plomo por ml, a un -
’ tubo Nessler afiadir 25 ml de agua y solucién al 10.0-
por ciento de hidréxido de amonio hasta reaccidn alca
lina agregar 5 gotas de solucidén al 10.0 por ciento -
de sulfuro de sodio y completar el volumen a 50 ml --
con agua,

Comparar la turbidez de las dos soluciones.
5.9.4 Interpretacién de resultados
La solucidén problema debe ser menos turbia que la so,

lucién de referencia.

50,10 PRUEBA PARA DETERMINAR CLORUROS

5.10.1 Aparatos y equipo

Matraz de combustidn de Schoeninger de 1 litro
Tubos Nessler

Equipo comiin de laboratorio

5.10.2 Materiales y reactivos

Solucidn de referencia de cloro: transferir a un ma--



traz aforado de 1000 ml :5.85 g de cloruro de sodio -
previamente desecados, disolver y aforar con agua, con

centracién estimada de 3.55 mg de cloro por ml.

El dfa de la prueba preparar las soluciones siguien--
test

Solucidn de referencia dildida de cloro: transferir -
28.2 ml de la solucién de referencia de cloro a un m3

traz aforado de 100 ml aforar con agua y mezclar.

Solucidén comparadora de clorot transferir 4.0 ml de -
la solucién anterior a un matraz aforado de 100 ml, -

aforar con agua y mezclar.

Solucidn al 12.5 por ciento de dcido nitrico
Solucién al 25.0 por ciento de 4cido nitrico
Solucidn 1.0 N de hidrdéxido de sodio

Solucién 0.1 N de nitrato de plata

5.10.3 Procedimiento

Colocar 50 mg 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 papel quede en el bucle, agregar 5 ml de-
solucidn 1.0 N de hidréxido de sodio y conducir en el
mismo una corriente abundante de oxigeno durante 20 -
segundos. Tapar de inmediato el aparato e iniciar la
combustién. Una vez terminada la combustién esperar a
que se enfrie el matraz, agitar para que los gases de
combustién sean absorbidos por 1la solucidn de hidrdxi
'do de sodio. Abrir con cuidado y agregar 10 ml de so--
lucidn al 12.5 por ciento de &dcido nitrico y mezclar-
transferir con agitacién la solucidn a un matraz afo-

rado de 50 ml, enjuagar el matraz de combustién suce-



ko

sivamente con tres porciones de J ml de agua cada --
una, agregéndolos al matraz aforado, completar el vo-
lumen con aguae.

Simul t4éneamente correr un blanco, quemar un papel sin
muestra, y tratarlo de igual forma que como se des---
cribid en el pirrafo anterior sélo que antes de afo--
rar, agregar 0.2 ml de solucién de referencia diluida
de cloro.

Transferir por separado, a tres tubos Nessler =as si--

guientes soluciones:

Tubo No. 1 t 10,0 ml de solucién problema, mis 3.0 ml
de solucién al 25.0 por ciento de &cido nftrico y 1.0
ml de solucién 0.1 N de nitrato de plata.

Tubo No. 2 3 10,0 ml de solucién resultante de la com
bustién sin muestra, mds 3.0 ml de solucién al 25.0 -
por ciento de 4cido nitrico y 1.0 ml de solucién 0, 1-

N de nitrato de plata.

Tubo No, 3 s 10.0 ml de solucién comparadora mis ----
11.0 ml de agua, m&s 1.0 ml de solucién al 25.0 por -
ciento de 4cido nftrico y 1.0 ml de solucién 0.1 N de
nitrato dg plata.

Comparar la turbidez .producida en cada tubo sobre una

superficie negra.

5.10.4 Interpretacidn de resultados

La turbidez presente enAel 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 solucién para el tubo No. 1 para com-
pararla con los tubos 2 y 3 consistente en 1 8.0 ml -
de solucién problema, 2.0 ml de agua, 3.0 ml de solu-
cién al 12.5 por ciento de 4cido nitrico y 1.0 ml de-

solucién 0.1 N de nitrato de plata.
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La ,turbidez de esta solucidn deberid ser menor que la-
de 'los tubos 2 y 3.

5.11 DETERMINACION DE CENIZAS SULFATADAS

5.11.1 Aparatos y equipo
Mufla

Equipo comin de laboratorio

5.11.2 Materiales y reactivos
Acido sulféirico concentrado ( 95 - 98 por c1ento 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 &cido-
sulfdrico, 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 °C nasta peso-

constante.

5.11.4 C4lculos
Determinar el por ciento de cenizas sulfatadas, en la

muestra, por medio de la sigulente ecuacidéns

Pd - Pc

P.C. = = - Po X 100
Dondet
P.C.- = Por ciento de cenizas sulfatadas en la muestra

Pd = Peso del crisol después de la calcinacién
Pec = Peso del crisol vacio y a peso constante

Pm = Peso del crisol con muestra antes de la calcina-

cidén
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5.12 PRUEBA DE INOCUIDAD

5.12.1 Aparatos y equipo
Agujas y Jjeringas de tuberculina, esterilizar en ca--
lor seco a 250 °C por un mfnimo de 1 h.

Equipo comin de laboratorio

5.12.2 Materxales y reactivos
Ratones blancos de 18 a 25 g no usados antes en otra

prueba similar.

Agua destilada estéril, esterilizar en autoclave a -
121 %c por un mfnimo de 20 min

5.12.3 Procedimiento

Inyectar intravenosamente a 5 ratones 0.5 ml de solu-
cién muestra de concentracién de 2 mg por ml (trans-
ferir 100 mg de muestra a un matraz aforado de 50 mly
disolver y aforar con agua destilada estéril), la in-
yeccién deberd hacerse a una velocidad de 0.05 ml por
segundo, observar a los ratones por un perfodo de 48

horas.

5.12.4 Interpretacién de resultados

Si ningfin animal muere en el perfodo de observacidn de
48 horas la muestra pasa la prueba. Si uno o més rato

nes muere dentro de las 48 horas, repetir la prueba -

usando 10 ratones con peso de 20 g + 0,5 g) cada -

uno: la muestra pasa la'prueba si el nimero total de-

animales muertos dentro de las 48 horas no es mayor -

del 10 por ciento del niimero 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 estérili
dad de 3 o 6 unidades

Membranas filtrantes de 0.45 + 0.0 2 micras
Campana de flujo laminar

Autoclave

Potencidmetro

Tubos para cultivo con tapa

S wir &

. Cortadores y pinzas para membranas

Equipo comin de laboratorio

5.13.2 Materiales y reactivos
Peptona (BBL 11919; Difco 0118-01-8)

Solucién de peptona.estéril, (disolver 1.0 g de pep-
tona en suficiente agua destilada, afiadir 1.0 ml de-

p-tert-ostilfenoxi polietoxietanol y aforar con agua
a 1.0 1, esterilizar en autoclave a 121 °c por un mf-
nimo de 20 min, después de la esterilizacidén ajustar-
el pH de 7.0 a 7.2, si es necesario, con solucién 2.0
N de &cido clorhfdrico o solucién 2.0 N de hidréxido-
de sodio)

Medio de soya.y digerido de caseina (BBL 11768; Difco
0370-01-1)
Agar micoldgico (BBL 11445 Difco 0405-01-0)

Agar soya tripticasa (BBL 1104; Difco 0369)

5013.3 Procedimiento

Armar un equipo de filtracién de 3 8 6 unidades . con-
sus filtros de membrana y filtros hidrofdbicos segun-
instruccionesdel fabricante y prepararlo para su es-

terilizacidn.

Esterilizar en autoclave todo el equipo a 121 °c de -
20 a no mds 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

contaminacidn si se esterilizan ya en la unidad. .

Los cortadores y pinzas pueden ser esterilizados en =
calor seco a 250 °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 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 ml que contenga 200 ml de solucién de --
peptona esterilizada y a temperatura ambiente disol--

ver la muestra agitando hasta disolucién total.

Empazar a filtar asépticamente usando un filtro como-
testigo. Si la filtracidén se dificulta o es muy tarda
da se debe disolver la muestra en 400 ml de solucibn-

de peptona o usar-3 g de muestra.

Lavar el filtro con tres porciones de 100 ml, cada una
de solucién de peptona estéril.

Tomar la membrana con una de las pinzas y colocarla -
en el cortador, cortar la pafte central, en un circu-
"lo de 17.5 mm de didmetro, transferir la parte cen --
tral de la membrana cortada dentro de un tubo que con
tenga medio fldido de tioglicolato, colocar la parte-
exterior dentro de un tubo que contenga medio de soya

y digerido de casefina. Repetir esto con el testigo.

Durante la prueba exponer una caja Petri con agar mi-
colégico y otra con agar soya tripticasa, incubar du-
rante un perfodo de 4 dfas y observar su crecimiento-

para tener la seguridad de que el drea donde se efec~
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tué la prueba fué una 4rea estéril.

Incubar los tubos con medio fldido de tioglicolato -~
por 7 dias a 30 -32 °¢ (medio para bacterias) y los -
tubos con medio de soya y digerido de casefna a 22 --

25 °c por 7 dfas (medio para hongos)

5.13.4 Interpretacidn de resultados

Se dice que el lote o muestra pasa la prueba si des-~
pués de 7 dias de incubacién en ningin tubo aparece -
crec1m1ento. )

Si se observa crecimiento, deberd repetirse la prueba
con él1 doble de muestra y si el crecimiento es en un-

solo medio, colocar la membrana en ese medio.

Si en los dos ensayos hay crecimiento la muestra no -

pasa la prueba.

5.14 PRUEBA DE PIROGENOS

5.1k.1 Aparatos y equipo

Termémetro clinico

Jeringas y agujas libres de pirdgenos (esterilizar en
calor seco a 250 °¢ por un mfinimo de 1 h)

5.14.2 Materiales y reactivos

Conejos sanos y adultos, con peso no menor de 1800 g
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 antibidticos.

Area de alojamiento de temperatura de 23 + 1.5 %a s =
humedad relativa de 50 + 10 por ciento y libre de per
turbaciones que facilmente los puedan excitar. Mante-

ner a los conejos, en esta 4rea en forma individual-



Un animal que no se ha usado anteriormente en la prue
ba, permanecerd dos semanas antes de la misma, bajo -
las condiciones especificadas anteriormente. Simular
una prueba, 1 a 3 dfas antes de la determinacidn bajo
las condiciones especificadasen el procedimiento omi-
tiendo la inyeccidén. Si el animal no pasa satisfacto
riamente esta prueba, probarlo nuevamente dos veces -
con un lapso de dos dfas 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 pirdgénica.

Agua destilada estéril, esterilizar en autoclave a --
121 °c por un mfnimo de 20 min.

5.14.3 Procedimiento

Realizar la prueba en una 4rea donde los animales es=-
ten alojados en las condiciones ambientales menciona-
das. El'dfa de la prueba suspender todo el alimento -
a los animales que van a ser usados hasta después de

terminada, excepto la administracidén de agua.

Determinar la temperatura control para animal, 40 min-
antes de iniciar la prueba, por la insecidn del termd-

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--
vien mds de 1.0 Ve de cada una de las otras lecturas -
v no se use ningin animal con una temperatura que exce
da de 39.8 °cC.

La temperatura control registrada para cada canejo ==
constituye la temperatura a partir de la cual se cal-

cula cualquier elevacién subsecuente a la inyeccidén -~



del material de prueba.

Preparar una solucidn con agua destilada estéril li--
bre de pirdgenos de concentracién de 5 mg de rolite--
traciclina por ml (transferir 50 mg de rolitetracicli
na, exactamente pesados, a un matraz aforado de 10 ml
disolver y aforar con agua destiléda estéril libre de
pir6genos), 30 min después de haber tomado la tempera
tura control inyectar 1,0 ml de la solucién anterior-
por kg de peso corporal, la inyeccién deberd 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 solucidn a inyectar a 37 oC, llevar un
registro de las temperaturas a 1, 2 y 3 .h después de-
la inyeccidn. :

5.14.4 Interpretacién de resultados

Si los conejos no muestran un incremento individual -
de temperatura de su respectiva temperatura control, -
de 0.6 °c 0 mis y si la suma de los tres incrementos~
de temperatura no.excede de 1.4 oC la muestra pasa la

prueba.

Si uno o dos conejos muestfan una elevacién de tempe-
ratura de 0.6 °C o mis, o si la suma de los incremen-
 tos de temperatura excede de t.4 °C, repetir la prue-~
. ba usando 5 conejos, si no mis de tres de los ocho cg@
nejos muestran incrementos individuales de temperatu=
ra de 0.6 °C o m&s y si la suma de los incremos no eX

cede de 3.7 °¢, la muestra pasa la prueba.

5015 PRUEBA DE SUSTANCTIAS HISTAMINOSIMILES

5.15.1 Aparatos y equipo
Quimégrafo 2
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Jeringas y agujas para tuberculina estériles, esteri-

lizar en calor seco a. 250 °c por un minimo de 1 h.

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

calor seco a 250 °C por un mfnimo de 1 h.

Equipo de diseccién estéril, esterilizar en calor se-

co a 250 °C por un minimo de 1 h.

'Manémetro de mercurio adecuado para medir la presién-

sangufnea, se suguiere el siguientes

u

Wforacién -

central QUIMOGRAFO

Jeringa con

72—
solucidén de Alambre de acero

heparina - inoxidable
d .
: o
i - Tapdén de corcho
\\ii\\ flotante
\

-(A)A la arte
"ria cardtida {Llave de
tres pasos

N

o
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5¢15.2 Materiales y reactivos

Un gato sano, macho o‘hembra no prefiada, que no pese
menos de 2.5 kg y que se ha mantenido una:semana an--
tes en una &rea de alojamiento de caracteristicas ---

iguales a las que.se especifican en el punto 5.14.2,

Agua destilada estéril, esterilizar en autoclave a --

121 °c por un mfnimo de 20 min.

