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Resumen

Los antibidticos desempefian un papel fundamental en el tratamiento de infecciones bacterianas.
Sin embargo, es crucial utilizarlos de manera adecuada y responsable para asegurar su eficacia y
hacer frente al creciente problema de resistencia bacteriana. El presente trabajo tuvo como
objetivo principal validar la metodologia analitica para la cuantificacién microbiolégica de
Estreptomicina en materia prima empleando el método analitico Difusion en agar establecido por
la Farmacopea Britanica en su apendice XIV. Se selecciono la Estreptomicina como objeto de
analisis y se empleo el método de Difusion en agar para su cuantificacion microbiologica, siendo
este método establecido y reconocido por la Farmacopea Britanica en su apéndice XIV como una
técnica confiable y precisa. Durante la validacion de la metodologia analitica, se evaluaron
diversos parametros como linealidad del método, linealidad del sistema, precision y exactitud
entre otros. Los resultados obtenidos se encuentran en el rango establecido por la Farmacopea de
los Estados Unidos. Esto indica que el método analitico utilizado es capaz de proporcionar

resultados precisos y confiables en la deteccion de este principio activo.

Palabras clave: Antibidtico, Estreptomicina, Difusion en agar. Bacillus spizizenii.
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Abstract

Antibiotics play a key role in the treatment of bacterial infections. However, it is crucial
to use them properly and responsibly to ensure their efficacy and to face the growing problem of
bacterial resistance. The main objective of the present work was to validate the analytical
methodology for the microbiological quantification of Streptomycin in raw material using the
analytical method Agar Diffusion established by the British Pharmacopoeia in its appendix XIV.
Streptomycin was selected as the object of analysis and the agar diffusion method was used for
its microbiological quantification, being this method established and recognized by the British
Pharmacopoeia in its appendix XIV as a reliable and precise technique. During the validation of
the analytical methodology, several parameters such as method linearity, system linearity,
precision and accuracy, among others, were evaluated. The results obtained are within the range
established by the United States Pharmacopoeia. This indicates that the analytical method used is

capable of providing accurate and reliable results in the detection of this active principle.

Key words: Antibiotic, Streptomycin, Agar diffusion. Bacillus spizizenii.
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1. Introduccion

La industria farmacéutica conformada por organizaciones tanto publicas como privadas,
tiene como principal objetivo investigar, desarrollar, producir y comercializar medicamentos
para la salud humana y animal. Por esta razon, juega un papel fundamental en los sistemas de
atencion médica alrededor del mundo. La industria farmacéutica es una fuerza impulsora que
busca mejorar la calidad de vida de muchas personas, ya que sus productos ayudan a prevenir
enfermedades, aliviar sintomas y curar enfermedades. Por lo tanto, es esencial que la industria
farmacéutica continGe invirtiendo en investigacion y desarrollo para garantizar la disponibilidad
de medicamentos seguros y eficaces.

La industria farmacéutica se enfoca en la investigacion y desarrollo de nuevos
medicamentos para el tratamiento y la prevencion de muchas enfermedades. Estos medicamentos
contienen principios activos con una amplia variedad de actividades farmacoldgicas y
propiedades toxicoldgicas. Actualmente con los avances tecnoldgicos y cientificos, la industria
ha evolucionado rapidamente, permitiendo el descubrimiento y desarrollo de productos
farmacéuticos con una mayor actividad terapéutica y una disminucion de efectos secundarios.
Estos avances permiten a los pacientes recibir mas tratamientos efectivos y seguros (Tait Keith
s.f.).

Los procesos de elaboracion de productos farmacéuticos tienen la responsabilidad de
garantizar la salud y calidad de vida de los consumidores a través de la elaboracion de productos
seguros y efectivos. Para lograr esto, es necesario asegurar la calidad de los productos en todas
las etapas de su elaboracidn, desde la recepcion de la materia prima hasta la obtencion del

producto terminado. Para ello, se deben implementar las Buenas Practicas de Manufactura, las
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cuales estan contempladas en la Resolucion 1160 de 2016 del Ministerio de Salud y Proteccion
Social. Esta resolucion establece los manuales y guias de inspeccidn para la obtencion del
Certificado de Cumplimiento de Buenas Précticas de Manufactura. La implementacion de estas
practicas es fundamental para garantizar la calidad y seguridad de los productos farmacéuticos
(Ministerio de Salud y Proteccién Social, 2016).

Es importante destacar que, en Colombia, los laboratorios encargados de la elaboracién y
analisis de productos farmacéuticos deben cumplir con las Buenas Practicas de Laboratorio
(BPL) establecidas en la Resolucién 3619 de 2013 del Ministerio de Proteccion Social. Esta
resolucion establece el Manual de Buenas Practicas de Laboratorio de Control de Calidad de
Productos Farmacéuticos. Para el Laboratorio de Analisis Quimico y Microbiolégico AQM SAS,
es vital cumplir con lo establecido en esta resolucion para garantizar que los datos obtenidos en
los analisis sean representativos, reproducibles y que aseguren la validez y confiabilidad de los
resultados. Esto permite ofrecer productos que garantizan la seguridad y el bienestar del
consumidor (Ministerio de Salud y Proteccién Social, 2013).

La validacion de una materia prima es de suma importancia, ya que asegura la calidad del
producto final. En el caso especifico de la materia prima Estreptomicina, al realizar su
validacion, se verifica que cumpla con los estandares de calidad requeridos. Esto contribuye a la
produccion de medicamentos seguros y eficaces. Ademas, la validacion de una materia prima
ayuda a prevenir la presencia de impurezas y contaminantes. Estos elementos pueden tener
consecuencias graves para la salud de los consumidores si estan presentes en el producto final.
La validacion garantiza que la materia prima esté libre de contaminantes y asegura la pureza del

medicamento (PAHO, 2002).
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La validacion de la materia prima también esta relacionada con la eficacia terapéutica del
antibidtico. Al garantizar la calidad de la materia prima, se asegura que el principio activo
presente en el antibidtico este en la concentracidn adecuada y pueda ejercer su accion
antimicrobiana de manera eficiente. esto es esencial para asegurar el éxito del tratamiento y
prevenir el desarrollo de la resistencia antimicrobiana (PAHO, 2002).

Este trabajo tuvo como objetivo validar la metodologia analitica de valoracion

microbioldgica para cuantificar Estreptomicina en materia prima.
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2. Justificacion

Los antibidticos son medicamentos utilizados para tratar una amplia variedad de
enfermedades bacterianas y son considerados uno de los descubrimientos terapéuticos mas
significativos e importantes en la historia de la medicina.

Uno de los hallazgos méas importantes, fue el descubrimiento de la penicilina realizado
por Ernest Duchesne en 1897 aunque no fue muy conocido por la comunidad cientifica.
Alexander Fleming redescubri6 la penicilina en el afio 1928 y la convirtio en un agente
terapéutico util.

Gracias a los descubrimientos de Freudenreich, Domagk, Fleming, Waksman y otros
cientificos, se han perfeccionado una amplia gama de antibidticos eficaces para tratar infecciones
bacterianas.

Debido al uso inadecuado de los antibidticos se produce la resistencia bacteriana, la cual
ocurre cuando las bacterias tienen la capacidad de mutar y desarrollar una defensa como
respuesta al uso de los antibidticos, lo que las hace menos susceptibles o incluso inmunes a los
efectos de los antibioticos. La resistencia a los antibioticos puede provocar problemas graves de
salud, como la necesidad de antibidticos mas fuertes con efectos secundarios mas graves, menos
opciones de tratamiento, mayores costos de tratamiento, estancias hospitalarias mas prolongadas
e incluso la muerte. La prevencién del uso inadecuado de los antibi6ticos es esencial para
garantizar que estos sigan siendo eficaces en el tratamiento de infecciones bacterianas en el
futuro.

El control analitico de los productos farmacéuticos y materias primas es esencial para

garantizar la calidad, seguridad y eficacia del producto durante todo su ciclo de vida, desde la
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produccidn hasta el uso final. El control analitico incluye pruebas y ensayos para verificar la
identidad, pureza, potencia y estabilidad del producto.

Esto ayuda a asegurar que el producto cumpla con los estandares regulatorios y
normativos, y que sea seguro y efectivo para su uso en humanos y animales. Ademas, el control
analitico también es importante para detectar cualquier problema de calidad o desviacién que
pueda afectar la calidad del producto final. En resumen, el control analitico es una parte
fundamental de la fabricacion y control de calidad de los productos farmacéuticos y materias
primas.

La validacion de la materia prima, en particular Estreptomicina, es de suma importancia
para garantizar la calidad y eficacia de los productos finales que la contienen. La Estreptomicina
es un antibiotico ampliamente utilizado en el tratamiento de diversas infecciones bacterianas y ha
demostrado su capacidad para combatir bacterias resistentes. Ademas de su uso en el tratamiento
de infecciones, esta materia prima ha sido fundamental en la investigacion cientifica y ha
contribuido significativamente al conocimiento de los mecanismos de accion de los antibioticos
y ha sido utilizada como base para el desarrollo de nuevos farmacos.

La validacion de la materia prima Estreptomicina permite garantizar que los productos
finales que la contiene sean seguros, efectivos y cumplan con los estandares de calidad
requeridos. Esto es esencial para asegurar resultados terapéuticos positivos y prevenir riesgos
para la salud de los pacientes.

Segun la Farmacopea Britanica Veterinaria del 2021 para realizar un ensayo
microbiologico de antibioticos se pueden emplear dos métodos: método de difusién en agar y

método turbidimétrico, en este trabajo se aplicara el método de difusion en agar el cual se utiliza



para la cuantificacion de la capacidad inhibitoria de los antibi6ticos frente al crecimiento

bacteriano ((BP, 2023).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Validar la metodologia analitica de valoracion microbioldgica para cuantificar

Estreptomicina en materia prima.

3.2 Objetivos Especificos

e Determinar la efectividad del método analitico de validacién microbioldgica de difusidn
en agar.

e Evaluar los parametros de exactitud, precision, especificidad del sistema, limite de
deteccion, limite de cuantificacion, linealidad del sistema, linealidad del método y

selectividad para la validacion microbioldgica de Estreptomicina en materia prima.
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4. Marco Tedrico

Los antibioticos son medicamentos utilizados para el tratamiento de infecciones causadas por
bacterias a humanos y animales, inhibiendo el crecimiento y la replicacion de las bacterias. Se
descubrieron en las décadas de 1940 y 1950, desde ese momento los antibidticos han salvado

miles de millones de vida (Werth, 2022).

4.1 Clasificacion de los antibioticos segun su mecanismo de accion.

4.1.1 Antibioticos que afectan la sintesis de la pared bacteriana.

La pared bacteriana es una estructura que brinda proteccion a la célula de los cambios
osmoticos a nivel externo, ademas de otorgar rigidez y forma. La composicion de la pared
bacteriana puede variar entre una bacteria Gram positiva o0 una Gram negativa. La pared de las
bacterias Gram positivas esta compuesta por una capa de 50 a 100 moléculas de peptidoglicano,
mientras que en las bacterias Gram negativas esta compuesta por solo una o dos moléculas de
peptidoglicano (Suarez y Gudiol, 2009 pp. 117).

Los antibioticos que inhiben la sintesis de la pared bacteriana necesitan que la bacteria
esté en crecimiento activo y que el medio en el que se encuentre la bacteria sea hipotonico o
isotonico, para asi favorecer el estallido celular cuando la pared celular se elimina o pierde su
estructura (Calvo & Martinez-Martinez, 2009).

4.1.2 Antibidticos que afectan la membrana citoplasmatica.
La membrana citoplasmatica interviene en los procesos de difusion y transporte activo

controlando la composicion del medio intracelular. Las sustancias que alteran la membrana
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causan cambios en la permeabilidad y provocan la salida de iones de potasio y de elementos
esenciales para la vida de la bacteria o la entrada de otros elementos con altas concentraciones
que alteran el metabolismo normal de la bacteria.

Los antibidticos que actdan en la membrana citoplasmética desempefian un papel
fundamental como bactericidas, los cuales incluyen polimixinas, lipopétidos, antibiéticos activos
frente a hongos como poliénicos (Calvo & Martinez-Martinez, 2009).

4.1.3 Antibidticos que inhiben la sintesis proteica.

Un ejemplo de los antibidticos que inhiben la sintesis proteica son las tetraciclinas y
glicilciclinas las cuales al unirse al ribosoma 30 s de la bacteria impiden el acceso del aminoacil
tRNA al sitio aceptor en el complejo mMRNA ribosoma causando la inhibicién de la sintesis
proteica (Randa et al., 2015).

414 Antibidticos que afectan la sintesis de acidos nucleicos bacterianos.

Este proceso se puede desarrollar mediante dos mecanismos. EI primer mecanismo ocurre
por medio de la inhibicion producida por la enzima ADN girasa, la cual posee dos subunidades.
La subunidad B tiene la capacidad de enrollar las cadenas de ADN paso fundamental para
acomodar el ndcleo dentro de la bacteria a través de la reduccion de su tamario, la subunidad A,
sella el corte en el ADN. Un ejemplo de esto son las quinolonas las cuales inhiben la actividad de
la ADN girasa (Paredes y Roca, 2004 pp. 118).

El segundo mecanismo se da debido a la formacion de compuestos toxicos para las bacterias.
Los productos de reduccion del grupo “nitro” se conjugan con el ADN, causando la

desestabilizacion y causando la muerte celular (Paredes y Roca, 2004 pp. 118).



