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.I. INTRODUCCION 

En _l~-~ L.a~ot·~torios Smith t(lin~ Beecham _ _Farmacéutica se 

elaboran, productos antibióticos (~-lactAmicos) derivados de 
. .. -

la penié:ilina, los cuales se valoran microbiológicamente 

par.a determinar la actividad que poseen cuando se aplican en 

-Forma diluida sobre microor·ganismos especl-Ficos. 

Debido a la falta de evidencia documentada que requiere 

un andlisis de este tipo pa1·a amo:<icilina en nuestro pais y 

considerando la similitud de estructut"as químicas con la 

ampicil1na, se adaptó un método de análisis mic1·obiol6gic:o 

utilizando las condic1ones analiticas repot·tadas Pª'"ª esta 

di tima. 

Se demostró la valide;: del ensaya a través de la 

relación lineal que e;dste entre el logaritmo de la dósis y 

la respuesta obtenida par el método (modelo de lineas 

paralelas). Para estima1· la potencia relativa de la muestras 

con respecto a la del patrón se uti 1 izó un procedimiento de 

5+1 dósis, y una ve: lograda la adaptación del método, se 

procedió a la validación del mismo evaluando diversos 

parámetros analíticos tales como precisión, e:<acti tud, 

l inearidad, reproducibi 1 idad, repetibi 1 idad, estabilidad de 

la muestra analitica y especificidad. 



Con la validación de nUe~t;.o·métOd6 1-c~:é C:üi'nPle con· -los 
,·, .' /'~,::.'._-· :'/·:-~ ,~:';~ : .·-. '. :. 

nuevos lineamientos de la Ley .Generaf de iá~lu~f, Se asegura 

la eficacia ter·apéutic:a de los prod~c:t~s ·~ (_gar~Ótia de .. cal i-

dad) y además se tiene una al terna ti-va· pará la reducción de 

costos durante el anAlisis de los mismos. 

Con este estudio se concluye que antibióticos con el 

mismo nOcleo quimico (Acido 6-aminopenici llnico) pueden ser 

cuantificados microbiológicamente usando similares factores 

de análisis. 
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II. ANTECEDENTES TEORICOS 

A. De~inición y Clasificación de los Antibióticos 

Uno de los acontecimientos más trascendentales de los 

hallazgos cientlficos, lo constituye sin duda alguna el 

descubrimiento de los antibióticos. Etimalóg1camente, la 

palabra antibiótico significa destr-uir la vida, y de acuerdo 

a esta de-Finición, cualquier agente flsico, quimico o 

mecánico podria ser un antibiótico, sin embargo, el concepto 

de que las sustancias producidas pot· un microorganismo vivo 

pueden mat_,,. a otros, es casi tan antiguo como la misma 

ciencia microbiológica, más aón la aplicación de la 

terapéutica antibiótica, sin saber que era tal, es mucha más 

antigua, ya que los chinos conocian hace poco más de 2500 

a'1os las propiedade~ de la cáscara enmohecida de la soya, la 

cual aplicaban a las infecciones como antibiótico (1). 

En forma genet·al, los antibióticos son sustancias 

qulmicas producidas por difet·entes tipos de microorganismos, 

que suprimen a su vez el crecimiento de otros microot"ganis­

mos y eventualmente pueden destruirlos (2) (3). 

Para clasificar· y agr·upar a los antibióticos se han 

uti l i,;::ado difer·entes métodos. pero todos el las tienen 

e:<cepciones y superposii::1ones, sin embargo, eNiste uno más 

especi-fico que toma en cuenta la estructura quimica y el me-
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canismo dé" ·acción y los .cla~.i-fiC:a de la .siguiente_ forma: 

. . 
·1• -,;AntibiOtiCOs- -qUe inhiben- o act-ivan e·nzimcis que 

roffiP'én , lá.s paredes celulares bacterianas, causando pérdida 

de ·la ·viabilidad y a menudo lisis celular; entre ellos se 

en.cUeritran las penicilinas y ce-falosporinas. 

2. Antibióticos que actúan di t·ectamente sobre la 

membrana celular, a-fectando la permeabilidad de la membrana, 

produciendo .filtración de compuestos intracelulares; entre 

ellos se encuentran las pal imixinas y agentes anti-fóngicos 

de nistatina y an-fotericina B, que se unen a los esteroles 

de la pared celular bacteriana. 

3. Antibióticos que afectan la -función de los r ibosomas 

bacterianos, causando inhibición irreversible de la sintesis 

de proteinas; estos bacteriostáticos incluyen cloram-fenicol, 

tetraciclinas, eritromicina y lincomicina. 

4. Antibióticos que se unen a la unidad ribosomal 305 y 

causan acumulación de complejos iniciales en la sintesis de 

proteinas, lectura errónea del RNAm y producción de 

polipéptidos anormales; estos pertenecen al grupo de los 

aminoglucósidos, que son bactericidas. 

5. Antibióticos que ai=ectan el metabolismo del ácido 

nucleico, como la ri-fampicina, que inhibe la RNA-pol imer·asa 

dependiente del DNA. 

6. Antimetabolitos, inclLtyen el tt·~metroprim y las 
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~ulfo~a.mi.das; q~e bloquean pasos metabólico~ especificos, 

escen~iales para el microorganismo. 

Con el tiempo, al dilucidarse mecanismos de acción más 

i::ompiejos, surgirán categorias adicionales, sin embargo, en 

la actualidad el mecanismo de acción de muchos antibióticos 

es desconocido (4) • 

Este trabajo toma en cuenta solo antibióticos que 

destruyen la par·ed celular bacteriana mediante reacciones 

enzimáticas (antibióticos íl-lactámicos), incluyendo una 

monografla completa del antibiótico en cuestión (amoxici­

ci l ina). 
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B. Monogra~ia de la Amoxicilina 

1. Descripción 

a)SinOnimos. Acido 6 - [ D-(-J-alfa-amino-p-hidroKifenil-

a.cetamido] penicilinico; p-hidraxiampicilina; amoxicilina; 

alfa-amina-p-phidroxibencilpenici 1 ina; Acido 6-(p-hi dro:d-

al-fa-ami"nofenilacetanida) penicilt.nico. 

Trihidrato A-Gram, Amode:<, Amo:dbiotic, Amoxidal, 

Amoxil, Moxipen, Clamo~d 1, Moxaline, Pamocil, 

PenamoH, Robamo:<, Utimoa, Wymoa. 

b) FOrmula y peso molecular. 

-0-
H H CH3 

HO CHCONHP-: ;J 
1 CH3 
""2 11 •• 

o "COOH 

419.46 g/mol 

Figura 1. Estructura Ouimica de la Amaxicilina. (5). 
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e) Apariencia, color y olor. La amo::icilina .trihidrato es 

un pol"'.o cristalino blanco. La amo:<icilina, similar a otros 

antibióticos semisintéticos, posee el olor caracter-istico de 

las penicilinas descrito como de tipo sulfuroso. 

2. Propiedades Flsicogulmicas 

a) Absorción Ultravioleta (UV). UV máxima (HCl 

O. lN). 229 nm (E 9500)' 272 nm (E 1080); (KOH O. lN): 291 nm 

(E 3000), 248 nm (E 2200) (FigL1ra 2); (Etanol): 274 nm (e 

1400), 230 nm (E 10850) (Figura 3). 

b) Espectro lnfrarojo (IR). (Figura 4). 

c) Espectro de Resonancia Magnética Nuclear (RMN). 

(Figura 5). 

3. Estabilidad de la AmoKicilina 

La amoxicilina es degr·adable en presencia de peniciling 

hidrolasas. En bases -fuertes descompone por aper·tura del 

anillo lactámico a ácido penicilóico, siendo esta la base 

para su análisis por yodametria. La amoxicilina en ácido se 

hidr-oliza para fo.rmar ácido penicilinico de ama::icilina, el 
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2. Espectro de Absorción Ultravioleta de 

amaxicilina trihidrato usando una solución de á.cido 

clorhldrico 0.1 Ne hidró::ido de sodi~ 0.1 N. 
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Figura 3. Espectro de Absorción Ultravioleta de 

amo:<icilina trihidrato utili~ando eta.no!. 
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Figura 5. Espectro 

amoxicilina trihidrato. 
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cual absorbe a 320 nm. Esta hidrólisis ácida es ~a base para 

la determinación de ampicilina y amoMicilina. 

Todas las penicilinas semisintéticas son elaboradas a 

partir del ácido 6-aminopenicilinico, el cual no ha sido 

encontrado como un producto de degradación. 

La amoxici 1 ina, en formas de dosi-ficación oral, es una 

emulsión insoluble a 125 mg\5 ml y tiene la capacidad de 

retener en un 90 'l. su actividad por 2 semanas a temperatura 

ambiente o a 4º C. De las soluc:iones guardadas durante 7 días 

a temperatura ambiente, sólo el 501. de la amo:dcil ina pet·ma-

neció intacta, pero a 4•c se mantLtvo el 100/.. 

La amo:<icilina en polvo seco: cApsulas y polvos para su 

dosificación oral pueden retener su actividad por un periodo 

de 5 af1os, sin embar·go, las -fechas de caducidad san general-

mente de 3 afies (6). 

4. Solubilidad 

Solvente 

Agua 
Metanol 
Etanol (absoluto) 
Acetona 
Dioxano 
Acetato de etilo 

- ::Z::= -

mg / ml 

4.0 
7.5 
3.4 
1.3 
o.e 

Insoluble 

Tabla I. Datos de solubilidad de amo:<ici 1 ina en dif"erentes 
solventes. 
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La s~lublidad 'en agua' depende del pH, sin embargo, a 

pH 4-8, esta varia. de.4.2 - 9.0 mg/ml. 

5. Métodos de AnAlisis 

Las pruebas requeridas para la certificación de amo~<i­

cilina incluyen: potencia (950-1050 mcg/ml) en base anhidra 

humedad (11.5-14 r., por Karl Fisher); pH (3.5-6); cumplir 

con pruebas de seguridad; ser cristalina; dar una iden-

tificación positiva en IR; la titulación con ácido y 

base (metóxido de litio y ácido perclórico) no debe ser 

menor al 90'l. sobre la base seca. El ensayo puede ser efec-

tuado yodométricamente, colorimétricamente o microbiológi-

camente usando Sat·cinñ ~ en un pr·ocedimiento de difusión 

en placa. 

Las -formas de dosificación fabricadas, cápsulas, 

tabletas y suspensiones orales requieren de amoxic1lina 

certificada y los lotes elaborados cumplir con ciertas 

pruebas del laboratorio de control de calidad que incluyen 

pruebas -fisicas, humedad, ensayo e identi.ficación por 

cromatogra-fia en capa -fina; par·a las suspensiones orales 

incluyen las mismas pruebas mAs el pH. 

Existen otros procedimientos anal l tices para amo:dci-

1 ina que incluyen la medición de la absor·ción a 320 nm del 
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del ácido penicillnico formado en presencia de ácido y 

cobre.· Un .. método usando Cromatograi'ia de Liquidas de Al.ta 

Presión (CLAP) ha sido publicado para ampicilina¡ CLAP 

parece ser un excelente procedimiento cromatogt·Afico 

cuantitatiVo para -amowici 1 ina ya que no requiere 

calentamiento (no destructivo) ·y es cuantificado realmente 

por medición de la intensidad del pico (7). 

b. Evidencia Farmacológica 

La amoxicilina fué sintetizada y protegida por una 

patente varios a~os después que la ampicilina, la cual es 

una de las penicilinas más comunes. 

New .y Winshel demostraron que la amo;<icilina y la 

ampicilina poseen un espectro antibaclet·iano similar, de 

igual for·ma, reportaron que la amoxicilin~ fue .i.l.l1'10t'lltdtt 

mejor y pt·oduce mejores niveles en suero que la ampicilina. 

Suthet·land et. al. amplió este panor·ama cuando comparó ambas 

penicilinas encontrando una mayot· actividad de la 

amoxicilina contra Staphylococcus aureus, estt·eptococos 

{l-hemollticos, Stt·eptococcus pneumoniae, Streptococcus 

faecal is., Hemofi lus influenza.e, Neisset·iu. gonorrae, E. col i, 

Serratia marcences, klebsiella y salmonella. 
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Inguld 

penetración 

demastr·ó que la amoxicilina tiene mayor 

que la ampicilina hacia la pared celular 

bacteriana y es más efectiva contra inTeccicnes causadas por 

microorganismos Gram negativos, posee una mayor penetración 

hacia las secreciones respiratorias obteniédose niveles 

tisulares más altos. 

Los niveles en suero son el dable que los de ampicilina 

y más prolongados. La amo:dcilina es más estable en ácido 

gástrico y los niveles en esputo, mucosa sinusa y fluido 

intersticial son mas altos que con ampic:ilina. 

Se reportó el uso de amo:<icilina contra diversas 

infecciones que incluyen infecciones biliares, ginecológicas 

y de los huesos. En cientos de pacientes fué un efectivo 

agente antibacteriano del tracto urinario, inf'.ecciones del 

tracto respiratorio, piel y algunas tejidas e infecciones 

del tracto gastrointestinal (8). 