Solucidén fisioldgica estéril (transferir 9.0 g de clo
ruro de sodio a un matraz aforado de 1000 ml, disol--
ver y aforar con agua, dsterilizar en autoclave a 121

°c por un mfnimo de 20 min).
Sustancia de referencia de diclorhidrato de histamina

Anestésico de accién media o prolongada, que no afec-
te la estabilidad de la presién sanguinea (fenobarbi-
tal sédico, pentobarbital sédico o nembutal).

Solucién de heparina (disolver 100 mg de heparina sé-
dica en 1 litro de solucién fisioldgica estéril, con-
centracién estimada de 100 mcg de heparina sédica por
ml)- i

Solucién de referencia de histaminai 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 ml, disolver y aforar con agua destilada estéril-
(concentracién estimada de 1 mg de histamina base por
ml), transferir alicuotas de 0.5 ml de la solucién an
terior a ampolletas ae vidrio, sellar las ampolletas-
y conservarlas bajo refrigeracidn hasta su uso. Para-
hacer una solucién primaria diluir una alicuota de --
0.5 ml en un matraz aforado de 50 ml con agua destila
da estérili(concentracién estimada de 10 mcg de hista-

mina base por ml), esta solucidén primaria puede ser -
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conservada bajo refrigeracién por un mes. El dfa de -
la prueba preparar a partir de la solucidn primaria -
una solucidn primaria que contenga 1.0 mcg de histami
nima base por ml, haciendo una dilucién de 13110 con -
agua destilada estéril.

541545 Preparacién de la muestra

Tgansferir una cantidad de muestra equivalente a' 50 -
mg de rolitetraciclina a un matraz aforado de 10 ml,-
disolver y aforar con agua destilada estéril (concen-
tracién estimada de 5 mg de rolitetraciclina por ml)s

5155 Procedimiento ;

Determinar el peso del animal y aplicar anestesia ge
neral por medio de una inyeccién intraperitoneal del-
anestésico elegido; descubrir quirurgicamente la arte
ria carétida separdndola completamente de todas las -

estructuras a su alrededor. Seccionar el nervio vago-

Desplazar totalmente el aire del mandmetro por solu--
cién de heparina, aplicada con una jeringa colocada -

en la entrada B (ver esquema 5,1505)

Insertar una cdnula en la arteria cardtida conectada-
al manémetro por la entrada A, manteniendo la llave -
cerrada, para medir directame;te y tener un registro-
constante de la presi6n sanguinea abrir la llave; si-
la sangre tiende a coagularse agregar la cantidad ne-

cesaria de solucidn de heparina.

Descubrir quirurgicamente la vena femoral para facili

tar la inyeccién intravenosa.

Conectar el manémetro al quimégrafo e inspeccionar la
amplitud de los trazas del movimiento de oscilacidén y

estabilidad de la presién sanguinea.

Determinar la sensibilidad del animal a la histamina-
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por medio de inyecciones en la vena femoral de la so-
lucidn de referencia de histamina de concentracidén de
1.0 mcg de histamina base por ml, aplicar las inyec:-
ciones a intervalos de tiempo de no menos de 5 min --
cada una, aplicar 0.05, 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 lectu--
ras hasta que las cafdas de pres16n causadas con do--
sis de histamina sean equivalentes y relatlvamente -
uniformes, y la cafida de pres16n sanguinea causada --
con 0,1 mcg de histamina base por kg de peso corporal
no sea menor de 20 mm de mercurio. Reemplazar la his-
tamina por la solucién muestra de concentracién de 5=
mg de rolitetraciclina por ml e inyectar 3 mg por kg~
de peso corporal en un lapso de 5. min, Si hay baja --
significativa de pres16n sangufnea, 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 1a solucién de histamina y la solucidon-
del antibiético.

El animal puede ser utilizado hasta que sus respues-=-=

tas sean razonablemente estables a la histamina.

S5e 155 Interpretacidén de resultados

El producto pasa la prueba de ausencia de sustancias

histaminosimiles si la baja de pres1on sanguinea obte
ida 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 ¢orporal .
6. APENDICE

61 OBSERVACIONES
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Los reactivos grado analftico empleados en los méto--
dos de prueba cumplirdn con las especificaciones mar-
cadas por la Farmacopea Nacional de los Estados Uni--

dos Mexicanos.

La sustancia de referencia oficial serd la aceptada -

por la Secretaria denglubridad y Asistencia (Se.S.A.)
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ANTEPROYECTO DE NORMA OFICIAL MEXICANA
“"NITRATO DE N-PIRROLIDIN METIL TETRACICLINA-
8§ NITRATO DE ROLITETRACICLINA"
DGN-39-4-III-4

1. GENERALIDADES

Antibidtico perteneciente al grupo de las tetracicli=~
nas

1.1 DEFINICIONES

Para los efectos de esta norma se entiende por nitra-——
to de rolitetraciclina al producto constituido princi--
palmente por el compuesto qufimico 027 13 BOB.HLOjinH (o)
con peso molecular de 617.64, con nombre quimico de--
nitrato de 4-(Dimetilamino)-1, 4, hka, 5, 5a, 6, 11, 12a
octahidro-3, 6, 10, 12, 12a-pentahidroxi-6-metil-1, 11-
d1oxo-N~(l-p1rrol1d1n11met11)—2-na£tacenecarboxam1da, -
hidratado o anhidro, inestable al aire y obscurecea la- .
luz, con aspecto de polvo cristalino y libre de mate---

rias extrafias visibles.

Férmula desarrollada:

0

HNO,.1 1/2H,0

1.2 ALCANCE
La presente norma se aplica al nitrato de rolitetraci

clina estéril y no estéril,

1.3 Usos _

En la fabricacién de medicamentos

2. CLASIFICACION



El producto objeto de esta norma se clasifica en dos-

grados de calidadi
Grado A nitrato de rolitetraciclina estéril

Grado B nitrato de rolitetraciclina no estéril
3. 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 indi

TABLA 1

cadas en la tabla 1.

caracter{stica

Nitrato de rolitetraciclina

Especificaciones

Identificacién

Prueba A
Prueba B

Grado A estéril

Grado B no_estéril

Pasa la prueba

Potencia -como-
estd-

No menos de 805
mcg de rolite--
traciclina por-
m

Pasa la prueba Pasa la prueba

Pasa la prueba

No menos de 805
mcg de rolite -
traciclina por-

2L

pH (solucién al
11.0 por ciento-

/v)

3.5 a 5.5

3.5 a 5.5

Cristalinidad

Presenta birre-
fringencia a la
luz polarizada

Presenta birre-
fringencia a la
“luz polarizada

Agua (Karl ---
Fischer)

No mds de 5.0
_por ciento

No mds de 5.0
por ciento

pérdida por se-
cado (a 60 e v

resién reduci-

a)

No mds de 5.0
por ciento, a -
lo mds 1.0 por-

ciento arriba -

de agua por -
Karl Fischer.

No mas de 5.0 -
por ciento, a -

lo mds 1.0 por-
ciento arriba -
de agua por =---—
Karl Fischers.
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TABLA 1 (continda)

lAbsorbancia de- 89.2 + 4.0 por- 89.2 + 4.0 por-
luz en la re -- ciento compara- ciento compara-
gién ultraviole da con una sus- da con una sus-
ta a 380 nm -en tancia de refe- tancia de refe-
base anhidra-- rencia g rencia
Cenizas sulfata 0,01 a 0.05 por 0,01 a 0.05 por
das | ciento ciento
Metales pesados No m&s de 28 - No m&s de 28 -

& PePslle PsPelle
Contenido de ni 9,1 a 11.1 por- 9,1 a 11.1 por-
trato (como es- ciento ciento
td)
Inocuidad Pasa la prueba Pasa la prueba
Esterilidad Pasa la prueba - . -
Pirdgenos Pasa la prueba - . -
Sustancias hista
minosfmiles Pasa la prueba - . -
3.2 MARCADO
30201 En el envase y empaque

En el exterior del empaque Y envase debe aparecer una
etiqueta en caracteres legibles y redactados en espa-
fiol los siguientes datos: sf{mbolo del fabricante, nom
bre del producto, grado de calidad (estéril, no esté-
ril), peso neto expresado en kilogramos o gramos, nd-
mero de lote, fecha de fabricacidn y caducidad, la le
yenda *Hecho en M&xico™, la leyenda “Conservese el en
vase bien cerrado en lugar fpeéco y seco", potencia o
equivalente en actividad (en rolitetraciclina base) y
otros datos tales como precauciones que deben tenerse
en el manejo y uso de los empaques Yy envases durante-
su transporte y almacenamiento y el Sello Oficial de-
: garantfa cuando la Secretgria de Industria y Comercio

lo juzgue conveniente.



3.3 ENVASADO Y EMPACADO

El producto no estéril, objeto de esta norma, debe es
tar contenido en envase de vidrio 4mbar o cualquier -
otro material adecuado, protegidos de la luz, envasa-
do y sellado enatmosfera de nitrdgeno seco y a su vez
estos en cufietes de capacidad y material adecuados pa

ra que resistan su transporte y almacenamiento.

El producto estéril debe estar contenido en recipien-
tes estériles de vidrio &mbar u otro material adecua-
do, protegido:de la luz, herméticamente cerrados, en-
vasado y sellado en atm8sfera de nitrégeno seco; los-
recipientes deben abrirse en 4rea estéril - y bajo . --
condiciones asépticas. Los envases deben estar conteni
dos en cufietes de capacidad y material adecuados para

que resistan su transporte y almacenamiento.

L. MUESTREO

El muestreo se efectda de comin 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 '

A e e =

B.1.1 Aparatos y equipo

Guantes de hule con superficies exteriores lisas

Muestreador de acero inoxidable pulido, de 1.27 cm de
didmetro con ventanas por lo menos de una tercera par
‘te de la circunferenciaj completo de tubo interior de

cierre.
Bolsas de polietileno de color negro
Frascos de vidrio de color dmbar

Frascos &mpula de color &mbar de 20 ml



Lh.1.2 Manera de operar

Por medio del muestredor sacar producto de cada cuiie-
te en tres puntos diferentes, dispuestos a * 120 A
uno de otro y a tres d1ferentes alturas segin el es -
quema siguientes

T

PLANTA SECCION
Abrir los cufietes en una 4rea de humedad relativa am
biehtal del 20 por ciento y luz controlada. De cada-
envase tomar aproximadamente 30 g de produéto y poner
los en bolsas de polietileno negro marcadas con el --
némero del cufiete y el niimero del lote. Sellar los en
vases desplazando el aire con nitrégeno seco y con un

- oportuno cierre de garantfa.

De cada bolsa de polietileno pesar partes proporcio--
nales al peso neto declarado en la etiqueta del cufie-
te correspondiente y transferirlas a otra bolsa.de =--
polietileno negro, mezclar hasta completa homogenei--
dad.

Esta muestra oficial se dividiré en dos partes: Una -
destinada al archivo (cantidad aproximada 100 g) la -
del archivo en frascos de vidrio de color ambar y se-
1lada en atmSsfera de nitrégeno seco, ¥y otra destina-
da al andlisis. "

En caso de que el lote se ponga a prueba de estabili-
dad se repartlré una tercera porcién del produc»o en-

frascos dmpula de color 4mbar de 20 ml ( 20 frascos -



conteniendo cada uno 1 g de producto). Debidamente ro

tulados y sellados en atmésfera de nitrégeno seco.

b2 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 e por un minimo de 20 -
min.

Muestreador de acero inoxidable pulido, de 1.27 cm de
difmetro 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 % por un mi=
nimo de 1 h i

Frascos de vidrio de color dmbar estériles, esterili-

zar en calor seco a 250 °c por un mfnimo de 1 h.
Frascos 4mpula de color &mbar de 20 ml

Campana de flujo laminar o 4rea estéril

4,2.2 ° Manera de operar
En la campana de flujo laminar o en el 4rea estéril -
realizar el procedimiento indicado en el punto 4.1.2-

en forma aséptica.

L.3 CRITERIO DE ACEPTACION

El criterio de aceptacidén es 100 por ciento

5 METODOS DE PRUEBA i

Los reactivos que se mencionen en todas las determi-

naciones siguientes deben ser grado analitico (ver--
apéndice) a menos que se mencione otra cosa; cuando -

se indique agua debe entenderse agua destilada y la -



sustancia de referenciaserd la oficial (ver apéndice)

5.1 PROCEDIMIENTO PARA LA IDENTIFICACION DE NI-
TRATO DE ROLITETRACICLINA

5e101 Prueba A (Identificacién de rolitetraciclina)

501s1.1 Aparatos y equipo

Equipo comin de laboratorio <

501142 Materiales y reactivos
Solucién 1.0 N de hidréxido de sodio

5¢1e1.3 Procedimiento

Transferir 100 mg de muestra a un tubo de ensayo y -
afiadir 5 ml de solucién 1.0 N de hidréxido de sodio -
calentar lentamente hasta ebullicién durante 15 segun

dos y enfriar a temperatura ambiente.

501014 Interpréetacién de resultados
Al calentar se percibe un marcado olor a pirrolidina
y ecuando la solucién se ha enfriado es cristalina de

color rojo vino.
Seiliei Prueba B (identificécién de nitrato)

5014241 Aparatos y equipo

Equipo comin de laboratorio

5010202 Materiales y reactivos

Acido ac&tico concentrado (36-37 por ciento, p/p)

Solucidn al 10.0 por ciento p/v de nitrén en solucidn
1.0 N de &cido acético (nitrén, 020H16Nh; 1, 4-dife-~-

nil-3, 5-endo-anilino-k, 5-dihidro-1,2, h-triazol).
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5.1.2.3 Procedimiento
Transferir 1 g de muestra a un vaso de precipitados -
de 250 ml y afiadir 100 ml de agua, acidificar con 1l -
ml de 4cido acético.