23

4.1.5 Antibioticos que bloquean las vias metabolicas.

Antibidticos como las sulfamidas y la trimetoprima impiden el crecimiento bacteriano, los
cuales tienen accion bacteriostatica. Las sulfamidas inhiben completamente la incorporacion del
acido paraminobenzoico debido a su similitud quimica, impidiendo a partir de este la sintesis de
acido folico, factor esencial pata el crecimiento microbiano (Paredes y Roca, 2004 pp. 118).

La trimetoprima inhibe el dihidrofolato enzima reductora de &cido dihidrofélico, obstruyendo
la formacion de acido tetrahidrofélico metabolito esencial pata la sintesis de purinas por la

bacteria (Paredes y Roca, 2004 pp. 118).

4.2 Validacion microbioldgica

“Conjunto de procesos desarrollados para la confirmacion mediante examen y la aportacion
de evidencias objetivas que demuestren el cumplimiento de ciertos requisitos para el uso
especifico previsto de los procedimientos analiticos” (Camaré-Sala et al., 2015).

Proceso que establece, mediante diversos analisis que las caracteristicas de un procedimiento
cumplen los requisitos para posteriores aplicaciones analiticas (USP 81, 2023).

4.2.1 Caracteristicas del desempefio analitico

4.2.1.1 Exactitud: Proximidad entre los resultados de un analisis obtenido mediante el
procedimiento respecto a los valores tedricos (USP 1225, 2023).

La exactitud de un procedimiento analitico debe ser establecida en todo su intervalo de
medicion, esto significa que los resultados deben ser precisos en todas las concentraciones
analiticas para las cuales se ha disefiado el procedimiento. Para determinar la exactitud de un
método analitico, se utiliza un analito cuya pureza es conocida, como por ejemplo un estandar de
referencia, que posee una composicion quimica estable y conocida para comprobar los resultados

del procedimiento analitico con los valores teoricos esperados (USP 1225, 2023).
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4.2.1.2 Precision: Mide el grado de relacion entre los resultados analiticos obtenidos a
través de una serie de mediciones repetidas de un mismo analito. Es posible cuantificar la
precision mediante el calculo de la desviacidn estdndar o la desviacion estandar relativa de un
conjunto especifico de mediciones (UNODC, 2010).

Para evaluar la precisién de un procedimiento analitico, se recomienda utilizar un minimo
de nueve concentraciones las cuales abarquen todo el rango de medicién del analisis. Ademas de
esto, se puede utilizar un minimo de seis concentraciones al 100% de la concentracion de prueba
para evaluar la precision (USP 1225, 2023).

4.2.1.3 Especificidad: Capacidad que tiene un procedimiento analitico para la deteccion
y evaluacion de un analito en presencia de muchos componentes que pueden estar en la muestra,
tales como impurezas, productos de degradacion entre otros. Es decir, la selectividad se refiere a
la capacidad del procedimiento para distinguir claramente el analito de cualquier otra sustancia o
compuesto que pueda interferir con la deteccion y cuantificacion precisa del analito (USP 1225,
2023).

4.2.1.4 Limite de deteccion: Concentracion minima del analito que puede ser detectada e
identificada con precision en una muestra. La determinacion del limite de deteccidn de un
procedimiento analitico, se realiza mediante un analisis de muestras con concentraciones
conocidas del analito, estableciendo el nivel minimo que pueda ser detectado de manera
confiable (USP 1225, 2023).

4.2.1.5 Limite de cuantificacion: Caracteristica de las valoraciones cuantitativas de
compuestos que se encuentran en baja concentracion en la matriz de una muestra, tales como:

impurezas en farmacos a granel y productos de degradacién en farmacos terminados.
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Se expresa como concentracion de analito en la muestra. Se puede determinar mediante el
andlisis de muestras con concentraciones conocidas, estableciendo el nivel minimo que se puede
determinar con exactitud y precision aceptables.

4.2.1.6 Linealidad: Se refiere a la capacidad de un método analitico para obtener
resultados proporcionales a la concentracion de analito en las muestras dentro de un rango
especifico. Es decir, la relacion entre la concentracion del analito y la medida de valoracion debe
ser lineal. La linealidad se evalia mediante el analisis de muestras con concentraciones
conocidas en el rango de interés y la construccion de una curva de calibracion, y se determina

mediante el coeficiente de correlacion de la curva (USP 1225, 2023).

4.3 Técnica valoracion microbioldgica:

Se utiliza para medir y analizar la potencia de los antibi6ticos a través de la capacidad de
inhibicion de crecimiento de los microorganismos que son sensibles a diferentes concentraciones
de los antimicrobianos (USP 81, 2022).

Este método es importante para determinar la eficacia de los antibidticos y establecer la
concentracion éptima para su uso en diferentes aplicaciones medicas.

El apéndice XIV de la Farmacopea Britanica describe dos métodos para realizar una
validacion microbiolégica en el ensayo de antibiéticos, el método A Difusion en Agar o
Perforacion en Agar y el Método B, Método Turbidimétrico, siendo el método A el utilizado en

este trabajo (BP, 2023).

4.3.1 Difusion en agar:
Se basa en la difusion del antibidtico a través de una capa de agar gelificado en una caja

Petri. El antibiotico se aplica ya sea mediante un cilindro vertical, disco o perforacion en agar y
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su difusion en el agar produce la inhibicién del crecimiento de los microorganismos agregados
en un area circular o “zona de inhibicion”. Este método es utilizado cominmente para determinar

la sensibilidad de los microorganismos a los antibidticos (Asencios y Céardenas, 2008).

4.4 Principio activo:

4.4.1. Estreptomicina:

Antibiotico soluble en agua obtenido a través de la purificacion del microorganismo
Streptomyces griseus. La estreptomicina actta uniéndose a la subunidad 30S del ribosoma
bacteriano provocando la inhibicion de la sintesis de proteinas y la muerte de bacterias que
presentan susceptibilidad (ThermoFisher Scientific, sf).

La estreptomicina es considerada el primer antibiético aminoglucésido descubierto y fue
aislada de la bacteria Streptomyces griseus en 1943 por Albert Schatz y Selman Waksman. Fue
uno de los primeros medicamentos eficaces para el tratamiento de la tuberculosis pulmonar y se
utiliza para combatir infecciones bacterianas. La estreptomicina tiene la capacidad de inhibir el
crecimiento de bacterias Gram negativas y algunas bacterias Gram positivas (Waters & Tadi,
2022).

La estreptomicina interfiere en la sintesis de péptidos y proteinas ribosémicas, uniéndose a
un extremo del rRNA 16S ubicado en el componente 30S mas pequefio del ribosoma bacteriano,
inhibiendo su funcionalidad e interfiriendo en la sintesis de proteinas mediante la obstruccién en
la formacion de enlaces peptidicos (Waters & Tadi, 2022).

La Farmacopea de los Estados Unidos en su capitulo 81 (2023) especifica que “se debe
realizar la potencia para Estreptomicina en todos los productos farmacéuticos que contienen este

compuesto, utilizando Bacillus spizizenii como microorganismo de prueba”.
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4.5 Microorganismo de referencia

4.5.1. Bacillus spizizenii

Bacteria en forma de baston que pertenece al grupo de las Gram positivas y es capaz de
formar esporas. Esta bacteria puede crecer en medios minimos que contiene sales esenciales, asi
como fuentes de carbono, nitrégeno y fésforo. Ademas, utiliza una variedad de mecanismos para
controlar la expresién de genes involucrados en vias metabdlicas, tanto degradativas como no

degradativas (Fan et al., 2011).

Bacillus spizizenii es un microorganismo ampliamente usado como modelo para la
investigacion de la regulacion de genes y proteinas, y es muy importante a nivel industrial como
fuente de diversas moléculas funcionales, como los péptidos antimicrobianos. Hace una década,
se secuencid el primer genoma de Bacillus spizizenii y recientemente se ha actualizado (Fan

etal., 2011).
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5. Marco Legal

Bristish Pharmacopeia (Veterinary) Apéndice XIV. Ensayo Microbiol6gico de

Antibioticos. 2023.

Ministerio de Salud y Proteccidn Social Resolucion 3619 de 2013. "Por la cual se expide
el Manual de Buenas Practicas de Laboratorio de Control de Calidad de Productos

Farmacéuticos”.

Ministerio de Salud y Proteccion Social Resolucion 1160 de 2016. “Por la cual se

establece el Manual de Buenas Practicas de Manufactura para Medicamentos”.

United States Pharmacopeia USP-NF capitulo 81. Antibioticos Valoraciones

Microbiologicas. 2023.

United States Pharmacopeia USP-NF capitulo 1225. Validacion de Procedimientos

Farmacopeicos. 2023.
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6. Marco de Referencia

Principles of assessing bacterial susceptibility to antibiotics using the agar
diffusion method

Este articulo proporciona un resumen sobre los principios necesarios para evaluar la
susceptibilidad bacteriana de los antibioticos utilizando el método de difusion en
agar, los cuales incluyen la preparacion adecuada del medio de cultivo, la técnica de
inoculacion, la preparacion de la técnica difusion en agar y la interpretacion de los
resultados a nivel teorico. Todos estos principios son necesarios y esenciales para
garantizar resultados confiables y reproducibles en la determinacion de la
susceptibilidad bacteriana a los antibidticos. (Bonev et al., 2008).

Metodos bésicos para el estudio de la sensibilidad a los antimicrobianos.

Este articulo se centra en proporcionar una vision general de los métodos
fundamentales utilizados para el estudio de la sensibilidad de los microorganismos a
los antimicrobianos, asi como técnicas de valoracion microbioldgica como dilucion
en agar, difusion en disco, micro dilucion en caldo, gradiente de difusion. Estos
métodos basicos son ampliamente utilizados en valoraciones microbiol6gicas para
estudiar la sensibilidad de los microorganismos frente a diversos antibidticos
utilizados como materias primas (Picazo, s/f).

""Mathematical Modeling for Benzylpenicillin Potassium and Streptomycin

Sulphate Potency Determination of Ascomycin
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Este articulo se centra en el desarrollo de modelos matematicos para la
determinacion de la potencia sulfato de bencilpenicilina y potasio y estreptomicina
en ascomicina. El uso de un modelo matematico proporciona un método mas
eficiente y preciso en comparacion a los enfoques tradicionales. Al incorporar
ecuaciones matematicas y analisis estadistico, el articulo tiene como objetivo
establecer los modelos matematicos que puedan predecir la potencia de estos

antibidticos (Ciuca et al., 2016).
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7. Metodologia

La técnica utilizada para este analisis es Difusion en Agar también conocida como
Perforacion en Agar. Esta técnica se basa en la difusion controlada de un antibidtico, en este caso

Estreptomicina, a través de una capa de agar previamente gelificada en una caja de Petri.

Para el cumplimiento de los objetivos propuestos en este trabajo, se establecio la
siguiente metodologia, en la cual se evaluaron los parametros establecidos por la Farmacopea de
los Estados Unidos en su capitulo 1225, los cuales son: Linealidad del sistema, linealidad del
método, selectividad, exactitud, precision intermedia, precision del sistema, limite de
cuantificacion y limite de deteccion. Todos estos parametros son necesarios para poder

determinar la efectividad del método analitico.

7.1 Descripcidon de las muestras

Se transfirié una parte de la materia prima Estreptomicina sobre una hoja de papel

blanco, se observo aspecto, color, olor y presencia de particulas extrafias del polvo.

Se reconstituy6 el producto como indica la etiqueta, se agitd vigorosamente, se transfirio
una porcién a un tubo de ensayo y se observo aspecto, color, olor y presencia de particulas

extrafas de la solucion.
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7.2 Informacidn relacionada al principio activo:

En la Tabla 1 se presenta la informacién relacionada al principio activo Estreptomicina

sulfato

Tabla 1. Principio activo Estreptomicina Sulfato

Nombre comun: Estreptomicina sulfato

Pureza: 650-850 pg/mg Base Himeda Numero CAS 3810-74-0
Formula Molecular (Cy1 H3gN7045),*3H,S0, Peso Molecular 1457.4
Descripcion Polvo fino de color blanco, libre de particulas extrafias.

s Féacilmente soluble en agua, muy poco soluble en alcohol, casi insoluble en
Solubilidad: cloroformo

Fuente: Protocolo de validacion de metodologias analiticas. Analisis quimico y microbiol6gico S.A.S.
7.3 Valoracion microbioldgica de Estreptomicina
La tabla 2 muestra la informacion relacionada de la técnica, microorganismo, medios de

cultivo y buffer empleados para la valoracién microbiol6gica de Estreptomicina

Tabla 2. Informacion relacionada de la técnica de valoracion microbioldgica de

Estreptomicina.

Método Microbiolégico
Técnica Perforacion en Agar-Difusion en Agar
Microorganismo Bacillus spizizenii ATCC 6633

De un cultivo reciente se tom6 una asada y se llevé a
caldo ST hasta obtener una suspensién con una
Ino6culo transmitancia de 580 nm, lo que corresponde al 25% de
esta suspension. De esta suspension se tomaron 0,5 ml
por cada 100 ml de medio 11.

Tiempo de incubacién 16-18 horas 37°C + 2°C



33

Medio base y volumen Medio 11 volumen 15 ml
Medio inoculado y volumen Medio 11 volumen 6 ml
Volumen de siembra 100pl por pozo

Equipo medidor de Halos de inhibicién Scan 4000
] Espectrofotometro UV
Equipo Puntas de desplazamiento directo no estériles de 5 ml.
Pipeteadora repetidora de 50 a 500 pL.

