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INTRODUCCION.

La Validacion de los diferentes procesos de manufactura de
los productos farmacduticos: asi como de los métodos analiticos
para la cuantificacién de  les principios ‘activos de diches
productos. es actualmente un requisito que debe ser realizado en
la Industria Farmacéutica, para asegurar que dicho proceso ¢
método es el m4s adecuado y cumple con las expectativas para las
cuales fué desarrollado.

Por consiguiente el wvalidar los métodos cromatograficos.
quimicos y microbiolégicos utilizados en el Laboratorio de
‘Control de Calidad es un paso que debe llevarse a cabo para
comprobar la efectividad de los métodos de cuantificacién y asi
obtener resultados confiables. que nos asequren que los producfgos
farmacéuticos al llegar a 108 usuarios, presentan un nivel de
calidad ¢ptimo.

En sl presente trabajo se lleva a cabo la validacién de un
métode microbiolégico utilizade para la cuantificacién de
Clorhidrato de Lincomicina en un producto inyectable.

El método ya se encuentra desarrollado y es aplicado en
Laboratorio de Control de Calidad donde se desarrolla el tema y
el objetivo Qe este trabajo es llevar a cabo su validacioén, para
demostrar que la metodologia seguida, cumple con los pardmetros
de validacién establecidos.

El meétodo wmicrobiolégico utilizado para cuantificar

Clorhidrato de Lincomicina es el de Cilindro Placa, por
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congigquiente se lleva a cabo una adecuacion de los puntos
sugerides en una validacidn para poder aplicarlos adecuadamente

en este metodo.

Después de desarrollados todos los puntos de la validacién,
los resultados se tratan estadisticamente para obtener
resultados globales vy conclusiones respecto al trabajo realizado
y asi conocer si sge cumplié con el objetivo que es la
validacién del meétedo de cuantificacidn del Clorhidrato de

Lincomicina.
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LI] ICINA.

NOMBERE GENERICO : Lincomicina. (1)

CHa
H, HO—C —H

£ONH——CH

n—C,H,
SCHy

C18H34N2065

Z—_l"\

peso por mol : 406.53

Forma disponible :

Clorhidrato de Lincomicina Monchidratado
C18H34N206S:HCL:H20, peso por mol : 461.01

Propiedades Fisicas : pKa = 7.92. El Clorhidrato es
facilmente soluble en agua. estable a la luz y al aire. pero
sufre pérdida de la molécula de agua entre 50 °*C y 150 °C.

Arriba de 200 °C ocurre su descomposicién con pérdida del

metil mercaptano. (2)



ASPECTOS DE_SU ESTABILIDAD :

La Lincomicina sufre la hadrolisis del grupo ticalicisido

{catalizada por 4&cido) y la hadrélicis de la funcion amida

{probablemente catalizada por base o por acido}. En medio muy

acido la Lincomicina se deqrada en la misma proporcion gue la

Clindam:cina {estructuralmente casi similar), arriba de valeres

de pH = 1.5 la Lincomicina es tan estable como la Clindamicina.
Cinetica de Reacciones:

La Lincomicina sufre la hidrolisis del grupo tieglicoside y

de la funcion amida de acuerdo a las siguientes reaccicnes:
"
HOCH
Lincomicina "%" —CONH——'CH + Cis SH
(20} OM O OH
OH
'CH:
Ch HO
HyN—CH

L: ncomicing &, ——COoH o
+
SCH3
OH



Ambas reacciones son catalizadas por dcido. La Lincomicina
presenta degradacion en HCL 0.1 N a 70 *C, con un tieﬁ\po de vida
media de 39 horas (Kabs = 4.85 E -6, 1/seg), presentdndo la
reaccién un primer orden.

A 37 *C en HCL 0.1 N la Lincomicina es estable durante 48
horas; Por ello la inestabilidad de la Lincomicina en el estdmago
antes de ser absorbida o durante su formulacién o cuantificacion
no presenta problemas.

Comportamiento frente al pH :

Ha sido confirmado que a pH = 1.1 la Lincomicina tiené un
tiempo de vida media de 39 horas. cagsi muy similar al de la
Clindamicina en las mismas condiciones. El perfil del rango del
pH para la degradacién de la Lincomicina no estd& especificado,
8in embargo, sobre las bases de las reacciones conocidas v los
datos publicados (4.5)., estos nos pueden dar la expectativa de
que la Lincomicina es muy estable (con respecto a su hidrdélisis),
tanto como la Clindamicina a valores de pH arriba de 1.5.

En la regién dcida la hidrélisis del grupo tioglicdsido y de
la funcién amida pueden tener lugar: en la regién alcalina la
hidrélisis de la funcién amida es la reaccion predominante.

Energia de Activacidn: .

Puesto que en medio muy. gcido la Linéomicina y la

Clindamicina presentan comportamientos similares, a pH =1.1 la
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energfa de activacién de Arrhenius para la hidrélisis de la
Clindamicina reportada por Oesterling (6) es 38.0 x 1.2 Kcal/mol
bajo las mismas condiciones. la Lincomicina es probable que tenga
el mismo valor de eneryia de activacion. A altos valores de pH
las reacciones y su cinética de 1los dos compuestos pueden ger

diferentes.

CLASIFICACION.

la Lincomicina A es un antibidtico antibacteriano que junto
a la Lincomicina B, es obtenida de los cultives de Streptomyces
linconensig, variedad lincolnengis NRRL A 2936, También es
producida por Ael Streptomyces _espinosus NRRL 3890, por el
Streptomyceg pseudogriseclus chemovar 1inmuceticu$ NRRL 3985 y el
S. varijabilisg liniabilis NRRL 5618. Este ultimo microorganismo no
sintetiza la Lincomicir;a 'B: el antibiético se purifica y se
utiliza como Clorhidrato.

Esta constitutida por dos partes‘de 9 dtomos de carbono cada
una unidas entre QI por un enlace amidico. Una de las partes es
el trans—i-metil—4-propil-l-prolina, conocida como  4cido
propilhfdrico (PHA), y la otra parte es el metil 6-amino—6-8-
dideoxi~l-tio D-eritro-a-D-galacto—octopiranosidc ¢ metil a-
tiolincoaminida (MTL}.

La Lincomicina A siempre viene acompaffada de un coproducto

de la fermentacidn, llamado Lincomicina B, por su gran parecido
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estructural, la proporcisén de la Lincomicina B producida siempre
es menor al 5%. La unica diferencia entre la Lincomicina A y la

Lincomicina B, es la presencia de un grupo etilo en lugar de un
grupo propilo en la p‘osicién 4 del aminodcido. Se cree que la
formaciéon de la Lincomicina B es una aberracion, ya que el
microorganisme la produce en mucho menor proporcidén que la
Lincomicina A. (7)°

Las estructuras quimicaz de las Lincomicinas A y B. se

muestran en la siguiente figura:

Hs
ﬁ:HS H O-?—H
_-CONH—CH

Ot SCH;,

OH
R : CH3-CH2-CH2- Lincomicina A.

R : CH3-CH2- Lincomicina B.



La Lincomicina cuande se encuentra como base libre es
soluble en metanol. etanol. butanol. isopropancl. etilacetato,
n-butilacetato, amilacetato. acetona, metiletilacetona, isopropil-
mbutilcetona, cloruro de metileno, cloroformo. dicloruro de
isopropilo. (8)

El Clorhidrato de Lincomicina B es muy soluble en agua.
soluble en metanol y etanol y relativamente insoluble en
solventes orgdnicos menos polares.

La Lincomicina B como base. libre es soluble en agua Yy en la
mayoria de leos disolventes orgdnicos. Su peso molecular como base

libre es de 392 g/mol: el pKa reportado es de 7.68. (9}

CLORHIDRATO DE LINCOMICINA.

CH3
CIHs QO%H
- "CoNKTTEH e HCLeH,O
-— OH
CHs OH
SCH3
CH

C1BH34N206S : HCL:H20
peso por mol= 461.01
anhidra peso por mol = 443.0



El Clorhidrato de Lincomicina tiene una potencia equivalente
a no menos de 750 meg. de Lincomicina base por mg.

Estdndar de Referencia : Referencia Estdndar de Clorhidrato
de Lincomicina USP. No necesita secarse antes de su uso.

Identificacion : .El espectro de absorcidn de la Lincomicina
dispersada en aceite mineral. exhibe maximos unicamente a
la misma longitud de onda que un estdndar de referencia primario.
preparado en las mismag condiciones de Clorhidrato de Lincomicina
USP.

Rotacién Especifica : Entre +135 ° y +150 *. calculada sohre

- la base anhidra, en una solucién que contiene 20 mg/ml.
pH : Entre 3.0 — 5.5 en solucidén ( 1 en 10 ).

CLORHIDRATO DE LINCOMICINA INYRCTAELE.

