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NUEVAS CONSIDERACIONES GENERALES

La Farmacopea es el texto oficial que codifica
los principios activos, excipientes y productos
farmacéuticos y contiene las especificaciones que
éstos deben cumplir para demostrar su calidad y
resguardar la salud de la poblacion.

Generalidades

Estas consideraciones generales se aplicaran a
las monografias, capitulos generales u otros textos
incluidos en esta Farmacopea.

La expresion “Oficial” significa “de la
Farmacopea Argentina” y se refiere a cualquier
titulo, sustancia, preparacion o ensayo incluido en
las monografias y capitulos.

Las iniciales FA, acompafiando al nombre
oficial en el rétulo de un producto, indica que el
mismo cumple con las especificaciones de la
Farmacopea Argentina, aunque esto no constituye
una certificacion por parte de la misma.

El uso del titulo de una monografia supone que
la sustancia, preparacién o producto asi designado
se ajusta a las especificaciones de la monografia
correspondiente. Tales referencias en los textos de
la Farmacopea se indican mediante el titulo de la
monografia en letra cursiva.

Tanto las monografias como los capitulos
generales pueden contener excepciones a estas
Consideraciones Generales, las mismas seran
seflaladas  explicitamente, al igual que el
procedimiento a seguir en cada caso. Para destacar
la existencia de excepciones, se agregara la
expresion: “A menos que se especifique de otro
modo”. Asimismo, en caso de ausencia de una
excepcion explicita, las expresiones deberan
interpretarse como se indica en este documento.

Los ensayos y valoraciones descriptos son los
métodos oficiales sobre los cuales se fundamentan
las especificaciones de la Farmacopea.

Para evitar repetir instrucciones comunes a un
ensayo determinado, en las monografias, se
establecen los requisitos en forma abreviada,
indicando el nombre del capitulo correspondiente
con un numero de orden asignado entre los
simbolos <y>, como por ej. </00>. Cromatografia,
que luego es apropiadamente desarrollado en la
seccidn Métodos Generales de Andlisis.

Todas las declaraciones contenidas en las
monografias, con las excepciones dadas mas
adelante, constituyen normas para las sustancias
oficiales. Una sustancia es de calidad Farmacopea

Argentina cuando cumple con todos los requisitos
establecidos en la monografia respectiva.

Los ensayos elegidos se han ideado para
detectar o determinar las impurezas mas
significativas y para fijar el contenido limite de
aquellas.

Definiciones

Medicamento: toda preparacion o producto
farmacéutico empleado para la prevencion,
diagndstico y/o tratamiento de una enfermedad o
estado patoldgico, o para modificar sistemas
fisiologicos en beneficio de la persona a quien se le
administra.

Principio activo o droga farmacéutica: toda
sustancia quimica o mezcla de sustancias
relacionadas, de origen natural o sintético, que
poseyendo un efecto farmacologico especifico, se
emplea en medicina humana.

Especialidad medicinal o farmacéutica: todo
medicamento, designado por un nombre
convencional, sea o no una marca de fabrica o
comercial, o por el nombre genérico que
corresponda a su composiciéon y contenido,
preparado y envasado uniformemente para su
distribucion 'y  expendio, de composicién
cuantitativa definida declarada y verificable, de
forma farmacéutica estable y accion terapéutica
comprobable.

Nombre genérico: denominacion de un principio
activo o droga farmacéutica o, cuando corresponda,
de una asociacidn o combinacién de principios
activos a dosis fijas, adoptada por la Autoridad
Sanitaria Nacional o, en su defecto, la
denominacién comun internacional de un principio
activo recomendada por la Organizacion Mundial
de la Salud.

Excipiente: es toda sustancia de origen natural o
sintética presente en una preparacion farmacéutica
incorporada sin proposito terapéutico.