Como se obset·va en la discusión anterior, la amoxici­

lina parece poseer un espectro antibacterianc mé.s amplio que 

la ampicilina, lo cual hace a la primer·a un antibiótico de 

mayor elección para combatir un gt·an nümero de microot"ga­

nismos patógenos. 
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c. Suspensiones 

Una suspensión -famac:éutic:a· se· define como una disper­

sión heterogénea que contiene material insoluble -finamente 

dividido, suspendido en un medio liquido. 

Sé administran por via.- oral, se inyectan por v la 

intramuscular o subcutánea o se aplican en piel en tópicos y 

se usan oftálmica.mente. Como algunos productos se preparan 

ocasionalmente en -forma seca para colocar los en suspensión 

al dispersarlos mediante la adición de un vehiculo 

apropiado, esta definición se e:<tiende para incluir dichos 

productos (9). 

Una suspensión de fórmula adecuada debe cumplir con 

ciertos criterios. Las particulas dispersas deben tener un 

tamai'1o tal que no las haga sedimentat· rápidamente en el 

recipiente, pero si hay sedimentación. el sedimento no debe 

ser una pasta dura si no que debe ser capaz de redispersión 

con un esfuerza mínimo por· parte del paciente. Además el 

producto debe ser -fácil fluide::, de sabor ag1·actable y 

resistente al ataque micr·obiano. 

Parámetros a controlar durante el pt·oceso de -fabrica-

ción de una suspensión: 

a) Tama~o de la particula 

b) Adición correcta de las materias primas 

e) Velocidad y tiempo de me~clado 
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Componente 

Pt·incipio activo 
Agente suspensor 
Dispersante 
Coloide protector 
Edulcorante 
Espesante 
Conservadores 
Bu.f-fer (sistema amortiguador) 
Aromatizante 
Colorante 
Vehlculo 

Dósis 

Oósis terapéutica 
0.5-1.0 'l. 

1.0 'l. 
3.0-5.0 'l. 
+/-30.0 ¡.:, 

= 1.0 'l. 
0.1-0.5 'l. 

regular pH 
0.1 'l. 
0.1 'l. 
cbp 

Antioxidante (en algunos casos) 1.0 'l. 

Tabla II. Componentes minimos de una suspensión como produc­
to terminado. 

Controles de calidad necesarios para una suspensión ( 10): 

Organolépticas 

Valoración del principio activo 

Redispersabilidad 

Humedad (Kat·l F1sher) (en caso de polvo p/reconstituir) 

Velocidad de sedimentación 

Volumen de sedimentación 

Ensayo Microbiológico (en caso de antibióticos) 

Densidad y pH 
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D. ENSAYO MICROBIOLOG!CO 

1.Teoria de la Formación de las Zonas de Inhibición 

El método de difusión en agar empe;:ó a emplearse cuanti 

tativamente a partir de los trabajos hechos por Chain y 

colaboradores en 1940 al introducir estos ensayos en los 

procesos de purificación de la penicilina. 

El sistema en general comprende: un medio de agar 

nutritivo inoculado con una suspensión del microorganismo de 

prueba en la -Forma vegetativa (o de espora), la suspensión 

se hará a partir de un microorganismo incubado para lograr 

la -Fase lag (fase de adpatación del microot·ganismo en el 

medio de cultivo) (o en el caso de utilizar microorganismos 

esporulados, más allá de la fase lag). El limite de la zona 

de inhibición será donde haya suficientes células que 

absorban todo el antibiótico impidiendo la difusión 

adicional del mismo (11). 

a. Las leyes de dif'usión. La difusión puede definirse como 

el proceso por el cuál los movimientos que producen al azar 

las moléculas, transfieren material de una posición a otra. 

La velocidad de di-Fusión a tt·avés del agar depende de 

la concentración en el depósito, el tamai'1o y la forma de la 

molécula del antibiótico, la viscosidad. del medio, la 
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tempe·ratura y de otros agentes como el contenido iónico del 

medio .. 

Para un antibiótico determinado, la velocidad de 

difusión en un medio definido bajo condiciones de prueba 

controladas-. puede determinarse eHper imentalmente y e:<pre­

sarse como una constante (coeficiente de difusión)(12). 

En c:ondic:iones de prueba ópt:imas, la distancia alcan­

zada por una concentración particular de un antibiótico en 

un periodo de tiempo dado es proporcional a la cantidad de 

antibiótica en el depósito. 

Una vez que la difusión ha empe;:ado, se inician dos 

procesos simul tJ.neamente, en el primero, la difusión del 

antibiótico en Terma radial a partir del depósito, produce 

un gradiente de concentr·aciOn que cambia gradualmente. Al 

mismo tiempo, el microorganismo empieza a meta.balizar y 

después de la -fase lag inicial, el crecimiento prosigue a 

una velocidad logar-itmica. 

b.. Concentración critica Cm'). La concentración crJtica es 

una medida de la sensibilidad del microorganismo de prueba 

bajo las condiciones particulares del ensayo. La concentra­

ción del antibiótico llega a la posición de la .futura zona 

limi tante a un cierto tiempo (tiempo ct-i tico), durante el 

cual la concentración critica inhibito,-ia puede difundit" en 
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el agar antes que alcanCe una derisldad 

células. Est~ "_depSnqe~·-- del·. -c·aefiCiente .-_de 

aílt-ib-iÓ~ic~ . y__ ~-~_"n~e-~,.~r~-~io_6-: 'de:i ~, ffiiS!lnO 

deposito. 
~ ·.': 

--, ~--

par~icul,~r de 

difusión del "•" .,'.· ... · 
que·~hay~Yen:el 

c; Tiemp-o critico -(To)-. El ú·Jmpo:--áfticci es:el- periodo de 

crecimiento del micraorganis~o a·l cual llega- la población 

critica (N) 1
• Es el tiempo donde se -fija el borde de la zona 

y puede determinarse por preincubación del medio inoculado 

variando periodos antes de la adición de la solución del 

antibiótico en el depósito. 

El tiempo critico depende de la fase lag (L) y del 

tiempo de generación (G), por lo tanto, depende de la 

tempet·atura y del inóculo (No) (población del inóculo). Es 

independiente de la concentración del antibiótico. 

d. Población del inoculo (No). Es la poblac:ion e:dstente 

al tiempo de inocular el agar- base con el microorganismo de 

prueba. 

e. Población critica (N'). Es la población al tiempo To 

(un inc1·emento adicional en la población más allá de este 

l lmite da como t•esultado un e:<ceso de microorganismos 

capaces de absorber completamente el antibiótico y asi 

impedir su di.fusión adicional; la difusión del antibiótico 
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durante la fase lag de crecimiento puede dar como resultado 

:::onas de inhibición pequehas, mas adn cuando se usa un 

inóculo grande tal. como No=N'. 

Después de la inoculación, el microorganismo inmediata­

mente empieza a crecer. A partir de la fase lag, que es la 

inicial, el microorganismo pasa a la fase logar 1 tmi ca y la 

multiplicación prosigue rápidamente. El punto má:<imo se 

alcanza cuando la masa celular es lo bastante grande para no 

ser inhibida por la concentración ct·ltica del antibiótico. 

Este crecimiento sigue hasta llegar a ser visible, limitando 

el borde de la zona de inhibición. 

La velocidad de crecimiento de las cepas de prueba es 

influenciada por el tamaño del inóculo y par· la capacidad 

nutritiva del medio de cultivo. Un medio que ofrece un 

ct·ecimiento rápido del microorganismo no es deseable debido 

a que las zonas de inhibición son reducidas. Por ott·a parte, 

un medio con nutrimentos minimos exhibe un crecimiento lento 

que tiende a dar grandes ::onas de inhib1ción. 

f. Población inhibitoria (N 11
). Es aquella población sufi­

cientemente gt«J.nde que impide completamente la fot·mación de 

:::onas de inhibición. Los factores que deciden el limite de 

la zona son la concentración critica y la población cr·lti­

ca; factores que inTluyen en la difusión del antibiótico o 

en el tiempo que es necesario para alcan~ar la población 

cr·itica. 
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Debe observarse que de acuerdo con la ·teoria de la 

formación de las zonas de inhi~ición,, l'a.' pend~ente de la 

linea de respuesta se determina por' .:i6s :~:factores que a 

coniriuación se dan: 

1) Preincubacicn 

2) Predifusicn 

3) .Temperatura de Incubacicn 

Con respecta al ~ltimo punto cabe hacer mención que el 

coeficiente de difusión aumenta con la temperatura, mientras 

que la velocidad de crecimiento se incrementa a un óptimo y 

luego cae. 

Un inóculo bajo permite zonas grandes y una pendiente 

mejor de la linea de respuesta del logaritmo de la 

concentración. Sin embat·go, si la cantidad del inóculo se 

reduce, el limite de la zona es di~uso. Deben hacerse 

ensayos para seleccionar la cantidad del inóculo que dé 

:zonas con limites claramente definidos y con una buena 

pendiente de la linea de respuesta del logaritmo de la 

concentración (13) (14). 

g. Naturaleza de la zona de inhibición. Antet· 1or·mente ~e 

habló de la presencia de un gradiente de concentración del 
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antibÍóti_co, ·en _dondét el": crecimie~t·~- ~·'it·~~ti¡á'ri~ <·.~a a 

se!lta~ dos -FormaS de ·inhibici_Ón~ :·~~-:~-~-:~:~.~~:~i~'·~~.· ·:y Otra 

pre-

par-

cial, y de e.sta -Forma, el borde· de·:~~i~~-?~·~~-~~f~·~·;·f~h~·1Úc'ión ~e 
demarca exactamente. En la práct{ba/~\a:~~Ífi~\i_~;·1:-~_::.=~-e ._-1.oS tlnti­

bióticos producen zonas de inhibición ~:~~.C).~l~s, en donde a 

veces es di-Fici 1 visual izar el 1 !'mi te .. -p"á.t~a comprender· lo 

mejor' la siguiente -Figut·a muestra en - -Forma .e:-:agerada el 

borde de la zona de inhibición. 

A 8 e D E 

A G A R 

Figura ó. A) 
ción parcial; 
estimulado. 

Depósito; 8) Inhibición completa; C)Inhibi-
0) Crecimiento retardado y E) Crecimiento 

El área de crecimiento estimulado puede atribuirse a un 

crecimiento disminuido de la parte que esté más cerca del 

depósito, debido a que las nutrientes que difunden hacia la 

zona de inhibición son mas fácilmente utilizables para las 

células que se encuentran al borde de la zona y asi la masa 

celular es mas grande. 
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Una banda de inhibi'ción P.a~c~~l ·es usualmente muy 

estrecha y probablemente - rep~·e~·-e~t~:}J':'.ª.;_:br·~'f~' .i-rihib-ici6n y 

un eventual crecimiento que_ , es '·f-A'c-i"i~e~·t~ · -Óbservado con 
;. ,' '/.;,·._"<..'~;-;,' ._!_;;·::: :··.;>· -:· 

concentraciones subinhibi t~ricl~ dri -~~;~'n·~~ibii~;_i_co: •. Uno-- podr la 

esperar encontrar la coni::erli:t~·ac:f"í~in< -~intii.b.i:fori'a dentro de 

es ta banda de 
' ---.:- - - "'' . :·· ... :e •. -._,-~. - ·:· '·, -- - .,. - .-· • 

inhibición pa_~~Cia)-'/ -_iS_i·'ei.7 ~~~_cimiento seria 

completamente inhibido. ;.''·.-. · ... .: 

' -- './>; 
A veces hay un anillo i~tet~no muy débil de crecimiento 

retardado, que 

inhibidas por la concentración del antibiótico. Este 

-fenómeno puede relacionarse frecuentemente con la 

degradación o inactivación del antibiótico resultando un 

crecimiento retardado de estas células vivas capaces de 

sobrevivir a la concentración inhibitoria inicial. 

Esta respuesta es pat·ticularmente notable en algunos 

microorganismos de pt·ueba que producen una enzima 

e:~tracelaular, tal como la penicilinasa o íl-lactamasa de 

Staphvloc:accus aureus. 

Cuando el inóculo contiene una pequetla pi'·opor-ción de 

variantes t·esistentes. éstas eventualmente crecen para 

pr·oducir colonias visibles dentro de la zona de inhibición. 

La población inicial de células r·es1stentes puede ser 

relativamente pequeNa resul tanda colonias de menot· tamafto y 

de lenta formación, regularmente es el área cercana al 

depósito~ donde la concentración del antibiótico es alta. 
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Para 

variantes 

distinguir, entre creC:imiento secundario de 

resistentes y crecimiento retardado de 

sobrevivientes suceptibles, deben subcu~tivarse colonias del 

área de inhibición y repetir el ensayo. De esta manera se 

incrementarla la proporción de variantes resistentes y asi 

el ensayo repetido_ seria· de-Finitivo. Por supuesto, es 

siempre necesario distinguir microorganismos contaminantes 

de variantes resistentes a tt~aves de una diTerenc:iac:ión 

microcoscópica mediante la técnica de Gram .. 

h. Factores que in-Fluyen en el tamaNo de las zonas de 

inhibición. Se han comentado las variables técnicas que 

inrluyen en el tamafto de las zonas de inhibición; algunas 

pueden a rectar los resultados en varias formas. Las 

variables mJ.s importantes que son -fácilmente sujetas a 

control e:<perimental son las siguientes: 

l) 

prueba. 