El inyectable de Clorhidrato de Lincomicina es una solucién
estéril de Clorhidrato de Lincomicina en agua para inyeccién,

Este debe contener el equivalente de no menos del 90.0 % y.
no més del 120.0 % de Lincomicina base ( CI18H34N2065. ): esta
presentacién contiene alcohol bencilico como conservador.

pH : Entre 3.0 - 5.5

Estandar de Referencia : Estdndar de Clorhidrato de

Lincomicina USP. No necesita secarse antes de su uso.
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Sustancias Depresoras : Cuando se diluye con solucidn salina
esteril de prueba. para llegar a una concentracién de 3.0 mg de
Lincomicina base por ml, debe seguir los requerimientos de la
prueba para sustancias depresoras ( USP. 101 }. 1a dosis para
esta prueba es de 1.0 ml/Kg.

Pirégenos : Cuando -se diluye en solucidn salina estéril
libre de pirégenos, para tener una concentracién de 0.5 mg de
Lincomi;:ina base por ml. debe seguir 1los requerimientes del
método general para piregenos ( USP . 151 ). la dosis para esta
prueba es de 1.0 ml/Kg.

Esterilidad : Cumple con los requerimientos-de la prueba de
egterilidad ( USP , 71 ), el proceso usado para la prueba es

filtracién por membrana. (10}
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ESPECTRO DE_ACCION.

A concentraciones menores de 0.5 meg/ml. la Lincomicina

inhibe el desarrollo in vitro de: D.pneumoniae qrupo A,
Streptococcus _ pyogenes, Streptococcus _ viridans v Bacillus

anthracig. A concentraciones menores a 2 meg/ml  inhibe el
desarrollo de: Corynebacterium diphtheriae, Clostridium tetani vy
Clestridium perfringeg.

La susceptibilidad del Staphylococcus awreus a este
antibidtico es variable, puede ser sensible a concentracion de
2 mcg/ml, y alrededor del 15% de la especie son sensibles hasta
concentraciones cercanas a 5 meg/ml. El antibiético es altamente

activo para wmuchos tipos de Bacteroides y otros anaerobies.
MECANISMO DE ACCION.

La Lincomicina actua exclusivamente en-la subunidad 50 S de
los ribosomas bacterianos. suprimiendo la formacién de proteinas
bacterianas, mediante la inhibicién de la formacién de los

enlaces peptidicos.
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ABSORCION, DISTRIBUCION Y EXCRECION,

"La Lincomicina es rdpidamente absorbida en el tracto
gastrointestinal, pero no en su totalidad. Los niveles en sangre
gon menores cuando la droga es tomada después de ingerir
alimentos. De 20 % al 35 % de la dosis, cuando se administra por
via oral es absorbida. presentdndo concentraciones plasmaticas
alrededor de 2 a 5 mca/ml, cuando se ha tomado una dosis de
500 mg. Los niveles son mantenidos a la minima concentracidn
inhibitoria para muchos microorganismos gram positivos durante 6
a B8 horas.

Cuando se administra por via intramuscular, el nivel maximo
de concentracién se alcanza a los 30 minutos. Con una dosis de
600 mg cada 12 horas, los niveles mdximos alcanzados son entre 15
y 20 mog/ml.

El tiempo de vida media bioldgico de la Lincomicina después
de una administracion por via oral, intramuscular o intravenosa
es aproximadamente de 5 a 6 horas.

La excrecién urinaria de la Lincomicina y Clindamicina es
limitada y variable: aproximadamente el 5 % de la dosis oral y el
15 % de la dosis parenteral aparecen en la orina.

la bilis puede ser una importante via de excrecién de este
antibistico, ya que aparece en forma activa en las heces, después
de una administracién oral ¢ parenteral, sugiriendo una excrecidn
por la bilis o a través de la pared del intestino o por ambas

partes.
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La Lincomicina es distribuida en fluidos intracelulares.

extracelularés. y es detectable en muchos tejidos humanos.

EFECTOS ADVERSOS.

Fnel 20% dé los casos. la administracion oral de la
Lincomirja puede causar diarrea. evidencias preeliminares sugieren
que la Clindamicina no. y esta es una de las ventajas que tiene
sobre ella. Otros de los efectos indeseables que pueden
presentarse después de una terapia con Lincomicina por via oral
son: estomatitis, nauseas, vémitos, enterocolitis. wrticaria.

Por una terapia parenteral se puecden presentar. aunque muy
raras veces neutropenia, leukopenia y trombopenia, las cﬁales
desaparecen cuando es suspendido el tratamiento. Otros efectos
indeseables son: angioedemia. anafilaxis, fotosensitividad y
problemas cardiopulmonares (después de una rapida infusion

intravenosa).

USOS TERAPFUTICOS.

la Lincomicina es efectiva para infecciones en el hombre
causadas por: Pneumococci, Streptococcus pvogenes (qrupo A).

Streptococcus mitis vy Staphylococcus aureus. La droga es

reportada con uenos resultados contra el acné wvulgar vy

enfermedades supurativas de la piel. ( 11, 12)
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VALIDACION.

La Validacién es la comprobacién de que un proceso o método
analitico, se lleva a cabo y da resultados que cumplen con los
objetivos para los cuales se diseffo.

En la actualidad una parte muy importante del desarrollo de
un método analitico es su validacidén: es decir. que el método
debe ser evaluado para demostrar su efectividad.

El procedimiento para llevar a cabo la validacién es unico y
va de acuerdo a las caracteristicas del procesc o método que se
quiera validar. Pero generalmente los pardametros que son
evaluados en una validacién son: linealidad, presicién
(repetibilidad y vreproducibilidad), exactitud. especificidad y
tolerancia de un método analitico.

E! procedimiento tiene que ser encaminado para gque cubra
tres etapas importantes dé la validacién:

la primera es identificar los parametros apropiados que se
aplicardn en la validacion del proyecto especificamente.

la sequrda es disefiar los experimentos para que se lleve a
cabo la evaluacién de dichos pardmetros.

La tercera incluye la interpretacién de 1los resultados de
acuerdo a los procedimientos que se llevaron a cabo y ast

comprobar si el método se encuentra validado o no.
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Para llevar a cabo una validacién se incluyen los siguientes
parametros:

1.—- Linealidad: Es la medida del grado en el cual la curva
de calibracién analitica se aproxima a una linea recta, o bien el
grado en el cual la sensitividad (T es constante. siendo ésta
ultima la relacidn’ entre la pendiente de una curva de calibracidon
(m) y° la variabilidad de 1los puntos experimentales o error
estandar de regresién (Sy/x):

=m/ Sy

La linealidad de una respuesta obtenida (dreas, altura de
picos, zonas de inhibicién. transmitancia, absorbancia, etc.)
graficadc contra 1la concentracion del principio activo que se
este cuantificando, es evaluada para asegurar una proporcion
directa sobre un rango de trabajo anticipado.

Los. estadisticos utilizados para evaluar este parametro son:
Coeficiente de Variacién de 1los porcentajes de recuperacidén
(CV), coeficiente de correlacion (r 2 0.99 ), pendiente (m),
intercepto de la curva con el éje de las ordenadas (b),
coeficiente de determinacion ( r* 2 0.98).

2.~ Exactitud: Es la concordancia entre un valor determinado
experimentalmente (promedio de la poblacién) y el valor aceptado

como referencia o verdadero.
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Los estadisticos utilizados para evaluar este pardmetro son:
Coeficiente de variacién de los porcentajes recuperados (CV).
dorde: para métodos cromatrogrdficos CV ¢ 2%

para métodos quimicos y espectrofotométricos CV < 3%
para métodos microbiolégicos CV < 5%.

En el intervale de confianza (IC) para la media debe
localizarse el 100%.

También se evalua mediante una comparacién del valor medio
obtenido prdcticamente y el valor tedrico. mediante una prueba
“t" de Student.

3.—- Precision: Es la concordancia entre mediciones repetidas
de una misma propiedad. es decir 1la distribucién de medidas
individuales alrededor de su promedio: se expresa en términos de
repetibilidagd y repr'oducii)ilidad.

Para evaluar la precision del método se realiza el método
completo en seis replicas de una muestra completa : en cambio, la
precision del sistema se realiza para considerar solamente el
error debido al sistema de operacién y no al error atribuido a la
preparacién de la muestra. ‘

Para evaluar este pardmetro se utiliza el coeficiente de

variacién (CV). el cual para el sistema es :
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para métodos analfticos CV < 1.5%
para métodos microbioldgicos CV £ 5%.
Y para el métcdo es de :
para métodes cromatogrdficos CV ¢ 2%
para métodos microbiolégicos CV ¢ 5%
para métodos quimicos y espectrofotometricos
CV ¢ 3%.

" 3.1.- Repetibilidad : Es la precisién de un método expresada
como la concardancia obtenida entre deteminacio-nes
independientes  realizadas por un analista, utilizando la misma
técnica y aparato para la cuantificacién respectiva.