Producto farmacéutico: es un preparado que
contiene uno o0 varios principios activos y
excipientes, formulados bajo una determinada
forma farmacdutica. Suele emplearse “preparacion
farmacéutica” como sin6nimo de “producto
farmacéutico”, para referirse tanto al producto a
granel como al producto terminado.

Forma  Farmacéutica: Es el producto
proveniente de la transformacién de un principio
activo o de una asociacion de los mismos mediante
procedimientos  farmacotécnicos, a fin de
conferirles caracteristicas fisicas y morfoldgicas
particulares para su adecuada dosificacién y



conservacion, y que faciliten su administracién y
accion farmacoldgica.

Interpretacion de los requisitos

Las normas farmacopeicas definen las
caracteristicas de un producto y establecen los
ensayos que permiten demostrar que el mismo
satisface los requisitos elementales de calidad,
exigidos por la Autoridad Sanitaria.

Estas normas se aplican en cualquier momento
de la vida util del producto, desde la elaboracion
hasta su fecha de vencimiento.

No debe entenderse que el cumplimiento de las
especificaciones establecidas en la monografia a
muestras de un lote de producciéon asegure el
cumplimiento de las normas farmacopeicas de todos
los componentes del lote.

Los datos obtenidos a partir de estudios de
validacion del proceso de fabricacion y de controles
efectuados durante el proceso pueden dar mayores
garantias del cumplimiento de los requisitos de una
monografia en particular, que la informacion
obtenida a partir del examen de un ntmero
determinado de unidades de ese lote.

Las tolerancias y limites expresados en las
definiciones de las monografias son para compensar
las variaciones inevitables durante la preparacion
del producto y el deterioro normal que se produce
durante la vida util del mismo.

Cuando se expresan limites en forma numérica,
los limites superior e inferior de un intervalo
incluyen esos dos valores y todos los valores
intermedios.

Es recomendable para la liberacién de lotes,
establecer especificaciones mas estrictas que las
contempladas bajo el titulo Definicion, a fin de que
el contenido del producto se encuentre siempre
dentro de los limites establecidos pese a la caida de
titulo normal que puede ocurrir durante la vida til
del producto. Dichas especificaciones para la
liberacion deberian surgir a partir de los datos
obtenidos durante el estudio de estabilidad del
producto (ver 1040.Estudios de estabilidad).

Los limites expresados en las definiciones de las
monografias y en las especificaciones de los
ensayos, independientemente de que éstos estén
expresados en porcentajes o valores absolutos, son
valores significativos hasta el ultimo digito.

En los procedimientos volumétricos, se
establece el peso de la sustancia analizada que
equivale a cada mililitro del valorante
estandarizado. En estos casos, se entiende que el
numero de cifras significativas en la concentracion
del valorante corresponde al numero de cifras
significativas en el peso de la sustancia analizada.
Se deberan hacer las correcciones con respecto al

blanco para todas las valoraciones volumétricas
segun corresponda (ver 780. Volumetria).

Cuando el resultado deba calcularse con
referencia a la sustancia seca, se hara uso de las
condiciones de secado que se indiquen en el ensayo
Pérdida por secado en la monografia. Cuando el
resultado se calcule con referencia a la sustancia
anhidra, el contenido de agua sera determinado por
el método descripto en la monografia bajo el
subtitulo Agua.

Actualizaciones

Se considera una actualizacion total cuando
todo el texto reemplaza al de la edicion anterior; por
ej., <590>. Limite de metales pesados,
identificindose con un asterisco en el indice
alfabético (*) y, en el titulo del texto actualizado, se
encontrard la leyenda “Actualizacion total”. Se
considera una actualizacion parcial cuando sélo
una parte del texto ha sido modificada,
identificindose con un asterisco en el indice
alfabético (*) y, en el titulo del texto actualizado, se
encontrara la leyenda “Actualizacion parcial”. En
este ultimo caso se encontrara subrayado el
fragmento del texto que ha sido actualizado.

Expresion de concentraciones

Los porcentajes de concentracion se expresan de
la siguiente manera:

Porcentaje peso en peso (% p/p): expresa el
nimero de gramos de un soluto en 100g de
solucién o mezcla.

