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SAFITULD 1
ANTECEDENTES

1.1 yI mNﬁ mz’

Los Tactores més J.mnortantes en la nutr.u:ubn humana son la inges -

tidén oe v:tam:mas.; qute;nas. carbon:mrar.ns. orasas, yv"rvaryios ami-

noacigos..

ciento. Lasicdbalavhinas derivan:dela cobamid

dazol dando lugar a las cobalaminas. ‘La \{itaym'ina 512 es’ la cianncg



baiamina v posee Un uruoo cxanuro un;do al conaltn. mientras oue -

ia vitamina Blha sem'sxntétlca. es. la nidrnxoconalamxna. _oue  tiene

un urunn h:uroxxl

La vitaming

amorfos. v




epiteliales. y’Bucales.fZ.ﬁu

La anemia nerniciosa nrovucada oor una deflciencxa ornlcnaeda de -

v;tamina Bl“ trae :Dnsxu' la fa]ta de nrudu::xon dei fa:tnr ‘intrin

seco cansidEraun o ur defect biocu;mz:o.

: ‘estas dos: coenzimas.

2]



Es orobable cue las nacter1as naturales de 105 alxmentcs de origen

veoetal’ s;ntetxcen suficxente vztam;na BLL cumu nara sat;sfacer -

los reuuer;m;entus de; auuellas nersonas cuvus hab;tus dxetét;cns -

con acetona.|4)

1. 2 Escher;cbxa culi

mbargo. causan

son un gruon neteronéneo de bacxlos uramneuat;vos. no esporulados.




estas bacterias son aerobias.. fermentaniuna oran variedao. de’caroc.

nioratos v poseen wna . estructura’antigénica; comolela.(S). Este mi —

croorganismo’ ti S

1.3 Ensayos: fisicoquimicos de:identificacion

se ‘encuentra;la.cianocobalamy.

matraz-volumétrico de  100ml

¥ diluir’

celda de 1 cm..y apua como -

blancc.j?é m

de onqé;dé,mé

A361/A278 e Entr

3.45'v 3.40

50 mo dé,piquulfato'

agregar 3 ml‘dé ééua‘y d;solﬁéfioo;febullicidn.




Tenolrtale;na v snlucldn ue nluroxxuo ue sncuo hasta cnlar rosa.

Aureuar qc.u mu ue ace:ato oe sor.uo. u.ﬁ ml'ue scuuc.\.cn 1N oe ac;uur

Calcular la cantidad: en ‘ma: de:C63 HEB Cnﬁ14 ,'0’ ‘14 - Pren la:’huesfra -




Métodos . chrobxnlduxcus

bn los nrocedzmxentos m;:rou;olﬁuxcos. el reuuerim:encn fundamen -

B12. A una serie.ge tuposigue :ontxen N calcoide ensavo; ue v1tam1—

16 a 24 horas.'El nradc de crecxmxentn. se mxne “eor la netermzna

cion dE la transmxtancxa Dor - mecuo ae: un EEDEC!I’D\‘O!OME!I"D cue se_

alusta a 6u0 nm. (4)

b} €1 Método bor dgifusitn en placa: en este método se observa el -

crecimiento de la Escnericnia cola ATTC 10797. depioo a 1a oresen-—

~



cia oge la vitamina BilZ. nutriente esencial oel micCroorcanismo. ei_

crecimento se‘han1¥ieéta"eﬁ na]os oelimitédas"en fnrma circular.-

en xas cuaies se mxue el‘o;é eTro en unlnaues m;xxmetr;cas con un_

vez en cadar

aue comoleto

€1 Cuadraco Latino:oxd. es. el ‘que se ocupa’

ninléoico Las concentrac;unes:oe‘vxtahxha

el. ensavo oe: las muestras v ex'estanua(.vsoﬁ los ‘tratamientos.. Los
tratamientns'son‘reoresentaans en este caso oOr numercs-oue vah -

del 1 al 8. En ia tapla de. :Cuaoracdo Lat;nn caaa uno ae los’ numerns'
K ‘

aparecen una sola ver en caga una ae las 8 fllas v las =] cnlumnas.

en forma aleatorea.

La colocacidn de los tratamientos en el mecio . con indculo oe gscne



~icnla Coli CONUENnloos en ia caza, se nnce ae acueruo a. da Taula_

de Cuaoraogo L&TANo.. 1a cara SE J.HCL\ ‘l SE Il'l.'lDE EJ GlmMET_l"D ‘oe -

iocs halos ae crecimiento. ) las lecturas obtenxnas se

ES nace un

andlisis estadistico v se obt;ene 1“ :ant;aan ue vxtamxna BL‘ con’

tenxda en Aas muestras 4

Una parte xntenra] -del’ Métud'

Hicfobiuld@i;n‘ndr 6l Cuadrado Lati

no. es'la Va];uacxén ue] m;smo.

depe orobarse.para geterminar’ su_

efectlv;dad.



CAFITLULO 1T

1.~ Justificacaion

La mavor;a ae 105 Laburatorlos rarmaceut;cos BLIE fabru:an DI"DUUC —"

tos con V1tam1na 912 reaxxzan ia valoracldn se esta v1tam1na Dor

b}étivov

"Imolementar v hal;dar el Métudo Nicronxoloaxco oor dxfus:én en —-
piaca emnleanau el DJSEnO por Cuaurauo Latzno BVB. uara;valorar va

tam;na 512 ‘en un Jarabe Polxv;tamanxcn"‘



CAPITULG - 11T
DEFINICION DE CONCEFTUS

i1.- CDNCEPTOS DEL. ﬁETﬁDb ﬁjCRUBIDLOGICOVEMPLEANDD EL DISEMD FOR -~

CUADRADOD LATING.

‘Consiste en oisooner.  10s trata —=

vor.filas v columnas. Lada . tra—-

racion v las. dosis.

Bx8.(3.91.

pruepa. i3}

1.3~ Bloguye de Fila'y Columpna: Representacién de 1a union ‘de va ——
rios. cuadros en direccion horizontal (Fila) v en gireccién verti -
cal (Calhmna].