Calentar hasta ebullicién con agitacién constante y-
afiadir 10 ml de la solucién de nitrén. Dejar enfriar

hasta temperatura ambiente.
5.1.2.4 Interpretacién de resultados
Al dejar enfriar la solucién de prueba se forma preci

tado denso.

5¢2 DETERMINACION DE POTENCIA

5.2.1 M&todo microbioldgico (turbidimétrico)

5¢2¢101 Aparatos y equipo

Fotocolorimetro con filtro para 530 y 580 nm
Horno para esterilizar
Autoclave

Botellas de Roux

Aparato para bafio de agua provisto de control termos-
tdtico. :

Tubos de 16 mm X 150 mm (dimensiones exteriores)

Equipo comiin de laboratorio

502¢1.2 Materiales y reactivos
Sustancia de referencia de rolitetraciclina (en el mo
mento de usar secar 3 h a 60 °C a una presi6n no ma--

yor de 5 mm de mercurio)

Cepa de Staphyloccccus aureus (ATCC 6538P) -

Solucién reguladora 0.1 M de fosfatos de pH 4,5.esté

o .
ril, esterilizar en autoclave a 121 C por un minimo-



de 20 min la siéuiente solucidn: ( transferir 13.6
g de fosfato monopotdsico a un matraz aforado de 1000
ml, disolver y aforar, ajustar el pH de 4.45 a L4.55-
después de la esterilizacién, si es necesario, con so
lucidén 18.0 N de &cido fosférico o con solucién 10.0-

N de hidréxido de potasio)
Solucién 12.0 por ciento de formaldehido

Medio antibidtico No. I (agar nutritivo para mantener
al microorganismo de prueba); esterilizar en autocla-

ve a 121 % por un minimo de 20 min.

Peptona ====e=-e=—m—mcmccccccsaco- 6.0 g
Extracto digerido de caseina ---- 4.0 g
Extracto de levadura —-=-—===-====- 3.0 g
Extracto de carne ==—===—=—e==c-==- 1.5 g
Dextrosa ====———-cemcececce——mcc—c——— 1.0 g
Agar —-=emmmmme—mem—mme—ce—m—————— 15.0. g
Agua destilada Cibepe ===—===——-—- 1000.0 ml

después de la esterilizacién, pH 6.5 - 6.6

Medio antibidtico No. II (caldo nutritivo); esterili-

zar en autoclave a 121 °C por un mfnimo de 20 min.

Peptona~-~=—~==—cecccncccccccnaec=- 5.0 g
Extracto de levaura —-—-=====—=-==- 1.5 g
Extracto de carne =-==—-—-—c—oec<=- 1.5 g
Cloruro de sodio i 3.5 g
Dextrosa =—=—====——meccccccccc-e-- 1.0 g
Fosfato dipotdsico  =-======--=- 3.68 g.
Fosfato monopotdsico =—=--—=-===== 1.32 g
Agua destilada cCebepe  —m==——==- 1000.0 ml

después de la esterilizacién, pH 6.95 - 7.05

Solucidn salina estéril, esterilizar en autoclave . a-
121 °C por un mfnimo de 20 min (transferir 9.0 de --

cloruro de sodio a un matraz aforado de 1000 ml, di--
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3

solver y aforar con agua).

5.2.1.3 Preparacidn de la solucidn de referencia

Transferlr 100 mg de sustancia de referencia de roli-
tetraciclina (la cual ha sido secada previamente, du-
rante 3 h a 60 °C y 5 mm de mercurio) a un matraz afg
rade de 100 ml, disolver y aforar con metanol (concen
tracién estimada de 1 mg de rolitetraciclina por ml).
Guardar esta soluci6n ﬁrimaria bajo refrigeracién en-

un matraz de vidrio, con tapdn esmerilado y desechar-

.1a_solucién después de un dfa de preparada.

5,2.1.4 Preparacidén de la solucién preblema
Transferir a un matraz aforado de 100 ml una cantidad-
exactamente pesada de muestra, equivalente a 100 mg de
rolitetraciclina, disolver y aforar con alcohol metfli
co (concentracién estimada de 1 mg de rolitetraciclina
por ml). Transferir una alfcuota de 1,0 ml de esta so-
lucién a un matraz aforado de 100 ml; mezclar y afo--
rar con solucién reguladora 0.1 M de fosfatos de pH -
4.5 (concentracién estimada de 10 mcg de rolitetraci-
cllnn por ml). Transferir una alfcuota de 25.0 ml a -
un matraz aforado de 1000 ml, mezclar y aforar con sO
lucién reguladora O.1 M de fosfatos de pH 4.5 (concen
tracidn estimada de 0.25 mcg de rolitetraciclina por-

) ml).

52015 Preparac16n del microrganismo de prueba

Cultivar la cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 6538P)
en tubos c¢en 10 ml de medio antibidtico No. I inclina-
do, incubdmdeles a 32 - 35 *c durante 24 h. Lavar el -
desarrollo de un tubo cen 3 ml de solucién salina esté
ril. Pasar esta suspensién de microorganismos a una bg
tella de Roux, que contenga 250 ml de medio antibidti

co No. I. Extender la suspensién 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 ml de solucién sali-
na estéril. Diluir esta suspensién con solucidén 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 suspensidn bajo refrigeracién, en un ma

traz de vidrio puede ser empleada antes de una semana

Una vez ajustada la suspensién de microorganismos, --
agregar de 10 a 20 ml de la misma a 1.0 1 de medio an
tibidtico No. II.

5.2.1.6 Preparacién de los tubos
Preparar seis series de tres tubos cada una y marcar--

los respectivamente como serie 1, 2, 3, 4, 5y 6

5062:1.7 PreparaciGn de la curva de referencia
Transferir 1.0 ml de la solucidn primaria de referen-
cia, preparada como se indica en-5.2.1.3 a un matraz-
aforado de 1000 ml, aforar con solucién reguladora Q1
M de fosfatos de pH 4.5 (concentracidn estimada de 1-
mcg de rolitetraciclina por ml), a partir de esta -
solucidn preparar:.las siguientes diluciones usando sO
lucién reguladora 0.1 M de fosfatos de pH L.5t

*16.0 ml a 100 ml (0,160 mcg por ml)

20,0 ml a 100 ml (0.200 mcg por ml)
25,0 ml a 100 ml (0.250 mcg por ml)
31.2 ml a 100 ml (0.312 mcg por ml)
39.0 ml a 100 ml (0.390 mcg por ml)

Usar cinco series de tres tubos cada una y proceder -

como :sigues

Serie 1 1 Agregar a cada tubo 1.0 ml de a dilucién -
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de referencia de 0,160 mcg por ml,

Serie 2 t1 agregar a cada tubo 1.0 ml de la dilucion-

de referencia de 0,200 mcg por ml.

Serie 3 1 Agregar a cada tubo 1.0 ml de la dilucién -

de referencia de 0.250 mcg por ml.

Serie 4:Agregar a cada tubo 1.0 ml de la dilucién de-
referencia de 0,312 mcg por ml.

Serie 5 1 Agregar a cada tubo 1.0 ml de la dilucién -
de referencia de 0.390 mcg por ml.

Una vez que se ha agregado la solucién de referencia-
a los tubos afiadir 9.0 ml de medio antibiético No. II
inoculado, inmediatamente después colocarlos en un ba

fio de agua a 37 °c por un periodo de 3 a 4 horas.

Al término de este periodo sacar los tubos del baifio -
v agregar a cada uno de ellos 0.5 ml de solucién 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 solucidn formada por 9.0 ml de me-
dio antibidtico No. II no inoculado m4s 0.5 ml de so-
lucién al 12.0 por ciento de formaldehfdo y 1.0 ml de
solucién reguladora 0.1 M de fosfatos de pH o5,

Sacar el promedio de las absorbancias obtenidas de --
los tubos de cada serie y graficarlos en papel semilo
gar{tmico.:de dos ciclos, colocar la concentracidén del
antibidtico en mcg por ml. en las ordenadas ( escala -
logarftmica) y las absorbancias en las abscisas (esca

la aritmética).

La curva de referencia se traza uniendo los valores =

mé&ximo y mfnimo, calculdndolos por medio de las ecua-



ciones siguientess

_3a + 2b + c - € & 3e + 2d + ¢ - a

8 5 5

Dondet

B = Valor de la absorbancia calculada para la concen-

tracién md&s baja de la curva.

A = Valor de la absorbancia calculada para la concen-

tracién mds alta de la curva.

a, by, c, d y e # Valores promedio de las absorbancias
de las soluciones de referencia de concentracién 0.16q
0,200, 0.250, 0.312 y 0.390 mcg por ml respectivamente

5.2.1.8 Procedimiento

A la serie marcada como No. 6 afiadir a cada uno de-
los tubos: 1.0 ml de la solucién problema de concen--=
tracidén de 0.250 mcg por ml y 9.0 ml de medio antibid
tico No. II inoc¢ulado y proceder con ellos de igual -

forma que con-los tubos de las otras cinco series.

Después de la adicién del formaldehfido 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 unz solucién formada por 9.0 ml
de medio antibidtico No. II no inoculado mds 0.5 ml -
de solucién al 12.0 por ciento”de formaldehfido y 1.0-
ml de solucién reguladora 0.1 M de fosfatos de pH 4.5
Sacar el promedio de las absorbancias, leer en la cur
va la concentraci6n_correspondiente al promedio de --
1as absorbancias de los tubos problema. Multiplicar -
la concentracién por el factor de dilucién apropiado-
para obtener el contenido del antibidtico en la mues-

tra.

5.3 DETERMINACION DE pH
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56361 Aparatos y equipo
Potencidmetro equipado con un electrodo de vidrio sen
sible a la actividad del ién hidrdgeno, y uno de calg

mel que es el de referencia.

Equipo comiin de laboratorio

56362 Materiales y reactivos

Solucién regulédora 0.2 M de ftalato 4cido de pH 3.61

mezclar en un matraz aforado de 200 ml, 50.0 ml exac-

tamente medidos de solucién 0.2 M de biftalato de po-

tasio (40.846 g de biftalato de potasio para hacer ---
1800 ml de solucidn con agua . .-e«¥--- ) ¥ 3.6 ml de. so-
lucidn 0.2 M de &cido clorhfdrico valorada, y aforar-

con aguae. - '

Solucidn reguladora 0.2 M de ftalato neutralizado de-
pH 5.6imezclar en un matraz aforado de 200 ml, 50.0 -
ml exactamente medidos de solucién 0.2 M de biftalato
de potasio (40.846 g de biftalato de potasio para ha-
cer 1000 ml de solucién con -agua destilada) y 38.8 ml
de solucién 0.2 M de hidréxido de sodio valorada, y -

aforar con agua.

56363 Procedimiento
Transferir 500 mg de muestra, éxactamente pesados , a
un matraz aforado de 50 ml, disolver y aforar con ---

aguae.

Realizar las determinaciones de pH de las soluciones

a una temperatura de 25 + 2.0 %,

Calibrar el potenciGmetro,lajusténdolo con las solu--
ciones reguladoras de pH de 3.6 y 5.6, como paso Si--
guiente medir el pH de la solucién problema dos o més

veces hasta que no haya variacién.
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Entre cada determinacién tener la precauei&n de lavar
los electrodos con la solucién a la que se le va a de
terminar el pH y desechar los lavadose.

5.4 PRUEBA DE CRISTALINIDAD

5.1 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)

S5.4.2 Materiales y reactivos
Aceite mineral

5.4.3 . Prosedimiento

Mezclar en un porta—o‘b,)etos una pequeiia 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

Selt bt Interpretacién de los resul tados

Los cristales de nitrato de rolitetraciclina, muestran
particulas en las cuales se observa el fendmeno de bi-
rrefringencia ¥y posiciones de extincién 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 exclusidn de la hume
dad atmosférica y la determinacién del punto finall. -
Comprende por lo general un sistema cerrado, constuiio

por buretas automfticas y um vaso de titulacién com -
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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. solucién que contenga
670 ml de metanol y 170 ml de piridina, agregar 125 g
de yodo y éenfriar. En una probeta graduada de 250 ml-
transferir 100 ml de piridina y mantenerla en baifio de
hielo, burbujear didxido de azufre seco hasta que el-
volumen llegue a 200 ml, Lentamente y agitando se ---
agrega esta solucidn a la mezcla de yodo enfriada, --
Agitar bien para disolver el yodo, pasar la solucion-
al frasco del aparato y dejar en reposos durante la -
noche anterior a la valoracién.1 ml de esta solucién-
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 estd en uso cont{nuo;se protege de la luz.-
Guardar el resto del reactivo preparado en un reci_ -~
piente color &mbar con tapdén de vidrio protegido de -
la luz y bajo refrigeracién. Tambien se puede emplear
una solucidén estabilizada del reactivo disponible co--

mercialmente).
Tartrato de sodio
.Metanol

5¢5¢3 Normalizacién del reactivo de Karl Fischer
Colocar 36 ml de metanol en el vaso de titulacién y -
afiadir suficiente reactivo de Karl Fischer para obte-
ner el punto final caracter{stico. Afiadir répidamente
de 150 a 350 mg de tartrato de sodio, pesados con ---
exactitud y titular hasta el punfo final, Por la fdér-
mula siguiente se obtiene el factor de equivalencia -

del agua, expresado en mg de agua por ml de reactivo.



_ 0.1566 X P
= v

Donde:
F = Factor de equivalencia del agua expresado en mg -

de agua por ml de reactivo.
P = Peso del tartrato de sodio expresado en mg

V = Volumen del reactivo de Karl Fischer

5.5.4 ~ Procedimiento

Afiadir 25 ml de metanol al vaso de titulacién 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 cdlculos.

Pesar exactamente alrededor de 300 mg de muestra y --

transferir rapidamente al vaso de titulacidn.

Agitar bien y titular de nuevo con reactivo de Karl -

Fischer hasta obtener el punto final.