Porcentaje peso en volumen (% p/v): expresa el
nimero de gramos de un soluto en 100 ml de
solucién, y se utiliza prescindiendo de que el
diluyente en cuestion sea agua u otro liquido.

Porcentaje volumen en volumen (% v/v): ex-
presa el numero de mililitros de un soluto en 100 ml
de solucion.

La expresion porcentaje empleada sin otro
calificativo significa: porcentaje peso en peso para
mezclas de sélidos y semisdlidos, porcentaje peso
en volumen para soluciones o suspensiones de
solidos en liquidos, porcentaje volumen en volumen
para soluciones de liquidos en liquidos y porcentaje
peso en volumen para soluciones de gases en
liquidos.

Sustancias de Referencia

Sustancia de Referencia Farmacopea Argentina
/SR-FA] - Material de uniformidad comprobada,
cuya monografia ha sido incluida en la Farmacopea
Argentina, desarrollado a través de ensayos
colaborativos avalados por esta Farmacopea y
ANM.A.T — LNA.ME, cuyo empleo se reserva a
ensayos quimicos y fisicos especificos en los que se



comparan sus propiedades con las de un producto
problema y que posee un grado de pureza adecuado
para el uso al que se destina.

Cuando una  Sustancia de  Referencia
Farmacopea Argentina no esté disponible, debera
emplearse aquélla equivalente reconocida por esta
Farmacopea.

Sustancias auxiliares

Se denomina Sustancia auxiliar a cualquier
sustancia incorporada a las preparaciones oficiales,
tales como colorantes, conservantes saborizantes.
La misma deberd ser inocua o agregada en una
proporcion que garantice la inocuidad, no tener
influencia adversa sobre la seguridad y eficacia
terapéutica de los principios activos y no interferir
en los ensayos y valoraciones.

Sustancia oficial es aquella que no contiene
sustancias auxiliares agregadas salvo que se permita
especificamente en la monografia correspondiente.
En este caso, el rotulo debera indicar los nombres y

las cantidades de las sustancias auxiliares
agregadas.

Colorantes: son sustancias auxiliares
incorporadas a las preparaciones oficiales

exclusivamente para dar color. Deberan satisfacer
las  especificaciones establecidas (ver  50.
Colorantes de uso _farmacéutico).

Conservantes: son sustancias auxiliares que se
agregan a las preparaciones oficiales para
protegerlas de la contaminacion microbiana. La
expresion “comnservante antimicrobiano apropiado”
implica que puede agregarse al preparado una
sustancia auxiliar, siempre que cumplan con las
especificaciones establecidas (ver 80.
Conservantes).

Reactivos

La realizacion correcta de ensayos y
valoraciones de esta Farmacopea, asi como la
obtencion de resultados reproducibles y confiables,
depende de la calidad de los reactivos empleados.

Todos los reactivos requeridos para los ensayos
y valoraciones se definen en Reactivos y
Soluciones.

Abreviaturas

La sigla SR-FA corresponde a Sustancia de
referencia de la FA.

Las siglas (SC) y (SR) corresponden a Solucion
Colorimétrica 'y  Solucion  de  Reactivo,
respectivamente  indicadas en  Reactivos y
Soluciones.

La sigla (SV) corresponde a Solucion
Volumétrica e indica que tal solucién esta
estandarizada de acuerdo con las instrucciones

dadas en la monografia respectiva o bajo el titulo
Soluciones volumétricas en Reactivos y Soluciones.

La sigla (SL) corresponde a Solucion Limite ¢
indica que dicha solucidn es empleada para ensayos
limite.

Agua

La expresion agua, empleada sin otra
calificacion significa Agua purificada y agua libre
de diéxido de carbono, es Agua purificada que ha
sido calentada a ebullicion durante al menos
5 minutos y enfriada en forma tal de evitar la
absorcidn de didxido de carbono atmosférico.

