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AI OBJETIVOI 

El presente tY'abajo tiene como finalidad seleccionar un rretodo f;sico 

quimico, para la cuantificacion del estolato de eritromicina en jara

be, y comparacion del mismo con el rretodo microbiologico para determi 

nar si los resultados obtenidos son equivalentes y reproducibles. De 

ser as; podria ser recomendado como metodo de rutina en los laborato

rios de control de calidad, por las multiples ventajas que presenta, 

las cuales seran mencionadas al concluir el trabajo. 

Se espera con este trabajo contribuir con los laboratorios de control 

de calidad, que carecen de equipo y personal especialmente entrenado 

en Microbiologia, para que puedan analizar sus muestras contando con 

el equipo comunmente utilizado en anal isis fisico qu;micos. 

El metodo fisico qu;mico que se desarrollo en el metodo colorimetrico 

del xantidrol, y el microbio16gico es el rretodo oficial de cilindro -

pl aca. 

Se proporciona ademas al final del trabajo un apendice que contiene 

las especificaciones para el estolato de eritromicina, tanto para -

materia prima como producto terminado, reglamentados por el Code de 

Regulaciones Federa1es de la Administracion de Drogas y A1imentos -

de los Estados Unidos. 

E1 estudio fue realizado tanto en muestras nac;onales, como extranj~ 

ras, tomandose como criterio para la seleccion, el hecho que tuvie--
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ran demanda en el mercado de nuestro pa fs. 

B. REvISI6N BIBLIOGRAFICA. 

1. Los s1n6n1mos para el estolato de er1trom1c1na son: propionato de 

eritrom1c1na laurll sulfato, propionato de er1tromic1na dodecil -

sulfato. sal del laur1l sulfato del ~ s ter propi6n1co de eritrom1-

c1na. monoprop10nil eritromicina laur1l sulfato, prop10nil eri 

tromicina laur;l sulfato. 

CH3 c::zxOCH

3 
3 OH 

° . CH3 

CH3 

Formula empirica: C52 H97 N018 S Peso molecular: 1056.43 

R en la formula estructural representa el radical lauril, el cual 

es predominantemente un hidrocarburo alifatico en elC12 . El com

puesto tiene una actividad te6rica de 694.9 mcg/mg de eritromici

na base. !.../ 

~/ K. Florey, Analytical Profiles of Drugs Sustances, Vol. I, (New 
York: Academic Press, 1972), p 103. • 
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2. Descripcion . 

E1 compuesto es un polvo blanco, cristalino, esencialmente inodo-

ro y sin sab~r. ~/ 

3. Solubilidad. 

Marsh y Weiss han reportado la solubilidad del estolato de eritro 

micina .:; Tabla N ~ 1 

4. Espectro infrarrojo. 

El espectro infrarrojo de estolato de eritromicina es el metoda -

mas comunmente aceptado para la identificacion del compuesto . 

El espectro de una soluci6n c1orofoY'mica de 10 mg de esto1ato de 

eritromi ci na es represen tado en 1 a fi gura 1. 

5. Espectro ultravioleta. 

La maxima absorcion de la soluci6n acuosa del monopropionil eri -

tromicina esta a 285 nln. 

El espectro ultravioleta de una soluci6n clorof6rmica de 10 mg de 

estolatQ de eritromicina, a una velocidad de la carta de 20 nun/min 

se representa en la figura 2. 

~/ I bid p. 104 

2/ Ibid p 105 
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TABLA N ~ 1 

SOLUBILI DADES DE ESTOL ATO DE ERITROMI CI NA 

Sol v e n t e 

Ag ud 
Me t .lnn l 
Et all()l 
r so pro pa no 1 

Al co hol i soamf1 ico 

Cic10hexano 
Eter de petroleo 
Benceno 
Iso octano 
Tetrac10ruro de carbono 
Acetato de etilo 
Acetato de isoamilo 
Aceto na 

Metil etil cetona 
Dietil eter 

Cloruro de etileno 
Cloroformo 

Disulfuro de carbona 
Pi rid ina 
Formami da 
Et ileng1icol 
Propil eng1 i col 
Dimetil sulfoxide 

1,4 dioxano 
NaOH 0.1 N 
HCl 0.1 N 

Re 1 acion de solu to a sol vente 
mg/ ml 

0.160 
> 20 
> 20 

> 20 
> 20 

0.080 
0.058 
0.922 
0.050 
0.058 

> 20 
1 .250 

> 20 
> 20 

0.2 28 
> 20 
> 20 

0.088 
> 20 
> 20 
> 20 
> 20 
> 20 

> 20 
12.330 

0. 168 

- - ----------- -------- - - -- ---- --- -, 



8 

6. Punto de Fusi6n. 

El punto de fusion del estolato de eritromicina es 135-l40°C y 

va acompanado de descomposicion. 

7. pka 

El pka para el estolato de eritromicina en 66% de dimetil formami

d~34% de agua es de 6.9. 

8. Cristalinidad. 

En aceite y examinado con un microscopio polarizante, el propionil 

lauril sulfato de eritromicina exhibe birrefringencia y posiciones 

de extinc16n cuando se gira la plataforma del microscopio. 

9. Si'ntesis. 

El propionil ester de eritromicina se prepara por reaccion del an

hfdrido propionico 0 el cloruro prop;on;co y eritrom;c;na en pre

sencia de bicarbonato 0 carbonato de potasio tal como se presenta 

en el paso (a). El estolato de eritromicina (paso b) se forma 

por la adicion del lauril sulfato de sodio al ester disuelto en -

acetona acidificada y se aisla por dilucion con agua. 

eri tromi c i na anhfdrido -
propi oni co 

prop; ona to de 
eri tromi ci na 



b) 

propionato 
de eri tromi 
ci na 

10. Estabilidad. 

9 

La ur il sul fa to 
de sodio 

medio acuoso 

----~) C52H97N018S 
H+ 

prop;onil lau
ri 1 sul fato de 
eritromi c ina 

El estolato de eritromicina difiere de otras formas de eritromici 

na en que es extremadamente estable a la hidr6lisis acida. La 

eritrom;c;na liberada del ester por medio de hidrolisis alcalina 

esta sujeta a una rapida descomposicion en soluciones fuertemente 

acidas. Kavanag estableci6 que la degradaci6n de la eritromicina 

aumenta con un incremento en la temperatura y decrece cun un aumen 

to de pH, arriba de 8.0. Las soluciones acuosas bufferizadas de --

eritrom;c;na base son total mente estables a este pH. 

Las soluciones acet6nicas de la forma del ~ster son estables, mien 

tras que preparaciones en acetona del propionil lauril sulfato de 

eritromicina no 10 son. Los polvos y formulaciones secas son esta

bles por mas de cinco anos; las preparaciones liquidas se convier 

ten en inaceptables despu~s de dos anos debido a un sabor desagra-

dable. ~/ 

11. Productos metab61 i cos. 

Ambas, eritromicina y propionil eritromicina, estan presentes ~-

vivo despues del uso terapeutico del estolato de eritromicina. 

:; Ibid. p. 111 



En estudios usando microsomas de conejo, ~1ao y Tardrew :./ repor

taron que la eritromicina es demetilada a des-N-metil eritromici

na y formaldehido. El propionil eritromicina es tambien demetila

da a des-N-metil propionil er1tromicina, sin embargo, la veloci -

dad de demetilacion fue menor que la de eritromicina. El propionil 

des-N-metil eritromicina podria subsecuentemente convertirse a 
• 

des-N-metil eritromicina. Stephens et al, demostraron que la com

pleta actividad antibacteriana en sangre total, suero, plasma y -

orina en individuos, dos horas despues de la quinta dosis de 250 

mg de estolato de eritromicina, del 20 al 25%, estaba presente cQ 

me eritromicina, y del 75 al 80% como propionil eritromicina. Es

ta relaci6n permaneci6 relativamente constante durante el curse -

del tratamiento. ~ 

12. Metodos de Analisis. 

En varios paises, algunos autores han realizado diferentes metodos 

de analisis para la cuantificaci6n del estolato de eritromicina; 

a) Analisis Espectrofetometricos 

1. Infrarrojo 

Washburn report6 que la potencia de la eritromicina puede -

ser rapidamente determinada por absorbancia a 10.46 ~ . La 

investigaci6n de bandas localizadas a 7.29, 9.02,9.88 y --

10.64 ~ determin6 que solamente la ultima banda mostraba 

:../ Ibi d, p . 11 ' 

'!...I Ibid, p.1l2 
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corre1aci6n con 1a actividad obtenida por e1 metodo micro -

bio16gico. E1 estolato de eritromicina puede ser cuantific! 

do p~r determinacion de 1a absorbancia infrarroja a 9.9 ~ 

s1empre que 1a anhidroeritromicina este ausente t debido a 

que este compuesto produce incremento en 1a aparente potencia 

de 1a eritromicina . :; 

2. U1travio1eta 

El anal isis u1travio1eta para el esto1ato de eritromicina t -

es basicamente e1 descrito por Kuzel y colaboradores ~ qui! 

nes desarro11aron un metodo de rutina para ser ap1icada en -

forma de dosificacion, muestras en procesos y caldos de fer

mentacion. Dicho metoda se basa en efectuar una suave hidro-

1isis a1calina de la eritromicina, 1a cual presenta un maxi-

mo de absorcion a 236 nm. A fin de eliminar interferencias 

que absorben a esa misma longitud de onda se lleva un blanco 

10 cual se logra aplicandole un tratamiento acido a la mues-

tra. 