Para evaluar este parametro se utiliza el coeficiente de
variacién (CV) con los criterios de acuerdo al método utilizado
segun lo referido anteriormente en el inciso No. 3.

Ademas se utiliza la prueba "t de Student , para hacer una
comparacién entre la media de los porcentajes obtenidos
practicamente y la media del valor tedrico.

3.2.—~ Reproducibilidad : Es la precisién de un método
expresada como la concordancia entre determinaciones realizadas
por diferentes analistas. en distintos dias., 1llevando a cabo la
misma técnica analitica, en el mismo o en diferente laboratorio,

con el mismo equipo o con otro diferente.
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Para evaluar este pardmetro se utiliza el coeficiente de
variacidén (CV) con los criterios de acuerdo al método usado.
sequn lo referido anteriormente en el inciso No. 3.

Tambien Se evalua mediante una comparacién de las medias de
los resultados obtenidos por ambeg analistas, mediante una prueba
“t" de Student.

4.~ Especificidad : Es el grado en el cual la medicion o
respuesta se debe a la sustancia a ser determinada y no a otras
sugstancias, estas sustancias incluyen excipientes., contaminantes
y productos de degradacidén. En un método indicador de
estabilidad se debe demostrar que la degradacién de broductos no
interfiere en la respuesta dada por la sustancia que se esta
cuantificando.

Cuando se demuestre que la respuesta analitica obtenida solo ]
se debe a la sustancia de interés, el método se 1lamard
especifico y podrd ser'ut';lizado como indicador de estabilidad.

5.- Tolerancia del sistema : En este pardmetro se determina
como se afecta la cuantificacién de la sustancia de interes
cuando se varia una condicién de operacién determinada. Fara el

método de Cilindro Placa se puede variar:
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~ Leos medios  de cultivo utilizados para la capa base o para
la capa siembra.

~ la cantidad de microorganismo usada para la prueba.

— El tiempo en que sSe puede usar la solucidén en donde se
enéuen\:ra la sustancia de intergs sin que ésta sufra cambios
gignificativos ( Estabilidad de la muestra analttica).

- El tiempo de incubacion de las cajas petri con el
microorganismo inoculado. antes de leerlas,

5.1.- Estabilidad de la Muestra Analitica. En este pardmetro
56 establece el periodo de tiempo en que la muestra en solucién
puede mantenerse antes de analizarse sin exponer la exactitud
del método.

El criterio para evaluar este parametro estd dado por la
comparacidn entre la media del porciento recuperado del primer
andlisis con la media del porciento recuperado del segundo

-analisis y/o con la del tercer anslisis si es que 1lo
hubiese.mediante la "t de Student ; y asi con la informaciédn
obtenida establecer las condiciones de almacenamiento adscuadas

para las puestras. (13, 14)



CAPITULO IIl. PARTE EXPERIMENTAL
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MATERIAL Y EQUIPO UTILIZADO EN LA CUANTIFICACION DE CLORHIDRATO
DE LINCOMICINA MEDIANTE LA TECNICA DE CILINDRO PLACA.

a) Material Bioldgico.
— Medio para antibidticos No. 1 (Bioxon)
— Medio para antibisticos No. 11 (Bioxsén)
— Medio de Caldo Soya Tripticasefna (Bioxon)
— Micrococcus luteus. ATCC. 9341 (UC. 130 )
— Solucién Reguladora de Fosfatos pH= 8.0 % 0.1 : (0.1 M)

- Solucion Salina Isoténica al 0.85 % ( 5.5.1. )

b) Material para la técnica.
— Cajas petri de vidrio de 20 mm de profundidad * 100 mm de
didmetro (aproximadamente).
-~ Cilindros met&licos de 6.0 mm de didmetro * 10 mm de
largo.Cada dimensién tiilsne una tolerancia de = 0.1 mm
— Varillas metdlicas con capacidad aproximada para 50
cilindros.
— Vdlvulas para llenado de cajas petri.
— Jeringas estériles de 5 ml y 20 ml.
~ Micropipeta con una capacidad de 200 mcl - 1000 mcl.
— Matraces Erlenmeyer con capacidad de 500 ml y 1G00 ml,
— Pipetas volumétricas t.:on capacidad de 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml y
S ml.

— Pipetas graduadas con capacidad de 10 ml.



— Matraces aforados con capacidad de 25 ml, 50 ml y 100 ml.
— Frascos viales con capacidad de 30 ml y 50 ml.

-~ Tubos de vidrio de 22 mm de didmetro * 190 mm de largo.
- Botellas de Roux.

- Mechero,

-~ Asa Bacterioldgica.

— Perilla de Seguridad.

c ipo e Instrumental la_prueba.

Autoclave.

Incubadora con una temperatuwra entre 32 *C — 35 °C.

Lector de zonas de inhibicién (halos).Fisher — Lilly o equipo
similar.*

— Balanza Analitica.

— Colocador de cilindros manual.

— Refrigerador.

— Espectrofotometro (UV/VIS).

* Se utilizé para la prueba el Fisher -Lilly.

21
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PROCEDIMIENTO SHGUIDO PARA LLEVAR A CABO LA METODOLOGIA.

~ Preparar y esterilizar el medioc para la capa base y para
la capa siembra de acuerdo a las instrucciones del marbete de
los medios. )

- Envolver las cajas petri vacias y las valvulas. llenar
las varillas metdlicas con log cilindros: esterilizar todo en
la autoclave a 121 °C durante 35 minutos.

- Enfriar el medio de la capa base a 48 *C aproximadamente.
llenar ias cajas petri en zona de mechero, agregar 21 ml
de capa base a cada caja. Colocarlas sohre una superficie plana
y dejar que solidifiquen.

— Enfriar el medio de la capa giembra a 45 °C - 48 'C-
aproximadamente, y agregar la cantidad del! wmicroorganismo
(Micrococcus luteus) en suspensién requerida, con una jeringa
estéril; mezclar perfectaﬁent:e y agregar a cada caja 4 ml del
medio inoculado en zZona de mechero. extender perfectamente sobre

la capa base y dejarlas solidificar sobre una superficie plana.

— Con el colocador de Cilindros. colocar 6 cilindros en cada
caja.

~ Con micropipeta. agregar a cada unc de los cilindros 300
mcl de la muestra.

* — Para cada punto de la curva estardar o de cad.a muestra
se ocupan 3 cajas. llendndose cada una de acuerdo a la_ figura

v,
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figura “A"

a = aqui se coloca la solucion estdndar que tiene 1la
concentracion que equivale al 100% . '
b = aqul se coloca la solucién estandar del punto de la curva

correspondiente o la muestra .

-~ Meter las cajas en la incubadora a una temperatura de 32

‘C - 35 °C: durante 18-24 horas.
- Después del tiempo de incubacion. leer los halos de
inhibicidén; para proceder a realizar los calculos respectivos y

obtener los resultados experimentales.



DIAGRAMA DE BLOQUES PARA LA PRUEBA.

Preparacién y esterilizacidn Preparacion y esterilizacién
de medios (capa base y capa de material para la prueba,
siembral.

l

[ Llenado de capa base.agregando 21 ml a cada caJa’

y dejando solidificar sobre superficie plana.

l

Inocular la capa siembra con la suspension del Mij

luteus, UT. 130,agregando la cantidad requerida
para la prueba.

Llenado de capa siembra.agregando 4 ml! a cada
caja.,extender perfectamente sobre la capa base
y dejar solidificar sobre superficie plana.

—

Colocacion de los 6 cilindros Lienado de los cilindros
on cada caja. con las muestras respec-—

tivas (de curva estandar
o muestra,segun sea el
‘caso).

[fncubacién de las cajas (32 "C-35 ‘C) durantiJ
1

8 — 24 horas.

[Lectura de T1os halos de inhibicion.]
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PREPARACION DEL MICROCOCCUS IUTEUS ATCC. 9341 UTILIZADO EN
EL METODO DE CUANTIFICACION.

- Aﬁrir en zona de mechero una ampolleta que contenga el
Micrococcus luteus ATCC. 9341, y pasar el contenido a un matraz
que contiene 300 mi de TSB (Caldo Soya Tripticaseina), e
incubarlo durante 24 horas a una temperatura de 32 °*C-35 °C.

~— Preparar Botelias de Roux con 250 ml cada una, de medio
para antibidticos No. 1.

— Preparar tubos de 22 mm de didmetro * 190 mm de largo con
25 ml cada uno, de medio para antibiéticos No. 1.

— Esterilizar las Botellas y los tubos a 121 °C durante 15
mimutos ( 15 libras de presion).

- InClinar las Botellas y los tuboa para que golidifiquen y
la superficie de contac?o con el agar sea mayor.