1.4- Tabla de Cuagrado ratino: Superficie nlana en la aue estan es

critos los tratamientos representagts con numeros. abarecen en for

ma aleatorea en las 8 Filas v en 1las 8 Columnas.

1.5- Halo oe Crecimiento: Extension de umna superficie. oelimitaca_

circularmente oor el aumento de miCrooraanismos.

421



1.6— Vernler Diuital: Regii ;Ia aranuaua mov11 cnn sensiblladaa ii-

ml!}e ae mm Y. centesimas OE mm.‘T:.ene una nenuena Dantalla dDDDE -

lucion.

El 1nterva o entre 1a5 cnncentraciones a anal;.ar deuenderé adel ——

ob)et;vo del métouo para propés;tcs de control de calxuad v de —-

12



seouimiento de:ia ‘estabililoan’ de un .tarmaco. en una‘Tormavfarmaceu—

tica. devera estar; 1pcluioo ei 100% . ge:la. o0osis. .

tes realizadas unr dxferentes anal15tas. en diferentes u;as .en el

tes equxnos.(lO)

2.5~ Esgeéificidﬁd:yEs la medida del gréuq de interfefehcia o au-
sencia de). en el analisis de mezclas’comple;as;:Es‘la nabitidag -



gEe un MEeTON0 aNaliTliCO -Dara oDTener WNa respuesta Geoloa unicamen-—
re' a8 la SUDSTANC1A 08 1NTRres 'v. no 'a otros- comoonentes de i1a mues-—

tra. ; St e

2.6- L;m:te de uetec:lén' Es 1a m;nxma concentracxun de una sustan'

Cia en l.lna muestra la cual leEDE Sel’ UE“.EC!EOE. - pero nD necesar‘\a—'

mEntequantlfICaDa.UbEJO las.conuicxones de nnerad;dn estapleci’ -

das. (107

Je2- Hlacebo Aaxcxonauo ,Jarabe rul;v;tamxn;:o aQue :ontlene a la -

thamxna 912 substa cia ue xn:eres uue se. decermxna. ademas de es

tar conformaao e] Jarane oe excinientes v:otras nxversas vxtamx -

nas.

14



PLAFTEAMIENTb DEL METGbDYMIéﬁDéfQLbGIéd‘Pdﬁ DIFUSION EN

FLACA EMPLEANDU EL DISEND PDH CUADNADU LQTIND PAHé VALD

NAR VITAMINA E1Z.
L.~ Egu;gg

1.1 Vernier digital.

t20mm)

1.8 Dzscns absorbentes de 13 mm fScnleicner & Scnuild

2 B
.2’ y ue 5uu ml
2

.6 Vasos de pre:im.r.ados de =>0 mi-

2.8 Pontillas .

2.9 Tubos " °
Nota:z La‘{ar el.materiali-con:limpiador-liouico’ para material e vi-

orio. enjuagar & veces CON agua corriente v 6 veces Con aoua desti

15



iaga. Sanitizar con DEF‘mlC‘lDB xasA:a)as antes UE ser iavaaas. Do —

ner suficiente oerm;c;da uara toua ia: 5unerf1c1e ae. ia cava v.osu =

taba. ue;ar 351 UUI"EI"\[E :OdD un cua. .

NCIE BL34i0

e Reactivos v Medios Bactericlg

1. Realx-ar'una rESJEmbra uel mx:rnoroanxsmo en el me -~
ERETITN - N R -1
dxo ue anar para: el ensavo. Incubar a.37 C - 1 D au=-"

rante Zu noras.

S5.1.2 Sembrar los mxcrouruan;smns del mede de cultxvo al_




B B . . fa} - o .
mec10 Oe crecimiento. Incupar 37 © — 1 U oe Zu-a 24

noras.

L

5.1.3 Centr:fuuar el meuxo ue crec1mzentof1u mxnutos a ==

3000 rnm. :e uecant

quanxsmcs

—ulnméradu;ue” Dlucxon sal;na.

resuspenger

,5.1.4,Cen€f11ugar 'veces mas para

brudqcir

: memente el ‘medio.

5.2.5 bejér enff;a caia'y seca

encaso de ser necesa-.. -

"l’iD en una JHCUDBDDI’E-

B.2.46 Colu:ar la caja en el refriaerado Por:60. minutos . ——
asecur‘ar OUE Esten Der‘fectamente Cunlerta

§.2.7 Mantener la caja a temneratura ambiente uor 1u minu-—

tos antes ae usarla.tVer Anexo 2 Prenarar nlacas ae

ensavoi.




6.- FPreparar estandar Y MUESTra2s

6.1 Freoparar estandar de Cianncobalamina.

b&.1.1 Gecar el.e5téhnar‘de‘referencxa‘sobreﬁsillca cel au-

concentracion’oe:Cianocopalamana)

ae 100 mi

#o :

€16n extractora.” esta’ es:la gilucion a la’ concentra-

c16n ae” 0:US mcg/mi. consiaerarla’ comolia’ concentra—

cién paja’'y se representa con las letras 5.
O A S R



6.2 Preparar MUESTras Dara ei ensaveo

6.2.1 Freparar una muestra reoresentativa. con Una. concen~
tracign samilarca’laloel estanoar 5 (0.2 mca/ml). Da

v oote —

luir oosteriormente extractora

Temperaturs
6.3.3 'Afora
ensavo.. se

una’concen

tracion. de cianocobalamina de’ 0.2 mcé/mi. Sg‘éonsidg

ra como . ia’ concentracin.alta.y Se representa con ——

19



6.3.4 Diluar en nroonrcxdn 4 ml ae: las allucxnnes uoWViw
HRACR
las ullu

v D mx de soluc;on ertractora v se DDIJEnE

) CIDHES CDI’I una cuncentraclén'ue clanoc Dalamlna OE “"

u us mca/ml. ccnszderada ccmo,l

Y se’ renresenta con las letras

7.- Procegimiento’gel¥ensay

tratamlentos con numerOE aue van’ uel l al- B A contlnua

cxon se FEDI’ESEH taﬂ

.Mue_s!:r',a's"

Concentracion ‘estangar ]

A 0.2 . mcasml;: s =1 U =3
Fe ) A

B 0.05 mcasml s =2 u=24
: B B

7.2 Nota: E£stos numeros del i al 8 anarecen en diferente Drden

en cada tabla oe cuaarado latann. Dene camoxarse ue

tanla cada dia de andlisis. iver. Anexo 4 :iemnlns —'

de taplas O cuaagradgo latano)

7.3 En los discos puestos sobre el aqaf de''la cara.

en eilos con un pipetor 10 mcl»deylaé oilueione
ja del estandar v las tres muestras. oebajo de la caja oe-

be estar la tapla oe cuaagrado latino.



cmpezar CDn 135 orlmeras :uatro 1'1135 con este oroen. 1.Z.3

4.5.6. 7 8. v nara LaS 11135'5 a.

el uruen es 1nver50.