Agua purificada estéril - Es el Agua purificada
esterilizada. Se emplea en la preparacién de formas
farmacéuticas liquidas no parenterales en las que se
requiera una forma estéril de Agua purificada.

Agua para inyectables - La fuente de agua es
agua potable, previamente purificada y sometida a
destilacion u ésmosis reversa de doble paso. Debe
cumplir con todos los requisitos de Agua purificada
y ademas con los requisitos del ensayo de
endotoxinas bacterianas (ver 330. Ensayo de
endotoxinas bacterianas).

Agua estéril para inyectables - Es Agua para
inyectables esterilizada. Se emplea principalmente
como solvente de productos parenterales.

Agua bacteriostatica para inyectables - Es Agua
esteril para inyectables a la cual se le ha agregado
uno o varios conservantes apropiados. Se utiliza
como solvente de preparados parenterales. Puede
envasarse en envases monodosis o multidosis de un
tamafio no mayor a 30 ml.

Agua estéril para irrvigacion - Es Agua para
inyectables esterilizada en envases monodosis de
mas de 1 litro destinados a una rapida descarga del
contenido. No necesita cumplir con el ensayo
650. Particulas en inyectables.

Agua estéril para inhalacion - Es Agua para
inyectables envasada en envases monodosis no
mayores a 20 ml y esterilizada. Se emplea en
nebulizadores y en la preparacion de soluciones
para nebulizar.

Solucién fisiologica

Cuando en las monografias o capitulos
generales se indique Solucion fisiologica emplear
una solucion de cloruro de sodio al 0,9 % en agua
purificada.

Solucion fisiologica estéril - Es una solucion de
cloruro de sodio al 0,9 % en agua para inyectables
que cumple con los requisitos de 370. Ensayo de
Esterilidad.

Solucion fisiologica para nebulizar - Es una
solucion de cloruro de sodio al 0,90 % en agua
purificada preparada sin el agregado de



conservantes, conservada en envases monodosis de
hasta 20ml, con ausencia de gérmenes
revivificables en un mililitro y en cuyo rétulo se
indica: “Solucion fisiologica para nebulizar. No
inyectable”.

MONOGRAFIAS
Férmula Quimica

Cuando se conoce la composiciéon quimica de
una sustancia oficial, se especifica a titulo
informativo la féormula molecular y desarrollada, el
peso molecular y el nimero CAS (Chemical
Abstracts Service). Esta informacion se refiere a la
sustancia quimicamente pura y no se considera un
indicador de la pureza del material oficial.

Cuando se especifica la configuracion
estereoquimica absoluta, se emplean los sistemas de
designacion propuestos por la Unioén Internacional
de Quimica Pura y Aplicada IUPAC) R/S'y E/Z.

El nombre quimico serd otorgado segin las
reglas propuestas por la Unidn Internacional de
Quimica Pura y Aplicada (IUPAC).

Caracteres Generales
Las afirmaciones comprendidas bajo el subtitulo
Caracteres generales referidas a términos como

inodoro, practicamente inodoro, con un débil olor
caracteristico o expresiones semejantes, se aplican
al examen después de la exposicion al aire durante
15 minutos de un envase recientemente abierto del
producto (envases que contengan no mas de 25 g) o
de una porcion de aproximadamente 25 g del
producto (en caso de envases mas grandes) que
haya sido trasladada de su envase a un cristalizador,
con una capacidad de aproximadamente 100 ml.
Solo se hard mencion a este tipo de caracteristicas
cuando la misma sea un elemento relevante en la
descripcion del principio activo.

Solubilidad

El término parcialmente soluble se emplea en el
caso de una mezcla en la que sdlo una parte de sus
componentes se disuelve. El término miscible se
emplea para describir un liquido que es miscible en
todas las proporciones con el solvente indicado.