— Sembrar en zor.\a de mechero con asa bacteriolégica el
Micrococcus luteus del matraz con caldo a los tubos con agar
inclinado.

- Incubar los tubos durante 24 horas a 32 "C-35 °C.

- Después de la incubacidén. resusperder el crecimiento de un
tubo con 3 ml de solucién salina isoténica al 0.85%
(previamente esterilizada), y pasarios a una Botella de Roux:
distribuir perfectamente sobre toda la superficie . incubar .la
botella a 32 *'C-35 *C durante 24 horas.
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- Después de la .:incubacion de la Botella de Roux,
resuspender el crecimento con 50 ml de solucién salina
isoténica al 0.85% y pasar todo el resusperdido a un vial.el
cual se tapa. Esta ser& la suspensién del microorganismo que se
utilizard para inocular la capa siembra.

— La suspensién "terdra una caducidad de 2 semanas en
mfrigeracién. después de las cuales se preparardn nuevas
suspengiones para poder ser usadas.

- la estamdarizacién de la suspensién se hace de 1la
giguiente manera:

De acuerdo a la F.E.U.M. Quinta Edicién la suspensién se
estandariza realizando una dilucién de ella, a una proporcién
1:40 y leyendo la transmitancia a una longitud de onda = 580
nm, en un Espectrofotometro adecuado.Si la lectura obten:fda es
del 25% de transmitancia, la suspensién se puede utilizar, si
no, ajust".ar la suspensidn hasta que la dilucién recomendada deé la

lectura de transmitancia sefialada.

* Ajuste de la suspension: a) Si la suspensién presenta una
transmitancia menor, se debe diluir. agregando sclucidn salina
isoténica al 0.85% estéril.

b) Si la suspension presenta una transmitancia mayor, se debe
concentrar, agregando mds Micrococcus luteus, de acuerdo al

procedimiento.



DIAGRAMA DE BLOQUES PARA LA PREPARACION DEL MICROORGANISMO.

Inoculacion de ampolleta del
M.luteus al caldo TSB.e in-

cubar 24 horas (32 °*C-35 "C).

Siembra del desarrolilo en
el caldo a los tubos con
medio inclinado No, 1.
con _asa bactericlégica.

Incubacion de 1os tubos durante 24 horas a unéAJ
temperatura de 32 “C-35

5.8.1.
de Roux.conteniendo

Arrastre del crecimiento de uno de los tubos con 3 ml de
al 0.85% y ese resuspendido pasarlo a una Botella
250 ml de medio No.
extenderlo perfectamente por toda la superficie del agar.

1 salidificado.y

Incubacién de la Botella de Arrastre del crecimiento
Roux durante 24 horas a una de la Botella de Roux

temperatura de 32 *C-35 *'C.

con 50 ml de $.5.1. al
0.85% a un frasco vial.

tometro a 580 nm.

Realizar une dilucién 1:40 con 5.S.1.esteril de esa
suspension y leer la transmitancia en un Espectrofo-

T

&

3

Si 1a lectura es del 25%
de transmitancia usar la

suspension del micreorganismo.

Si la lectura no es del

25% de transmitancia
ajustar la suspensién
antes de usarla.




28

PREPARACION DEL. ESTANDAR.

Curva egtandar.

— Pesar el estdandar primario de Clorhidrato de Lincomicirﬁ
potencia del 87.6%, para preparar una solucién patrén que tenga
una concentracién de 1000 mcg/ml.

- A partir de esa solucién patrén, se hacen las diluciones
necesarias, para finalmente tener S soluciones estdndares con las
giguienteg concentraciones cada una :

3.2 mcg/ml que equivale al 64% de la concentracién.
4.0 mcg/ml que equivale al 80% de la concentracién.
5.0 mcg/ml que equivale al 100% de la concentracién.
6.25 mcg/ml que equivale al 125% de la concentracién.
7.8 mcg/ml que equivale al 156% de la concentracidn.

— Todas 1as diluciones y aforos se hacen con Solucién
Reguladora de Fosfatos pH = 8.0 + 0.1 (0.1 M).

— Con estas 5 soluciones estdndares se corre la curva
estdndar, en la cual se llenan 3 cajas de cada concentracién de

acuerdo a la figura "A", dibujada anteriormente.

Preparacién de la_muestra.
— Las muestras trabajadas para cualquier pardmetro de la

validacién se preparan unicamente mediante diluciones hasta
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llegar a la concentracioﬁ requerida. La concentracidén requerida
al hacer las diluciones es la de 5.0 mcg/ml = 100%. Realizar las
diluciones correspordientes de la muestra inyectable (300 mg/ml)
para llegar a la concentracién del 100% y poder comparar esta.
con una solucién estdndar que contiene la misma concentracidén y
asi poder calcular su botencia.

~ Las diluciones y aforos se hacen utilizando Solucién

Reguladora de Fosfatos pH = 8.0 + 0.1 (0.1 M).

* FORMULA CUALITATIVA — CQUANTITATIVA.
MAREETE:

Clorhidrato de Lincomicina 300 mg.

Vehiculo c¢.b.p. 1 ml.




VALIDACION DEI METODO MICROBIOLOGICO.

EVALUACION DEL SISTEMA.

LINEALIDAD: Esta prueba se realizé para asegurar que el
rango de. concentracién de Lincomicina trabajado. da una respuesta
lineal. Llevdndose a cabo mediante el an&lisis por duplicado de
soluciones estdndares de Lincomicina. las cuales tienen una
concentracién del 64%, 80%. 100%, 125%. 156%. del valor normal de
andlisis.

las tablas No. 1 y 2 muestran los resultados obtenidos y dan
origén a las grdficas 1 y 2, y al andlisis estadistico para
demostrar la linealidad del sistema.

PREX':ISICN: Esta prueba se realizé analizando seis soluciones
estdndares de Lincomicina con una concentracién del 100% del
valor normal de andlisis; tomdndose tres soluciones a partir de‘
una solucién stock preparada un dia, Yy las otras tres ’
soluciones, a partir de otra solucidén stock preparada otro dia
diferente.

Los datos obtenidos en ésta parte se encuentran en la tabla

No. 3 con el andlisis estadistico correspondiente.
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EVALUACION DEL METODO.

LINEALIDAD: Se determind analizando tres placebos a los
cuales se les adiciond Clorhidrato de Lincomicina a tres
diferentes concentracic;nes 80% , 100% y 125% del valor normal de
andlisis ; y de cada concentracién se prepararon tres muestras
diferentes, las cualez fueron analizadas el mismo dia, por el

mismo analista.

La tabla No. 4 vy la grafica No. 3 muestran los datos
obtenidos en esta parte y el andlisis estadistico

correspondiente.

PRECISION :

A) REPETIBILIDAD. Se realizé analizando seis muestras de un
mismo lote de! producto, el cual tiene el 100% de 1la
concentracidn normal de andlisis. Las muestras fueron analizadas
por un nismo analista, en un mismo dia.

Los resultados obtenidos se encuentran en la tabla No. ‘5.

presentdndose el andlisis estadistico correspondiente.
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B) REPRODUCIBILIDAD. Esta prueba se realizé analizando seis
muestras de un mismo lote del producto, dos analistas diferentes.
durante dos dias diferentes., realizando el andlisis de tres
muestras cada analista por dia.

Los r;asultadoe obtenidos se muestran en la tabla No., 6

presentdandose después el andlisis estadistico corresporndiente.

EXACTITUD AL, 100% . Esta prueba se realizé analizando seis
placebos, a los cuales se les adicion¢ Clorhidrato de
Lincomicina.

Realizdndose seis pesadas individuales. las cuales
corresporden al 100% de la concentx;acion normal de andlisis. Este
andlisis se realizé en las mismas condiciones de operacién
( mismo analista, mismo dia).

los resultados se presentan en la tabla No.7. con el

andlisis estadistico correspordiente.

ESPECIFICIDAD. Esta prueba se realiz¢ considerando que el
método es utilizado en control de calidad: que el Clorhidrate de
Lincomicina ., no presenta productos de degradacion. en las
condiciones de produccion en las cuales se realiza, ni tampoco

con las condiciones en las cuales se cuantifica.



Por lo tanto unicamente se analizaron tres muestras
individuales del placebo preparado para conocer s8i éste no
presenta actividad inhibitoria en el desarrollo del
microorganismo de prueba, y asi comprobar la especificidad del
método: es decir gque 1la inhibicién en el desarrollo del
microorganismo unica y exclusivamente se debe a la actividad de
la Lincomicina. cuando ésta se encuentra presente.

El resultado obtenido de esta parte se presenta en la tabla

No. 8.

TOLERANCIA DEL, SISTEMA:

— ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA. En esta parte se
prepararon seis muestras de un lote del producto, el cuil
contiene el 100% de la concentracién normal de analisis.