Buffer pH 8: Se pesaron 16,73 gramos de fosfato de
potasio dibasico y 0,523 gramos de fosfato de potasio
Preparacion del Buffer monobasico; se disolvieron en 100 ml de agua destilada.
El pH se ajust6 a 8+ 0,005 con acido clorhidrico 1N e
hidroxido de sodio 1N.

Preparacion del Diluyente Buffer pH 8.
Fuente: Protocolo de validacion de metodologias analiticas. Analisis quimico y microbiol6gico S.A.S.

7.3.1 Estandares
Para el ensayo se utilizo el estandar de Estreptomicina sulfato, cuyas especificaciones se

presentan en la Tabla 3.

Estandar Estreptomicina sulfato
Tipo Secundario — Sigma
Lote LRAC5959
Potencia 754 Base Humeda
Cédigo/Frasco E-2
Numero de Analisis NA
Fecha de Reandlisis NA
Fecha de Vencimiento 31-07-2024

Tabla 3. Especificaciones estdndar Estreptomicina sulfato

Fuente: Protocolo de validacién de metodologias analiticas. Analisis quimico y microbiol6gico S.A.S.

7.3.2 Equipos
A continuacion, se muestra la tabla 4 donde se especifican los equipos utilizados asi

como sus caracteristicas y codigos internos.



Tabla 4. Equipos utilizados en la valoracién microbioldgica

Equipo

E-A 235 SCAN 4000

EA-59 Incubadora

EA-308 Micropipeta

EA-149 Balanza Analitica

EA-26 Cabina de
Bioseguridad

EA-53 Horno

EA-324 Micropipeta

EA-217 Espectrofotometro

EA-29 Cabina de
Bioseguridad

EA-189 Nevera

EA-85 Potenciometro

EA-14 Balanza de Platillo
Externo

Parametros
Fabricante
Modelo
Fecha de Calibracién o Calificacion
Fecha de Mantenimiento
Fabricante
Modelo
Fecha de Calibracién o Calificacion
Fecha de Mantenimiento
Fabricante
Modelo
Fecha de calibracion o calificacion
Fecha de mantenimiento
Fabricante
Modelo
Fecha de calibracion o calificacion
Fecha de mantenimiento
Fabricante
Modelo
Fecha de calibracion o calificacion
Fecha de mantenimiento
Fabricante
Modelo
Fecha de calibracion o calificacion
Fecha de mantenimiento
Fabricante
Modelo
Fecha de calibracion o calificacion
Fecha de mantenimiento
Fabricante
Modelo
Fecha de calibracion o calificacion
Fecha de mantenimiento
Fabricante
Modelo
Fecha de calibracion o calificacion
Fecha de mantenimiento
Fabricante
Modelo
Fecha de calibracion o calificacion
Fecha de mantenimiento
Fabricante
Modelo
Fecha de calibracion o calificacion
Fecha de mantenimiento
Fabricante
Modelo
Fecha de calibracion o calificacion

Datos
Intersacence
SCAN 4000

NA
27-01-2023
Binder
BD 115
29-09-2022
21-02-2022

Brand
Handy Step
15-03-2022

NA

Precisa

LS220A
24-05-2022
09-03-2023
C4
FIC-120
30-02-2023
NA
Fisher Scientific
280A
11-12-05-2022 y 01-03-2022
04-2022

Brand
Trafer Pettes
27-09-2022

NA
Scientific Product
V 5800-PC
13-05-2022
17-11-2022
Purificacion
PAF-2448
14-12-2022
03-2023

Harer
Hy CA-28A

16-10-09-2022
03-06-2022
Mettler Toledo
504-K (SEvenmulti)
16-06-2022
21-12-2022
Precisa
B1610C
19-09-2022

34
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Fecha de mantenimiento 13-09-2022
Fuente: Protocolo de Validacion de Metodologias Analiticas. Anélisis Quimico y Microbioldgico S.A.S

7.3.3 Reactivos

La tabla 5 muestra los reactivos que se utilizaron en la prueba, donde se especifica el tipo
de reactivo, lote, pureza y fecha de vencimiento.

Tabla 5. Informacion de los reactivos usados en la prueba de valoracion microbioldgica

Nombre Tipo Lote Pureza Fecha de vencimiento
Medio 11 Microbiol6gico 124683 NA 05-2026

Fostato de potasio GR 0002015172 90% 12-2027
dibasico

Pzl 6l: altzeiy GR 22328702 99.83% 12-2028

monobasico

Agua de osmosis Osmosis - - -

Acido clorhidrico GR 22279404 37.99% 11-2026

Hidrdéxido de sodio GR 0001961352 98% 01-2027

Fuente: Protocolo de Validacion de Metodologias Analiticas. Analisis Quimico y Microbioldgico S.A.S.

7.4 Especificidad

7.4.1 Preparacion del estandar:

Se pesd con exactitud el equivalente a 10 mg de estandar de Estreptomicina base
(aproximadamente 13,16 mg de Estreptomicina sulfato) en un bal6n aforado de 20 ml, se agregd
aproximadamente 15 ml de agua, se agité de forma manual y vigorosamente por 30 segundos,
posteriormente, se dejo en ultrasonido por 10 minutos, se enfrio y se completo el volumen con
agua. Luego se tomé una alicuota de 5 ml de esta solucion y se agregd a un balén de 50 ml,

Ilevando a volumen con buffer pH 8. Se transfirio una alicuota de 2 ml a un balon volumétrico de
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25 ml, llevando a volumen con buffer pH 8 y se homogenizo. La figura adjunta muestra
detalladamente el procedimiento descrito para la preparacion del estdndar de Estreptomicina

Sulfato.

Gréfico 1: Preparacion del estdndar Estreptomicina Sulfato

S5ml
?
“SNa Agitar Vigorosamente 4
, -~ Y R
- ; BufferpH &
L | 4
1"4 ----- >
W . . J
Se pesaron 13.16mg Muestra + 15ml de agua O'Ir.'. minutos
Estreptomicina Sulfato
B
3
2ml
BufferpH 8 PR

Fuente: Autor

7.4.2 Preparacion de la muestra

Se peso con exactitud 13.0 mg de Estreptomicina en un balon aforado de 100 ml, y se
aford, después de esto se agitd vigorosamente por 30 segundos y se dejé en ultrasonido por 10

minutos, se enfrid y se aford hasta completar el volumen con agua y se procedio a mezclar. Se
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transfirio una alicuota de 5 ml de esta solucion a un balén de 50 ml, llevando a volumen con
buffer pH 8 y luego se homogenizd. Este proceso se prepar6 por triplicado. Estas muestras se

denominaron UM;, UM,y UMs.
Concentracion final de Estreptomicina base de la muestra fue de: 10 pg/ml

Grafico 2: Preparacion de la muestra Estreptomicina

5ml
L4
TR Agitar Vigorosamente 4
emmmETS Y [ e
t:" T Buffer pH 8
| TSR >
{
- N
Se pesaron 13.0mg Muestra + 15ml de agua O‘.o minutos
Estreptomicina

Fuente: Autor

7.5 Selectividad

7.5.1 Procedimiento tratamiento acido:

Se peso el estandar y la muestra, adicionando 5ml de HCL al 1N, se calenté a bafio maria
(agua en ebullicion) por 30 minutos, posteriormente se dejo enfriar y se neutralizé con 5 ml de
NaOH. En el siguiente grafico, se presenta una representacion visual de la preparacion de este

tratamiento.
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Gréfico 3: Procedimiento preparacion de tratamiento &cido
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Fuente: Autor

7.5.2 Procedimiento tratamiento basico:

Se peso el estandar y la muestra, adicionando 5ml de NaOH, se calentd a bafio maria
(agua en ebullicion) por 30 minutos, y se dejé enfriar, posteriormente se neutraliz6 con 5ml de

HCL, en el siguiente grafico se puede observar de manera mas clara este procedimiento.

Grafico 4: Procedimiento tratamiento basico

?
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""""""" “u
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1 .
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- | [ g —
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Se pesaron 13.0mg -
Estreptomicina y 13,16 Estandar Muestra .
mg de Estreptomicina ‘ 030 minutos '
Sulfato H
v

v

e Voo

Fuente: Autor
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7.5.3 Procedimiento tratamiento térmico:

Se peso el estandar y la muestra, y se expusieron a 100°C por tres horas, se dejaron
enfriar. A, continuacion se puede observar el grafico 5 el cual describe de manera mas detallada
este procedimiento.

Gréfico 5: Preparacién procedimiento tratamiento térmico

e
Se pesaron 13.0mg Estand M
Estreptomicina y 13,16 standar uestra ,
mg de Estreptomicina . O 3 horas H
Sulfato ' >
H v
v
®
99 e
3o Yoo
Yoo

Fuente: Autor

7.5.4 Procedimiento tratamiento fotolitico:

Se procedio a pesar tanto el estandar como la muestra y se expusieron a luz ultravioleta
durante un periodo de 4 horas. En la figura 6 se presenta un grafico el cual ilustra el proceso de
preparacion mencionado anteriormente.

Graéfico 6: Procedimiento para la preparacion del tratamiento fotolitico

Se pesaron 13.0mg
Estreptomicina y 13,16
mg de Estreptomicina
Sulfato

Estandar Muestra

vl

Fuente: Autor
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7.6 Linealidad del método

Para el parametro linealidad del meétodo se utilizd el estandar Estreptomicina cuyas
caracteristicas se pueden observar en la tabla 6:

Tabla 6. Estandar Estreptomicina utilizado en la linealidad del método

Estandar Estreptomicina
Lote del Estandar LRAC5959
Potencia 0.754mg/mg

Fuente: Protocolo de validacion de metodologias analiticas. Analisis quimico y microbiolégico S.A.S.

Se peso con exactitud el equivalente a 10 mg de estandar de Estreptomicina base
(aproximadamente 13,16 mg de Estreptomicina sulfato) en un balén aforado de 20 ml y se
agreg6 aproximadamente 15 ml de agua, luego de esto se agitd por 30 segundos y se dejé en

ultrasonido por 10 minutos, después se dejé enfriar y se completd el volumen con agua.

Se tomé una alicuota de 5 ml de esta solucién y se agreg6 a un balon de 50 ml y se llevo
a volumen con buffer pH 8. Posteriormente, se tomaron alicuotas de 2, 3,4, 5,6, 7y 8 ml y se
pasaron a balones volumétricos de 25 ml llevando a volumen con buffer pH 8, como se puede

observar en el siguiente grafico.

Gréfico 7: Representacion preparacion linealidad del método
M

[} ' Agitar Vigorosamente

_"”~‘~“
A —
14 I -.... - 4
i*«t& ! ¢
&ns& w 4

i 10 munutos
Sepesaron 13,16 mgde . eitra+ 15mide O
Estreptomicina Sulfato L 3gnv

Buffer pH 8

v
Alicuotas de 2,3,4,5,6,7
y 8ml
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Fuente: Autor

Gréfico 8: Curva de Estreptomicina Sulfato.

Estreptomicina
10000 | mg —— ] 20 | Bff pH 8
|5 —ft—=s0 | BffpH 8
L 2 3 JL 4 [ s [ 6 [[ 7 |[ 8
l ] ] ] ! ! !
5 | s | »s | 5 | s | s BEfpH 8
A B C D E F G

Nota: Cada uno de los puntos representa una concentracién en especifico equivalente a la preparacién del
estandar: A (40%), B (60%), C (80%), D (100%), E (120%), F (140%), G (160%).

La concentracion final de las soluciones de la curva de calibracion:
SO Sl Sz Sg SA Ss SG

CONCENTRACION
Lg/ml 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0

Se prepararon 33 cajas de agar antibiotico NO. 11 (Segun POSP0001-P002). Con un
sacabocado se realizaron 6 perforaciones equidistantes la una de la otra, estas perforaciones se
realizaron desde la superficie del agar hasta el fondo de la caja. Se retir6 el agar de las

perforaciones con ayuda de unas pinzas delgadas, cuidando no dafiar los bordes de la

perforacion.
De las 33 cajas se tomaron 24 (6 grupos de 4 cajas cada uno), se llenaron las

perforaciones con cada una de las soluciones como se indica en el grafico 9:
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Gréfico 9. Linealidad del método. En cada grupo de cajas (4 cajas) se sembré una

muestra de acuerdo a la concentracion final de las soluciones de la curva de calibracion.

4 cajas 4 cajas 4 cajas 4 cajas
4 cajas 4 cajas

Fuente: Protocolo de validacion de metodologias analiticas. Andlisis quimico y microbiol6gico S.A.S.

Se tomaron las 9 cajas restantes (3 grupos de 3 cajas c/u), y se llenaron las perforaciones
con las soluciones Sz y Muestra (UM), tal como se indica en el grafico 10.

Gréfico 10. Linealidad del sistema. Se observan tres grupos de cajas las cuales fueron
sembradas con el punto D (concentracion equivalente al 100%) de la curva de calibracion y

Muestra (UM1, UM2 y UM3).

3 caijas 3 cajas 3 cajas

Fuente: Protocolo de validacion de metodologias analiticas. Andlisis quimico y microbiol6gico S.A.S.
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Las cajas se incubaron de 16 a 18 h a 37°C + 2°C. Y los diametros de los halos de
inhibicion se leyeron de acuerdo a las metodologias internas establecidas para la interpretacion
de los resultados. Las lecturas se realizaron en el equipo Scan 4000, donde se lee cada caja de

acuerdo al parametro establecido.