Las indicaciones de solubilidad que figuran bajo
el epigrafe Caracteres gemerales se expresan en
términos cuyo significado, referido a wuna
temperatura entre 15 y 30 °C, es el siguiente:

Término descriptivo

Voliimenes aproximados de solvente en
mililitros por gramo de sustancia

Muy soluble
Facilmente soluble
Soluble
Moderadamente soluble
Poco soluble

Muy poco soluble
Practicamente insoluble

Inferior a 1
Delal0

De 10 a 30

De 30a 100

De 100 a 1.000
De 1.000 a 10.000
Mas de 10.000

Identificacion

Los ensayos de la Farmacopea que figuran
después del subtitulo Identificacion no estan
destinados a proporcionar una confirmacion
completa de la estructura quimica o composicién
del producto; su objeto es confirmar que el producto
se ajusta a la descripcion dada en el rotulo del
envase. Cuando un producto no satisface los
requisitos de un ensayo de identificacion descripto,
indica que el mismo no cumple con las
especificaciones. Otros ensayos o especificaciones
en la monografia a menudo contribuyen a establecer
o confirmar la identidad del producto ensayado.

A menos que se indique lo contrario en la
monografia  individual, todos los ensayos
identificatorios son de caracter obligatorio y por
ende, necesarios para demostrar que el producto
cumple con la descripcion dada en el rotulo.

Ensayos y valoraciones

Los ensayos y las valoraciones descriptas en
esta Farmacopea constituyen los métodos oficiales
de analisis. Se podra emplear ensayos alternativos,
previamente validados (ver 1130. Validacion de
métodos analiticos), si éstos demuestran otorgar
ventajas desde el punto de vista de la exactitud,
precision, sensibilidad, selectividad o simplifican el
procedimiento sin modificar los atributos anteriores.
Sin embargo, en caso de indecision o litigio, los
ensayos descriptos en esta Farmacopea seran los
definitivos.

La concentracién de impurezas establecida en
ciertos ensayos se expresa entre paréntesis como
porcentaje o partes por millén (ppm). En el caso
que corresponda, el cumplimiento de este ensayo



sera necesario para establecer la conformidad de un
producto. Cuando corresponda, deberan realizarse
analisis complementarios seglin se indica mas abajo
en Atributos adicionales.

Los materiales volumétricos, pesas y balanzas
deberan ajustarse a las especificaciones establecidas
en los capitulos <620>. Materiales volumétricos y
<690>. Pesas y balanzas.

Cuando en un ensayo o valoracion se indique
que se debe examinar una cierta cantidad de
sustancia 0 un numero exacto de unidades de
dosificacion, la cantidad especificada representa un
nimero minimo que se elige Unicamente para
facilitar la manipulacién analitica. Esto de ninguna
manera limita la cantidad total de material a
emplear.

Procedimientos

En todos los ensayos descriptos en esta
Farmacopea, se debera cumplir estrictamente con
las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL).

La utilizacion de las siguientes expresiones se
refieren a:

Blanco: cuando se indique que se deben hacer
las correcciones necesarias por medio de una
determinacidén con un control, tal determinacion se
hard empleando las mismas cantidades de los
reactivos tratados de igual manera que la solucién o
mezcla que contiene la sustancia bajo valoracion o
ensayo, pero omitiendo dicha sustancia.

Bario de agua: cuando se indique el empleo de
baiio de agua, se empleara un bafio de agua a
ebullicion salvo que se indique una temperatura
distinta.

Bario de vapor: cuando se indique el empleo de
baiio de vapor, podra emplearse la exposicion al
vapor vivo fluente u otra forma de calor regulado, a
una temperatura equivalente a la del vapor fluente.

Cepas microbianas: cuando se cita una cepa
microbiana y se la identifica por el niimero de
catalogo ATCC (American Type Culture
Collection) o de otra colecciéon similar, la cepa
especifica se emplearda directamente o, si se
subcultiva, se emplearan no mas de cinco pasajes a
partir de la cepa original.