Sensibilidad primordial del microorganismo de 

2) Condición del microorganismo de prueba .. Vegetati tvo 

o espora; si es vegetativo en su -fase de crecimiento (fase 

logari tmica). 

3) Densidad del inóculo. La cantidad es pr·obablemente 

la variable mA.s impor·tante que influye en las zonas de 

inhibición. El tamaNo de la zona no se determina hasta que 

se alcanza la población critica (N'). 
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con un inóculo peque~o 'se reqüiere de mas tiempo para 

alcanzar .'la ~o~C:~_r_it.r"~~f~fl critica y asi, el antibiótico 

pµede dif-Undir, .. ~á~· Y. la:·.zona es--mas grande. El tamaNo de la 

zona de rñtiibfé:i~~I~ 5:e relaciona inversamente con la cantidad 

del .·inóculo". 

4) Composición del medio de cultivo. Este influye en el 

tamaho de la zona por tres razones: 

a) su efecto en la actividad del antibiótico 

b) su influencia en la velocidad de difusión del 

antibiótico 

e) su ef!ecto en la velocidad de crecimiento del 

microorganismo 

La capacidad nutritiva del medio puede tener influencia 

significativa en la duración de la fase lag y el tiempo de 

genet·ación del microorganismo. Un medio de-ficiente produce 

zonas más grandes, probablemente debido a la prolongación de 

la fase lag que se requiere antes de que pueda in1ciat"se el 

crecimiento. El contenido de agua del medio es importante, 

debida a que la pérdida de la misma, ocasiona que las :::anas 

que se encuentran a los bordes de las placas sean de mayot· 

tAma.No que las que se encuentran al centro de la placa. 

5) Incremento del gt·osor del medio. Lo cual ocasiona 

disminución en el di.:\met1·a de las zonas. 

6) Concent7ción de la solución de prueba. 

_/ 
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7) Volumen de la solución de prueba que se aplica en 

las placas. Debe ser grande, 'para que acto.e como depósito 

con una concentración continua o aplicando un volumen igual. 

8) Area de aplicación de la solución de prueba. Debe 

existir uniTormidad en cuando al área de contacto entre 

depósito y capa inoculada, ya sea que se utilicen cilindros 

de acero ino:<idable, perlas de porcelana o discos de papel. 

En el caso de perf'oraciones en el agar, el diámetro debe ser 

constante. 

9) Tiempo de aplicación de la solución de prueba. Las 

soluciones aplicadas al Ultimo tienen menos tiempo para 

diTundir, por lo que la. población critica se alcan::a en 

menos tiempo prod1..1.ciéndose ::onas más pequet1as. 

10) Temperatut-a de incubación. Una placa colocada en el 

entrepat1o de la incubadora tarda 1 hr para calentarse lºC , 

pero si las placas se colocan en columnas de cinca, la placa 

del centro tarda cerca de 4 horas para alcanzat· esa misma 

temperatura. 

Debido a que la velocidad de crecimiento del microor­

ganismo de prueba es más baja, si no se alcanza la temperaty 

ra óptima, el tiempo que se requiere para alcanzar la pobla­

ción crltic:a será más largo. Consecuentemente, las plac:as 

del centro de la columna tendrán zonas más grandes que 

aquellas que están abajo, debido a que la concentración 

critica del antibiótico tiene más tiempo para difundir. 
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11) Tiempo de incubación. La posición de la zona de 

inhibición en las plac.as, se determina en las primeras horas 

de incubación, las zonas debidas a .la solución del antibió­

ticO pueden medirse tan pronto como el crecimiento llegue a 

ser visible (15). 

2. Validez del Ensayo 

a. Ensayo Biológico. Un ensaya biológico es un 

procedimiento para estimar la naturaleza, constitución o 

potencia de un material (o de un proceso), por medio de la 

reacción que sigue cuando se aplica sobre la materia prima. 

Los métodos bilógicos se emplean para ensayar ciertas 

sustancias cuya potencia no puede ser evaluada con precisión 

a traves de un método químico o -fisico. El principio 

aplicado es el de comparación con una prepa1·ación de 

referencia, con el -Fin de probar- en cuanto la pr·eparación 

muestra produce el mismo efecto biológico que una cantidad 

conocida de la preparación patrón (unidad) bajo las mismas 

condiciones de trabajo. 

La potencia de un antibiótico se puede de-finir como la 

actividad antibacteriana que éste posee sobre un sistema 

biológico; actividad que se e:<presa en "unidades 11 o mcg". 

En cada caso, la unidad o mcg de actividad antibiótica se 
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establecen a traves de u~ patrórí pri~ar-'io ·e~p~~~fico para 

cada antibiótico·;, 

una 

~ ,.,-- . 
Una ·preparación piltró'~ 'º:~·c;ni:'i·~;,~·- ~·¡-~ Pt::Tn\:i"P"io actiVo a 

concentracfó'1 c~·n~~"i d'.-~:_:; ·y,:,~: ~,~"~-~~~·~;t~·:L::';_, E~,t~.-:·~it-eparación 
,_ '-·, --- .,: ·_i _: --.-:-.~_--= ·-~ < '' - , 

sea posible su actividad. 

Dado que ambas preparaciones (patrón y muestra), deben 

diluirse, es necesario definir lo que es un ensayo de 

dilución. Ensayos de dilución son aquellos en los que la 

prepat·ación muestra por ensayar, contiene el mismo 

componente activo que la preparación patrón, pero en una 

r·a;:ón diferente de componentes activos e inertes. 

Para veri-ficar si un ensayo par·ticular puede conside-

rarse como ensyo de dilución, es necesario e:~aminar los 

efectos de diluit· las pr·epat·aciones sobr·e la r·elación dósis-

respuesta debida al pr·incipio activo. Cuando el efecto de di 

luir las prepar·ac1ones sobre las relaciones dósis-respuesta 

en un ensayo, se desvía del e-fecta de diluir el principio 

activo, este modelo no es válido para este ensayo en parti-

lar. Para hacer aparente el e-fec:to de dilución en el modelo 

teórico, es üti 1 transfor-mat· la relación dósis-respuesta a 

una 1·elac1ón lineal. 

b. Modqlo de line•s paralelas. Este modelo se basa en 

una relación lineal entre la respuesta y el logaritmo de la 

dosis: 
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y = b .+. m x .. 

donde 11 y 11 es la re.spu~sta esperada·,. -·~ X 11 es la ,:c:an·cehtraC::i6n· 
. . . ' - :-:.~. ' . - -'_, . - . -- - -

de la sustancia por·--a~a'i:{-zat-.. i< y __ ::Yb~;)),- 11 fñ 11 ;Son -cOef"i'c:ieOteS-. 
- .. - ·.">¿ :.:.·. 

la prepé:l'r~-~'ion~)_;_:~~-: 'dÍ)U};e,·· /Cada . Valor de x en la 

disminu\i.,'' unl- ·,~~'r.ii~a~; iíJJ~1 .. al legad tmo del 
~ -'·;o..~·-~.-, ' 

Si 

relación, 

factor· de di luc:ióñ·~~~.: PO"r-~~:-eJ~nlP10°,~~ - s_i_ preparación se 
- ;.·-- - , ·.·· 

diluyera· 1:2,·1a~~eÍ~cióh se c6nvertiri~ en : 
. . 

y = b + m (x-log2) =' b :.: m lo.g2 + m>< b'+ mx 

Toda respueSta disminuirla por una cantidad constante 

m log2 y la linea de regresión se desplazarla hacia abajo 

paralela a.si misma. 

Para veri-Ficar si un ensayo cumple con este modelo, 

debe satisf'acer los siguientes requisistos: 

a) Que la t·elación entre el logaritmo de la dósis y la 

respuesta pueda ser t·epresentada por una linea recta, en el 

intervalo de dósis ensayadas. 

b} Para cualquiet· muestt·a en el ensayo, la linea recta 

debe ser paralela a la del patn~n. 

La caracteristica distintiva de los ensayos biológicos 

cuantitativos es que la aplicación de estimulas idénticas a 

la matet·ia viva, da luga.1· a respuestas no necesa.i-iamente 

iguales. Debido a la va1· 1abi 1 idad inherente a las t·espuestas 

bilógicas, es necesario recurrir a los métodos estadlsticos 

para obtener la meja1· estimación de la potei:icia de un mate-
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r.ial, asi como la precisión del método anal i tico. 

El procedimiento estadistico ~!.:le. p~rmi_te evaluar si un 

bioensayo satisface laS .::ct:>~di~i~·nes del modelo de lineas 

paralelas, es el anAi iS.is 

anAl is is se deter~(~a: ,_·_: 

-.- ·::,;--., 

a) si la re1ac{Ón' 

Con base en este 

'ra variable de respuesta o un 

met.lmet.-c de esta" y eL" lcgat"i"tmc" de" la dósis, es de tipo 

lineal (en un bioeiisayo a ·t_r-es·-_ dóSis): 

b) si e:dsten desviaciones del paralelismo entre el 

patrón y las muestras. 

Cuando se ha establecido la validez del ensayo, se 

estima la potencia relativa de la(s) muestra(s) con respecto 

a la del patrón siguiendo un procedimiento de 5+1 dósis (el 

cual se describir·A con detalle má.s adelante), pudiJndose 

expresar· el resultado como una ra::ón de potencias o 

trans-formar-se a las unidades adecuadas. Pueden estimarse~ 

además, limites de conf1an::a de la potencia a partir de cada 

conjunto de datos del ensayo (16i (17} (18). 
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E. ValidaciOn de Métodos Anallticos 

1. Antecedentes 

La base del concepto de validación tiene·sus origenes a 

partir de tres comunicados emitidos· por la Food and Drug 

Administration CFDA). El primero, en 190~;, exige el control 

de medicamentos para evitar su adulteración. El segundo en 

1938, convoca a los fabricantes a eliminar de las -formula­

ciones aquellas sustancias que pudieran causar algón efecto 

tóxico, como consecuencia, se implementa el acta de acondi­

cionamiento de seguridad de los medicamentos. El óltimo de 

ellos en 1962, pide comprobar la e-ficacia del producto 

farmacéutico; debido a los efectos secundcu-ios de la TalidQ 

mida y a las into:dcaciones provocadas por una contaminación 

cruzada durante el acondic:ionamiento de penicilina, determi­

nan que, a partir de 1963 se permite conceptualizar la no 

idoneidad de un medicamento ~i la~ condiciones de fabrica­

ción no san las mlnimas aceptables. 

A partit· de 1967, son elaboradas unas normas de corres 

ta fabricación y de control de la calidad de los productos, 

llamadas Prácticas Adecuadas da Manufactura (PAM's). E:;tas 

normas, consideran todos aquel los factores que contr· ibuyen a 

la obtención de alta calidad en los procesos de fabricación, 

asi como la reproducibilidad del producto lote a lote. 
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La demostración de que estos procedimientos sen 

corrrectos se conoce con el nombre de validac:ión. 

Sin emabrgo, fué hasta 1983, después de una serie de 

acuerdos entt·e la FDA y asesores de la industria farmacéu-

tica, que 

PMA's. De 

validación, 

se establecen una serie de reglas aplicando las 

esta manera se determina ·el significado de la 

se establecen criterios de aceptación y 

1 imi tantes para considerar la validez de un proceso y por 

ende del método analltico (19). 

2. Definición 

Los beneficios que aporta la validación de técnicas 

anallticas son grandes, ya que ésta permite conocer el 

comportamiento de un proceso bajo diferentes condiciones de 

operación, y poster·ior·mente utilizarlo en lo posible para 

procesos rutinarios. Con el objeto de producir· los mejores 

resultados analiticos posibles es importante considerar 

todas las variables del método analitico: reactivas, equipo, 

anal is ta, etc. 

La validación de un método analitico es el proceso por 

el cual queda establecido por estudios de laboratorio, que 

l~ capacidad del método, satisface los requisitos para la 

aplicación analltica deseada. 
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Ac;tLI:alm·~.n.~f:, "._e~:.,--· ~·~~~-2:~:~~~.~de -.~~Í ÍdaciOn,. E!S considerado 

c~mo el .~. l'.IF~~~~~;i~i~~~6{;_i;~:.~-~:~~~~-~·~k~~.'::·p0~ el- cÚal se establece 

la.. !""ªc.ti~ü~{'/\;.iAabÍlidad .. ;y especificidad del método 
-·;·:y~"- ·:"'; .. ;, "" 

a'Íial i t:i f9'.~~~. ;-:r:p -<ef¿:~·~ ;~;\~.~·º ~-~;-: __ ~ j.~:·: 
n:;·:: .:.·¡_.- =-.-,, 

<;t~ "· , .. «>~·' :·::: .,_.-,;·: :: 
"' ,, .. ·, 

·. 3; Güta'•0¡;·¡;;¡c,Í,;\'v~'hd~ti6n de Métodos Anal i ticps 
-,.---:--"" . ·-

~·" -~-- ~-;-~·;::;". 