7.7 Linealidad del sistema

Para el parametro linealidad del sistema se utilizd el estandar de Estreptomicina cuyas
caracteristicas se observan en la siguiente tabla.

Tabla 7. Estandar Estreptomicina

Estandar Estreptomicina
Lote del Estandar LD-210915-3
Potencia 769 mg/mg

Fuente: Protocolo de validacion de metodologias analiticas. Analisis quimico y microbiolégico S.A.S.

Se pesaron con exactitud 13.0 mg de Estreptomicina en un balén aforado de 100 ml,
se aford y agitd de manera manual por 30 segundos, se dej6 en ultrasonido por 10 minutos y
pasado este tiempo se dejé enfriar y se completd el volumen con agua. Se transfirié una
alicuota de 5 ml de esta solucion a un balon de 50 ml, y se llevd a volumen con buffer pH 8 y
se mezcld. Posteriormente se transfirieron alicuotas de 2, 3, 4, 6, 7 y 8 ml a balones
volumétricos de 25 ml, llevando a volumen con buffer pH 8 y homogenizando. En el

siguiente grafico se puede observar esta preparacion de manera méas detallada.



Gréfico 11: Preparacion linealidad del sistema

Agitar Vigorosamente

4
A —— Buffer pH 8
------ ) ! ’
(
10 minutos
Sepesaron 130mgde W 0o g5t de O
Estreptomicina agua :
v
<----- Alicuotas de 2,34,6,7 y
8ml

Buffer pH 8

Fuente: Autor

7.8 Exactitud

7.8.1 Preparacion al 70%:
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Se pesaron 9,1 mg de Estreptomicina en un balén aforado de 100 ml, se aford y agit6

anteriormente.

Gréfico 12: Preparacion exactitud al 70%

Buffer pH 8

O10 minutos
Muestra + 15ml de

agua

Se pesaron 9.1 mg de
Estreptomicina

Fuente: Autor

manual y vigorosamente por 30 segundos y se dejé en ultrasonido por 10 minutos, luego de
esto se enfrid y se completd el volumen con agua. Posteriormente se tomé una alicuota de 5
ml de esta solucion y se agregé a un balon de 50 ml, se llevé a volumen con buffer pH 8 y se

homogenizo. A, continuacion se detalla graficamente el proceso de preparacion mencionado
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7.8.2 Preparacion al 100%

Se pesaron 13,0 mg de Estreptomicina en un bal6n aforado de 100 ml, se aford y
agitd manual y vigorosamente por 30 segundos y se dejo en ultrasonido por 10 minutos.
Posteriormente se dejé enfriar y se complet6 el volumen con agua.

Se transfirid una alicuota de 5 ml de esta solucién a un balén de 50 ml, llevar a
volumen con buffer pH 8 y homogenizar. En el grafico 13 se representa detalladamente esta
preparacion.

Graéfico 13: Preparacion al 100%

?
5mi

| [' l Agitar Vigorosamente

| ——
U > 4
"Q !
(
W . <
O’.C munutos
Muestra + 15ml de

agua

Buffer pH 8

Se pesaron 13,0 mg de
Estreptomicina

Fuente: Autor

7.8.3. Preparacion al 130%

Se pesaron 16.9 mg de Estreptomicina en un balén aforado de 100 ml, se afor6 y
agitd manual y vigorosamente por 30 segundos y se dejé en ultrasonido por 10 minutos.
Posteriormente se dejo enfriar y se completd el volumen con agua. Después de esto se

transfirié una alicuota de 5 ml de esta solucién a un balén de 50 ml, llevar a volumen con
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buffer pH 8 y homogenizar. A continuacion, se puede observar de manera méas detallada el
proceso mencionado anteriormente.

Grafico 14: Preparacion procedimiento al 130%

§ Smi
| Vl | Agitar Vigorosamente
|

."""-‘
(| . 7
o2 ! :

-
10 munutos

Se pesaron 16.9 mg de B

Estreptomicina Bassne s 1 U

Sbot e Do agua

Buffer pH 8

Fuente: Auto

7.9 Precision del sistema

Este pardmetro mide la repetibilidad de los equipos empleados para este analisis, es decir
es la variacion causada por el dispositivo de medicion y este se ve reflejado cuando se usa
muchas veces bajo las mismas condiciones. Este parametro se realizd de la siguiente manera: se
peso con exactitud el equivalente a 10 mg de estandar de Estreptomicina base (aproximadamente
13,16 mg de Estreptomicina sulfato) en un bal6n aforado de 20 ml y se agregaron
aproximadamente 15 ml de agua, luego de esto se agit6 manual y vigorosamente por 30
segundos y se dejo en ultrasonido por 10 minutos, posteriormente se enfrid y se completo el
volumen con agua.

Se transfirié una alicuota de 5 ml de esta solucion a un balén de 50 ml, y se llevo a
volumen con buffer pH 8. Después de esto, se transfirieron alicuotas de 2, 3, 4,5,6,7y8 mla
balones volumétricos de 25 ml, se aforaron con buffer pH 8 y se homogenizaron. Se realizaron

seis lecturas empleando el equipo Scan 4000.
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7.10. Precision del método

En este parametro se evalla la cercania de los datos de la metodologia empleada, en el
cual se realizé la cuantificacion de seis muestras del estandar, bajo las condiciones analiticas
establecidas, en un mismo dia y en un mismo equipo. Se prepar0 el estandar y las muestras como

se indica en la especificidad (numeral 7.4).

7.11. Precision intermedia

Se prepard el estandar y al menos tres soluciones de muestra como se indica en la

especificidad (numeral 7.4).

7.12. Limite de deteccién

En la tabla 8 se muestra el limite de deteccion especificado y el estandar que se utilizo

para este parametro.

Tabla 8. Informacion del limite de deteccion y el estandar utilizado para este parametro.

Limite de Deteccion especificado 0.5 pg/ml
Estandar Estreptomicina
Lote LD-210915-3

Potencia 769 mg/mg

Fuente: Protocolo de validacion de metodologias analiticas. Analisis quimico y microbiol6gico S.A.S.

Se pesaron con exactitud 13.0 mg de Estreptomicina en un balén aforado de 20 ml, se
aford y agitd manual y vigorosamente por 30 segundos, luego se dej6 en ultrasonido por 10
minutos, se enfrio y se completo el volumen con agua. Posteriormente se transfirié una

alicuota de 5 ml de esta solucion a un balén de 50 ml se aford buffer pH 8 y se mezcl6.
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Se transfirié una alicuota de 0.5 ml (concentracion 0,25), 1,5 (concentracion 0,75) y

1,0 ml (concentracién 0,5) a un baldn volumétrico de 100 ml y cada una se llevé a volumen

con buffer pH 8. El siguiente grafico muestra de manera mas detallada el procedimiento para
este pardmetro.

Gréfico 15: Procedimiento limite de deteccion

.
<

Smi
Agitar Vigorosamente PPLLLL
l [' ’ 4 Rt
‘ A — Buffer pH 8
N Y T Fs ,
R
e (
R " J
1 t
Se pesaron 13.0 mg de . O 0 munutos
: Muestra + 15ml de
Estreptomicina

agua v
Alicuotas de 0,5, 1,5, 1,0ml

v

Buffer pH 8
Fuente: Autor

7.13. Limite de cuantificacion

Se peso con exactitud el equivalente a 10 mg de estandar de Estreptomicina base
(aproximadamente 13,16 mg de Estreptomicina sulfato) en un balon aforado de 20 ml, y se

agreg6 aproximadamente 15 ml de agua, agitando manual y vigorosamente por 30 segundos,

luego se dej6 en ultrasonido por 10 minutos, y se completo6 el volumen con agua.

Se transfirio una alicuota de 5 ml de esta solucion a un balén de 50 ml y se aforé con

buffer pH 8. Posteriormente se transfirié una alicuota de 2 ml a un balén volumétrico de 25 ml,
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se llevé a volumen con buffer pH 8. El grafico que se presenta a continuacion, explica de manera

detallada el procedimiento descrito anteriormente.

Gréfico 16: Procedimiento limite de cuantificacion

. 7

5ml
‘ “ , Agitar Vigorosamente
\

" "-,‘
t:—

Rad 00RO s > 4
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W ” J
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Muestra + 15ml de

agua

Buffer pH 8

Se pesaron 13.16mg de
Estreptomicina

2ml
¢

Buffer pH 8

Fuente: Autor

7.14 Andlisis Estadistico

El analisis estadistico de los datos obtenidos se realiza utilizando hojas de célculo
validadas y el programa Validation del Laboratorio de Analisis Quimico y Microbioldgico
S.A.S. esta herramienta nos permite evaluar la variabilidad de los datos y obtener medidas que

respalden la interpretacion de los resultados obtenidos.

En esta metodologia se evaluaron los parametros: Linealidad del método, linealidad del

sistema los cuales se calcularon mediante la ecuacién:

y= inhibicién de halo + log [estreptomicina] + R
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Los demas parametros como linealidad del sistema, selectividad, exactitud, precision,
limite de cuantificacion y limite de cuantificacion se calculan de acuerdo a los datos obtenidos en

la ecuacién mencionada anteriormente, como el intervalo, la pendiente y el R

Adicionalmente los parametros evaluados deben cumplir con los criterios establecidos

por la Farmacopea de los Estados Unidos los cuales se pueden observar en la siguiente tabla:

Tabla 9: Parametros evaluados y su criterio de aceptacion

Parédmetro Criterio de Aceptacion
Linealidad del Sistema R >0,95
Linealidad del Método R >0,95

Especificidad Concentracion [10ug/ml]
Exactitud Desviacion estandar relativa 5%
Precision Desviacion estandar relativa 5%

Limite de Deteccion 90.0% a 110%

Fuente: Autor
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8. Cronograma de Actividades

Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio
Actividad

Preparacion de Medios de Cultivo

Deteccion de microorganismos
patdgenos en materia prima,
productos a granel, aguas y

envases.

Toma de Muestras y Analisis de
Ambientales

Toma de Muestras y Analisis de
Aguas

Toma de Muestras y Analisis de
Manipuladores

Toma de Muestras y Analisis de
Superficies

Anédlisis a productos estériles
.
Revisidn Bibliogréfica

Elaboracién Trabajo de Grado

Entrega de Trabajo de Grado
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9. Resultados y Discusion

De acuerdo con las técnicas establecidas por la Farmacopea de los Estados Unidos y la
Farmacopea Britanica se obtuvieron los siguientes resultados para la validacién de la
metodologia analitica de valoracion microbiologica para la cuantificacion de Estreptomicina en

materia prima:

9.1 Linealidad del sistema

La linealidad del sistema se refiere a la capacidad del sistema para producir respuestas
proporcionales a las concentraciones utilizadas. La linealidad del sistema arrojo resultados de los
datos de halo de inhibicién de los puntos A (40%), B (60%), C (80%), E (120%), F (140%), G

(160%) y el estandar para cada uno de ellos, los cuales se ven reflejados en la siguiente tabla.

Las columnas correspondientes a EST.D significan la Preparacion del punto D de la

curva de Estreptomicina, equivalente al 100%.

Tabla 10. Datos halos de inhibicion (mm) de los puntos EST.A, EST.B, EST.C, EST.E,
EST.F, EST.G los cuales hacen referencia al estandar (Estreptomicina Sulfato) + el punto

correspondiente a la curva de Estreptomicina.

DATOS HALOS DE INHIBICION (mm)
EST.D EST.A EST.D EST.B EST.D EST.C EST.D EST.E EST.D EST.F EST.D EST.G
19,6 16,2 19,0 18,4 18,0 18,1 19,5 19,1 19,6 204 20,3 21,2
19,3 16,3 19,2 18,1 19,0 18,7 19,1 19,0 19,6 20,5 20,7 21,0

20,0 15,9 19,3 17,6 19,0 17,9 18,8 20,5 20,5 20,1 19,0 20,3
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DS

DSR %

Promedio
final

19,1
19,3
19,7
17,3
17,1
17,6
18,5
18,9
19,8
18,85
1,01

5,34

16,5
15,4
15,9
15,9
16,5
157
16,7
16,2
17,1
16,19
0,47
2,89

16,90

20,1
19,8
20,2
20,1
19,9
20,4
19,1
19,1
20,3
19,71
0,53

2,69

100% de la preparacion.

17,8
18,1
18,2
17,3
17,9
18,2
18,2
17,1
18,1
17,92
0,40
2,22

17,77

20,5
20,6
20,5
20,3
19,7
20,9
18,7
18,8
18,5
19,54
0,99

5,05

18,8
19,0
19,0
17,6
18,3
19,3
17,8
18,2
18,4
18,43
0,54
291

18,44

18,9
19,0
19,4
18,8
19,0
18,4
19,0
19,0
18,8
18,98
0,29

1,51

193
193
19,7
20,1
19,6
19,1
19,5
19,8
19,5

19,54
0,44
2,25

20,13

19,8
19,6
20,7
20,1
20,2
20,3
20,7
20,2
20,3
20,13
0,41

2,01

Fuente: Hoja de calculo HCA-033 Anélisis quimico y microbiol6gico S.A.S

Nota: DS: Desviacién estandar, DSR %: porcentaje de desviacion estandar relativa.

asi como la concentracion pg/mg y Log 10 de cada uno de los puntos.