5¢5¢5 Cdlculos
Determinar el por ciento de agua en la muestra por me

dio de la siguiente ecuacidéni

V.X F X 100

P.C.Ae = P
Dondes
P.C.A. = Por ciento de agua en 1la muestra
V = Volumen del reactivo empleado

F
P

Factor de equivalencia del agua

Peso de la muestra expresado en mg

5.6 DETERMINACION DE PERDIDA AL SECADO

5.601 Aparatos y equipo

Estufa de vacfo
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Desecador con pentéxido de fosforo o sflica gel

Equipo comiin de laboratorio

5.6.2 Materiales y reactivos
Agente deshidratante (4cido sulfdrico concentrado 95~

98 por ciento p/p3 © sflica gel)

50603 Procedimiento

En una atmésfera 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 8 a-
un vacio no mayor de 5 mm de mercurio, sobre pent&xi-
do de fdsforo), pesar el pesafiltros con muestra y cO
locarlo destapado en una estufa de vacfo con terméme-
tro a una pre516n de 5 mm de mercurio y temperatura -
de 60 °C por lo menos 3 horas. Al final de este pe--
r{odo de desecacién, llenar con aire seco la estufa -
(haciendo pasar el aire por un agente deshidratante -
como &cido sulfiérico concentrado 95 -98 por ciento --
p/p o sflica gel), tapar y transferir el pesafiltros-
a un desecador con pentéxido de fésforo o silica gel -

dejar enfriar a temperatura ambiente y volver a pesar

5.6.4 c4lculos
Determinar la pérdida al secado, expresada en por =--

ciento, de la muestra por medio de la siguiente ecua-

cidn:
_ (Pm - Pd) X 100
o Pm X Pa
Dondes
P.S. = pérdida 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 vacfo

5.7 - DETERMINACION DE ABSORCION DE LUZ EN LA
REGION ULTRAVIOLETA A 380 nm

5.7.1 Aparatos y equipo

Espectrofotémetro

Equipo comiin de laboratorio

5672 Materiales y reactivos
Solucidn 5.0 N de hidréxido de sodio

Solucién 0.25 N de hidréxido de sodio

Sustancia de referencia de rolitetraciclina

BeTe3 Procedimiento

Transferir 40 mg de muestra exactamente pesados a un
matraz aforado de 250 ml, disolver y aforar con agua,
transferir una alfcuota de 10.0 ml a un matraz afora-
do de 100 ml, agregar 75 ml de agua y 5.0 ml de solu-
cidn 5.0 N de hidréxido de sodio, aforar con agua y -
mezclar, leer la absorbancia de la solucidn exactamen
te  ===———-- . 6 min despuds de haber agregado el hi--
drdxido de sodio, en un espec%rof0t6métro a una lon--
gitud de onda de 380 nm empleando como blanco para --
ajustar el aparato, solucién 0.25 N de hidréxido de -

sodio.

Proceder al mismo tiempo y en la misma forma con una-

sustancia de referencia.

50701. C:41lculos
Determinar el porcentaje de absorbancia de la muestra

por medio de la siguiente ecuacidns
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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 CENIZAS SULFATADAS
5¢8.1 Aparatos y equipo
Mufla

Equipo comin de laboratorio

5.8.2 Materiales y reactivos
Acido sulfiirico concentrado (95 - 98 por ciento p/pP)

5.8.3 Procedimiento

Transferir 500 mg de muestra, exactamente pesados, a
un crisol 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 4cido sulfidrico, 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 °C hasta peso constante

y pesar. Guardar el residuo para la determinacién de-
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metales pesados.

5.8.4 Ccdlculos
Determinar el porcentaje de cenizas sulfatadas en la
muestra por medio de la siguiente ecuacidni

(Pd - Pc) X 100

P.C. = Pm - Pc

Donde:

P.C. = Por ciento de cenizas sulfatadas en la muestra
Pd = Peso del crisol después de la calcinacidn

Pc = Peso del crisol vacio (a peso constante)

Pm = Peso del crisol con muestra antes de la calcina-
cién

5.9 PRUEBA DEL CONTENIDO QgﬁMETALES PESADOS
5.9.1 Aparatos y equipo

Equipo comin de laboratorio

5¢9.2 Materiaies y reactivos

Solucién reguladora de acetatos de pH 3.5 (transferir
25,0 g de acetato de amonio a un matraz aforado de =--
100 ml, disolver con 45 ml de solucién 6.0 N de 4cido
clorh{drigo, mezclar y aforar —con agua)

Solucidn de referencia de plomo (transferir 160 mg de
nitrato de plomo , exactamente pesados a un matraz --
aforado de 100 ml, d1sblver y aforar con agua destila
da recientemente herv1da y enfriada. Concentracidn es

timada de 1 mg de plomo por ml).

Soluciéqgiluida de referencia de plomo (transferir --
1.0 ml de la solucidn de réferencia de plomo a uri ma=-

traz aforado de 100 ml, aforar con agua destilada re--
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recientemente hervida y enfriada. Concentracidn esti-
mada de 10 mcg de plomo por ml), preparar esta solu-
cidn el dfa de la prueba.

Solucién al 4,0 por ciento de tioacetamida

Mezcla‘de hidréxido de sodio - glicerina (mezclar -
15.0 ml de solucién 0.1 N de hidréxido de sodio con -
5.0 ml de agua destilada ¥ 20.0 ml de glicerina), --

Preparar la mezcla en el momento de hacer la prueba.

Reactivo de tiocacetamida (mezclar 0.6 ml de solucion
al 4.0 por ciento de tioacetamida con 3.0 ml de mez-
cla de hidréxido de sodio-glicerina, calentar en ba
fio de vapor por 20 segundos), preparar el reactivo -

en el momento de hacer la prueba.
Acido nitrico concentrado (69 -71 por ciento p/P)

Solucién 6.0 N de &cido acético.

569.3 Procedimiento

Agregar al residuo de la prueba de cenizas sulfatadas
0.3 ml de &cido nftrico y llevar a sequedad con flama
de mechero, disolver el residuo con 0.25 ml de solu--
cidn 6.0 N de &cido acético y 4.0 ml de agua, comple-
tar el volumen de la solucién a exactamente 15.0 ml,

con agua .

Preparar dos tubos - uno con la solucién muestra y -
otro con solucién comparadora - de la siguiente mane-

rat

Tubo No. IiTransferir 12.0 ml de la solucién proble-

ma,

Tubo No. II: Tramsferir 2.0 ml de la solucién proble
ma, 9.0 ml de agua y 1.0 ml de solucién diluida de re

ferencia de plomo.



A ambos tubos agregar 2.0 ml de la solucidén regulado-
ra de acetatos y 1.2 ml de la solucidn reactivo de --
tioacetamida, agitar inmediatamente. Después de 2 min

observar las soluciones.

5.9.4 Interpretacién de resultados
La muestra pasa la prueba de metales pesados si el -
tubo que contiene la solucién problema no es m&s obs

cura que la solucién comparadora.

5.10 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE NITRATO

5.10.1 Aparatos y equipo
Columna cromatogrdfica (altura : 35 cm, didmetro 1
1.2 - 1.5 cm).

Equipo comiin de laboratorio

5.10.2 Materiales y reactivos

Solucién 0.1 N de hidréxido de sodio valorada

Resina intercambiadora de cationes I (fuertemente dei
da) de Merck.

Solucién alcohélica al 0.1 por ciento de rojo de meti
1o

Solucidn alcohdlica al 0.05 por ciento de azul de me-

tileno.
Mezcla alcohdlica de rojo de metilo y azul de metile-

no ( mezclar cantidades iguales de las soluciones al

cohdlicas de rojo de metilo y azul de metileno).

Solucidn 2.0 N de dcido clorhidrico.

5.20.3 Procedimiento
Preparar la columna cromatogrdfica de la siguiente ma
neras agregar suficiente agua a la resina y empague--—

tarla en la columna cromatégréfica, evitando la forma



cidn de huecos de aire y ejuagar varias veces antes

de usarla.

Disolver 500 mg, exactamente pesados, de muestra en-
20 ml de agua. Pasar esta solucidn a traves de la co-
lumna cromatogrifica, si la solucién que escurre de -
la columna estubiera aln amarilla, se vuelve a pasar

por la columna.

Finalmente lavar la columna cromatografica con 25 ml
de agua los que se colectan junto con la solucidn ---
muestra. Provar las tltimas gotas de lavado las cua--
les deben dar reaccidn neutra, en caso contrario se--

guir lavando.

Titular el eluato con solucién 0.1 N de hidréxido -
de sodioy como indicador la mezcla de solucidn de rojo
de metilo y azul de metileno. El punto final de la --
titulacidn estard dado por el cambio de color de la -

solucidn de violeta a verde.

pPara la activacidn, asf como para la regeneracién de
la resina, pasar 50 ml de solucién 2.0 N de dcido ---
clorhidrico y lavar con agua destilada hasta reaccidn
neutra. La columna debe estar siémpre cubierta de so-

lucidn

5.10. 4 cdlculos
Determinar el por ciento de nitrato en la muestra -
por medio de la ecuacidén siguiente:

V X F X 6.3016_X 100

[
P.C.N. = Pm

Donde:

P.C.N. = Por ciento de nitrato en la muestra

V = Volumen empleado de solucién 0.1 N de hidréxido-

de sodio



F = Cociente de normalidad real entre la normalidad-
tedrica (0.1 N)

6.3016 = mg de 4cido nitrico equivalente a 1.0 mL -
de solucidn 0.1 N de hidréxido 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 °¢ por un minimo de 1 h

Equipo comin 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 °c por un minimo de 20 min.

5.11.3 Procedimiento

Inyectar intravenosamente a 5 ratones 0.5 ml de solu
cién muestra de concentracién de 2 mg por ml (trans-
ferir 100 mg de muestra a'un matraz aforado de 50 ml,
'disolver y aforar con agua deséilada estéril), la in-
yeccidn deberd hacerse a una velocidad de 0.05 ml por
segundo, observar a los ratones por un periodo de 48-

horas.

5.11.4 Interpretacidn de resultados
Si ningdn animal muere en el perfodo de observacién -
de 48 h la muestra pasa la prueba. Si uno o mds 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 g) 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 niimero total de animales probados, in

cluyendo la prueba original.

5.12 PRUEBA DE ESTERILIDAD

5.12.1 Aparatos y equipo
Equipo de filtros membrana para la prueba de esterili
dad de 3 8 6 unidades.

Campana de flujo laminar

Membranas filtrantes de 0.45 + 0.02 micras
Autoclave

Potenciémetro

Tubos para cultivo con tapa

Cortadores y pinzas para membrana

Equipo comiin de laboratorio

5.12.2 Materiales y reactivos
Peptona (BBL 119193 Difco_0118-01-8)

.Solucién de peptona estéril, (.disolver y aforar 1.0
g de peptona en suficiente agua destilada, afiadir =--
1.0 ml de p-tert-octilfenoxipolietoxietanol y aforar
con agua destilada a 1.0 1, esterilizar en autoclave
a 121 °c por un minimo de 20 min, después de esterili
zar ajustar el pH de 7.0 a 7.2, si es necesario, con-
solucidn 2.0 N de 4cido clorhidrico o solucién 2.0 N-
de hidréxido de sodio)

Medio de soya y digerido de casefna (BBL - 11768; Dif
co 0370-01-1)



Agar micol6éico (BBL 11k45; Difco 0405-01-0)

Agar soya tripticasa (BBL 1104; Difco 0369)

5¢12.3 Procedimiento

Armar un equipo de filtracidn de 3 8 6 unidades con -
sus filtros de membrana y filtros hidrofébicos segin-
instrucciones del fabricante y prepararlo para su es-

terilizacidn.

Esterilizar en autoclave todo el equipo a 121 °c de -
20 a no mids de 45 min. EL TIEMPO Y LA TEMPERATURA SON
CRITICOS. Los filtros membrana pueden ser esteriliza-
dos aparte pero da me jor resultado y menos riesgo de

contaminacién si se esterilizan ya en la unidad.

Los cortadores y pinzas deben ser esterilizados en ca

lor seco a 250 °C por un minimo 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 gque forman
el lote, vaciar a un matraz erlenmeyer de 500 ml que-
contenga 200 ml de solucidn de peptona esterilizada y
a temperatura ambiente disolver la muestra agitando -

hasta disolucidn total.

Empezar a filtrar asépticamente usando un filtro como
testigo. Si la filtracién se dificulta o es muy tarda
da se debe disolver la muestra.en 400 ml de solucién

de peptona o usar 3 g de muestraQ

Lavar el filtro con tres porciones de 100 ml cada una

de solucién 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
1o de 17.5 mm de didmetro, transferir la parte central
de la membrana cortada dentro de un tubo que contenga
medio fluido de tioglicolato, colocar la parte exte--
rior dentro de un tubo que contenga medio de soya y =

digerido de casefna. Repetir esto con el testigo.

Durante la prueba exponer una caja Petri con agar mi-
coldgico y otra con agar soya tripticasa, incubar du-
rantc un perfodo de cuatro dfas y cbservar su creci--
miento, para tener la seguridad de que el 4rea donde-

se efectud la prueba fué una 4rea estéril

Incubar los tubos con medio f1éido de tioglicolato --
por 7 dias a 30 - 32 °c (medio para bacterias) y los-
tubos con medio de soya y digerido de caseina a 22 --

25 °c por 7 dfas (medio para hongos) s

5,124 Interpretacién de resultados
Se dice que el lote o muestra pasa la prueba si des--
pués de 7 dfas de incubacidn en ningin tubo aparece -

crecimiento.

Si se observa crecimiento, deberd repetirse la prueba
con el doble de muestra,si el crecimiento es en un sQ

lo medio, colocar la membrana ‘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

Termémetro clinico

Jeringas y agujas libres de pirdgenos (esterilizar en



calor seco a 250 °C por un mfnimo de 1 h)

5013.2 Materiales y reactivos

Conejos no albinos sanos y adultos, con peso no menor
de 1800 g; cada uno de los cualés, por lo menos una -
semana antes de la prueba, debe ser mantenido en su -

peso con una dieta libre de antibiéticos.