7.4 Los l;m;tes oe 105 nalus

Jor.-al dg\

dia.’

Incupar ia

.Organizar las lecturas obtenxdas oe a:ueruo a-las taplas:

2.0 'a la 2.3 (Ver Anexo S. Las Tablasl



Hacer el Analxsxs de varianza' v ooner 105 resul:aaos en la

Tanxa de Vax;nez. (ver hnexo b.~ﬂn311515 ae: varzanza)

Gntener el Loe11cxente ne votencxa.'lVer Anexo'7. Loefl =

‘iVer Anexo 8.

Formuxas oara :axtular resultaoosl.

tu
[A]



LAPITULD v

VALIDACION: DEL- METODO

1.— ESPECIFICIDAD .

En la especiticicad. se tiEne’como Dpj)etlvoi” orobar cue e: metodo —

'elvﬂé 0ao real;zar lo sxuu:ente-

Prenarar la Bolucxdn stocn de cxanoconalam;n

LLevar a volumen con' solu:iﬁn extractora.



cstandar Concentracidn de ‘Volumen Concentracaon ae

fmay. - Cianocopalamana Codml) "’ Cianocobalamina
fmcg/mgi‘ * B - E imeca/ml)
128.2051 R 8 - R R B V1Y R

tractora.

JConcentracién de
‘'Cianocopalamina
B vmea/mid.

" voiumen
(% S

Alicuatas
tmijeis

Concentracion oe

Alicuoctal . :
tml} .. Cianocopalamina
o {mcg/mi)
-3 - 1,25

Hacer diluciones ﬁé‘cada’tohtent?acidn obtenida, y-1levar. a volu —

men con solucién extractora.



concentracion de Alicuotas Yolumen 3 ditimas.Concentra—
Cianocopalamina imiy imi) ciones oe Cianoco-—
) pajiamina |
L AMEG/ ML)

1 6
o ——m————m—— L
1 25 QL0248
1 & )
0. E
'8 rail U036
1 & 1. 20
1 25 VRV
i & QL2866
Lo el
1 25 [ORV-T
1 L) C.31e
1.9  e—rm——————

do Micropbiolégico por cuadrado latino v verificar io.siguiente:

—~ Medir el didmetro oe los’'halos e crecimiento bara ceterminar su

diferencia de acuerdo a- las.concentraciones.

]
w



- Preparar la curva estancar.

Graticar ‘las/megicas:en’mm ael diametro ce ios nalos ge crecimien—

to en ‘el eie oe ‘las ordenadas contra la concentracion en mcg/ml-en

el eje ae’las abscisas.’ . )

Criteric de acepracién (10); -

Coeticiente de' correiacion (r) = .99




S.— EXACTITUD
rara netermxnar este narémetro. se detiniod utilxzar'nortentales al

rededor ae mas v menos eL 504 en relacmon a1’ louh corresnonaxen:e—

a la; cn centra:xan de 1 2% mcn/ml ue c;anocanalamxna._uara tener -

un 1ntervalo'a:eptable de contrcl de 1a :amzna Biz en’ ex uarane—

Pnlxv@t; 1n'c

[V

mcc/h!'

0.9 mcas/mi

.Zﬂrﬁtq/mi‘

a3

"5)

De acuerdo a’

t::.onauos o

Pesar la cantldad de’.20, 4051»9 (ib ml fde.ulécebu]édx&ionaao. agre

gar 50 ml de snlucmén extractnra. esterlllzar v llevar a 100 mi -

con sunucxén extractora. se cnt:ene la concentraczan Alta oue co -

rresoonae a ila xra. axlu:xﬁn. tomar, 1 mA oe esta gilucaon v

mi -

o

ae 5o1u510n evtra:tora v 'se obtxene la :oncentraczén B aja uue co -

rresponde & -la Zoa. d1luc1¢n.

1
~



NDTA: rHacer tres besadas lnuepenuxenies de bplacepos: adicironados oe

caca una de .las cuhcentraczonés-’if

De las diluciones oe 1os biaceoos acicionacos.. ootener las’ concen-.
traciones siguiences:

Placebos adicionanos’ con. concentracisén de 0.6 meg/ml  de Cianocoba—

lamina. .

cConcentracion

Y Concentracion

Alga . T LY paa

(mea/mly S (meg/mL Y

L09s o o olone”

Placebos adicionados, con concentracion ué'0.9 mcq/hl‘dé‘Cianocoba4

lamina.

0s148 7

Flacebos adicionagos: con concentracidn

lamina

Placebos adicionados:con:concentracion’c .6 mca/ml” ge Clanocooa=

lamana.

0.064"
Placebos adicionados con coh:entfacinn de 1.9 mco/ml oe Cianocoba-

mina. : '
0.3048 0.076

2y



Freparacidn de las diluciones del Estadndar de Cianccobalamina.

Ucunar 1a dxlucxan Stock. con CDnEEntFaCan ae lu mcu/ml ut;xx.aua

en la l;nearluad Llevar a volumen cnn snluclén ertractora 1as 51—

uuxentes dxlucxone

Alicuota .. .. - volumen
L e Alta‘ge” Cianp
(mly LR ime RN copalamina
p : ' e {mEg/miy

De la 5oluci6n de céhceﬁtfacidn 0.2'hEu/m1 d Cxanncubalam;na. se~

toma 1 ml v se ad;cxcnan 3 ml de suluc1én extractora nara un ‘to -

tal de 4 ml cnnsxderandu el ml de la al;cuota.