Existen diversas -fcirmas de validar un método analitico, 

ya que e:<iste uiia gran variedad de e:<perimentos que pueden 

ser utilizados para tal fin. El elegir cuales seran los 

puntes para validarlo generalmente, de las 

necesidades de cada laboratorio, de la aplicación que tenga 

el método, de los reqLtet· imientos gubernamentales y algunas 

veces de la persona que los r·eal iza. 

Los parametros a validar·, dependic;'!ndo de la aplicación 

del método, se encuentran en el Anexo (I). 

Pat·a la validación del método microbiológico, propuesto 

en este trabajo, los parámetros anallticos cünsider·a.dcs son: 

METODO: SISTEMA: 

-Linearidad -Linearidad 

-Exactitud al !OO'l. -Precisión 

-Especi-ficidad 

-F'rec:ision (Repetibi l 1dad y Reproducibi l idad) 

-Estabilidad de la Musetr·a Analltica 
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4. ConcePtos·y Determinaciones 

a. Linearidad .del sistema. 

Es_, la. relación que se establece m-é1Üáiite· una· 1 inea 

recta. entre una "prop_iedad -fisica, qui mica. 9 b-~91~.91~~·. con la 

cant_fdad del -fármaco por anal izar. 

·Se- evalO.a construyendo una curva de ·cati.bi~a-ci6n a par-

tir del anJ.l is is de di-Ferentes soluciones de la sustancia 

de interés, usualmente 50, 80, 100, 120 y 150 'l., preparadas 

a partir de una misma solución patrón. 

Con los datos obtenidos, representar la grá-Fica de la 

curva y calcular los siguientes para.metros estadisticos: X, 

DE, CV, r, r2 y m. 

~~:~ 

CV ~ 1.5 X 
0.99 

r' l: 0.98 
m = 1 

Tabla III. Criterio de aceptación en linearidad del sistema. 

NOTA: para métodos microbiológicos ,- 2: 0.98 

b. Precisión del sistema. 

Es la correlación que e:d.ste entre un valor determinado 

e:,perimentalmente y un valor aceptado como re-ferencia, obte-
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nidos pot~~ un Sólo analista, usando los mismos aparatos y 

té_cni.~~s----~ 

Este para.metro se determina por el anAlsis de seis 

sólücfonesr de la· sustancia de interés preparadas al 1001. del 

nive1--~normal ~de~··_jJrocedimiento • 
.... 

Con :ios -dátos obtenidos c:alc:ular: X, DE y CV. 

CRITERIDi 

cv 1.5)( 

NOTA: para métodos mic:robiológic:os CV S 3% 

e:. Linearidad del método. 

Mide el grado en que la respuesta del método, al 

trabajar en un rango determinado de concentraciones, se 

aproxima a una función lineal del tipo y ;;:: m:< + b. 

Rango: está definido por· las concentraciones 

comprendidas entre los niveles superior e inferior de la 

sustancia de interés (incluyéndolas), en el cual se 

demuestra que el método es preciso, e:<acto, espec!.fico y 

line.al. 

Realizar anAlisis triplicados de soluciones preparadas 

por la adición de la sustancia de interés a placebos del 

produc:to, usulamente 50, BO, 100, 120 y 150 'l. de la cantidad 

especiricada en el marbete. 
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Con los resultados obtener: la grA~ica de la curva y la 

ecuaciOn de la recta; calcular X, DE, CV, m, b, r y ,-:? • 

7. de recobro 95 - 1057. 

cv :¡ º· 77. 

r l: 0.99 

r2 ~ 0.98 

m 

b o 

Tabla IV. Criterio de aceptación en linearidad del método. 

METO DO 
Cromatogra:Fi ca 
Titrimétrico 
Quimico y espectro-
.fotométrico 
Microbiológico 

l. de recobro 

98 - 102 ;. 
98 - 102 ;. 

97 - 103 ;. 
95 - 105 ;. 

cv 

2 Y. 
2 Y. 

3 Y. 
5 'l. 

Tabla V. Y. de recobro e:cper·imental y coei=iciente de var·ia­
ción (CV), dependiendo del método de análisis. 

d. Exactitud y repetibilidad al lOOY.. 

Es la dispersión que e:-dste entre una serie de datos 

con respecto a un valor central, que es el valor real (100Y.) 

obtenida por un mismo analista utili::ando idénticas condicig 

nes de anAlsis. 
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Se expresa como el X de recobro, obtenido del análisis 

de muestras a las que se les ha adicionado la cantidad 

necesaria de la sustancia de interés para obtener una 

concentración -final correspondiente al 100%. 

Adicionar a placebos del producto (6 como mínimo) la 

cantidad necesaria de la sustancia de interés para obtener 

la concentración del 100%, analizarlos independientemente 

utilizando el método propuesto, en las mismas condiciones de 

operación y por el mismo analista. 

Calcular Y. de recobro, X, DE, CV, IC al 951.. 

CRITERIOS: 

a) El 7. de recobro y el CV deben estar de 

acuerdo con la Tabla v. 
b) Estadigra-fo de contr·aste t de Student y Xi': 

t cale < t tab 

Xi:! cale < XP tab 

e. Reproducibiliad. 

Es la correlación entre mediciones repetidas respecto a 

variaciones en la operación; tales var·iaciones radican en 

que las deter·minaciones son e-fectuadas por diferentes 

analistas, en distintos dias~ en el misma y/o di-ferente 

laboratorio utilizando el mismo y/o diferente equipo. 

38 

..,·.,¡ 



Analizar tres muestras del producto ·.de un,mismo lote 

cuando menos 2 por analistas en 2 di~s 
.-. ':· ' .. , 

di~eren~es~· se debe 

trabajar de manera independiente partiendo de una muestra 

homogénea del producto al tc)1):t. de la con-centración teórica. 

La reproducibilidad se maneja en t. de recobro. 

Con los resultados calcular X, DE y CV. 

METODD 

Cr-omatográ-Fico 
Quimico y espectrofotométrico 
Microbiológico 

cv 

2 f. 
3 /. 
5 /. 

Tabla VI. Criterio de aceptación a traves del coeficiente de 
variación dependiendo del método de análisis en la reprodu­
cibi 1 idad. 

Criterio utilizando el EstadigraTo de contraste: F 

F cale < F tab 

Se eva.ló.a utilizando una tabla de análisis de varian~a 

(ANADEVA), utilizando el siguiente modelo matemático que 

mide el efecto del analista sobt·e el método en difet·entes 

días y con tres replicaciones cada uno: 

YiJk = +Al+ Dj(I) + Ek(ij) 

f. Especificidad (métodos de control de calidad). 

Es un término usada para indicar que la respuesta obte-
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nida en el método se debe e::clusivamente a la sustancia que 

se desea determinar y no a otras sustancias que pudieran 

estar 'presentes en el material por analizar. 

Con el método propuesto analizar placebos del producto 

e identificar la(s) respuesta(s) del(los) prlncipio(s) acti-

vo(s), y si procede, de los e:<cipientes y/u otras sustancias 

presentes en la formulación. 

CRITERIO: La respuesta obtenida por el método debe 

satisfacer los requisitos de la siguiente tabla: 

Muestra Respuesta 

-----------------------·-
Placebo 
EstAndar 
Placebo cargado (100%) 

No se obtiene respuesta (! 2%) 
Se obtiene respuesta (100%) 
Se obtiene respuesta ( 100%) 

Tabla VII. Criterio de aceptación dependiendo de la 
respuesta obtenida por el método de anJ.lisis. 

g. Especificidad (métodos indicadores de estabilidad). 

Un método analitico posee especificidad en estabilidad 

cuando ningón producto de degradación formado por el almace-

namiento del material de pr-ueba bajo condiciones normales o 

especificas de temperatut-a, lu::::, humedad, etc., interfiere 

con la detet-minación de la sustancia de interés. 

En caso de contar con los posibles productos de degra-

dación, preparar muestras con placebos cat~gados de estos y 
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la sustancia de interés, y analizarlos con el método propuea 

ta. En caso de no contar con productos de degradación y 

dependiendo de las propiedades fisicoquimicas de la sustan­

cia de interés, establecer un nó.mero minimo de experimentos 

para obtenerlos; se sugieren los siguientes: 

1. Colocar la. sustancia de interés, el placebo y mues­

tras del producto en un horno a 7úºC - 120ºC ó 20ºC por debª 

jo del punto de -fusión del principio activo durante 2-4 

semanas. 

2. Exponer la sustancia de interés, el placebo y mues­

tras del producto a la lu: UV o lu: fluorescente y/o hume­

dad. 

3. Si es necesario, hacer soluciones de la sustancia de 

interés 11 ajustando el pH a 1-2 y/o 10-12 y 

60-80º e durante 2-4 semanas. 

colocarlos a 

4. Si se trata de formas farmacéuticas liquidas o semi-

sólidas, pueden degradat·se por o:ddación con peróxido de 

hidrógeno y permanecet· de 2-4 semanas a temperatura ambiente 

y/o por hidrólisis (pH 1-2 y 10-12), colocando las muestras 

a 60-SOºC por 2-4 semanas. 

CRITERIO: 

Si el expe•·imento demuestra que la respuesta 

analltica sólo se debe a la sustancia de interés, el método 

se llamará especifico y podrá set" utili::ado como indicador 

de estabi 1 idad. En caso contr·ario, se debet·á estimar· el 
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efectO de las sustancias extral'1as sobre la t·espuesta y se 

estiffiár~á én cuanto y cuando este efe e: to podr la ser ímpot·tan-

te. 

Forma Farmacéutica: 
Soluciones, Cápsulas 
y Tabletas 

Suspensiones y Semi­
sól idos 

Interfe1·encia con: 
Placebo Placebo Cargado 

No detectables 2 'l. 

2 'l. 2 "l. 

Tabla VIII. Relación de formas farmacéuticas y la respuesta 
obtenida por el método de análisis. 

e. Estabilidad de la muestra analltica. 

Son las condiciones durante las cuales una muestra del 

pt·oducto mantiene su propiedad medible en un lapso de tiempo 

determinado. 

Se determina por la comparación de los r·esultados de 

los analisis iniciales de tres muestras del producto termi-

nado con los obtenidos de las muestras después de permanecer 

por un tiempo deter·minado en diferentes condiciones; por 

ejemplo: temperatura, humedad, luz, ref1·igeración, etc., 

dependiendo de las propiedades fisicoquimicas de la sustan-

cía de interés. 
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Reanali::arlas bajo las condiciones de trabajo, utiliza.o 

do una solución patrón recientemente preparada para cada 

tiempo, de acuerdo a lo establecido en el método analltico 

propuesto. Los análisis deben.ser efectuados por un sólo 

analista. 

CRITERIO: 

La muestra es estable si el IC para la dif'eren 

cia para la media de la muestra con respecto a la media del 

análisis inicial incluye el valor de cero y/o la magnitud 

del efecto no exceda a los porcentajes de la tabla rx. 

----=-=--=~~·-~· ·~·==~·==·=======-=== METODD 

Cromatográ-F l ces 
Titrimétric:os 
Oulmicos y Espectrofotométt· 1 ces 
Microbiológicos 

98 - 102 7. 
98 - 102 7. 
97 - 103 7. 
95 - 105 7. 

Tabla IX. Factor· par· a la respuesta obtenida dependiendo 
del método de análisis en estabilidad de la muestra 
anal!tica (20) (21) (22) (23). 
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111. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Debido a que no existe evidencia documentada sobre los 

-factores que requiere un ensayo microbiológico para amo;dci-

1 ina en nuestro pais y dada la similitud de estructuras 

quimicas con la ampici 1 ina, se utilizarán los fac:tor·es ya 

existentes para esta Ultima. 

A través de pruebas estadlsticas que demuestren la 

validez del ensayo quedará de manifiesto que dichas 

variables pueden se1· utilizadas para. anal izar antibióticas 

de estructuras quimicas si mi lares pot· el mismo método. 

Realizando varias corridas del método como pruebas 

preliminares, y una ve= lograda la adaptación de las 

condiciones anallticas reportadas para calcular la potencia 

de la (s) muestra (s), pr·oceder·emos a la val i.dación de 

nuestro método a tt·aves de la evaluación de parámetros 

estadisticos especi~icos. 

Con la validación del ensayo microbiológico para 

amoxicilina en suspensión se pretende obtener información 

sabre la con-Fiabilidad del mismo, mejor-ar la calidad de los 

pr·oductos, disminuir· tiempo y costos durante el anal isis, 

ayudar a la toma de decisiones y sobre todo obtener una 

evidencia documentada que per-mi ta mi ni mi ;:::ar· los en·ores 

cometidos durante la experimentación, ya sean de tipo 

instrumental, de método, operativo o personales. 
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Esto es debido a que el método esta ·-bien dO~umentado y 

se basa en principios cientlficos fir~~st·-~os-:cuales han 

sido planteados mediante la validación-.-, cf.ÍgÍ.ricil, 10 que 

provee un . fuOdamento sólido Sobr:~:;·ei->:~~:~- ·~pjé{c:ian basarse les 

é:ambios.-

La princ~pal ra;:On .-par':'· ~y_al_~-~ar un·· método es garantizar 

la-. c-a¡~.-~ad~·:·,~~-~-~i~~ 'pr~dJ¿tci~- _ _,á···~1'~'"¿o~t~ reducido, asi -como la 
,, . :· - '-~ ' - -·«·--~, :-... :--:·:·'"- --:· 

confiabilidad· totar'en: ... l. a;,Alisis de los mi.,mos, 
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IV. OBJETIVOS GENERALES 

-Determinar la validez del ensayo microbiológico para 

amoxicilina en suspensión por difusión en placa. 