Area de alojamiento de temperatura de 23 % 1.5 OC, -
humedad realtiva de 50 + 10 por ciento y libre de per

turvaciones quefacilmente los puedan excitar.
Mantener los conejos en esta 4rea en forma individual.

Un animal que no se ha usado anteriormente en la prue-
ba permaneceré dos semanas antes de la misma bajo las

condiciones anteriores. Simular una prueba uno a tres

d{as antes de la determinacién bajo las condiciones -

especificadaé en el procedimiento omitiende la inyec-

cidn., Si el animal no pasa satisfactoriamente esta --

prueba, probarlo nuevamente dos veces con un lapso de

dos dfas 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 prirogé
nica e

Aguadestilada estéril, esterilizar en autoclave a 121

°¢ por un mfnimo de 20 min.

5+13s3 Procedimiento

Realizar la prueba en una 4rea donde los animales -

esten alojados en las condiciones ambientales mencio

nadas. El1 dfa de la prueba suspender todo el alimento
a los animales que van a ser usados, hasta después de

terminada, excepto la administracién de agua.



Determinar la temperatura control de cada animal, 40-
min antes de iniciar la prueba, por la insercidén del-
termémetro 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 1a mdxima temperatura. --
Usar solo aquellos animales, cuya temperatura control
no se desvie mds de 1.0 9¢ de cada una de las otras -
lecturas y no se use ningﬁn animal con una temperatu-

ra que exceda de 39.8 T,

La temperatura control registrada para cada conejo --
constituye la temperatura a partir de la cual se cal-
cula cualquier elevacidn subsecuente a la inyeccidn =
del material de prueba. Preparar una solucién con agua
destilada estéril libre de pirégenos de concentracién-
de 5 mg de rolitetraciclina por ml, (transferlr a -
un matraz aforado de 10 ml una cantidad de muestra --
exactamente pesada, equivalente a 50 mg de rolitetra-
ciclina disolver y aforar con agua destildad estéril-
libre de pirégenos) 30 min después de haber tomado -
la temperatura control, inyectar 1.0 ml de la solu--
cidn anterior por kg de peso corporal, la inyeccidén -
deberd hacerse -en un lapso de 1 min por la vena mar -
g1nal de la oreja de, cada uno de los tres conejos ha-
b1endo calentado previamente la solucién a inyectar a
37 C, llevar un registro de 1las temperaturas a 1, 2=
v 3 h después de la inyeccidn.

5¢13e4 Interpretacién de resultados

Si los conejos no muestran un incremento individual -
de temperatura, de su respectiva temperatura control,
de 0.6 °C o m&s y si la suma de los tres incrementos—.
de temperatura no excede de 1.4 °C 1a muestra pasa la

prueba.

Si uno o dos conejos muestran una elevacidén de tempe-



ratura de 0.6 °C o mds, o si la suma de los incremen
tos de temperatura excede de 1.4 % repetir la prue-
‘ba usando 5 conejos, si no mds de tres de los ocho
conejos muestran incrementos individuales de tempera
tura de 0.6 °C o mfs, y si la suma de los incrementos

no excede de 3.7 oC, 1a muestra pasa la prueba.

5.14 PRUEBA _DE SUSTANCIAS HISTAMINOSIMILES
5.14.1 . Aparatos y equipo
Quimégrafo

Jeringas y agujas para tuberculina, esterilizar en -

calor seco a 250 °c por un minimo de 1 h.

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

calor seco a 250 °¢ por un mfnimo de 1 h.

Equipo de diseccidn, esterilizar en calor seco a 250~

°c por un mfnimo de 1 h.

Manémetro de mercurio adecuado para medir la presién-

sangufnea; se suguiere el siguientes
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Mandmetro de mercurio:

Tapén ajus™)

tado con -

perforacidén
chntral

QUIMOGRAFO

"
Alambre de acero
? inoxidable

o

Le —
Tapén de corcho
flotante

Jeringa --
con solu--
cién de --
heparina

gl e
A la arteria
= lave de b :E
carétida tres pasos : \\£S§
5.14.2 Materiales y reactivos

Un gato sano, macho o hembra no prefada, que no pese-
menos de 2.5 kg, ¥ que se ha mantenido cuando menos -
una semana en un &rea de alojamiento de caracteristi-
cas iguales a las que se especifican en el punto —----
5613020

Agua destilada estéril, esterilizar en autoclave a --

121 %c por un mfnimo de 20 min.
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Solucidn fisioldgica estéril, (transferir 9.0 g de -
cloruro de sodio a un matraz aforado de 1000 ml, di--
solver y aforar con agua, esterilizar en autoclave --

a 121 °C por un minimo de 20 min).
Sustancia de referencia de diclorhidrato de histamina

Anestésico de accién media o prolongada, que no afec-
te la estabilidad de la presién sanguinea (fenobarbi-
tal sédico, pentobarbarbital s8dico o nembutal)

Soiucién de heparina (disolver 100 mg de heparina sé-
dica en 1.0 1 de solucién fisioldgica estéril; concen

tracidn estimada de 100 mcg de heparina s8dica por ml)

Solucidn 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), transferir a unmatraz aforado-
de 100 ml, disolver y aforar con agua destilada esté-
ril (concentracién estimada de 1 mg de histamina base
por ml), transferir alfcuotas de 0.5 ml de la solu---
ciédn anterior a ampolletas de vidrio, sellar las ampgQ
lletas y conservarlas bajo refrigeracién hasta su ---
uso. Para hacer una solucién primaria diluir una aif
cuota de 0.5 ml, en un matraz aforado de 50 ml, afo-
rar con agua destiladé estéril, (concentracidn estima
da de 10 mcg de histamina base por ml); esta solucidn
primaria puede ser conservada bajo refrigeracién por
un mes. El1 dia de la prueéeba preparar a partir de la -
solucién primaria una solucién que contenga 1.0 mcg -
de histamina base por ml, haciendo una dilucién de --
1 ¢+ 10 con agua destilada estéril.

5.14.3 Preparacién de la muestra

Transferir a un matraz aforado de 100 ml, una canti--
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dad de muestra exactamente pesada, equivalente a 500~
mg de rolitetraciclina, disolver y aforar con solu---
cién salina estéril (concentracidén estimada de 5 mg -

de rolitetraciclina por ml).

5.1b4.4 Procedimiento

Determinar el peso del animal y aplicar anestesia ge-
neral por medio de una inyeécién intraperitoneal del-
anestésico elegidé. Descubfir quirdrgicamente 12 arte
ria cardtida separédndola completamente de todas las -

estructuras a su alrededor, seccionar el nervio vago.

Desplazar totalmente el aire del mandmetro por solu--
cién de heparina, aplicada con una jeringa colocada -
en la entrada B (ver esquema, 5.14.1).

Insertar una cénula en la arteria carétida conectada-
al mandmetro por la entrada A manteniéndo la llave cg
rrada; para medir directamente y tener un registro

constante de la presién sanguinea, abrir la 1llave; -
si la sangre tiende a coagularse, agregar la cantidad

necesaria de solucidén de heparina.

Descubrir quirdrgicamente la vena femoral para facili

tar la inyeccidn intravenosa.

Conectar el manémetro al quimégrafo e inspeccionar --
la amplitud de los trazos del movimiento de oscila---

cién y estabilidad relativa de.la presién sangufinea.

Determinar la sensibilidad del animal a la histamina-
por medio de inyecciones en la vena femoral de la so-
jucién de referencia de histamina de concentracién de
1.0 mcg de histamina base por ml, aplicar las inyec--
ciones a intervalos uniformes de tiempo de no menos -
de 5 min cada una, aplicar 0.05, 0.10 y 0.15 mcg de -

histamina base por kg de peso corporal, repetir las -
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inyecciones haciendo caso omiso de las primeras se---
ries de lecturas hasta que las caidas de presién ---

causadas por dosis de histamina sean equivalentes y-
relativamente uniformes, y la caida de presidn san--
guinea 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 solucién muestra de -
concentracién de 5 mg de rolitetraciclina por ml, e--
inyectar 3.0 mg por kg de peso corporal en un lapso-
de 5 min. Si hay baja significativa de la presién san
guinea, 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 Jje--
ringas de tuberculina para inyectar 1la solucién de -
histamina de referencia y la solucién del antibidtico
El animal puede ser utilizado hasta que sus respues -

tas sean razonablemente estables a la histamina.,

5.14.5 Interpretacidén de resultados

El producto pasa la prueba de ausencia de sustancias
histaminosfmiles si la baja de presién sangufnea 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.
b APENDICE

6.1 OBSERVACIONES

Los reactivos grado analftico empleados en los méto

dos de prueba cumplirdn con las especificaciones mar-
cadas por la Farmacopea Nacional de los Estados Uni--
dos Mexicanos.

La sustancia de referencia oficial serd la aceptada--

por la Secretarfa de Salubridad y Asistencié_(S.S.A.)
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ANTEPROYECTO DE NORMA OFICIAL MEXICANA
WCITRATO DE N-PIRROLIDIN METIL TETRACICLINA
é CITRATO DE ROLITETRACICLINA
DGN-39-4-III-5

1. . GENERALIDADES

Antibidtico perteneciente al grupo de las tetraci--
clinas.

1.1 DEFINICIONES

Para los efectos de esta norma se entiende por citra-
to de pirrolidin metil tetraciclina el producto cons-
tituido principalmente por tres diferentes tipos de -

compuestos quimicoss

Citrato de monopirrolidin metil tetraciclina, con mon
bre qufmico de citrato de mono L-(Dimetilamino)-1, &4,
4a, 5, 5a, 6, 11, 12a-octahidro-3, 6, 10, 12, 12a-pen
tahidroxi-6-metil-1, 11-dioxo-N-(1-pirrolidinilmetil)
-2-naftacenecarboxamida, con f8rmula condensada de --
CZ7H33N3°8'06H8°7 con peso molecular de 719.68, cuya-

férmula desarrollada est

CHZ—COOH
HO—( — COOH
Hé—COOH

Citrato de dipirrolidin metil tetraciclina, con nom--
bre qufmico de citrato de di 4-(Dimetilamino)-1, 4, -
4a, 5, 5a, 6, 11, 12a-octahidro-3, 6, 10, 12, 12a-pen
tahidréxi-6-metil-1, 11-dioxo—N—(1-pirrolidinilmetil)
-2-naftacenecarboxamida, con férmula condensada de --
@27H33N308)2' CgHgO, con peso molecular de 1247.24 cu

ya férmula desarrollada es



DL

CH2—COOH
HO-C -COOH

CH2 COOH

Citrato de tripirrolidin metil tetraciclina con nom-

bre quimico de citrato de tri 4-(Dimetilamino)-1, &4,

ha, 5, 5a, 6, 11, 12a-octahidro-3, 6, 10, 12, 12a---

pentahidroxi-6-metil-1, 11=dioxo-N-(1-pirrolidinilme

til)-2-naftapenecarboxamida, con férmula condenséda-

de (027H33N308)3.06H807 con peso molecular de 1774.80
cuya férmula desarrollada es:

CHZ—COOH

HO-C -COOH

CH2-COOH

. E1 producto comercial es la meZcla de estos tres com-
puestos siendo la relacidn de salificacién 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 extrafas.

1.1.1 CALCULO TEORICO DEL CONTENIDO DE N-PTRROLI-
DIN METIL TETRACICLINA EN LA MEZCLA DB CI--
TRATOS




Peso molecular de pirrolidin metil tetraciclina ==
——— .. 527.56
Peso molecular de &cido citrico anhidro

192.12 A
Peso molecular del citrato de monopirrolidin metil -
tetraciclina

719.68
Peso molecular de la parte 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 tedrico de rolitetra
ciclina base anhidra en el citrato de mono_pirrolidin
metil tetraciclina. Un valor inferiora este indicarfia’
la presencia. de 4cido cftrico libre (no salificado)

v un valor superior la presencia de base libre.

Peso molecular de citrato de dipirrolidin metil tetra
ciclina 1247.24
Peso molecular de la parte activa (como rolitetraci--
clina base anhidra) ) i
1055.12
Por ciento de rolitetraciclina base anhidra en la --
molécula de citrato de dipirrolidin metil tetracicli
nat _‘
1774 3+ 1582 = 100 & X
X = 84.5 por ciento -
84.5 por ciento es el contenido tedrico de rolitetra
ciclina base anhidra en el citrato de dipirrolidin -
metil tetraciclina. Un valor inferior indicaria la --

presencia de &cido cftrico libre, y un valor superior



indicarfa 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 -~
molécula de citrato de tripirrolidin metil tetraci--
clinas . : i .
1774,80 1 1582 = 100 1 X
X = 89.1 por ciento '
89,1 por ciento de el contenido tedrico de rolitetra
ciclina base anhidra en el citrato de tripirrolidin -
metil tetraciciina. Un valor inferior indicaria la --
presencia de 4cido citrico libre, y un valor supe ---

rior la presencia de base libre.

Por tanto el lfmite inferior y superior de contenido-
de rolitetraciclina base -anhidra en la mezcla de ci--

tratos son respectivamente 73.3 ¥ 89.1 por ciento

12 ALCANCE
La presente norma se aplica al citrato de rolitetraci
clina estéril y no estéril.

1.3. Usos

En la fabricacién 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



3. ESPECIFICACIONES

3.1

DEL_PRODUCTO

El citrato de rolitetraciclina

en sus dos grados de-

calidad, objeto de esta norma, debe cumplir con las =

especificaciones indicadas en la tabla 1.