Se determina 1a absorci6n a 236 nm. La diferencia de absor-

bancia entre los dos tratamientos leidos a una misma long;

tud de onda (236 nm), sera la debida unicamente a la eritro 

micina, ya sea en e1 caso de muestras degradadas 0 en caldos 

de ferfTIentacion. 

!J Ibid. p. 112 
!J N.M. Kuzel and H.F. Coffey, "J!'utomated Analysis of Erythromycin" 

J. Pharm. Scie. v 56, N~ 4, (1967) p . 522. 
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Debido a que el numero de muestras en un laboratorio puede 

ser muy grande, Kuzel introdujo la automatizacion del meto

do anteriormente descrito obteniendose gran confiabilidad. 

El metodo usa un analizador automatico basico (Technicon -

Auto Analyzer) y un espectrofot6metro (Hitachi Perkin Elmer). 

3. Colorimetrfa 

Sangav1 NJ,1. y Chandramoan H.S. !J desarrollaron un metodo -

de ensayo basado en la estimacion colorimetrica de eritromi

cina y sus sales (estolato, estearato y etil succi nato) las 

cuales son hidrolizadas con HCL conc., liberando un grupo -

amino primario libre el cual forma un complejo coloreado con 

el p-dimetil amino benzaldehfdo en acido acetico glacial, -

presentando un maximo de absorcion a 488 nm. El complejo co

loreado es estable por 10-14 min despues de la adicion del -

HC1. La reaccion obedece la ley de Beer en un rango grande 

de concentraci6n; se no to que los productos degradados, mi-

crobio16gicamente inactivos, interfirieron con el metodo -

propuesto. Cuando la eritromicina esta mezclada con otros -

antibioticos, tales como: penicilinas,neomicinas, no inter-

firieron; las tetraciclinas dieron lecturas debilmente altas 

Excipientes tales como almidon, lactosa, talco, estearato -

de magnesio etc. no interfirieron. 

!J Sanghavi and Chandramoan, "Colorimetric Method of Estimation of 
Erytromycin". Can J. Pharm. Sci. 10(2), 59-61. 
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Los resultados obtenidos estan de acuerdo con el metodo of i-

cial microbio16gico, tambien se pudo demostrar que es un me-
todo preciso . El metodo fue descrito para las sales de eri -

tromicina, pero puede ser aplicada a la base libre y a prep~ 

raciones farmaceuticas que las contienen. 

- Metodo Colorimetrico del Xantidro l 

Existe un metodo colorimetrico en el cual el estolato de -

eritromicina al combinarse con el xantidrol (C13H1002) 0 

(C6H4CHOHC6H4040) fonna un complejo coloreado, el cual se 

lee a una longitud de onda de 540 nm . La reacci6n obedece 

la ley de Beer. El metodo es ra pido y facil de realizar.~ 

- Metodo Colorimetrico usando Salicilaldehldo 

N.M. Amer , A.A. Hdbeed y M.1. Walash, '3..1 desarrollaron un 

metodo colorimetrico adicionando una soluci6n alcoh6lica -

de salicilaldehldo a una soluci6n alcoh6lica de eritromici-

na, produciendose un debil color amarillo, el cual es in -

tensificado por la adici6n de agua y presenta un maximo de 

absorci6n a 236 nm. Se encontr6 que el color fue estable en 

un periodo de algunas horas y no es afectado por el calenta 

mi ento; el color es una funci6n de la concentraci6n del 

reactivo y la reacci6n obedece la Ley de Beer en el rango -

~ Fabio Roja s. Comunicaci6n Personal, Laboratorios OFA. Bogota, Co -
lombia. 

::./ M.M. Amer, A.A. Habeed y ~1.I. Walash. "Colorimetric Assay for Ert 
tromicin using Salicilaldehide II J. Drug Res. Egipt. Vol. 6 N~ 3 
(1974). 
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de 2 a 6 mg de eritromicina base, la precision es de 100.65% 

y el error probable (p = 0.05). Los resultados concuerdan -

con los obtenidos en titulaci6n no acuosa. E1 m~todo simple, 

rapido y apropiado como m~todo de rutina para el control de 

pureza de la eritromicina . 

b. M~todos Cromatograficos 

1. Cromatografla de Capa Fina 

La eritromicina y el estolato de eritromicina pueden ser se

parados y cuantificados por cromatografla en capa fina. ~ . 

Las muestras y estandares son aplicadas sobre placas con s111 

ca-gel 254 en cantidades de 50 mC9 de estolato de eritromici

na y 5-10 mcg de eritromicina base . El solvente de sarrol1a

dor es metanol. El revelador es una mezcla constituida por 

etanol al 95%/anisaldeh1do/acido sulfurico concentrado 

(90: 5: 5). Los valores de Rf del estolato de eritromicina y 

eritromicina base son 0.7 y 0.35 respectivamente. 

2. Cromatograffa Gas-L1quido 

Kiyoshi Tsuji and Jhon H. Robertson desarrollaron un metodo 

para la determinacion de la eritromicina y sus sales por -

cromatografia Gas-Lfquido. El m~todo implica una sililaci6n 

previa a la cromatograf1a, la que es capaz de separar eri -

tromicina A, B, C, anhidroeritromicina A , eritrosalamina, 

mono y diacetil eritromicina A. 

~ Florey. OR cit. p 20 



15 

La desviaci6n estandar relativa del metodo para eritromici-

na A, es menor del 1%. 

LoS datos indican que todos los hidragenos activ~s de los 

grupos hidroxi, en esos compuestos, fueron sililados. Este -

metodo es, segun sus autores, el primero en describir la se-

paracian como una buena cuantificacian de varias clases de -

eritromicina por cromatografia de gas. ~ 

c. Metodos de Analisis Microbiolagicos 

1. Los metodos para detenninar la actividad del estolato de eri 

tromicina se dan en el Analytical ~~icrobiology, ~/ Vols. 1 

y 2, y en el Code of Federal Regulation del Food and Drugs -

Administration. ~/ 

Se hacen ensayos turbidimetricos usando Sthaphylococcus au

reus ATCC 9144 con un range de concentraci6n de 0.05 a 2.0 

mcg de actividad de eritromicina/ml. Para el rretodo de difu-

sian en placa se emplea Sarcina lutea para la eritromicina 

liberada del estolato de eritromicina, usando un range de -

concentracian de 0.5 a 2.0 mcg/ml de la muestra. La prueba 

es satisfactoria ademas para la estimaci6n del estolato de 

eritromicina en liquidos corporales. 

!.../ Kiyoshi Tsuji and Jhon H. Robertson. "Determination of Erytromycin 
and its Derivates by Gas-L iguid Chromatoqraphy". fl.nal. Chem. Vol. 
43, N~ 7 June 1971 . 

~ Kavanagh F., Analytical ~~icrobiology. Vol. I, Academic Press(1963) 

:; Code of Federal REgulation del Food and Drug Administration. 
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El estolato de eritromicina debe ser disuelto en una pequena 

cantidad de metanol y llevar a volumen con buffer fosfato pH 

8. Es necesaria la hidrolisis, ya sea a 25 °C durante toda la 

noche 0 a 60°C por dos horas para liberar la eritromicina -

base, antes de determinar la actividad microbio16g.ica .!) 