Esas seis muestras fueron analizadas el mismo dia de su
preparacién y después se guardaron ya preparadas : una parte de
cada muestra en el refrigerador y la otra parte se dejé a
temperatura ambiente, durante 24 y 48 horas y se analizZaron bajo
las mismas condiciones de operacidén, después de cada tiempo. '
Los resultados obtenidos se muestran en las tablas No. 9, 10

¥y 11, con el andlisis estadistico correspordiente.



CAPITULO Illl. RESULTADOS



LINEALIDAD DEL SISTEMA

ESTANDAR:CLORHIDRATO DE LINCOMICINA. CORRIDA #1
MICROORGANISMO:MICROCOCCUS LUTEUS. ATCC:9341
DATOS DE LA CURVA

CONC.(%) 64.00 | 10000 | 80.00 | 100.00 | 125.00 | 100.00 | 156.00 | 100.00
Ln.Conc 416{ 461 438] 461 483( 461 505{ 461
CAJANo. DIAMETRODEZONA | DIAMETRODEZONA | DIAMETRODEZONA | DIAMETRODEZONA
1 1820 2020 1940 2040 21.00| 2060| 2220| 2040
2 1840 2080 1920: 2020 2140| 2060| 2200| 2080
3 1860, 2060; 1900, 20.80( 21.60; 2040} 2240 2020
4 1880 2040 1960) 2040 2120] 2020| 2260; 2080
5 1860| 2060| 1900; 2060| 2140; 2080{ 2240 2060
6 1840 2080 1940 26.20{ 21.00| 2060| 2200; 2040
7 1820 2040) 19.20; 2080, 21.60; 2080 220| 2020
8 1860 2020 1940 2060| 2140| 2040 2260 2040
9 1820 2060) 1960 2060} 2120 2060| 240 2060
TOTAL 166.00 | 18460 173.90 | 184.60| 19180 185.00 ) 20080 | 184.40
PROMEDIO] 1844 2051 19317 2051} 2131 20.56| 2231 2049




LINEALIDAD DEL SISTEMA

ESTANDAR:CLORHIDRATO DE LINCOMICINA. CORRIDA #2
MICROORGANISMO: MICROCOCCUS LUTEUS. ATCC:9341
DATOS DELA CURVA
|CONC{%) | 6400 10000] €000] 10000] 125.00] 100.00] 15600] 100,00
Ln.Conc a16]  461]  438] 461 48] 461  505] 46l
CAJA No. DIAMETRO DE ZONA DIAMETRO DE 20NA DIAMETRO DE ZONA DIAMETRO DE ZONA
] ] ]
1 1860| 2080 1940| 2060| 2180{ 2020| 22| 206
2 1880| 2060 1920 2040 2120] 2040| 2200| 2040
3 1800{ 2020| 1980| 2080| 2080| 2080 26| 202
4 1860| 2100] 1000 2060| 2140 2040| 2180| 2080
5 40| 2080| 1960 2040| 2140] 2080! 2200 2080
6 1820] 2040| 1960] 2080 2160| 2060| 2260| 2060
7 1880 2080 1940| 2040| 2160| 2080| 2240{ 2040
8 1860| 2080] 1980| 2080 2180| 2080 228 2060
9 1840| 2040| 1040| 2080| 220| 24| 22| 2
TOTAL 16640 | 18580 17520] 18560 19280 18520| 20060| 18520
{PRoMEDIO| 18400 2064| 1947| 62| 2142] 2058 2229 2058

ce



[TOTAL WB|  4L18 BB 4113 4273 414
lenosmoeo | 1847] 2088] 193/ o0s7) 2.37] 2087
DATOS EXPERIMENTALES
AGRAMCAR: taConc. Disnsetro de 3008
. Distetrodeaons |
416 1847
P 438 19%
461 057
40 2837
508 230
PROMEDIO GLOBAL 100% 037
PUNTO BAJO= 1849
PUNTOALTO= n3s
DATOS
A GRAFICAR: Ln.Cone. Diamotro de zoom
4dle 1849
438 1944
461 2044
@ 240
305 233

LINEALIDAD DEL SISTEMA

ESTANDAR:LINCOMICINA CLORHIDRATO
MICROORGANTSMO:MICROCOCCUS LUTBUS ATCCS341 -
' DATOS DELA CURVA B

GLOBAL




'VALIDACION DEL METODO MICROBIOLOGICO PARA
LA CUANTIFICACION DE LINCOMICINA

EVALUACION DEL SISTEMA
LINEALIDAD
TABLA No. 1
Coscestracion % Conc. La.(% Conc)) Diametro dezoaa Diametrode zona
|_(mcg/ml) toorico experimental obtesido experimeatalmente
320 64.00 416 1849 1847
400 80.00 438 B4 1939
5.00 100.00 461 2044 257
625 125.00 483 2140 2137
7.80 156.00 5.05 23 2.30
TABLA No.2
(Caatidad adicionada . Diametro d¢ zoaa Cantidad recuperada % de Recuperacion
(meg) obteaido cxperimentalmente (meg)
320 1847 9 99.69
4.00 1939 9% 9.75
500 2057 503 100.60
628 2137 624 9984
7.80 230 7.78 9.4

P



DIAMETRO DE ZONA

LINEALIDAD DEL SISTEMA
GRAFICA No. 1
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CANTIDAD RECUPERADA (MCG)
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- LINEALIDAD DEL SISTEMA

GRAFICA No. 2
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RESULTADOS OE LINEALIDAD DEL SISTEMA

A} DE LA COLUMRA 3 DE RECUPERACION SE OBTIEME:

1.0t (x)= 99.9248
2.-DESYIACION ESTANOAR (DE}= 0,381746
3.-COEFICIENTE DE VARIACION (CV)= 0,3820368

B) DE LA GRAFICA No. t SE OBTIENE:

1.-PENDIENTE (n}= 4.324378

2.-0RDERADA AL ORISEN (@)= 0,501911
3,-COEFICIENTE OE REGRESION (R)= 0,998776
4.-COEFICIENTE DE DETERMINACION [RT)= 0,997555
5.-ERROR ESTAMOAR DE REGRESTON (St/x)= 0.007161

€1 DE LA GRAFICA No. 2 SE OBTIENE:

1,-PewIente (W)= 0,997336

2,-ORDENADA -AL ORIGEW (8)= 0.009981
3.-COEFICIENTE DE REGRESION (R)s D,999985
4.-COEFICIENTE DE DETERMIWATION (R}= 0,999897
§.-ERROR ESTAMDAR DE REGRESION (SY/x)= 0,021797

SIENDD LOS RESULTADOS DEL IKCISO A Y € LOS QUE HOS AYUDAN PARA
COMPROBAR LA LINEALIOAD DEL SISTEMA.



EVALUACION DEL SISTEMA

PRECISION DEL SISTEMA

TABLA No. 3
No. de Solucion estandar Cantidad Adicionada Cantidad Recuperada % Recu
(mcg) (mcg) peracionf
1 50 500 100.00
2 50 4.95 98.99
3 50 4.95 98.99
4 50 505 101.04
5 50 5.08 101.57
6 5.0 4.85 96.94

A) DE LA COLUMNA DE CANTIDAD RECUPERADA SE OBTIENE:

1.-Medin (x)= 4.98
2.-Desviacion estandar (DE) = 0.082462
3.-Coeficiente de vasiscion (CV)= 1 %
4.~Varianza (S)= 0.006799

B) DE LA COLUMNA DE % DE RECUPERACION SE OBTIENE:

1.-Media (x)= 99.59%

2.-Desviacion estandar (DE)= 1.669340 -
3.-Coeficiente de variacion (CV)= 1.676212%
4.-Varianza (S) = 2.786696



CONTINUANDO CON LA EVALUACION DE LA PRECISION DEL SISTEMA SE
CALCULA LO SIGUIENTE:

DE LA COLUMNA % DE RECUPERACION SE OBTIENE:

1.— El intervalo de confianza (IC) al 95% :

Para un « = 0.05,con grados de libertad ( g.1 = 5 ),tenemos una

T tedrica al 95% = 2,015 . n =6

Por conéiguiente se tiene: x + T tedrica al 95% ( DE / ¥ 6 )
99.59 = 2.015 (1.669340 / ¥ 6)
99.59 + 1.373232

Por lo tanto el (IC) al 95% = ( 98.216768 , 101.323232 )

2.~ Interferencia acerca de la media :
Hipdtesis propuestas : Hipétesis nula : Ho : X = u
Hipétesis alterma : Ha : X + u

El egtadfstico de prueba :as B

T practica = (X -u 73 / ( DE/ ¥ n );dornde : u = 100.00

T préctica = (99.59 - 100.00) / (1.669340 / ¥ 6)

T préctica = — 0.601609
Si la—T tedrica < T practica < + T tedrica,se acepta la
hipétesis nula.Por lo tanto como : -2.015 < ~0.601609 < 2.015 ,se
acepta la hipétesis nula y se rechaza la hipdtesis

alterna, comprobandose la precisién del sistema.