TABLA 1
Caracteristica Citrato de Rolitetraciclina
Especificaciones
Grado A estéril | Grado B no estéril

Identificacién

Prueba A Pasa la prueba Pasa la prueba
Prueba B Pasa la prueba Pasa la prueba
iPrueba C Pasa la prueba Pasa la prueba
Prueba D 5 Pasa la prueba Pasa la prueba
Color (solu---

cién al 0.5 -- médximo O.150 midximo 0,180

or ciento p/v
470 nm).
Potencia -en ba
se anhidra

733 a 891 mcg-
de rolitetraci
clina por mg

733 a 891 mcg-
de rolitetraci
clina por mg

H (solucién --
1 1.0 por cien

to v 10,0 por = L.5 a 6.8 L.,5 a 6.8
ciento p/v
Solubilidad Pasa la prueba | Pasa la prueba
"lAgua (Karl --- No mds del 4.0 { No mds del 4.0
ischer) por ciento por ciento
Cristalinidad Presenta birre- |Presenta birre-

fringencia a la

. luz polarizada

Absorbancia de -
luz en la regién
del ultraviole-

ita a 380 nm -en

base anhidra-

de 73.3 a 89.1

por ciento com

parada con una

sustancia de re
ferencia

fringencia a la
luz polarizada

de 73.3 a 89.1

por ciento com

parada con una

sustancia de re
ferencia

TInocuidad

Pasa la prueba

Pasa la prueba

Esterilidad

Pasa la prueba

- e ——




TABLA 1 (continda)

Pirdgenos Pasa la prueba | - s -

Eustancias hista Pasa la prueba - . -
inosimiles

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--
espafiol los siguientes datosi Simbolo del fabricante,
nombre del producto, grado de calidad (estéril, no es
téril), peso neto expresado en kilogramos o gramos, -
némero de lote, fecha de fabricacién y caducidad, la-
leyenda "Hecho en M&xico", la leyenda “Conservese el-
envase bien cerrado en lugar fresco y seco", potencia
o equivalente en actividad (en rolitetraciclina base)
y otros datos tales comb 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 Garantfa cuando la Secretarfa de Industria y-

Comercio lo juzgue conveniente.

3.3 ENVASADO Y EMPACADO

L E1 producto no estéril, objeto-de esta norma, debe es

tar contenido en envases de vidrio dmbar o cualquier-
otro material adecuado, protegido de la luz, envasado
y sellado en atm8sfera de nitrégeno seco y a su vez -
estos en cufietes de capacidad y material adecuados pa

ra que resistan su transporte y almacenamiento.

El producto estéril debe estar contenido en recipien-
tes estdriles de vidrio &mbar u otro material adecua-
do, protegidos de la luz, herméticamente cerrados, en
vasado y sellado en atmésfera de nitrégeno_éeco; los-

recipientes deben abrirse solamente eq_éreas estéri--



les y bajo condiciones asépticas. Los envases deben -
estar contenidos en cufietes de capacidad y material -
adecuado para que resitan su transporte y almacena-=-
miento.

L. MUESTREO
El muestreo se efectua. de comtin acuerdo entre fabri-
cante y comprador y a falta de este‘acuerdo se reco--

mienda seguir el siguiente método.

bot METODO DE MUESTREQ PARA PRODUCTO TERMINADO
A GRANEL GRADO NO ESTERIL

h.i.1 Aparatos y equipo
Guantes de hule con superficies exteriores lisas.

Muestreador de acero inoxidable pulido, de 1.27 cm de
didmetro con ventanas por lo menos de una tercera par
te de la circunferencia; .completo de tubo interior de

cierre.
Bolsas de polietiienolde color negro
Frascos de vidrio de color dmbar

Frascos &dmpula de color émbar de 20 ml

hot.2 Manera de operar

Por medio del muestreador sacar producto de cada cufie
te en tres punto diferentes, dispuestos a -+ 120 uno-
de otro y a tres diferentes alturas segin el esquema-

siguiente:
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G

1 .
*
2
*
3
PLANTA SECCION

Abrir los cuiietes en una Zrea de humedad relativa -

' ambiental menor del 20 por ciento y luz controlada.

De cada envasg tomar-aproximadamente 30 g de producto
v ponerlos en bolsas de polietileno negro, marcadas -
con el nimero del cufiete y el niimero del lote. Sellar
los envases desplazando el aire con nitrégeno 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 cufe-
te correspondiente y transferirlas a otra bolsa de po

lietileno negro. Mezclar hasta cohpleta homogeneidad.

Esta muestra oficial se dividird en dos partes 1 Una-
destinada al archivo (cantidad aproximada 100 g), la -
del archivo en frascos de vidrio de color dmbar y se-
llada en atmésfera de hitiégeﬁo seco y otra destinada
‘al anfdlisis. En caso de que ef lote se ponga a prue-
ba de estabilidad se repariira una tercera porcidn --
del producto en frascos &mpula de color 4mbar de 20 -
ml (20 frascos conteniendo cada uno 1 g de producto)-
debidamente rotulados y sellados en atmésfera de ni--

trégeno seco.

.2 METODO DE MUESTREO PARA PRODUCTO TERMINADO
A GRANEL GRADO ESTERIL




h.2,1 Aparatos y equipo

Guantes de hule con superficies exteriores lisas, es
terilizar en autoclave a 121 °C por un mfnimo de 20 -
min.

Muestreadof de acero inoxidable pulido, de 1.27 cm de
didmetro 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 °c por un mi-
nimo de 1 h. : i

Frascos de vidrio de color Zmbar, esterilizar en ca—-—
lor seco a 250 °c por un minimo de 1 h.

Frascos 4mpula de color &mbar de 20 mi.

Campana de flujo laminar o irea estéril

4,2.2 Manera de operar
En la campana de flujo laminar o en el &rea estéril-
realizar el procedimiento indicado en el punto h.1.2

en forma aséptica.

3 CRITERIO DE ACEPTACION
El c¢riterio de aceptacién es 100 por ciento.

B3l METODOS DE PRUEBA
. Los reactivos que se mencionen en todas las determi-
naciones siguientes deben ser grado andlitico, (ver-
apéndice) a menos que se mencione otra cosa, cuando -
se indique agua debe entenderse agua destilada y la -
sustancia de referencia seri la oficial (ver apéndice)
5.1 PROCEDIMIENTO PARA LA IDENTIFICACION DE-CITﬁA
TO DE ROLITETRACICLINA
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5¢1.1 Prueba A

5.1.1.1 Aparatos y equipo

Equipo comin de laboratorio

5e1¢1e2 Materiales y reactivos

Acido sulfirico concentrado (95 - 98 por ciento, p/p)

Solucién 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 &cido sulfirico, diluir con 3
ml de agua y finalmente agregar 1 ml de solucidn 1.0-

N de cloruro férrico.

S5¢1.1.4 Interpretacién de resultados

Al agregar el 4cido sulfirico a la muestra aparece cQ
lor violeta que al diluirlo con agua cambia a color -
amarillo y finalmente a color café-rojizo con la adi-

cidn de la solué¢idn de cloruro férrico.
5.1.2 Prueba B

5¢1:¢241 Aparatos y equipo

Equipo comiin de laboratorio

5¢1.2.2 Materiales y reactivos
Solucién 1.0 N de hidréxido de sodio

5:1.2.3 Procedimiento

Transferir de 20 a 30 mg de muestra a un tubo de en-
sayo, disolver con 3 ml de agua y agregar 0.5 ml de -
solucidn 1.0 N de hidrdxido de sodio, observar la so-

lucién y dividir el contenido del tubo en dos partes-



=

a una agregar 5 ml de agua y a la otra 5 ml de solu-
cién 1.0 N de hidréxido de sodio.

5.1.2.4 Interpretacidn de resultados

Al agregar los 0.5 ml de solucién 1.0 N de hidréxido
de sodio aparece precipitado de color amarillo, el -
cual se solubiliza con-la adicién del agua y de los-
5 ml de solucidn 1.0 N de hidréxido de sodio.

5.1.3 _ Prueba C

51301 Aparatos y equipo

Equipo comin de laboratorio

5.1.3.2 Materiales y reactivos !
Acido clorhfidrico concentrado (35 - 38 por ciento, --
p/P)

50.1¢3.3  Procedimiento

Transferir de 20 a 30 mg de muestra a un tubo de en-
sayo disolver con 3 ml de agua y agregar dos gotas -
de &cido clorhidrico concentrado.

5e1e3.4 InterpretaciGnAde resultados
Con la adicién del 4cido clorhfdrico a la muestra se

produce color amarillo.

S5.1.l Prueba D

5.1.4.1 Aparatos y equipo

Equipo comiin de laboratorio

Selcelte2 Materiales y reactivos

Agua oxigenada (110 vol = 30 por ciento, p/p)



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 ebullicién. :

Setloltolt Interpretacién de resultados

Al calentar la solucidn se produce color ro jo-naran-

jao

5.2 ; QETERQENAQION DE COLOR DE LA SOLUCION
5¢2¢1 Aparatos y equipo

Espectrofotémetro

Equipo comin de laboratorio

5.,2.2 Procedimiento

Transferir 500 mg de muestra, exactamente pesados, a
un matraz aforado de 100 ml, disolver. y aforar con --
agua. Leer la absorbancia de la solucidén a 470 nm em-

pleando como blanéo para ajustar el aparato agua.

5.2.3 Interpretacién 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 DE POTENCIA

5631 Método microbioldgico (turbidimé@rico)

5¢3.1.1 Aparatos y equipo

Horno para esterilizar

Autoclave



Aparato paré'baﬂo de agua provisto de control termos
tdtico.

Botella de Roux
Tubos de 16 X 125 mm (dimensionés exteriores)
Fotocolorfmetro con filtros para 530 y 580 nm

Bquipo comiinude laboratorio

He3e2al Materiales y reactivos
Sustancia de referencia de rolitetraciclina (en el -
momento de usar secar 3 horas a 60 °C a una presidn-

no mayor de 5 mm de mercurio)

Cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 6538P)

Solucién reguladora 0.1 M de fosfatos de pH 4.5, este-
rilizar en autoclave a 121 °c por un minimo de 20 min

(transferir 13.6 g de fosfato monopotasico a un ma---

traz aforado de 1000.ml, disolver y aforar con agua, -

ajustar el pH de L4.U45 a 4,55 después de la esteriliza

cién, si es necesario, con solucidn 18.0 N de &cido--

fosférico o con solucién 10.0 N de hidréxido de pota-

sio)

Solucién al 12.0 por ciento de formaldehido.

Medio antibidtico No. I (agar nutritivo para mantener
al microorganismo de prueba): esterilizar en autocla

ve a 121 °C por un mfnimo de 20 min.

PeptoNa —ceememe——mm——— e cae- 6.0 g
Extracto digerido de caseina ~7~ 4,0 g
Extracto de levadura ~~~"77777T 3.0 g
Extracto de carne~~""TTTTTTTTTTT 1.5 8
DX ETOSA e o e e o o e e e 1.0 g
Agar —o——- e e 15.0 g

Agua destilada c.bepPs —--=mm——-——- -1000,0 ml
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después de la esterilizacidn, pH 6.5 - 6.6

Medio antibidético No. II (caldo nutritivo); esterili-

zar en autoclave a 121 °c por un minimo de 20 min

Peptona _—-=-==--==-=-S=—=-c———o—o- 5.0 g
Extracto de levadura -----=====--- 1.5 g
Extracto de carne =---=---—====-=== 1.5 g
Cloruro de s0di0 ---====--==—==-- 3.5 g
Dextrosa =—————cemmmmmcc——e———————- 1.0 ¢
Fosfato dipotdsice--—--=======--- 3.68 g
Fosfato monopotasico =—====—==—=—=- 1.32 g
Agua destilada c.bepe-======—===- 1000.0 ml

después de la esterilizacién, pH 6.95 = 7.05

Solucién salina, esterilizar en autoclave a 121°% --
por un mfnimo de 20 min (transferir 9.0 g de cloruro-
de sodio a un matraz aforado de 1000 ml, disolver y-

aforar con agua).

503¢103 Preparacién de’la solucién de referencia

Transferir 100 mg de sustancia de referencia de roli-
tetraciclina (la cual ha sido secada previamente, du-
rante 3 h a 60 % y 5 mm de mercurio) a un matraz -
aforado de 100 . ml, disolver y aforar con metanol (cog
centracién estimada de 1 mg de rolitetraciclina por -
ml). Guardar esta solucidn primaria bajo refrigera---
cidn en un matraz de vidrio, con tapén esmerilado y -

desechar la solucidn después dé un dia de preparado.

5.3.1.4 Preparacidén de la solucién problema

Transferir a un matraz aforado de 100 ml una cantidad
exactamente pesada de muestra equivalente a 100 mg de
rolitetraciclina, disolver y aforar con alcohol meti
lico (coﬁcentraci6n estimada de 1 mg de rolitetraci--

clina por ml). Transferir una alfcuota de 1.0 ml de -
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esta solucisn a un matraz aforado de 100 ml, mezclar
y aforar con solucidn reguladora 0.1 M de fosfatos de

pH 4.5 (concentracidn estimada de 10 mcg por ml).

Transferir una alfcuota de 1000 ml, mezclar y aforar
con solucién reguladora 0.1 M de fosfatos de pH L.5 -
(concentracidn estimada de 0.25 mcg de rolitetracicli

na por ml).

5¢341.5 Preparacién del microorganismo de prueba
Cultivar la Cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 6538P)
en tubos con 10 ml de medio antibiético No. I inclina-
do incubandolos a 32 - 35 %¢ durante 24 horas. Lavar-
el desarrollo de un tubo con 3 ml de solucidén salina-
estéril., Pasar esta suspensién de microorganismos a -
una botella de Roux, que contenga 250 ml de medio an-
tibidtico No.I. Extender la suspensién en toda la su-
perficie del medio con ayuda de perlas de vidrio esté
riles e incubar por 24 horas a 32 - 35 °C, lavar el -
crecimiento de la superficie del agar.con 50 ml de so
lucidn salina estéril. Diluir esta suspensidn con so-
lucidn salina estéril de tal manera que de ella se ob
tenga una transmitanqia del 25 por ciento en un foto-
colorimetro a 580 nm. Generalmente 1: 20 , guardada -
esta suspensién bajo refrigeracién, en un matraz de -

" vidrio puede ser empleada antes de una semana.