2. Analisis Biocromatograficos 

Stephen y colaboradores reportaron un metodo de dos pasos: 

cromatografla en papel y difusion en placa para la separa -

cion del propionil eritromicina en fluidos corporales. En -

este procedimiento, el cromatograma se desarrolla primero en 

metanol absoluto para separar el antibiotico de las protei -

nas del fluido. El cromatograma es entonces desarrollado por 

tecnica descendente en un sistema conteniendo NH 4Cl, NaCl. 

dioxano y metil etil cetona. Resultando zonas de inhibici6n 

que son visualizadas aplicando al cromatograma agar nutriti

vo conteniendo Sarcina lutea como el microorganismo de prue

ba. V 

~/:"'I K. Florey OR Cit., 1. 115 
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AI f'ATERIALES y P.EACTI'vOS 

1. Materiales y reactivos del IlEtodo microb;o16g;co 

2. Materiales y react;vos del metodo flsico qUlmico 

B I r~troros 

1. Muestreo 

2. M€todos ce valoraci6n del estolato de eritromicina en jarabe 

por el metodo microbio16gico. 

3. Metodo de valoraci6n de eritrol1licina en jarabe par el wetodo 

fisico quimico (Xantidrol). 
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A. f"lA.lE R IA LES Y REACT! vas 

1. tvetodo t~icrobio16gico 

a) Material 

Estufa de 100- 300°C 

Autoclave Webeco modelo B N~ fabrica 72244 

Incubadora Napco Modelo 320 

Medidor de zonas Fisher Lilly 

Cilindros de acero inoxidable (6.0 ~ 0.1 mn de diametro 

Interior por 8.0 + 0.1 mm de diametro exterior por 10 + 0.1 mm 

de 1 ongi tud 

Caja s de Petri (20 x 100 mm) co n ta padera de porcel a na . 

Pi petas ~1hor de 25 ml (esteril es) 

Pipetas volumetricas de 1 ml 

Bo t e 11 as Ro u x 

Tubos con tapon de rosca de 16 x 125 mm 

Balones volum~tricos de 10, 25 Y 100 ml 

b) Reactivos 

Solucion amortiguadora de fosfato pH 7.9 + 0.1 

Solucion salina al 0.9 % 

Metanol calidad reactivo 

Estolato de eritromicinn referencia estandar 
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c) Medios de Cultivo 

Antibiotic medium N~ 1 (Difco) 

Antibiotic medium N~ 11 (Difco) 

2. Metoda Fisico Quimico 

a) Materiales 

Tubas de ensayo 

Pipetas volumetricas de 1, 2, 4, 5, y 10 ml 

Balones volumetricos de 50, 100 y 200 ml 

b) Eguipo 

Bano de vapor 

Espectrofot6metro Varian modele 324 S 

Espectrofot6metro U.V. visible Perkin Elmer modele 124 

Registrador Perkin Elmer modele 56 

Espectrofotometro infrarrojo Perkin Elmer modele 710 A 

Medidor de humedad Becknmn KF48 aquameter 

Phmetro Perkin Elmer modele coleman 80 

c) React;vos 

Acido acetico glacial 

Acido clorhidrico 37% 

Xantidrol (C6H4CHOHC6H40) 

Estolato de eritromicina referencia estandar 

Cloroformo 
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B. r~TODOS 

1. Muestreo 

Se se1eccionaron cinco muestras, cada una de las cuales represent~ 

ba a un laboratorio farmaceutico determinado, dos de ellas venian 

en forma de suspension y tres eran polvo seco para suspension oral, 

estas Oltimas se reconstituyeron agregando la cantidad de agua her 

vida y fria especificada en la etiqueta. 

Se tome como criterio para la selecci6n las que tuvieron mas deman-

da en nuestro pais, siendo tanto nacionales como extranjeros y se -

recogieron en las condiciones tales como estaban en el estante del 

establecimiento farmaceutico. 

Cada muestra fue subdividida en cinco alicuotas reproducibles, las 

cuales fueron sometidas a ensayos individuales en dlas diferentes 

aplicandoles el metodo microbiologico y el fisico quimico. 

2. Metodo Microbiologico 

El primer metodo sobre el cual se trabajo fue el de valoraci6n de 

estolato de eritromicina como materia prima; a fin de estandarizar 

la ya que en el ensayo se utilizaria como estandar de trabajo (wor-

ki ng s tandar) . 

El metodo oficial es el Irict' obi o16gico , el cual aparece en el Co-

de of Federal Regulation. Title 21 parts 148 e. 5, 148 e, 12. 

141.110. 
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El metodo se basa en 1a determinaci6n de 1a potencia del esto1ato 

de eritromicina por medici6n de los halos de inhibici6n que ocasi~ 

na el antibi6tico en el crecimiento de sarcina lutea tambien cona 

cida con el nOI~lbre de Micrococcus luteus ATCC 9341. 

Preparaci6n de la Muestra 

Reconstituir la muestra como 10 indica la etiqueta. Tomar un volu-

men representativo exactamente medido de la suspensi6n reconstitul 

da y anadir suficiente alcohol metflico para dar una concentraci6n 

de 2.5 mg de eritromicina base/ml. (estimado). Diluir esta mezc1a 

con suficiente buffer fosfato pH 8.0 0.1 M para dar una concentr~ 

cion de 1.0 1119 de eritromicina base/ml (estimado). Hidro1 izar en -

un bane de agua a temperatura constante de 60 °C por 2 hrs.o a temp. 

ambiente por 16-18 hrs. Diluir entonces con buffer fosfato pH 8.0, 

0.1 M hasta 1a concentraci6n de referencia de 1 mcg de eritroll1ici-

na base por 1ll1. 

La cepa con la que se trabajo fue proporcionada por la ATCC. ~, 

1a cual viene 1iofi1izada en un frasco de dob1e vial. 

Indicador para abrir e1 frasco (vidrio b1ando) 

a) Calentar vigorosamente e1 extrenlo final externo del contenedor 

American Type Culture Collection. 12301 Paerk1awn, Drive Rockvi
lle, Maryland (20852), U.S.A. 
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en la llama de un mechero bunsen y mantenerlo inm6vil por un 

corto periodo de tiempo, anadir una 0 dos gotas de agua para -

quebrar el vidrio; remover el casquillo contenedor con un gol

pe de un lapiz y otro objeto similar, remover el vial interior. 

b) Preparaci6n del vial solo (vidrio borosilicato) 

Estos viales estan encerrados en una piel de celu10sa 1a cua1 

debe ser removida (ya sea con una hoja puntiaguda 0 por hume -

decimiento con agua por algunos minutos) Limar 1a ampolleta vi

gorosamente con una hoja con filo aproximadamente a una pu1gada 

de 1a punta, desinfectar la ampolla con una gaza humedecida con 

alcohol, envolver la gaza a1rededor de la ampolla y quebrar al

rededor del area limada. 

Para hacer crecer el cultivo 

A'septicamente anadir al material liofi1izado 0.3 - 0.4 ml (no

mas)de media lfquido, con una pipeta pasteur. Mezclar bien y 

transferir el total de la mezcla a un tuba (conteniendo de 5-6 

ml) del caldo recomendada. Las Gltimas gotas de 1a suspension 

pueden ser transferidas a un tubo de agar inclinado. Incubar a 

la temperatura adecuada. 

Preparaci6n del microorganismo de prueba 

E1 microorganismo debera mantenerse a 5°C en tubos inc1inados 

de medio de antibi6tico N~ 1 efectuanda resiembras cada semana. 

Tres dias antes de la prueba tomar un tubo que haya sido resem 
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brado 18 horas antes y agregar1e 3 m1 de solucion salina est~

ri1 0.9 %. Agitar hasta remover e1 crecimiento del agar y con 

esta suspension inocular la superficie de una botella de Roux 

conteniendo 250 ml de antibiotico N~ 1. 

Incubar a 32-35°C durante 24 horas. Al termino de este tiempo 

adicionar 50 ml de la solucion sal -ina esteril 0.9% . Rerrover

el crecimiento y guardar este suspension en condiciones esteri-

1 es. 

