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1. INTRODUCCION

La validacion de métodos aralliticos es una solucidn reciente
a las necesidades de la Industria Farmacdutica considerada de gran
importancia, ya que ayuda a solucionar los requerimientos de las
empresas reforzando las tareas del control de calidad err sus
aspectos fisico, fisicoquimicos y microbioldgicos.

Se debe siempre considerar el propdsito del método y
entonces seleccionar un disefo apropiado. Para evaluar el disefio
seleccionado, los datos ohtenidos apartir de wvarios experimentos
se procesan por medios apropiados para dar una estimacidén de la
potencia de cada muestra ensayada.

Los datos obtenidos fueron procesados para dar mas
informaciédn, incluyendo la estimacién de la precisign de la
potencia determinada asi come la validez del m&todo-

Se examinaron muestras de composicidn’ coenocida para
comparar la concentracidn conocida caon la concentraciédn encontra—
da. También se puede comparar un método de rutina con un mé&todo
alternativo usando la misma muestra-.

Estos procedimientos son igualmente aplicables para ensayos
microbiolégicos en los gque la reproducibilidad no sea mucho menor
que para algunos métodos quimicos.

Los métodos microbioldgicos para el ensayo de vitaminas se

han desarrollado en cuanto a la medicidn de 1la respuesta



{produccidén de dcido por el microorganismo), en su modalidad
‘acidimétricus- Este tipo de evaluacidn implica algunas desventajas,
fundamentalmente en la duracidn del tiempo de incubacridén necesario
para la obtencién de resultados.

Por 1o anterior y debido a la gran cantidad de polivitaminicos
que se reciben en el Laboratorio Nacional de Referencia de
la Secretaria de Salud para su valoracidén, se llevo a cabo la va-—
lidacion del método microbioldgico difusidn en agar para la, va-
loracidn del acido f&lico (materia prima), ya que este mé&todo
fue disefado en el mismo laboratorio. Ademias de ser un método

econdmico y no requerir de un equipo sofisticado-



1.1. OBJETIVO
Validar el método analftico, microbioldgico difusién en agar,
para la valoracién del Acido f&lico comoe materia prima, tomando
como base los parametrost linealidad, exactitud, precisiéon vy

especificidad.

Comprobar si hay efecto en la respuesta debido al ajuste del

pPH en la muestra.

Estandarizacidn de la materia prima utilizada en esta

validacién por el método espectrofotométrico.

1.2. HIPOTESIS
Si las respuestas del ensayo presentan reproducibilidad,
repetibilidad, exactitud y linealidad se puede considerar que se

tiene un método analfitico confiable-



1.3. DESARROLLO DE METODOS ANALITICOS

Debido a la necesidad de un control de calidad tanto en
producto terminado c¢omoe en materia prima han sido disefiados
métodos analiticos, para sustancias en particular.

8i el farmaco en cuestidén ha sido estudiado extensivamente vy
existe informacidén en la literatura, se pueden encontrar métodos
de prueba satisfactorios. De no ser asi, la estructura quimica del
fArmaco debe ser estudiada con el propdsito de tener un método
apropia&u-

Para a}gunos fArmacos, puede necesitarse resolver problemas
especiales. Come por ejemplo, si la molécula no absorbe la
radiacidn ultravioleta, el investigador se tendrad que dirigir a
los problemas de deteccidn; o si el fArmaco puede descomponerse
facilmente en el almacenaje se tendra que detectar productos de
degradacidn. Ademads, 1los otros excipientes usados en la
fabricacién de la forma farmacéutica, a menudo presentan
problemas, como la diffcil separacidn de estos excipientes del
principio activo por lo que se deben prevenir al mismo tiempo las
interferencias para no estropear el sistema anali{tico. ( 9 )

Después de revisar la literatura sobre métodos similares,
probar algunos mé&todos y tal vez experimentar algunos de ellos,
cuando el investigadnr llega a un métoado propuesfPt este mét?du

puede ser probado usando muestras de una composicién conocida para



determinar si de hecho es tan exacto, especifico y precisao como el
problema lo requiere. Si el m&todo es reproducible, esto es que no
este sujeto a variaciones dfa a dfa o de lugar a lugar, esto
también debe ser considerado. El método tendrid que mostrar no solo
buen desempefio en las manos del que 1lo desarrolleo sino también
debe ser aproximadamente tan efectivoe cuando se use por otros
analistas en otros laboratorios.

Las palabras usadas para describir un método de tal forma que
pueda ser reproducido por otros, no es menos importante que la
ciencia que se uso en su desarrollo; si la descripcidn es
inadecuada, no se puede establecer la validez del método.

Ademads de la posibilidad de que 1las instrucciones escritas
pueden fallar al comunicar el método de manera precisa, existe la
posibilidad de que cualquier mé&étodo analitico recien desarrollado
carezca de tolerancia para dar resultados igualmente
satisfactorios en las manos de diferentes analistas 'que trabajen
en laboratorios diferentes. Un método con tolerancia es aquel que
tiene amortiguadores integrados contra abusos tipicos, esto es
contra diferencias en el seguimiento de la técnica, el equipo vy
las condiciones a las que puede estar sujeto. En otras palabras,
las desviaciones estandar relativas entre laboratorios solo seran
ligeramente mayores que la desviacidn estandar relativa en un solo

laboratorio. ( 7 3>y ¢ 9 )



Se incorporan muchos factores en el desarrollo de un método

'analxticu claro-. Primero, la documentacidn de los materiales,
equipos y procedimientos deben ser comprensibles y estar
completos. Segundo, les reactivos, las muestras y otros materiales
requeridos para realizar el método deben estar disponibles en el
laboratorio. Tercero, el método debe cumplir con ciertos

estandares de exactitud, especificidad, presicidn, y ser practico.

Finalmente el métodq debe tener wun alte grado de tolerancia,
produciendo resultados igualmente satisfactorios cuando es wusado
por diferentes investigadores en laboratorios diferentes. Una vez
que se han cumplido esos requisitos, el método puede ser validado

para uso geneval. ( 7 ), ( 9 ), ¢ 18 )



1-3.1. Métodos Microbioldgicos.

En los métodos microbiolégicos se aprovecha 1la fisiologia
metabdlica de determinados microorganismos. Ademds se basa en la
observacién de que algunas clases de bacterias, levaduras y hongos
solamente pueden crecer y formar productos metabdlicos en presecia
de ciertas vitaminas-. S8i se ¢trasladan estos microorganismos,
apropiados como indicador de prueba para dichas vitaminas, a
medios de cultive de composicidn definida, que contienen todos los
componentes necesarios para un crecimiernto Sptimo, menos 1la
vitamina a determinar, no tiene lugar una multiplicacidn
comparable de 1los microorganismes. En cambio, atiadiendo la
vitamina o un sustrato que la contiene, se produce umn crecimiento
que depende de la cantidad de vitamina presente, midiendose
cuantitativamente la respuesta. ( 13 >, ( 15 )

Los daos métodos de ensayo microbioldgict mas comunmente
usados son el mé&todo de difusidn en agar y el mé&todo turbidimétri-
co. El fundamento de ambos métodos es la comparacidn cuantitativa
del efecto de dos sustancias sobre el crecimiento de un microorga-—
nismo apropiado en un medio nutriente.

Las dos sustancias son un estandar y una muestra cuya potencia
serd determinada. El efecto puede ser para inhibir el crecimiento
o para promover el crecimiento, como es el caso de vitaminas y

aminoadcidos. ( 11 )



E1l ensayo microbiocldgico, difusidn en agar para vitaminas, se
basa en la respuesta que presenta un microorganismo al accién de
una vitamina, la cual se hace difunpdir a través de un gel
nufriente inoculado con un microorganismo de prueba. La respuesta
que se presenta es la promocidn de crecimiento; esta respuesta
debera seguir wuna funcidn directamente proporcional a la
concentracidn  del compuesto a probar 1 cumplir con las
caracteristicas de presicion, exactitud y linealidad del método,
coﬁu se abserva, el ensayo microbioldgico plantea una problemdtica
complicada ﬁero no dificil de solventar, por 1o que se deben
definir los parametros que afectan la respuesta. ( 13 >, ( 23 )

Donde es importante considerar el planteamiento de Kavanagh
# E1 ensayo de difusidn no es un ensayao bioldédgico. Es un método
fisicoquimico en que un microorganisme es usado como un indicador.
Mas las variaciones observadas son causadas por - descuido de los

aspectos fisicoquimicos y no por variacidn bioldgica #. ¢ 13 )

1.3.1.1. Parametros que afectan la respuesta

a) Seleccidn del organismo de prgeha, cuya sensitividad sea
inherente al compuesto.

b) Densidad del inoculo: la concentracidn del microorganismo
seleccionado debe ser la adecuada y uniforme en el medio para

obtener una respuesta reproducible del microorganismae indicador.
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c)

d)

e)

L]

9

h>
iy

Formulacién y tondiciones del medio nutriente: que el medio
nutriente sea Sptimo para el crecimiento del microorganisma
de prueba-

Espesor de la capa de agar: este es un punto muy importante
pues se sabe que a un mayor grosor de capa, el diamétro de
las zgnas decrece y la sensibilidad del métode disminuye.
Volumen de la solucidn de prueba aplicada a 1la capa® este
debera ser lo suficientemente grande para actuar como
un reservor io de concentracién constante o deberd ser un
volumen estandar, para no tener diferencias en la difusién de
la muestra-

Tiempo de aplicacidn de la solucidn de prueba® si el estandar y
el problema se aplican a distintos tiempos la difusidn de ambos
serd diferente y por lo tanto variara la respuesta.