Se FEDF’EBEH“CB ccmn SIUUE-

HGCLOta‘ o Volumen - Concentracadn
L - E : Baja’ oe Cianp
(ml) e {mi) ; copalamana’ 2
N : AT ameg/mly

;—-—,,;o.dé""

En cada ca1a analisar el esténdar Y las tres muestras de olacebus_

ad;c;onados de una misma concentracinn.

Criterio'ae Acéntagidh oy T

- La‘RenuxgntéS* e i St imy e g
- £1 Interceeto . - L SR Sab) = Q
- El Coetficiente de cdrre]écxbn : (r1 .= 0.99



4.— PRECISION

4.1 REPETIE«I'LIDAD

Para determxnar este Darémetrn. analizar placebns aditionados a -~

una sola cnncentrac;dn dE Czanucubalamxna de 1 25 mcu/ml que co —=

rrespunde al 100

Utxlxzar la mlsma‘metudnlog;afque se sxguin en el parémetro de -

Exactxtud para 105 placebo adxcxonados dE 1.25 mcu/ml deACLanch—

balamina.

Para léxﬁépgt;bzl;da v

de los. resultados se

Criterio de aceptac;ﬁn (10)

- CDEflClEﬂtE de varxacién (CVv) .5



4.2 REPRODUCIERILIDAD

Para cumplir con este parametro.. se recuiere del trabajo de dos --

analistas. Cada uno de . los analistas realiza dos analisis en’'d

rentes-dias

Utilizar la®
Exadtifud.”

balamina.®

Criterio de aceptacion i10) ...

- Coeficiente'dé‘Qaria;ioﬁ“{60) _5;

31



S.— LIMITE DE DETECCION

Para cumniif con este ”b'arémetro. llevar a’ cann dll ciones geia’ Vi

tamlna B1Z para obtener concentracxones menore e:0. 024 mcu/ml.

cnncencracxan ‘de ,V;tamxna,BiZ mas ba_)a analvxzadva ae’la cqa; se tie

ne resouesta.:

0.2 mca/ml co

t.nncenr.rac:.on oe

Cianocob lam na "Liano onalamxna

(mco/nu: (mco/ml)

uZ’: e g s 100

- Determznar la minima concentraman de Vitam;na 512 en la aue se_

observe . crecxm.lentn de Eschericnia coli.

“
(3}



CAPITULO VI
RESULTADOS DE LA VALIDACION DEL. METODO

1.-~ ESPECIFICIDAD . DEL METODOD .

Al aplicar él'net do nlacebo se nbservé nue no hubo halos oe —=

a cu'rerencxa CIEl CDntl"DL DDSI"

3y 'S4 uresenté nalos de crecxmien—

miento

Esto nos Dermi »determinar. cue unxcamente se nntuvo resuuesta en

Dresen:xa de la Vltamzna Blz v que no se unservn 1nterrerenc1a de_

ias substancias. dei Dlaceno.;

3>



2.— LINEARIDAD DEL . METODO

Para 1a -Linearinag 'del rétodo se obtuvieron los siguientes .oatos:

Concentracion Lecturas’de. los halos

Vitamina:B42"

mcg/mi)

Coeficiente de correlacidn oe la curva:-

r o= 0.9910



mm (Halos de crecimiento de 2 E. <oli)

0.076 0.1

mcg/ml {Concentracién de Vitamina B 12)

O Muastra Stock




3.- EXACTITUD DEL ME['ODO

Datos obtenldo" para la determmaclon de Exactxtud en la" drferenm" concentraciones analizadas.

3.1~ Concentracion de 0.6 mcg/mI de Clanocobalamlna (48"/ )

Lei:turas én mm.-

C7 -

[%3] c2 Cq - [ EE
Fi 2567 26.53 28.60 2358 23 56 -, 238
FE| 63| 24T B . 2A5[ ; }23.@4 2678
G X L R SN R A B gE 2661
F4 23.33 23.65 23.77 ] 27 87 2654 i 24°3
5 23.38 26.19 26.29 2398 i .77 : 2648 E ,.»v2902
F6 26.39 24.74 26.39 - 2686 ;/"364 EB,Oé 23.32 v2v3v.'?0
F7 2753 26.38 23{(51 e 2350 26.28 26.69 24.56 25.]0
F8 25b.58 23.38 2351 ')26.776 2346 25.33 2901 25.58
Tabla de validez
Tipos de variacion GL = de cua-1 Cuadros Factor | Condicion{ Validez
drados | Promedio [(3) SilNo
Preparaciones 3 17.1080 5.7027| 39.6572 = -
Regresion 1 146.3185| 146.33995| 1017.729% + 7.31 Si
Tratamientos 7 183.7689] 26.3957; 1835583 - -
Filas 7 0.9140 0.1306 | 0.9082 - -
Columnas 7 08320 0.0803 : 06380 - -
Efror Residual 2 6.0300 0.1438 - - -
Total 63 355.8134 788126 12924813 - -




3.2- Concentracion de 0.9 mcg/ml de Cianocobalamina (72%) ..

““Lecturagenmm.