Ajuste de la suspension del microorganismo de prueba 

Una allcuota de la suspension se ajusta diluyendola hasta obte

ner un 25% de transmision de luz a una longitud de onda de 580 

nm y con este dato se ajusta el volumen total de la suspension. 

Se determina el volumen de la suspension ajustada que se agreg~ 

ra a cada 100 ml de agar, 0 del medio de cultivo adecuado, por 

medio de pruebas en placas 0 en tubos. La suspension del micro

organismo de prueba se conserva en refrigeracion y dura 2 sema

nas. 

En el caso del estolato de eritromicina la cantidad de la sus

pension aSl estandarizada que se le agregara a cada 100 ml de 

medio 1 icuado y enfriado a 48°C es de 1.5 ml. 

Preparacion de las cajas de petri para efectuar la prueba 

Adicionar 21 ml de antibiotico medium N~ 11 a cada caja pre -
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viamente esteril. Usar 12 cajas para la curva tipo y tres para 

cada problema. Tapar las cajas con cubierta de porcelana porosa 

y dejar solidificar el medio. Anadir a todas las cajas, 4 ml -

de antibiatico N~ 11 inoculado a 4BoC (como se indica anterior 

mente) y con rapidos movimientos circulares distribuirlos uni

formemente en la superficie de la capa base. Dejar solidificar 

y colocar los cilindros a intervalos de mas 0 menos 60° en un 

radio de 2.B cm de la caja. 

Procedimiento General para el Ensayo 

Preparacian del standar 

Preparar una soluci6n de referencia estandar USP de estolato de 

eritromicina pesando con exactitud una cantidad equivalente a 

10 mg de eritromicina base en un matraz volumetrico de 10 ml, -

disolver con metanol yaforar . 

Tomar 1.0 ml de la soluci6n anterior y transferir a un matraz 

volumetrico de 100 ml, llevar a volumen con soluci6n regulado-

ra pH B (soluci6n tipo conce ntraei6n 10 meg/ml) con esta solu-

ci6n preparar la siguiente serie de diluciones: 

Soluei6n tipo (ml) 

a) 0.6 llevar a vol 
b) 0.8 llevar a vol 
c) 10.0 llevar a vol 
d) 1.2 llevar a vol 
e) 1.5 11 eva r a vol 

Soluci6n regula
dora fosfato pHB 

( ml ) 

10 
10 

100 
10 
10 

Concentraci6n de 
eritromicina (meg/ 

ml) 
0 .6 
O.B 
1.0 
1.2 
1 .5 
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Esta curva determina la relaci6n entre la concentraci6n del anti

bi6tico y el diametro de las zonas de inhibici6n y sirve para in

terpolar los val ores de los problemas y as; determinar la concen

traci6n correspondiente de la muestra ensayada. 

Valoraci6n del Estolato de Eritromicina 

Preparaci6n de la curva tipo 

Preparar cuatro series de tres cajas para cada diluci6n (a,b,d,e) 

tomando como referencia la diluci6n (c), la cual sera incluida en 

todas las cajas. Utilizando una pipeta pasteur llenar en forma al

terna tres cilindros en cada una de las cajas de una serie, con la 

diluci6n que se prueba, y los tres restantes con la diluci6n de 

referencia (c) (ver diagrama) 

En donde: 

a) = es la concentraci6n del standard 0.6 mcg/ml 

b) = es la concentraci on del standar 0.8 mcg/ml 

c) = es la concentracion del standar 1.0 mcg/ml (e 1 cual va in 

cluido en todas las p 1 a cas) 

d) = es la concentraci6n del standar 1 .2 mcg/ml 

e) = es la concentraci6n del standar 1 .5 mcg/ml 

Colocar las cajas en 1a incubadora a 37 °C durante 16-18 horas. Re 
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PREPARACION DE LAS PLACAS PARA 
LA ELABORACION DE LA CURVA TIPO. 
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tirar los cilindros y efectuar las lecturas del di§metro de las -

zonas de inhibici6n utilizando un medidor de zonas Fisher tilly. 

Promediar las 36 lecturas correspondientes a la dilucion de refe

rencia (c) (gran promedio) en las doce cajas (de los estandares). 

Promediar por separado las 9 lecturas correspondientes a la dilu

cion (c) de las tres cajas de una serie, y tambien las nueve lec

turas correspondientes a la diluci6n par probar de la curva tipo 

de cada serie (a, b, d, e). 

Corregir los valores promedios obtenidos para cada una de las con 

centraciones de la curva tipo probadas en las cuatro series de ca 

jas de la siguiente manera: 

Tomar el promedio de las 36 lecturas (gran promedio) correspondie~ 

tes a 1a diluci6n de referencia (c) y restarle algebraicamente el 

promedio de las nueve lecturas obtenidas para 1a misma diluci6n 

(c) en las tres cajas de la serie correspondiente a 1a dilucion 

que se prueba. El valor obtenido asi, sumar10 a1gebraicamente al 

promedio de las nueve lecturas correspondientes a la dilucion que 

se prueba y este valor corregido es el que se utiliza para cons -

truir la curva tipo. Usando papel semilogaritmico de dos cielos, 

trazar la curv1a de 1 a forma s i gui ente: 

Graficar los valores correspondientes a las concentraciones en -

mcg/ml en las ordenadas y los valores corregidos de las lecturas 

correspondientes a cada una de las diluciones, en el eje de las -

abscisas y trazar 1a recta a traves de los puntos. 
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NOTA: Se puede tambien construir la curva tipo a partir de los 

diametros de inhibici6n corregidos utilizando la siguien

te ecuaci6n: 

3a + 2b + c - e 
L = 

5 

3e + 2d + c - a 
H = 

5 

Donde: 

L = Calculo del d i ametro pa ra 1 a concentraci6n mas baja del 

estandar de la curva tipo. 

H = Cal cul 0 del di ametro pa ra 1 a concentraci6n mas alta del 

estandar en la curva tipo. 

c = P~omedio del diametro de las 36 lecturas de la soluci6n 

de referencia estandar (gran promedio) 

a.b.d.e= Promedio de los valores corregidos para las otras so

luciones estandar. 

MUESTRA PROBLEMA 

Utilizar series de tres cajas para cada muestra problema. 

Llenar tres de los seis cilindros de cada caja con la soluci6n de 

referencia (c) y los tres restantes con la soluci6n problema (p). 

Colocar las cajas en la incubadora a 37 °C durante 16-18 horas, me-
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dir los halos de inhibicion usando un medidor de zonas Fisher-Lilly 

p 

c~c o 0 

o 0 
pOP 

c 

En donde: 

P p 

c 

c c 

P = Solucion de la muestra, la cual va en una concentracion 

CALCULOS 

de 1.0 mcg/ml 

c = Concentracion del estandar de 1.0 mcg/ml (concentracion 

intermedia y que va incluida en tod~s las placas). 

Promediar las lecturas correspondientes a la solucion de referencia 

(c) y a la solucion problema, si el promedio del problema da un va -

lor mas grande que el promedio de la soluci6n de referencia (c), su

mar la diferencia entre ambos al .gran promedio . Si el promedio del 

problema es mas pequeno que el promedio de la solucion de referencia, 

restar la diferencia entre ambos, del gran promedio. 

Este valor corregido del problema es el que se interpola en la curva 

tipo y se determina la concentracion. 
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Calcular la cantidad de eritromicina base utilizando la siguiente f6r-

mula: 

Donde: 

Donde: 

c x d = mg de eritromicina base en la muestra analizada 

c = Concentraci6n del antibi6tico interpolada 

d = Factor de diluci6n 

mg de eritromicina base 

en muestra analizada 
Allcuota tomada (1 ml) 

Y 5 ml 

Y = mg de eritromicina base en 5 ml de suspensi6n 

% sobre 10 rotulado = 125 mg 100% 

Y --------x 

3. M~todo Fisico QUlmico del Xantidrol 

Disolver 10 mg de xantidrol en unos 90 ml de acido acetico gla -

cia1, agregar 1 m1 de acido c10rhidrico y comp1etar a volumen 

de 100 ml con acido acetico glacial. 

Preparaci6n de la Solucion del Estandar 

Pesar la cantidad de referencia estandar 0 estandar de trabajo -
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(working standar) que equivalga a 10 mg de eritromicina. 

