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CAPITULO T

INTRCDUCCICKR

Por decreto presidencial el 8 de octubre de 1975, se crea la Co-
misién NWacional consultiva para el Desarrollo de la Industria Farma-—-
cautica.

Debido a esto y al incremento de la poblacién y dado al gran em—
pleo ie antibiétices, se ha visto que és necesario establecer una nor
malizacidn adecuada que se armonice con el avance tecnolégico de la
industria. la normalizacién no es un invento actual, es una necesidad

de crear un orden altamente organizado.

Con las normas se establecen especificaciones, servicios y proce
Sos de fabricacién de los productos, los que serdn Utiles en beneficio
de un incremento en la productividad, ya que con el establecimiento de
las normas se ayuda a mejorar la produccidn en lo que concierne a cali
dad, cantidad, costos y seguridad de un producto, foment'&ndo as{ el co
mercio Nacional, lo que traerd como consecuencia satisfactoria una eco
nonia dentro del pais, reflejandose mds tarde en una ampliacién de mer
cados quiza también a nivel internacional.

El Gobierno Mexicano visualizando esta situacidén, y por medio de
la Direcoidén Ceneral de Normas de la Seoretaria de Industria y Comer-
cio (DON), que es el organismo encargado de coordinar a los diferentes
Bectores que poseen interés en presentar proyectos para establecer nor
mas, as{ como engendrar una polftica adecuada en materia de Normaliza-
cién Industrial.

En este mismo capftulu optaremos por definir algunos conceptos -



para entender y distinguir el concepto de norma y normalizacién, y la

relacién de estas con otros conceptos.

I.- Definicién de norma y normalizacidn:

Primeramente se definird el concepto de normalizacién de a——
cuerdo con STACO (Comité para el estudio de los principios -
cientificos de la normalizacidén) que propuso la creacidn de

la Organizacién Internacional de Normalizacién (The Interna—
tional Organization for Standardization, IS0.), a 1la que per
tenece como miembro la Direccién Ceneral de Normas (DGN); y

a continuacidén la definicién de norma, o sea que primero tie
ne lugar la accidn, el proceso y despuds su reconocimiento,

debido a esto primero se aprobé en 1961 la definicidn de Nor
malizacién y en 1962 la de Norma.

"Lla normalizacidén es el proceso de formular y aplicar re-;
glas con el prépdsito de realizar un orden en una actividad
eapec{fica, para el beneficio Y con la cooperacidén de los in-
tereses y en particular para obtener en conjunto una economia
Sptima, tomando en cuenta las caracterfsticas funcionales y -
los requisitos de seguridad®.

Se basa en los resultados de la ciencia, la tecnologia y

la experiencia. Determina las bases para el desarrollo future
Y por lo tanto debe actualizarse con el Progreso.

Aplicaciones partioulaxfol=

a.- UTnidaies de medida.

b.- Terminologfa y representagién simb&lica.

ce~ Productos y procesos (Definir ¥ seleccionar las caracterfsti-
cas de productos, métodos de prueba y de medicién, especifica

cién de las caracterfsticas de los productos para definir su



calidad, regulacidn de variedades, intercambiabilidad, etc.).
d.- laruriiad de las personas J de los bienes.

"Una norma es el resultado de una gestidn particular de norma
lizacién y probada por una autoridad reconocida"”.

Puede tomar la forma de:
a.- n documento que contenga un conjunto de condiciones para que
sean cumplidas.
be- Tna unidad fundamental o una constante fisica. (Zjem. cero ab
solute, amperio, etc.).
Se=— " objeto para comparacién fisica. (Tjem. Metro, Xilogramo).

Definicidn desde el punto de vista etimolégico:

Yormalizacidn proviene de Norma, cuyo significado en latfn es:
una resla a la que se adapta voluntariamente una actividad.

La Real Academia la define como: "Norma es una regla que se-—
guir o a qus se deben ajustar operaciones™.

Definicién adoptada por México, segin la Ley General ds Nor—
mas y de Pesas y Medidas en su artfculo 40. que define Norma Tn—
dustrial como:

"Z1l conjunto de especificaciones en que se define, clasifica
7 califica un material, preducto o procedimiento, para que satis-

faga las necesidades y usos a que esta destinado”".
& q

IT.~ Definicidn de control de calidad ¥ su relacién entre Norma:
Desde el punto de wista etimolégico, el término control viene
iel francés Ccnt - rol; Cont significa confrontar y Rol que -
sigznifica norma; asf{ contro se define como la confrontacién o
comraracién con una norma.

Contro de calidad se define como:

"n conjunto de esfusrzos efectivos de los diferentes de--
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partamentos de una organizacién para la integracidn del desa-
rrollo, mantenimiento y superacién de la calidad de un produc
to, con el fin de hacer posible fabricacidn ¥ servicio a sa-—
tisfaccién completa del consumidor y a un nivel mfs econdmico"

De la definicién se observa que los requisitos de calidad
del consumidor por lo general se encuentran establecidos en u
na norma, la que en muchas ocaciones recibe el nombre de espe
cificaciones.

De lo anterior se desprende que una norma ¥ el control de
calidad, individualmente son parte de un todo. ™ la norma se
fijan las caracterfsticas significativas de calidad y median-
te el control de calidad se asegura que la produccién cumpla
con las caracter{sticas indicadas en la norma.

En pocas palabras existe una relacién estrecha entre la —
norma y el control de calidad, sin normas el control de cali-
dad no puede efecturse y sin control de calidad las normas no

se pueden aplicar.

IIT.- Definieién de especificacién.
"Es el enunciado concreto del conjunto de condiciones que de
be satisfacer un producto, un material o un proceso, inclu—
yendo si es necesario, los métodos que permitan determinar
8i tales condiciones se cumplen.
De tal manera que las especificaciones no son otra cosa que
los requisitos de calidad que se encuentran establecidos en

las Normase.



CAPITULO II

AMTEPROYECTC DE NCRMA OFICIAL MUXICANA

"CIOXACILINA SCDICA MONOHIDRATADAY

DGN-39-4-7-1

1. Generaliiades.
Antibidtico perteneciente al grupo de las renicilinas semisintéti-
cas.

1.1 Definiciones.
Para los efectos de esta norma se entiende por cloxacilina sédica

monohidratada el producto constituido principalmente por el com—
puesto qufinico C19 Hy7 C1 ¥y Ma 05 S « B, O con peso molecular
de 475.89 con nombre quimico de monochidrato de la sal sédica de -
S5-metil-3-{o—clofenil)4-isoxazolil venicilinaj; con aspecto de pol
vo blanco cristalino o ligeramente amarillento, intenso sabor amar
20, con ligero olor caracteristico y libre de materias extrafias vi

sidbles.

™Srmula Jdesarrollada:

3 . 320




la presente norma se aplica a la cloxacilina sédica monohidratada es—

téril y no estéril.

Clasificacidn.

El producto objeto de esta norma se clasifica en dos grados de cali—

dad:

Crado A Cloxacilina sddica monohidratada estéril

Grado B Cloxacilina s&dica monokidratada no estéril.

Bspacificaciones.

Del producto.

Ia cloxacilina sédica monohidratada en sus dos grados de calidad ob—

Jeto le esta norra, debe cumplir con las especificaciones indicadas -

en la tabla I.
T RB

LA T

.

Caracteristicas

Cloxacilina sédica monohidratada

Especi

ficaciones

Grado A estéril

Grado B no estéril

Identificacién I.R.

Pasa la prueba

Pasa la prueba

Potencia

No menos de
825.0 meg de

No menos de
825.0 mcg de

i

cloxacilina cloxacilina
por mg. por ng.
Contenido de cloro 7.0 a 7.5 7.0 a 7.5
por ciento por ciento
| pE {™n sol. acuoca 1.0
{ por ciento P/V) 4.5 a 7.5 4.5 a 7.5
Agua 3.0 a 5.0 3.0 a 5.0
por ciento por ciento
Presenta birre Presenta birre-
oristalinidad fringencia a fringencia a

la luz polari-
zada

la luz polari-
zada

2 ]
/ .
Toxicidad anormal

Pasa la prueba

Pasa la prueba

Esterilidad

Pasa la prueba

Pirégenos

Pasa la prueba
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3.2.1

3.3
3.3.1

3.3.2

401
4.1.1

Marcado.

En el envase y empaque.

En el empaque exterior y entre las dos bolsas que forman el envase, -
debe aparecer una etiqueta en caracteres legibles y redactados en es-—
pafiol los siguientes datos: Simbolo del fabricante, nombre del produc
1o, peso neto expresado en Xilogramos o gramos, numero de lote, la le-
Yenda "EHecho en México", la leyenda "Consérvese el envase bién cerrado
Y en lugar fresco y seco", potencia o equivalente en actividad ( En —
Cloxacilina) y cualquier otro dato que se juzgue conveniente, tales co
mo precauciones que deben tenerse en el manejo y uso de los empaques y
envases durante su transporte y almacenamiento, y el Sello Oficial de
Garantfa, cuando la Secretaria de Industria ¥ Comercio lo juzgue con-
Yeniente.

Envasado y empacado.

En Producto Esteril.

El producto esteTil objeto de esta norma se debe envasar en recipientes
estériles de aluminio o vidrio, herméticamente cerrados, los recipien-
tes deben ser abiertos solamente en dreas estériles bajo condiciones de
asepcia.

En Producto no estéril.

El producto objeto de esta nmorma se debe envasar en doble bolsa de po-
lietileno o cualquier material cuyas earacterfst;cas sean tales que no
reaccionen con el producto no estéril, cerradas por separado Yy a su —
vez estas en cufletes de capacidad 7 material adecuados para que resis~

tan su transporte y almecenamiento.
Muestreo.

Z1 muestreo se efectua de comin acuerdo entre fabricante y comprador -
y a falta de este acuerdo se recomienda seguir el siguiente método:

Método de muestreo para producto terminado a granel.

Equipo.

Guantes de hule con superficies exteriores lisas.

Muestreador de acero inoxidable pulido, de 1/2 pulgada de didmetro con
ventanas por lo menos de una tercera parte de la circunferencia; com—
Pleto de tubo interior de cierre.

Bolsas de polietileno, frascos de vidrio u otro material adecuado.
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321 equipo anterior, pero en condiciones estériles, para producto a —
granel =stéril.

Manera de operar.

Por medio del muestreador sacar producto de cada cufilete en tres Pun—
tos diferentes dispuestos a + 120° uno del otro ¥ a tres diferentes —
alturas semin el esquema siguiente:

PLANTA SECCION

De cada cufiete tomar aproximadamente 30.0 gr de producto y poner}os -
en bolsas de polietileno marcadas con el niémero del cufiete ¥ el nime-
ro de lote. Cerrar los cufietes con un oportunoc cierre de garantfa.

De cada bolsa de polietileno pesar partes proporcionales al peso neto
declarado en la etiquete del cufiete correspondiente y transferirlas -
en otra bolsa de polietileno. Mezclar hasta completa homogeneidad.
Ssta muestra oficial se dividir{ en dos partes: una destinada al ar—
chivo (Cantidad aproximada 100.0 gr) ¥ la otra destinada al anflisis.
Bn el caso de que el lote se ponga en prueba de estabilidad, se Tepar
tird una tercera porcién del producto en frascos dmpula de 20 ml ( 20
frascos conteniando cada unc 1.0 gr de producto debidamente rotulados
¥ cerrados).

Para producto estéril se procede de la misma manera pero en condicio-
nes ssfériles, dentro de una 4rea estéril y mdximas condiciones de a-

sepsia.

Criterio de aceptacidn.

31 criterio de aceptacién es 100 por ciento.

Métodos de prueba.

Los reactivos que se mencionan en todas las determinaciones siguien—
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tes, deben ser grado analftico, a menos que se mencione otra c0B&a; ——
cuande se indique agua debe entenderse agua destilada ¥ el patrén de
referencia srd el patrdn oficial.

Procedimiento para la identificacidén de cloxacilina sddica monohidra-

tada.

Aparatos y equipo.
Espectrofotdmetro infrarrojo
Squipo comin de laboratorio.

Materiales y rsactivos.
Bromuro de potasio grado espectro
Patrén de referencia.

Procedimiento.

Preparar una tableta con una mezcla al 0.5 por ciento de cloxacilina
sédica monchidratada en bromuro de potasio.

Colccar la tableta en el espectrofotdmetro ¥ determinar el espectro -
de absorbancia infrarrojo, comprendiido entre las longitudes de onda -

de 2 a 15 micronese.

Interpretacidn de resultados.
Z1 espectro de absorcién de la muestra debe compararse cualitativamqg
te con el espectro de absorcién del patrén de referencia preparado en

condiciones idénticas.

Determinacién de potencia.

M8todo microbioldgico.

Aparatos y equipo.

Hormo para esterilizar

Autoclave

Incubadora

Fotocolorimetro con filtro gara 580 milimicras

Botella de Roux

Cajas Petri de 20 X 100 mm

Tapas de porcelana y vidriadas por fuera, para las cajas Petri
Cilindros de acero inoxidables con un difmetro exterior de 8.0 mm —
(+ 0.1 mm) y un difmetro interior de 6.0 mm (+ 0¢1 mm) con una altu-
ra de 10.0 mm (+ 0.1 mm)



5.2.1.2

5.2.1.3

S5eleled

LT A

Zscala graduada con décimas de milfmetro
Equipo comin de laboratorio.

¥ateriales y reactivos.

Patrén de referencia

Solucién reguladora de fosfatos de potasio 1.0 por ciento pH 6.0 —
(Fosfato de potasio dibdsico: 2.0 gr. Fosfato de potasio monob4sico:
8.0 gr; agua destilada c.b.p. 1000 ml)

Cepa de Staphylococous aureus (ATCC 6538P)

Medio antibistico No. 1 (BBL 10936/7 o Difco 0263) Preparado de a—
cuerdo con las indicaciones del fabricante

Medio antibiético No. 2 (BBL 10942/3 o Difco 0270) Preparado de a——
cuerdo con las indicaciones del fabricante

Solucién salina esterilizada( Cloruro de sodio: 8.5 gr; agua destila
da c.b.p. 1000 ml).

Preparacién de la solucién patrén.

Transferir a un matraz aforado de 100 ml, una cantidad exactamente -
pesada de patrén de referencia de cloxacilina sddica monohidratada,
equivalente a 100.0 mg de cloxacilina disolver y aforar con solucién
reguladora de fosfato de potasio 1.0 por ciento pH 6.0 (Concentra—
cién estimada: 1.0 mg de cloxacilina por ml). Transferir 10.0 ml de
la solucidén anteriora un matraz aforado de 100.0 ml ¥y diluir con so-
lucidén reguladora de fosfato de potasio 1.0 por ciento pH 6.0 hasta -
el aforo (Concentracién estimada: 100.0 mcg de cloxacilina por ml).

Preparacidn del microorganismo de prueba.