-Llevar a cabo la validación del método microbiológico para 

amo~icilina en suspensión por dirusión en placa. 

46 



V, HIPOTESIS 

Un ensayo microbiológico es válido si la relación 

dósis-respuesta obtenida por la muestra es repr·esentada por 

una linea recta y ésta es paralela a la del patrón, 

consecuentemente y pot· estudios de laboratorio quedará 

establecido que nuestr·o método cumple con los propósitos 

para los que Tué disei'1ado a través de la evaluación 

estadistica de parámetros analiticos como: linearidad, 

exactitud, precisión, etc. 
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VI. PARTE EXPERIMENTAL 

A. Material Equipo y Reactivos 

Material 

Cajas de Petr·i (Pyre:< y Kima:<) 

Tubos de ensayo (Pyre:c) 

Cilindros de acero ino:ddable 

-diAmetro interno 

-diAmetro externo 

-largo 

Matraces volumétricos (Blau Brand) 

Pipetas volumétricas (Pyrex) 

Pipetas graduadas (Pyrex) 

Bureta graduada (Pyre:<) 

~ 

Estufa p/incubación microbiológica 

Colocador de penicilindros 

Autoclave (119 ºCa 1.4 kg/cm') 

Pipeta semiautomatica (200 mcl) 

Espectro-fotómetro 

Vernier Manual 

Balanoa Analltica (200 g) 

Oescrpción 

20 :e 11)(¡ mm 

20 X 150 mm 

ó mm +/- mm 

8 mm +;- mm 

10 mm +/- mm 

50, 100 y 1000 mi 

1, 5, y 10 mi 

10 mi 

25 mi 

Descr i ación 

Thermo l yne 42000 

MAYASA s/mcdelo 

AESA 300 

Gilson F300 

Perkin Elmer Có180337 

Rostrt-ei 11 Zeus 11 

Sar·tar·ius BA110S 
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Reactivos Descripción 

Fes.fato de potasio monobasico.' (R .• A.) Merck 4873 

Fosf'ato de potasio dibáSiC:6 !R•A.J Merck 5104 

Cloruro de sodio (R.A~) Merck 21578 

Amo:<icilina estándar S~cu.hdario (85.51.) Lote 58 Z-412 

Medio de cultivo No. 11 p/antibióticos 8IOXON 243-1 

Material Biológico Oescrpción 

Micrococcus luteus Código de American Type Culture 

Col!ection 9341 
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B. Métodologla General 

1. Solución amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH B. 

Pesar exactamente 16.73 g de fosfato de potasio 

'dibisico y 6.523, g de fosfato de pot'asio 'monobásico y 

cOl~c;a'~lOS-: ~n·-_:u¡,-_ima-tt~az _vOlumét.rico de 1000·-ml, que contiene 

500 ·m1. de agua _deicinii~~a, ··_agftal"'.-·ha~ú:á.- dÍ.SoluciCn y aforar 

con. ~gua._ Esterilizar en autoclave. 

2. Solución Isotónica. 

Pesat" a pro:< imadamente 9 g de cloruro de sodio y 

colocarlos en un matt·a:: de 1000 ml ~ que contiene 500 ml de 

agua deioni::ada, agitar hasta disolución y aforar con agua. 

Ft"accionar en recipientes adecuados y es ter· i l i ::ar· en 

autoclave. 

3. Medio de cultivo p/antibióticos No. 11. 

Preparat· segun indicaciones del fabricante una 

cantidad adecuada de medio, considerando la cantidad de 

muestras por anali:::ar y el volumen de agar que sera 

inoculado con el microorganismo de prueba. 

4. Germen de prueba. 

Se utili::a un cultivo fresco de 24 hr· de incubación en 

medio antibiótico No. 11. Resuspender el crecimiento con 
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solución isotónica y obtener una· suspen~ió~ tal que al 
',· - - ... 

diluir: la 1:40 dé 25 .iC de· transcnita'.ncfa. ª·' 5f!O:-rím'•- Esta 

suspensión p'uede guéfrd~r;s~\b:~·j:~-:."~~·~;~·~-J~ra~:f O~.¡~~ ( 4~.C)· ~ dút·ante-

2 semanas y __ se·f i~d~u1··~r-A.\H.>nle~'di.(;::: ~~'~'i'ii:~ .. :··~~ifi· ai·;~~-ded-or de 

o.5 m1 por cada 100 i€1-cie.Lni~¿r~~2~~ ~t:J1ÚC~ft/-"_ 
-~-~-,. :.-- ;_('· -, .-

-____,.-- --·-2~-=-T-~':-:-0 ,~,;:·.- .·,_"'~~=':_-

s. Preparación de 1~~ c;j;;,-? 
Preparar una ca~·ti~~~-~{·~d~~uada de medio de cultivo para 

antibióticos No. 11, pt~eparar lo segón marbete del provedor; 

agregar 20 ml de medio fundido estét"il a cada caja. Se dejan 

solidificar sobre una super·ficie lisa y plana; estas cajas 

pueden guardarse bajo r·efrigeración (24-48 hrs. a 4ºC) y 

antes de usarse ambientarlas a la temperatur·a de tr·abajo. 

Inocular una cantidad suficiente de medio fundido y 

enfriado entr-e 48-50ºC con la suspensión del microorganismo 

de pt·ueba agitando con movimientos rotatorios para obtener 

un inóculo homogéneo. Se depositan 5 ml de este medio en 

cada caja, extendiéndolo uniformemente sobre toda la 

superficie; todos los pasos anter· ior·es deben hacet·se en 

condiciones asépticas frente al mechero. 

Cuando la superf1c1e del medio inoculado se ha 

solidificado (apro::. 10-15 min.) se colocan 6 cilindros en 

cada caja con el colocador- de penic1l1ndros, se esper·an 15 

minutos a que los cilindros se acomoden en el medio y 

después las cajas están listc01 para su uso. 
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1. Determinacfón de la -validez del ensayo (modelo de 

lineas paralelas) 

Pf~pa~r:a~_fi!Jn de la soluciones del estAndar: se pesa el 

etju.iva._lente a·. ·100 mg de amoxicilina estándar secundario y se 

i1ev·a·n. a.· un m.3.traz, volumétrico de 100 ml, disolver con 

-a·gitatfón·::-: magn·é·~ré:a' __ -y -·aforar -·con agua destilada, o en su 

caso, COI)' agua ·-deioniZ°áda. De esta solución patrón con 

concentración- de-- 1 ., mg/ml· se realizaron las siguientes . _:-'•_ . 

d"ifUc:i:Oneis:_,_. se toma-_1- ml--y se coloca en un matraz volumétri-

ca de_.100·'!11 y se afora con agua. 

De esta solución se toman tres alicuotas de 1 ml v se 

agregan a matraces volumétricos de 200, 100 y 50 ml; estas 

óltimas diluciones se aforan con solución reguladora de 

fosfatos 0.1 M pH a.o para obtener tres concentraciones 

finales de 0.05, 0.10 y 0.20 mcg/ml respectivamente. 

Preparación de las soluciones de la muestra: se p(?San 

896.6 mg del producto (equivalentes a 100 mg de pr·1ncipio 

activo) y se colocan en un matra::: volumétr ice de 100 All, 

disolver· con agitación y aforar con agua. De esta solución 

con una concentt·ación de amo:d ci 1 ina de mg/ml r·eal izar 

diluciones de igual manera que se hicieron con el estándar. 



se· Bmpléá~ tres. ~ajas p~ra' ,'Cada. conceritraéión ,y·.~~ c~da 

una 
·-· ·: .. , ,/·... '· ,, .. _.:._ 

de. el las -- , se·.~ l lerian :~ .. ·-c:i 1-i riCft·OS ~·c;f¡-- ·u·~o.- :'·"éfe~·:¡~g' nt~~le~ 

estándat· ·y ·1cs 3- t·est'antes· "J~~ _.:it ~-f'Vef/·t~esP~c.~i.·v~ de l"a 

muestra, en -forma al ter nada, .. P~t::.~ hacer un·-- tOtal -de. 9 

ci 1 i ndrcs para cada concentración. 

Cuando todos los c11 i ndros de ·todas las cajas se 

encuentren llenas, se incuban a 37ºC durante 18-24 hrs. 

Después de llevada a cabo la incubación, se sacan las cajas 

y se en-frian a temper-atura ambiente. Se remueven los 

cilindros y se miden los di ame tres de las zonas de inhibi-

ción en mm con el lector de zonas o en su defecto con un 

vernier. 

NOTA~ las -fórmulas utilizadas en el analisis estadistico de 

los resulta dos que permiten evaluar si un ensayo satis-fa.ce 

el modelo de 1 ineas pat-a lelas se encuentr·an en el anexo I I. 

2. CAiculo de la potencia a través del método 5+1 dósis 

(método a validar) 

Cuando se ha establecido la valide:: del ensayo, se 

estima la potencia de la (s) muestra (s) de la siguiente 

manera: 
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Preparación de la curva estándar: se P.~sa .el 

equivalente a 100 mg de amo;<ici 1 l"na eStáOdar· .·s~cundario "I se 

depos.i tan en un matraz volUme-tricO d~·:/100_·~~1 ;-._:_se;.:_agrega agua 

a 

agua. 

De esta solución con concentración de mg/ml se 

llevaron a cabo las siguientes diluciones: en un matraz de 

100 ml se colocó 1 ml de esta solución se me;:::cló y se aforó 

con agua. De esta solución se tomaron 10 ml y se llevaron a 

un matraz volumétr ice de 100 ml se me::cló y afor·ó con agua. 

Posteriormente se adicionaran con bureta 6.4, B.O, 10.0, 

12.5 y 15.6 ml a matraces volumétricos de 100 ml, se mezcló 

y aforo con solución reguladora de fosfatos O .1 M pH B. O 

para obtener concentraciones finales de 0.064, O.OSO, 0.100, 

o.125 y 0.156 mcg/ml. 

NOTA: la solución de referencia o media corresponde a 

la solución con concentración de 0.100 mcg/ml. 

Cada curva estándar consta de 12 cajas ya lis tas pat·a 

su uso. Cada punto de la cu1·va se foi·ma de 3 cajas en las 

cuales se llenarán los c:ilindr·os con la solución del punto 

en cuestión y con la solución de referencia o media en forma 

al ter nada, de manera que del punto de referencia habra 36 

zonas de inhibición y de cada uno de los puntos de la cw·va 

9 zonas de inhibición. 
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Se recomienda que por cada día de trabajo se elabore 

una curva estAndar para determinar la potericia de las 

muestras. 

PreparaciOn de la soluciOn problema• pesar 896.6 mg 

de la muestra del producto (equivalentes a 100 mg de 

principio activo) y colocarlos en un inatraz volumétrico de 

100 ml, agregar agua a la mitad y agitar mecánicamente 

durante 15 minutos, aforar con agua. De esta solución se se 

toma ml y se coloca en un matra: de 100 ml, se me:?cla y 

a~ora con agua. De esta óltima se tema 1 ml y se coloca en 

un matraz volumétrico de 100 ml se me:cla y se a.fara con 

soluciOn reguladora de fosfatos 0.1 M pH B.O obteniéndose 

una concentración final de 0.10 mcg/ml. 

Para cada muestra problema por analizar se utilizan 3 

cajas ya lis tas para su uso, en estas cajas se l lean 3 

cilindros de solución problema y 3 de solución de referencia 

alternadamente. 

Cuando los cilindros de todas las cajas se encuentren 

llenos, éstas se incuban a 35-37º C dur·ante 18-24 hrs. 

Después de llevada a cabo la incubación se sacan y se 

dejan enfriar a temperatura ambiente, se remueven los 

cilindros y se miden los diAmetros de las ~onas de 

inhibición con el lector de zonas o en su defecto con un 

vernier. 
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c) Método de minimos cuadrados. 

Para preparar la curva estJ.ndar se promedian los 

diámetros de las zonas de inhibición de cada uno de los 4 

puntos que llamaremos a, b, d y e. Se promedian los 

diJ.metros de las 4 re-Ferencias y al valor resultante se le 

asigna la letra e, que será la base de correción. 

Se comparan los valores de las referencias de cada uno 

de los 4 puntos de la curva de referencia con e, si estas 

son iguales no es necesario hacer correciones, per·o si 

alguno de los valores es mayor a e, la dii=erencia se suma 

al promedio del punto correspondiente y si es menor que e:, 

la di-ferencia se resta al promedio del punto correspon­

diente. 