Oisolver en unos 60 ml de acido acetico glacial, completar a 100 

ml con el mismo sol vente. 

Preparation de la Muestra 

Tomar un volumen que contenga 100 mg de eritromicina base. Oisol

ver en unos 60 ml de acido acetico glacial. Completar a 100 ml -

con el mismo solvente y filtrar la soluci6n . Tomar una alicuota 

de 10 ml y diluir a 100 ml con acido acetico glacial. 

Proced imi ento 

a) En cada uno de dos tubas de ensayo, colocar 1 ml de la soluci6n 

del estandar, anadir 4 ml de la sol uci6n del xantidrol. 

b) En cada uno de dos tubos de ensayo, colocar 1 ml de la soluci6n 

de la muestra, anadir 4 ml de la soluci6n de xantidrol. 

c) En un tubo de ensayo colocar 1 ml de acido acetico glacial y -

anadi r 4 ml de xantidrol . 

d) Calentar los tubas durante 10 minutos en bane de vapor. 

e) Enfriar los tubos rapidamente en agua helada 

f) Determinar la absorbancia de las soluciones a una longitud de 

onda de 540 nm utilizando como blanco el tubo preparado como 

se indica en la secci6n (c). 
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CALCULO 

E1 porcentaje de eritromicina se ca1cu1a de acuerdo a 1a siguiente 

f6rmu1 a: 

mg de eritromicina base/ml = 

Lo anterior expresa 1a cantidad de eritrom;c;na base encontrada -

por ml . La et;queta rotula eritromicina base por cucharadita 

(5 ml), por 10 que el valor anterior debe mu1tiplicarse por 5. 

% sobre 10 rotulado = 

125 mg 100% 

Y x 

En donde: 

AM = Absorbancia de la muestra 

CSt = Concentraci6n del es tanda r 

FO = Factor de diluci6n 

ASt = Absorbancia del estandar 

y = mg de eritromicina base por 5 ml 

V = alicuota tomada (en ml) 
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En el presente capitulo encontraremos los resultados obtenidos de las 

determinaciones aplicadas a las muestras analizadas. Tal como se de-

talla a continuaci6n: 

1. pH (ver tabla N~ 2) 

2. Humedad (ver tabla N? 2) 

3. Diametros de inhibicion ya corregidos de las muestras y su corres 

pondiente valor interpolado en la curva de calibracion (tabla N? 3) 

4. Curvas tipos que se trazaron para obtener los valores interpolados 

de las muestras en las diferentes determinaciones (ver graficas 

N? s 1, 2, 3, 4, 5). 

5. Potencias encontradas para las muestras segun el metodo microbio

logico (% sobre 10 rotulado). 

6. Lecturas obtenidas por el metodo fisico quimico (ver tabla N? 5) 

7. Concentracion de las muestras segun el metodo ffsico quimico (% 

sobl~e 10 rotulado) (ver tabla N? 6) 

8. Comparacion de los resultados obtenidos por los dos metodos ensa

yados (ver tabla N? 7) 

Determinacion de Humedad segun el Metodo de Karl Fisher 

Se les determine humedad a las 3 muestras cuya presentacion es la 

de polvo para suspensi6n oral, siguiendo el metodo directo de Karl -

Fisher, usando como sol vente para preparar las muestras una mezcla -

BI BLlO T[CA CE NT RA L I 
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de metanol: cloroformo: tetracloruro de carbona (1 :2:2) tal como 10 

especifica e1 CFR ~ . Se usa tartrato de sodio para determinar e1 -

equivalente de agua del reactivo de Karl Fisher. 

Se obtuvieron los siguientes datos: 

- Cantidad del reactivo de Karl Fisher gastados para determinar su 

equiva1ente de agua: 11.01 m1. 

- Cantidad de tartrato de sodio uti1izado para estandarizar el reac

tivo = 200 mg. 

- Cantidad pes ada de 1a muestra para e1 an~lisis = 300 mg. 

- m1 del reactiv~ de Karl Fisher gastados para la muestra N~ 1=2.02 ml 

- ml del reactivo de Karl Fisher gastados para la muestra N~ 2=2.10 ml 

- ml del reactivo de Karl Fisher gastados para 1a muestra N~ 3=1.57 ml 

- Contenido de H20 en tartrato de sodio deshidratado = 15.66 % 

CALCULOS 

1 m1 del reactivo de K.F = 
200 mg x .1566 

11.01 ml 

1 ml. del reactivo de K.F. = 2.844 mg de H20 

Este valor puede ser usado en titu1aciones subsecuentes para de

terminar el contenido de humedad de las muestras. 

~/ Code of Federal Regulations 

. l 
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Determinacion de Humedad de las Muestras 

Uti1izando los datos deta11ados anteriormente tenemos: 

Para la muestra N~ 3 tenemos: 

1 m1 del R. de K.F. 

2.02 ml 

2.844 mg de H
2
0 

x 

x = 5.73 mg de H20 en el peso de muestra 

5.73 mg 

x 

x = l.91 % 

300 mg 

100 mg 

Contenido de humedad en 1a muestra N~ 3 = 1 .91% 

Para la muestra N~ 4 tenemos: 

1 ml del R. de K.F. 

2.10 m1 

2.844 mg de H20 

x 

x = 5.97 mg de H20 en e1 peso de M 

5.97 mg 

x 

x = l.99% 

300 mg 

100 mg 

Contenido de humedad en 1a muestra N~ 4 = 1.99% 



Para 1a muestra N? 5 tenemos: 

1 m1 del R. de K. F . 

1. 57 
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-------- 2.844 mg 

-------- x 

x = 4.46 mg de H20 en e1 peso de M 

x = 1.48 % 

300 mg 

100 mg 

Contenido de H20 en 1a muestra N? 5 = 1.48 % 
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Hay situaciones en que factores tales como la especificad, sensibili 

dad 0 practicabilidad justifican el uso de un procedimiento microbio 

l69iCO mas que un metodo qulm;co. 

De acuerdo a los resultados obtenidos y presentados en la tabla N? 2 

podrfamos decir que todas las muestras en cuanto al valor de humedad 

y pH cumplen con la norma fijada por el FDA en la que se expresa que 

el contenido de humedad debera ser no mayor del 2% y el pH no menor 

de 5.0 y no mayor de 7.0 . Las muestras N~ 1 y N? 2 no se les efec -

tUQ la determinacion de humedad por encontrarse en suspension . 

Los valores encontrados en las tablas siguientes representan aque -

llos datos que despues de haberles aplicado la prueba de rechazo Q 

se aceptaron. En la tabla N? 3 se reportan los diametros de inhibi

cion (en mm) ya corregidos de las diferentes muestras y sus corres 

pondientes datos interpol ados en la curva tipo para las muestras 

(mcg/ml) estudiadas. Siendo estos datos interpolados los que sirvie 

ron para encontrar el porcentaje sobre 10 rotulado. 

Se observo alguna discrepancia en los datos los cuales podrlan con

siderarse originados por las variantes propias del metodo microbio

l6g;co. Por otra parte es de observarse que los valores corregidos 

(en mm) para las muestras son mas 0 menos reproducibles, pero sus 

correspondientes valores interpolados en la grafica no 10 son, esto 

se debe a que tienen d;ferente curva tipo, trayendo esto como conse 

cuencia que cada vez que se hace el analis;s debera t;rarse la curva 

tipo. 
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Los graficos # 1, #2, #3, #4, #5. representan las diferentes cur

vas tipo elaboradas en base a la f6rmula del dato mas bajo (L)y del 

dato mas alto (H) una vez trazadas se interpolaron los datos de -

diametro de inhibicion corregidos de las muestras en el eje de las 

abscisas, obteniendose la concentracion (mcg/ml) de las muestras -

en el eje de las ordenadas. Tanto en los graficos como en la tabla 

N~ 4 se observo que existe diferencia para una misma muestra ensa 

yada en dias diferentes, al respecto podemos decir que los ensa

yos microbiologicos estan sujetos a error experimental en un grado 

muy parecido al que ocurre en otras valoraciones bio16gicas. 