EVALUACION DEL METODO

LINEALIDAD DEL METODO
TABLA No. 4
JCANTIDAD ADICIONADA % ADICIONADOENBASEAL | CANTIDAD RECUPERADA % RECUPERADOEN BASEAL |% DERECUPERA-
(mg) 100.00% = 300.00 mg (rg) 100.00% = 300.00 mg CION.
240.60 8020 24031 80.10 9988
24060 8020 2346 8L15 10119
24060 8020 24241 80.80 10075
30030 10010 2870 957 9947
30030 100.10 297.40 9.13 9.03
30030 10010 30131 10044 10034
37476 12492 kg V- 1376 99.07
371476 12492 371290 12430 9950
37476 1492 374.52 12484 9994

DE LA COLUMNA % DE RECUPERACION SE OBTIENE:

1.- Numero de datos (0 ) =9

2.- Desviacion estandar (DE) = 0739286
3.- Varianza (5) = 0.546544 .
4.-Modia (x) = 9991%

5.- Coeficiente de variacion (CV) = 0.739952%

w




LINEALIDAD DEL METODO

GRAFICA No. 3 .

P

260 280 300 320 340 360
CANTIDAD ADICIONADA (MG)
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POR MEDIO DEL ANALISIS DE REGRESION LINEAL DE LA GRAFICA No. 3 SE
OBTIENEN LOS SIGUIENTES RESULTADOS :

1.— Coeficiente de regresién ( r ) = 0.999594.

2.— Coeficiente de determinacion ( r* ) = 0.999190
3.~ Pendiente (m ) = (?.975877

4.— Ordenada al origen ( b )} = 6.841586

5.— Exror estandar de regresion ( Sy / x ) = 1.729565

PARA CONOCER SI EN EL INTERVALO DE CONFIANZA (IC) PARA LA MEDIA
SE LOCALIZA EL 100% RECUPERADO,SE CALCULO LO SIGUIENIE :

Intervalo de confianza (IC) al 95% =
x + T tedrica al 95% (DE / ¥ n )
donde para un @ = 0.05,con g.1 = n-1 : (g.1 = 8), se tiene una
T tedrica al 95% = 1.860 ; donde : n = 9
X = 99.91%
DE = 0.739286
IC al 95% = 99.91 + 1.860 ( 0.739286 / ¥ 9 )
IC al 95% = 99.91 £ 0.458357
IC al 95% = ( 99.451642 , 100.368357 )
Por lo tanto como en el IC para la media si se localiza e1>100$ )

recuperado ',Se corrobora que nuestro método es lineal.



PRECISION DEL METODO

REPETIBILIDAD DEL METODO
TABLA No. 5
ANALISTA CANTIDAD ADICIONADA | CANTIDAD RECUPERADA | % DE RECUPERACION
(mg) (mg)
A 300.00 300.00 100.00
A 300.00 292.70 97.56
A 300.00 298.53 99.51
A 300.00 297.06 99.02
A 300.00 30297 10099
A 300.00 298.53 99.51

DE LA COLUMNA % DE RECUPERACION SE CALCULA LO SIGUIENTE:

1.- Media (X) = 99.432%

2.- Desviacion estandar (DE) = 1.134573

3.- Coeficicate de variacion (CV) = 1.141054%
4.- Varianza (S) = 1.287256

5.- Numero de datos (n) = 6
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SIGUIENDO CON LA EVALUACION DE LA REPETIBILIDAD DEL METODO SE
CALCULAN LOS SIGUIENTES PARAMETROS:

1.- El intervalo de confianza (IC) al 95% :
Paraun a = 0.05.con grados de libertad (g.l = n-1),donde n= 6
tenemos que g.1 = 5 y una T tedrica al 95% = 2.015
Por consiguiente se tiene: X = T tedrica al 95% (DE / 4n)
99.432 + 2,015 (1.134573 / ¥6 )
99.432 + 0.933323
Por lo tanto el (IC) al 95% = (98.498677 , 100.365323 )

2.— Interferencia acerca de la media:
Hipétesis propuestas: Hipétesis nula : Ho : X = u
Hipétesis alterna: Ha : X # u

El estadi;tico de prueba es :

T prédctica = (X - u ) / (DE / v¥n) ; donde: u = 100.00

T practica = (99.432 -~ 100.00) / (1.134573 / N6 )

t practica = - 1.226285
8i la ~T tedrica < T prdctica < +T tedrica , se acepta la
hipétesis nula. Por lo tanto como : —2.015 < -1,226285 < 2.015,se
acepta la hipétesis nula y se . rechaza la hipdtesis

alterma, comprobdrdose la repetibilidad del método.



PRECISION DEL METODO

REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

TABLA No. 6
ANALISTA DIA CANTIDAD ADICIONADA | CANTIDAD RECUPERADA | % DE RECUPERACION
(mg) (mg)
A 1 300.00 292.70 97.57
A 1 300.00 300.00 100.00
A 1 300.00 298.53 99.51
B 1 300.00 301.65 100.55
B 1 300.00 29836 99.45
B 1 300.00 295.11 98.37
A 2 300.00 296.13 98.71
A 2 300.00 301.30 100.43
A 2 300.00 294.84 98.28
B 2 300.00 303.03 101.01
B 2 300.00 304.56 101.52
B 2 300.00 303.03 101.01

DE LA COLUMNA % DE RECUPERACION SE OBTIENE:

1.- Media (X) = 99.701 %

2.- Desviacion estandar (DE) = 1.260984

3.- Cocficiente de variacion (CV) = 1.264766 %
4.- Varianza (S) = 1.590081

5.- Numero de datos (n) = 12

=4



EVALUACION ESTADISTICA DE LA REPRODUCIBILIDAD
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Comparacion Qe las medias de ambos analistas.,en ambos

dfas,.mediante la "t" de Student.
El estadistico de prueba cuando n = ng es:
t-X“—X/ (S‘/n+S‘“/n" )% ; para :

g.l.=n+n“-—2

a = 0.05
Donde para el :
Analista A Analista B
Media (X) = 99.083% Media (X") = 100.318%

Varianza (S*) = 1.182147 Varianza (S* m = 1.400896
Nimero de datos (n)}= 6 Numero de datos (ng)= 6
Pruebas de hipétesgis:
' - Hipétesis nula : Ho = X = Xy
Hipétesis alterna : Ha = X + X

g.l.=6+6~-2=10
T practica = 100.318 — $9.083 / (1.182147/6 + 1.400896/6 )%
T préctica = 1.882248.

Como se trata de un ensayo bilateral o "en dos sentidos",con

n+np-— 2 grados de libertad.la hipétesis nula  se rechaza

>cuando H
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T prdctica < — T tedricacona / 2 & T prdctica > + T teodrica
cona / 2.

Esto es 81 - T tedrica a / 2 < T practica < + T tedrica a / 2 ,se
acepta la hipétesis nula y se rechaza la hipdtesis alterna.

Como 1a T teérica a / 2 = 2,228 ; entonces :

- 2.228 < 1.882248 < + 2.228 ,Se acepta la hipétesis nula y se
rechaza la hipétesis alterna ., e3s decir,la media para ambos
analistas en log dos dias, estadisticamente es la

misma,comprobindose que el método es reproducible.



EXACTITUD DEL METODO

AL 100.00% DE LA CONCENTRACION NORMAL DE ANALISIS

TABLA No.7
MUESTRANo. [CANTIDAD ADICIONADA | CANTIDAD RECUPERADA | % DE RECUPERACION
(mg) (mg)
1(18) 30008 29749 99.14
2(19) 300.10 29751 99.14
3(20) 300.05 300.05 100.00
4(31) 300.17 305.42 10175
5(33) 300.10 29751 99.14
6(35) 300.03 302.64 100.87

DE LA COLUMNA % DE RECUPERACION SE OBTIENE:

1.- Media (X ) = 100.007% .

2.- Desviacion estandar (DE) = 1.098902

3.- Coeficiente de variacion (CV) = 1.098825
4.- Varianza (S) = 1.207587

5.- Numero de datos (n) = 6
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SIGUIENDO CON LA EVALUACION DE LA EXACTITUD DEL METODO AL 100.00%
SE CALCULA 10 SIGUIENTE:

1.—- El intervale de confianza (IC) al 95% :
Para un a = 0.05.con grados de libertad (g.l = n-1).donde n=6
tenemos que g.1 = 5 y una T tedrica al 95% = 2.015
Entonces se tiene : X + T tedrica al 95% (DE / n )
100.007 = 2,015 (1.098902 / N6 )
100.007 + 0.903979

Por lo tanto el (IC) al 95% = ( 99.103021 . 100.910979 )

2.— Interferencia acerca de la media:
Hipstesis propuestas: Hipétesis nula: Ho : X = u
Hipotesis alterna: Ha : X # u

El estadistico de prueba es :

T prdctica = ( X - u 1./ (DE / Nn) ; donde: u = 100.00

T préctica = { 100.007 - 100.00) / (1.098902 /N6 ) '

T practica = 0.015603
Si la -T teorica < T practica < +T tedrica . se acepta la
hipétesis nula. Por lo tanto como : —2.015 < 0.015603 < 2.015,se
acepta la hipdétesis nula y sSe rechaza la hipétesis

alterna,comprobdndose la exactitud del método al 100% .