Cultivar la cepa de Staphylococcus aureus em tubos con 10.0 ml de —
medio antibiético No. 1 inclinado, incubar a 32 - 359 durante 24 —
horas. lavar el desarrollo de un tubo con 3.0 ml de solucién salina

esterilizada. Pasar esta suspensién de m'icroorga.nismos a una botella
de Roux conteniendo 250.0 ml de medio antibiético No. 1 Extender la

suspensidn en toda la superficie del medio con ayuda de perlas de vi
drio esterilizadas, incubar la botella de Roux 24 horas a 32 - 35°¢.
lavar el crecimiento resultante con 50.0 ml de solucién salina este—
rilizada. Diluir esta suspensién de tal manera que mma dilucién 1:20
de ella, de una transmisidn de 25 per ciento en un fotocolorimetro —
con un filtro a 580 milimicras y un tubo de 13.0 mm de difmetro. Ha—
cer placas de prucba para determinar la cantidad de suspensién que -
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debe afiadirse a 100.0 ml de medio (Generalmente 0.1 ml) para dar zo—
nas de inhibicidn claras y definidas de tamaiio apropiado.

Preparacidn de las placas.

Preparar las placas el mismo dfa que se van a usar. Colocar 21.0 ml -
de medio antibiético No. 2 en cada caja Petri, extender el medio uni-
formemente y dejar solidificar. Pundir la cantidad necesaria de medio
antibidtico No. 1 y enfriar a 48 - SO'C, afiadir la cantidad necesaria
de la suspensién de Staphylococcus aureus segin las experiencias de -
la preparacidén del microorganismo de prueba y mezclar para obtener —
una suspensién homozenea. Afalir a cada caja Peiri 4.0 ml de medio in
oculado y distribuirlo uniformemente, cubrirlas con las tapas de por-
celana y dejar solidificar. Cuando el medio ha solidificado colocar 6
cilindros en la superficie del azar inoculado a intervalos de 60 gra-

dos aproximadamente sobre un radio ie 2.8 cme.

Preparacién de la curva patrén.
Preparar las siguientes diluciones a partir de la solucidn patrén de
100.0 mcg/ml usando solucidn rezuladora de fosfato de potasio 1.0 por

ciento pH 6.0

3.20 ml a 100.0 ml (3.20 meg/ml)
4.00 ml a 100.0 ml (4.00 meg/ml)
5400 @1 a 10000 ml (5.00 meg/ml)
6.25 @l a 100.0 ml (6.25 mcg/ml)
7.81 ml a 100.0 ml (7.81 mcg/ml)

33T 4 series de 3 cajas Petri cada una.

Serie 1: Llenar 3 cilindros alternados de cada caja, con dilucién pa-
trén de 3.20 mcg/ml

Serie 2: Llenar 3 cilindros alterrnados de cada caja, con dilucién pa-
trén de 4.70 mcg/ml

Serie 3: Llenar 3 cilindros alternados de cada caja, con dilucién pa-
trén de 6.25 mog/ml

Serie 4: Llenar 3 cilindros alternados de cada caja, con dilucién pa-
trén de 7.81 meg/ml

Llenar los 3 cilindros restantes de cada caja, con dilucién patrén de

5.00 mez/ml

Incubar las placas durante 16 - 18 horas a 32 - 35°C y medir el dif—

metro de las zonas de inhibicidén. Sacar el promedio de las 36 lectu—



i

-8 =

ras de la &ilucién patrén de 5.0 meg/ml y el promedio de las 9 lectu——
ras de cada dilucidén patrén. Corregir las lecturas de cada una de las
series 1, 2, 3 y 4, aumentando o disminuyendo la misma diferencia que
exista entre el promedio de las 36 lecturas de la dilucidén patrén de -
+00 meg, /m1 7 el promedio de las 9 lecturas de esa misma dilucién en -
cada serie. Tjemplo: 3i el promedio de las 36 lecturas de la dilucién
ratrén de 5.00 mcg/ml es de 16.5 mm y el promedio de esta dilucidén en
la serie 4 es 16.3 mm, la correccién ser{ 0.20 mm. Si el promedio de -
lecturas de la dilucidn de concentracidn mds alta de esas mismas 3 ca-
jas es de 16.9 mm, el didmetro corregido es entonces de 17.1 om. Gra—
ficar los didmetros corregidos, incluyendo el promedio de los 36 didme
tros ds la concentracidn de referencia en papel semilogaritmico de dos
ciclos, usando la concentracidn del antibidtico en meg/ml como 12 or--
denada y el didmetro de las zonas de inhibicidn como la absisa.
la curva patrén puede también obtenerse calculando los valores mdximo

¥ minimo por medio de las siguientes ecuaciones:

T =28 +2b +0 -8 Hae_30+2d +c-a
5 5

Donde:
= Didmetro de la zona calculado para la concentracidn mfs baja de 1la

=

curva.
Didmetro de la zona calculado para la concentracibén mis alti. de 1la

9
"

curva.
¢ = Fromedio del didmetro de la zona de 36 lecturas del punto de refe—
rencia de la sclucidn patrdn de 5.00 meg/ml
= Valor promedio correzido rara la dilucién de 3.20 meg/ml
Valor promedio corregido para la dilucién de 4.00 mcg/ml
= Valor promedio corregido prara la dilucién de 6.25 mcg/ml
= Valor promedio corregido para la dilucidn de 7.81 mcg/ml

o & o @
L]

Procedimiento.

Preparar la solucidn problema en la misma forma que la solucidn patrén
(5.2.1.3), haciendo al final otra dilucidn de 5.0 ml a 100.0 ml con la
misma solucidén reguladora para tener una concentracién estimada de 5.0
meg/ml de cloxacilina base. Usar 3 placas preparadas como se indica en
{5e2e1. 5). Llenar 3 cilindros alternados de cada placa con dilucién ra
trén de 5.0 mcg/ml 7 los otros 3 cilindros con dilucién problema. In—
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5.2.2.2

5+2.2.3
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cubar las placas durante 16 - 18 horas a 32 - 35° ¥ medir el difme—
tro de las zonas de inhibiocidn. Sacar el promedio de las lecturas de

la solucién patrén y el de las lecturas de la solucidn problema. Si -
el promedio de lecturas de la solucidn problema tiene un valor mayor

que el promedio de la solucidn patrén, agregar la diferencia al difd—
metro de la dilucién de 5.0 mcg/ml en la curva ratrén. Si el promedio
de lecturas de la solucidn problema tiene un valor menor que el prome
dio de lecturas de la solucidén patrén, restar esta diferencia al dif—
metro de la dilucién de 5.0 meg/ml en la curva patrén. Leer en la cur
va la concentracién correspondiente a estos valores corregidos de dig
metros de las zonas. Multiplicar la concentracidén por el factor de di
lucién apropiado para obtener el contenido de antibidtico en la mues—
tra.

Método gufmico (Ensayo yodométrico).

Aparatos y equipo.
Agitador magnético

Matraces de yodo

Equipo comin de laboratorio.

Materiales y reactivos.

Patrén de referencia

Solucidn de tiosulfato de sodio 0.01 N (Tiosulfato de sodio pentahi——
dratado: 2.482 gr; carbonato de sodio: 0.125 gr; agua destilada o.b.
Pe 1000 ml).

Tidréxido de sodio 1.0 ¥

Acido clorhfdrfco 1.2 N

Solucidén de yodo 0.01 ¥ (Preparada de solucién de yodo 0.1 N U.S.P. )
Solucién de pasta de yoduro de almidén, (U.S.P. XVIII - 1031). S.R.

Preparacién de la solucién patrén ¥y solucidén problema.
Transferir a un matraz aforado de 100 ml, una cantidad exactamente pe
sada de patrén de referencia de cloxacilina sédica monohidratada, e—
quivalente a 125.0 mg de cloxacilina Yy aforar con agua destilada para
obtener una concentracién final de: 1.25 mg/ml de cloxacilina.
Preparar la solucidn problema de la misma forma que la solucién pa-—
trén, para obtener una concentracidén final estimada: 1. 25 mg/ml de —
cloxacilina,



- 10 -

J+2+2+4 Procedimiento.

5424245

Inactivacidn de las soiuciones ratrén y problema.

Transferir 2.0 ml de la solucidn problema y de }a solucién patrén a -
un matraz de yodo respectivamente. Adicionar 2.0 ml de hidrdxido de -
sodio 1.0 ¥ y dejar en reposo a temperatuYa ambiente durante 15 minu-
tos. dspuds de este tiempo adicionar 2.0 ml de doido clorhidrico 1.2
T, afiadir 10.0 ml de solucién de yodo 0.01 N, tapar los matraces Yy de
Jar reposar durante 15 minutos y proceder a titular el exceso de Yodo
como se indica a continuacidn.

Determinacién del blanco: transferir 2.0 ml tanto de solucién proble-
ma como de solucidn ratrén a un matmaz de Yyodo respectivamente. Adi—
cionar 10.0 ml 1e solucidn de yodo 0.01 N a cada matraz y proceder a
titular.

Titulacidn: Titular el exceso de yodo usando tiosulfato de sodio 0.01
T, tanto de las soluciones inactivadas como de los blancos de referen
cia. Hacia el final de la titulacién adicionar una gota de una solu—
cién de pasta de yoduro de almiddn. Continuar la titulacién por adi—
cidn de porciocnes de 0.0l a 0.02 ml mds de tiosulfato de sodio 0.01 K
agitando despuds de cada adicién. =1 punto final de la titulacién se
alcanza cuamdo desaparece el color azul intenso debido al complejo —
yecdo—-almidén.

C4lculos.
Determinar el factor F (microgramos de actividad equivalentes a cada

mililitro de tiosulfato de sodio 0.0l ¥ consumidos) :

48 x P

L |
L}

Vs

Donde -:

Ws = Peso real en miligramos de pairén de referencia de cloxacilina -
sédica monohidratada en los 2.0 ml titulados.

P = Totencia del patrén de referencia en microgramos por miligramo -
de cloxacilina.

Ts = Mililitros de tiosulfato de sodio 0.01 ¥ usados en la determina-
cidén de la solucibén patrén de referencia inactivada menos los mi
lilitros de tiosulfato de sodio 0.0l ¥ usados en la determinacién
del blanco de la solucién patrén de referencia. (la diferencia -
es el equivalente dal ndmero de mililitros de yodo 0.01 ¥ absor-
bidos por el patrén de referncia inactivaio).
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Potencia del antibidtico:
Calcular la potencia del problema en microgramos por miligramo de ——
cloxacilina, por medio de la siguiente f&rmula:

VpxPF
p

ucg por mg =

Donde:

Vp = Mililitros de tiosulfato de sodio 0.01 N usados en la determina-
cidn de la solucién problema inactivada menos los mililitros de
tiosulfato de sodio 0.01 ¥ usados en la determinacién del blanco
de la solucién problema. (Ia diferencia es el equivalente del —
nimero de mililitros de Yodo 0.01 N absorbidos por la solucidn -
problema inactivada).

Wp = Peso real en miligramos del problema en los 2.0 ml titulados.

Determinacidn del contenido de cloro.

Aparatos y equipo.
Crisoles de nfquel
Equipo comin de laboratorio.

Materiales y reactivos

Papel tornasol

Algodén

Carbonato de sodio anhidro

Acido nftrico

Nitrato de plata 0.1 N

Tiocianato de amonio 0.1 N

Solucidn de sulfato férrico de amonio (Disolver 8.0 gr de sulfato fé-
rrico de amonio en agua para hacer 100.0 ml).

Procedimiento.

Mezclar 0.25 gr de muestra con cantidades pequefias pero sucesivas de
carbonato de sodio anhidro en un pequefio crisol de nfquel, cuando el
crisol se haya llenado hasta las tres cuartas partes, seguir adicio—
nando carbonato de sodio anhidro sin mezclar 7 presionando hacia aba-
Jo para que quede compacto. Invertir el orisol dentro de otro crisol
de niquel mds grande que contenga en el fondo una capa de carbonato -
de sodio anhidro y continuar adicionando carbonato de sodio anhidro -
entre los dos crisoles presionando bién hasta que quede sellada la -
unién de los mismos. Calentar durante 45 minutos sobre una flama de -
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Bunsen ié tal manera que la rarte exterior del crisol este uniforme—
nente caliente hasta un rojo débil; dejar enfriar, pasar a un vaso —
con 200.0 ml de agua, cubrir el vaso y calentar suavemente hasta que
todo el carbonato se disuelva. Filtrar a traves de una torunda de al-
codén, lavar sl residuo con agua, enfriar, agregar 4cido nftrico has—
ta que la solucidn este neutra al papel tornasol Y agregar 3.0 ml en
sxceso. Tervir para remover el didxido de carbono, enfriar, adicionar
25.0 ml1 de nitrato de plata 0.1 ¥, dejar reposar unos minutos, fil—
trar 7 lavar el filtro com asua. Titular el filtrado ¥ los lavados —
combinades con tiocianato de amonio O.1 ¥, usar solucidn de sulfato -
férrico de amonio como indicador. Repetir 1la operacién sin cloxacili-
na sédica monohidratada como blanco; la diferencia entre las titula—-
ciones renresentan la cantidad de nitrato de plata requerida.

Z4lculos:
Calcular el contenido de cloro en la muestra, consiierando que cada -
nililitro de nitrato de plata C.1 ¥ es equivalente = 7.003545 gr de -

cloro.

Determinacién de pH.

Jeterminar el pH de una solucidn acuosa de cloxacilina sédica monohi-
dratada al 1.0 por ciento, de acuerdo al procedimiento indicado en 1la

anorma DCN-D-14 en vigor.

Determinacidn del ccntenide de afus .

Tacer la determinacidn del contenido de agua en una mues tra aproxima-
damente de 200.0 mg por el método de Karl Tisher, de acuerdo al proce

dimiento indicado en la norma DGN-K-119-1965.

Prueba de cristalinidad.

Aparatos y equipo.
“icroscopio con luz polarizada
Zquipo comin de laboratorio.
Yeactivos.

Aceite mineral.

Procedimiento.
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Mezclar en un porta-objetos una pequefia cantidad de la muestra con -
una o dos gotas de aceite mineral. Cubrir el porta~objetos y obser-—
var al microscopio polarizado.

Interpretacién de resultados.

Los cristales de cloxacilina sédica monohidratada, muestran particu-
las en las cuales se observa el fenémeno de birrefringencia Y po8i——
ciones de extincién por movimiento circular del porta-objetos.
Prueba de toxicidad anormal.

Aparatos y equipo

Autoclave

Equipo comin de laboratorio.

Materiales y reactivos.

Ratones blancos de 18.0 a 25.0 gr no usados previamente en otra prue
ba similar.

Agua destilada est8ril: (Preparada con agua recientemente destilada.
Esterilizada en autoclave a 121°C durdnte 20 minutos).

Procedimiento.
Inyectar intravenosamente a 5 ratones, 0.5 ml de una solucién que -
contenga 16.0 mg de actividad de cloxacilina por ml en agua destila-—
da estéril. la inyeccién debe hacerse en un periodo de tiempo entre
5 ¥ 10 segundos; observar los ratones durante 48 horas.

Interpretacién de resultados.

5i ningin animal muere en el periodo de observacién de 48 horas la -
mues tra pasa la prueba. Si uno o mds animales mueren dentro de las -
48 horas, repetir la prueba una o mds veces, usando para cada prueba
cinco o mds ratones con un peso de 20.0 zr (+ 0.5 zr) cada unoj si -
el total de muertes dentro de las 48 horas no es mayor del 10 por -
ciento del nimero total de animales probados, incluyenio la prueba -

original, la muestra pasa la prueba.

Prueba de esterilidad.