Se aconseja hacerlos por duplicado en dos 0 tres dfas sucesivos y -

calcular los promedios, a causa de las variaciones de un dfa a otro 

son de esta manera mucho mas reales que si se usaran valores aisla

dos para expresar la potencia. Estas variaciones indican ademas que 

el metodo microbio16gico por ser muy laborioso y largo esta sujeto 

a errores ya sea personales 0 experimentales, tomando en cuenta los 

promedios de los analisis en esta tabla, observamos que todas las -

muestras a excepcion de la N~ 3 est~n dentro de los lfmites de po -

tencia establecidos por el C.F.R. 

En la tabla N~ 5 observamos que las lecturas obtenidas por el meto

do ffsico qufmico son reproducibles ya que no existe mayor disper -

si6n de datos . 

En la tabla N~ 6 en donde se reportan los porcentajes de principio 

activo encontrados en las diferentes muestras, observamos que las -
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muestras se encuentran ligeramente abajo del limite inferior a exce~ 

cion de la muestra N~ 5 que result6 en el limite superior. 

Al observar los resultados detallados en la tabla N? 7 la cual re -

presenta la comparacion de los datos encontrados en los dos metodos 

ensayados, podemos decir que los resultados obtenidos por el metodo 

microbio16gico tiene mayor dispersion de datos, 10 que originara ma

yor desviacion standar (s) y por consiguiente un coeficiente de va -

riacion (C.V.) mas amplio, 10 que viene a comprobar que este metodo 

esta sujeto a mayores factores de error que el metodo fisico-quimico. 

Es oportuno mencionar que cuantitativamente un ensayo quimico deter 

mina la cantidad de un compuesto especifico 0 de un grupo funcional 

que se encuentra en una muestra dada. En base a la concentracion en

contrada se deduce la actividad biologica de la muestra. En cambio 

la valoraci6n biologica mide la actividad bio16gica real de una de

terminada muestra, la cual representa la suma de la acci6n recipro

ca de diversos factores quimicos y fisico quimicos. Por ejemplo, -

los datos del analisis quimico no dan informacion de la actividad -

bio16gica de indicios de sustancias que no influyen en el anal isis 

quimico, por otra parte, la influencia aumentativa 0 inhibitiva de 

las variaciones en el estado fisico del principio a~tivo no se re

flejan en los resultados de los anal isis qufmicos. 

La valoracion microbio16gica presenta las siguientes ventajas: exac 

titud, especificidad y confianza. La forma de la curva pod ria cam

biar cuando el medio que se usa es inapropiado 0 si el cultivo de -

microorganismo se ha contaminado. 
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Las va10raciones bio16gicas dejan mucho que desear en var i os aspec

tos aunque son sumamente sensibles y descubren pequenas diferencias 

de concentracion, su reproducibilidad es mucho menor que la que se 

obtiene con los metodos quimicos. Por otra parte es posible que 

varien las tecnicas y las interpretaciones segan el operador, a -

pesar de los estrictos requisitos establecidos en las publicaciones 

oficiales y por el10 los resultados dependen mucho del elemento pe~ 

sonal . 
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Si bien es cierto que el metodo microbi o16gico mide un aspecto dife

rente al fisico quimico tal como fue discutido en el capitulo ante -

rior, anal izando los resultados obtenidos se pudo observar que el 

primero es mas exacto ya que los val ores de los problemas son mas 

cercanos al valor intermedio del standa r y mas sensible ya que es ca 

paz de detectar pequenas diferencias de concen tracion; aunque, pre -

senta los inconvenientes de ofrece r mayores factores de error, consu 

me mucho tiempo y los resultados de los anal isis se obtienen hasta el 

siguiente dia, ademas se necesita de equipo especial, de personal de

bidamente entrenado, con alto grado de experienc ia y destreza, es ade 

mas un metodo relativamente caro. 

Basandose en los resultados del anal isis fisico quimico se puede apr~ 

ciar que es un metodo mas reproducible y mas preciso ya qu e se obtie

ne menor dispersion de datos , menor coeficie nte de variaci6n (C.V . ) 

menor desviacion standar(s), durante la practica se pudo comprobar 

que es un metodo rapido, sencillo y bastante econ6mico. Este meta -

podria ser recomendado como un metodo alterno para la cuantificacion 

del estolado de eritromicina por las ventajas mencionadas anterior -

mente y ademas porque puede ser realizado can el equipo con que co

munmente cuenta un laboratorio de control de calidad , aunque es im -

portante hacer notar que no podria sustituir al metodo microbiologi 

co par las razones anteriormente expuestas. 

Se tendria mayor seguridad de la exactitud del metodo s1 se hubiera 

elaborado una formula patron en la cual se conoceria exactamente la 

cantidad de eritromicina presente, esto en la practica no fue posi-
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ble de realizar por carecer de las materias primas necesarias pa

ra la fabricacion del producto. 

Conc1uimos que e1 metoda flsico qUlmico del xantidro1 puede ser 

uti1izado como un metodo a1terno para e1 anal isis de suspension de 

eritromicina en jarabe debiendo chequear peri6dicamente su rep rodu 

cibi1idad con el metodo microbio16gico de cilindro p1aca . 
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La ley federal de alimentos, medicamentos y cosmeticos de los Esta

dos Unidos exige que los antibioticos sean certif icados antes de su 

distribucion; la certificacion se refiere no solamente a la potencia, 

sino tambien a su identidad, seguridad y pureza . 

Debido a que el Code of Federal Regula tions. que es el libro median

te el cual el organismo federal ante ri ormente mencionado regula es -

tos medicamentos , es dificil de obtener en nuestro pals, se crey6 -

de mucha importancia proporcionar en el presente trabajo la informa

cion referente al estolato de eritromicina tanto pa ra materia pri ma, 

como para suspension oral, de tal manera que fuese utilizado como 

una fuente de consulta para los alumnos y en genera l para todos los 

analistas destacados en el control de calidad de productos farmaceu

ticos. 
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I. ESPECIFICACIONES PARA EL ESTOLATO DE ERITROMICINA (segun el Code 

de Regulaciones Federales). Title 21. part. 9 l48e5. 

a) Requisitos para la Certificacion 

1. Standars de identidad, potencia, calidad y pureza. 

El estolato de eritromicina es la sal del lauril sulfato del 

ester propionico de una clase de eritromicina 0 una mezcla -

de dos 0 mas de tales sales. Se presenta como un polvo blan 

co. Es soluble en alcohol, alcohol metilico, acetona y clor~ 

forroo, pero es practicamente insoluble en agua. Es tan p'urifl 

cada y secada que: 

;) Contiene no menos de 600 mcg. de eritromicina por mg -

calculado sobre la base seca. 

ii) Cumple con la prueba de seguridad. 

iii) Su contenido de humedad no es mayor del 4.0% 

iv) Su pH es no menor del 4.5 y no mayor del 7.0 

v) Da positiva las pruebas de identidad para el estolato de 

eritromi ci na . 

vi) Es cristalino. 

2. Rotul ado. 

Debera ser rotulado de acuerdo con los requerimientos deta -
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11 ados en 1 a pagi na N~ 64 de es te capi'tulo. 

3. Requerimientos para la certificaci6n de muestras 

Ademas de los requerimientos indicados en g 146.2 ~ . Cada 

muestra debera contener : 

i) Los resultados de l as pruebas y ensayos sobre la poten

cia, seguridad, humedad, pH, identidad y cristalinidad 

dellote. 

ii) Muestras del lote: un minimo de 10 contenedores, cada -

uno conteniendo no menos de 300 mg. 

b) Prueba s y Metodos de Ensayo 

1) Potencia. Preparar la muestra para el ensayo como sigue : 

Disolver una cantidad exactamente pes ada en suficiente al

cohol metilico hasta obtener una concentraci6n de 1.0 mg de 

eritromicina base (estimado) por ml inmediatamente diluir -

esta solucion con buffer fosfato pH 8 0.1 M para dar una con 

centraci6n de 0.1 mg de eritromicina base por ml (estimados) 

Hidrolizar esta solucion en un bane de agua a una temperatu 

ra constante de 60°C por 2 horas 0 a temperatura ambiente por 

16-18 hrs. Di1uir con buffer fosfato pH 8 0.1 Mala concen

tracion de referencia de 1 mcg de er;trom;cina base por ml 

(estimado) . Proceder a continuacion como se detalla en las -

pag.22 a 31de la parte experimental. 

:; Code of Federal Regulations, pag. 206 
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2) Seguridad. Proceder como se indica en la pag. N~ 66. 