Tabla 11. Datos curva de calibracion para la linealidad del sistema.

DATOS CURVA CALIBRACION

HALO

(mm)
16,90
17,77
18,44
19,56
20,13
19,94

20,38

Hg/mg
3,951

5,926
7,902
9,877
11,853
13,828

15,804

Concentracion

Log 10

0,597
0,773
0,898
0,995
1,074
1,141

1,199

20,9
20,5
20,9
20,8
19,9
20,5
20,1
20,7
20,8
20,51
0,33
1,63

19,94

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de los halos de inhibicion

Fuente: Hoja de calculo HCA-033 Analisis quimico y microbiologico S.A.S

20,1
20,2
19,6
20,8
20,1
20,6
19,7
20,4
20,4
20,16
0,51

2,55

obtenidos del valor promedio final para cada EST.D + el punto de la curva (A, B, C, E, F,y G),

Nota: Los célculos de la tabla se realizaron de acuerdo a lo establecido por la USP <81>. La letra C

sefialada en la tabla hace referencia a la concentracién del punto D de la curva de estreptomicina equivalente al

53

21,3
20,5
20,4
21,3
21,4
21,3
20,5
21,2
21,3
20,98
0,42
2,00

20,38
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El siguiente grafico ilustra los datos obtenidos de la curva de calibracién con su R%

Gréfico 17. Curva de calibracion, linealidad del sistema.

CURVA DE CALIBRACION

HALOS [mm)

LOG 10 DE CONCENTRACION

Fuente: Hoja de calculo HCA-033 Anélisis quimico y microbiologico S.A.S

La curva de calibracién realizada entre el diametro de los halos de inhibicién en la

dependiente (Y) y el logaritmo de la concentracion en la variable independiente (X) es lineal en

el intervalo de concentraciones comprendidas entre 0,5 a 1,2 pg/ml.

Al aplicar la regresion lineal de los datos obtenidos se obtuvo la ecuacion de la recta la
cual se expreso de la siguiente manera y = 6,0978x + 13,2022 arrojando el valor del coeficiente
de correlacion de R? = 0,9646 (Grafico 4).

La regresion lineal es un método estadistico utilizado para modelar la relacion entre una
variable dependiente y una variable independiente, el objetivo que tiene esta regresion lineal es
encontrar la linea recta que se ajuste a los datos observados, de manera que se puede predecir o
simular el comportamiento de la variable dependiente en funcion de una variable independiente.

El coeficiente de correlacion obtenido en el indice estadistico mide la relacion lineal entre
las dos variables cuantitativas las cuales con el Log 10 de concentracion y didmetro. Este mide la

correlacion entre la variable dependiente (diametro del halo) y una variable independiente (Log
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10 de concentracidn). El coeficiente de correlacidon obtenido es muy cercano a 1, existiendo una
correlacion positiva. El indice indica que existe una dependencia total entre las dos variables
denominada relacion directa: cuando el halo tiene mayor didmetro la concentracion del principio
activo es mayor, es decir cuando una de las variables aumenta la otra también lo hace en idéntica

proporcion, es por esto que se puede decir que hay una relacion directamente proporcional.

9.2 Linealidad del método

La linealidad del método es la capacidad del método analitico para proporcionar

respuestas lineales dentro de un rango determinado de concentraciones.

En la tabla 12 se pueden observar los datos obtenidos de los halos de inhibicion de los

puntos A, B, C, D, E, Fy G de la curva de Estreptomicina y el estandar (EST.D).

Tabla 12. Datos de halo de inhibicion, linealidad del método

DATOS HALOS DE INHIBICION (mm)

ESTD STA ESTD STB EST.D STC ESTD STD ESTD STE ESTD STF ESTD STG
196 167 204 193 203 187 208 208 208 213 205 211 207 216
201 161 203 196 207 188 209 188 201 210 201 213 212 221
202 167 209 182 203 181 198 200 198 187 203 202 20,7 225
191 160 202 182 198 191 199 205 204 197 204 200 204 207
187 166 209 191 202 191 206 207 200 189 199 194 200 195
191 160 205 184 199 198 199 195 185 192 199 195 200 202
199 167 206 187 203 198 202 205 198 183 196 203 20,0 208
201 167 202 181 207 191 202 192 196 199 216 210 196 205
204 163 201 189 192 171 200 195 196 206 204 20,7 193 206
203 199 204 191 198 198 183 17,7 199 195 196 202 205 208
199 203 195 191 189 198 185 180 199 202 208 213 203 196
195 193 199 197 185 202 191 188 195 199 203 203 199 207
1974 1728 2033 1887 19,88 1912 19,85 19,50 19,83 19,77 2028 2044 20,22 20,80
054 158 040 055 070 087 08 104 055 092 055 065 052 090
275 915 195 291 350 458 420 534 279 463 272 317 259 431

17,55 18,56 19,25 19,67 19,96 20,18 20,60
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final

Fuente: Hoja de calculo HCA-032 Analisis quimico y microbiologico S.A.S

Nota: DS: Desviacién estandar, DSR %: porcentaje de desviacion estandar relativa.

En la siguiente tabla se reflejan los resultados obtenidos de los halos de inhibicidn
obtenidos del valor promedio final para cada EST.D + el punto de la curva (A, B, C, E, F,y G),
asi como la concentracién pg/mg y Log 10 de cada uno de los puntos.

Tabla 13. Datos curva de calibracion

DATOS CURVA CALIBRACION

HALO Concentracion Log 10
(mm)
17,55 3,999 0,602
18,56 5,998 0,778
19,25 7,998 0,903
c 19,67 9,997 1,000
19,96 11,996 1,079
20,18 13,996 1,146
20,60 15,995 1,204

Fuente: Hoja de calculo HCA-032 Analisis quimico y microbiologico S.A.S
Nota: Los célculos de la tabla se realizaron de acuerdo a lo establecido por la USP <81>. La letra C
sefialada en la tabla hace referencia a la concentracion del punto D de la curva de estreptomicina equivalente al

100% de la preparacion.
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En el siguiente gréafico se ilustra la curva de calibracién para Estreptomicina sulfato.

Grafico 18: Curva de calibracion, linealidad del método

CURVA DE CALIERACION

2o
¥ =4, BT55 + 14,72
A= 0,992

HALOS (mm)

g oz o4 0.8 oA 10 12 1A

LO4G 1w DE CONCENTRACION

Fuente: Hoja de calculo HCA-032 Analisis quimico y microbiologico S.A.S

La curva realizada entre el diametro del halo (mm) en la variable dependiente (YY)
y el logaritmo de la concentracion en la variable independiente (X) arrojé un resultado
lineal en el intervalo de las concentraciones 0,5 a 1,2 pg/ml. Al aplicar la ecuacion de
regresion lineal a los datos obtenidos, la ecuacion de la recta se expresoé de la siguiente
manera: y = 4,8755x +14,72, arrojando como resultado de coeficiente de correlacion un
valor de R? =0,992 (Grafico 5). En esta curva se observa una correlacion positiva lo cual

indica que existe una dependencia entre las dos variables denominada relacion directa.

9.3. Selectividad

Este parametro se refiere a la capacidad de evaluar el analito en presencia de otros

componentes. En las tablas 14, 16, 18 y 20 se pueden observar los porcentajes obtenidos para
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cada muestra y su correspondiente estdndar en relacion a los tratamientos a los que fueron

sometidos como condiciones &cidas, basicas, térmicas y de radiacion UV, respectivamente.

9.3.1 Tratamiento acido

En la tabla 14 se encuentran los datos relacionados con el Estandar, especificamente el
punto D de la curva de estreptomicina. En la cuarta columna de la tabla se presentan los datos
correspondientes a la muestra de tratamiento acido.

Tabla 14. Datos de estandar y muestra tratamiento acido

Estandar (Punto D) trati?;?enr(ljt%rétido Estandar (Punto D) Muestra

20,1 17,0 19,8 19,2

20,5 17,1 19,5 18,0

20,9 20,1 19,9 19,2

21,5 20,4 20,0 19,3

19,3 17,8 20,7 20,3

20,3 18,5 19,9 18,6

18,7 19,1 20,3 19,0

194 19,9 20,1 18,4

20,3 20,3 19,0 18,1

Promedio 20,16 18,91 19,1 18,9

DS 0,88 1,37 0,48 0,72
%DSR 4,38% 7,22% 2,40% 3,79%
%DSR de rechazo 10,0% 10,0% 10,0% 10,0%
Promedio corregido 18,97 19,20

Fuente: Hoja de calculo HCA-029 Analisis quimico y microbiol6gico S.A.S

Nota: DS: Desviacién estandar, DSR %: porcentaje de desviacion estandar relativa.



59

La tabla 14 muestra los datos correspondientes al estandar (M1) y a la muestra (M2). Las
columnas etiquetadas como C (Estandar) y C (Muestra) representan las concentraciones
obtenidas. La columna "pg/ml" se refiere al valor teorico establecido como punto de referencia
para este tratamiento. Este valor se calcula multiplicando la concentracion del estandar (C

estandar) por el factor de dilucion que es 1000 y esto se divide por el peso de la muestra.

La columna "porcentaje” se calcula a partir de los valores de las columnas C (Estandar) o
C (Muestra) y la columna de concentracion (ug/ml). El porcentaje de degradacion es el valor de
la cantidad de sustancia 0 muestra que ha sido degradada o consumida por microorganismos en
comparacion con la cantidad inicial presente en la muestra. Esto implica que se ha evaluado la

degradacion del tratamiento basico en relacion con la concentracion tedrica establecida.

Tabla 15. Datos obtenidos en el tratamiento basico para el estandar (M1) y muestra

(M2).

Log 10c (M1) 0,862

C (Estandar) 7,2859

pg/ml 9,9528
Porcentaje 73,2
Porcentaje de degradacion 26,8
Log 10c (M2) 0,894

C (Muestra) 7,8287

pg/mg 602,2051

Porcentaje 73,2
Porcentaje de degradacion 21,7

Fuente: Hoja de calculo HCA-029 Analisis quimico y microbiologico S.A.S
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9.3.2. Tratamiento bésico
En la tabla 16 se presentan los datos relacionados con el Estandar, en particular, se
hace referencia al punto D de la curva de estreptomicina. Ademas, en la cuarta columna de la
tabla se encuentran registrados los datos correspondientes a la muestra del tratamiento basico.

Tabla 16. Datos obtenidos del tratamiento basico para el estandar y la muestra

Estandar Estandar + Estandar Muestra
(Punto D) tratamiento basico (Punto D)
18,7 18,1 17,1 15,7
18,4 18,3 16,6 16,8
16,8 17,7 16,6 16,8
18,4 18,4 19,0 18,4
19,1 17,2 17,6 16,8
18,2 17,0 16,5 16,9
17,6 18,1 18,1 17,9
18,5 18,4 19,3 19,7
16,6 17,5 18,4 16,4
Promedio 18,03 17,86 17,69 17,27
DS 0,86 0,53 1,07 1,20
%DSR 4,75% 2,95% 6,04% 6,97%
%DSR de rechazo 10,0% 10,0% 10,0% 10,0%
Promedio corregido 18,26 18,02

Fuente: Hoja de calculo HCA-029 Analisis quimico y microbiologico S.A.S

Nota: DS: Desviacion estandar, DSR %: porcentaje de desviacion estandar relativa.

La tabla 17 presenta los datos correspondientes al estandar (M1) y a la muestra (M2). Las
columnas etiquetadas como C (Estandar) y C (Muestra) indican las concentraciones obtenidas en
el estudio. La columna "ug/ml™ hace referencia al valor tedrico establecido como punto de

referencia para este tratamiento en particular. Este valor se calcula multiplicando la
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concentracion del estandar (C estandar) por el factor de dilucion que es 1000 y esto se divide por
el peso de la muestra.

La columna "porcentaje” se calcula utilizando los valores de las columnas C (Estandar) o
C (Muestra) en relacion con la columna de concentracion (ug/ml). Este calculo permite
determinar el porcentaje de la concentracion teorica establecida que se ha alcanzado en el
estandar o la muestra. El porcentaje de degradacion representa el valor obtenido en el ensayo
para el tratamiento basico. Este valor indica la cantidad de degradacién experimentada por la

muestra en relacion con la concentracion tedrica establecida

Tabla 17. Datos estadisticos correspondientes al estandar (M1) y a la muestra (M2)

Log 10c (M1) 0,963
Concentracion (Estandar) 9,1754
pg/ml 9,9528
Porcentaje 92.2
Porcentaje de degradacion 78
Log 10c (M2) 0,924
Concentracion (muestra) 8,3900
Hg/mg 645,3834
Porcentaje 83,9
Porcentaje de degradacion 16,1

Fuente: Hoja de calculo HCA-029 Analisis quimico y microbiol6gico S.A.S

En los medios &cidos y basicos se observd una baja degradacion ya que el porcentaje de
degradacion del principio activo fue de: 26,8 (M1), 21,7 (M2) para el tratamiento &cido y en el

tratamiento basico 7,8 (M1) y 16,1 (M2). De esta manera se puede determinar que el principio
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activo no presenta una alta susceptibilidad a la degradacion en medio acido y basico lo cual no es
un interferente fuerte para tener en cuenta a la hora de su fabricacion, almacenamiento y en la

realizacion de pruebas para anélisis de potencia.