Aparatos y equipo

Equipo de filtros m?mbrana para prueba de esterilidad de 3 o 6 unida
dese

Membranas filtrantes de 045 micras

Campana de flujo laminar
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Autoclave

Potencidmetro

Tubos para cultivo con tapa
Cortadores y pinzas para membrana

Zquipo comin de laboratorio.
Materiales y reactivos.

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

Solucién de peptona: (Disolver 1.0 gr de peptona en suficiente agua -
destilada para hacer 1000 ml, ajustar el pH a Tl + 0.1 , si es nece-
sario con HC1l 2.0 ¥ 6 NaOH 2.0 KN)

Medio fluido de tioglicolato (BBL 11260; o Difco 0256-01-0)

ledio digerido de soya y caseina (BBL 11768; o Difco 0370-01-1)
Penicilinasa 20,000 U.L./ml :(Preparada por dilucién de Penase BBL —
11899; o Difco 0346)

Azar micoldgico (BBL 1144535 o Difco 0405-01-0)

Agar soya tripticasa (BBL 11043; o Difco 0369).

Procedimiento.

Armar un equipo de filtracidén de 3 o 6 unidades con sus filtros mem—

brana y filtros hidrofébicos segin instrucciones del fabricante y pre
pararlo para su esterilizacién.

Ssterilizar an autoclave todo el equipo a 121°C ; de 20 a no mds de —

45 minutos. EL TIENPO Y Li TEMPERATURA SON CRITICOS. Los filtros mem-

brana pueden ser esterilizados aparte, pero da mejor resultado y me—

nos riesgo de contaminacidén si se esterilizan ya en la unidad.

Los cortadores y pinzas deben ser esterilizados en calor seco a 250°C
por un minimo de una hora.

Preparar y limpiar la campana de flujo laminar y en condiciones asép-
ticas pasar todo el material que se va a utilizar para la prueba, co-
nectarla y dejar un tiempo de 10 a 15 minutos.

Tomar una muestra asépticamente de 6.0 gr que debe contener de todos
¥y cada uno de los recipientes que forman un lote, transferir a un -
matraz Zrlenmeyer de 50C ml que contenga 200.0 ml de peptona esteri-
lizada y a temperatura ambiente, agitar para disolver bién.

Empezar a filtrar asépticamente usando un filtro como testigo. Si la
filtracidn se dificulta o es muy tardada se deberd repetir esa muestra.
lavar el filtro con 200 ml de peptona que deberd contener 1.0 ml de
penicilinasa, finalmente hacer pasar 400 ml mf€s de peptona.
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A todos y cada uno de los tubos que contienen tioglicolato y soya —
tripticasa se les agrega 1.0 ml de penicilinasa en condiciones asép—
ticas para inactivar cualquier residuo de penicilina que pudiera ha——
ber quedadoe.

Tomar la membrana con unas pinzas y colocarla en el cortador, ponien-
do la parte central dentro de un tubo que contenga medio fluido de —
tioglicolato. Colocar la parte exterior dentro de un tubo conteniendo
medio digerido de soya y caseina. Repetir esto con el testigo.

. Ixponer una caja Petri con agar micolégico y otra con agar soya trip-

ticasa durante la prueba, incubar durante 4 dfas y observar su creci-
miento para seguridad de que el 4rea donde se efectudé la prueba fué -
una drea estéril. 2

Incubar los tubos con tioglicolato por T dfas, a 30 - 32°C (Medio pa-
ra bacterias) y los tubos con soya caseina a 22 - 25°C por 7 dfas (Me
dio para hongos).

Interpretacion de resultados.

Se dice que el lote o muestra pasa la prueba si despuds de T dfas de -
incubacién, no muestra crecimiento ningiin tubo.

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
completa en este medio.

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

Prueba de pirégenos.

Aparatos y equipo.

Termémetro clinico

Autoclave

Jeringas y agujas libres de pirégenos (Para dejarlas libres de pirége
nos, calentarlas a 2509C por no menos de 30 minutos o por cualquier —
otro método apropiado}.

Materiales y reactivos.

Conejos sanos y tranquilos con un peso no menor de 1800.0 gramos, ca-
da uno de los cuales debe ser mantenido en su peso con una dieta li—
bre de antibiéticos durante un minimo de una semana e individualmente
en un 4rea de temperatura uniforme (+ 3°C) y libre de perturbaciones

que facilmente los exciten. No usar los animales frecuentemente o =

antes de dos semanas subsiguientes a una prueba calificada como pi--

rogénica.



n

«Je3

5-9.4

Agua destilada estdril libre de pirégenoce (Recientemente destilada y
esterilizada en autoclave a 121%C y por no menos de 20 minutos y que

pase la prueba de pirdgencs).

Procedimiento.
71 dfa de la prusba suspender todo el alimento a los animales que -
van a ser usados hasta despuds de terminada, excepto la administra—
cidén de agua.
Determinar la temperatura "control" de cada animal por insercién del
termémetro en 21 recto del animal de prusba a una profuncidad de no
nenos de 7.5 cm y manteniendolo suficiente tiempo para alcanzar una
mdxima temparatura, como fué determinada previamente, antes de +to-
mar las lecturas.
In cualguier prueba usar solo aquellos animales cuyas "temperaturas

centirol” no se desvien por mds de 1°C de cada una de las otras ¥ no

se use ningin animal con una temperatura que exceda ie 39.8%Cs

la temperatura control registrada para cada ceonejo censtituye la tem-—
peratura para calcular cualquier elevacién subsecuente, deSpués de la
inyeccién de lz muestra problema.

Preparar una solucién conteniendo 20.0 mg de actividad de cloxacilina
por ml en agua destilada estéril y libre de pirdgenos e inyectar una
dosis de prueba, de 1.0 ml de la muestra dilluida por cada kilogramo -
de peso de conejo, en la vena marginal de la oreja de cada unc le los
tres conejos y a los 30 minutos subsecuentes a las lecturas de la tem
peratura control; anotar las temperaturas a 1, 2, ¥ 3 horas subsecuen

tes a la inyeccidn.

Interpretacién de resultados.

3i los conejos no muestran un incremento individual de temperatufa de
0.6°C o nds de su respectiva temperatura control y si la sumz de los
incrementos de temperatura (de los tres) no excede de 1.4°C la muestra
pasa la pruebae.

Zi uno o dos conzjos muestran una slevacidn de temperatura de 0.6°C e
nmds; o si la suma de los incrementos 1le temperztura excede de 1.4, -
repetir la prueba usando 5 consjose Si no mds de 3 de los 8 conejos =
muestran increnentos individuales de temperatura de 0.6°C o nds, o si
la suma de esas elevaciones de tempera turz no excede de 3.7°C, la mu-

estra pasa la prueba.
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ANTZPRCYECTC DE NORMA CFICTAL MEXICANA

“DICLCXACILINA SODICA MONCEIDRATADA"

DGF-39-4-V-2

1. Ceneraliiades.

intibidtico perteneciente 21 zrupo de las penicilinas semisintéticas.

1.1 Definiciones.

Tara los efectos de esta norma se sntiende por dicloxacilina sédica -
monchidratada el producto constituide principalmente ncr el compuesto
quinico Cion 316 012 33 Ta 05 S . 320 con peso molecular de 510.35,
con nombre quimico de monchidrato de la sal sédica de S-metil-3-(2,
6-diclorofenil)—d-isoxazolil penicilinaj; ccn aspscto de polvo blanco
o ligeramente amarillento, cristalino, de intenso sabor amargo, olor
caracterfistico y libre de materias extrafas wvisibles.

Tormula desarrcllada:

CO-NH S 3

0~ L} COONa

e
N

Llcanca.

ente norma se aplica 2 la dicloxacilina sédica monochidratada -

Ia pras

astéril 7 no estéril.
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2. Clasificacidn.

El productoc objeto de esta norma se clasifica en dos grados de calidad:
Grado A Dicloxacilina sédica monohidratada estéril.
Grado B Dicloxacilina sddica monohidratada no estéril.

3. Zspecificacionas.

3.1 Del producto.
la dicloxacilina sédica monohidratada en sus dos grados de calidad ob-
jeto de esta norma, debe oumplir con las especificaciones de la tabla T

TABLA I

Dicloxacilina sédica monohidratada

Caracteristicas Bspecificaciones

Grado A estéril

Grado B no estéril

Identificacién I.R.

Pasa la prusba

Pasa la prueba

Potencia

No menos de
850.0 mcg de

¥o menos de
850.0 mcg de

orgdnico

por ciento

dicloxacilina dicloxacilina
por mg. por mg.
Contenido de cloro 13.0 a 4.2 13.0 a 14.2

por ciento

Contenido de clcro
libre

MEximo 0.5
por ciento

MEximo 0.5
por ciento

pE (En solucidn acuo-

luz polarizada

sa 1.0 por ciento 4.5 a 7.5 4.5 a 7.5
P/T)
Azua 3.0 2 5.0 por 3.0 a 5.0 por
ciento ciento
Presenta birre- Presenta birre-
Cristalinidad fringencia a la fringencia a la

luz polarizada

Toxicidad anormal

Pasa la prueba

Pasa la prueba

Esterilidad

Pasa la prueba

o

Pirégenos

Pasa la prueba

o
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7 enopaque.
exterior y entre las dos bolsas que forman el envase, -
icbe a2parsecer una etiqueta con caracteres legibles ¥ redactados en es
paliol los siguientes datos: Simbolo del fabricante, nombre del produc
%0, peso neto expresado en kilogramos o gramos, nimero de lote, la le
en Yixico", la leyenda "Conservese el envase bién cerrado

J seco', potencia o equivalente en actividad (Zn di-

lzuier otro dato que se juzgue conveniente, tales —

8 o

c
loxacilina) y o
s que deben tenerse en el manejo y uso de los empagues

ases durante su transporte 7 almacenamiento y el sello Oficial de

Secrefaria de Industria y Comercio lo juzgue conve

I producto estéril.

Z1 producto objeto de esia norma se debe envasar en recipientes estér‘i
les de aluminio o vidrio, hermeticamente cerrados e identificados, los
recipientes deben ser abiertos solamente en dreas estériles y bajo con
iiciones asspticas.

In producto no estéril.

21 productc objeto de 2sta norma se debe envasar en doble bolsa de po-
lietilzno o cualquier material cuyas caracteristicas sean tales que no
reaccionen con el producto, cerradas por separado ¥y a su vez estas en
cufetes de capacidad y material adecuados para que resistan su trans—

rorte y almacenzmiento.

luestreo.
Z1 muestrzo se efectuard de comin acuerdo entre fabricante y comprador
7 a falta de =2ste acuerdo se recomienda seguir el siguiente métodos

a3
=“eTod0

e muestreo para producto terminado a granel.

fu

Zquipo.
Cuzntes de hule con superficies lisas.
Muectrealor de acero inoxidable pulilo, de 1/2 de pulgada de didmetro -

1

con ventanas por lo menos dz una tercera parte de la circunferencia; -
cenpleto da tubo interior de cierre.
Dolsae 1e poliztileno, frascos de vidrio u otro material adecuado.
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Z1 equipo anterior, pero en condicicnes estériles, para producto a —
granel estéril.

Manera de operar.

Por medio del muestreador sacar producto de cada cufiete en tres pun—
tos diferentes dispuestos a 120° uno del otro ¥ a tres diferentes al
turas segin el esquema siguiente:

PLANTA SECCION

De cada cufiete tomar aproximadamente 30.0 gr de producto y ponerlos en
bolsas de polietileno u otro material adecuado y marcadas con el niime-
ro de cufiete y el nimero de lote. Cerrar los cufietes con un oportuno -
cierre de garantia.

De cada muestra pesar partes proporcionmales al peso neto declarado en
la etiqueta del cufiete correspondiente ¥y transferirlas a otra bolsa de
polietileno u otro material adecuado. Mezclar hasta completa homogenei
dad.

Zsta muestra oficial de dividird en dos partes: Una destinada al archi
vo (Cantidad aproximada 100.0 gr) y la otra destinada al andlisis. En
el caso de que el lote se ponga en pruecba de estabilidad, se repartird
una tercerd porcién del producto en frascos dmpula de 20 ml1 (20 fras-
cos conteniendo cada uno 1.0 gr de producto debidaments rotulados y -
cerrados).

Para producto estéril se procede de la misma manera pero en condicio——
nes estériles, dentro de una 4rea estéril y mdximas condiciones asébﬁi

CaBe

Criterio de aceptacién.

E1 criterioc de aceptacién es de 100 por ciento.

Métodos de pruechae.

Los reactivos que se mencionan en todas las determinaciones siguientes,
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deben ser grado analftico, a menos que se mencione otra cosaj cuando
se indique agua debe entenderse agua destilada y el patrén de referen

cia serd el patrdn oficial.

Procedimiento para la identificacién de Dicloxacilina sédica monohi—

dratada.

4sparatos ¥y equipo.
Sspectrofotémetro infrarrojo

Zquipo comin d4e laboratorio.

Materiales y reactivos.

Bromuro de potasio grado espectro
Patrén de referencia.

Procedimisnto.

Preparar una tabtleta con una mezcla al 1.0 por ciento de dicloxacilina
sddica monohidratada en bromuro de potasio.

Colocar la tableta en el espectrofotémetro y determinar el espectro de
absorbancia infrarrojo, comprendido entre las longitudss de onda de 2

a 15 micrones.
Interpretacidn de resultados.

71 espectro de absorcidn de le muestra debe compararse cualiictivamen-
te con el espectro de absorcidn del patrén de referencia preparado -

en condiciones identicas.

2sterminacidn de Potencia.

"€4odo Microbicldrico.

Aparatos y equipo.

Horno para esterilizar

Autcclave

Incubadora

Fotocolorimetro con filtro para 580 milinmicras

Botella de Roux

Cajas Petri de 20 x 100 mm

Tapas de porcelana y vidriadas por fuera, para las cajas Petri
Cilindros de acero inoxidable con un didmetro exterior de 8.0 mm —
(+ 0.1 2m) y un didnetro interior de 6.0 =m (# 0.1 mn) con una altu-
ra de 10.0 mm ( + Q.1 ma).
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IZscala graduada con décimas de milfmetro
Zquipo comin de laboratorio.

5.2.1.2 Materiales y reactivos.
Patrén de referencia
Solucién reguladora de fosfato de potasio 1.0 por ciento, pH 6.0 —
(Fosfato de potasio dibdsico: 2.0 gr; TFosfato de potasio mdnobdsico
8.0 gr; Agua destilada c.b.p. 1000 ml).
Cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 6538P).
Medio antibiético No. 1 (BBL 10936/7 o Difco 0263). Preparado de acu-
erdo con las indicaciones del fabricante.
Medio antibidtico No. 2 (BBL 10942/3 o Difco 0270) Preparado de acuer
do con las indicaciones del fabricante.
Solucién salina esterilizada (Cloruro de sodio: 8.5 gr, agua destila-
da c.b.p. 1000 ml).

5¢2e1.3 Preparacién de la solucién patrén.

Transferir a un matraz aforado de 100 ml, una cantidad exactamente —
pesada de patrén de referencia de dicloxacilina sédica monohidratada,
equivalente a 100.0 mg de dicloxacilina, disolver y aforar con solu-—
cién reguladora de fosfato de potasio 1.0 por ciento, pH 6.0 (Concqg
traciéh estimada: 1.0 mg de dicloxacilina por ml). Transferir 10.0 -
ml de la solucidn anterior a un matraz aforado de 100 ml y diluir —
con solucién reguladora de fosfato de potasio 1.0%; pE 6.0 hasta el
aforo (Concentracién estimada: 100.0 mcg de dicloxacilina por ml).