3) Humedad . Proceder como se indica en la pag. N~ 67 

4) pH . Proceder como se indica en la pag. N~ 74 usando agua 1 i 

bre de CO2 para reconstituir la muestra. 

5) Cristalinidad . Proceder como se indica en la pag . 75 

6) Pruebas de identidad . Proceder como se indica en las pags, 

N~ 75 - 76 

II. ESPECIFICACIONES DEL ESTOLATO DE ERITROMICINA PARA SUSPENSION ORAL 

(segun el CFR) . 

Pa rt. 9 148 .1 2 

a) Reguerimientos para la certificaci6n 

1. Standars de identidad. potencia, calidad y pureza. El esto-

lato de eritromi cina pa ra suspension oral es una mezcla se

ca de estolato de eritromicina , con adecuadas e inocuas 

sustancias buffers, agentes dispersantes, diluyentes, colo -

rantes y saborizantes. El estolato de eritromicina contiene 

25 mg de eritromic ina par ml de la suspension reconstituida. 

Esta potencia es satisfactoria s; no es menor del 90% y no -

mayor del 115% sobre 10 rotulado. Cuando es reconstituido co 

rna se indic a en la etiqueta debe cumplir con 10 siguiente~ 

a. Su pH no es meno r de 5.0 y no mayo r de 7.0 

b. Su contenido de humedad no es mayor del 2.0% 



63 

El estolato de eritromicina es usado conforme a los standa

res fijados para la materia prima (Ver pag. 60 ). 

2. Requerimientos para la certificacion de muestras, 

Ademas de los requerimientos fijados para materia prima , cada 

muestra debera contener: 

i) Resultados de las pruebas y ensayos sobre: 

a) El estolato de eritromicina usado en la manufactura del 

lote para potencia, seguridad, humedad, pH, cristalini

dad e identidad. 

b) El lote: potencia, humedad y pH. 

ii) Muestras Requeridas: 

a) El estolato de eritromicina usado en la manufactura -

del lote debe contener 10 contenedores inmediatos, ca

da uno consistiendo en 300 mg . 

b) El lote: un minimo de 6 contenedores inmediatos. 

c) Pruebas y metodos de ensayo. (1) 

Potencia. Preparar la muestra como sigue: Recons tituir 

la muestra como indica la etiqueta. Tomar un volumen 

exactamente representativo de la suspension recons ti

tuida y anadir suficiente alcohol metllico para dar -
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una concentracion de 2.5 mg de eritromicina base por 

m1 (estimado). Diluir esta mezc1a con suficiente buf

fer fosfato pH 8 0.1 M para dar una concentraci6n de 

1 .0 mg de eritromicina base por m1 (estimado). Hidro-

1izar en bane de agua a temperatura constante de 60 °C 

o a temperatura ambiente por 16-18 hrs. Di1uir enton

ces con soluci6n buffer pH 8 0.1 M hasta 1a concentra 

cion de referencia de un 1 meg de eritromicina base -

por m1. Proceder como se indica en 1a pag.22~1 de 1a -

parte experimental. 

3. Humedad. Proceder como se i ndi ca en 1a pag. N~ 67 usando e 1 

po1vo seco. 

4. pH. Proceder como se indica en 1a pa9. N~ 74 usando 1a mues 

tra reconstituida como se indica en 1a etiqueta . 

METODOLOGIA PARA LAS ESPECIFICACIONES SENALADAS 

1) Requerimientos para 1a Rotu1aci6n 

a) Si un antibi6tico es empacado para 1a venta: 

i. Debera rotu1arse: 

1.1 La etiqueta debera llevar a1guna infonnaci6n adicional re

querida para la droga por regulaciones especlficas. 
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1.2 Cada paquete deber& llevar sobre un lade de la envoltura 

del contenedor, la fecha de expiracion prescrita para la 

droga por regulac;ones especfficas 0 en lugar de la misma 

podrfa usarse una fecha que es 12, 18, 24, 30, 42. 48, 54 

o 60 meses despues del mes durante el cua1 e1 10te fue -

certificado, si e1 laboratorio que requiere 1a certifica

ci6n ha sometido los resultados de las pruebas y ensayos 

a juicio de la autoridad competente demostrando as; que 

su producto es estable por tal periodo de tiempo. 

b) Si es empacado unicamente para e1 uso del fabricante, cada -

paquete debera llevar a un 1ado de la envo1tura 0 en e1 con

tenedor inmediato 10 siguiente: 

a) E1 numero de unidades 0 mcgs de actividad por mg 0 kg. 

b) La marca del lote. 

c) La razon "precaucion ley federal prohibe dispensar sin 

prescripcion. 

d) 

e) 

f) 

La raz6n "para uso del fabricante" y si e1 producto no -

es esteril 1a indicacion "no es esteril" . 
La fecha de expiracion requeri da. 

La fecha de expiracion para una droga podrfa ser omitida 

de la etiqueta del contenedor inmediato si tal contenedor 

contiene una sola dosis y si es empacado en una envoltura 

individual 0 el contenedor lleve 1a fecha prescrita. 
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2) Prueba de 5eguridad 

a) Animales de prueba: Use ratones blancos sa1udab1es (prefer;

blemente de una raza conocida) sin haber side usados previa

mente en pruebas de seguridad de drogas, mantenidos con una 

dieta de a1imento en forma de bolita y agua. En el dia de 1a 

prueba usar solamente aquellas ratas que pesen no menos de -

18 gms. y no mas de 25 gms, durante la prueba a cada grupo 

de ratones administrar la muestra a ensayar y proporcionar -

alimentaci6n apropiada y agua. Es deseable una temperatura -

ambiental constante durante todo el tiempo. 

b) Preparacion y administracion de las muestras: Para cada an

tibiotico se tiene que seleccionar el diluyente apropiado, -

dosis de prueba (concentraci6n y volumen) via de administra

cion y proceder como se indica mas adelante. 

5i el producto es empacado para la venta, y esta empacado -

en combinaci6n con el diluyente, diluir el producto como in

dica la etiqueta y entonces proceder como se indica en este 

parrafo. 

En el caso de estolato de eritromicina el diluyente es goma

acacia al 10%, 1a concentraci6n de actividad por m1 es de -

40 mg, el volumen administrado a cada raton es de 0.5 ml -

y la via de administracion es oral. Para 10 cual debe usar

se una canula u otro medio adecuado. 
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c) Evaluacion: Observar las ratas por 48 horas . Notar la mor

talidad a las 24 horas y las 48 horas. Si el animal no ha -

muerto en el perlodo de observacion. la muestra pasa la pru~ 

ba de seguridad. Si uno 0 mas animales mueren. repetir la 

prueba una 0 mas veces usando para cada prueba 5 6 mas rato

nes no usados previamente, que pesen 20 gm (~ 0.5 gms c/u). 

Si se requiere repetir la prueba, la muestra pasa 1a prueba 

de seguridad si e1 numero total de ratones muertos no es ma

yor del 10% del numero total de ratones probados, incluyendo 

los de 1a prueba original. 

3) Determinacion de Humedad 

a) Utilizar un equipo ppropiado para aplicar el metodo de Karl

Fisher. 

b) Reactivos. (1) Reactivo de Karl-Fisher. Disolver 125 gm de 

yodo en 170 ml de piridina, anadir 670 ml de metanol yen

frfe A 100 ml de piridina mantenida en bane de hielo 

anadir dioxido de su1furo hasta que el volumen llegue a 200 

ml. Suavemente anadir esta solucion a la mezcla de yodo-me

tanol, enfriar y mezclar bien. (puede usarse un reactivo de 

Karl-Fisher comercialmente preparado). Preservar el reactivo 

en botellas de vidrio tapadas protegidas de la luz y de la -

humedad del aire. 

2) Soluci6n de Metanol. Anadir suf;ciente agua (usualmente 2 
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mg/m1) al metanal de tal manera que cada ml de la solucion 

de metanol resultante es equivalente cerca de 0.5 ml del -

reactivo de Karl-Fisher. 

3) Solvente.(i) solvente A. metanol: cloroformo: tetraclo ruro 

de carbona (1: 2: 2 por vol). 