Una vez corregidos los valores de los 4 puntos se 

calcula el punto minimo y ma:dmo para trazar la curva de 

referencia usando las siguientes ecuaciones: 

en donde: 

mlnimo 

máximo 

3a + 2b + c - e I 5 

3e + 2d + c - a / 5 

a promedio corregido de diámetros de zonas de inhbición 

del punto de concentración m!nima (0.064 mcg/ml). 

b promedia corregido de diámetros de ::onas de inhibición 

del punto de c:oncentrac:ión directamente inf"erior al medio o 

referencia (0.080 mcg/ml). 
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d promedio corregido de diámetros de zonas ·de inhibición 

del punto de concentración directamente superior al medio o 

referencia (0.125 mcg/ml). 

e promedio corregido de diámetros de zonas de inhibición 

del punto de concentración mAKima (0.156 mcg/ml). 

Con los puntos obtenidos se traza la curva tipo en 

papel semilogarltmico de 2 ciclos, anotando en las abscisas 

los diAmetros de las zonas de inhibición y en las ordenadas 

las concent,-aciones del antibiótico. 

Para determinar la potencia de la(s) muestra(s) se 

promedian los diámetr·os de las zonas de inhibición tanto los 

de la solución de rei=erencia como los de la solución 

problema, si existe dii=erencia entre ambas promedios esta se 

suma o se resta dependiendo si es positiva o negativa al 

valor de e y el resultado se lee en la curva. 

NOTA: para encontrar el contenido de antibiótico en la 

muestra, la concentración encontrada se multiplica por el 

factor de dilución correspondiente. 
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C. Validación del Método Analitico 

a. Linearidad del Sistema. 

·se determinó preparando una solución patrón de 

amoxicilina estándar secundario a una concentración de 1 

mcg/ml. De esta solución se tomaron alicuotas de 3.2, 4.0, 

5.0, 6.25 y 7.8 ml y se adicionaron a matraces volumétricos 

de 50 ml y alicuotas de 3 y 4 ml en matraces de 25 ml, se 

diluyeron hasta el aforo con solución reguladora de fosfatos 

para obtener 5 niveles de concentración equivalentes al 64, 

80, 100, 125 y 1561. del valor normal de anal isis. 

Se utilizaron dos placas para cada concentración y a 

cada una se le colocaron 3 cilindros, se llenaron con las 

soluciones preparadas y se analizaron en forma separada 

utilizando el método propuesto y por un solo analista 

obteniéndose 6 lecturas de cada concentración. Con los 

resultados obtenidos se calculó el cv, r, r2, t de Student 

para la pendiente y se contruyó la curva de calibración 

correspondiente (respuesta obtenida vs. concentración). 

b. Precisión del Sistema. 

Este parámetro se evalóo preparando 6 soluciones de 

amoxicilina estándar secundario carrespond~entes al 100'l. del 
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nivel normal de concent'ración Bstablecidó en la linearidad 

del sistema. 

Su utilizó una placa con 6- cilindros para cada una de 

las 6 soluciones y se analizaron en -forma independiente 

usando el método propuesto y bajo las mismas condiciones de 

trabajo para obtener un total de 6 lecturas para cada una de 

las soluciones al 100'l.. Con los resultados obtenidos se 

calculo la X, DE y CV. 

c. Linearidad del Método. 

Este parámetro se evalóo pt·eparando placebos 

adicionados can cantidades e:~actas de amo:<icilina materia 

prima, cada uno de manera independiente, a 5 concentrac:ianes 

correspondientes al 64, so, 100, 125 y 156'l. de la concentra­

ción centr·al (0.1 mcg/ml). 

Se prepararon soluciones por duplicado para cada uno 

de la siguiente manera: se pesaron 896.6 mg del placebo 

cargado (peso equivalente a la concentración de amo:ücilina 

correspondiente) y se colocaron en matraces volumétt·icos de 

100 ml aforandose con agua. De esta solución se realizaron 

las siguientes diluciones: se tomó 1 ml y se adicionó en un 

matraz de 100 ml y se d1 luyó con agua hasta el a-foro. De 

igual -forma se tomó ml y se adicionó a un matraz de 100 

mi, se di luyó y afot·ó con solución reguladora. de -fes-fatos 

0.1 M pH e.o. 
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Para preparar el estAndar a las diferentes concentra­

ciones utilizadas se hizo úna relación de pesas en base a la 

cantidad de amoxicilina equivalente al 100% (116.7 mgJ. 

Estos pesos se adicionaron en un matraz volumétrico de 100 

ml y se realizaron diluciones iguales a las de las muestras. 

Se utilizaran 3 cajas para cada concentración y los l. 

recuperados se obtuvieron en base a una curva estándar 

realizada por cada dia de trabajo. El an.ilisis se hizo por 

duplicado pot· un mismo analista y bajo las mismas 

condiciones de operación. 

Con los t·esultados obtenidos se calculó r, ,.1, m y b y 

se contr-uyó la curva de calibración además se realizaron 

pruebas de hipótesis para la pendiente y la ordenada al 

origen. 

d. Exactitud y Repetibilidad al 100%. 

Se detet·minó preparando 6 placebos del producto cada 

uno con la cantidad necesaria de amo:<icilina materia prima 

para 

de 

obtener 

cada uno 

la concentración del 1001.. Se pesaron 896.6 mg 

de ellos y se adicionaron en matraces 

volumétricos de 100 ml. De esta solución se tomó 1 ml v se 

diluyó en ott·o matra;: de 100 ml con agua hasta el aforo. Pot· 

dl timo se tomó ml y se colocó en un matraz de 100 ml, se 

diluyó y aforó con solución reguladora de fosfatos 0.1 M 
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pH a.o. El estándar al lOOY. se preparó de igual -forma que en 

la linearidad del método. 

Se analizaron con el método propuesto utilizando 3 

cajas para cada placebo y atraves de la curva estándar 

correspondiente 

los cálculos 

se obtuvieron los t. de recobro para realizar 

del CV, t de Student para la exactitud y Xi• 

para la repetibilidad. 

e. Reproducibilidad. 

Se determinó mediante un arreglo eHperimental de 2 

factores realizando el análsis de 6 muestras homogéneas del 

producto cercana al 1001. de la concentración teórica. 

Los análisis se realizaron por 2 analistas en 2 dias 

diferentes utilizando el método propuesto con el mismo 

equipo y en el mismo laboratorio. Los resulta.dos obtenidos 

se evaluaron utilizando un disef1o en bloques al azar 

midiendo el efecto por analista, dia y la interacción entre 

ambos. 

-F. Especi-ficidad. 

Se determinó sometiendo a análisis las siguientes 

muestras: 

1) Dos muestr·as de amo:<icil1na materia pr-ima a la con-
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centración central (0.1 mcg/ml). 

2) Dos muestras de placebo cargado" al: ' 1007. , 'de' 

amoxicilina estAndar secundario. 

3) Dos muestras de placebo del 

Se utilizó el método propuesto y las. m~,estras se 

anal izaron por el mismo analista en las mismas condiciones 

de operación. 

g. Estabilidad de la Muestra Analitica. 

Se determinó por el anal is is de 3 muestras del producto 

sometidas a 2 di-ferentes condiciones ( Temperatura Ambiente 

y 4ºC). Las muestras se analizaron a las o, 24, 48 y 72 hrs. 

utili::ando una solución patrón r·ecientemente preparada para 

cada tiempo. 

Las muestras se reanal izaron baja las mismas condicio­

nes de trabajo de acuerdo a lo establec:.i do en el método 

pr·opuesto. El análisis debe ser e.fectuado por un mismo ana-

1 ista. 

NOTA: las -Fórmulas utilizadas para la evaluación 

estadistica de los parámetros anal i ticos uti 1 izados en la 

validación del método se encuentran en el ane:<o (III). 
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VI. RESULTADOS 

A. Determinación de la Validez del Ensayo 

Ca Ja D!Am•tro da la Z.:m• da inhibicii!Jn cm mm (V) 
(Bloque) p l p 2 p 3 M 1 M 2 M 3 Totals " ·-1 13,3 17.1 22.0 13.1 17.4 21.2 104 •. 3 

2 13.2 11.0 20.0 12.9 17.13 19.7 100.1> 
3 13.0 17.8 20.15 13.2 18.6 21.9 105,0 
4 12.s 18.4 20.3 13,4 18.9 21.4 104.9 
5 13.5 18,8 21.15 

12 ·'' 
19.9 21.9 107.6 

6 13,3 lll. 7 21.0 11.9 113. '1 21.::5 !Oi:í.3 
7 13.2 19.6 22.4 14,1) 18,13 20.4 l •í13. 'I 
8 l:S,c; 19.4 20.4 14.2 ll:l.7 21.13 1013.4 
e; 1:s.e 18.4 20.7 13.3 18.9 20.7 106.0 - ·-·- -~-

Tabla l. Hesultados para la valide:: del ensayo utili::::anda l 
patrón (P), 1 muestt·a (M), a 3 dósis. La preparación patrón 
se ensayó a 0.05, 0.10 y 0.20 mcg/ml. Se preparar·on dósis 
equivalentes de la muestra en base a una potencia asignada 
de 85.6 'l. en base seca. 

Totales de Dós s baja 
Totales de Dós s Intermedia 
Totales de Dos s Alta 
Totales 

Patrón 

120.2 
165.2 
188.8 
474.2 

Tabla II. Matriz de Totales de Tratamientos 

Muestra 

118.4 
167.9 
190.5 
•176.B 
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Fuente de 
variación g.I. 

Suma de Media de 
cuadradas cuadrados 

F F* 
Cale. Tablas 

------·------"~_, __________________ _ 
Preparaciones 
Regresión 
Na paralelismo 
Error 

1 
1 
1 

40 

Fuente de Variación 

Regresión Lineal 

No Paralelismo 

16427.039 
549.9025 
0.340277 
18.8311 

16427.039 
549.9025 
0.340277 
0.4707 

1168.072 4.08 
0.72279 4.08 

Regla de decisión 

Va que F > F*, el logaritmo de 
la d6sis tiene efecto lineal 
sobre el diámetro de la zona de 
inhibición. 
Ya que F < F*, las rectas lagarij; 
mo dósis-diámetro de la zona de 
inhibición son paralelas. 

Tabla 111. Tabla de Análisis de Varianza 
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B. Evaluación Estadistica del Método 

1. Linearidad del Sistema 

Concentración 
mcg/ml 

0.064 
0.064 
0.064 
0.064 
0.064 
0.064 
o.oso 
o.oso 
o.oso 
o.oso 
o.oso 
o.oso 
0.100 
0.100 
0.100 
0.100 
0.100 
0.100 
0.125 
0.125 
0.125 
0.125 
0.125 
0.125 
0.156 
0.156 
0.156 
0.156 
0.156 
0.156 

DiA.m. de la. Zona de Inhibición 
mm (Y) 

13.6 
13.0 
12.7 
12.9 
13.5 
13.6 
15.S 
15.4 
15.5 
15.8 
15.4 
15.8 
17.5 
lS.O 
17.5 
lS.1 
17.6 
17.B 
20.4 
20.5 
20.6 
20.0 
20.5 
19.7 
22.5 
22.3 
22.7 
22.S 
22.3 
22.4 

Tabla IV. Resultados para Linearidad del Sistema. 
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ParJ.metro 
Evaluado 

Valor 
Teórico 

Coef. de Correlación (t") 0.98 
Caef. de determinación (rZ) 0.9604 
Desv. Est. de Regresión (Sy/•I 
Error Est. de regresión (S"'y/:<) 

P1m1H~nt;o; (m) ,,_f-_:
0
_ 1
4
i
8 t (0.05), g.l. • 28 para (mi 

Valor 
Experimental 

0.988287 
0.976711 
19.90156 
20.00071 
•N,J'lti~:< 
0.857821) 

Tabla V. Criterios de aceptación en linearidad del sistema. 

Prueba de Hipótesis par~a la Pendiente: 

Ho 1 m jo. O 

Ha m = O 

Criterio de Aceptación: 

Si t '(0.025) < t exp < t (0.975) •••> Ho se ac:epta 

Area de Aceptación: 

-2.048 < .085780566 < 2.048 
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LINEARIDAD DEL SISTEMA 
Respuesta Medida (mm) 

24 

22 

20 

18 

16 

14 •. 
Y• 99.7968 X+ 7.39 

12 
0.064 .080 0.10 0.125 0.156 

Cantidad Adicionada (mcg/ml) 



2. Precisión del Sistema 

~.-.............,..,.... ..... .,.."""'du....,•~.....,•-~-~-~-~-.,......,.~..,~,..ti-...,...,..,_;oo,.~,.....,...~,...""°~"="""' 
Placebo Diámetro de la Zona de Inhibición en mm (Y) 
( lOOX) 

1 lt"11 .'l 
19.:2 
19.'I 
20.0 
19. 7 
19.7 

l'i',9 
19.7 
19.9 
19. ~¡ 
19.!l 
19.él 

1'1.7 
19.5 
1'1.7 
:2ó.O 
1•1,3 
19.8 

'"""" _ _..._ 

~Q. 1 19.:5 L't •. '5 
:-~!~. 2 19.5 1'1.3 
20.::s 19.2 ;.:O.u 
19.6 19.9 l'i.1 
20.1 19.9 19,1. 
19.3 19.4 1'1.~ 

Tabla VI. Resultados obtenidos pa1·a la p1·ecisión del sistema 
utilizando 6 placebos adicionados al 100:~ de amo:<icilina . 