Ce2¢1.4 Preparacién del microorgarismo de Prueba.

Cultivar la cepa de Staphylococcus aureus en tubos de ensayo con 10.0
ml de medio antibidtico No.l inclinado, incubar a 32 - 359C durante -
24 horas. lavar el desarrollo de un tubo con 3.0 ml de solucidén salina
esterilizada. Pasar esta suspencién de microorganismos a una botella
ds Roux conteniendo 250.0 ml de medio antibidtico No. 1. Extendsr la —
suspensidn en toda la superficie de medio con ayuda de perlas de vi——
drio esterilizadas, incubar la botella de Roux 24 horas a 32 - 35°C.
lavar el orecimiento resultante con 50.0 ml de solucién salina este—
rilizada. Diluir esta suspensidn de tal manera que una dilucién 1:20
de ella, de una transmisién de 25 por ciento en un fotocolorimetro —
con un filtro de 580 milimicras y un tubo de 13.0 nm de didmetro. -
Hacer placas de prueba para determinar la cantidad de suspensién que



debe afiadirse a 100.0 ml de medio (Generalmente 0.1 ml) para dar —
zonas de inhibicién claras y definidas de tamafio apropiado.

5e2.1.5 Preparacién de las placas.

Preparar las placas el mismo dfa que se van a usar. Colocar 21.0 ml -

de medio antibiético No. 2 en cada caja Petri, extender el medio uni-

formemente y dejar solidificar. Tundir la cantidad necesaria de medio

antibidtico No. 1 y enfriar a 48 - 50'C, afiadir la cantidad necesaria

de la suspencién de Staphylococcus aureus segin las experiencias de -

la preparacién del microorganismo de prueba y mezclar para obtener -

una suspensidén homogenea. Afadir a éada caja Petri 4.0 ml de medio —

inoculado y distribuirlo wl.iformemente, cubrirlas con las tapas de —

porcelana y dejar solidificar. Cuando el medio ha solidificado colocar
seis cilindros en la superficie del agar inoculado a intervalos de 60°
grados aproximadamente sobre un radio de 2.8 cm.

5¢2+.1.6 Preparacién de la curva patrén.
Preparar las siguientes diluciones a partir de la solucidén patrén de
100.0 mcg/ml usando solucién reguladora de fosfato.de potasio 1.0 por
ciento, pE 6.0:

3.20 m1 a 100 ml ( 3.20 meg/ml
4.00 ml a 100 ml ( 4.00 mcg/ml
5.00 ml a 100 ml ( 5.00 mcg/ml
6.25 ml a 100 ml ( 6.25 mcg/ml
7.81 ml a 100 ml1 ( 7.81 mcg/ml
Usar 4 series de 3 cajas Petri cada una.

Serie 1l: Llenar 3 cilindros alternados de cada caja, con dilucién pa-

trén de 3.2 meg/ml. '

Serie 2: Llenar 3 cilindros alternados de cada caja, con dilucién pa-

trén de 4.0 mcg/ml.

Serie 3: Llenar 3 cilindros alternados de cada caja, con dilucién pa-
trén de 6.25 meg/ml.

Serie 4: Llenar 3 cilindros alternados de cada caja, con dilucién pa-
trén de 7.81 meg/ml.

Llenar los 3 cilindros restantes de cada caja, con dilucién patrén de

5.0 mcg/ml.

Incubar las placas durante 16 - 18 horas a 32 - 35%°C y medir el didme-

tro de las zonas de inhibicidén: Sacar el promedio de las 36 lecturas -
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de la dilucién patrén de 5.0 mcg/ml y el promedio de las 9 lecturas -

de cada dilucidén patrén. Corregir las lecturas de cada una de las se-

ries 1, 2, 3, ¥ 4, aumentando o disminuyendo la misma diferencia que -
existe entre el promedio de las 36 lecturas de la dilucién patrén de

5.0 mcg/ml Yy el promedio de las 9 lecturas de esa misma dilucién en ca
da serie. Ejemplo: Si el promedio de las 36 lecturas de la dilucién -

patrén de 5.0 meg/ml es de 16.5 mm y el promedio de esta dilucién en —
la serie 4 es 16.3 mm , la correccién serd +0.2 mm. Si el promedio de

lecturas de la dilucién de concentracién mfs alta de esas mismas 3 ca

jas es de 16.9 mm, el diZmetro corregido es entonces 17.1 mm. Grafi-

car los dif{metros corregidos, incluyendo el promedio de los 36 didme—
tros de la concentracién de referencia en papael semilogaritmico de -

dos ciclos, usando la concentracién del antibiético en mcg/ml como la

ordenada y el didmetro de las zonas de inhibicidn como la absisa.

La curva patrdn puede también calcularse mediante los valores mdximo ¥

ninimo, que se obtienen mediante las ecuaciones siguientes:

3a +2b+c -0 3e +2d +¢c -a

5 5

Donde:

L = Didmetro de la zona calculado para la concentracién mds baja de la
curvae.

H = Didmetro de la zona calculado para la concentracién mds alta ¢ la
curvae.

¢ = Promedio del didmetro de la zona de 36 lecturas del punto de refe-—

rencia de la solucién patrén de 5.00 mcg/ml

= Valor promedio corregido para la dilucidén de 3.20 mog/ml

Valor promedio corregido para la dilucidén de 4.00 mcg/ml

= Valor promedio corregido para la dilucién de 6.25 mcg/ml

= Valor promedio corregido para la dilucién de T7.81 mcg/ml

o A o B
L]

Procedimiento.

Prevarar la solucién problema en la misma forma que la solucién patrénm
(5.2.1.3), haciendo al final otra dilucién de 5.0 ml a 100 ml con la -
misma solucidn reguladora para tener una concentracién estimada de 5.0
mog de dicloxacilina base por ml. Usar 3 placas preparadas como se in
dica en (5¢2.1.5). Llenar 3 cilindros alternados de cada placa con di-
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lucién patrén de 5.0 meg/ml y los tres cilindros restantes con dilu-
cidn problema. Incubar las placas durante 16 - 18 horas a 32 - 359%
y medir el didmetro de las zonas de inhibicién. Sacar el promedio de
las lecturas de la solucién patrén y el de las leoturas de la solu—
cién problema. Si el promedio de las lecturas del problema tiene umn
valor mayor que el promedio de lecturas de la solucién patrdén, agre-
gar la diferencia al didmetro de la dilucién de 5.0 mcg/ml en la cur
va patrén. Si el promedio de lecturas de la solucién problema tiene
un valor menor que el promedio de lecturas de la solucidén patrén, —
restar esta diferencia al difmetro de la dilucién de 5.0 mcg/ml en -
la curva patrén. Leer en la'ourva\la concentracién correspondiente a
ostos valores corregidos de difmetro de las zonas. Multiplicar la e—
concentracién por el factor de dilucién apropiado para obtener el —
contenido de antibiético en la muestra.

5.2.2‘ Método quimico (Fnsayo yodométrico) .

Aparatos y equipo.
Agitador magnético

Matraces de yodo

Equipo comin de laboratorio

Materiales y Reactivos.

Patrén de referencia

Solucién de tiosulfato de sodio 0.01 ¥ (Tiosulfato de sodio pentahi—
dratado: 2.482 gr; carbonato de sodio: 0.125 grj agua destilada c.b.p
1000 ml).

Hidréxido de sodioc 1.0 N

Acido clorhidrico 1.2 XN

Solucién de yodo 0.01 N (Preparada de solucién de yodo 0.1 ¥ TU.S.P.)
Soluoién de pasta de yoduro de almidén, S.R. (U.S.P. XVIII - 1031).

Preparacién de la solucién patrén y solucién problema.

Transferir a un matraz aforado de 100 ml, una cantidad exactamente pe-
sada de patrén de referencia de dicloxacilina sédica monohidratada, e-
quivalente a 125 mg de dicloxacilina y aforar con agua destilada para
obtener una concentracién final de 1.25 mg/ml de dicloxacilina.
Preparar la solucién problema de la misma forma que la solucién patrén,
para obtener una concentracién final estimada: 1.25 mg/mle.
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5¢2.2.4 Procedimiento.

5e2.2%5

Inactivacién de las soluciones Patrén y Problema.

Transferir 2.0 ml de la solucién problema y de la solucién patrdén

a8 un matrdz de yodo respectivamente. Adicionar 2.0 ml de hidrdxi-

do de sodio 1.0 N y dejar en reposo a temperatura ambiente durante

15 minutos. Después de este tiempo adicionar 2.0 ml de 4cido clor-—
hidrico 12 N, afiadir 10.0 ml de solucién de yodo 0.01 ¥, tapar -

los matraces y dejar reposar durante 15 minutos y proceder a titu

lar el exceso de yodo como se indica a continuacidén.

Determiﬁacién del blanco: Transferir 2.0 ml tanto de solucidn patrén
como de solucién problema a un matraz de yodo respectivamente. Adi—
cionar 10.0 ml de solucidén de yodo 0.01' N a cada matraz ¥ proceder a
titular.

Titulacidén: Titular el exceso de yodo usando tiosulfato de sodio 0.01
¥, tanto de las soluciones inactivadas como de los blancos de referen
cia. Hacia el final de la titulacién adicionar una gota de una solu—
cién de pasta de yoduro de almidén. Continuar la titulacidn por adicidn
de porciones de 0.0l a 0.02 ml mfs de tiosulfato de sodio 0eOLN ——
agitando después de cada adicidn. El punto final de la titulacidn se
alcanza cuando desaparece el color azul intenso debido al complejo —
yodo-almiddn.

Cdlculos.

Determinar el factor F (microgramos de actividad equivalentes a cada -
mililitro de tiosulfato de sodio 0.0l N consumidos ):

Ws x P
P =

Vs

Donde:

Ws = Peso real en miligramos de patrén de referencia de dicloxacilina
sédica monochidratada en los 2.0 ml titulados.

P = Potencia del patrdn de referencia en microgramos por miligramo -
de dicloxacilina.

Vs = Mililitros de tiosulfhtd de sodio 0.0l N usados en la determina-
cién de la solucién patrén de referencia.inactivada menos los mi
lilitros de tiosulfato de sodio 0.0l N usados en la determinacidn
del blanco de la solucién patrén de referencia. (La diferencia -
es el equivalente del nimero de mililitros de yodo 0.01 N absor-
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bidos por el patrén de referencia inact1v6dos)
Potencia del antibidtico:
Calcular la potencia del protlema en miorogramos por miligramo de di-

cloxacilina, por medio de la sigaiente férmula:

VpxPF
mCg pPOT mg =
Wp
Donde:
Vp = lililitros de tiosulfato de sodio 0.01 I usaedos en la determina-

¢ién de la solucidn problema inactivada menos los mililitros de
tiosulfato de sodio 0.01 ¥ usados en 1la determinacidén del blanco
de la solucidn problzmae. (La diferenciz ae el equivalente del -

nimero de mililitros de yodo 0.C1 ¥ absorbidos por la solucién -
problema inactivada).

Wp = Peso real en miligramos del problema en los 2.0 ml titulados.

Determinacion del contenido dz cloro.

Contenido de cloro orrdnico.

Aparatos y Bquipo.

Matraz de combustién en atmosfera de oxigeno (Matraz de Schoniger).
Potencidmetro con un electrodo de plata ¥ otro electrodo de pluta/ -
cloruro de plata.

Agitadoer magnético

Zquipo comin de laboratorio.

Materiales y Reactivos.

Acido-orto—clorobenzoico de p o
Solucién de nitrato de plata 0.01 ¥ (Para esiandarizar este éolucién,
Pesar una muestra de 20.0 a 25.0 igramos le dcido orto-clorobenzoi
¢o y continuar como en el procediniecato (5.3.1.3), para encontrar la -
norzalidad real de la solucidn por lz =i te férmula:

iguient

% de pureza dal milizramos de Zcido

dc. orto-clorabenzoico X crto-clorobenzoico.

Normalidad ( ¥ ) =
15.657 X 2e

hiiréxido de scdio 0.1 W

ico (Yezclar un volumen 1 a 1; ‘un voldzen de -

Solucidn de

Solucidn de fLeido nit:
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doido nitrico concentrado con un volimen de agua destilada).
Papel filtro libre de baluros.
Oxfgeno.

Se3.1.3 Procelimiento {Cloro total).
Se deben tomar las precauciones necesarias tales como: el manejo del
material de vidrio en perfectas condiciones y bien limpio as{ como -
la proteccién del analista y deliaparato de combustidn.
Pesar de 20.0 a 25.0 miligramos del problema y colocarlos en el gens
tro de un papel filtro de 4.0 centfmetros cuzdrados de didmetro libre
de haluros. (E1 papel debe ser especialmente cortado para dsjar una
tira del mismo papsl filtro libre para poder iniciar la combustidn en
el contenedor del matraz de combustién). Se dobla el papel para que -
la muestra quede perfectamente encerrada. Al frasco de combustida en
atmosfera de oxf{genc (Matraz Schoniger), adicionar 10.0 ml de hidré-
zilo de sodio Oel N; y desplazar el aire del matraz con una corrisnte
de oxfszno. Colocar la muestra problema dentro del contenedor para —-—
muestra de platino y quemar la tira de papel en forma convaniente. Si
la tirz de rpapel es quemada fuera del matraz, incmediatamente se mate
lentro del matraz y se tara con todo y el aditamento; invertir el ma-
traz para gue la solucidn de hidréxido de sodio sella perfectamente —
alrsiaslor del tapén y lo mantenga firme en su lugar. Si la ignicidén -
se llsva a cabo en un sistema cerrado, la inversidén del frasco se omi
te. Después que la combustibén se complets, agitar el frasco, adicionar
una pequallz cantidad de agua destilada sobre el cuello del frasco y -
del tapdn para aszgurarse de que este bién sellado ¥ no se sscape el e
oxfzeno, y dejar con agitacién intermitente no menos de 10 minutos. ——
Trasferir a un recipiente conveniente para su titulacidén, calentar a -
bailo de agua por 20 a 30 minutos, enfriar a temperatura ambiente, adi--
cionar 5.0 ml de solucién de dcido nitrico, y titular potenciométrica-
mente con solucidn de nitrato de plata 0.01 ¥ usando un electrodo de -
plata y otro de plata/cloruro de plata.

5e3¢1.4 Cdlculos.

Por ciento de cloro orgénico = ( por ciento de cloro total) - (por -
ciento de cloro libre).
56362 Contenido de cloro libre.

S5e¢3e2.1 iparatos ¥y equipo
Potencidmetro con un electrodo de plata y otro de plata/cloruro de plata.
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Agitador magnético
Zquipo comin de laboratorio.

Materiales y reactiwos.

Solucién de hidréxido de sodio 0.1 N

Solucidén de 4cido nftrico (Mezelar un volimen 1 a 1; un volumen de dci
do nitrico concentrado con un veldmen de agua destilada).

Solucién de nitrato de plata 0.01 ¥ (Estandarizar este solucién como -
en (5+3.1.2) para el contenido de cloro orgdnico).

Procedimiento.