Temperatura de incubacidn: habra que selecionar la temperatura
adecuada de crecimiento mas uniforme, donde ia relacidn
dosis—respuesta sea la mejore«

Peso molecular de la muestra-

Concentracién de iones (+) en el agar.

11



1.3.1.2. Caracteristicas del microorganismo de ensayo

Como microorganismos de ensayo sole pueden utilizarse

aquellos que se multiplican en dependencia absoluta del factor de
crecimiento, la vitamina, y no son capaces de sintetizarlo ni de
sustituirlo por otra sustancia diferente. E1 microorganismo de
ensayo ha de poseer un metabolismo activo, para que sea posible
realizar la determinacién en poco tiempo. ( 13 )
La relacion dosis-respuesta en lo posible debe ser lineal,
extendiendose gn una zona de concentraciones no demasiado estrecha
ni amplia-. Ademas el microorganismo de ensayo no debe ser
patdgeno. ( 13 )

Para conservar la sensibilidad de 1las cepas de ensayo se
recomienda mantenerlas en medios de cultivo que cubran los
requerimientos minimos, por contener cantidades suficientes de
todas las sustancias esenciales para el crecimiento de
las respectivas cepas de ensayo, incluyendo las vitaminas que han
de determinarse. A intervalos regulares de 2  a 4 semanas se
resiembra en medios de cultives frescos. Para la preparacicon del
inoculo en la determinacidn de vitam;nas ha resultado conveniente
en algunas microorganismos la resiembra en un medio que contenga
la respectiva vitamina en 1la cantidad mfnima suficiente para
garantizar un crecimiento adecuado- De esta forma se evita el

enriquecimiento de vitamina en 1 microorganismo. Las cepas
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% racionadas * de este modo suelen proporcionar en el ensayo de la
vitamina una curva dosis-respuesta mas aguda y por consiguiente,

una determinacién mas exacta. ( 15 >

1-3.1.3. Requisitos para la preparacidén de medios de ensayo

Los medios de ensayo son medios de cultive de composicidn
definida que contienen todos los componentes necesarios para el
crecimiento del microorganismo, menos la wvitamina que ha de
determinarse.

El1 agqua empleada para preparar los medios de ensayo debe ser
absolutamente pura, es decir, sobretodo exenta de oligoelementos y
vitaminas interferentes. Se recomienda por 1lo tanto prepararla
mediante destilacidn doble en instalaciones de cuarzo. ( 1S5 )

Los medios de ensayo siempre deben ser de preparacién
reciente, utilizandose ¢l mismo dia de su preparacién. El material
de vidrio requerido para ello, despues de la limpieza corriente ha
de dejarse en un baric de 4&cido durante 1a noche, enjuagandose
luego bien con agua btidestilada. Los utensilios han de someterse a
una esterilizacidn coen aire caliente a 200 grados C- durante 1

hora como minimo.
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1-3.1.3-1. Promocidén de crecimiento para medios de cultivo

El objetivo de la promocidn de crecimiento consiste en
'demnstrar que los diferentes tipos de medios de cultivo cumplan
con el fin para el cual fueron disenados. Estoc debe aplicarse a
todos los lotes de medios de cultive que se emplean en la
industria quimico farmacéutica. ¢ 10 )

Los microorganismos empleados en las pruebas de promocidn de
crecimigntu deben formar parte de la coleccién de cada laboratorio
y estar identificadas con la clave del cepario de procedencia. Las
selecciédn de ellos depende del tipo del medio de cultivo por
estudiar-

Los medios de «cultivo selectivos vy diferenciales, deben
probarse con un microorganismo que fermente 1a lactouss, uno que no
la fermente y otro que sea inhibido.

Si el medio pretende inhibir o promover el crecimiento
especificamente de un cierto microorganismo o un grupn de ellos
incluirlos en el ensayo, en tales casos debe observarse tanto la
intensidad del desarrollo de los microorganismos deseables como
las caracteristicas de sus colonias (tamafo, color, etc-).

Para determinar el grado de inhibicidn que muestre el 1lote
ensayado, incluir simultaneamente enm la prueba un medio rno
inhibitorio como el agar soya tripticaseina (AST).

Los cultivos empleados deben ser recientes de 18 a 24 horas.

14



para bacterias; 24 a 48 hrs. para hongos levaduriformes, y de 7 a
28 difas para hongos filamentosos. La temperatura de incubacidn
sera la dptima para el microorganismo que se trate. ( 10 )

En cuanto a 1os medios de cultivo sGlidos que se utilizan en
el aislamiento, seleccidn e identificacidén de los microorganismas,
la técnica de la gota de Miles-Mishra es la apropiada para
demostrar 1la capacidad de promocién de crecimiento y las
propiedades selectivas y diferenciales de los medios de cultivo-
Criterios de aceptacién.
~5i las medios de cultive permiten el crecimiento de los
microorganismos de prueba y estos ademas presentan las caracteris-—
ticas morfoldgicas y fisioldgicas esperadas, €l o los lotes de me-
dio de cultivo se aprueban para su uso-

-Si los medios de cultive de prueba no presentan decarrollo y este
se manifiesta en las placas testigo, el medio de cultive wno debe
utilizarse.

-8i el nadmero de microarganismos encontrados en los medios de
prueba no corresponden a lo esperado (S0-75 % de recuperacidn
frente al medio de cowntrol AST), el medio de «cultive no debe

aprobarse para su uso.

15



1.3.1.4. Preparacién de la muestra

Las vitaminas a determinar pueden presentarse en forma libre
o bien combinada. Prescindiendo de unas pocas excepciones, los
microorganismos no son capaces de liberarlas de los compuestos o
conjugados de alto peso molecular. Por consiguiente, el material
de examen orgdnico ha de tratarse previamente por hidrdlisis-

El mé&todo mas sencillo de disgregacidn se obtiene calentando
la muestra en agua o solucidn tampdn-

En muchos casos sin embargo no es suficiente este método para
liberar 1la vitamina combinada, sino que es necesaria una
hidrdlisis dcida o alcalina, siempre que lo permita la estabilidad
de las vitaminas que harn de determinarse. En otios casos solo  se
libera 1o suficiente con la ayuda de enzimas. ¢ 1% )

Se diluye la solucidn problema o el extracto de la muestra, a
una concentracidn apropiada y la potencia de muestras desconocidas
pueden ser determinadas por medicidn de la respuesta y 1leida de
una curva dosis~respuesta.

Las caracteristicas especificas de la relacién rectilinea—
logaritme, dosis—respuesta son:

— ta linea de respuesta de cualquier otra sustancia cualitativa-
mente identica dehera ser paralela a la del estandar de donde 1la
pendiente puede ser medida no solamente del estandar sinoc también

de la muestra.

16



—Es esencial tener por lo menos dos niveles de dosis para estimar
la pendiente de 1la 1linea de respuesta, en contraste con la
respuesta lineal aritmé&tica, donde una observacidn y el origen son

suficientes. ¢ 11 )
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1.4. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
1:4.1. Antecedentes de la Validacion

Desde ¢l punto de vista regulatorio los origenes de la
validacién en los Estados Unidos de Norte América en la década de
los 70's, buscaba verificar en forma documentada la confiabilidad
de las técnicas analiticas.

En la revisién de las Buenas Practicas de »Manufactura (BPM>
de 1976, la FDA (Administracién de Drogas y Alimentos) menciona
por primera vez el concepto de validacidn aplicado a procesos.
Dado el interés despertado por el tema, la FDA decide establecer
directrices de tipoe informative para orientar acerca de 1la
validacidn de procesos farmacéuticos en un sentido general. ( 7 )

En 1979 las BPM para productos farmacéuticos incluyen en dos
secciones la necesidad de la validacidn.

A partir de 1985 la FDA considera que todo proceso que no
este validado se encuentra fuera de control. Basandose en los
antecedentes ya establecidos por los Estados Unidos de Norte
América, otros paises empiezan a adoptar esta medida de
control-( 8 >

Actualmente en nuestro pais las Autoridades Sanitarias, Comi-
te de Elaboracidén de Guias Oficiales de Validacidén de la Direccidn
General de Control de Insumos para la Salud (S5A), Jjunto con un

grupo de responsables de 1los Departamentos de Desarrollo

18



Farmacéutico, Control de Calidad de la Industria y profesores
universitarios wunificaraon criterios para elaborar una guia
oficial, que tiene como objetivo uniformizar los procedimientos

para llevar a cabo la validacidn de la metodologia analftica. (3

La Industria Farmacéutica esta especialmente interesada en la
validacién de métodos analfiticos debido al gran incremento de
nuevos productos que tienen que ver con la salud y que Tequieren

de m&todos de anadlisis apropiadose.