... Tabla de validez

= decua—| Cuadros Factor {Condicion | Validez

pc;c devar i
e drados Promedio [(3] Si/No
" Preparaciones . : 6.7410 22471 377013 - -
Regremon B -: o “ -1 - 157.8792| 157879212648.9799] =7.31 Si
aEmlenios | 7| TeS1520] 290%7| A0 0%T| = =
T , 7 05083 00726 1281 = =
Columnéa 7 0.3480 006¥ 1.0738 ~ -
Error Residual 42 2.5030 00596 - -
Total : 63 336.2313| 183.3683] 3092.9273 - -
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Tabla de waildez

Tipos de variacion GL & de cua~| Cuadros Factor | Condicion | Validez

. drados | Promadio [(3) SilNo
Preparaciones 3 0.0020 0.0006 0.010% - -
Regresion [ 23833221 23843221416387111 =7.31 Si
Tratamientos 7 239.3510] 3471930} 595.6969 - -
Filas 7 j  1.3554 0.2080 3.6237 - -
Coluninas 7 i 1.0968 0.7567 27300 - -
i Error Residual 32 24128, 00574 - -
G3 T 273.037974751.9186 - -

} Total

T2 T510]
i |




34— Concemraéiénqe 1.6 rﬁcg/ml de: Cigndcobalamina (128%)

Lecturas en mm”

CB -C7.- [&]

m T 2837 2A7T[ 2553
F2- ) B A XY
oy pLr] v R ]
m ETA| 2E5T| ez

T ey (0 B
G5 S5ES| 2E| B
F7 WD BH| 2663
=:3 58T 2831 2566

. " Tabla de validez
Tipos de variacion - 6L v 2. de cua~| Cuadros Factor | Condicion| Validez
: ) drados | Promedio (5] Si/No

Prgparaclonee. 3 2.8070 09357 183325 - -
Regresion [ 157.37701 1567.377013100.2980| =7.31 Si
Tratamientos 7 160.9242] 22.8892 457.8826 - -
Filas 7 09712 i 0.1387 2.7333 - -
Columnas 7 09380 (i 0141 27784 - -
Firor Residual E7 T 7370|0508 = =

otal ‘ 83 3251884 181.632613577.1218 - -




3.5~ Concentracién 1.9>rncg/ml de Cianocobqvlanviin‘a (1 52%)

-Lecturas en mm’-

ST S S+ P R - T+
R 2848 T E5| o5dp| 2ehd|  0527|
| %® S| A | B[
R - Ko /] S 1 R AT IR X T
o RV WAT| B BEO|
B0z XY BT T o) B
B 2568 WE| ™| W B
Fr I B[ 71| 2840] 2i3| B3| W04  2BI5
R A B ) B B
Tabla de validez
Tipos de variacion GL 15 de cua—| Cuadros Factor | Condicion | Validez
drados Promedio { Si'No
Preparaciones 3 11.3202 3.776%| +59.9800 - -
Regresion 7 T977136] 1377135 1779681 =737 &
Tratmentos 7 1806200 220957 | 2764500 = =
Fies 7 TE7a000 030 600 - =
Columnas TS } 0Tee3] 203976] - =
[Evor Rasiduat % . 0Ge8aT 000831 — =
From ‘ Coam 323.5330% 175.00475{ zlosssﬁi = =
1 H ! ]




CUADRO DE RESULTADOS DE LA EXACTITUD DEL METODO

1.— Coeficiente de cormelacion () =099

2.~ Péndiente’ = °

3.- lmercepté

m=1

®=0

4. Cosficiente devarlacién * (CV)<5%

41

Concentracion Concentrecion Recﬁperada de Cianocobalamina mcg/mi
Adicionada de R
Cianccobalamina AT : ;
meg/ml c1 DS | v
06 05718 " “os679|  05617] 00142] 25280
09 09115{ 08996 ~08os2{ 00021) 00084) 08312
1.25 1.2494 go| “1.2517]" 1.2500| ‘00018| 01200
16 " 15e80] 15772]  1.5489] - 00so7| - 25631
1.9 1.9664 19483] 19535 oco113]  os7e4
v "~ Dges 0.992
b . -0.0492| -00575] -0.0547
m “1.0418] 102800 10322




0 02 04 06 08 1 1.2 14 1.6 1.8 2
mecgimt (Concentracion de Vitamina B 12 Adicionada)

PROMEDIO DE TRES ENSAYOS

-=-Placebos Adicionados




4.1 REPET]BILIDAD DEL METODO

Datos obtenldo.. para Ia determinacion dela Repebblhdad del Método para la concentracion
de 1.25 mcg/ml de Clanoc balaming, Vanallzada en detarminaciones independientes,

Ter. Anglisis

Lecturas en mm

il

. C2 C3 [ C5 [¢] C7 C3-
FT[ - 29889] 2833 2784 25.04 2797 2781 2446 2877
L 3575 2795 2481 2784  2497| 2609|2857
3 2481 24.90 24.92 24.74 28.21 2748 28.26 27.69
2] !25‘02. 28.35 2886 2832 2559 2465 27.92 24.58
&3 - 28.19 2840 24.79 28.00 2505 24.66 24.88 27.69
~F 27.83 24.58 28.37 2770 2487 2492 28.80 25.04
7 23443 2837 2359 235% 2821]  27.28 2369 2800
F8 27.72 25.21 2994 28. ZSL 24.55 27.81 28.16 24.73
Tabla de validez
Tipos de variacion GL > de cua— Cuadrog: Factor Fonduexon Va_lidez
drados | Promadio Si/No

Preparaciones 3 0.2428 0.0809 I b18 - -

Regresion 1 165.0582] 165.0582% 3301.165 ; = /.31 St

Tratamientos 7 166.599 23.7991] 475982 T: - -

flas 7 ] 0.804 0.0806 1.61.?7: - -

Columnas 7 l 124577 01779 3558 : - -

Evror Residual 2 ; 21 005 ] = =

otal i 63 | 335809 1893967 ' .93505 - =

: | N
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4.1— 2do. Analisis

Lecturas en mm

Ci c:z - . T¥ | Ch C7 C3
1 1367 17.3 77.21 13.32 1731 17.21 13.33 1387
F2 77.18 13,11 1755 1357 77.65 1857 1311 17.18]
F3 1330 1332 1340 1332 17.00 17.80 1780 T7.001 .
& 1367 17.2% 17.00 17.24 13.42 1367 17.00 1 3421
= 75| 17307 1228 1690|1228 1850|1350 T
6 17.21 13.50 T7.13 i7.12 13.30 13.30 798| 1%,.99
[ 1347 16.93 1347 1350 17.30 16.93 mq o jfl:ao o
= 1719 1333 1'3.15 17.30 1333 77.30 VAT {3.15 ;
Tabla de validez
Tipos de variacion GL S de cua—| Cuadros Factor | Condicion} Validez '
drados | Promedio (3] SiNo
Preparaciones 3 0.0020 0.0006 0.0104 - -
Regresion 7| 238.3322| 238.3322| 41538711| =7.91 Si
Tratamientos 7] 238.3510] 3%.1930] 5956069 - =
Filas 7] 14503 0.2080| 306237 = -
Columnas 7T 1088 0867 27300] = =
Error Residual 42 24128 0.0574 - -
Total 53 7512 £73.0379]3751.0166 p =