Pesar de 100.0 a 150.0 mg de problema directamente a un matraz para su
titulacidn, disolver en 10.0 ml de hidréxido de sodio 0.01 T, ¥ adicio
nar 20.0 ml de agua destilada. Calentar esta solucién en un bafio de va-~
por 20 a 30 minutos, enfriar a tempera tura ambiente, adicionar 5.0 ml
de solucidén de 4oido nftrico 1 a 1 ¥ titular potenciométricamente con
nitrato de plata 0.01 ¥ usando un electrodo de ﬁlata ¥ uno de plata/—
cloruro de plata.

Cdlculos.

Para calcular el por ciento de contenido dé cloro libre, aplicar la si-
guiente fdérmula:
Voldmen de titulacién x ¥ x meq del €1~ x 100

Por ciento de C17 =
Peso de la muestra.

Determinacidn de pH.

Deterninar el pH de una solucidén acuosa de dicloxacilina sédica monohi

dratada al 1.0 por ciento, de acuerdo ai procedimiento indicado en la
norma DGN-D-14 en vizor.

Determinacidn del contenido de arua.
—_————— e T SN a0 de agua.e

Hacer la determinacién del contenido de agua en una muestra de aproxi-
madamente 200.0 mg, por el método de Farl Tisher, de acuerdo al proce-

dimiento indicado en la norma DGY-X~119-1965.

Prueba ds cristalinidad.
=223 g9 cristalinidad.
Aparatos y equipo.
Hicroscopio de luz polarizada.
Zquipo comin de laboratorioc.
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Materiales y reactivose.
Acaeite mineral.

Procedimiento.
Mezclar en un portaobjetos una pequefia cantidad del problema con una
o dos gotas de aceite mineral. Cubrir sl portacbjetos y observar al

microscopio pélarizado.

Interpretacidn de resultados.’

Los cristales de dicloxacilina sédica monohidratada, muestran partf-
culas en las cuales se observa el fendmeno de birrefringencia y posi
ciones de extincidn por movimiento circular del porta-objetos.

Prueba de Toxicidad Anormal.

Aparatos y equipo.
Autoclave
Equipo comin de laboratorio.

Materiales y reactivose.

Ratones blancos de 18.0 a 25.0 g no usados previamente en otra prue-
ba similar.

Solucién salina estéril (Disolver 9.0 gr de cloruro de sodio en agua
desfilada para hacer 1000 ml. Esterilizar en autoclave a 121°C por

20 minutos).

Procedimiento.

Inyectar intravenosamente a 5 ratones 0.5 ml de una solucién conteni-
endo 20.0 ng de actividad de dicloxacilina por ml en solucidn salina
esterilizada. La inyeccidn debe hacerse en un periddo de tiempo entre
5 ¥ 10 segundos (no menos de 5 segundos para evitar un shock en los —
ratones que se pueds confundir como prueba negativa de seguridad); -

observar los ratones durdnte 48 horas.
Interpretacién de los resultados.

Si ningin animalmuere en el periddo de observacidn de 48 horas la -
muestra pasa la prueba. Si uno o mds animales muere dentro de las 48
horas, repetir la prueba una o mds veces, usando para cada prueba -

cinco & mds ratones con un peso de 20.0 gr (# 0.5 gr) cada uno; si -
el total de ratones muertos dentro de las 48 horas no es mayor de 10
por ciento del nimero total de animales probados, incluyendo la prue
ba original, 1la muestra pasa la prueba.
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Prucba de esterilidad.

Aparatos y equipo.

Equipo de filiros membrana para prueba de esterilidad de 3 6 6 unidades
Membranas filtrantes de 0.45 micras

Campana de flujo laminar.

Autoclave

Potencidmetro

Tubos para cultivo con tapa

Cortadores y pinzas para membrana

Equipo comin de laboratorio.

Materiales y reactivos.

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

Solucién de peptona (Disolv;r 1.0 gr de peptona en suficiente agua —-
destilada para aforar a un litro, ajustar el pH a 7.1 + 0.1 si es ne-
cesario con dcido clorhidrico 2.0 N o hidréxido de sodioc 2.0 F.).
Medio fluido de tioglicolato (BBL 11260; Difco 0256-01-0)

Medio digerido de soya y caseina (BBL 11768; Difco 0370-01-1).
Penicilinasa 20,000 U.L./ml (Preparada por dilucién de Penase BBL -
11899; o Difco 0346).

Agar micolégico (BBL 114453 Difco 0405-01-0).

Agar soya tripticasa (BBL 11043; Difco 0369 ).

Procedimiento.

Armar un equipo de filtracién de 3 o 6 unidades con sus filtros mem-—
branas y filtros hidrofébicos segin instrucciones del fabricante y pre
rararlos para su esterilizacidn, esterilizar en autoclave todo el equi
po a 121°C; De 20 a no mds de 45 minutos. EL TIEMPO Y 1A TEMPERATURA -
S0N CRITICOS. Los filtros membrana pueden ser esterilizados aparte, pe-
ro da mejor resultadoc y menos riesgo de contaminacién si se esterilizan
72 en la unidad.

Los cortadores y pinzas deben estar esterilizados en celor seco a 250°C
por un minimo de unz hora.

Preparar y limpiar la campana de flujo laminar y en condiciones aseit&
cas pasar todo el material que se va a utilizar para la prueba, conec-
tarla y dejzrla un tiempo de 10 a 15 minutos.

Tomar unz musstra asépticamente de 6.0 gr que debe contener de todos y

cada uno de los recipientss que forman un lote, transferir a un matrdsz
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EZrlenmeyer de 300 ml que oontanga 200.0 ml de peptona esterilizada ¥
a temperatura ambiente, agitar hasta disolucién total.

Zopezar a filtrar asépticamente usando un filtro como testigo. Si la
filtracidn se dificulta o es muy tardada se deberf repetir esa mues—
tra.

lavar el filtro con 200.0 ml de peptona que deberd contener 1.0 ml
le penicilinasa, finalmente hacer pasar 400.0 ml mfs de peptona.

A tolos ¥ a cada uno de los tubos que contienen tioglicolato y soya -

tripticasa se les agrega 1.0 ml de penicilinasa en condiciones asép~-
ticas para inactivar cualquier residuo de penicilina que pudiera ha-
ber guedado.

Tomar la membrana con unas pinzas y colocarlas en el cortador, ponien
2o la parte central dentro de un tubo de ensayo que contensa medio ——
fluido de tioglicolato. Colocar la parte exterior dentro de un tubo -
de ensayo cogteniendo medio digerido de soya y caseina. Repetir esto
con el testigo.

Ixponer una caja petri con agar micolégico ¥ otra con azar soya trip-
ticasa durante la prusba, incubar durante cuatro dfas y observar su
crecimiento para seguridad de que el £rea en que se efectud la prueba
era estéril.

Incubar los tubos con tioglicolato por siete dfas, a 30 = 32°C (medio
para bacterias) y los tubos con soya caseina a 22 - 25°C (medio pa

ra hongos).

Interpretacidn de resultados.

Se dice que el lote o muestra pasa la prueba si después de siete dias
de incubacidén, no muestra crecimiento ningdn tubo.

51 se observa crecimiento, deberd repetirse 1la prueba con el doble de
muestra y si el crecimiento es en un solo medié, colocar la membrana

completa en ese medio.

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

Prueba de pirdgenocs.

Aparatos 7 equipoe.

Termémetro clinico

Autoclave

Jeringas y agujas libres de pirdgenos (Para dejarlas libres de pird-
genos, calentarlas a 250°C por no menos de 30 minutos o por cualguiex

otro método apropiado).



Equipo comin de laboratorio.
5¢9.2 Materiales y reactivose.

Conejos sanos y tranquilos con un peso no menor de 1800.0 gramos, ——
cada uno de los cuales debe ser mantenido en su peso con una dieta -
libre de antibidtices durante un mfnimo de una semana e individual-—
mente en una 4rea de temperatura uniforme ( + 3°C) y libre de pertur
baciocnes que facilmente los exciten. No usar los animales frecuente—
mente o antes de dos semanas subsiguientes a una prueba calificada -
como pirogénica.

Agua destilada estéril libre de pirdégenos (Recientements destilada y
esterilizada en autoclave a 121°C por no menos de 20 minutos y que -
pase la prueba de pirdgenos).

Clorurc de sodio libre de pirdgenos (Calentar el cloruro de sodio -
no menos de dos horas a 200°C para quedar libre de pirdgenos).
Solucidn salina libre de pirdgenos (Preparada de una solucidén isoténi
ca de cloruro de sodio: 9.0 gr disueltos en 1000 ml de ajua destilada
estéril y libre de pirdgenos. Esterilizar en autoclave a 121°C por -
no menos de 20 minutos, ¥ hacer la prueba de pirégenos para su uso)e.

5¢9¢3 Procedimientoe.

T1 dfa de la prueba suspender todo el alimento a los animales que van
a ser usados hasta despudés de terminada, excepto la administracidn de
aguae.

Determinar la " temperatura control " de cada animal por insercién —
del termdmetro en el recto del animal de pfueba a una profundidad de
no menos de 7«5 cm y manteniendolo suficiente tiempo para alcanzar -
una méxima temperatura, como fué determinado previamente, antes de -
tomar las lecturas.

Zn cualquier prueba usar solo aquellos animales cuyas " Temperaturas
control" no se desvien por mds de 1°C de cada una de las otras ¥y no
se use ningin animal con una temperatura que exceda de 39':8°C.

la temperatura control registrada para cada conejo constituye la tem
peratura para calcular cualquier elevacibu subsecuente, despues de la
inyeccidén de lz muestra problema.

Preparar una solucidén conteniendo 20.0 mz de actividad de dicloxaci-
lina por mililitro en solucién salina estéril libre de pirdgenos e -
inyectar una dosis de prueba de 1.0 ml de la muestra diluida por ca-
da kilogramo de peso de eonejo, en la vena marginal de la oreja de -



5.9.4

6.

— 35 =

cada uno de los tres conejos y dentro de los 30 minutos subsecuentes a
la Jeterminacién de las lecturas de las temperaturas control; anotar -
las tempesraturas a la 1, 2 y 3 horas subsecuentes a la inyeccién.

Interpretacidén de resultados.

Si los conejos no muestran un incremento individual de tenperatura de

0.6%C o mds de su respectiva temperatura control 7 si la suma de los -
tres incrementos de temperaturd no excede de 1.4°C, 1la nuestra pasa la
prueba. ’

Si uno o dos conejos muestran una elevacidn de temperatura de 0.6°C o

nds; o si la suma de los incrementos de temperatura excede de 1s49C, =
repetir la prueba usando 5 conejos. Si no mds de tres conejos de los -
ocho, muestran incrementos individuales de temperatura de 0.6%C o nds,
0 si la sumade esas elevaciones de temperatura no excede de 3¢7%;, 1a

‘muestra pasa la prueba.
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ANTEPROYECTC DT NORMA OFICIAL MEXICANS

"AMOXICILINA TRIZIDRATADA"

DGN-39+4-V-3
Generalilades.
Antibidtico perteneciente al grupo de las penicilinas semi-gsintéticas.
Para los efectos de esta norma se entiende por amoxicilina trihidrata-

da el producto constituide principalmente por el compuesto quimico ——
34 g o i
016 D9 EI} 05 S e 31120 con peso molecular de 419.40, ccn nombre quf

mico de trihidrato del £oido 6-[(-)-alfa-amino—a-p—hidroxifenila.ceta.mi
Jo]—penicilénico; o trihidrato de D(-) alfa-amino-p-hidroxibencil peni
cilina; con aspecto de polvo blanco o amarillento ¥ libre de materias

extrafias visibles.

Péraoula desarrollada:

B T
HO CH - CO - FH
| CH3 < 3320
l’Hz 04 ¥
COCH
Alcance.

Ia preszante norma se aplica a la amoxicilina trihidratada.

Clasificacisn.
SR N Se O T



21 Del nroducto.
Ia amoxicilina trihidratada objeto de esta norma, debe cumplir con —
las especificaciones indicadas en la tabla I.
TABLA T
Amoxicilina trihidratada
Caracterfticas Ispecificaciones
Identificacién I.R. Pasa la prueba
Totencia (Th base an- No menos de 900.0 meg y no mds
hidra) de 1050.0 mcg de amoxicilina por
niligramo.

Contenido de amoxici-

lina ("™n base anhidra) Yo menos del 90 por ciento.

pT (Zn solucidn acuo-

sa conteniendo 3.5 a 6.0
2.0 mg/ml)
Agua 11.5 a 1l4.5 por ciento.
Presenta birrefringencia a la luz

Cristalinidad polarizada.

Toxicidad anormal Pasa la prucba.
3.2 Zarcado.
34261 In ol envase y empaque.

de calidad, no estéril.

Tspecificacicnese.

e

T1 producto objeto de esta norma se clasifica en un solo tipo y srado

In el empaque exterior y entre las dos bolsas que forman el envase, -
debe aparecer una etiqueta en caracteres lezibles y redactados en es—
pafiol los siguientes datos: Sfmbolo del fabricante, nombre del produc

toy peso neto expresado en Xilogramos o gramos, nimero de lote, la le
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yenda "Hecho en México"”, la leyenda "Conservese el envase bién cerra-
do y en lugar fresco y seco", potencia o equivﬁlente en actividad (En
amoxicilina base) y cualquier otro dato que se juzgue conveniente, ta
les como precauciones que deben tenerse en el manejo y uso de los em-
paques y envases durante su transporte y almacenamiento y el Sello —
Oficial de Garantfa, cuando la Secretarfa de Industria y Comercio lo

Juzgue conveniente.

Envasado y empacado.

El producto objeto de esta norma se debc envasar en doble bolsa de Po
lietileno, o cualquier material cuyas caracterfsticas sean tales que

no reaccionen con el producto, cerradas por separado y a su vez estas
en cufietes de capacidad y material adecuados; para que resistan su —

transporte y almacenamiento.

lluestreo.

El muestreo se efectua de comin acuerdo entre fabricante y comprador

Y a falta de este acuerdo se recomienda seguir el siguiente método:

¥étodo de muestreo para producto terminado a granel.

Zquipoe.

Guantes de hule con superficies exteriores lisas

Muestreador de acero inoxidahie pulido, de 1/2 pulgada de didmetro con
ventanas por lo menos de una tercera parte de la circunferenciaj com—-
pleto de tubo interior de cierre.

Bolsas de polietileno u otro material adecuado.

Manera de operar.
Por medio del muestreador sacar producto de cada cufiete en tres puntos
diferentes dispuestos a + 120° uno del otro y a tres diferentes altu—

ras segin el siguiente esqusma:
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Ragee

De cada cufiete tomar aproximadamente 30.0 gr de producto y ponerlos en
bolsas de polietileno u otro material adecuado marcadas con el ndmero
del cufiete y el niimero del lote. Cerrar los cufietes con un oportuno —-
cierre de gsarantfa.

De cada bolsa de polietileno pesar rartes proporcionales al Peso neto
declarado en la etiqueta del cufiete correspondiente y transferirlas a
otra bolsa de polietileno. Mezclar hasta completa homogeneidad.