1.4.2+ Definicidn de Validacién para métodos analiticos.

Es el proceso por el cual queda establecido, por estudios - de
laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos
para las aplicaciones analiticas deseadas- ( 3 )

La validaciéon es esencial para asegurar que un procedimiento
analitico es adecuado para un problema especifico para cuya
solucién se usara. No solo el procedimiento analftico, sino el
sistema analitico completo debe mostrar que proporciona resultados
consistentes bajo cualquier circunstancia en que se use- La
capacidad se expresa en este caso en $términos de parametros
analiticos. El proceso de validacién de un método en particular
esta basada en principios cientificos adecuados y ha sido
aoptimizado para propdsitos practicos de medicidn. ( 18 )

Mas que simplemente una medida de un procedimiento, el método

19



de validacidén es una medida de la eficiencia de un sistema
analitico total. Esta validaciéon del sistema en su realizacidén es
'parte de la prueba de conveniencia del sistema, en la cual se
toman en consideracién todos 1los parametros con el fin de
establecer como actuan en una prueba dada- Por lo tanto se d ebe
asegurar que el método, las instrumentos, los solventes, los
reactivos y todo lo dem&s usado durante gl experimento, sean los
adecuados para el farmaco que se esta analizando.

Asi cualquier variacién en el prpcedimiento debe ser
documentado.-y sometida a la validacién apropiada.

La aproximacién clasica a la validacion de la metodologia
analitica es analizar las muestras de referencia que sean simila-—
res en todos 1los aspectos a la muestra de prueba y comparar los
resultados cton los valores esp e rados o certificados. E1 placebo
cargado o métodos estandar de adicion se pueden usar como
referencias al determinar la exactitud de 1las pruebas del
producto. En el método de recuperacién del placebo cargado, se
agrega ingrediente activo puro a la mezcla de. excipientes del
producto, teniendo cuidaduvde no incluir excipientes que tengan
actividad similar al principio activo de inter#s, la me zcla
resultante se examina y compara con el resultado esperado- €n la
adicién estandar, una mezcla a la cual se le agrega una cantidad

conocida de un estandar, se examina. La diferencia entre la

20



muestra asi obtenida y la muestra original es una medida del
estandar que no se recupero por medio del examen. En amhos métodos
la recuperacidn se define como la proporcién de la cantidad del
estandar obtenido por medio de 1l1a prueba a 1la cantidad del
estandar agregado. Si se conoce la composicidn de 1la wmuestra de
referencia, el procedimiento puede probarse en su exactitud vy

presicién. ( 7 )
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1.4.3. Parametros

Una parte integral del desarrollo de un método analftico es
la validacidén del mismo, es decir, el método debe probarse para
determinar su efectividad.

Los criterios que se tomaron en cuenta para clasificar la
validacidn se ﬁresentan en dos tipos, los cuales no son
mutuamente excluyentes y de acuerde a la estructura del disefio de
validacidn se pueden combinar.

a. Retrospectivo.

—Retrospéctivu Normal. Estudio cuya informacidn se obtuvo
anteriormente a su planeacidén con fines ajenos & la validacidn
que se pretende realizar.

-Retrospectivo Parcial. Estudie que cuenta con una parte de 1la
informacidén vy el resto esta por obtenerse.

b. Prospectivo-

~Prospectivo Normal. Estudio en el que toda la informacidn se
recopilarad de acuerdo con los criterios del investigador y pa-
ra los fines especificeos de la investigacién despuds del plan-—
teamiento de este.

—Concurrente. Es un tipo de validacién prospectiva que se apli-
ca exclusivamente en productos y métodos gque se realizan
esporadicamente.

~Revalidacidn. Es la repeticidn parcial o total de un programa
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de validacidn, cuyo arreglo corresponde al grado de las
alteraciones introducidas en el procedimiento ya validado-

£l procedimiento es el mismo que para una validacidn
prospectiva, pero los controles se realizan en las area donde

se hayan efectuado los camhios-.

Parametros para la validacion de los métodos analiticos pa-

ra analisis de rutina en formas farmacéuticas:

1.4.3.1 Linealidad.

La linealidad del sistema de un m&todo analitico es su habilidad
para asegurar que los resualtados analiticos, los cuales pueden ser

obtenidos directamente o por media de wuna transformacidén mate-
matica bien definida, son proporcionales a la concentracidn de la
sustancia dentroc de un rango determinado.

Cuando se evalua un mé&todo de andlisis es necesario verificar
que se obtengan resultados correlacionados linalmente, de los
anilisis de las muestras a contenidos diferentes-

El rango de trabajo (linealidad de la muestra) indica que
cancentracién de la muestra puede determinarse por el método sin
cambio En'las diluciones especificadas en el mismo y operando bajo
las mismas condiciones.

~ Se determina construyendo ura curva de calibracion de una misma



solucidn patrén, utilizando cuando menos I diluciones y haciendo
‘analisis por duplicado para cada dilucidén.

- El intervalo entre las concentraciones a analizar dependerd del
props&sito del método. Para propdsitos de Control de Calidad como
en este caso se wutilizaron para materia prima solamente
concentraciones del 380, 100 y 120 % .

En una forma farmaceutica (placebo cargado) es recomendable
utilizar concentraciones del SO, 100, 120 y 150% del wvalor
esperado-.

-~ Hacer la Fepresentacién grafica de la curvas

~ Calculest media (R), desviacidn estandar (DEY, desviacidn
estandar relativa <(¢DER), pendiente <B>, coeficiente de
correlacidon  (r), error estandar de regresidn CPZS, ordenada al
origen (A). (apéndice a-3>

Criterios de Evaluacidn.

DER ¢ < 0.7 %
r: > 0-99
r72 > 0.98
B : =1
A =0
El m&todo se llamara lineal si cumple satisfactoriamente con
lo anterier o cuando la desviacién de la linealidad no afecte los

resultados con la region de andlisis usual + 1%. (1),(18),{3)>
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1.4.3-2. Precisidn del Metodo

Es el grado de concordancia entre resultados analiticos
individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a
diferentes muestrens, de una muestra homogénea del producto.

Se refire a la semejanza de analisis sobre una misma muestra.
Se expresa comunmente en términos de desviacidn estandar de una
serie de resultados sobre una misma muestra, o del coeficiente de
variacién.

Las mediciones de la precigsién deben de calificarse en
términos de posibles fuentes de variabilidad estas son

Repetibilidad y Reproducibilidad.

1.4.3.2.1. Repetibilidad

Es la presicidn de un método analitico expresado como la
concordancia o conformidad obtenida entre’ determinaciones
independientes, realizadas por un solo analista, usando las mismas
condiciones {(aparatos, laboratorio, técnicas, dias, etce.).

La inferencia estadistica para evaluar repetibilidad
involucra el c&lculo del estadigrafo de prueba Xi, donde o

es la varianza poblacional y representa la variabilidad del

mé&todos
—Se determina por el analisis de 6 - 10 muestras con placebu

adicionados del principioc activo (placebos cargados), correspon-
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dientes al 100 % establecido en la linealidad del método.
_—CAI:ulus: Porciento de recobro, desviacién estandar, desviacidn
estandar relativa, coeficiente de variacidén, intervalo de
confianza-.(apéndice a-2)

Criterio de Evaluacién

El CV expresa en portentaje 1a desviaci®dn del método vy

permite comparar diversas muestras entre si a pesar de que tengan
medias diferentes-
El valor del CV obtenido a partir de 1los datos, debe ser

menor o igual al CV elegido al inicio del proyecto.

1.4.3.2.2. Reproducibilidad

Es la precisidén de un método analftico expresada como la
concordancia o la conformidad entre determinaciones independien—
tes realizadas con el mismo métode o prueba, utilizando diferen—
tes anpalistas, difas, aparatos, laboratorio.

La reproducibilidad podra evaluarse del mismo modo que para
la repetibilidad solo que repitiendo 1las mismas determinaciones
por otro analista, equipo o laboratorio-

Es importante evaluar la influencia de la variabilidad debida
al procedimiento de manufactura en el método, cuando se analicen
cantidades conocidas adicionadas del principio activo a un placebo

con respecto al andlisis del producto, pues la adicidén del
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ingrediente incluye un error experimental distinto a la
variabilidad inherente en cada muestra del producto de ensayo-

Esta variabilidad puede evaluarse conjuntantemente con 1la
reproducibilidad del método por lo que se preparara el producto de
acuerdo al procedimiente de manufactura normal con
cantidades perfectamente conotidas y analizandolas por diferentes
analistas (si se trata de reproducibilidad interanalista) en el
mismo equipoc en diferentes dias.