CUADRO DE RESULTADOS DE LA REPETIBILIDAD DEL METODG

Concentracnon ad:cionada

o de Clanocobalamlna

(mcg/ml)

Condentracién"recbperada
‘jde Clanocobalamma
mcg/m

er.* Andlisis ™

2do. Andlisia

45



12— REFRODUCIBIUDAD DEL METODO

Datos ob(onldo en el analisic ds Vmamme B12a lﬂ concemracicn I 25 mcglml utilizando o metodo de

forma |ndependaeme do'* anah tn" y en dua- dif

121~ ler Analmtﬂ

tes.

" Lacturas en mm

{er. Analisis !
(@l [+ 5 [T o7 8.
Fi 2363 2690 2381 2ri6( 2357y _,,,2400 :
72 B 20T[ %[ @] 2ol - '“,2390
73 29T 2381 '2395 — @ mE m% s
) ™e5[ 2699 —35s[ 0| WEs| | 2T
=3 | W62 2676 R /-3 BTN (1] T Y -3 BT
55 3770 2368  2686| 2707|2361 2681 BE| 2901
7 2607 00| 2382  235%| 287| 63| /eI 2330
2 3705] 23.49- ,  T 70 BT+ T ] Y v Tov
Tabla de validez
Tipos de variacion [<]N de cua—| Cuadros Factor [Condicion| Validez
: diados | Promedio [(3) SilNo

Preparaciones 3 005647 00188 0.6643 - -

Flagresion i 1679292 167.0202 | 5033.8000] =7.81 S

Tratamientos 7 T680594| 290085 838.3569 - -

Filas 7 03170]  00453] ~1.6007] = =

Columnas 7 02170 0.0310 1.0954 - -

Enor Residual 12 1.1885]  0.0283 — -

Total o3 67856073 - =

337.7675_r 1920617
3

16



4.2.1- ler. Anah"ta

2do. Anah"ls
: s Lecturag enmm ) )
e S (o5 I T 7 To—
“F1 2506 -, 2250 2333 25.08 ;2508 2518|2253 2282
Z 2397 5355 2245 353 .- 2245 B Zns ”~22>.45 - 2240
O TR 5o, ] BN Y R -1/ BN [ ] 1Y IS~ ALY T Ren
R XY B AT R 1. O icke d ESR X N Y-t R 11T R Y
=} 22323 08 22,35 fz_:';;m - 3505 2257 3807|2519
5 24801 . prK _25.61 2212 2259 273 2518 2490
7 57 08 PR T3] R S Y R TR LY
B 225 : | 3509 aa.asl é?usl 75.21 2251 22.23
Tabla de validez
Tipos de variacion GL Zde cun-l Cuadios Factor | Condicion Validez
s drados ! Promedio (3] SiiNo
Preparaciones 3 0.05407 i 0.0180 0.8451 - -
Regresion l 1 10542933; 105.2933 1 4643.3500 :=7.31 Si
Tratariantos l 7 ! 105.4sooi 150814 [ 707 1100] = =
;
Files 7 02600] 003837 18028 - =
Columnaz 7 0013 00%Es 13908 = —
Error Residual E 42 i 0892'5; 00213; - - :
Total [ S8 [ CI2isi 1e0ReiE, We s - =




4.2.2— 2do. Analista,

Tar. Andlisis
L " Lecturas en mm
C1 3l C2 -G8 C4 - C5 C6 C7 c8
F1 1. 22, - 28,74 -2531] . 2250 22.30 2598 2235 25.60
F2 . 22.5“" ’.?2.59 2263 2562 26.00 2548 26.10 22.60
S R T X —mR[mT[ AT B 25 22|

2593 0295 . 0550|2278 2253 w23 2233 BB

=
5[ 2578 65|  BB0| . 2550|  2255|  22B| 2251|267
=

%5 TE[ - 2249|  259B|  2545|  2206| 2564

T S Y- X 0| 2BE0|  2282]  2580] 228
8| 2245|2230 TBEaT| 2275|2215 2540|2571

LR : Tabla de validez
'l'lpoé de;ariacloﬁ . Zae cua—| Cuadros Facter | Condicion | Validez
L drados Promedio (F) SilNo
Prggafaglquz, » 3 0.1910 0.0637. 1.6005 - -
Regrénio}) — : - 1 149.5423 149.5423' 375733321 =13 Si
Trammienios 7| TR 2T R - =
e 7 T VIV R P =
Coltvlrvy\nas 7 Q.2710 0.0387 ' Q9724 - -
Enor Residual 12 1.9/07 00398 ¢ b= -
Totml &5 | G02.0070] 177.7698 2995231 i = =
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4.2.2~ 2do. Anlista,

2do. Andlisis
. Lecturas en mm
o1 N AR 3 <3 o
T 23 ~ 2413|2108 000[
P oA D[ 2R3 20@| " 2a%8|
=3 2393 ST ey R b Y ';iv_ls'
O NI N ) B L Rcn ) o
=3 ] RO -1 Rty V4 R X R X
23] 2'4'.’17 24,07 20.74 ’23.89 23.78 .67 |
F7 ‘20.v94 ~23.28 24.05 23.86 21.27 E 3 =
F8 24.50 2346 21.22 24.01 21.18 21.28 21.0é 253.99
Tabla de validez
Tipos de variacion GL  [> de cua—| Cuadros Factor | Condicion] Validez
drados Promedio (F) SifNo
Praparaciones 3 0.3320 0.1107 1.4013 - -
Regresion 1 12550001 1255000 19886100{ :=7.31 St
Tratemientos 7 1258700 1798141 2276100 - -
Filag 7 0.2213 00316 04000 - -
Columnas 7 1.1900 0.1700 21519 - -
Error Residual 12 3.3200 0.0790 - =
Total 63 2504333 | 1438727:1820.17732 - -