9.3.4 Tratamiento térmico

Los datos obtenidos en este tratamiento se ven reflejados en la tabla 18, los cuales
indican parametros como el promedio, la desviacion estandar, la desviacion estandar relativa,
el porcentaje de rechazo de la desviacion estandar relativa y el promedio corregido.

Tabla 18. Datos obtenidos del tratamiento térmico para el estandar y la muestra

Estandar Esfténdar/+ _ Estandar Muestra
(Punto D) tratamiento térmico (Punto D)
20,5 20,2 20,7 19,3
20,0 19,7 19,2 18,7
19,5 19,9 19,1 19,5
20,7 20,1 21,2 19,6
20,0 19,4 19,4 18,3
19,6 19,6 19,3 18,7
20,5 20,4 17,6 18,3
20,3 19,7 18,4 19,0
20,2 19,2 17,7 18,2
Promedio 20,14 19,80 19,18 18,84
DS 0,41 0,39 1,21 0,53
%DSR 2,03% 1,96% 6,32% 2,83%
%DSR de rechazo 10,0% 10,0% 10,0% 10,0%
Promedio corregido 19,87 19,88

Fuente: Hoja de calculo HCA-029 Analisis quimico y microbiol6gico S.A.S

Nota: DS: Desviacién estandar, DSR %: porcentaje de desviacion estandar relativa.
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A continuacion, se presenta la tabla 19 en la cual se reflejan los datos estadisticos
obtenidos en un tratamiento térmico tanto para el estdndar como para la muestra. En esta tabla, se
incluyen las concentraciones del estdndar y la muestra, asi como la concentracion tedrica
establecida como referencia. Ademas, se muestra el porcentaje de degradacion obtenido en este

tratamiento

Tabla 19. Datos estadisticos del tratamiento térmico para el estandar y la muestra

Log 10c (M1) 0,983
Concentracion (Estandar) 9,6127
pg/mi 9,9528
Porcentaje 96,6
Porcentaje de degradacion 34
Log 10c (M2) 0,984
Concentracion (Muestra) 9,6457
pug/mg 741,9737
Porcentaje 96,5
Porcentaje de degradacion 3,5

Fuente: Hoja de calculo HCA-029 Anélisis quimico y microbiologico S.A.S

Al someter las muestras al tratamiento térmico a 100°C por 3 horas, se observo que el
porcentaje de degradacion fue de 3,4 para la muestra M1y 3.5 para la muestra M2. En el caso
del principio activo Estreptomicina, se puede afirmar que no muestra una alta susceptibilidad a
temperaturas de 100°C, ya que los porcentajes obtenidos no superan el 10%. Sin embargo, es
importante destacar que, si experimenta una pérdida de estabilidad, ya que registra un porcentaje
de degradacion de 3,4 y 3,5%. Estas condiciones pueden tener un efecto perjudicial durante la

fabricacion y el almacenamiento de dicho principio activo.
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Por lo tanto, se recomienda almacenar el principio activo Estreptomicina a temperatura
ambiente, evitando exposiciones prolongadas a temperaturas elevadas. Esto garantizara su

estabilidad y preservara su calidad durante los procesos de fabricacion y almacenamiento.

9.3.5 Tratamiento luz ultra violeta

En la tabla 20 se presentan los resultados obtenidos en el tratamiento de luz
ultravioleta. Ademas, hay tres columnas etiquetadas como "Estandar” que corresponden al
Estandar (punto D de la curva de estreptomicina). Los datos de la cuarta columna de la tabla
corresponden a la muestra sometida al tratamiento UV.

Tabla 20. Datos tratamiento ultra violeta

Estandar Estandar + Estandar Muestra
(Punto D) tratamiento UV (Punto D)
19,5 18,1 22,0 21,5
18,9 18,2 20,7 19,5
18,9 18,8 19,0 20,8
20,8 20,1 20,5 20,4
19,2 19,3 20,3 19,9
19,6 18,4 20,1 19,3
17,2 18,8 20,4 19,5
19,0 18,2 19,2 19,4
18,4 18,2 19,3 19,1
Promedio 19,06 18,68 20,17 19,93
DS 0,97 0,66 0,93 0,80
%DSR 5,08% 3,58% 4,60% 4,04%
%DSR de rechazo 10,0% 10,0% 10,0% 10,0%
Promedio corregido 19,83 19,98

Fuente: Hoja de calculo HCA-029 Analisis quimico y microbiologico S.A.S

Nota: DS: Desviacién estandar, DSR %: porcentaje de desviacion estandar relativa.
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A continuacion, se presenta la tabla 21 la cual contiene los datos estadisticos obtenidos en
un tratamiento de radiacion UV tanto para el estandar como para la muestra. En esta tabla, se
incluyen las concentraciones del estdndar y la muestra, asi como la concentracion tedrica
establecida como referencia. Ademas, se muestra el porcentaje de degradacion obtenido en este

tratamiento

Tabla 21. Porcentajes de degradacién en el tratamiento de radiacién UV

Log 10c (M1) 0,978
Concentracion (estandar) 9,5145
pg/ml 9,9528
Porcentaje 95,6
Porcentaje de degradacion 4,4
Log 10c (M2) 0,998
Concentracion (muestra) 9,9473
pg/mg 759,3365
Porcentaje 98,7
Porcentaje de degradacion 1,3

Fuente: Hoja de calculo HCA-029 Andlisis quimico y microbiologico S.A.S

En el tratamiento fotolitico, se obtuvieron porcentajes de degradacion de 4,4% para la
muestra M1y 1,3% para la muestra M2. Estos resultados indican que el principio activo se ve
afectado de manera relativamente baja al ser sometido a radiacion UV durante un periodo de 4
horas.

La baja degradacion observada en ambos casos sugiere que el principio activo muestra

una cierta resistencia a la radiacién UV, lo que es una caracteristica deseable en términos de
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estabilidad. Sin embargo, es importante tener en cuenta que incluso una degradacion minima

puede tener implicaciones en la eficacia y la vida Util del principio activo.

9.4 Exactitud
9.4.1 Exactitud 70%

La tabla 22 muestra los resultados obtenidos en la exactitud al 70%, los cuales estan
relacionados con el estandar, en particular el punto D de la curva de estreptomicina. En la tabla
se presentan tres columnas denominadas Muestra 1, Muestra 2 y Muestra 3, indicando que el
analisis se llevd a cabo por triplicado para cada muestra, con el objetivo de evaluar la

confiabilidad de los datos.

Tabla 22. Datos obtenidos exactitud al 70%

Estandar Muestra 1 Estandar Muestra 2 Estdndar Muestra 3
16,7 17,0 18,5 18,5 19,6 18,3
17,6 16,1 18,4 16,7 19,9 18,6
17,0 16,5 19,3 18,0 19,1 18,0
18,9 16,1 19,6 17,1 20,2 18,2
17,4 16,1 18,5 19,2 19,6 18,5
17,9 16,9 19,4 17,3 20,0 19,5
19,0 17,4 18,4 17,9 19,6 17,6
18,4 16,0 19,3 17,4 19,5 18,0
18,9 16,8 20,1 16,9 20,1 18,3
Promedio 17,98 16,54 19,06 17,67 19,73 18,33
DS 0,87 0,50 0,62 0,81 0,35 0,53
%DSR 4,82% 3,04% 3,27% 4,59% 1,76% 2,89%
%DSR de 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 10,0%
rechazo
Promedio 18,78 18,82 18,81
corregido

Fuente: Hoja de calculo HCA-030 Analisis quimico y microbiol6gico S.A.S



Nota: DS: Desviacién estandar, DSR %: porcentaje de desviacion estandar relativa.

En la tabla 23 se presentan los datos estadisticos relacionados con el porcentaje de
exactitud al 70%. Esta tabla proporciona informacion sobre la concentracién teérica y la
concentracion recuperada en el analisis, asi como el porcentaje de recuperacion obtenido para
cada muestra. Los datos de concentracion teorica representan los valores esperados o deseados
para cada muestra en el andlisis. La concentracion recuperada se refiere a la cantidad real o
medida de la sustancia obtenida en el andlisis. El porcentaje de recuperacion se calcula
comparando la concentracion recuperada con la concentracién teorica establecida.

Tabla 23. Log 10, Concentracién recuperada, Concentracion tedrica y porcentaje de

recuperacion obtenidos para las muestras M1, M2y M3

Log 10 C (M1) 0,837
Concentracion 6,8742
recuperada pg/mi
Concentracion teorica 6,9979
pg/ml
Porcentaje de 98,23

recuperacion
Log 10 C (M2) 0,843

Concentracion

6,9689
recuperada pg/ml
Concentracion tedrica 6,9971
pg/ml
Porcentaje de 99,60

recuperacion
Log 10 C (M3) 0,842

Concentracion

6,9451
recuperada pg/mi
Concentracion tedrica 6,9971
pg/mi
Porcentaje de 99.26

recuperacion
Fuente: Hoja de célculo HCA-030 Analisis quimico y microbiolégico S.A.S

67
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En la tabla 24 se presentan los datos del promedio obtenidos de la concentracion
tedrica pug/ml de las tres muestras. Ademas, se muestra la desviacion estandar relativa
calculada a partir del valor obtenido del porcentaje de recuperacion de cada muestra. Estos
datos fueron obtenidos de acuerdo a los valores obtenidos en la tabla anterior (tabla 23).

Tabla 24. Datos estadisticos obtenidos de Concentracién tedrica y porcentaje de

recuperacion de las muestras (M1, M2y M3).

Promedio 6,9974 pg/mg
Porcentaje 99,03 %
DRS 0,72 %

Fuente: Hoja de calculo HCA-030 Analisis quimico y microbiologico S.A.S

Nota: DRS: Desviacion estandar relativa

9.4.2 Exactitud al 100%

A continuacion, se muestra la tabla con los resultados obtenidos en la exactitud al
100% relacionados con el estandar (punto D de la curva de estreptomicina). En esta tabla se
presentan tres columnas correspondientes a las muestras 1,2, y 3.

Tabla 25. Datos obtenidos exactitud al 100%

Estandar Muestra 1 Estandar Muestra 2 Estandar Muestra 3
17,4 17,8 17,6 18,1 17,9 18,1
16,4 16,8 17,8 18,4 18,7 18,9
17,9 17,4 18,2 18,5 19,0 18,6
18,4 17,6 18,8 18,1 16,8 17,6
18,0 16,5 18,9 17,3 17,8 18,0
18,5 18,1 19,0 17,4 19,0 16,7
17,8 17,8 18,2 18,7 18,0 17,0

17,0 17,6 17,8 17,0 17,8 16,6



18,2 17,6 17,9
Promedio 17,73 17,47 18,24
DS 0,69 0,51 0,53
%DSR 3,88% 2,91% 2,90%
%DSR de
rechazo 10,0% 10,0% 10,0%
Prome_dlo 19,95
corregido

Fuente: Hoja de calculo HCA-030 Analisis quimico y microbiolégico S.A.S

17,7
17,91
0,59
3,30%

10,0%

19,88

16,8
17,98
0,83
4.59%

10,0%

Nota: DS: Desviacion estandar, DSR %: porcentaje de desviacion estandar relativa.
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17,8
17,70
0,81
4,56%

10,0%

19,93

La siguiente tabla proporciona los resultados de concentracidn tedrica, concentracion

recuperada para cada una de las tres muestras analizadas. Ademas de esto se evidencia el

porcentaje de recuperacion calculado mediante la concentracion recuperada y la

concentracion teodrica establecida.

Tabla 26. Datos obtenidos de exactitud al 70% de las tres muestras analizadas. La tabla

arroja resultados de concentracion tedrica, concentracion recuperada y porcentaje de

degradacion.

Log 10 C (M1)

Concentracion recuperada
pg/ml
Concentracion teorica
pg/ml
Porcentaje de
recuperacion
Log 10 C (M2)

Concentracion recuperada
pg/mi
Concentracion tedrica
pg/mi
Porcentaje de
recuperacion
Log 10 C (M3)

Concentracion recuperada
pg/ml
Concentracion tedrica
pg/mi

0,993
9,8457

10,0739
97,73

0,984
9,6457

10,0739
95,75

0,992
9,8121

9,9970



70

Porcentaje de 98,15
recuperacion
Fuente: Hoja de calculo HCA-030 Analisis quimico y microbiol6gico S.A.S

A continuacion, se pueden observar los datos estadisticos obtenidos a partir de la tabla
anterior (26). Donde se puede observar el promedio, el porcentaje y la desviacién estandar

(DSR).

Tabla 27. Datos estadisticos obtenidos a partir de la concentracion tedrica y porcentaje

de recuperacion de las 3 muestras (M1, M2y M3).