La evaluacidn de la reproducibilidad se hace en virtud de una
tabla de andlisis de varianza (ANADEVA). El analisis de varianza
se basa en una descomposicidn o particidn aritmética de la suma de
cuadrados (SC)>; suma de cuadrados de las desviaciones «de los
valores de la muestra y la media de la misma.

En un arreglo experimental doble, o experimento para dos
factores (en das direcciones), nos interesamos por el efecto de 2
factores ( diferente analista y diferente dila, etc.) y por 1lo
tanto descomponemos la suma de cuadrados en 3 partes, que
corresponden a los dos factores gque se investigan y a la variacidn
aleatoria- (apéndice a-d4)

Criterio de Aceptacidn.

Los valores para el coeficiente de variacidén a tomar en

cuenta para evaluar 1la reproducibilidad del método analftico

microbioldgico es de S5 % .
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Se busca que no exista efecto por analista, dfa o inte—
‘rat:ién analista/dia. Para que el método sea reproducible deben

cumplirse las 3 condiciones. ( 3 >, ( 18 )

1.4.3.3. Exactitud del Metodo

Se refiere a la diferencia entre la media de una serie de
resultados y el valor real.

Se ‘expresa como el porciento de reccbro obtenido del an&lisis
de muestras a las que se les ha adicionado cantidades conocidas
del principiu activo-

Las condiciones en las que el experimento dehe efecluarse
son, misma muestra, analista, dia, laboratorio. Si 2]l nétodo s
exacto en condiciones controladas debe serlo en condiciones de
rutina.

Su estimacidn esta asociada con el error total:

Error total= Error ideterminado + Error determinado-

La inferencia estadistica para evaluar la exactitud del
método, involucra el calculo del estadigrafo de contraste * t #*
de studente.

Donde u es la media poblacional y representa la variabilidad
del método (que tanto se acerca al valor centrald.

—-Se determina por el analisis de & - 10 muestras con placebos

adicionados del principio activo correspondiente al 100% de 1a



concentracion.
—Calcular el porciento de recobroy desviacién estandar, media
porcentual u (del porciento de recobro) desviacidn estandar
relativa, intervalo de confianza.(apéndice a-1)
Criterio de Evaluacidn

El coeficiente de variacion se eligira en base al metodo de

analisis, y cuanta exactitud se le exija al método.

1-4.3.4.Especificidad

£s la habilidad de un m&todo analftico para obtener una res-—
puesta debida a una sustancia de interés y no a otros companentes
de la muestra.

Es la medida del grade de interferencia (o ausencia de), en
el andlisis de muestras camplejas.

Las interferencias pueden deberse a pruductbs de degradacicén
del principio activo, a impurezas en la materia prima (productos de
sintesis) o sustancias ajenas resultantes de una contaminacidn
cruzada durante la fabricacidn del producto-

Se sugiere que la degradacién sea tal, que 1la sustancia en
estudio este disminuida del 10 al 25% con respecto a la original.
Para sustancias cuyo punto de fusidn se encuentra arriba de 200

grades centigradoss, se exige un minimo de S0% . ¢ 3 ), ¢ 18 )
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Criterio de Evaluacidn.

Verificar que los productos de degradacidn y/o sustancias
relacionadas no interfieran con la cuantificacién del la sustancia
de interés utilizando el método desarrrollado-

Ajustar las condicienes de operacién para obtener la mdxima

resolucidn.

1.4.3.5." Tolerancia-

Es el grado de reproducibilidad de los resultados analiticos
obtenido puf el analisis de la misma muestra bajo modificaciones
de las condiciones normales de operacidn, tales como diferentes
temperaturas, lotes de reactivos, columnas, sistemas de elucidn,
tipos de empaque (soporte, fase estacionaria, etc.), cuidados en
el método, equipo, condiciones ambientales, etc.-.

Se realiza de la misma forma que 1la reproducibilidad pero
variando las condiciones, dependiendo de los objetivos gque se
persigan.

Para evaluar los demas puntos considerados en la validacidén,
criterios de evaluacidn, evaluacidn estadistica y la documentacién
necesaria, se realiza un procedimiento similar que para reproduci-—
bilidad del método.

Para llevar a cabo esta prueba, debe consultarse al

coordinador del la validacidn encargado del proyecto para que se
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planteen las condiciones necesarias, asi como el tipo de disefos

experimentales utilizados. ¢ 3 >, ( S ), ( 8 )
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1.5. MONOGRAFIA DEL ACIDO FOLICO.

Los compuestns con attividad relacionada al acido félico con—
tienen siempre una o varias moléculas de Acidoe glatamico qﬁe son
condicidn para su actividad bioldgica. El1 Acido félico comercial
propiamente dicho solo tiene un resto de Acido glutamico; el acido
folico se l1lama también acido ptersilgldatamico. ¢ 12 )

En la naturaleza el Acido félico se encuentra principalmente
como conjugado; en concentraciones minimas aparece en casi todas
las células vivas. Los conjugados del Acido félico se encuentra
en el hfgado, rifén, masculo (vacuno), leche, quesa, verduras de
hoja oscura (espinaca en foerma libred, coliflowr, leguminosas,

patatas crudas y germen de trigo.

1.5.1. Propiedades Fisicoquimicas.

F&rmula estructural

T

J

CHZNH CORRK

HODCCHZCHZF-~E---COOM
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Férmula empirica

Peso Molecular

Descripcidn

Solubilidad

Punto de fusidn

Rotacidn especifica

Espectro de absorcidn

Estabilidad

C19H1906N7
4d41.4

Polve cristalino amarillo-

anaranjado.

FAacilmente soluble en Alcalis y
Acidos diluidos, muy poco
soluble en agua, insoluble en
alcohol vy etér, acetona y

clovroforme.

A 250° C el compuesto comienza a

decolorarse y lueyo a carbonizarse-

(afg= aprox. ¥20° (c = 0.5 NaOH

0-1 N>«

€1 acido f&lico tiene un espectro
de absorcién caracteristicoa que
depende del pH de la solucidm.

En NaOH O.1 N los maximos estan

en 256, 283 y 3F65 nm.

La forma cristalina es bastante
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estable al aire y al calor, pero

la destruyen la luz y los rayos
ultravileta. Las soluciones neutras
son relativamente estables; pero
los &cidos y Alcalis asi{ coinc los
oxidantes y reductores lo des-—

truyens.

Los métodos de determinacidén del Acido félico en medios  de
composicién sencilla son:
~Medicidén de absorcion de la luz en una solucidn alcalina en los
maximos de absorcidn (286, 283, y 365 nm).
—Reaccidn Polarografica-
~Determinacién del componente del Acido p-aminobenzoilglutamica o
de pteridina después del desdoblamiento oxidativo o reductive
mediante métodos espectrofotométricos o fluorométricos-

Para la determinacidn del acido félico en mezclas complejas
todavia no existen métodos estandar de uso general. La liberacidn
del Acido félico del material de anAdlisis ha de realizarse con

sumo cuidado, empleandose generalmente enzimas. El 4Acido f&lico

mismo se determina microbioldgicamente mediante Lactobacillus
casei, Streptococcus faecalis o Tetrahimens geleii-
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1.5.2.

El Acido

félico,

Funciones Fisioldgicas

como

acido

S,6,7,8—tetrahidrofdlico es

indispensakle para las transformaciones de los compuestos monocar—

bonados (C1) que aparecen en el metabolismo-

gliclna

—
y serina

I\
AN

C
£1
setionina

1

creatina

Los restos de C1 pueden fermarse bien en 1la

purinas e histidina,
activacion de

activado %,

serina formando glicina,
por reduccidn de *Acido férmico activado%.

importante del Acido tetrahidrofélico consiste, en

restos del C1,

|

I

fusién de

105 compuestos c1

del dcfdo fdlico

histidina

7
y

Cl———-purina

formiato

por el desdoblamiento oxidativo de

libre wu

en el desdoblamiento del Atomo de

oxidacion de %

N

ﬁ_

N

timina

&cidos nucleicos
degradacién de
glicina,
formaldehido

B-carbono de 1la

en la activacidn del formaldehido libre o

por unién a la molécula de
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f&rmico activado #, o % formaldehido activado *, para que estos se
transformen mutuamente por reduccidn u oxidacidn Yy pueden
transportarse a aceptores adecuados. Gracias a estas importantes
series de reacciones, puede el organismo disponer de los
compuestos Cl para una serie de reacciones de biosintesiss
incorporacidén a las bases de purina y a la histidina; transporte
del #* formaldehido activadoe # a la glicina para formar serinajg
formacidn de metionina colina, timina y metilnicotinamida por
metilacidén de sus correspondientes precursores-

Las bases de purinas (adenina, guanina) asl como la timina
son importantes elementos para la formacidén de los Acidos
nucleicos- ﬁor lo tanto una carencia de Acido folico produce
graves transtornos en 1a biosintesis de 1los 4&actdos nucteicos
indispensables para la formacidn celular. El Acido formiminogluta-
mico que se forma en la degradacidén de 1la histidina como fase
intermedia no puede convertirse ya totalmente en &cido gldtamico
y Acido formiminotetrahidrofsdlico cuando hay carencia de Acido fé—
lico y por lo tanto se elimina con la orina.