Una vez ajustada la suspensién de microorganismos ---
agregar de 10 a 20 ml de la misma a 1.0 litro de me--
dio antibidtico No. II.

5.3.1.6 Preparacién de los tubos
Preparar seis series de tres tubos cada una y marcar-

los respectivamente como serie 1, 2, 3, 4, 5, vy 6



5¢3.1.7 Preparacién de la curva de referencia
Transferir 1.0 ml de la solucidn primaria de referen-
cia preparada como se indica en 5.3.1.3 a un matraz -
aforado de 1000 ml, aforar con solucién reguladora -
0.1 M de fosfatos de pH 4.5 (concentracién estimada -
de 1 mcg de rolitetraciclina por ml), a partir de es-
ta solucidén, preperar laé siguientes diluciones usan-
do salucién reguladora 0.1 M de fosfatos de pH L.5.
16.0 mlL a 100 ml (0.160 mcg por ml)
20.0 ml

a 100 ml (0.200 mcg por ml)
25,0 ml a 100 ml (0.25Q mcg por.ml)
31.2 ml a 100 ml (0.312 mcg por ml)
39,0 mlL a 100 ml (0.390 mcg por ml)

Usar cinco series de tres tubos cada una y proceder -

como siguets

Serie 1 1 Agregar a cada tubo 1.0 ml de la @ilucidn--
de referencia de 0.160 mcg por ml

Serie 2 1 Agregar a cada ‘tubo 1.0 ml de la dilucién -
de referencia de 0.200 mcg por ml

Serie 3 1 Agregar a cada tubo 1.0 ml de la dilucién -

de referencia de 0,250 mcg por ml

Serie 4 1 Agregar a cada tubo 1.0 ml de la dilucién -
de referencia de 0.312 mcg por ml

Serie 5 1 Agregar a cada tubo 1.0 ml de la dilucién -

de referencia de 0.390 mcg por ml.

Una vez que se ha agregado la solucién de referencia-
a los tubos afadir 9.0 ml de medio antibidtico No. II
inoculado, inmediatamente.despuds colocarlos en un ba

fio de agua a 37 °¢c por un mfnimo de 3 a 4 horas.

Al termino de este periodo sacar los tubos del bafo -
y agregar a cada uno de ellos 0.5 ml de so;pcién al -

12.0Q por ciento de formaildehido.



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 solucién formada por 9.0 ml de medio anti
bidtico No.II no inoculado mds 0.5 ml de solucién al-
12.0 por ciento de formaldehido y 1.0 ml de solucibn-
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--

r{tmico de 2 ciclos colocar la concentracidén del anti

bidtico en mcg por ml en las ordenadas (eséala loga--

ritmica) y las absorbancias en las abscisas (escala -

aritméticg).

La curva de referencia se traza uniendo los valores -
mdximo y minimo, calculdndolos por medio de las ecua-

ciones siguientes:

Ja + 2b + c = e e + 2d + ¢ - a

B 5 &= 5

Dondes
B = Valor de la absorbancia calculada para la concen

tracién mds-baja de la curva.

A = Valor de la absorbancia calculada para la concen-=

tracién mds alta de la curva

a, b, ¢, d y e = Valores promedio de las absorbancias
de las soluciones de referencia‘de concentracién 0,160
0.200, 0.250, 0.312 y 0.390 mcg por ml respectivamente

5¢3.1.8 Procedimiento

A la serie marcada como No. 6 afiadir a cada tubo 1.0
ml de la solucién problema de concentracién de 0.250
mcg por ml y 9.0 ml de medio antibidtico No. II ino--

culado y proceder con ellos de igual forma que con ==
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los tubos de las otras cinco series.

Después de la adicidn de formaldehido a los tubos, -
leer las absorbancias en un fotocolorimetro a una --
longitud de onda de 530 nm usando como blanco para --
ajustar a’' cero una solucidn formada por 9.0 ml de me-
dio antibidtico No. II no inoculado mis 0.5 ml de so-
lucién al 12.0 por ciento de formaldehido y 1.0 ml -
de solucidén reguladora 0.1 M de fosfatos de pH L.5.

Sacar el promedio de las absorbancias obtenidas. Leer
en la curva la concentracién correspondiente al prome
dio de las absorbancias de los tubos problema, Multi-
plicar la concentracién por el factor de dilucién ---
apropiado para obtener el contenido del antibidtico -

en la muestra.

5.4 DETERMINACION DE pH
5.4.1 Aparatos y equipo

Potenciémetro equipado con un electrodo de vidrio, --
sensible a la actividad del ién hidrégeno, y uno de -

calomel que es el de referencia.

Equipo comin de laboratorio

5.b4.2 Materiales y reactivos

" Solucién reguladora 0.2 de ftalato neutralizado de pH
4.61 mezclar en un matraz aforado de 200 ml, 50,0 ml-
exactamente medidos de solucién 0.2 M de biftalato «
de potasio (40.846 g de biftalato de potasio para ha-
cer 1000 ml de solucién con agua destilada) y 11.1 ml
de solucién 0.2 M de hidréxido de sodio valorada, y -

aforar con agua.

Solucién reguladora 0.2 M de fosfato de pH 6.6 1 mez-

clar en un matraz aforado de 200 ml, 50.0 ml exacta--



mente medidos, de solucidn 0.2 M de fosfato monob&si-
co de potasio (27.218 g de fosfato monobdsico de pota
sio para hacer 1000 ml de solucidén con agua destilada)
y 16.4 ml de solucién 0.2 M de hidréxido 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 ml, disolver y aforar con ---

agua.

Transferir 5.0 g muestra, exactamente pesados, a un -

matraz aforado de 50 ml, disolver y aforar con agua.

Realizar las determinaciones de pH de las soluciones-
a una temperatura de 25 + 2.0 °C.

Calibrar el potenciémetro ajustédndolo con las solucio
nes reguladoras de pH 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 m&s veces hasta que no ha-

ya variacién.

Entre cada determinacién tener la precaucidén de lavar
los electrodos con la solucién a la que se va a deter
minar el pH y desechar los lavados.

5.5 PRUEBA DE SOLUBILIDAD

5¢561 Aparatos y equipo

Equipo comin de laboratorio

50562 Reactivos

Acido ascdrbico

50543 Procedimiento
A 700 mg de muestra agregar 500 mg de 601do asc6rb1co
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y 10.0 ml de agua destilada, observar la solucidn por
un perfodo de 6 h a temperatura ambiente.

5.5.4 Interpretacién de resultados

Debe producirse una solucidn completamente 1{mpida y
permanecer en esta forma durante el perfiodo de obser-
vacién de 6 h.

5.6 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE AGUA-METODO
' DE_KARL FISCHER '

5.6.1 Aparatos y equipo

Puede emplearse cualquier aparato que permita la apro
piada exclusién de la humedad atmésferica y la deter-
minacién del -punto final. Comprende por lo general un
sistema cerrado, constituido por buretas automdticas-
y un vaso de titulacién con cubierta hermética, pro--
visto de dos electrodos de platino y de un agitador -
magnético.

Equipo coméin de laboratorio

5.6.2  Materiales y reactivos
Reactivo de Karl Fischer i1 ( a una solucién que con-
tenga 670 ml de metanol y.-170 ml de piridina, agregar
,125 g de yodo y enfriar. En una probeta graduada de -
' 250 ml transferir 100 ml de piridina y mantenerla en-
bafio de hielo, burbujear didxido de azufre seco hasta
que el volumen llegue a 200 ml. :Lentamente y agitando
se agrega esta solucién a la mezcla de yodo enfriada-
Agitar bien para disolver el yodo, pasar la solucidn
al frasco del aparato y dejar en reposo durante la -
noche .anterior a la valoracién. Un ml de esta solu---
cién recientemente preparadé equivale aproximadamete-

a 5 mg de agua, pero se descompone gradualmente; por-



tanto debe valorarse 1 h antes de usarla o diariamen-
si esta en uso. Guardar el resto del reactivo prepara
do en un recipiente color 4mbar con tapén de vidrio,
protegido de la luz y bajo refrigeracidn. Tambien se-

puede emplear una solucién disponible comercialmentel
Tartrato de sodio

Metanol.

5.643 Normalizacién del reactivo de Karl Fischer
~Colocaxr aproximaqamente 36 ml de metanol en el vaso-
de titulacién y afiadir auficiente reactivo de Karl --
Fischer para obtener el punto final caracteristico. -
Afiadir rapidamente de 150 a 350 mg de tratrato de so-
dio pesadosrcon'exactitud y titular hasta el punfo fi
nal. Por la férmula siguiente se obtiene el factor F-
de equivalencia del agua, expresado en mg de agua por
ml de reactivo.

_ 0.,1566 X P
L v

Dondet

F = Factor de equivalencia del agua, expresado en mg

de agua por ml de reactivo.
P'E Peso del tartrato. de sodio expresado en mg

v

Volumen del reactivo de Kérl Fischer

5.6.4 Procedimiento .

Afiadir 25 ml de metanol al vaso de titulacién 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 cédlculos.

Pesar exactamente alrededor de 300 mg de muestra’ y-

transferir rapidamente al vaso de titulacidn.
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Agitar vigorosamente y titular de nuevo con reactivo

de Karl Fischer hasta obtener el punto final.

5.6.5 célculos
Determinar el por ciento de agué en la muestra por -

la siguiente ecuacidn:

VX F X 100
P

P.Co.A- =
Dondet
P.C.A. = Por ciento de agua en la muestra
v
F

P

"

Volumen del reactivo empleado

Factor de equivalencia del agua

Peso de la muestra expresado en mg
5.7 PRUEBA DE CRISTALINIDAD

5071 Aparatos y equipo

Microscopio con luz polarizada (con objeto de obtener
luz polarizada se puede eﬁplear un filtro polaroid en
tre la platina y el condenzador)

Equipo comtéin. de laboratorio

5.72 Materiales y reactivos
‘ Aceite mineral

5:73 Procedimiento

Mezclar en un porta objetos una pequefia 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 Interpretacidn de resultados
Los cristales de citrato de rolitetraciclina muestran

partigg;gs,en_@as cuales se ohserva el fendmeno de --



birrefringencia y posiciones de extincidén por movi--

miento circular del porta-objetos.

5.8 DETERMINACION DE ABSORCION DE LUZ EN LA RE-
GION ULTRAVIOLETA A 380 nm

50861 Aparatos y equipo
Espectrofotémetro '

Equipo comin de laboratorio

5.8.2 Materiales y reactivos
Solucidn 5.0 N de hidréxido de sodio

Solucién 0.25 N de hidréxido de sodio

Sustancia de referencia de rolitetraciclina

5.8.3 Procedimiento

Transferir 40 mg de muestra exactamente pesados a un

matraz aforado de 250 ml, disolver y aforar con agua,
transferir una alfcuota de 10.0 ml a un matraz afora
do de 100 ml, agregar 75 ml de agua y 5.0 ml de solu-
cién 5.0 N de hidréxido de sodio, aforar con agua y-
mezclar, leer la absorbancia de la solucién exactémeg
te 6 min después de haber agregado el hidréxido de so
dio en un espectrofotémetro a-una longitud de onda de
380 nm, empleando como blanco, para ajustar el apara-

to, solucién 0.25 N de hidrdxido de sodio.

Proceder al mismo tiempo y en la misma forma con una-
sustancik: de referencia.

5.8. 4 Cdlculos
Determinar el porcentaje de absorbancia de la muéstra
comparada con una sustancia de referencia por medio -

de la siguiente ecuaciéni
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_ Am X Ps X F X 10

P.A. = 35X Pm X (100 - h)

Dondet

P.A. = Porcentaje de absorbancia de la muestra, compa
rada con una sustancia de referencia

Am = Absorbancia de la muestra

Ps Peso de la sustancia de referencia expresada en

7 &

= Potencia de la sustancia de referencia expresa-
da en mcg por mg

As = Absorbancia de la sustancia de referencia

Peso de la muestra expresada en mg
h = Porcentaje de agua de la muesfia.

5.9 PRUEBA DE_INOCUIDAD

5:9.1 Aparatos y equipo
Agujas y jeringas, esterilizar en calor seco a 250 °c
por un mfnimo de 1 h :

Equipo comin de laboratorio

5:9.2 Materiales y reactivos
Ratones blancos de 18 a 25 g no usados antes en otra-

prueba similar .

Agua destilada est8ril, esterilizar en autoclave a 121

°c por un mfnimo de 20 min

. 549.3 Procedimiento

Inyectar intravenosamente a 5 ratones 0.5 ml de solu
cidn muestra de concentracién de 2 mg “por ml (trans
ferir 100 mg de muestra a un matraz aforado de 50 ﬁl,
disolver y aforar con agua destilada estéril), la in-

yeccidn deberd hacerse a una velocidad de 0.05 ml por



= 2% -

segundo, observar a los ratones por un periodo de --
48 horas.

5.9.4 " Interpretacién de resultados

Si ningfn animal muere en un perfodo de observacién-
de 48 horas la muestra pasa la prueba. Si uno o més-
ratones mueren dentro dé las 48 horas, repetir la -
prueba usando 10 ratones con peso de 20 g (£ 0.5 g
cada. uno; la muestra pasa la prueba si el némero to-
tal de animales muertos dentro de las 48 horas no es
mayor del 10 por ciento, del nimero 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 8§ 6 unidades

Membranas filtrantes de 0.45 + 0.02 micras
Campana de flujo lgminaf

Autoclave

Potenciémetro

‘Tubos para cultivo con tapa

Cortadores y pinzas para membrana

Equipo comin de laboratorio

5.10.2 Materiales y reactivos
Peptona (BBL 11919; Difco 0118-01-8)

Solucidén de peptona esterilizar en autoclave a 12x'°c
por un mfnimo de 20 min (disolver 1.0 g de peptona en

suficiente agua, afadir 1.0 ml de p-tert-octilfenoxi-
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polietoxietanol y aforar con agua destilada a 1.0 -~
litro, después de esterilizar ajustar el pH de 7.0-
7.2, si es necesario, con solucidn 2.0 N de &cido =---
clorhidrico o solucién 2.0 N de hidréxido de sodio).