ESPECIFICIDAD DEL METODO

TABLA No. 8
MUESTRA No: | CANTIDAD ADICIONADA | CANTIDAD RECUPERADA | % DE RECUPERACION
(mg) (mg)
1 0.00 0.00 0.0
2 0.00 0.00 0.0
3 0.00 0.00 0.0

La tabla No. 8 acumula los resultados de las tres hojas de calculo

( unicamente se presenta una de ellas,como ejemplo), correspondientes

a la especificidad de! metodo,en las cuales no se presento diametro de

zona (halo dé inhibicion) en las cajas ,debido a que no se encuentra

presente la ljncomiciﬂa,y por consiguiente se comprueba que ¢l metodo
s especifico,

oS



ESPECIFICIOND DEL HETODD

HOJA DE CALCULO. PUESIRA Ko, 1

ESTANDAR : CLORRIDRATD DE LINCOMICINA
NICROORGARISHO: MICROCOCCUS LUTEUS. ATCE: 9341

DAT0S DE LA CURYA

COiC. 81 64.00 100.00 £0.00 100.00 125.00
L. Coxc. A6 6 A3 W8 AE

CAJANo.  DIMMETRO DE ZOWA DIAMETRO OF 20MA DIAMEIRD DF ZONA

|
1

3

}

[ 0 00 1980 020 2.0
7 . ) X

8

9

T0TR 156.00 18400 125.20 18440 192.00
PROMEDIO  17.33 0.0 1907 0.9 2.3

PROREDIO DE 105 1008 = C« 20,42

FINTD BAJD = 1185
PUNTO ALTD = un n=

100.00
4.6

5.13

156.00  100.00
5.05 A8

OIMMETRY DE 20KA
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0ATQS DEL PROSLEMA

Estanoar

Lec Yo,

BB N sy —

(002 Reat oBIERIOD:
AJSTE:

YALOR A TNTERPOLAR:
LECTURA:

ASURT00 (mint):
RESULTAGO Imginc):

100.00

PROBLERA

sez2z3s8:2

se sosssooes

=2



ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA.

TABLA No. 9
Muestras recien preparadas.
JMUESTRA No.  |CANTIDAD ADICIONADA j CANTIDAD RECUPERADA } % DE RECUPERACION
(mg) (mg)
1 300.00 300.00 100.00
2 300.00 303.23 101.08
3 300.00 2093.64 97.88
4 300.00 301.61 100.54
5 300.00 296.80 98.93
6 300.00 304.86 101.62

DE LA COLUMNA % DE RECUPERACION SE OBTIENE :

Media ( X)) = 100.008%

Desviacion estandar (DE) = 1.394366
Cocficiente de Variacion (CV) = 1.394254%
Varianza (S ) = 1.944256

Numero de datos (n) =6

4]



ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA.

TABLANo.10-A
Muestras analizadas a las 24 horas. Temperatura ambiente
MUESTRA No. CANTIDAD ADICIONADA | CANTIDAD RECUPERADA | % DE RECUPERACION
(mg) (mg)
1 300.00 302.89 100.96
2 300.00 297.14 99.05
3 300.00 298.57 99.52
4 300.00 298.57 99.52
5 300.00 301.44 100.48
6 300.00 301.44 100.48

DE LA COLUMNA % DE RECUPERACION SE OBTIENE :

Media (X ) = 100.002%
Desviacion estandar (DE) = 0.741037

Cocficiente de Variacion (CV) = 0.741022%
Varianza ( S ) = 0.549137
Numero de datos (o) = 6

€8



ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA.

TABLA No. 10-B
Muestras analizadas a las 24 horas. Refrigeracion
MUESTRANo. | CANTIDAD ADICIONADA | CANTIDAD RECUPERADA | % DE RECUPERACION
(mg) (mg)
1 300.00 294.31 98.10
2 300.00 298,57 99.52
3 300.00 298.57 99.52
4 300.00 301.44 100.48
5 300.00 300.00 100.00
6 300.00 298,57 99.52

DE LA COLUMNA % DE RECUPERACION SE OBTIENE :

Media (X ) = 99.523%
Desviacion estandar (DE) = 0796032

Cocficiente de Variacion (CV) = 0.799847%

Varianza ( § ) = 0.633666
Numero de datos (n) = 6




ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA.

TABLANo. 11-A
uestras analizadas a las 48 horas. Temperatura ambiente
MUESTRA No. = |CANTIDAD ADICIONADA | CANTIDAD RECUPERADA | % DE RECUPERACION
(mg) (mg)

1 300.00 300.00 100.00

2 300.00 304.05 10135

3 300.00 297.99 99.33

4 300.00 300.00 100.00

5 300.00 302.02 100.67

6 300.00 292.06 97.35

DE LA COLUMNA % DE RECUPERACION SE OBTIENE :

Media (X ) = 99.783%

Desviacion estandar (DE) = 1.375582
Coeficiente de Variacion (CV) = 1.378573%
Varianza (S ) = 1.892227
Numero de datos (n) = 6

[+i°]



ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA.,

TABLA No. 11-B
Muestras analizadas a las 48 horas. Refrigeracion
MUESTRA No.  [CANTIDAD ADICIONADA | CANTIDAD RECUPERADA | % DE RECUPERACION
(mg) - (mg) '
1 300.00 300.00 100.00
2 300.00 308.16 10272
3 300.00 297.99 99.33
4 300.00 296.00 98.67
5 300.00 300.00 100.00
6 300.00 302.02 100.67

DE LA COLUMNA % DE RECUPERACION SE OBTIENE :

Media (X ) = 100.232%
Desviacion estandar (DE) = 1.395929
CocSiciente de Variacion (CV) = 1392697%
Varianza (§ ) = 1.948617

Numero de datos (n) = 6

s
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SIGUIENDO CON LOS CALCULOS ESTADISTICOS DE LA ESTABILIDAD DE LA -
MUESTRA SE REALIZA 1O SIGUIENTE:
Comparacién estadistica de las medias entre muestras analizadas a
diferentes tiempos.
— Prueba entre muestras analizadas recien preparadas y muestras
analizadas a las 24 horas,estando éstas a Temperatura Ambiente.
El estadistico de prueba cuardo n =np es:

t-Xn-—X/ { S‘/n-i-S'"/nn it ;-para:

g.l. = n+ g - 2

a = 0.05
Donde para :
Muestras recien preparadas Muestras analizadas a las 24
vhoras; T.A.
Media (Xu») = 100.008 Media (X)= 100.002
Varianza (S ") = 1.944255. Varianza ($*) = 0.549137
Nimero cie datos (ng) = 6 Numero de dates (n) = 6

Pruebas de Hipdtesis :
Hipétesis nula : Ho = X = Xg
Hipdtesis alterna : Ha = X + Xg
g.l. =6+6~-2=10
T prdctica = 100.008 - 100.002 / (0.549137/6 + 1.944256/6 )%

T practica = 0.009307



" Como se trata de un ensayo bilateral o "en dos sentidos', con
n o+ np - 2 grados de libertad, la hipétesis nula se rechaza
cuando:
T prdctica < — T teérica con @« / 2 6 T practica > + T tedrica
cona/ 2.
Esto es si ~ T tedrica a / 2 { T practica < + T teérica a/ 2,se
acepta la Hipétesis nula y. se rechaza la hipdtesis alterna.
Como la T tedrica a / 2 = 2.228 :entonces:
Como — 2.228 < 0.009307 < + 2.228, se acepta la hipotesis nula y
se rechaza la hipotesis alterna, es decir., la media para ambas

corndiciones estadisticamente es la misma.

Nota : Se realizardan }as demds pruebas, utilizando el mismo
estadistico de prueba, por ello uUnicamente sSe pondran los valores
a usar Yy el resultado final. al cual se llega siguiendo el mismo

criterio ya mencionado anteriormente.
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~ Prueba entre ' muestras analizadas recien preparadas y muestras
analizadas a las 24 horas.estando éstas en Refrigeracién.
Pruebas de Hipdtesis:

Hipotesis nula : Ho = X = Xp

Hipstesis alterna : Ha = X + XIT

Donde para :

Muestras recien preparadas Muestras analizadas a las 24
’ horas.Refrigeracién.