Por esa razén la eliminacidén de Acido formiminogldtamico
permite hacer el diagndstico bioquimico de una carencia de Acido
f&lico, sobre taodo porque ese sLntum; se manifiesta ya en una
etapa inicial de la carencia.

La vitamina B12 esta también estrechamente 1ligada a los

procesos reactivos del metabolismo intermediario gue dependen del
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4cido f&lico. Hay razones para suponer que la vitamina B12 a
traves de la enzima Acido-—hidroximetiltetrahidrofdlico dehidroge—
nasa, participa en la transformacidn mutua, por oxidacidén o re-—
duccidn, del % formaldehido activado % y * Aacido férmico

activado * .

1.5.3. Aspectos Clinicos de la Deficiencia de Acido F&élico-.

La carencia de acido f&lico ocurre en determinadas ocaciones
en el hombre y en animales, debido a una administracidn
insuficiente con el alimento, a la destruccidn de la flora
intestinal (por ejemplo, por sulfonamidas y antibidticaos) y a los
transtornos por la absorcidn. La carencia avanzada de Acido fédlico
se manifiesta siempre por alteraciomnes del cuadro hematico (anemia
megaloblastica en el hombre). Los transtornos son especialmente
marcados cuando existe a la vez carencia de 4&cido félico y de
vitamina B12. Otros sintomas sewn 1los transtorm‘:s de la mucosa
bucal y gastrointestinales que dan lugar a diarrea.

Como la flora intestinal del hombre y de 1os mamiferos
sintetiza acido f&lico, la alimentacidén que no contiene &cido
félico no produce sintomas carenciales y ello dificulta la
determinacidn de las necesidades. Sobre la bhase de la adminis-
tracidn de cantidades terapéuticas de Acido félico en la  aremia

megalablastica de origen alimentario se calcularon las necesidades



diarias para el hombre adulto en 0.5~1 mg-
Durante el embarazo y la lactancia hay que calcular un

o

‘aumento de las necesidades de aproximadamente S mg. ( 12 )
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. M&todo utilizado para la estandarizacisn del Acido F&lico

Material
Matraces aforados de 100 ml pyres
Pipetas voluméetricas de 5 y 10 ml pyrex
Tubos de centrifuga con tapédn de S5O0 ml pyrex
Equipo

Centri{fuga Equipement Company Mod. V 16

Espectrofotom&tro Perkin Elmer SS2A

Soluciones Reactivo

Permanganato de Potasio 1:250 p/v

Nitrito de Sodio 1:50 p/v

Acido Clorhidrico SN

Sulfamato de Amonio 1:20 p/v
N-1-Naftiletilemidiamino Dihidrocloruro 121000 p/v

Cloruro de Sodiao
Alcohol Isobutflico
Solucién de Fosfato de Potasio Dibasico 1:33 p/v

Hidrédxido de Amonio TS
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Método Analitice
Preparacién del estandar

Disolver con agitacién suave, aproximadamente SO mg de
estandar de referencia del Acido félico USP, pesado exactamente,
en una mezcla de S0 ml de agua y 2 ml de Hidrdxido de Amonio TS-
en un matraz volumétrico de 100 ml, cuando este disuelto
completamente aforar con agua y mezclar. Adicionar unas gotas de
toluenc como preservative, almacenar en refrigeracidn y protegidoe
.de la luz.

El dfa del ensayo, diluir una alfcuota de 1la solucidn
concentrada del estandar con una solucidn de fosfato de potasio
dibasico 1333 p/v para obtener una concentracidn de 10 mcg/mi,
calculado sobre base anhidra.

Preparacién de la muestra

Disolver aproximadamente S0 mg de Aacidg folico, pesado
exactamente, como se indica para el estandar y diluir directamente
con la soluciédn de fosfate de potasio dibAsico 1:33 p/v  para dar

la concentracidn de aproximadamente 10 mcg/ml.

Prepare 4 tubos de centrifuga con tapa, de S0 ml marcados
respectivamente 1,2,3,y 4. Adicionar los reactivos como se indica

a continuacién y mezclar-

A cada tubo adicionar S ml de la splucidn de ensayo a los
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tubos 2 y 4 adicionar 2 ml de la solucidn estandar- En los tubos 1
y 2 adicionar 1 ml de Permanganato de Potasio 1:250Q p/v y a los

‘tubos 3 y 4 adicionar 1 ml de agua. Dejando reposar de 2 a 3
minutos.

De aqui en adelante tratar todos los tubos de igual forma-
Adicionar 1 ml de la solucidn de Nitrito de Sodio 1:50 p/v y 1 ml
de Acido Clorhidrico S N, mezclar vy dejar reposar por 2 min.
Entonces adicionar 1 ml de solucidn de Sulfamato de Amonio 1:20
p/v, y mezclar en forma rotatoria, hasta gque practicamente todo el
dioxido de Nitrégeno se haya expulsado. Adicionar 1 ml de
solucién de N—1-Naftiletilenadimina Dihidrecloruro 1:100 p /v,
mezeclar y dejar reposar por 10 min-.. Adicionar ¢ ¢ de Cloruro de

Sodio y 10 ml de Alcohol isobutilico; agitar vigorosamente por 2

minutes y centri{fugar. Determinar 1la absorbancia de 1la capa
sobrenadante de cada tubo a un maximo de S50 nm, en un
espectrofotométro apropiado, usando Alcohol isobutflico como

blanco- Calcular la cantidad en mg de Acido Félico en cada ml de
la preparacidén de ensayoc con la siguiente férmulas
0.4C (A1-A3) /7 (A2 + A3 - A1 —~ Ad)

En donde C es la concentracidn, en mcg pov ml, de Acido

F&lico en la preparacién estandar, A2, A3 y A4 indican 1las

absorbancias de la solucidn en los tubos respectivos indicados por

los subindices.
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2.2. Método Microbioldgico

Material
Cajas petri de 100 x 20 mm con tapa de porcelana porosa pyrex
Cilindros de acero inoxidable, con diamétro exterior de - 8mm
(+ 0.1 mm), diamé&tro interior de 6 mm ( + 0-1 mm ) y longitud
de 10 mm (+ O+1 mm).

Pipetas pasteur.

Pipetas graduadas de 25 y ! ml pyrex
Matraces Erlenmeyer de S00 o 1000 ml pyres
Probeta de S50 ml kimax

Nota: El material anteriormente mencionado debe estar estéril en

el momento de su uso.

Vasos de precipitado de 250 o 400 ml PYrexX
Matraces volumétricos de S0, 100, y 200 ml pyrex
Embudos de filtracidn pyrex
Pipetas graduadas de S ml kimax
Pipetas volumétricas de S y 10 ml pyrex



Equipo
Incubadora a 37 grados centigrados
‘Centrifuga Equipement Company Mod. V 16
Potenciométro Perkin Elmer Lambda 3A UV/VIS
Medidor de Halpos Fisher y Lilly

Autoclave Steel L 21

Soluciones Reactivo

Hidroxido de Amonio 2:3 v/v
Acido Acético 0.02 N
Acetato de Sodio Q.02 N

2.2-1- Método Analitvico-

Preparacién del inoculos
a- Microorganismo de prueba: Streptococcus faecalis ATCC 8043.
b« Medio de mantenimiento: Agar medio de cultivo No. 1
c. Medio de enriquecimiento: Caldo de enriquecimiento.
d. Medio para el ensayo: Medio para ensayo del acido f&lico-

Una asada de S§5. faecalis,el cual se mantiewne por picadura en
tubos de agar medio No. 1, se pasa a un tubo de caldo de
enriquecimiento y se incuba de 35 a 37 grados centigradoss de 18 a

24 horas. Se centrifuga a 2500 rpm, durante 10 minutos. y lavar
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2 vectes el microorganismo con 10 ml de solucidn salina esteril al

0.385%, resuspender en el 3er lavado con solucidn salina-

Preparacidn del medioc para ensayat

Se pesan 7-5 g de caldo para ensayo de Acido Félico, por cada
100 ml de caldo que se requiera, adicionar 1.5 g de agar VY
disolver a fuego lento. Dejar hervir durante 2-3 minutos. Esteri-—

lizar por 10 minutos a 15 libras de presion.

Preparacién. de la solucidn estandar:
a. Pesar cuidadosamente la cantidad necesaria de estandar de acido
f&lico previamente secado segitin especificacianes de 13 UsP, (22)
preparar una solucidn concentrada conteniendo una poterncia de 100
mecg/ml. Transferir a un matraz aforado de 100 ml y disolver con 2
ml de solucién de Hidrodxido de Amonie 2:3 v/v, aforar con agua
destiladaj; conservar esta solucién en refrigeraciédn y usar por
un periodo que no exceda de 20 dias-
b- El dia del ensayo preparar diluciones de la solucidn estandar
concentrada, dichas diluciones deberAn contener concentraciones de
1.0, 0.5, 0.-25 y 0.125 mcg/ml.