Promedio 10,0483 pg/mg
Porcentaje 97,21 %
DRS 1,32 %

Fuente: Hoja de calculo HCA-030 Analisis quimico y microbiol6gico S.A.S

Nota: DRS: Desviacion estandar relativa

9.4.3. Exactitud al 130%
A continuacion, se pueden observar los datos estadisticos obtenidos en la exactitud al
130% para las muestras (M1, M2 y M3). Ademas de esto las columnas denominadas “estandar”

hacen referencia al punto D de la curva de estreptomicina

Tabla 28. Datos obtenidos de exactitud al 100%

Estandar Muestra 1 Estandar Muestra 2 Estandar Muestra 3
17,6 17,2 17,4 17,9 17,4 19,3
15,6 17,4 17,8 18,8 19,3 19,6
18,1 17,8 17,3 18,2 18,3 18,6

16,2 17,3 17,6 18,5 17,9 18,9
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17,1 17,8 18,1 18,2 18,9 19,0

17,6 17,2 18,7 18,0 18,9 18,4

16,7 16,8 18,2 18,1 16,6 17,7

16,1 17,1 17,2 18,2 17,8 18,7

16,4 17,1 18,3 18,4 18,3 18,2

Promedio 16,82 17,30 17,84 18,26 18,16 18,71

DS 0,83 0,33 0,51 0,27 0,84 0,58
%DSR 4,94% 1,90% 2,87% 1,50% 4,63% 3,08%
%DSR de rechazo 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 10,0%
Promedio corregido 20,69 20,62 20,77

Fuente: Hoja de calculo HCA-030 Anélisis quimico y microbiolégico S.A.S

Nota: DS: Desviacion estandar, DSR %: porcentaje de desviacion estandar relativa.

En la siguiente tabla se ven reflejados los resultados obtenidos de la concentracion
tedrica, concentracion recuperada para cada una de las tres muestras analizadas. Ademas de
esto se puede observar el porcentaje de recuperacion calculado mediante la concentracion
recuperada y la concentracion tedrica establecida.

Tabla 29. Datos obtenidos a partir de concentracion tedrica y porcentaje de

recuperacion de las muestras (M1, M2 y M3).

Log 10 C (M1) 1,093
Concentracion recuperada 12,3825
pg/ml
Concentracion tedrica 12,9990
pg/mi
Porcentaje de recuperacion 95,26
Log 10 C (M2) 1,084
Concentracion recuperada 12,1309
pg/ml
Concentracion tedrica 12,9961

pa/mi
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Porcentaje de recuperacion 93,34
Log 10 C (M3) 1,103
Concentracion recuperada 12,6826
pg/ml
Concentracion tedrica 12,9961
pg/mi
Porcentaje de recuperacion 97,59

Fuente: Hoja de calculo HCA-030 Analisis quimico y microbiol6gico S.A.S

A continuacion, se presentan los datos estadisticos obtenidos a partir de la tabla anterior

(28). Estos datos incluyen el promedio, el porcentaje y la desviacion estandar (DSR).

Tabla 30. Datos estadisticos obtenidos de concentracién tedrica, porcentaje de

recuperacion de las muestras (M1, M2 y M3y desviacion estandar relativa.

Promedio 12,9971
Hg/mg

Porcentaje 95,40%
DRS 2,23%

Fuente: Hoja de calculo HCA-030 Analisis quimico y microbiol6gico S.A.S

Nota: DRS: Desviacion estandar relativa

La desviacion estandar relativa es una medida estadistica que se utiliza para medir la
dispersion de un conjunto de datos en relacion con su media. En este estudio, se utilizo la
desviacidn estandar relativa para determinar la homogeneidad de los datos.

Los resultados obtenidos mostraron que existen diferencias significativas entre los tres
tratamientos evaluados en términos de dispersion. La menor desviacion estandar relativa se
observo en el tratamiento de exactitud al 70%, con un valor de 0,72%. Esto indica que, los datos

de este tratamiento estdn mas cerca de la media y, por lo tanto, son mas homogéneos.
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Por otro lado, el tratamiento de exactitud al 130% mostrd la mayor desviacion estandar
relativa, con un valor de 2,23% indicando una mayor dispersion de datos con respecto a la
media, lo que sugiere una mayor variabilidad en los datos obtenidos.

La exactitud es una medida de la capacidad que tiene un método para obtener mediciones
que se acerquen al valor verdadero. En este trabajo, se analizaron tres concentraciones diferentes
del analito con el objetivo de observar su porcentaje de recuperacion en cada una de ellas.

Para evaluar la exactitud, la Farmacopea de los Estados Unidos en su capitulo 81 establece un
rango deseado de porcentaje de recuperacion esperado entre el 95% y el 105%. Este rango se
considera aceptable ya que se espera que las mediciones se acerquen al valor verdadero dentro de
este margen.

Al analizar los resultados obtenidos para los tres tratamientos se encontré que, todos ellos
se encuentran dentro del rango establecido. Ninguno de ellos supera el 105% ni esta por debajo
del 95% en ninguna de las concentraciones evaluadas. Esto indica que la exactitud del método
cumple con los parametros establecidos ya que las mediciones generadas se acercan al valor
verdadero dentro del rango establecido. Esto demuestra que, el método utilizado es capaz de

generar mediciones precisas y confiables del analito en las diferentes concentraciones evaluadas.

9.5. Precision del método

En la tabla 31 se presentan los datos de las muestras (M1, M2, M3, M4, M5 y M6). Las
columnas etiquetadas como “estandar” hacen referencia al punto D de la curva de
estreptomicina, que se utiliza como referencia en el analisis. Ademas de las columnas, la tabla
incluye filas que contienen informacion del promedio, desviacion estandar, porcentaje de

desviacion relativa, porcentaje de rechazo de desviacion relativa y promedio corregido.

Tabla 31. Datos de las muestras (M1, M2, M3, M4, M5y M6) en precision del método
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Estdndar | Muestral | Estdndar | Muestra2 | Estdndar = Muestra3 | Estandar | Muestra4 | Estandar | Muestra5 | Estdndar | Muestra 6
20,3 204 20,8 20,1 19,1 18,5 19,6 19,6 19,3 19,3 18,8 17,4
19,5 18,1 20,3 19,1 17,5 17,3 19,3 18,7 19,5 18,5 18,4 17,9
19,8 20,2 19,0 19,4 18,3 18,7 17,8 18,7 18,2 18,7 17,8 18,3
19,2 19,5 18,6 19,6 17,3 17,8 18,7 19,4 18,1 18,2 18,7 19,5
19,8 19,5 18,2 17,9 16,9 16,8 19,1 18,9 18,2 17,9 17,7 17,7
19,2 19,6 18,2 18,6 18,2 17,8 18,8 19,0 18,1 18,3 17,0 17,2
19,8 19,8 18,9 18,5 16,1 16,1 19,7 19,0 17,9 18,8 16,8 17,0
19,5 19,2 18,4 18,0 17,8 17,0 19,3 18,6 19,6 18,6 19,0 18,5
19,6 19,5 17,1 18,2 17,3 17,7 19,2 18,9 17,9 17,7 17,9 18,3
Promedio 19,63 19,53 18,83 18,82 17,61 17,52 19,06 18,98 18,53 18,44 18,01 17,98
DS 0,34 0,66 1,12 0,77 0,87 0,82 0,57 0,33 0,71 0,49 0,78 0,77
%DSR 1,75 3,36 5,97 4,08 4,95 4,69 3,00 1,74 384 2,63 4,33 4,30
%DSR de rechazo 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Prom. corregido 20,11 20,20 20,12 20,13 20,12 20,18

Fuente: Hoja de calculo HCA-034 Anélisis quimico y microbiolégico S.A.S

Nota: DS: Desviacion estandar, DSR %: porcentaje de desviacion estandar relativa.

A continuacion, se puede observar en la tabla 32 los datos estadisticos de las muestras
(M1, M2, M3, M4, M5 y M6). Esta tabla incluye informacion de la concentracion de las 6

muestras, asi como la concentracion teorica y el porcentaje.

Tabla 32. Log C, concentracion, concentracion en pg/mg y porcentaje de las muestras

M1, M2y M3
Log 10 C (M1) 1,016
Concentracion (M1) 10,364
pg/mg 797,249
Porcentaje 103,7
Log 10 C (M2) 1,027

Concentracion (M2) 10,652
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pg/mg 819,373
Porcentaje 106,6
Log 10 C (M3) 1,017
Concentracion (M3) 10,400
pg/mg 799,981
Porcentaje 104,0
Log 10 C (M4) 1,019
Concentracion (M4) 10,435
pg/mg 802,723
Porcentaje 104,4
Log 10 C (M5) 1,0170
Concentracion (M5) 10,400
pg/mg 799,981
Porcentaje 104,0
Log 10 C (M6) 1,024
Concentracion (M6) 10,579
pg/mg 813,785
Porcentaje 105,8

Fuente: Hoja de calculo HCA-034 Analisis quimico y microbiologico S.A.S

En la tabla siguiente se contemplan los datos promedio y porcentaje que son obtenidos de
pg/mg de las seis muestras. EI promedio se calcula utilizando las concentraciones pg/mg de la
tabla anterior (32). El promedio se obtiene a partir del porcentaje representado en la tabla
anterior que indica el grado de cumplimiento o desviacion de las concentraciones de las

muestras.

Tabla 33. Promedio y porcentaje obtenidos de pg/mg

Promedio 805,515
Hg/mg
Porcentaje 104,7 %

Fuente: Hoja de calculo HCA-034 Analisis quimico y microbiol6gico S.A.S
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9.6. Precision intermedia

9.6.1 Precision intermedia dia 1

En la siguiente tabla se presentan los resultados obtenidos para el parametro en cuestion,
el cual se ha realizado por triplicado. La tabla consta de tres columnas denominadas Muestra 1,
Muestra 2 y Muestra 3. También se incluyen tres columnas denominadas estandar, que hacen
referencia al estandar de referencia utilizado en el analisis. Ademas de estas columnas la tabla
contiene informacion estadistica derivada de los resultados obtenidos de las tres muestras y el
estandar. Estos datos son: el promedio, desviacion estandar, porcentaje de desviacion relativa y

porcentaje de desviacion relativa de rechazo.

Tabla 34. Precisién intermedia dia 1.

Estandar Muestra 1 Estandar Muestra 2 Estandar Muestra 3
20,3 20,4 20,8 20,1 19,1 18,5
19,5 18,1 20,3 19,1 17,5 17,3
19,8 20,2 19,0 194 18,3 18,7
19,2 19,5 18,6 19,6 17,3 17,8
19,8 19,5 18,2 17,9 16,9 16,8
19,2 19,6 18,2 18,6 18,2 17,8
19,8 19,8 18,9 18,5 16,1 16,1
19,5 19,2 18,4 18,0 17,8 17,0
19,6 19,5 171 18,2 17,3 17,7
Promedio 19,63 19,53 18,83 18,82 17,61 17,52
DS 0,34 0,66 1,12 0,77 0,87 0,82
%DSR 1,75% 3,36% 5,97% 4,08% 4,95% 4,69%
%DSR de rechazo 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 10,0%

Promedio corregido 20,11 20,20 20,12
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Fuente: Hoja de célculo HCA-036 Analisis quimico y microbiolégico S.A.S

Nota: DS: Desviacién estandar, DSR %: porcentaje de desviacion estandar relativa.

En la siguiente tabla se ven reflejados los resultados obtenidos de la concentracion,

concentracion pg/mg y el porcentaje para cada una de las tres muestras analizadas.

Tabla 35. Datos estadisticos Log 10, concentracion, concentracion pg/mg y porcentaje
de cada muestra

Log 10 C (M1) 1,016

Concentracion (M1) 10,36
pag/mg 797,249

Porcentaje 103,7

Log 10 C (M2) 1,027

Concentracion (M2) 10,65
pg/mg 819,373

Porcentaje 106,6

Log 10 C (M3) 1,017

Concentracion (M3) 10,40
pg/mg 799,981

Porcentaje 104,0

Fuente: Hoja de calculo HCA-036 Analisis quimico y microbiologico S.A.S

La siguiente tabla proporciona informacion adicional del promedio y el porcentaje

obtenidos a partir de las concentraciones en pg/mg y el promedio de la tabla anterior.

Tabla 36. Promedio y porcentaje de las muestras M1, M2 y M3

Promedio 805,534 pg/mg
Porcentaje 104,8%
Fuente: Hoja de calculo HCA-036 Analisis quimico y microbiologico S.A.S
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9.6.2 Precision intermedia dia 2

En la siguiente tabla se presentan los resultados de un parametro que fue evaluado por
triplicado. La tabla consta de tres columnas denominadas Muestra 1, Muestra 2 y Muestra 3, que
representan las tres muestras. Adema, se incluyen tres columnas denominadas “estandar” que
hacen referencia al punto D de la curva de estreptomicina utilizado como estandar de referencia

en el andlisis.

Tabla 37. Precision intermedia dia 2

Estandar Muestra 1 Estandar Muestra 2 Estandar Muestra 3

15,7 16,7 17,3 17,3 15,0 15,6

17,3 16,7 17,7 18,2 16,1 17,3

15,9 15,3 17,4 17,7 16,7 15,9

17,7 16,9 16,9 17,9 16,8 17,4

16,1 16,8 17,3 17,2 18,1 17,8

16,7 17,1 17,7 17,4 17,8 17,6

16,3 17,6 16,7 16,3 16,1 16,6

17,7 18,1 16,1 16,7 16,0 15,6

17,3 17,6 16,2 16,1 16,1 16,8

Promedio 16,74 16,98 17,03 17,20 16,52 16,73

DS 0,78 0,79 0,60 0,71 0,96 0,86

%DSR 4,66% 4,68% 3,51% 4,14% 5,80% 5,15%

YDSR de 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 10,0%
rechazo

ngggﬁ;g 18,67 18,61 18,65

Fuente: Hoja de calculo HCA-036 Analisis quimico y microbiologico S.A.S

Nota: DS: Desviacion estandar, DSR %: porcentaje de desviacion estandar relativa.
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En la siguiente tabla se ven reflejados los resultados obtenidos de la concentracion,

concentracion pg/mg y el porcentaje para cada una de las tres muestras analizadas.