11) Sol vente B. cloroformo; tetracloruro de carbono (1:1 por 

volumen) . 

c) Standarizacion de los reactivas. (1) Equivalente de agua del 

reactiv~ de Karl Fisher. Estandarizar el reactivo de Karl- -

Fisher, no mas de 1 hora antes de usar, por uno de las si -

guientes metodos: 

i) Pesar exactamente 25-35 mg de agua dentro de un va sa de 

titulacion y anadir 20 ml del sol vente A. Conectar el agi

tador y titular hasta el punto final por adici6n de can

tidades medidas del reactivo de Karl-Fisher. Calcul ar el 

equivalente de agua del reactivo de Karl-Fisher como si

gue: 

w 
e = 

Donde: 

e = al equivalente de agua del reactivo de Ka rl -
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Fisher en terminos de mg de agua por ml 

W= es igual a l~s mg de agua 

VT= es igual a los ml de reactivo de Karl-Fisher usa

dos 

VA= ml del reactivo de Karl-Fisher equivalente a los 

20 ml del sol vente A. 

ii) Pesar exactamente cerca de 25-35 mg de agua dentro de un 

vasa seco de titulacion. Anadir un exceso de reactivo de 

Karl-Fisher, conectar el agitador, y titular hasta el -

punta final con soluci6n de metanol. Calcular el equiva

lente de agua del reactivo de Karl-Fisher como sigue: 

Donde: 

W 
e = 

e = equivalente de agua del reactivo de Karl 

Fisher en terminos de mg de agua por ml . 

W = mg de agua 

VT = ml del reactivo de Karl-Fisher 

Vm = ml de la solucion de metanol usados 

f = ml del reactivo de Karl Fisher equivalente a 

cada ml de la soluci6n de metanol. 
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2) Equivalencia del reactiv~ de Karl~Fisher de la soluci6n de 

metanol. Titular un volumen conocido del reactivo de Karl - Fis

her con soluci6n de metanol , hasta el punto final. Calcu l e los 

ml del reactivo de Karl Fisher equivalente a cada ml de la so 

luci6n de metanal camo sigue: 

f = 

Donde: 

f = ml del reactivo de Ka rl-Fi sher equivalente a cada 100 

ml de la soluci6n de metanal . 

VT = ml del reactivo de Ka rl - Fi sher usados 

V = ml de la soluci6n de metanal usados m 

3) Equivalencia del reactivo de Karl-Fisher de los salventes 

i) Solvente A: Use 20 ml del salvente A como la muestra . Conec 

tar el agitador y titular hasta el punto final par adici6n de 

cantidades medidas del reactiva de Karl~Fisher. 

ii) Solvente B: Use 10 ml del solvente B, como la muestra. Ana

dir un exceso del reactivo de Karl-Fisher a la muestra y c~ 

nectar el agitadar, titular hasta el punta fi nal con la sol u

cion de metanol . 

iii) Calcular el equivalente del reactivo de Karl-Fisher de l os 
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solventes como sigue: 

Donde: 

VA Y VB = ml del reactivo de Karl-Fisher equivalente 

a las alicuotas usadas de los solventes A y 

B respectivamente. 

VT = ml del reactivo de Karl-Fisher usados 

V = ml de la soluci6n de metanol usados m 

f = ml del reactivo de Karl-Fisher equivalente a cada 

ml de la solucion de metanol determinado como se 

indica en el subparrafo 2. 

d) Preparacion de la Muestra 

5i el limite maximo de humedad es mayor del 1%, pesar exacta

mente 300 mg de la muestra dentro de un vasa seco de titulaci6n. 

5i el limite maximo de humedad es menar de 1% pesar exactamente 

de 1 a 2 gm de la muestra. Proceder como se indica mas ade1ante. 

e) Pracedimienta para la Titulaci6n y Calculo. (1) 

Procedimiento 1. Anadir 20 ml del sal ven t e A a l a mues t ra . 
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Conectar el agitador y titular al punto final por adici6n de 

cantidades medidas del reactivo de Karl-Fisher. Determinar el 

porcentaje de humedad en la muestra como sigue: 

% de humedad = 

Donde: 

e = el equivalente de agua del reactiv~ de Karl-Fisher -

determinado como. se indica en el parrafo c(l) de es

ta secci6n. 

v = T ml del reactivo de Karl-Fisher ~sado. 

VA • ml del reactivo de Karl-Fisher equivalente a los 20 

ml del solvente A, determi nado como se indica en e1 

subp§rrafo c(3) de esta secci6n. 

W :0 s Peso de la muestra en mg. 

2) Procedimiento 2. A~adir un exceso del reactivo de Karl-Fisher 

a la muestra, conectar el agitador y titular hasta e1 punto fi

nal con soluci6n de metanol. Calcule el·porcentaje de humedad 

de la muestra como siguel 

1) Para Pol vos : 

% de humedad = 
(VT - Vm f ) x e x 100 

Ws 
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VT = 

Vm = 

f = 
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ml del reactivo de Karl-Fisher usados 

ml de la soluci6n de metanol usados 

ml del reactivo de Karl-Fisher equivalente a -

cada ml de la solucion de metanol determinada 

como se indica en el subparrafo (c) (2) de es

ta seccien. 

e = equiva1ente de agua del reactiv~ de Karl-Fisher 

determinado como se indica en e1 parrafo (c) (1) 

de esta secci6n. 

Ws = Peso de la muestra en mg 

3) Procedimiento (3) A~adir aproximadamente 20 ml del solvente a 

un vasa de titu1aci6n seco y proceder como se indica en e1 pro

cedimiento (1) 6 (2). No tomar en cuenta el volumen del reacti

vo usado para determinar el punto final. Inmediatamente introdu 

cir una cantidad de muestra exactamente pesada dentro del vasa 

de titulacion y titule hasta el punto final usando el procedi

miento 1 0 2 sin solventes adicionales. Calcule el porcentaje -

de humedad en la muestra como sigue: 

i) 51 se sigue el procedimiento 1: 

% de humedad en muestra pesada = 
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ii) Si se usa el procedimiento 2: 

% de humedad de la muestra (Vr - Vm f) x e x 100 

= -------------------
pes ada 

en donde: Vr = ml del reactivo de Karl-Fisher usados 

V = ml de la solucion de metanol usados m 

4. pH. 

f = ml del reactivo de Karl-Fisher equivalente a 

cada ml de la soluci6n de metanol, determinados 

como se indica en el pjrrafo (c) (2) de esta sec 

cion. 

e = equivalente de agua del reactivo de Karl-Fisher 

determinados como se indica en pjrrafo (c) (1) 

de esta secci6n. 

a) Aparatos. Usar un pHmetro adecuado, equipado con un elec

trodo de vidrio- calomel. 

b) Estandarizaci6n. Estandarizar el pHmetro con 2 soluciones -

buffer que difieran por 10 menos en 2 unidades de pH y de los 

cuales una este dentro en 2 unidades de pH del valor esperado 

de 1a muestra. 

c) Preparacion de la muestra: Si es necesario diluir la muestra 

con agua destilada libre de CO2 para 11evar a 1a concentra -
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cion especificada en la seccien individual para cada anti

bietico. 

d) Procedimiento de la prueba. Determinar el pH de la muestra a 

25°C. + 2°C. 

5. Cristalinidad. Usar el metodo especificado en la seccien indivi

dual para cada antibiotico. 

Preparar la muestra para el examen, colocando una pequena canti 

dad de partfculas en aceite mineral, sobre una lamina de vidrio 

limpia. Examinar la muestra por media de un microscopio polari

zante. Las partfculas presentan el fenomeno de birrefrigencia y 

posiciones de extinci6n cuando el disco rotatario del microsco

pia es girado. 

6. Prueba de Identidad par Espectrofotometria Infrarroja, 

a) Usar un espectrofotometro adecuado capaz de desarrollar el 

espectro de absorci6n infrarroja en el rango de 2-15 micro

nes. 

b) Preparacion de la muestra. Soluci6n al 1%. Preparar una so

lucian de 1a muestra a1 1% en cloroformo y usar una ce1da -

de absorcion de 1 mm. 

c) Procedimiento. Poner 1a muestra preparada como se descri

bio anteriormente, en el espectrofotometro, determinar el -

espectro de absorbancia infrarroja entre las longitudes de 
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Color rojo oscuro del iodo 
reactivo de Karl-Fisher 

Color amarillo opaco 

+ 

Color amarillo palido 

Exceso del reactivo K.F. 

12 t 21 - 2. ~ 
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