Las soluciones de ©O-5 y 0.25 son wusadas comoc punto de

referencia.
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Preparacién de la muestra:?

Pesar la cantidad necesaria de muestra, adicionar 30 ml
‘de agua destilada estéril y 2 ml de la solucidn de hidréxido de
amonio, hidrolizar durante 15 minutos a 15 1libras de presidn.
Enfriar y hacer las diluciones necesarias para obtenenr
concentraciones de 0.5 y 0.25 mcg/ml-

Ajustar el pH en las diluciones finales a 6.8, tanto en el
estandar como en la muestra, con Acido Acético o Acetato de Sodio

0.02 N-

Inoculacién del medio de ensayo?

El dia del emsayo, inccular en el area aséptica. el medio de
ensayo para la determinacién del Acido Fodlico (previamente
preparado y enfriado, aproximadamente a 48 grados centigrados ),
usando el inoculo en una proporciédn de S ml por cada 100 ml de

medio.

Preparacién de las placass

Preparar & placas para la curva estandar y d placas para cada
muestra en ensayo en la siguiente forma:
1. Adicionar una ali{cuota de 15 ml del medio inoculado al S%, a
cada placa y dejar solidificar-

2. Colocar 4 cilindros sobre cada una de las placas, con pinzas
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previamente estériles (no se utiliza el colocador de cilindros vya

que este es un disefo 2 + 2, donde solo son necesarios 4 cilindros

en forma bien distribuida en la placa)-.

3. En las placas para la curva estandar llenar cada wuno de 1los
cilindros con cada una de las cuatro diferentes concentraciones
respectivamente, 1.0, 0.5, 0.25 vy 0.125 mcg/ml) en orden

decreciente y siguiendo el sentido de las manecillas del reloj-.
d. En las placas para la muestra, llenar dos cilindros opuestos
con solucidn estandar en cada uwuna de 1las 4 placas, y los 2
cilindros restantes c¢on 1la muestra en ensayo, a las mismas
concentraciones de 0.5 y 0.25 mcg/ml respectivamente.

S. Cubrir las placas, marcar para su identificacidén y colocar en
una incubadora a 37 grados centigrados durante 18 horas-

- Retirar los cilindros Yy medir las =zonas de crecimiento
resultantes con una regla o un lector de =zonas de crecimiento.
Recopilar los datos en protocolos adecuados y calcular la potencia

de cada muestra-.

Calculos:

1. Obtener el diamétro promedio de las zonas de crecimiento para
cadavcuncentraciOn de la curva estandar, a partir de estos valores
calcular la linea mas apropiada y representativa de la curva dosis
respuesta, por el método de los minimos cuadrados. Trazar la linea

calculada en la grafica dosis-respuesta, sobre papel semilog.
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Graficar en el eje de las abcisas las concentraciones del
estandar.

2. Calcular el diamétro promedio de las zonas para ambos puntos,
el desconocido (muestra) y el de referencia (estandar) para cada
grupo de 4 placas de la muestra.

3. Corregir el tamafio promedioc de la zona de crecimiento para la
muestra desconocida, adicionando o sustrayendo la diferencia
resultante entre el tamafo promedio de las zonas de referencia de
las placas conteniendo la muestra y el valor tedrico para el

estandar de 0.5 y 0.25 mecg/ml de la curva de respuesta trazada.
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Fige 1a2 En esta figura se muestra como son colocados y Ilenados

"los cilindros para obtener la curva estandar.

©
| ©

Fig. 1bt En esta forma son llenados los cilindros para obtener

® ©®

los valores de las zZonas de creciﬁientn para la
muestra, donde Cst = concentraciones centrales del
estandar de referencia (0.5 o 0.25) y Cm = concentracién
de la muestra problema. Cst y Cm deben ser llevadas a

las mismas concentraciones.
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3. RESBULTADOS

Exactitud y Precisidn

mg pesados mg encontrados % recobro
1 10.00 10.00 100.Q0
2 10.00 10.00 100.00
3 10.00 9.91 99.13
4 10.00 9-91 99.10
S 10.00 F.92 99.20
6 10.00 10.00 100.00
7 10.00 10.00 100.00
8 10.00 9.92 99.20
9 10.00 9.91 99.10
10 10.00 10-09 100.90
Ty = 996-63 ¢ = 99.66 Cv = 0.61
¥ y2= 99330.46 s = 0.608

Tabla No. 12 Cuantificacién del Acido Félico pafa la evaluacidn

estadistica de la exactitud del método (apéndice a~1).
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Exactitud
area de aceptacipn para la exactitud del método
=2.262 { -1.92 < 2.262

Intervalo de confianza

100.06 < u < 99-195

Precigidn

De los resultados de la tabla No- 1 (apéndice a-2)-

2 2

X‘ = 2.7 < Xi calc. = 3.696 < X = 19.023

2
1
9,0-025 9,0-975

hay suficiente evidencia para decir que el método es preciso

un nivel de significancia de S % .
Intervalo de confianza:

0.1063 < o < 1.232

S1
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tinealidad del Método

mg pesados mg recuperados
8.0 7.677
8.0 7.569
8.0 7.772
8.0 7.677
10.0 10.000
10.0 10.134
10.0 10.142
10.0 10.000
12.0 12.645
12.0 12.511
12.0 12.483
12.0 12.645
T x = 120 Ly = 121.255
© x? = 1232 £yl = 1273.266
T xy = 1251.728 n=12
r = 0.999 ' b = -2.138
m = 1-224

Tabla No- 2% mg pesados contra mg cuantificados para la

evaluacidn estadistica de la linealidad del métode (apéndice a-3).
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Reproducibilidad

DIA 1 DIA 2
A 100.00 99.16
N 1 100.00 100.00
A 99.13 100.61
L T yll = 299.13 T y21 = 299.77
1
s 100.05 101.62
T 2 99.05 101.66
A 100.00 101.62
T yi2 = 299.1 T y22 = 304.9
T yl-. =599.23 L y2-- = 604.67 L ye-s =1202.9
s = 1.0154 ¥ = 100.158 cV = 1.013

Tabla No- 3: Porcientos de Acido FoSlico encontrade con dos
analistas y dos dias diferentes, para la evaluacién estadistica de

la reproducibilidad del método analf{tico (apéndice a-d).
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Criterio de Aceptacidn.

Analista: F calculada = 0.977

F de tablas = 161.d Fcal. < Ftab.
Diat F calculada = 1.557
F de tablas = 161.4 F cal. < Ftab-.

Interacciédn Analista—-Dia:

F calculada = —-0.090

F de tablas = 5.32 Fcal. < Ftab-
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3.1. Discusién de Resultados

En relacidn a los resultados obtenidos para la
‘estandarizacién, por el método espectrofotométrico de 1a materia
prima a ser utilizada para la validacion del método microbioldgico
difusidén en agar se encontrd una potencia de 979 mcg/mg-

En cuanto al efecto del pH, se analizaron muestras as{ como
el estandar a diferente pH, es5 decir sin ajustar el pH
Caproximadamente pH=9) y ajustando a un pH de 6&.8 encontrandose
una di€erencia de wvarianza significativa con un nivel de
significancia de 0-05, ya que se observo que al no ajustar el pH
de la muestra y del estandar se obtienen los diamé&tros de 1los
halos de crecimiento mas pequefios que los que se obtienen al
ajustar el pH a 6-8; por lo que es importante considerar el efecto
del pH sobre todo cuando se tienen férmulaciones mas complejas
donde puede influir alguno de los excipientes dg esta.

Aunque si se analiza el estandar y 1a materia prima sin
ajustar el pH, considerando que ambos tienen un pH similar el
efecto es equivalente.

En base a los resultadés evaluados anteriormente se analizaron
cada uno de los parametros para esta validacidn.
3+1+1. Linealidad del método. Se observa relacidn entre la

cantidad adicionada y 1la cantidad recuperada, a pesar de haber
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obtenido una pendiente diferente de uno y la ordenada al origen
diferente de cero, por 1lo que no puede ser considerada una
relacién ideal, pero se tiene un coeficiente de correlacién de
0.998 que nos indica que el método es lineal satisfactoriamente
aunque se tenga una falta de ajuste, al llevar a concentraciones
menores de 80 y mayores de 120 % hay tendencia a perder
linealidad.

Z.1:.2.Exactitud del método. Hay suficiente evidencia para decir
que el mé&todo es exacto conm un nivel de significancia del 0.0S5-
Encontrandose un coeficiente de variacién (0.61%) mucho menor del
que se establece como criterio de aceptacién para un método
microbioldgico (S%) y un intervalo de recobro de 99.195 a 100.06 %
que incluye el valor real de la media (u = 100%)-

3-1-3. Precision del método- Se establece que el promedio de
vecobro en el método de analisis para materia prima es de 99-101%,

con una desviacidn estandar menor o igual al 1%.