. ,_,_~~="'-""" __ "'_ '""'"""" ... .;:..s.,.~~ .. -f·~ 
Parámetro 

Media (Y) 
Desviación Estándar (DE) 
Coef'.iciente de Variación (CV) 

Valor calculado 

19.6811 
0.30536 
1.55 X 

Tabla VII. Parametros evaluados en precisión del sistema. 

Criterio de Aceptación: 

cv < 3 :l. 
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3. Linearidad del Método 

Cantidad Adicionada 
mcg/ml (X) 

0.064 
0.064 
o.oso 
o.oso 
0.100 
0.100 
0.125 
0.125 
0.156 
0.156 

Cantidad recuperada 
mcg/ml (Y) 

0.06701 
0.06565 
O.OS050 
o.os220 
0.10090 
0.09991 
0.12640 
0.12770 
0.15S40 
0.156SO 

f. de Recobro 
(R) 

104.70 
102.57 
100.62 
102.75 
100.90 
99.91 

101.12 
102.16 
101.53 
100.51 

Tabla VIII. Resultados obtenidos para la linearidad del método 
utilizando 5 concentt·aciones de la solución patt·ón. 

--~~~~~ .... --~,_,~~~~~--~~-"~ 
Parámetro 
Evaluado 

Pendiente de la Recta (m) 
Ordenada al origen (b) 
Coef. de Correlación (r) 
Coef. de determinación (r::!) 
Desv. Est. de regresión (Sy/x) 
Er.ror Est. de regresión (SAy/x) 
t (0.05), g.l.= 9 para (m) 
t (0.05), g. l.= 9 para (b) 

Valor Valor 
Teórico E:<perimental 

~ 1.0 
"' o.o 

0.99 
0.9S 

2.306 
2.306 

0.99S367 
0.00171S 
0.999559 
o.99911S 
0.244651 
0.27352S 

-0.000616 
0.005815 

Tabla IX. Crite1·ios de aceptación en linea1·idad del método. 
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Prueba· de HiOótes'is para I'a Pendiente: 
·- ... ·- ,, ·--

'He. m (' 
·. H~/1 m . .¡.·¡. 

". :···.'. 

cri.terie· d¡¡;·Ace¡:itádo·,:,~ ,_. 
-:,,• 

•< $.i f:,'(o:o'~i'¡i'..( . t:~KPi'< ·. t (0,975) '~"'~>He se. acepta 
--";"-..,.,,_-::;. 

Area de ~2~~t~~ÍÓn:;· 
-2.306 ~ ~0;000616.( 2.306· 

Intervalo de Ccnrianza: 

-4.993123 < 1 < 6.989858 

Prueba de Hipótesis para la Ordenada al Origen: 

He b O 
Ha 1 b + O 

Criterio de Aceptación: 

Si t (0.05) < 1: e:<p < t· (0.975)·===>· He.se acepta 

Ar.ea de Ac:eptación: 

-2.306 < 0.005815 < 2.306 

Intervalo de Con~ianza: 

-0.66669 < o < 067013305 
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LINEARIDAD DEL METODO 

Can!. Recuperada (mcg/mll 
0.18 

0.16 

0.14 

0.12 

0.1 

o.os 

0.06 

0.04 

0.02 Y • 0.9983 X + 1.7 X 10-3 

o"'-~--'-~~-'-~~-'-~~-'---~--'~~-'-~~-'-~--' 

o 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14 0.16 
Cant. Adicionada (mcg/ml) 



4. Repetibilidad y E•actitud al 100 'l. 

Cantidad Adicionada 
mcg/ml (X) 

Cantidad Recuperada 
mcg/ml (Y) 

=~~=-===~- ------~--==~--===----

0.1 
0.1 
0.1 
0.1 
0.1 
0.1 

0.09858 
0.09725 
0.10265 
0.09919 
0.09919 
0.09858 

l. de f;:ecobro 
(R) 

98.58 
97.25 

102.65 
99.91 
99.91 
98.58 

Tabla X. Resultados 
del método analitico 
del principio activo • 

obtenidos en la repetibi l idad y e:{acti tud 
utilizando placebos adicionados al 100% 

. • Lli!Ail ---··oliliHllE-'iJécz"fip"Z~~:¡,¿;. _·.·g¡JQi&Mii ---.,:--id_-··_;·¡ "3!11' Pt:ri!".'iil!!3:3!:--~-~ 

ParAmetro Evaluado Valor Calculado 

Medi_a (X) 
Desviación Estándar (5) 
Varianza (112) 
Coeficiente de Variación (CV) 

Repetibilidad: 
Xi2 (0.025), g. l.= 5 
Xi' (0.975), g.l.= 5 
Xi2 experimental 

Exactitud: 
t (0.025), g.l.= 5 
t experimental 

99.48 
1.844537 
2.835266 
1.851479 f. 

0.8310 
12.8320 
3.40232 

+ 2.571 = 0.630 

Tabla XI. Criterio de aceptación en 1·epetibilidad y exactitud 
del método de análsis. 
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Hi pófesis 0 de co'ñtrastE! 'para Repetíb-i lidad:, 

Ho .72 :; 5 Y. 
Ha : a• > 5 r. 

Criterio de Aceptación: 

Xi• (0.025) < Xi' e:<p r< Xi• (0.975) ===> Ho se acepta 

Area de aceptación: 

0.831 < 3.40232 < 12.832 

Intervalo de Con~ianza al 95 /.: 

0.07793 < 2.835266 < 20.4712 

Hipótesis de Cont,.aste p~ra Ei<actitud: 

Ho 100 r. 
Ha 1 ~ 100 r. 

Criterio de Aceptación: 

Si .:!:. t (0.05) i t e:<perimental ===> He se acepta 

Area de Aceptación: 

- 2.571 - 0.63 < 2.571 

Intervalo de Confianza al 95 Y.: 

97.35 < 100 < 101.6 
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5. Reproducibilidad 

Dia 

2 

102.50 
99.06 

100.80 

103.83 
102.22 
100.69 

Anal is ta 
2 

98.04 
99.91 
99.91 

100.34 
102.08 
98.64 

Tabla XII. Resultados obtenidos para la repraduc1bilidad del 
método, los cuales se encuentran e:<presados en f. de t·ecobra. 

____________ ... ,__ _____ ~ i ! .. _ . ....,. • 3-

ParAmetro Evaluado 

Media (X) 
·Desviación EstAndar (S} 
Coe-ficiente de Variación (CV) 

Valor Calculado 

100.6683 
1. 722480 
!. 7110 

Tabla XIII. ParAmetros evaluados en reproducibilidad. 

Criterio 1. 

cv i 5 l( 
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Criterio. 2. 

Modelo MátemAticoi 

Yfjk .= Ai· + Dj + ADij + Eij(k) 

Htpotesis ·contrastadas: 

1) Ho: fas medias para los 2 analistas son iguales 
Ha: las medias para los 2 anal is tas son diferentes 

2) Ho: las medias para los di as son iguales 
Ha: las medias para los di as son di-ferentes 

3) Ho: no hay eTecto de interacción Analista-Dia (A-D) 
Ha: existe efecto de interacción Analista-Día (A-D) 

Fuente de . Suma de 
Variación g. l. Cuadrados 

Anal is ta (A) 
Oia (0) 
Interacción 

CA-O) 
Error 

1 
8 

8.636067 
4.788067 

0.!15933 
19.0963(1 

Media de 
Cuadrados 

8.636067 
4.788067 

0.115933 
2.387037 

Tabla XIV .. Tabla de análisis de varian=:a. 

Reglas de Decisión: 

F 
Cale. 

3.6179 
2.00586 

0.04856 

F* 
Tablas 

5.32 
5.32 

5.32 

l) Se acepta Ho. por lo tanto no e:(i.ste diferencia 
significativa entre los analistas. 

2) Se acepta Ha, lo cual implica que no e:dste diferencia 
significativa entre los dias de análisis. 

3) Se acepta Ha y 
signiTicativa entre 
Anal ista-Dia. 

se concluye que no hay diferencia 
las medias por la interacción 
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6. EspeciTicidad 

Sustancia Relacionada Respuesta Magnitud 

-------~---~---~-·-

Amo:dcilina Materia Prima (1001.) Detectable 
Placebo Adicionado (100 'l.) Detectable 
Blanco del Producto No Detectable 

99.49 l. 
101.21 'l. 

o.oo 'l. 

Tabla 6. Resultados pa1·a la especificidad del método el cual 
muuestra ser espec:i.fic:o pat·a el principio activo en estudio. 

Criterio. 

Como se observa en los resulados la respuesta obtenida 

por- ~l método se debe ó.nicamente a la sustancia de inte-

rés, por lo tanto, el método se conside1·a. espec:i-Fico pa-

ra la amoxicilina. 
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7. Estabilidad de la Muestra Analitica 

Muestra del Producto 

Condición/Tiempo 
Inicial 
T. A. I 24 Hrs 
T. A. I 72 Hrs 
4ºC / 24 Hrs 
4ºC / 72 Hrs 

Lote 16 

98.58 
98.05 
93.50 
98.22 
94.66 

Lote 17 Lote 18 

98.31 99.92 
98.31 100.31) 
93.50 91.70 
98.22 99.50 
93.32 93.32 

Tabla XVI. Resultados de la muestra analltica almacenada a 
Temperatura Ambiente y Ref=riget·ación por 24 y 72 Hrs, 

. ..:2 ·-·~ 

Intervalo de Con-Fian2a Factor 

T. A. I 24 Hrs -1.49 a 1.169 99.85 f. 
4 •e I 24 Hrs -1.29 a 0.530 99.61 l. 
T. A. I 72 Hrs -7.87 a -4. 753 93.81 f. 
4 ·e I 72 Hrs -6.404 a -4.096 94.69 l. 

Tabla XVII. Inte1·valo de confianza Y factor- I en estabilidad 
de la muestra analit1ca 
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·. . ·.· ·---' 

cr~ terio: por' _i-~ter.V~lo:_ d~::·C~~-~ianza. ·:: 
. ~;"{<:¡ ~;': 

a) La ~".iestra · .''eS' ··est'abfé -. en·· :·.cc;~-diCianeS 

refrigeración . (4:~;·.: p~~··· 24 ., hr~.· •• ~; que en 

ca~fi-an-za ·se=·-¡n~{~ye- ei --va:·1e1t:· :-~d~i;t=;~:i:~f;~~· _. 

ambientales y 

el intervalo de 

b)_ La_ muestra no es ~_stabl~;en _COfldiciones ambientales y 

refrigeración (4ºC) por-- ·72 ht-s,- ya que en el intervalo de 

confianza no se incluye ~l valor.de cero. 

Criterio por el Factor l. 

a) La muestra es estable en condiciones ambientales y 

refrigeración por 24 hrs, ya que el valor de la media para 

el factor ·1 se encuentra entre 95 - 105 'l.. 

b) La muestra no es estable en condiciones ambientales y 

refrigeración por 72 hrs, ya que el valor de la media para 

el factor I na se encuentra entre 95 - 105 'l.. 
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VIII. ANALISIS DE RESULTADOS 

A. Validez del Ensayo Microbiológico 

El valor del estadigrafo de contraste F de Fisher, 

experimental par·a la regresión lineal es de 1168.072, mayor 

que el valor F* de tablas que es de 0.48, por lo tanto en 

base a las reglas de decisión establecidas se concluye que 

el logaritmo de la dOsis tiene un efecto lineal sobre el 

diAmetro de la zona de inhibición. 

En cuanto al no paralelismo de las rectas, el valor F 

calculado experimentalmente es de O. 72279 que es menor al 

valor F* teórico, por lo tanto, en base a las reglas de 

decisión, las rectas logaritmo dósis-diámett·o de la zona de 

inhibición son paralelas. 

Con base en las reglas de decisión se concluye que el 

ensayo microbiológico propuesto en este trabajo es vAlido 

para la estimación de la potencia de las muestras. 
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B.· Validación del Método 

LirÍeáridad del Sistema. 

Como se obset·va en los resultados, el valor del 

coe-Ficiente de correlación experimental es de 0.988287 que 

es mayor que el valor establecido teóricamente (0.98), lo 

que nos indica que existe una gran asociación entre las dos 

variables (concentración y didmett·o de la zona de inhibi­

ción); de esta maner·a queda demostt·ado que la variación de 

la variable dependiente (diámetro de la zona de inhibición) 

está estt·echamente relacionada con la variación de la 

variable independiente (concentración) y tal relación entre 

ambas es lineal. 

EJ valor· de Student en la i n-ferencia acerca de la 

pendiente (m) es de 0.8578 que es un valor menor al estable­

cido (:t, 2.048), pot· lo cual, la pendiente se considera que 

tiene un valor de 1. 

El valor t de par-a la ordenada al origen es de 0.3567~ 

siendo este valor menor a 2.048, por lo tanto, se dice que 

la ot·denada al origen tiene un valor de ú. 
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Precisión del Sistema 

ESTA 
SALtR 

El valor del coe.fici.ente de váriación e:~perimental es 
'~.' - ·-- ' 

de 1-~55 'l. -que es meno1· ili· v:alor~ -_e¿tab1·e-~-ido t'eOr:icamente (3 

/.), entonces se dice q~e-, la __ -~·-i::~·p_Li·~~-~-~~~ª---,5>~ten_~d~_ por el 

sistema es precisa. 