19




CUADRQ DE RESULTADOS DE LA REPRODUCIBILIDAD DELMETODO

Concentracion Concentracion
adicionada de recuperada de
Cianocobalamina | Cianocobalamina
{mcg/ml) (mcg/mi)
Coten 1.25 1.3000
Resultados del 1.25 1.2859
e 1.25 1.2831

ter. Anslista. 1.2579 -

1.0435

Hedulﬁdor;r;d'el

2do, Analista. -

% 1.2722
DS 0.0534
%oV 41974

50



5.— LIMITE DE DETECCION

De acuerdo al analisis realizado a las concentracionas de Cianacobalamina, se obtuva lo ':.lgulenté:

Concentracion de ;-
. Clanocobalamina ®:
S meg/ml et

- oos

001

0005

0:002 : i%’

(&)
-



DISCUSION DE RESULTADOS

L.~ ESPECIFICIDAD .. @ .

Los resultadoé‘cuexse ootuviersn.: al ebservarse Unicamente, creci —

itamina:B12 nos cer

e solo se’ obtiene

respuesta en presencis’de’iaiVitamina BL2 vioue alianalizar el Bla

ceoo no se Dbserya‘interferencia ge:ias substancias aue lo comoo - -

nen.

Z.- LINEARiDAD:

Se nbtuvé un coeficxence oe corre]acxun frl =:0.3910. sienuo“ei -

\ll

criterio oce acentacxon oe: (r: : G.?;.'nur io oue se cnncluveg

£l Hétouo es aneax. va que‘se cumole satisfacturiamente*con}ei -

criterio uefacentacidn. i

De acuerdo a los resultados nbtenxuos se uueue :oncluir- E1 Meétodo

es n»ac:o, va nue cumnle con el cr:terxo de acentacinn. se tiene —

una relacion nronqrc;onal entre la ulanocnnalamina adxcxonada v la

recuperada. teniendo un& opengiente (mj = 1..un intercento (n} = 0_
v un coeTiciente de vaciacidn’ entre la cianocooalamina recuneradsa_
de cada. concentracitn:en’ . un porcentale MENOr oel estabiecico -

tEVY &%



4.- FRESISION

Zi coeficiente . de variacion de ios resuitados ae los cos analisi;_

es menor. del 5% ‘cumoilenoc con el criteric oe aceptacion oue esta-

olece. (CVY ',5'/..:' oor.: io"'tvanco ‘sa concuwe: £l rlo:—..udo es Reoet.\ble -

al anah. ar a ln Llarnocnba.\amlna a una concentracxcn de .\.2:1 m::u/

mi.

4.2 REFRODUCTBILIDAD
€1 coeficiénte
es mennrﬁ@el": 3%

Dlecé ICV) NS‘

bie,. va gue.no hay d:l.'rerencza sxnnlf:u:atlva en

nidos nor; di Terentes: analistas

tienen. efecto’ importante en’la Bisnersiér}' oe datos.
5.- LIMITEDE DETECCION

De aéuérdc a los - resul tados. enla’.concentracion de 0.002~"ihég/m1‘_

de Cianocobalamina:

coli,. por 16 tantb"

meg/ml ‘de Clanocnna]amxna.‘ en:la uue se’ Dbserva el crecxm:.ento ael

chrcmrqanlsmo., v en‘ nae \/a no X-1% Dosxble cuantl‘ficar a .'\a Vita-

mina B1Z

om
2]



CAPTTULD VIii

RECGMENDACIDNES

LAS SIGUIENTES RECDMENDACIUNES SON DE ACUERDD A Lu auE ‘58 DEﬁE:Cﬁf

SIDERAREN LD P ACTICO

algunos Fueron . identificados v se mencionan: en’el

tas’ posibies, se oebe tener Tondo pianc

ia medicion de los halos de crecimiento.

los resultados.

4.- No se: recomienoa-llevar a-c

na Bi1Z por :uadrado latiﬁc‘bvaven lqyxer Drnnucto'nuliv;tamini-

co, si no. se rea]xLa una urev;a verl?icacxén de este.'

o
$



CAPITULG IX
CDNCLUSIGNES

Como se observa en la realizadu en la Imolementac:dn v-en, los re -

el Métuqo. Dara “la Valoracxon

3.—- El hétbndiesA i Egrcép—

o (b

4.- Ei metodo-es Freéiso-‘ xciente de -

variacion (CVY, ﬁh en ibs énélisis réaliiadn a- Cianucobala

mina en 1.25 mca/ml ‘en- Ia Neprouucxb;lxdan el cneficiente de—

variacion (CV) 5h en los resultadns obten1dos de lus uos ana—

listas.

S.— El Limite de Deteccion del meétodo es a U.G05 mea/ml de Cianoco

balamina.

o
o
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CARITULOD: X

ANEXOS DEL: PLANTEAMIENTD DEL. mET

Freparar i
Cloruro
Extracto’de carne

anFto;ﬁen{ i

4.2,1~ Sold

Poar

4.2,2~5
dimorsaenc -
eyﬁid?;&eho IL}AV‘g

Citrato.

O.l. g
S\T\lrf‘atb y 0.2 @
Sulf;tn O.é Q
Agda‘degéiiéﬁa:j‘ 100 - ml

[3]
@



Solucidn de cloruro oe 2.3,.5,tri~

Tenilretrazolium 100N o 2 ml

4.2.3~ Saluqidn c (Snldcibnvdefglﬁcdsai'

Esterilizar todas las preparaciones anteriores L5 minutos a —

Y- I
121 C.