BEsta muestra oficial se dividird en dos partes: Una destinada al archi
vo (Cantidad aproximada 100.0 er) ¥ la otra destinada al anflisis. En
el caso de que el lote se Ponga en prueba de estabilidad se repartird
una tercera porcién del producto en frascos £mpula de 20 ml (20 fras—
cos conteniendo cada uno 1.0 gr de producto) debidamente rotulados y -

corrados.

Criterio de acepntacidn.

Z1 oriterio de aceptacidn es 100 por ciento.

M&todos de prueha.

Los reactivos que se mencionen en todas las determinaciones siguientes
deben ser zrado analftico, a menos que se mencione otra cosa; cuando -
Se indique agzua debe entenderse agua destilada y el patrén de referen--

cia serd el patrdn oficial.

Procedimiento para 1la identificacién de amoxicilina trihidratada.

Aparatos y equipo.
Zspectrofotémetro infrarrojo
Tquipo comin de laboratorio.

Materiales y reactivos.
Bromuro de potasio gradio espectro

Patrén de referncia.

Procedimiento.

Preparar una tableta con una mezcla al 0.5 por ciento de amoxicilina -
trihidratada en bromueo de potasio.

Colocar la tableta en el espectrofotbmetro y determinar el espectro de
absorcidn infrarrojo, comprendido entre las longitudes de onda de 2 a

15 micrones.

Interpretacién de resultados.
EI espectro de absorcidn de 1la muesira debe compararse cualitativamen—
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te con el espectro de absorcidén del patrén de referencia ;reparado en

s s ” :
condicicones identicas.

Determinacidn de potencia.

M8todo microbioldico.

Araratos y equipo.

Tlorno para esterilizar

Autoclave

Incubadora

Totocolorimetro con filtre para 580 milimicras

Zotella de Roux

Cajas Petri de 20 x 1CO nmm

Tepas de porcelana y vidriadas por fuera, para las cajas Petri
Cilindros de acero inoxidable con un diZmetro extericr de 8.0 mm (i
0.1 na), un lidnetro interior de 6.0 mm (+ 0.1 mm),  wna altura de -
10.0 na (+ 0.1 mm)

Tscala graduada en décimas de milfmetro o similar.

“quipo comin de laboratorio.

> Materiales y reactivos.

Patrén de referncia

Solucién regulalora de fosfato de potasio 0.1 M pH 8.0 (Tosfato de po-
tasio monobdsico: 0.523 gr; fosfato-de potasio dibdsico: 16.73 =i z——
sua destilada ce.b.p. 1000 ml)

Cera de Sarcina lutea (ATCC 9341)

¥edio antibidtico No. 1 (BRL 10936/7 8 Difco 0263) preparado de acuer-
20 a las indicaciones del fabricante.

Medio antibidtico Wo. 11 (BBL 10976/7 & Difco 0593) preparado de acusr
do a las indicaciones del fabricante.

Solucidén szlina estsrilizada (Cloruro de sodio: 8.50 gr; agua destila-
da c.b.pe 1000 ml. Tsterilizar en autoclave a 121°C duranie 20 minutos.
Ama destilada estéril (Wsterilizar en autoclave a 121°¢ durante 20 mi
nutos.).

Preparacién de la solucidn patréne.

Transferir a un matraz aforado de 100 ml, una cantidad sxactamente pe-
cale le patrdn de referncia de amoxicilina trihidratada, equivalente 2

100 m; de amoxicilina, disolver y aforar con agua destilada estéril --
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para dar una solucidn le trabajo conteniendo 1.0 mz de amoxicilina por
nililitro. Transferir 1.0 ml de la solucién anterior a un matraz afe-
rado de 1000 ml 7 diluir con solucidn resuladora de fosfato de potasio
0.1 I p 8.0 hasta el aforo (Concentracién estimada: 1.0 mog de amowmi-
cilina por ml).

Preparacidn del microorganismo de prueba.

Sultivar la cepa de Sarcina lutea en tubos ccnteniendc 10 ml de medio
antibidtico YWo. 1 inclinado, incubar a 232 - 35°C durante 24 horas. la-
var ol desarrollo de un tubo con 3.0 ml le sclucidn salina esteriliza-
da. Pasar esta suspensidn de microorganismos a una botella de Roux con
toniendo 250 ml de medio antibidtico No. 1 extender la suspensidn en

toda la superficie del medio con ajuda de perlas de vidrio esteriliza-

~

~das, incubar la botella de Roux 24 horas a 32 - 35°y. Tavar el creci--

miento resultante con 50 ml de solucidn salina esterilizada. Diluir es
ta suspensidén ie %al mansra que una dilucidn 1:40 de ella, de una tra-
nsnisidn de 25 por ciento en un fotocolorimetrc con un filtro a 580. ni
limicras ¥y un tubo de 13 mm de didmetro. Hacer placas de.prueba para -
leterminar la cantidad de suspensidn que debe afiadirse a 100 ml de me-
dio (Gensralmente 0.5 ml). Para dar zonas de inhibicién claras y defi-

nidas de tamalio apropiado.

Preparacién de las placas.

Preparar las placas el mismo dfa que se van a usar. Colocar 21.0 ml de
medio antibidtico FNo. 11 en cada caja Petri, extender el medio unifor-
memente y dejar solidificar. Tundir la cantidad necesaria de medio an-
tibidtico No. 11 y eafriar a 48 - 50°C, afadir la cantidad necesaria -
de la suspensién de Sarcina lutea sexin las experiencias de la prepara
cidn del microorzanismo de prueba y mezclar para obtener una suspensidn
honogenea. Afiadir a cada caja Petri 4.0 ml de medio imoculado y distri
buirlo uniformemente, cubrir las cajas con las tapas de porcelana y de
jar enfriar para solidificar. Cuando el medio ha solidificado, colocar
6 cilindros en la superficie del agar incculado a intervalos de 60° a-

proximadanente sobre un radio de 2.8 cm.

Freparacién de la curva patrdn.

Preparar las siguientes diluciones a partir de la solucidn patrén de -
refereancia de 1.0 mcg/ml usando solucidn reguladora de fosfato de pota
sio 0.1 M pH 8.0
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6.40 m1 a 100 ml (0.064 mcgz/ml)
€.00 nl a 100 ml (0.08C nmcz/ml)
10.0 m1 a 100 ml (0.100 mcg/ml)
12.5 nl a 100 ml (0.125 mog/ml)
15.6 21 a 100 wl (0.156 mcg/ml).
Tsar 4 series de 3 cajas Petri cada una.
Serie 1: Llenar 3 cilindros alternados de cada caja, con dilucién pa-——
trén de 0.064 mcg/ml. _
“erie 2: Llenar 3 cilindros alternados de cada caja, con dilucién pa——
rén de 0.080 mcgz/ml.
“eris 3: Llenar 3 cilindros alternados de cada caja, con dilucidn pa—
trén de 0.125 mcg/ml.
Zerie 4: Llenar 3 cilindros alternados de cada caja, con dilucién pa—
trén de 0.156 mcg/ml.
Llenar los 3 cilindros restantes de cada caja, de cada serie, con dilu
cién patrén de 0.100 mcg/ml.
Tncubar las placas durante 16 - 18 horas a 32 - 359 ¥ medir el didme-
tro 1 las zonas de inhibicidén. Sacar el promedio de las 36 lecturas -
12 la dilucién patrén de 0.100 mez/ml y el promedio de las 9 lecturas
le cada dilucién patrén. Correszir las lecturas de cada una de las se—
ries 1, 2, 3, y 4, aumentando o disminuyendo la misma diferencia que -
exista entre el prowedio de las 36 lecturas de la dilucidn de 0.100 ——
nez/ml 7 el pronedio de las 9 lecturas de esa misma dilucidn en caia —
©erie. Tjemplo: 5i el promedio de las 36 lecturas de la dilucidn pa—
trin de 0.100 mcg/ml es 16.5 mm y el promedio de esta dilucién en la -
serie 4 es 16.3 mm, la correccidn serd mde 0.2 mm. Si el promedio de -
lecturas de la dilucidén de concentracién mésAalta de esas misma 3 cajas
s le 16.9 mm, el didmetro corregido es entonces 17.1 mm. Craficar los
lifmetros corregidos, incluyendo el promedio de los 36 difmetros de la
ccacentracién de referencia en papel semilogarf{tmico de dos ciclos, u-—-—
sando la concentracién del antibidtico en mcg/ml como la ordenada y el
lifuetro de las zonas de inhibicién como la absisa.
la curva patrén puede también obienerse calculando los valores mdéximo ¥

ninimo por medio le las siszuientes ecuaciones:

a+2b+c -2 \ﬁ . e +2d +¢c -2

5 5

L

Conle:
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Didmetro 1s la zona calculalo para la concentracidn wmds taja de la

e
n

curva.
T = Didmetro de 1a zona calculado para la concentracidn mds alta d= la
curva.
¢ = Promedio sl didmstro de la zona de 36 lecturas del punto e refe-
rencia 42 la solucién patrén de 0.100 meg/ml.
= Talor promedio corregido para la dilucidén de 0.064 mcg/ml.

a
b = Valor promedio corregido para la dilucién de 0.080 mcg/ml.
4 = Valor promedio corregido para la dilucién de 0.125 mcg/ml.
)

= Valor promedio corregido para la dilucidn de 0.156 mcg/ml.

Procedimiento.

Preparar la solucidén problema de la misma forma que la solucidn patrén
(5.2.1.3), haciendo al final otra dilucién de 10.0 ml a 100 nl con la
misma solucién reguladora de fosfato de potasio 0.1 X PHE 8.0 rara te—
ner una concentracién final estimada de 0.10 mcz/ml de amoxicilina ba-
se.

Usar 3 placas preparadas como se indica en (5.2.1.5). Llenar 3 cilin—-
dros alternados de cada placa con dilucién patrdn de 0.100 mcg/ml ¥y —-—
los otros 3 cilindros con dilucidn problema. Incubar las placas duran-
te 16 - 18 horas a 32 - 35°C 7 medir ol didmetro de las zonas de inhi-
bicdién. Cacar el promedio de las lecturas de la solucidn patrén 7 el -
4s las lecturas de la solucidén problema. Si el promedio de lecturas de
lz 2olucidén problema tiene un valor mayor que el promedio de lecturas
de la solucidén patrén, asresar la diferencia al didmetro de la dilu——
cién de 0.10 meg/ml en la curva patrén. i el promedio de lecturas de
la solucién problema tiene un valor menor que el promedio de lecturas
de la solucidn patrén, resiar esta diferencia al didmetro de 1a dilu—
cida de 0.10 mez/ml en la curva patrén. Leer en la curva la concentra-
¢idn correspondiente a estos valores corregidos de didmetro de las zo-
nas de inhibicién. Multiplicar la concentracidn por el factor de dilu-

cién apropiado para obtener sl contenido de antibidtico en la muestra.

M8todo qufmico (Fnsayo yodométrico).

Aparatos y aquipo.
Azitador magnético
Yatraces de yodo Erlenmayer de 250 ml

Zanipo,cemin de laboratorio.
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Yateriales ¥ reactivos.

Patrén de referencia

Solucidn de tiosulfato de sodio 0.01 ¥ (Tiosulfatc de sodio rentahidra
tadeo: 2.482 :rj 0.125 gr de carbonato de sodio; agua destilada cebepe
1000 ml)

Tidrdxido de sedio 1.0 ¥

Acido clorhfdrico 1.2 T

Solucisn de yodo 0.01 ¥ (Preparado de solucidn de yodo 0.1 ¥ U.S.P.)
Colucidn de pasta de yoduro de almidén 3.R. (U.S.P.)

Zolocidn reguladora de fosfato de potasio 1.0 por ciento pH 6.0 (?osig
to le potasio monobdsico: 8.00 zr; fosfato de potasio dibdsico: 2.00 -
sr; agua destilada ce.b.p. 1000 ml, ajustar a pE 6.0 (+ 0.03) con 4cido
fosférico 18 W o hidréxido de potasio 10 ¥).

-

Treparacidn de la solucidn patrdén y solucién problema.

Transferir a un matraz aforado de 100 ml, una cantidad exactamente pe-
sada de amoxicilina trihidratada, equivalente a 100.0 mg .. amoxicili-
na ¥y aforar con solucidn reguladora de fosfato de potasio 1.0 por cien
to pE 6.0 para obtener una concentracién final de 1.0 mg de amoxicili-
na por mililitro.

Preparar la solucién patrén de la nisma forma que la solucién problema

usando patrdn de referencia de amoxicilina trihidratada.

Procedimiento.

Tnactivacidén de las soluciones patrén y problema: Adicionar 5.0 ml de
soclucidn problema y solucidn patrdn de referencia a un matraz Brlenme-
yar respectivamente. Adicionar 5.0 ml de la solucién de khidréxido de -
s0ilio 1.0 W y dejar en reposo a temperatura anbiante durahte 15 minu—
tose. Después de este tiempo adicicnar 5.0 ml de &€cido clorhidrico 1.2K
7 20 ml de sclucidén de yoldo 0.01 §, tapar los matraces y dejar em repo
so durante 15 minutos y enseguida proceder a titular el exceso de yodo
cono Se indica a continuacidn.

A otros dos matraces adicionar respectivamente 5.0 ml de solucidn pro-
blema 7 solucién patrdn de referencia y 2C.0 ml de solucidn de yodo —-
0.01 ¥ 7 titular inmediatamente como se indica a continuacién para de-
terminar el blanco de cada solucidn.

Titulacidn: Titular el exceso de yodo tanto 12 las soluciones inactiva
iz3 coueo de las solucines blanco, usando ticsulfato de sodio 0.01 XN.

Haicia el final de cada titulacidn, adicicnar una gota,de solucidn de -
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almidér. Continuar titulando por adicidn de porciones de 0.01 a 0.02 -

)

2zl de tiosulfato de solio 0.01 7, agitar lespuds de cada adicidn. T1 -
%

-

itulacidn se alcanza cuando desaparsce el color a~-—

punto final e la

zul debido al complejo yodo-almiddn.

Se2.2¢5 C&lculose.

o

Determinar el factor ¥, (llicrogramos de actividad equivalentes a cada

@ililitro de tiosulfato de sodio 0.0l N consumido):

Hex P

Vs

P =

Donde:
7s = Peso rzal en miligranos de patrdn de referencia de amoxicilina ——

trihidratada en los 5.0 ml titulados.

‘d
"

Potencia del patrdn de referencia en microgramos por miligramo de
amoxicilina.

Vs = Mililitros de tiosulfato de sodio 0.01 W usados en la determina——
cidn de la solucidn patrén de referencia inactivada menos los mi-

lilitros de tiosulfato de sodio 0«01 N usados en la determinacién

tros ds yodo 0.01 ¥ absorbidos por el patrén de referencia inacti
vaio).
Potencia del antibidtico: Calcular la potencia del problema en micro—-

cramos por miligrano de amoxicilina, por medio de la siguiente férmula:

08 de ticsulfato de scdio 0.01 XN usadoes 2n la determina—
i la solucidn problema inactivada nenos los mililitros de -
tiosulfato de sodic 0.01 ¥ usados en la determinacidn del dlanco
de la solucién problema. ( diferencia es el equivalente del mi-
mero de mililitros de yodo C.01 N absorbidos por la solucién pro-
blems inactivada).

Tp = Peso real en milizramos del problema en los 5.0 ml tituladose.

5.3 Determinacifn 121 contenido de amoxicilina.

S5e3.1 Titulacidn dcido.