Analizando 1los resultados obtenidos se encontro una
desviacién estandar de 0-608, y una X? calculada menor que ﬁ
de tablas, por lo anteriormente expuesto el métndo analitico se
considera preciso-

3-1.4. Reproducibilidad del método. El criterio que generalmente
se establece para que un métode pueda considerarse reproducible es

que no exista efecto del analista, el dfa ni la interaccién ana-~
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lista—dfa. Basandose en la evaluacién estadistica de un analisis
de varianza, donde F cal. < F tab.

Analizando los resultados obtenidos, podemos decir que el
‘mé&todo analftico bajo estudioc es reproducible, ya que no existe
efecto del analista, dia ni la interaccién analista—dia.

3.1.5. Especificidad del método- Para comprobar la especificidad
del meétodo se dpto por realizarla con un placebo de un
polivitaminico con los activos mas comunes en estas formulaciones,
encontrandose que no se obtenia respuesta del microorganismo en el
placebu; El método analitico es capaz de detectar la sustancia de

interés en polivitaminicos sin presentar interferencias.
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ESTA TESIS R§ BEBL
SAUR BE A ESBLIOTECE
4. CONCLUSIONES

Los objetivos propuestos en este trabajo se cumplieron
satisfactoriamente .

En base a los resultados obtenidos del estudio de
validacién para la cuantificacién del Acido fédlico (materia prima)d
se concluye que el método microbioldgico cilindro-—-placa presenta
buena reproducibilidad, repetibilidad, exactitud y linealidad a
pesar de la falta de ajuste (hacia los extremos de 1la recta) a
concentraciones mas bajas y altas a las propuestas en este trabaijo

por lo que se considera que el método es confiable.

59



%. PROPOSICIONES

Se propone continuar el estudio de validacidn para 1la
‘cuantificacidén del Acido félico en polivitaminicos por este
método, en las formas farmacéuticas que con mayor frecuencia sean
recibidas en el Laboratorio Nacional de Referencia de la
Secretaria de Salud.

AdemAs se sugiere realizar las diluciones con una solucidn
amortiguadora para mantener el pH &ptimo (pH=6.8), después de
disnlvef el Acido F&lico con el Hidrédxido de Amonio 3:2 v/v. para

obtener un buen crecimiento del microorganismo-
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APENDICE GENERAL

a-1i Exactitud

Se propone la siguiente hipdtesis

Ho: p = 1@6x
H,1 B # 100

Estadigrafo de contraste

X - 100

T

Area de aceptacidn

t «/2 < t caleulada < t 1-x/2

Criterio de aceptacion

§i ”t” caleculada entra en el area
de aceptacion se acepta Ho



a-2 Precisidn

Se provone la siguiente hipdtesis

Ho: go = 1%
H,t oo > 4%

Estad{grafo de ocontraste

2

x2=(n-1) s
i 2
) <

Area de aceptaocidn

2 2 2
<
i <72 ¢ xi xi 1-«/2

Criterio de aceptacidn
2 . 2
Si Xi caloulada es ¢ k‘ de

tablas se dice que el método
es preciso.



a=3 Linealidad <(para la ordenada al origen)

Se propone la siguiente hipdtesis

Hos Az @
Hys A B

Estadf{grafo de oontraste

A -~ fo

t =
loul ada 2
ocalou i

Sy/x z
nE(x‘- x?

2
(Eyd (Ex ) = (Ex) (Exy)

odloulo de A = 3 —2
néEx » - ()

céloulo del error tipioo Sy/x

§9/x = Sys/x - \|
n -2

2
<2y - -
Susx = \l ¥ mz:> BCExY)




Area de aceptacidn

t /2 ¢ t caloulada ¢ t 1-x/2
< = @.05

Criterio de aceptacidn

Si ”t” caloulada cae dentro del drea
de aceptacidn, se considera que el
método tiene una ordenada cercana a
oero.

Intervalo de confianza

z
A%t 1-x/2 . Surx X

nZ(xi— x)'3



2~3.4 linealtdad (para la pendiente)

Se propone la siguiente hipétesis

Hot Bo = 1
H,1 Bo # 1

Estad{grafo de contraste

B ~ Bo) $x Yn -1

§y/x

t =
catoulada

Para t de tablas
g.le = n -2
« = 8.8%

n¢Exy) - (Ex) (I

céloulo de B = P 2
nCEx Y = (Zx)

odloulo del error tipico Sysx
Su/x = Susx . \I
n 2

\J(qu) ~ R(EY> - B(Exy)
n

Su/x =



Criterio de aceptacidn

St "t” oaloulada ocae dentro del 4rea
de aceptacién, se oconsidera que el
método tiene una pendiente cercana

a uno.

fntervalo-de oconfianza
Sy/x

$x \ln -1

Bttt i-x/2 .



Tabla A-6

PERCENTILES DE LA DISTRIBUCION N-CUADRADO*

Ly 23,0008 %3008 X.or %.ors Lo Xiae  Xoas  Xiao

300393 0.0000393 Q.000157 0.000982 0.00393 0.0158 0.0642 0.148

2 00 .0100 0.0201 0.0506 .10, 0.241 0.446 0.713

. 3 .0747 0.118 Q.216 .35, 0.584 1,005 1.424

4 X 9 ,207 0.297 0,484 .71 1.004 1.64% 2.195

3 1412 0.554 0.831 14 1.610 2,343 3,000

299 .676 0.872 1.237 635 2.204 3.07 3.828

L4BS 989 1.239 1.690 . 167 2.8)3 3.82 4.674

L7TH0 2344 1.646 2.180 133 3.490 4,594 5.527

.972 735 2.088 2,700 325 4,168 5,38 6.393

i .265 L 156 2.558 3247 940 4,865 6.7 1.267

.587 2.603 3.053 3,816 4,57 5.578 6,989 8.148

934 3.074 3.57% 4.404 221 6.304 7.807 9.014

305 3.565 4.107 5.009 89 7.042 8.634 9.926

.697 4,075 4.660 5.629 57 7.790 9.467 10.821

.108 4,601 5.229 6.262 26 R, 547 10.307 11,721

6 3.536 .42 5.812 6.908 962 9.312 1,152 12,624

7 3.980 697 6.408 7.564 672 10.088 2.00 13.531

8 4.439 . 265 7.015% 8.23) .390 10.865 2,85 14.440

9 4912 . 844 1.633 8,907 10.117 11.651 A7 15.352

{ 5.398 434 8.260 9.591 10.851 12,443 4,571 16.266

.896 .03, 8.897 0,283 11.59 3.240 5.445 17.182

405 .64, 9.542 0.982 12.3) 4.041 6.314 18.10%

924 L 264 10.196 1.688 13.09 4,848 7.187 19,021

453 B8 10.856 2.401 13.84 5.659 8.062 19.94)

991 10.52¢ 11.524 3120 14.61 6.473 8.940 20,867

.538 11,161 12.198 3.844 15.379 1.292 9.82 21.792

.093 11.80 12.879 4,573 16.151 8.114 0.70. 2219

.656 12.46 13.565 5.308 16.928 8.939 1.58 21.647

10.227 13.12 14,254 6,047 17.708 9.768 2.47 24,577

§0.804 13.78 14,953 6,791 18.493 20.599 3.36. 25.508

3. 13.788 17.192 18,509 20.56% 22.465 4,797 7.836 30.178

4 16.906 20.707 22,164 24,433 26.509 9.051 2.345 l4.872

4 20.136 24314 25.901 28.366 30.612 3.350 6,884 39.585

5 21.46t 27.99¢ 29.707 32,357 34.764 7.689 41,449 44.313

6 30.340 35.538 37.485 40.482 43.188 6.459 641 53.809

37.467 43,27 45,442 48,758 51.739 5.329 59.898 61.)46
44.791 5117 53.540 7.153 60,391 4,218 69.207 72,

2.276 59.1 61.754 $.647 9.126 3.29¢ 78.558 82,511

1 59.897 67.32 70.065 4,222 71930 2.358 87.945 92.129

1 75.468 83.85: 86.924 1.573 95,705 100,624 106.806 111.419

140 1.393 100,658 104,038 109.137 113.659 119029 125.758 130.766

160 107.598 117.680 121.346 126.870 131.756 137,546 144,783  150.158

180 124.033 134,885 138.824 144,741 149.969 156.153  163.868 169.568

200 140.661 152.241 156.432 162.728 168.279 174.838  183.003 183.049
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Tabla A'-é (comtinuacion)