Media (Xp = 100.008% Media (X) = 99.523%

Varianza (S*p) = 1.944256 ’ Varianza () = 0.633666

Numero de datos (ng) = 6 Namero de datos (n) = 6

g.l, =6 +6—-2=10; T tedricaa/ 2 =2.228

T prdctica = 100.008 — 99.523 / (0.633666/6 + 1.944256/6 M1

T préctica = 0,739916.

Por lo tanto como : ~ 2.228 < 0.739916 < + 2.228 , se acepta la
hipétesis nula y se rechaza la hipétesig alterna, es decir. la

media para ambas condiciones estadisticamente os la misma.

— Prueba entre muestras analizadas recien preparadas y muestras
analizadas a las 48 horas, estardo éstas a Temperatura Ambiente.
Pruebas de Hipétesis :

Hipdtesis nula : Ho = X = Xg

Hipotesis alterna : Ha = X + X"

ESTA TESIS KO DEBE
SALIR DE LA BIBLIOTECA
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Donde para :

Muestras recien preparadas Muestras analizadas a las 48
48 horas. T.A.

Media (X“) = 100.008% Media (X) = 99.783%

Varianza (& M = 1.944256 Varianza (5*) =~ 1.892227

Namero de datos (ng) = 6 Numero de datos (n) = 6

g.l.=6+6-2=10; T tedricaa / 2= 2.228

T prdctica = 100.008 - 99.783 / (1.892227/6 + 1.944256/6 Y%

T practica = 0.281378.

Por lo tanto como: — 2.228 < 0.281378 < + 2.228, se acepta la
hipétesis nula y se rechaza la hipdtesis alterna. es decir la

media para ambas condiciones estadisticamente es la misma.

— Prueba entre muestras analizadas recien preparadas y muestras
analizadas a las 48 horas,estando éstas en Refrigeracién.
Pruebas de Hipdtesis :

Hipétesis nula : Ho = X = X"

Hipétesis alterna : Ha = X + Xp

Dorde para :

Muestras recien preparadas Muestras analizadas a las 48
r_xdras. Refrigeracidn.

Media (X) = 100.008% Media (X"») = 100.232%

Varianza (5*) =.1.944256 Varianza (5*[p) = 1.948617

Numero de datos (n) = 6 Namero de datos (ng) = 6
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g.l. =6+6-2=10; T teérica a /7 2 = 2,228
T préctica = 100.232 — 100.008 / (1.944256/6 + 1.948617/6 )4
T practica =~ 0.278092.

Por lo tanto como : -2.228 < 0.278092 < + 2.228 , se acepta la
hipstesis nula y ‘se rechaza la hipétesis alterna, es decir la

media para ambas condiciones estadisticamente es la misma.

Por consiguiente con las 4 pruebas estadisticas realizadas se
obtiene que la muestra preparada ( antes de colocarla en los
penicilindros ), es estable, si se guarda a Temperatura Ambiente
6 en Refrigeracién.durante 24 y 48 horas. y se puede volver a
utilizar sin que los resultados de la cuantificacion se alteren
consideréblemente, es decir, sin que se arriesgue precisién en

los resultados.



EVALUACION ESTADISTICA. = (15, 16)

Para la evaluacisn de los pardmetros de validacidn, se lleva
a cabo el cdlculo de los estadisticos menciohados en cada
pardmetro, empledandose las siguientes formulas :
—Media ( X ) =2 (X) / n
— Perdiente de la cwrva (m ) =
n (2xy) - (X)(Zy) / n (') - ()
— Intercepto con el eje de las ovdenadas ( b} = y — mx
— Coeficiente de correlacién (r ) =
n (X)) — (M Gy) /7 ((n D — (X)P)(NZy? — (FY)?)) k&
— Error estdndar de regresion ( Sy / x ) =
( 3y — y)* / n2 ) % .donde y ez el valor
predicho a partir de la curva de regresién y = mx + b.
- Varianza ( & ) =3(x-x)?* /n-1
— Degviacion estdndar ( S.) =(Ex-x?*/n-1)%
- Brror Estandar (ES) =8/ (n )k
—~ Coeficiente de Variacion (CV ) = ( S/ x} * 100
- Igtewalo de confianza para el 95% de probabilidad
( IC al 95% de probabilidad } =
X+t tedricaal 95% (S /¥ n)
—~ Distribucion "t de Student ( t ) =

X—-u/(S/74n)



 CAPITULO V.
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CONCLUSIONES.

Con base en los resultados obtenidos de los diferentes
pardmetros de validacion desarrollados. se puede establecer que
el método de Cilindro Placa utilizado para la cuantificacion de
Clorhidrato de Lincomicina en un producto invectable es :

Lineal : Ya que cumple con los requisitos establecidos cocmo
son: coeficiente de correlacién () mayor a 0.99. ordenada al
origen (b) aproximadamente 0. para el sistema: y coeficiente de
variacion (CV) menor a 5 %. coeficiente de determinacion (r?*)
mayor a 0.98 para el método. .

Exacto : Puesto que se obtuvo un coeficiente de variacién
(CV) menor a 5 % en el método. Y en el intervalo de confianza
para la media se localizo el 100 %.

Preciso : Ya que se obtuvieron coeficientes de variacion
menores a 5 % para el sistema y para el método. Ademds cuando se
realizd la reproducibilidad para el método. se demostré que las
medias obtenidas por los dos analistas son estadisticamente
iquales.

Especifico : Aqui se demostro que con un - placebo en la
solucién de prueba, no se presenta inhibicién sobre el desarrollo
del microorganismo. Por lo tanto se comprobd que el método es
especifico.

Tolerable : Solo en el aspecto de poder quardar el
Clorhidrato de Lincomicina como muestra analitica va preparada

(en golucion). las 24 ¥ 48 horas, despuss de su preparacion.
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Obteniéndose que en los resultados no se pierde precision.
Por todo lo antes seffalads. se concluye que se cumplio con
el objetivo del! trabajo. ya que se d_emostro que el método
analizado cumple con los requisitos de linealidad. presicion,
exactitud y especificidad., para poder ser usado como meétodo de
Control de Calidad. para la cuantificacion de Clorhidrato de
Lincomicina en un producto inyectable: y por consiguiente ha

quedado validado.



65

BIBLIOGRAFIA.

1) Chemical Stability of Pharmaceuticals a Handbeok for
pharmacists.
Kenneth A. Connors: Gordan L. Amiddn: Valentino J. Stella
Second Edition. A Willey — Interscience Publication.
pp. 524 —'528.

2) Remington™s Pharmaceutical Sciences. ( 15 th. ed. )
Philadelphia College of Pharmacy and Science. Philadelphia, 1975
3) Farmacopea Nacional de los Estados Unidos Mexicanos.

Quinta Edicidn. México. 1988.
4) Jouwrmal Pharmaceuticals Science.
A.A, Forist, L.W. Brown, and M.E. Royer; 54. 476 (1965)
S) Journal Pharmaceuticals Science.
T.0. Oesterling and E.L. Rowe; 59. 175 (1970)
6) Journal Pharmaceuticals Science.
T.0. Oesterling: 59. 63 (_;970)
7) Encyclopaedia of Antibiotics.
Glasby John. §S: Second Edition. Fd: John Wiley and Sons. London
Great Britain. 1979; pp. 281 -~ 282.
8) The Merck Index.
9) A new Lincomycin — related antibiotic.
Argedelis, A.D: J.A. Fox and T.E. Eble. U — 21, 699; Biochemistry
4, (1965). pp. 698 ~ 703.
10) UsSP XXII



66

11) The Pharmacological Basis of Therapeutics.
Goodman: Fourth Edition: 1970. The Macmillan Company.
pPp. 1296 - 1297,

12) Antibiotics. Vol. I. Mechanism of Action.
Edited by David Gottlieb and Paul D. Shaw.

Springer - Verlag. 1967: New York Inc. pp. 440 — 445.

13) Guia para la Validacidn de Métodos Analiticos.

Colejio Nacional de Qufmicos Farmacéuticos Bidlogos de México
A.C: México, 1990.

14) validation of Analytical Methcds by FDA Laboratories.
Guerra, Johnny: Pharmaceutical Technology: .Marzo, 1986, Volumen
10 N.3. pp. 74 — &4,

15) Probabilidad y Estadistica para Ingenieros.

Miller, Irwin y Freud John; Primera Edicion; Ed. Reverte. México
D.F. 1967, pp. 150 -~ 159, 167 - 168. 215 — 220. ’
16)" Introduccion a la Estadistica Matemdtica.

Erwin Kreyszing; Ed. Limusa. 1987. pp. 314. 354.



	Portada
	Índice
	Introducción
	Capítulo I. Generalidades
	Capítulo II. Parte Experimental
	Capítulo III. Resultados
	Capítulo IV. Conclusiones
	Bibliografía