5e¢3.1.1 Aparatos y eguiroe.
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Agitador masnético
Tquipo comin de laboratorio.

Materiales y reactivés.

Dimetil-sulféxido

Metanol absoluto

Metéxido de sodio 0.01 ¥ (Previamente estandarizado contra £cido ben—
zoico disuelto en 50.0 ml de dimetilformamida).

Solucién de azul de bromotimol al 0.5 por ciento en metanol absoluto.

Procedimiento.

Transferir aproximadamente 40 mg de muestra en un matraz Srlenmeyer de
100 ml, afiadir 20.0 ml de dimetilsulféxido, cubrir el matraz y azitar

hasta que la muestra se disuelva. Afiadir 30.0 nl de metanol absoluto y
titular la muestra usando un sistema cerrado para evitar la humedad, -
con metdxido de sodio 0.01 ¥ como titulante.

Titular un blanco de 20.0 ml de dimetilsulféxido y 30.0 ml de metanol

absoluto. ©1 punto final de la titulacién se alecanza cuando aparece un
color azul, usando 4 gotas de azul de bromotimol 21 0.5 por ciento en

metanol absoluto como indicador.

Cdlculos.
Calcular el contenido de amoxicilina en base anhidra, considerandd gue
cada mililitro de metdéxido de sodio 0.01 N es equivalente a 3.65 mg de

amoxicilinae.

Titulacién amino (Base).

Aparatos y equipo.
Agitador magnético
Equipo comin de laboratorioe.

¥ateriales y reactivos.

Acido acético glacial

Acido percldérico 0.01 N en dcido ac&tico glacial (Previamente estanda-
rizado contra difenilguanidina)

Solucidn de cristal violeta al 0.5 por ciento en £cido ac&tico clacial.

Procedimiento.

Transferir aproximadamente de 40.0 a 50.0 mz de muestra en un matraz -
Srlenmeyer de 100 ml, adicionar 50.0 ml de decido acético zlacial, ta-—-
par el matraz y agitar hasta disolver la muestra afladir 3 gotas de -—-—
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cristal violeta al 0.5 por ciento en dcido acético glacial como indica
dor. Titular usando un sistema cerrado para evitar la humedad, con 4ql
do perclérico 0.01 T en dcido acético glacial hasta el primer vire ver
de claro como punto final de la titulacién. Titular un blanco conte—-
niendo 50.0 ml de dcido acético glacial en la misma forma que la mues-
tra problema.

C4loulos.

Calcular el contenido de amoxicilina en base anhidra, considerando que
cada mililitro de &cido perclérico 0.01 N es equivalente a 3.65 mg de
amoxicilina.

Determinacién de pH.

Determinar el pH de una solucidén acuosa conteniendo 2.0 mg de amoxici-
lina trihidratada por mililitro, de acuerdo al procedimiento indicado

en la norma DCGN-2-14 en vigor.

Determinacidén del contzsnido de a-ua.

Tacer la determinacién del contenido de agua en una muestra de aproxi-
madamente 200.0 mg, por el m&todo de Xarl Fisher, de acuerdo al proce-
dimiento indicado en la norma DGN-Z-119-1965.

Prueba de cristalinidad.

Aparatos y equipo.
Microscopio con luz polarizada
Pquipo comin de laboratoric.

Materiales y reactivos.

Aceite mineral.

Procedimiento.
Mezclar en un porta-cbjetos una pequeila cantidad de muestra con una o
dos gotas de aceite mineral. Cubrir el porta-objetos y observar al mi-

croscopio polarizado.

Interpretacidn de resultados.
Tos cristales de amoxicilina trihidratada, muestran partfculas en las
cuales se observa el fendmeno de birrefringencia y posiciones de extin

cién por movimientos circular del porta-cbjetos.
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SeT Prueba de toxicidad anormal.

5.7.1 Aparatos y equipo.
Equipo comin de laboratorio.

57«2 Materiales y reactivos.
Ratones blancos de 18.0 a 25.0 gr no usados previamente en otra prueba
similar.
Solucién de hidréxido de sodio 0.05 N.

S5eTe3 Procedimisnto.
Inyeotar intravenosamente en la vena caudal de cada uno de cinco rato-
nes 0.5 ml de una solucién conteniendo 20.0 mg de actividad en amoxici
lina por mililitro, en hidréxido de sodio 0.05 N. la inyeccién debe ha
cerse en un periodo de tiempo menor de 5 segundos; observar los rato—

nes durante 48 horas.

5¢T.4 Interpretacién de resultados.
Si ningin animal muere en el perfodo de observacién de 48 horas la mes
tra pasa la prueba. Si uno o m&s animales mueren dentro de las 48 horas
de observacién, repetir la prueba una o mds veces, usando para cada —
prueba cinco o mds ratones con un peso de 20.0 gr (+ 0.5 gr) cada unos
5i el total de ratones muertos dentro de las cuarenta ¥ ocho horas no
es mayor del 10 por ciento del mimero total de animales probados, in-—-
¢luyendo la prueba original, la muestra pasa la prueba.

e Bibliografia.

Code 6f Tederal Regulations.
Food and Drugs 1975 - 440.3. Pags. 262 - 263
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The Tnited States Dispensatory

Vigésima séptima edicién

Arthur Osol - Robertson Pratt

J.B. Lippincott Co. Philadelphia, Toronto. Pags. 78 ¥ 852.

British !ledical Journal, Vel 3 - Julio 1 - 1972 Pags. 13-16.
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CAPITULO V

ANTEPROYECTO DE NORMA OFICTAL MEXICANA

N"ESTEARATO DE ERITROMICINA"
DGN-39-4-II-3

Generalidades.

Es la sal del dcido estedrico de eritromicina(El estearato de una sus-
tancia antimiorobiana producida por el crecimiento de ciertas cepas de
Streptomyces erythreus Waksman, con £cido estedrico ¥ estearato de so-
dio.).

Definiciones.

Para los efectos de esta norma se entiende por estearato de eritromici
na el producto constituido principalmente por el compuesto quimico ~-

055 By ¥ 014 oon peso molecular de 1000.40 con nombre qufmico de es

ter estedrico de eritromicinaj; con aspecto de polvo blanco oristalino
0 ligeramente amarillento, inodoro com sabor ligeramente amargo y li-——
bre me materias extrafias visibles.

Férmula desarrollada:

OE OH 0 CH CH CH CH
(l I 5 W 3 1 3g 3g 3
- -c-c-c-c-c —C—C-C-C-C-C (o}
ol E | i I | ¥
CH CK OHO 0

3
cn3(caz)1scoo cx,
(CH,) ¥
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Alcance.

Esta norma se aplica al estearato de eritromicina.

Clasificacidn.

El producto objeto de esta norma se clasifica en un solo tipo y grado

de calidad, no estéril.

Especificaciones.
Del producto.

El estearato de eritromicina objeto de esta norma, debe cumplir con ——

las especificaciones indicadas en la tabla I.

TABLA. T

Caracteristicas

Estearato de eritromicina
Especificaciones

Identificacién I.R.

Pasa la prueba

Potencia (En base anhidra)

No menos de 550.0 microgramos
por miligramo de eritromicina

Contenido de estearato de
eritromicina (En base an-
hidra)

No menos de 77.0 por ciento

Contenido de doido ested-
rico libre

5.0 & 18.5 por ciento

Contenido de estearato de
sodio

Mdximo 6.0 por ciento

Residuo a la ignicién

Mfximo 1.0 por ciento

PH (En suspensién acuosa
1.0 por ciento P/V)

6.0 a 11.0

Agua ¥dximo 4.0 por ciento
Presenta birrefringencia a la
Cristalinidad luz polarizada.

Toxicidad anormal .

Pasa la prueba
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Marcado.

En el envase y empaque.

En el empaque exterior y entre las dos bolsas que forman el envase, de
be aparecer uﬁn etiqueta en caracteres legibles y redactados en espa—-—
fiol los siguientes datos: Simbolo del fabricante, nombre del producto,
peso neto expresado en Kilogramos o gramos, niimero de lote, la leyenda
"Hecho en México"™, la leyenda "Consérvese el envase bién cerrado y en
lugar fresco y seco", potencia o equivalente en actividad (En eritromi
cina base) y cualquier otro dato que se juzgue conveniente, tales como
precauciones que deben tenerse en el manejo y uso de los empaques y en
vases durante su transporte y almacenamiento y el Sello Oficial de Ga-
rantfa, cuando la Secretarfa de Industria y Comercio lo juzgue conve—

niente.

Envasado y empacadoe.

El producto objeto de esta norma se debe ‘envasar en doble bolsa de po-
lietileno, o cualquier material cuyas caracteristicas sean tales que -
no reaccionen con el producto, cerraddas por separado y a su vez estas
en cuiietes de capacidad y material adecuados para que resistan su trans

porte y almacenamiento.

luestreo.

21 muestreo se efectia de comin acuerdo entre fabricante y comprador y

a falta de este acuerdo se recomienda seguir el siguiente método:

iétodo de muestreo para producto terminado a gransl.

Equipo.

Guantes de hule con superficies exteriores lisas

Muestreador de acero inoxidable pulido, de 1/2 pulgada de didmetro con
ventanas por lo menos de una tercera parte de la circunferencia; com—
pleto de tubo interior de cierre

Bolsas de polietileno u otro material adecuado.

lManera de operar.
Por medio del muestreador sacar producto de cada cuilete en tres puntos
diferentes dispuestos a + 120° uno del otro y a tres diferentes altu—

ras sestin el esquema siguiente:
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Je cada cuiiete tomar aproximadamente 30.0 gr de producto y ponerlos en
bolsas de polietileno marcadas con el numero del cufiete y el nimero —
del lote. Cerrar los cuifietes con oportuno cierre de garantia.

De cada bclsa de polietileno pesar partes proporcionales al peso neto
declarado en la etiqueta del culiete correspondiente y transferirlas en
otra bolsa de polietileno. Mezclar hasta completa homogeneidad.

Usta muestra oficial se dividird en dos partes: una destinada al archi
vo (Cantidad aproximada 100.0 gr) y la otra destinada al andlisis. ®n
el caso de que el lote se ponga en prueba de estabilidad se repartird
una tercera porcidn del producto en frascos dmpula de 20.0 ml (20 fras
cos conteniendo cada uno 1.0 gr de producto) debidamente rotulados y -

cerradose.

Criterio de aceptaciéne.
El criterio de aceptacidn es 100 por ciento.

M8todos de prueba.

Los reactivos que se mencionen en todas las determinaciones siguientes,
deben ser grado analftico, a manos que se mencione otra cosa; cuando -
se indique agua debe entendersq agua destilada y el patrdén de referen-
cia serd el patrén oficial.

Procedimiento para la identificacidn de estearato de eritromicina.

Aparatos y equipoe.
Espectrofotémetro infrarrojo
Tquipo comin de laboratorio.
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ateriales- y reactivos.
Fujol
Patrén de referencia.

Procedimiento.

Pesar 20.0 mg aproximadamente de muestra y adicionar dos gotas de nu—
Jjol, mezolar y trirurar perfeotamente hasta tener una consistencia uni
forme. Usar dos placas de sal de roca como una celda de absorcién, co-
locar una gota enti& las dos placas, presionar las dos placas para evi
tar cualquier burbuja de aire.

Colocar las dos placas con la muestra en el espectrofotémetro ¥ deter-
minar el espectro de absorbancia infrarrojo, comprendido entre las lon
gltudes de onda de 2 a 15 micrones.

Interpretacién de resultados.

El espectro de absorcién de la muestra debe compararse cualitativamen-
te con el espectro de absorciém del patrén de referencia preparado en
condiciones idénticas.

Determinacidén de potencia.
Método microbioldgico.

Aparatos y equipo.

Horno para esterilizar

Autoclave

Incubadora

Fotocolorimetro con filtro para 580 milimicras

Botella de Roux

Cajas Petri de 20 x 100 mm

Tapas de porcelana y vidriadas por fuera, para las cajas Petri

Horno con vacio

Cilindros de acero inoxidable con un difmetro exterior de 8.0 mm (+ 0.1
mm), un difmetro interior de 6.0 mm (+_0.1 mm) y una altura de 10.0 mm
(+ 0.1 mm)

Escala graduada con décimas de mm o similar

Equipo comin de laboratorio.

¥ateriales y reactivos.
Patrén de referencia

Alcohol metflico
Solucién reguladora de fosfato de potasio 0.1 M pH 8.0 (Fosfato de po-
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tasio dibdsico: 16.73 gr, fosfato de potasio monobdsico: 0.523 gr; —
agua destilada oc.b.p. 1000 ml).

Medio antibiético No.l (BBL 10936/7 & Difco 0263 ) Preparado de acuer
do con las indicaciones del fabricante.

Medio antibiético No.ll (BBL 10976/7 6 Difco 0593 ) Preparado de acuer
do con las indicaciones del fabricante.

Cepa de Sarcina lutea (ATCC 9341)

Solucién salina esterilizada (Cloruro de sodio: 8.50 gr; agua destila-
da o.bep. 1000 ml)

Agente desecante (icido sulfiiricoj silica gel, pentéxido de fosforo, -
etce).

Preparacién de la solucién patrén.

Secar una cantidad de patrén de referencia de estearato de eritromici-
na, en un horno con vacio con una atmdsfera de humedad relativa de 10

por ciento. Colocar la muestra patrdén en un frasco con tapén esmerila-
do en el horno sin obstruir el perfodo de secado, a una temperatura de
60°C y una presién de 5.0 milimetros de mercurio durante 3 horas. Al -
final del perfodo de secado llenar el horno de vacio con aire seco pa-
sandolo a traves de un agente desecante tal como el sulfirico o la si-
lica gel. Tapar el frasco con la muestra patrén de referencia y pasar-
lo a un desecador que contenga un agente desecante tal como pentéxido

de fésforo o sflica y dejar enfriar a temperatura ambiente.

Transferir a un matraz aforado de 100 ml, una cantidad exactamente pe-
sada de patrén de referencia de estearato de eritromicina previamente

secada, equivalente a 100.0 mg de eritromicina base, disolver y aforar
con alcohol metflico (Concentracién estimada: 1.0 mg de eritromicina -
base por ml). Transferir 10.0 ml de la solucién anterior a un matraz -
aforado de 1000 ml y diluir con solucién reguladora de fosfato de pota
sio 0.1 M pH 8.0 hasta el aforo (Concentracién estimada: 10.0 mcg de -

eritromicina base por ml).

Preparacidn del microorganismo de prueba.

Cultivar la cepa de Sarcina lutea en tubos con 10.0 ml de medio anti—
bidtico No. 1 inclinado, incubar a 32 - 35°C durante 24 horas. lavar -
el desarrollo de un tubo con 3.0 ml de solucidn salina esterilizada. -
Pasar esta suspensién de microorganismos a una botella de Roux conte—
niendo 250.0 ml de medio antibidtico No. 1, extender la suspensién en
toda la superficie del medio con ayuda de perlas de vidrio esteriliza-
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das. Incubar la botella de Roux 24 horas a 32 - 35°C. Lavar el creci-—-—
miento resultante con 50.0 ml de solucién salina esterilizada. Diluir
esta suspensién de tal manera que una dilucidn 1:40 de ella, de una —
transmisidén de 25 por ciento en un fotocolorimetro con filtro a 580 mi
limicras y un tubo de 13.0 mm de difmetro. Hacer placas de prueba para
determinar la cantidad de suspensidn que debe afiadirse a 100.0 ml de -
medio (Ceneralmente 1.5 ml), para dar zonas de inhibicién claras y de-
finidas de tamafic apropiado.