Tabla 38. Datos estadisticos Log 10C, concentracion pg/mg y porcentaje de cada una de

las tres muestras.

Log 10 C (M1)
Concentracion (M1)

Hg/mg
Porcentaje

Log 10 C (M2)
Concentracion (M2)

Hg/mg
Porcentaje
Log 10 C (M3)
Concentracion (M3)
Hg/mg

Porcentaje

1,028

10,67

820,441
106,7
1,017

10,41
800,659
104.1
1,024
10,58
813,793
105,8

Fuente: Hoja de calculo HCA-036 Andlisis quimico y microbioldgico S.A.S

A continuacion, se puede observar los datos de promedio y porcentaje que son obtenidos

de pg/mg de las tres muestras y del promedio reflejados en la tabla anterior

Tabla 39. Promedio y porcentaje obtenido de las muestras M1, M2y M3

Promedio
Porcentaje

811,631pg/mg
105,5%

Fuente: Hoja de calculo HCA-036 Analisis quimico y microbiologico S.A.S

La precisién obtenida en este estudio hace referencia al grado de dispersion entre los

datos de las mediciones de los halos de inhibicion. Para evaluar esta precision se utilizé el

concepto de repetibilidad, que es la capacidad de obtener resultados consistentes bajo las mismas

condiciones de operacion en diferentes dias por el mismo analista, utilizando la misma muestra

homogénea.
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La desviacion estandar obtenida en cada una de las muestras indica el grado de dispersion
de los datos con respecto al valor promedio. Valores grandes de desviacion estandar indican que
los puntos de datos estan alejados de la media, mientras que valores pequefios de desviacion
estandar indican que los datos estan agrupados mas cerca de la media.

En este trabajo, los promedios de las mediciones realizadas por el mismo analista en los
dos dias evaluados no mostraron diferencias significativas. esto demuestra una buena
repetibilidad del método, lo cual implica que se obtienen resultados consistentes bajos las
mismas condiciones. Ademas, se evalud la desviacion estandar relativa entre los seis datos
obtenidos. Esta medida se utiliza para comparar la dispersion de los datos con respecto al
promedio. En este caso, los valores de la desviacion estandar relativa cumplieron con el criterio
de aceptacion establecido, ya que no superan el 10%. Esto indica que la dispersion de los datos
en relacion con la media es aceptable y que la precision de el método se encuentra dentro de los

parametros aceptados.

9.7 Limite de cuantificacion

En el limite de cuantificacion se analizaron 3 muestras y el estandar de referencia el
punto D de la curva de estreptomicina cuyos resultados se muestran en la tabla 40.
Tabla 40. Datos obtenidos limite de cuantificacion de las tres muestras y el estandar

ESTANDAR MUESTRA1 ESTANDAR MUESTRA2 ESTANDAR MUESTRA3

16,5 13,3 17,1 15,0 17,9 14,4
17,1 13,7 16,8 15,5 18,0 15,4
15,8 12,7 17,1 15,2 17,9 15,0
15,7 13,3 17,9 15,8 17,4 15,6
16,7 14,4 18,8 14,4 19,0 15,5

15,6 14,2 17,0 15,3 18,1 13,9



Promedio
DS
%DSR
%DSR de rechazo

Promedio corregido

16,5 14,4
16,9 14,2
16,7 14,4
16,39 13,84
0,55 0,62
3,36% 4,50%
10,0% 10,0%
15,89

17,6
18,9
17,0
17,58
0,80
4,53%

10,0%

15,3
15,3
13,9
15,08
0,58
3,86%
10,0%

15,94

18,0
18,4
18,4
18,12
044
2,45%

10,0%

Fuente: Hoja de calculo HCA-030 Anélisis quimico y microbiolégico S.A.S

Nota: DS: Desviacion estandar, DSR %: porcentaje de desviacion estandar relativa.
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16,8
17,1
16,7
15,60

1,10
7,04%
10,0%

15,92

En la siguiente tabla se pueden observar los datos estadisticos obtenidos de acuerdo a las

muestras M1, M2 y M3 del limite de cuantificacion. La tabla muestra los datos de promedio y

porcentaje obtenidos a partir de pg/mg de las tres muestras analizadas, asi como del promedio

general. Estos datos resumen la informacion relevante y brindan una vision mas general de los

resultados del analisis.

Tabla 41. Datos estadisticos limite de cuantificacion

Log 10 C (M1)

Concentracion recuperada
pg/ml
Concentracion tedrica pg/ml

Porcentaje de recuperacion
Log 10 C (M2)

Concentracion recuperada
pg/mi
Concentracion teérica pg/ml

Porcentaje de recuperacion
Log 10 C (M3)

Concentracion recuperada
pg/mi

0,586

3,8578

4,0296
95,74
0,593
3,9211
3,9988
98,06
0,590
3,8893
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Concentracion teorica pg/ml 4,0296

Porcentaje de recuperacion 96,52

Fuente: Hoja de calculo HCA-030 Anélisis quimico y microbioldgico S.A.S

En la siguiente tabla se pueden apreciar los datos estadisticos obtenidos de la C. teéricay

porcentaje de recuperacion de las muestras (M1, M2 y M3).

En la siguiente tabla se presentan los datos del promedio, el porcentaje y el porcentaje de
desviacion estandar relativa, obtenidos a partir de las concentraciones teoricas y del porcentaje

de recuperacion de cada una de las tres muestras analizadas en la tabla anterior.

Tabla 42. Datos obtenidos a partir de concentracion tedrica y porcentaje de
recuperacion de las muestras (M1, M2y M3).

Promedio 4,0193ug/mg

Porcentaje 96,77 %
DRS 1,22 %
Fuente: Hoja de calculo HCA-030 Analisis quimico y microbiologico S.A.S

Nota: DSR %: porcentaje de desviacién estandar relativa.

La concentracién minima de Estreptomicina que se pudo determinar con exactitud y
precision aceptables en las condiciones experimentales indicadas es de 0,2 pg/ml. Los datos
obtenidos del andlisis estadistico se presentan en la tabla 42

En la tabla 42 se observa la desviacion estandar relativa para cada una de las muestras
analizadas. Se establecid un criterio de aceptacion en el cual las desviaciones estandar relativas
deben estar por debajo del 10%. En este caso, se cumple con dicho criterio ya que los valores de
desviacion estandar relativa estan por debajo de ese umbral.

Ademas, se establecid un intervalo de recuperacion aceptable entre el 90 y el 110%. Esto

significa que los valores obtenidos deben estar por encima del 90% y no deben exceder el 110%
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del valor esperado. En este caso, los valores obtenidos cumplen con este criterio ya que no estan

por debajo del 90% ni superan el 110%.

9.8 Limite de deteccidn

En el analisis del limite de deteccidn se utilizaron 3 muestras para evaluar las
concentraciones minimas detectables. La muestra 1 tenia una concentracion de 0,25 pg/ml, la
muestra 2 tenia una concentracion de 0,75 pg/ml y la muestra 3 tenia una concentracion de 0,5
pg/ml. Ademas, se incluyeron datos del estandar representado en 3 columnas, el cual
corresponde al punto D de la curva de estreptomicina.

Tabla 43. Datos obtenidos limite de deteccion

ESTANDAR MUESTRA1 ESTANDAR MUESTRA2 ESTANDAR MUESTRA3

18,2 9,8 16,3 8,2 17,6 0,0

17,9 9,6 16,2 8,0 17,7 0,0

17,6 9,9 16,2 8,7 17,6 0,0

17,1 10,2 18,4 8,5 16,8 0,0

17,9 9,4 18,2 8,4 17,7 0,0

17,5 9,5 18,2 8,9 17,5 0,0

17,5 10,0 17,7 9,1 18,0 0,0

17,6 10,3 18,5 9,0 18,2 0,0

17,2 10,3 18,2 9,2 17,5 0,0

Promedio 17,61 9,89 17,54 8,67 17,62 0,00

DS 0,35 0,34 1,01 0,42 0,39 0,00
%DSR 1,98% 3,45% 5,74% 4,83% 2,19% 0,00%
%DSR de rechazo 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 10,0%

Promedio corregido 10,72 9,56 0,82

Fuente: Hoja de calculo HCA-031 Analisis quimico y microbioldgico S.A.S

Nota: DS: Desviacion estandar, DSR %: porcentaje de desviacion estandar relativa.
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En la siguiente tabla se ilustran los datos obtenidos de las tres muestras del limite de
deteccion. La tabla muestra los datos de promedio y porcentaje obtenidos a partir de pg/mg de

las tres muestras analizadas, asi como del promedio general.

Tabla 44. Datos estadisticos limite de deteccion

Log 10 C (M1) -0,253
Concentracion recuperada pg/ml 0,580
Concentracion teorica pg/ml 0,735
Porcentaje de recuperacion 78,84
Log 10 C (M2) -0,421
Concentracion recuperada pg/mi 0,380
Concentracion tedrica pg/mi 0,490
Porcentaje de recuperacion 77,46
Log 10 C (M3) -1,811
Concentracion recuperada pg/ml 0,015
Concentracion tedrica pg/ml 0,245
Porcentaje de recuperacion 6,31

Fuente: Hoja de calculo HCA-031 Anélisis quimico y microbioldgico S.A.S

A través del andlisis cualitativo, se realiz6 la determinacion del limite de deteccién en la
muestra M3 a una concentracion de 0,5 pg/ml de Estreptomicina. En esta concentracién, no se
observo la formacion de un halo, lo cual indica que la presencia de Estreptomicina no pudo ser
detectada en estas condiciones experimentales.

El limite de deteccidn se define como la cantidad minima de Estreptomicina en una

muestra que puede ser detectada, aunque no necesariamente cuantificada, en las condiciones
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experimentales especificas. En este caso, se establecio que el limite de deteccion fue de 0,5
pa/ml.

La concentracién de 0,5 pug/ml representa el nivel méas bajo de concentracién de
Estreptomicina que pudo ser identificado como estadisticamente diferente del blanco del analito.
Esto implica que el método utilizado es capaz de detectar cantidades minimas de Estreptomicina

en una muestra, siempre y cuando estén por encima de la concentracion 0,5 pg/ml.
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10. Conclusiones

e En conclusidn, el presente trabajo ha logrado alcanzar con éxito su
objetivo general. El objetivo planteado inicialmente consistia en validar la
metodologia analitica de valoracion microbiol6gica para cuantificar Estreptomicina
en materia prima. A lo largo de este estudio, esta metodologia demuestro ser precisa y
confiable en el analisis de estreptomicina. Se ha observado una concordancia entre los
resultados de las pruebas realizadas en el laboratorio, lo que indica que el método es
consistente y confiable, brindando mediciones precisas y reproducibles de la
concentracion de Estreptomicina.

o Este trabajo también cumple satisfactoriamente con los objetivos
especificos planteados, ya que los resultados obtenidos demuestran que el método
analitico utilizado para la cuantificacion de Estreptomicina presenta una adecuada
linealidad, precision y exactitud. Esto demuestra que el método es capaz de proporcionar
los resultados precisos y confiables en la deteccion y cuantificacion de este principio
activo. En conjunto, los parametros mencionados anteriormente son satisfactorios ya que
respaldan la idoneidad y confiabilidad del método analitico para su uso en aplicaciones
de deteccion y cuantificacion de Estreptomicina en materia prima.

o Se comprobd que tanto la linealidad del sistema como la del método
exhiben un elevado valor del coeficiente de correlacion alcanzado, el cual se acercaa 1.
La linealidad del sistema y la del método son un aspecto crucial en los analisis
cuantitativos, ya que aseguran la proporcionalidad entre la sefial medida y la

concentracion del analito. La alta linealidad obtenida en este trabajo proporciona
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confianza en la precision y exactitud de los resultados analiticos obtenidos en este rango

de concentraciones.

o Los tratamientos evaluados para la selectividad son fundamentales en el
método analitico de cuantificacion de Estreptomicina. Es necesario tener en cuenta
soluciones &cidas, basicas, tratamientos térmicos y radiacion UV, ya que estos pueden
actuar como interferentes durante la cuantificacion de este principio activo. La seleccién
adecuada de los tratamientos garantiza la precision y exactitud de los resultados
analiticos, evitando posibles errores o sesgos en la medicién de la concentracion de

Estreptomicina.

o Se ha determinado que la exactitud el método analitico utilizado cumple
con los pardmetros y criterios de aceptacion establecidos. Esto se traduce en que los
resultados de las pruebas obtenidos a través del procedimiento especificado, bajo las

condiciones descritas, exhiben una cercania al valor verdadero.
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11. Recomendaciones

La validacion de un método microbiol6gico es un paso crucial para asegurar su
confiabilidad y precisién. A continuacién, se presentan algunas recomendaciones para
llevar a cabo la validacion de un método microbioldgico.
Se recomienda determinar las concentraciones adecuadas para el parametro limite de
deteccion, para esto se debe realizar un analisis de la sensibilidad de la metodologia
analitica, esto implica realizar pruebas con diferentes concentraciones conocidas de la
muestra y el estandar y evaluar la capacidad del método para detectar y cuantificar estas
concentraciones.
Al evaluar la exactitud se debe considerar la preparacion del estandar de referencia y de
la muestra, con el fin de asegurar que los diametros de los halos de inhibicion estén

proporcionales a la concentracion establecida, ya sea al 70%, al 100% o al 130%.
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