PERCENTILES DE LA DISTRIBUCION JI-CUADRADO

e X Koo LT E X303 an X3.an Xm

1 0455 0.708 £.074 1.642 2.706 3.841 5.024 6.615 7.879 12,116
2 1.386 1.833 2.408 3219 4.605 5.991 7.378 9,210 10.597 15.202
L] 2.366 2,946 .665 4,642 6.251 1.815 9,348 11,345 12.838 17,730
4 3,387 4,045 4.878 5.989 1779 9.488 11.143 12.277 14.860 19.998
5 4,351 5.132 6.064 7.289 9-236 11.070 12,832 £5.086 16.750 22.105
6 5.348 6.251 7231 ° 8.558 10.643 12.592 14.449 16.812 18.548 24.10)
7 6.346 7.283 8.183 9.803 12,017 14.067 16.013 18.475 20,278 26.048
8 7.344 8.351 9.524 11.030 13.362 15.507 17.535 20.090  21.955 27.868
9 8.343 9.414 10.656 12.242 14.684 16919 19.023 21.666 2).589 29.666
10 9.342 10.473 11.78¢ 13.442 15.987 18.307 20.483 23.209 25.188 31419
11 0.341 11.530 12.899 14.631 17.275 19.675 21.920 24.725 26,757 33.136
12 1.340 12,584 14.011 15.812 18.54% 25026 23.336 26.217 300 34,821
13 2,340 13,636 15.119 16.985 19.812 22.362 24.736 27.688 29.819 36.478
14 3,339 | 14.685 16.222 18.151 21.064 21.685 26.119 29.141 30319 38.109
15 4.339 15733 17.322 19.311 22,307 24.996 27.488 30.578 32.601 9.719
16 5.338 16.780 18.418+ 20.465  2).542  26.296  28.845 32 34.267 41.308
17 6.318  17.824 19.5E1 21.615 24.769 27.587 30.191 33 35.718 42.879
18 7.338 18.868 20,601 22.760 25.989 28.869 31.526 34.805 37.156 44.434
19 8.338 19.910 21.689 23900 27.204  130.144 32,852 36.191 38.582 45973
20 9.337 20.951 22.775 25.038 28.412 410 34.170 37.566 39.997 47.498
21 20337 21.991 23.858 29.6t5 326N 35.479 18932 4140 49.010
22 1,337 23.031 24.939 30.813 33.924 36.781 40.28% 42,79 50.511
23 2,337 24.069 26.018 007 3572 38.076 41.638 44,18

24 3,337 25.106 27.096 31196 36.415 39.364 42.980 45,551 53.479
25 4,337 26.143 28.172 34382 37.652  40.646  44.314  46.92 54.947
26 5,336 27179 29.246 35.563 38.885 41.923 64. 48.29 56.407
27 6.316 28.214 30.319 36,741 40.113 43.194 46,963 64 57.838
28 7.336 29.249 31.391 7.916  4]1.337 44.461 48,278 50.95.

29 28.336  30.283 32.461 39,087 42,537  45.722 2,33 60.73
30 9.336  31.316 33.530 40.256  43.713 46.979 50,892  51.67 62.161

2 . . . . . . 9.4 89.561
60 50335 620135 5225 68972 74.397  79.082 831208 88319 91.952 102695

70 69.334 72,358 75689  79.7iS  85.527 °90.531 95.023 100.425 104.21 115,577
80 79334 82.566 86.120 90.405 96,578 10]1.879 106.629 112329 116.32t J28.261
90  89.334  $2.761 96.524 101.054 107.565 113.145 118.136 124.116 128.299 140,783
100 99.334 102946 106.906 111.667 118,498 124342 129.56] 135.80 140.16! 153,165
120 119,334 123.289 127.616 132,806 140.233 146.567 ~ 152.211 158.950 163.64 177.602
140 139,334 143.604 148.269 15).854 161.827 16B.613 174.648 18i.840 186.846 201.682
160 159, 161,898  168.876 174.828 181311 190.516 96.91$ 204,530 209.824 225.480
180 179.334 184,173  189.446 195.743 204,704 212,304 219.044 227.056 232.620 249,048
200 199.334 204.434  209.985 216.609 226.021 233.994 241.058 249.445 255264 272.422

* Los datos de ¢sia 1abis t¢ han tomado, con permiso, de Docwnenia Geigy Scientific Tables, 61h Ed., pp. 16-39,
Geigy Pharmaceuticals, Division of Geigy Chemical Corporation, Ardstey, N.Y. and Hald, A. and Sinkback, S. A., <A Table
of Percentage Points of the g Distributi Sk, k 33, 168-175, 1950.




a-4 Reproducibilidad

Tabla de anflisis de varianza (ANADEVR) para factores aleatorios
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Tabla A-S

PERCENTILES DE LA DISTRIBUCION ¢ *

¢l fa.e0 fo.10 fo.a0 fo.00 To.n fo.01s tes to.ns
1 0.3250 0.7270 1,376 3.078 6.3138 12.706 31.821 63.657 636.619
2 0.2885 0.6172 1.061 1.886 .9200 4.3027 6.965 9.9248 31.598
3 0.2766 0.5840 0.978 1.638 2.3534 3.1825 4.541 5.8409 12.924
4 0.2707 0.5692 0.941 1.533 2.1318 2.7764 3.747 4.6041 8.610
s 0.2672 0.53%8 0.920 1.476 2.0150 2.5706 3,365 4.0321 6.869
& 0.2648 0.5536 0.906 1.440 1.9432 2.4469 3.143 7074 5.959
7 0.2632 0.5493 0.896 1.415 1.8946 2.3646 2.998 .4995 5.408
8 0.2619 0.5461 0.889 1.397 1.8595 2.3060 2.896 .1554 5.041
9 0.2610 0.5436 0.883 1.383 1.833) 2.2622 2.821 .2498 4.781
10 02602 0.5416 0.879 1.372 1.8125  2.2281 2.764 3.1693 4.587
11 0.2596 0.5400 0.876 1.363 1.7939 2.2010 2.718 .1058 4.437
12 0.2590 0.5387 0.873 1.356 1.7823 2.1788 2.681 0545 4.318
13 0.2586 0.5375 0.870 1.350 1.7709 2.1604 2.650 0123 4.221
14 0.2582 0.5366 0.868 1.345 1.7613 2.1448 2.624 .9768 4.140
15 0.2579 0.5358 0.866 1.341 1.7530 21315 2.602 2.9467 4.073
16 0.2576 0.5358 0.865 1.337 1.7459 2.1199 2.583 2.9208 4.015
17 02574 0.5344 0.863 1.333 1.7396 2.1098 2.567 8982 3.965
18 0.2571  0.53183 0.862 1.330 1.7341 2.1009 2.552 8784 3.922
19 0.2569 0.5333 0.861 1.328 1.7291 2.0930 2.539 .8609 3.883
20 0.2567 0.5329 0.860 1.325 1.7247 2.0860 2,528 .8453 1.850
21 0.2566 0.53285 0.859 1.323 1.7207 2.0796 2.518 2.8314 3319
0.2564 0.5321 858 1.321 LN 2.0739 2.508 2.8188 31792
23 0.2563 0.5318 0.858 1.319 1.7139 2.0687 2.500 2.907 3.767
24 0.2562 0.5315 0.857 1.318 1.7109 2.0639 2.492 2.7969 1745
25 0.2561 0.5312 0.8%6 1.316 1.7081 2.0595 2.485 2.7874 3.725
26 0.2560 0.5309 0.836 1.315 1.7056 2.0555 2.479 2.7787 3.707
27 0.2559 0.5307 0.855 1.314 1.7033 2.0518 2473 2.7707 3.690
28 0.2558 -0.5304 0.855 1.313 1701 2,0484 2.467 2.7613 1674
29 0.2557 0.5302 0.8 1.311 1.6991 2.0452 2.462 2.7564 659
30 0.2556 0.5300 0.854 1.310 1.6973 2.0423 2.457 1616
3s 2553  0.5292 0.8521 1.3062 1.6896 2.0301 2.438 2.7239 3.5919
40 2550 .5286  0.8507 1.303 1.6839 2.0211 2.423 2.704 3.5511
45 2549 0.5281 0.8497 1.3 1.6794 2.0141 2.412 2.6896 1.5207
50 2547 0.5278 0.8489 1.2987 1.6759 2.0086 2 2.6778 3.4965
60 2545  0.5272 0.8477 1.2959 1.6707 2.0003 2.390 2.6603 l.4606
70 2543  0.5268 0.8468 1.2938 1.6669 1.9945 2 2.6480 3.4355
) 2542 0.5265 0.8462 1.2922 1.6641 1.9901 2.374 2.6388 14169
90 12541 0.5263  0.8457 1.2910 1.6620 1.9867 2.368 2.6316 34022
100 2540 0.5261 0.8452 1.2901  1.6602 1.9840 2.364 2.6260 3.3909
120 12539 0.5258 0.8446 1.2887 1.6577 1.9799 2.358 2.6178 3.3736
140 12538 0.5256 0.3442 1.2876 1.6558 1.9771 2.353 2.6114 3615
160 12538 0.5255 0.8439 1.2869 1.6545 1.9749 2,350 2.6070 33527
180 12537 0.5253 0.84)6 1.2863 1.6534 1.9733 2347 2.603S 31.3456
200 12537  0.5252 0.8434 1.2858 1.6525 1.9719 2.345 2.6006 3.3400

o 02533 05244 08416 1.2816 1.6449 1.9600  2.326 2.5758 3.2905

* Los datos de esta tably ie han tomado, con petmiso. de Documenta Geigy Sctentific Tables, 6th Ed.. pp. 32.35,
Geigy Pharmaceuticals. Division of Geigy Chemical Corporation, Ardsley, N.Y.
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