Preparacidén de las placas.

Preparar las placas el mismo dfa que se van a usar. Colocar 21.0 ml de
medio antibiético No. 11 en cada caja Petri, extender el medio wnifor-
memente y dejar solidificar. Fundir la cantidad de medio antibidtico —
Noe 11 necesaria y enfriar a 48 - 50°C, afadir la cantidad necesaria -
de suspensién de Sarcina lutea segin las experiencias de la preparacién
del microorganismo de prueba y mezclar para obtener una suspensién ho-
mogenea. Afadir a cada caja Petri 4.0 ml de medio inoculilo y distri--
buirlo uniformemente, cubrir con las tapas de porcelana y dejar solidi
ficar. Cuando el medio ha solidificado colocar seis cilindros en la su
perficie del agar inoculado a intervalos de 60° aproximadamente sobre

un radi® de 2.8 cm.

Preparacién de la curva patrén.

Preparar las siguientes diluciones a partir de la solucién patrén = -
10.0 mcg por ml de eritromicina usando solucidén reguladora de fosfato
de potasio 0.1 M pH 8.0

6.4 ml a 100 m1 (0.64 mcg/ml)

8.0 ml & 100 ml (0.80 meg/ml)

10.0 m1 & 100 ml (1.0 mog/ml)

12.5 ml a 100 ml (1.25 mecg/ml)

15.6 ml 2 100 m1 (1.56 mcg/ml)

Usar 4 series de 3 cajas Petri cada una.

Serie 1: Llenar 3 cilindros alternados de cada caja, con dilucidén pa--
trén de 0.64 mcg/ml.

Serie 2: Llenar 3 cilindros alternados de cada caja, con dilucién pa-——
trén de 0.80 mecg/ml.

Serie 3: Llenar 3 cilindros alternados de cada caja, con dilucién pa—
trén de 1.25 meg/ml.
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Serie 4: Llenar 3 cilindros alternados de cada caja, con dilucién pa--
trén de 1.56 meg/ml.
Llenar los 3 cilindros restantes de cada caja, de cada serie, con dilu
cién patrén de 1.00 mcg/ml.
Incubar las placas durante 16 — 18 horas a 32 -3% ¥y medir el didme-
tro de las zonas de inhibicién. Sacar el promedio de las 36 lecturas -
de la dilucién patrén de 1.00 meg/ml y el promedio de las 9 lecturas -
de cada dilucién patrén. Corregir las lecturas de cada una de las se——
ries 1, 2, 3 y 4 aumentando o disminuyendo la misma diferencia que e——
xista entre el promedio de las 36 lecturas de la dilucién patrén de —-—
1.00 meg/ml y el promedio de las 9 lecturas de esa misma dilucién en -
cada serie. Ejemplo: Si el promedio de las 36 lecturas de la dilucién
patrén de 1.00 mog/ml es de 16.5 mm y el promedio de esa dilucién en -
la series 4 es de 16.3 mm, la correccidén serd mfs 0.2 mm. 3Si el prome-
dio de lecturas de la dilucidén de concentracidn ms alta de esas mis—
mas 3 cajas es de 16.9 mm, el didmetro corregido es entonces de 171 -
mm.
Graficar los didmetros corregidos, incluyendo el promedio de los 36 ——
didmetros de la concentracidn de referencia en papel semilogarftmico -
de 2 ciclos, usando la concentracién del antibiético en meg/ml como la
ordenada y el didmetro de las zonas de inhibicién como la absisa.
la curva patrén puede también obtenerse calculando los valores mdximo

y minimo por medio de las siguientes ecuaciones:

3a +2b +¢c -e H = 38 +2d +¢c -a
5 5

L =

Donde:

L = Didmetro de la zona calculado para la concentracién mds baja de la
curva.

H = Didmetro de la zona calculado para la concentracidn mds alta de la
curva.

¢ = Promedio del didmetro de las zonas de 36 lecturas del punto de re-

ferencia de la solucidn patrén de 1.0 meg/ml.

= Valor promedio corregido para la dilucidn de 0.64 mcg/ml.

Valor promedio corregido para la dilucidn de 0.80 mcg/ml.

= Valor promedio corregido para la dilucidn de 1.25 mcg/ml.

® A o p
¥

= Valor promedio corregido para la dilucidn de 1.56 mog/ml.

5e2.1.7 Procedimiento.
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Preparar la solucién problema de la misma forma que la soluciém patrén
ie referencia (5.2.1.3), haciendo al final otra dilucién de 10.0 ml a
100 ml con la misma solucién reguladora para tener una concentracidén -
final estimada en 1.00 mcg de eritromicina base por ml. Usar 3 placas
preparadas como se indica en (5.2.1.5). Llenar 3 cilindros alternadoc
de cada placa con dilucién patrdén de referencia de 1.0 mcg/ml y los o-
tros 3 cilindros con dilucidén problema. Incubar las placas durante 16—
18 horas & 32 - 35°C y medir el didmetro de las zonas de inhibicién. -
Sacar el promedio de las lecturas de la solucién patrén y el de las lec
turas de la solucién problema. Si el promedio de lecturas de la solu—
cidn problema tiene un valor mayor que el promedio de lecturas de la so
lucién patrén, agregar la diferencia al didmetro de la dilucién de 1.0
mcg/nl en la curva patrén, Si el promedio de lecturas de la soluciém -
problema tiene un valor menor que el promedic de lecturas de la solu—
cién patrén, restar esta diferencia al difmetro de la dflucién de 1.00
mcg/ml en la ourva patrén.

Leer en la curva la concentracién correspondiente a estos valores co—-
rregidos de didmetros de las zonas. lMultiplicar la concentracidn por -
el factor de dilucidén apropiado para obtener el contenido ds antibidti

co en la muestra.

Determinacién del contenido de estearato de eritromicina.

Aparatos y equipo.
Potencidmetro
Equipo comin de laboratorio.

Materiales y reactivos.
Cloroformo

Acido acético glacial
Acido perolérico 0.1 N

Procedimiento.

Extraer una cantidad exactamente pesada de 0.5 gr de muestra com 30.0
ml de cloroformo y 3 porciones mds sucesivas de 25.0 ml cada una, £il-
trar cada extraccién y el filtro se lava con cloroformo. Evaporar el -
combinado de filtrados y lavados en bafio de wvapor hasta cerca de 30.0
ml. Adicionar 50.0 ml de dcido acético glacial, previamente neutraliza
do con £cido perclérico 0.1 N, titular con la misma solucién de dcido
perclérico 0.1 N, determinando el punto final potenciométricamente.
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Célculos.

Determinar el contenido de estearato de eritromicina, considerando gque
cada mililitro de Zcido perclérico 0.1 N es equivalente a 0.1018 gr de
estearato de eritromicina, calculado con referencia a estearato de eri

tromicina anhidra.

Determinacién del contenido de £€cido estedrico libre.

Aparatos y equipo:
Potencidmetro
Equipo comin de laboratorio.

Materiales y reactivos.

Alcohol al 95 por ciento

Hidréxido de sodio 0.1 N

Solucidén de fenolftaleina (1.0 por ciento en alcohol).

Procedimiento.

Disolver 0.40 gr de muestra en 50.0 ml de alcohol al 95 por ciento, pre
viamente neutralizado con hidréxido de sodio 0.1 N y unas gotas de so-
lucién de fenolftaleina como indicador, titular con hidrdxido de sodio

0.1 N, determinando el punto final potenciométricaments.

Célculos.

Calcular el contenido de dcido estedrico, considerando que la diferen-
cia del volumen requerido para cada gramo de muestra de hidréxidc de -
sodio menos el volumen de dcido percldérico 0.1 N requerido para cada -
gramo de muesira en la prueba para contenide de estearato de eritromi-
cina. Calcular el contenido de dcido estedrico libre en la muestra, —
considerando que cada mililitro de la diferencia es equivalente a —_—
0.02845 gr de dcido estedrico.

Determinacién del contenido ds estearato de sodio.

Aparatos y equipo.

Cdpsulas de platino

Horno o mufla

Equipo comin de laboratorio.

Materiales y reactivos.
Acido sulfdirico.
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Procedimiento.

Humedecer con dcido sulfiirico 2.0 gr de muestra en una capsula de pla-
tino, incinerar suavemente, volver a humedecer con dcido sulfiirico e -
incinerar a 800°C, enfriar y pesar.

C4lculos.

Calcular el contenido de estearato de sodio, considerando que cada gra
mo del residuo de la ignicién es equivalente a 4.317 gr de estearato -
de sodio.

Residuo a la ignicidn.

Aparatos y equipo.
Mufla-~horno

Crisoles de porcelana
Desecador

Equipo comin de laboratoric.

Materiales y reactivos.
Acido nitrico
Acido sulfiirico.

Procedimiento.

Colocar aproximadamente 1.0 gr de muestra exactamente pesada en un cri
sol de porcelana previamente tarado y a peso constante, someter a igni
cidén cuidadosamente a baja temperatura hasta que esté enteramente car-
bonizada. El crisol puede cubrirse con una tapa de porcelana durante -
el carbonizado. Adicionar 2.0 ml de dcido nitrico y 5 gotas de dcido -
sulfiirico al contenido del crisol, calentar cuidadosamente hasta des—-
prendimiento de humos blancos, enseguida incinerar de preferencia en
una mufla-horno entre 500 y 600°C hasta incineracidén total. Enfriar el

crisol en un desecador y pesar.

Cdlculos.
Del peso del residuo obtenido, calcular el porcentaje de cenizas sulfa

tadas.

Determinacidén de pH.

Determinar el pH de una suspensién acuosa de estearato de eritromicina
al 1.0 por ciento, de acuerdo al precedimiento indicado en la norma —-—

DGN-D-14 en vigorTe.
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Determinacién del contenido de agua.

Hacer la determinacidén del contenido de agua en una muestra de aproxi-
madamente 200.0 mg por el método de Karl Fisher, de acuerdo al procedi
miento indiocado em la norma DGN-K-119-1965.

Prueba de cristalinidad.

Aparatos y equipo.
Microscopio con luz polarizada
Equipo comin de laboratorio.

Materiales y reactivos.

Aceite mineral.

Procedimiento.

Mezclar en un portaobjetos una pequefia cantidad de la muestra con uns

o dos gotas de aciete mineral. Cubrir el portaobjetos y observar al mi
eroscopio polarizado.

Interpretacién de resultados.

Los cristales de estearato de eritromicina, muestran particulas en las

cuales se observa el fendmeno de birrefringencia y posiciones de extin

cién por movimiento circular del portaobjetos.

Prueba de toxicidad anormal.

Aparatos y equipo.
Cénula u otro dispositivo dtil estéril

Equipo comin de laboratorio.

Materiales y reactivos.

Ratones blancos de 18.0 a 25.0 gr de peso, no usados previamente en —
otra prueba similar.

Polisorbato 80 al 33.0 por ciente

Agua destilada estéril (Preparada con agua recientemente destilada. Es

terilizar en autoclave a 121°C durante 20 minutos).

Procedimiento.
Transferir de 1.0 & l.1 gr de muestra exactamente pesada a un mortero,
adicionar una gota de polisorbato 80 al 33.0 por ciento y moler perfec

tamente, adicionar lentamente suficiente agua destilada estéril para -



5.10.4

- 61 -

hacer una suspensién que contenga 80.0 mg de eritromicina base por ml.
Administrar por via oral por medio de una cdnula estéril u otro dispo-
sitivo estéril 0.50 ml a cada uno de los ratones (Binco en total) y ob

servarlos durante 48 horas.

Interpretacién de resultados.

Si ningin animal muere en el perfodo de observacidn de 48 horas la —-
muestra problema pasa la prueba. Si uno o m4ds animales mueren dentro -
de las 48 horas de observacién, repetir la prueba una o mds veces, u—-
sando para cada prusba cinco o mis ratones con un peso de 20.0 gr (1
0.5 zr) cada unoj si el total de ratones musrtos dentro de las 48 ho—-
ras de observacidn no es mayor del 10.0 por ciento del nimero total de
animales probados, incluyendo la prueba original, la muestra pasa la -

prueba.
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COHMHENTARTIOS.

El principal objetivo de este trabajo es: For medio del control de -
calidad para estos medicamentos como para otros en los que se estd traba-—
jando se unifique un solo control de dichos medicamentos, y esto se puede
lograr por medio de los productores y consumidores de estos productos far
maceuticos y asi también unificar la Industria Farmaceutica Mexicana, en
lo que se refiere al control de su produccidén y porque no también de su -
accién como medicamento para fabricar mejores y efectivos me&icamentos.

Por 1lo cual se trata de llevar a cabo mediante las Normas de calidad
de los medicamentos a granel que se producen en México, pero esto entre -
parentesis ya que las materias primas para elaborar dichos medicamentos -
algunos sino todos son de importacién. Por lo que primero considerc se de
ben producir dichas materias primas en México para beneficio mismo del —-—
pais.

Tomando en cuenta lo anterior podemos de todas formas llevar a cabo
este proyecto, con el fin de lograr un cien por ciento en la eceptacién -
de su calidad tomando en cuenta que son productos para consumo humano, de
tal forma que sus resultados deben ser los Sptimos.

Para llevar a cabo este proyecto necesariamente debe existir un orga
nismo capas de lograrlo que tenga la informacién Y conocimientos adecua--—
dos sobre los medicamentos, con lo espuesto en lo anterior Y con referen-
cia en lo estipulado en el artfculo 258 del Cédigo Senitario de loes Rsta—
dos Unidos Mexicanos (1973):

"las materias primas que intervienen en el proceso de los medicamen-—
tos, llenardn los requisitos que fijen la Farmacopea de los Estados Uni--
dos Mexicanos y sus suplementos Oficiales".

Y como las normas fueron elaboradas basandose en la Farmacopea de —
los Estadoe Unidos Mexicanos o en Farmacopeas oficiales reconocidas aiin -
por la Secretaria de Salubridad y Asistencia, es por consiguiente esta de
pendencia la encargada de elaborar dichas normas o proyectos. Porque es
ella la que poseé mayor conocimiento sobre medicamentos y quién decide su
distribucién y consumo en México, tomando en cuenta desde luego las refe-
rencias que existan de los medicamentos para la salud humana de otros or-
sanismos en todo el mundo con los que tiene contacto as{ como de la CMS.
(Organizacién Mundial de la Salud).

Por lo que la Secretarfa de Industria y Comercio no es el organismo

adecuado para llevar a cabo este proyecto, que ain cuando tiene relacidén
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¢ 2 la Industrfa Farmacédutica es con otros fines y circunstancias, tales
somo presupuestos de inversién, importaciones y exportaciones, estadisti-
cas, costos, compras, ventas, precios al piblico, etc. Pero no en lo que
se refiere al control de su elaboracidén, proceso de fabricacién, desarro-
1lo y accidén de los medicamentos.

In opinién personal se tendrfan mejores resultados si estas dependen
cias oficiales trabajaran juntas o llegaran a un acuerdo para el benefi—
cio de la Industria Farmacéutica y la economfa Nacionale.
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