Medio de soya y digerido de caseina (BBL 11768; Difco
0370-01- 1) i

Agar mlcol6g1co (BBL 1145; Difco 0405-01-0)

Agar soya tr1pt1casa (BBL 110&; Difco 0369)

5.10.3 Procedimiento
Armar un equipo de filtracién de 3 é 6 unidades con-
sus filtros hidréfépicos segin instrucciones del fa--

bricante y prepararlo para su esterilizacidn.

Esterilizar en autoclave todo el equipo a 121 °c de -
20 a no m&s de 45 min, EL TIEMPO Y LA TEMPERATURA SON
CRITICOS. Los filtros membrana pueden ser esteriliza-
dos a parte:pero da mejor‘resultado y menos riesgo -

de contaminacién si se esterilizan ya en la unidad.

Los cortadores y pinzas deben ser esterilizados en c2a
lor seco a 250 °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 traba jar.

Tomar una muestra asépticamente de 6 g del producto
que debe contener de.todos y cada uno de los reci_ -=.
pientes que forman el lote, vaciar a un matraz erlen-
meyer de 500 ml que contenga 200 ml de solucidén de -~
peptona esterilizada y a temperatura ambiente disol-- -

ver la muestra agitando hasta disolucién total.

Empezar a filtrar asépticamente usando un filtro como



testigo. Si la filtracién se dificulta o es muy tar-
dada se debe disolver la muestra en 400 ml de solu-

cidn de peptona -o usar 3 g de muestra

Lavar d filtro con 3 porciones de 100 ml cada una, de
solucién de peptona.

Tomar la membrana con una de las pinzas y colocarla -
en el cortador, cortar ia parte central, en un circu-
lo de 17.5 mm de didmetro, transferir la parte cen:i--
tral de la membrana cortada dentro de un tubo que con
tenga medio fldido de tioglicolato, colocar la parte-
exterior dentro de un tuvo que contenga medio de soya

y digerido de casefna. Repetir esto con el estigo.

Durante la prueba exponer una caja Petri con agar mi-
colégico y otra con agar soya tripticasa, incubar du-
rante un perfodo de 4 dias y observar su crecimiento-
para tener la seguridad de que el 4rea donde se efec-
tué la, prueba fué una drea estéril.

Incubar los tubos con medio fldido de tioglicolato --
por 7 dfas a 30 - 32 °c (medio para bacterias) y los-
tubos con medio de soya y digerido de caseina a 22 --
25 °¢c por 7 dfas (medio para hongos)

5.10. 4 Interpretacién de resultados
‘Se dice que el lote o muestra pasa la prueba si des--
pues de 7 dfas de incubacién en ningin tubo aparece -

crecimiento.

Si se observa crecimiento deberd 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 crecimiento la muestra no -

pasa la prueba.
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5.11 PRUEBA DE PIROGENOS

5e¢11.1 Aparatos y equipo

Term8metro clinico

Jeringas y agujas libres de pirdgenos (esterilizar -

en calor seco a 250 °c por un minimo de 1 h)

50112 Materiales y reactivos

Conejos no albinos y adultos, 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 antibidticos.

Area de alojamiento con temperatura uniforme de 23 #
1.5 °C y humedad relativa de 50 t 10 por ciento y 1i-
bre de perturbaciones que facilmente los puedan exi--
tar. Mantener a los conejos, .en esta 4rea en forma --

individual.

Un animal que no se ha usado anteriormente en la prue
ba permanecera dos semanas antes.de la misma bajo --
las condiciones anteriores., Simular una prueba, 1 a-
3 dfas antes de 14 determinacidn bajo las condiciones
especificadas en el procedimiento omitiendo la inyec-
cidn. Si el animal no -pasa satisfactoriamente - esta -
i prueba probarlo nuevamente 2 véces con un lapso de 2-
dfas de descanso entre cada una. Si no pasa la terce-

ra prueba desechar al animal.

Usar los animales cada 48 horas o cada dos semanas si

la prueba anterior fué calificada de pirogénica.

Agua destilada estéril, esterilizar en autoclave a --=

121 °C por un mfnimo de 20 min.

5¢11.3 Procedimiento



Realizar la prueba en una 4rea donde los animales es
ten alojados en las condiciones ambientales menciona
das. E1 dfa de la prueba suspender todo el alimento
a los animales que van a ser usados, hasta después -

de terminada, excepto 1la administracién de agua,

Determinar la temperatura control de cada animal, 40min
antes de iniciar la prueba, por la insercién del --
termémetro en el recto del animal de prueba.a una pro
fundidad no menor de 7.5 cm manteniendolo el tiempo -
suficiente para alcanzar la mixima temperatura. Usar-
solo aquellos animales cuyas temperaturas control no-
se desvien mis de 1.0 °c de cada una de las otras leg
turas y no se use ningin animal con una temperatura -

que exceda de 39.8 °¢

La temperatura control registrada para cada conejo =--
constituye la temperatura a partir de la-: cual se --
calcula cualguier elevacién subsecuente a la inyec---

ciédn del material de prueba.

Preparar una solucién con agua destilada estéril li--
bre de pirdgenos, ‘de concentracidn de 5 mg de rolite-
traciclina por ml, (transferir una cantidad de mues--
tra equivalente a 50 mg de rolitetraciclina, exacta-
mente pesados, a un matraz aforado de 10 ml, disolver
y aforar con agua destilada lipre de pir6genos), 30 -
min después de haber tomado la temperatura control, -
inyectar 1.0 ml de 1la solucidn anterior por kg de pe
so corporal, la inyeccién deberd hacerse en un lapso-
de 1 min, por la vema marginal de la oreja de cada --
uno de los tres conejos habiendo calentado previamen-
te la solucidn a inyectar‘a 37 oC, i1levar un registro
de las temperaturas a 1, 2y 3 h después de la inyeg
cién j
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5.11.4 Interpretacién de resultados

Si los conejos no muestran un incremento individual-
de su respectiva temperatura control, de 0.6 °%.0 -
mds y si la suma de los tres incrementos de tempera-

tura no exc;de de 1.4 °¢ 1a muestra pasa la prueba

Si uno o dos conejos muestra una elevacién de tempera
tura de 0.6 °C o mfs, o si la suma de los incrementos
de temperatura excede de_ 1.4 °c, repetir la prueba -
usando 5 conejos; si no mfs de tres de los 8 conejos
muestran_incrementos individuales de temperatura de-

0.6 °c o0 ms, o si la suma deulos incrementos no exce

de de 3.7 °C,‘1a.muestra pasagla prueba.

5.12 PRUEBA DE SUSTANCIAS HISTAMINOSIMILES
5.12.1 Aparatos y equipo
Quimégrafo

Jeringas y agujas de tuberculina, esterilizar en ca-

lor seco a 250 °C por un mfnimo de 1 h.

‘Jeringa de 10 ml y aguja del No. 22, esterilizar en -
calor seco a 250 °c por un mfnimo de 1 h.

Equipo de diseccién, esterilizar en calor seco a 250

°¢ por un minimo de 1 h.-

Ma ndmetro de mercurio adecuado para medir la presién -

sangufnea, se sugiere el siguientes
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Manémetro de mercurio:

> |-

P
| Tapén aj\.\.ﬂ;q
tado con -
4 perforacién

central -

- QUIMOGRAFO

g SN

Alambre de
< ] acero inoxi
Jeringa - [ Gl L.

con Solu- 'E gakie
cién de - | ©
3 > 1
heparina 3 _L"Tapén de
(B) \ corcho flotante
: ]
(A) } e Q
A 1a arteria - \
carétida Llave de

Z

tres pasos

=



- 32 =

5.12.2 Materiales y reactivos

Un gato sano, macho 6 hembra no prefiadg que no pese-
menos de 2.5 kg y que se ha mantenido cuando menos --
una semana, en una 4rea de alojamiento de caracteris-
ticas iguales a las que se especifican en el punto --
5.11.2.

Agua destilada estéril, esterilizar en autoclave a --
121 %c por un mfnimo de 20 min. :

Solucién fisioldgica estéril (transferir 9.0 g de clo
ruro de sodio a un matfaz aforado de 1000 ml, disol--
ver y aforar con agua destilada, esterilizar en auto-
clave a 121 e por un minimo de 20 min).

Sustancia de referencia de diclorhidr&to de histamina

Anestésico de accién media o prolongada, que no afec-
te la estabilidad de la presién sangufnea (fenobarbi-
tal sédico; pentobarbital sédico o nembutal )

Solucidn de heparina (disolver 100 mg de heparina sédi
ca en 1 litro de solucién fisioldgica salina estéril
concentracidén estimada de 100 mcg de heparina sédica-
por ml).

Solucidn de referencia de histamina : pesar exactamen
te una cantidad aproximada a:165.6 mg de diclorhidra
to de histamina de referencia’ (equivalente a 100 mg -
de histamina base), transferlr a un matraz aforado de
100 ml, dlsolver y aforar con agua destllada estéril-
(concentracién estimada de 1 mg de histamina base por
ml), transferir alfcuotas de 0.5 ml de la solucién an
terior a ampolletas y conservarlas bajo refrigeracién
hasta su uso. Para hacer una solucidn primaria diluir
una alfcuota de 0.5 ml en un matraz aforado de 50 ml-
con agua destilada estéril (concentracién estimada de
10 mcg de histamina base por ml) esta solucién prima-

rid puede ser conservada bajo refrigeracién por un -
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mes. El dia de la prueba preparar a partir de la sglu
cién primaria una solucidén que contenga 1.0 mcg de --
histamina base por ml, haciendo una dilucidn de 1310~

con agua destilada estéril.

5123 Preparacién de la muestra

Transferir una cantidad equivalente a 50 mg de roli-
tetraciclina a un matraz aforado de 10 ml.,, disol---
vyer~y -oforar con.agua destilada estéril (concentra--

cidn estimada de 5 mg de rolitetraciclina por ml }.

5.12.4 Procedimiénto

Determinar el peso del animal y aplicar anestesia gg
neral por medio de una inyeccidn intraperitoneal del-
anest8sico elegido; descubrir quirurgicamente la arte
ria cardtida separghdola completamente de todas las -

estructuras a su alrededor, seccionar le nervio vago.,

Desplazar completamente el aire del mandmetro por so-
lucidn de heparina aplicada con una jeringa colocada-

en la entrada B (ver esquema).

Insertar una cdnula en la arteria cardtida conectada-
al manémetro por la entrada A, manteniendo la llave -
cerrada, para medir directamente y tener un registro-
constante de la presién sanguinea abrir la llave, si-
la sangre tiende a coagularse, agregar la cantidad ne

cesaria de solucidén de heparina.

. . L4 c _.». . .
Descubrir quirurgicamente la vena femoral para facili-

tar la inyeccidn intravenosa.

Conectar el mandmetro al quimdgrafo e ihspeccionar la
amplitud de los trazos del movimiento de oscilacidn

v estabilidad relativa de la presidén sanguinea.



Determinar la sensibilidad del animal a la histamina
por medio de inyecciones, en la vena femoral de la -
solucidn de referencia de histamina de concentracidbn
de 1.0 mcg de histamina base por ml, 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 mcg
de histamina base por kg de peso corporal, repefir -
las inyecciones hacieﬁdo caso omiso de las primeras
series de lecturas hasta que las cafdas de presién-
causadas por dosis de histamina sean equivalentes Vv
relativamente uniformes, y la cafda de presidn san--
guinea causada con 0.1 mcg de histamina base por kg-
de peso corporal no sea menor de 20 mm de mercurioc. -
Reemplazar la histamina por la solucidn muestra de --
concentracidén de 5 mg de rolitetraciclina por ml e in
yvectar 3 mg por kg de peso corporal en un lapso de --—
cinco min. Si hay baja significativa de la presién -
sanguinea la dosis vuelve a repetirse después de al-
ternar con una dosis de 0.10 mcg de histamina base --
por kilogramo de peso corporal. Emplear diferentes --
agujas y Jjeringas de tuberculina para inyectar la so-
lucidén de histamina de referencia y la solucién del -
antibidtico. E1 animal puede ser utilizado hasta que-
sus respuestas sean razonablemente estables a la his-

tamina. e

Se12e5™ Interpretacién de resultados

El producto pasa la prueba de ausencia de sustancias
histaminosfmiles si la baja de presién sanguinea obte
nida para 3.0 mg de rolitetraciclina por kg de peso -
corporal no es mayor que 1a obtenida con 0.10 mcg de

histamina base por kg de peso corporal.

6. APENDICE =
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6.1 OBSERVACIONES

Los reactivos grado analitico empleadoS en los méto-
dos de prueba cumplirdn con las especificaciones mar
cadas por la Farmacopea Nacional de los Estados Uni-
dos Mexicanos.

La sustancia de referencia oficial serd la aceptada -

por la Secretaria de Salubridad y Asistencia (S.S.A.)
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6.3 PARTICIPANTES
Fermic, S.A. de C.V.

Quimica Hoechst de México S.A.
Laboratorios Sanfer S.A.

Abbott Laboratories de México, SeA.
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Laboratorios Fedal, S.A.



	Portada
	Introducción
	Anteproyecto de Norma Oficial Mexicana Oxitetraciclina
	Determinación de Absorción de Luz en la Reción del Ultravioleta a  353 nm
	Observaciones
	Anteproyecto de Norma Mexicana Clorhidrato de Oxitetraciclina
	Anteproyecto de Norma Oficial Mexicana
	Bibliografía