Aqua'qgétilad

ac.y

8.6~ Soluciﬁn'éxffactora

Drtnfﬁsféib'd1sodico hidrégeno 6.45% g
Metabisulfito e sodio 5.0° g
Acido citrico anhidro 5.8 [}
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ANEXD 2

‘PREPARAR PLACAS DE ENSAYD

con ' microoroanismos, para aos -

§-1.1-~ Utilizar un tube dé;c\jlti’v

tubos dE’»mé“di"ohde'crei:iinieﬁto (dos anilisisl.. -

5.2.2- Al poreparar:1

vo debe estar:eont

una tempe
mezclar y vacia , >z ya gue’a.esta’ temperatura el medio. ——

tiendé} Vfayt":i:lm'ente, a:solidifi cé'f'_se. v

&0



ANEXD - . 3

FORMULAS PARA CALCULAR LA CANTIDAD DE HUESTRA

6.2.3— Calcular:

Especiticacion.:

o = __20 mco oe ‘cianccobalamina - ox . A00
especificacidn, mecasg:i - oo i 100
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ANEXOQ 4

| EJEMPLOS DE TABLAS DE CUADRADO LATING

Tabla 1

[59

[43]

5

&

™~

]

o

62



Tabla 3 .




ANEXO S

LAS TABLAS
Tabla 1 ‘ o
c1 2 Ch .1Total elevado -
“lal cuadrade
B 2 "v's,‘.' E
F1
.F2
F3
[
B
F6
=
F8
Total| Total elevado [Total |Tofal elevado |Sumatoria del Total elevado al cuadrado de
Filas [al cuadrado Filas _|al cuadrado  {Filas v Columnas
z 2 2 .2 2
cl P o} 0512 C5 Fl + . iivnn FBEF )
b 2 2 n
ca | =xc2 =Cc6l 5 Cs :
> 2 2 2 2.2
C3 13=¢Ca Cli=C7 Cl + ...CBEC)
> 2 2 Soaan
Cc4 ZC4 P} pafe:]




Table 2.0

o meg/mi: -

Raspuesta -

T

Filag |~

e

. |~ o fen e e

Total

Estadisticas -

4] 8=81482= (yg)

L3N

Ls =82 - 81

2
> (ys) = S3 + 54
2 2

S1 +82

[T 30 KR X

ys = §/16




Tabla 2.1

Filas ‘
)
2
3 N
i
o
o
i
8
Total
Estadisticas
1 U=U1+U2=3n)
2 lu=U2-U1
3 Z(yu)2 =U3+ U4
2 2
4 Ul + U2 :
5 yu = /16




Tabla 2.2

V005 . megml TV Oz . megiml

Filas

Bespuests

Py

o ly o fo e oo

1Total

Estadisticas

V=Vi+ V2 =5

S

tv=V2 - V1
2

S yv) = V3 +V4
2

2
V1 +Vv2

[ I P SN (A

yv = V18

‘o)
-4



Estadisticas

oy

ot W N




ANEXD &

ANALISIS DE VARIANZA

8.3.1- Correccion del terd

ﬁﬂmero«
8.3.2- Preparaci s
ER

4 preparaciones

-V e W
2n:

: ",'.2,'2
Suma de cuadrados: {RS8)-= 5 + U

8.3.3~ Reoresion’ ..

Grados de ‘linertad () = 1

& . RS St N 2
Suma de cuadrados (RSS).= ( Ls +ojuieivielw) = E

S2.2..2.3

8.3.4- Total de todas las respuesta
Grados. de lipertad (f) é':ﬂ B T
N..= 64 resbuestas

. 2
Suma de cuadrados (RSS) = v - ¥
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Donde : r.-ha estadc calculado en ' 8.3.1 v

2 z TR L2 2
vo=dvs) D dvadaa (yvy e o Tyw)

de. las tablas 2.0, 72,1, 2.2y 2.3

8.3.5-

Donde eh‘las tablas 2.0 a

22 gt g
S1 4 S2: L ULTw U270 VLT V2

8.3.6- Filas "

" Grados:de libertad (f)r==rni10 ¥ izl

T =78 Ctilas

e
EY i+ F2i. . ..eF8. - K
e BT

Suma dE'cuadradDEL(RSS)béf

Donde Fn hafestadorcal:ulaqqlén la tabla'1l.

5.3.7—'Qolumﬁas
Grados de ‘libertad (f) = €. -1 . 7 =7

€. = 8 columnas



z .. =z
Suma de cuaorados (RSS) = Cx  + €2......C8 ~- »

8 -

2

Ponde’ - Cn- .ha estado calculado.en ia tabla ‘1

68.3.8~ Erfor Résidﬁal

-Para ambos  stim.

(Tratamientos + Filas .+ Columnas)
8. 8 £BL7

8.3.9- Rrueba de’validez gel v
B;3.9;1f605f1ciente F.”Frobapiiidad y-Valor gstanaét;co
et ide los resultanos ; S

Tivos de Cnndi;iéﬁfyoaiidéz
variacion Gl T 84/ND)
Preparaciones - Ve
Regresion 1 'f7.31,ﬂ.;"—
Tratamientos. 7 = -
Filas 7 : - - -
Columnas 7 -

71



7ipos ae GL Zoe cua Cua&»rauos :: Factor.. Conaicién = Valigez:
variacion drados ‘Praomedio. (Y Si/No

Error resioual

Joral

resic\ual muv al tu "

una F, a]tamente % nn:.fxc txv
vnrenaracxones oueue 1ncucar uue 1a’ nutenc;a asumxda nu -

es buena.’:



. ANEXD .7

COEFICIENTE |DE FOTENCIA DE LAS MUESTRAS

B8.4.1- Decremento’ Comin iBA‘E

vde}lgs-fablés 2.0, 2.1, 2.2, 2.3

Seieccione vv de la tabla 2.2 "3
Seleccione vs de la tabla 2.0 .

Seleccione b de la seccion 8.4.1




8.4.4— Pruena oe F'Eena:ac:mn w
8.4.4.1—; Louarzcmn uel coeficiente ae_ notenc;a para w

':1 1ou ritmn del coef.\c:.en:e ue notenc:.a rm

Seleccione: b de.la seccion . 8.4.1
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ANEXD 8

FORMULAS PARA . CALCULAR RESULTADOS

8.5.1-

8.5.2-

= Ciqnoédbalamiﬁa mca/ ml:x mlieﬁfcaﬁa dﬁidad de dosis

% de~l§_¢aﬁt1dé¢ ma cha St

Cianocobalamina mea/ unidad de dosas % 100
Especificacion, mcg/ unidad.de -dosis
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