Linearidad del Método 

El valot· del coef-iciente de correlaCi'ón Óbteni do a 

partir de los datos e:.-per_imen~-~1es es ~-~yor que el 

establecido (0.99)' lo que sugiere que el 99.9559 r. de la 

variación de una de las variables es explicada por- la 

variación de la otra. 

En lo que se re.f iere a la inferencia acerca de 1 a 

ordenada al origen, el valor t de Student e:{perimental es 

menor que el valor t de tablas (0.005815 < 2.31)6), con 

respecto a la pndiente la t calculada (-0.000616) se 

encuentra dentro de las 1 imites (-2.306 a + 2.306) .• esto nos 

sugiere que la va1·1able dependiente (cantidad recuperada) 

depende linealmente de la var·iable independiente (cantidad 

adicionada). 
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Repetibil_idad y Exactitud al 100'l. 

~l· -:ValOr 'de!l :e'st"a.digraTo de contraste ·Xi2 calculado de 

3.40232. -~·~?~':~~~~.·~~:~~~-~,_·-.d~r:_ttro de· los limites establecidos 

(0.831 ';:,:.:;1:z:_~;'~J_,'por}O que el método se considera repetible 
--~:y,:· 

por:-'.' 'un; ·miSffio, ~,·r;a,i"{~·ta·-~.--

~-~:: -·_::-_·: '---. :.. ·. 

·-;:·~¿·ª,~:~~- ~- á __ lá e~acti tud, el esta.di grafo de contraste 

t de ';'st~~~nt" calculado de -0.630 es menor que a la t de 

tablas (+: ·:·2~·571', al 95 ?. de confianza y con 5 grados de 

l iberfadr~ · pat~·- lo tanto, el método es exacto. 

Reproducibilidad 

El valor del estadigra-fo de contraste F calculado para 

la -Fuente de variación analista (3.6179) es menot· que la F 

de tablas (5.32), lo que nos indica que no hay efecto por P.l 

analista sobre el método; en cuanto a la -Fuente de variación 

dia, ya que el valor e:<perimental de F (2.00586) es menor 

que el valor F tc~r ico (5.32) se concluye que no hay efecto 

por el dia; de igual forma ocurre c:on la interacción 

anal ista-dia, ya que la F calculada (0.04856) E'S menor que 

la F de tablas (5.32) ~ por lo que se dice que no e:<iste 

efecto de la interacción analista-día. 
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Especificidad 

Como se observa en los resultados obtenidos, la 

materia prima y el placebo adicionado al 100f., muestran·~na 

respuesta similar en magnitud (99.49 y 101.21 Y., respecti'-

vamente), no asi el placebo del producto-, que no da·-

respuesta alguna al método, por lo cuat. ~~_':'i!1~Uf:1~ ."de los 

componentes del placebo 
' __ e 

del principio activo, entonces se :-.-di'Ce :que ;·_e--1-... m~~Odo.;es 
~:~,\:;:-·~;- ··, -. 

especifico. 

Estabilidad de la Muestra Analit'ica 

De acuerdo a los resultadas que se obtuvieran la 

muestra se consider·a estable durante 24 hr a temperatura 

ambiente y refrigeración para su análisis una vez preparada 

ésta, no as1 pasando 72 hrs ya que la concentr·ac1ón del 

principio activo disminuye en apr·o:amadamente un 5 'l.. 
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IX; CONCLUSIONES 

Se ·detet-nlino· ·1a validez del métod~:. y --en base·.a- las 
' ; - .. : ~! -- _:_" ., . . . ' 

reglas-.- ·de .. 1_;qeC:fsión se llegó a la concl~-~ió.~-; de'. ~:~~ -:¿1-·~ns-~-y~ 
·microbi~-16~ic_~~-~- ··Pr~pu-esto en .. este t·~.-~-~~-j~~ .. _es·~-~ v·á1id;;, para 

--v· - ··---- •--- -- -

.estfmar .. ·1a-:ipot~flci_a·-· de- las _mue?~!'."ª~ ?'nai't_~i-cas.-:·\~ 

-s-~·:- ,-p·r,of~~'id~~:- ~;~': v-~~~-~-d~~=-;:_~: ___ ft~~;~o~~; :e-~~c,r;"t,:·a:~do _que 'el 
siste~-~"->-~-~~·l'Lt"(é~-;; es' ··ly-~,~~F e!1.·;u~_:·ran_go de· concentraciones 

.de;-- 6-~~~:~.:,-:~ -:jf5~<~"i;~-'.;t· --~:~~~-~~/es _'p·t1e·¿·~~-~-. P~ra ~nal i'zar muestras 

---~o::/·~ -~::~~ ~~~J~- ¿~~-~~:~t~-~-~~Íón - cercana ·al 100% (0-.01 mcg/f!ll) 
··, ·_.·.-. _.,.-; .. -,._· , 

es·Llble~·id~·.-·e·~ ·:1a linearidad del ~istema. 

En la. que al método se refiere, se demostró que e:dste 

una relac'ión lineal en el rango de ú.064 a 0.15o mcg/ml, ya 

que posee una ordenada al origen considerada como cero, y 

una pendiente apro:<imadamente igual a uno. 

El método es e:{acto y repetible a la concentración 

central (0.01 mcg/ml). Es reproducible, ya que no e:<1ste 

diferencia signi-f1cat1va en que el análs1s sea efectuado por 

uno u otro analista en el mismo o difet·ente d1a. 

Ya que el placebo no p1·esenta interfer·encia con el 

ensayo, se considet·a especifico como método de control de 

calidad .. 

Se establece qLte la muestra pt·eparada para SLl uso 

posee una estabi 1 idad de hasta 24 hrs como má:dmo a 4° C y a 

tempe1·atura ambiente, pot· lo que pasado este tiempo las 
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muestras no podrán ser analizadas o los resultados obtenidos 

no se consideran como confiables. 

Como conclusión general, el método se. considera 
. -'· . 

lineal' e:-:acto, reproducible, preciso ·y':e-sp~·~·:(fi·~~~·~:-~~ra e1 
principio activo en estudio; la muestra es

0
'estable.:hasta 24 

hrs a temperatura ambiente y reí=r igeración.- Por. lo.: tanto, el 

el ensayo microbiológico propuesto utilizarse como método 

de rutina para cuanti-ficar amo:<ici 1 ina en suspensión. 

Con este estudio se concluye que antibióticos con el 

mismo nócleo quimico (Acido 6-aminopenicillnico, 6-APA) 

pueden ser analizados microbiológicamente utili::ando 

similares Tactot·es de análisis. 
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X. A N E X O 5 

Parámetros a validar dependiendo del Uso del Método 

Para.metro 

Linearidad y 
precisión 

Reproducibilidad 

Precisión y 
euactitud 

Limite de 
detección 

Especif'.icidad 

Especificidad en 
estabilidad 

Tolerancia del 
sistema 

Estabilidad de 
la muestt·a 

Control de 
Calidad 

Indicadores de 
Estabilidad 

X 

X 

Biodispo­
nibi l idad 
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ANEXO II 

Evaluación Estadistica para la Validez del Ensayo Microbio-

Disetlo en Bloques al Azar: 1 patron (P), 1 muestra (Ml a 3 

dósis. 

Codi~icación de Tratamientos: 

Tt·.otamiantce 
pi p2 p3 mi m2 m3 Totales 

BloquH 
rl yl Rl 
r2 y2 R2 

. 
rr yr yn Rr 

Totales P1 P2 P3 M1 M2 M3 Ey 

Suma Total: Ey = yl + y2 + ••• + yn 

Suma Total de los Cuadrados: Ey' y1' + y2' + ••• + yn2 

Suma de los Totales al Cuadrado: ET2 p12 + P2' + ••• + M32 

ER' R1' + R2' + ••• + Rr• 
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Totales de 
Totales de 
Totales de 
Totales 
Contraste 

51·¡mg¡¡:¡ ~-- ~--

Fuente de 
Variación 

Patrón (P) 

DOs 5 Baja Pi 
DOs 5 Intermedia P2 
DOs 5 Alta P3 

P=P1+P2+P3 
Lineal Lp = P3 - Pl 

Tabla de AnAlisis de varianza 

g. l. Suma de 
Cuadrados 

Muestra (M) 

MI 
M2 
M3 

M=M1+M2+M3 
Lm = M3 - Mi 

---~ 

Media de F 
Cuadradas 

Preparaciones SCp=(P•+M' /3r)-( (l;y2) /n) MCp=SCp 

Regresión 
Lineal 

Na Parale-
1 ismo 

Error 

SCr=(Lp + Lm)2/4r 

1. SCn= ( (Lp' +Lm' l /6r) -ser 

. 5(r-1) SCe=Ey•-ET'/r-ER•/6 
+(Ey)'/n 

MCr=SCr MCr/MCe 

MCn=SCn MCn/MCe 

MCe=SCE/5(r-1) 
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ANEXO III 

Evaluación Estadistica para la Reeroducibilidad del Método 

DiseNo en Bloques al Azar (factores Cruzados) 

Modelo Matemático Yijk = + Ai + D(i)j, + E(ij)k 

Analista 1 (Al) Analista. 2 

Ylll Y211 
Dlll t (Dl) Ytt2 Y212 

VI 1.~ V2t;J 

Y121 Y221 
DIA 2 (02) Y12~ Y222 

Y123 Y213 

Combinaciones Analista - Dia (Vij.) 

Yl t. Yll 1 + Y112 + Y113 
Y12. Y121 + Y122 + Yl23 
Y21. Y211 + Y212 + Y213 
Y22. Y221 + Y222 + Y223 

Analista (Vi..) 

Yl.. Yl 11 + Y112 + Yl13 + Y121 + Y122 + Y123 
Y2 •• = Y211 + Y212 + Y213 + Y221 + Y222 + Y223 

Suma Total 

Y... Y1 •• + Y2 •• 

(A2) 
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Suma al Cuadrado del Analista - Dia 

EEYij.• = CY11.)2+(Y12.)2+(Y21.)•+(Y22)• 

Sma al cuadrado del Analista en lcis 

EYi •• • =.CYL.)> + CY2 •• )2 

Suma al Cuadrado de cada dato 

Suma 

Suma 

Suma 

i 2 
j 2 
k 3 

EEEYijk' = (Ylll)• + 

de los Cuadrados para el Analista 

sea = EYi •• •/jk - cv ••• J•/iJk 

de les Cuadrados para el Dia 

SCd = EEYij .• /k - EYi. .2 /jk 

de los Cuadrados para el Error 

Sce = EEEYi jk' - EEYi j .• /k 
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ANEXO IV 

Evaluación Estadistica de los ParAmetros Analiticos en la 

Validación del método Analitico. 

1) Media x = Ex / n 

2) Desviac:ión Estándar DE 

3) Coeficiente de Variación CV = (DE/x) (1.00)·;.: 

4) Coeficiente de Correlación <.{,-· 

r = ,¡ [ (n (Exy)- (E:<) (Ey))' / (n (Ex• )-(i~¡'•'f,'<~<~~·i)f '¡E)o'); l 
5) Coeficiente de Determinación 

6) Pendiente 

7) Ordenada al Origen 

8) Error Estc\ndar de Regresión 

9) Factor de Confianza para (b) 

Sy/x=Ex•-n;Í:xy:bEy/n 

SAy/x=,f (~/~-2) 

FC=[t(0.975)][9Ay/x][,f(EMi2/nE(xi-•)2)] 

10) Estad!grafo de Contraste (b) 

t=(b-bo) / (S''y/x¡ (,f[E:<i' /nE(xi-x)'] 

11) Intervalo de Confian=a al 951. pa.-a (b) 

IC=b-FC<B<b+FC 

12) Factor de Confian::a para (m) 

FC=[t(0.975)][9Ay/x/DE(,fn-1)] 

13) Estad!grafo de Contraste para (m) 

t= (m-mo) OE,f ( n-1) /S·'y / :: 
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14) Intervalo de Confianza al 95;: para (m) 

IC=m-FC<M<m+FC 

15) Porciento Recuperado 

t. de Recobra=mg adic:iona.dos/mg recuperados X""100 

16) Coeficiente de Variación CV= (DE/x) 100 

17) Factor de Confianza para la Exactitud 

FC=t(0.975)DE/,/n 

18) Estadigrafo de Contraste para la Exactitud 

t=(x-)/(DENn) 

19) Intervalo de Confianza al 95;: para la Exactitud 

:<-FC<<x+FC 

20) Estadigrafo de Contraste para la Repetibilidad 

Xi>=(n-1) DE• lrr' 

21) Estad!grafo de Contraste para La Estabilidad de la 

Muestra Analltica 

t*=C(comparaciones), g.l.= 2(C+1) 

22) Intervalo de Confianza para la estabilidad de la Muestra 

Analitica 

!C=:<i+:<0:f:,/[Spi' (2/3)] 

23) Factor para la Estabilidad de la Muestra Anali ti ca 

(Analsis Muestra/Condición/Tiempo) 
---------------------------------- (100) 

(Analsis Inicial) 

24) Media para el Factor l I = l:l I N 
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