Comparacion de color: cuando se indique una
comparacion visual de color o de turbidez, deberan
emplearse tubos de comparacion de fondo plano
(tubos de Nessler) cuyas medidas internas se
correspondan lo mas estrechamente posible. Para la
comparacion del color, los tubos en posicion
vertical deberan ser observados longitudinalmente a
lo largo del tubo con una fuente de luz difusa sobre
un fondo blanco, mientras que para la comparacion
de turbidez deberan ser observados
transversalmente, colocados sobre un fondo oscuro,

con ayuda de una fuente luminosa que los ilumine
lateralmente.

Cuantitativamente y en etapas: cuando se
indique que una solucion debe ser diluida
cuantitativamente y en etapas, una porcion medida
con exactitud sera disuelta en agua u otro solvente
en la proporcidn indicada en uno o mas pasos. La
eleccion del material volumétrico a emplearse
debera tener en cuenta los errores relativamente
grandes que generalmente se asocian a materiales
volumétricos de  volumen  pequefio  (ver
620. Materiales volumétricos).

Densidad relativa: cuando no se indique lo
contrario, la densidad relativa se calculara como la
relacion entre el peso de un volumen determinado
de una sustancia en el aire a 25 °C y el peso de un
volumen igual de agua a esa misma temperatura.

Desecador: la expresion en un desecador
especifica el empleo de un recipiente perfecta-
mente cerrado, de tamafio y forma apropiados, que
mantenga una atmosfera de bajo contenido de
humedad mediante gel de silice u otro desecante
apropiado.

Filtrar: cuando se indique filtrar, sin otra
calificacion, se entenderd que el liquido debe ser
filtrado a través de papel de filtro apropiado o con
un medio equivalente de modo que el filtrado sea
claro.

Ignicion hasta peso constante: significa que
debera continuarse la igniciéon a 800 £ 25°C a
menos que se indique de otro modo, hasta que dos
pesadas consecutivas no difieran en mas de 0,50 mg
por gramo de sustancia ensayada, haciendo la
segunda pesada después de un periodo de
15 minutos de ignicion adicional.

Indicador: cuando una solucién de reactivo se
utilice como indicador, se agregaran
aproximadamente 0,2 ml o 3 gotas de la solucion,
generalmente cerca del punto final, a menos que se
indique de otro modo.

Medidas de presion: el término mm Hg
empleado en referencia a mediciones de presion se
refiere al uso de un manémetro apropiado o un
barémetro calibrado en términos de la presion
ejercida por una columna de mercurio de la altura
indicada.

Pesar y medir exactamente: las expresiones
pesar exactamente alrededor de o medir
exactamente alrededor de indican que se debe
tomar una cantidad dentro de 100 + 10 % del peso o
volumen especificado. Sin embargo, el peso o
volumen que se tome debera ser determinado con
exactitud y el resultado calculado sobre la base de
la cantidad que se haya tomado. Se pueden tomar
cantidades proporcionalmente mayores o menores
que los pesos y volumenes especificados, tanto para



la Sustancia de Referencia como para la sustancia
en ensayo, siempre que la medida se tome con
exactitud y que se ajusten a los pasos siguientes,
para proporcionar concentraciones equivalentes a
las descriptas. Expresiones tales como 25,0 ml y
25,0 mg se emplean en relacién a medidas de
volumen o de peso e indican que la cantidad debe
ser medida o pesada exactamente dentro de los
limites establecidos en los capitulos
<620>. Materiales volumétricos o <690>. Pesas y
balanzas.

Pipetas: cuando se indique el uso de una pipeta
para medir un volumen, aquélla debera cumplir con
los requisitos establecidos en el capitulo <620>.
Materiales volumétricos 'y debera emplearse de
manera que el error no exceda el limite establecido
para una pipeta del tamafio especificado. Cuando
se especifica el empleo de una pipeta, ésta puede
sustituirse por una bureta apropiada que cumpla con
los requisitos especificados en <620>. Materiales
volumétricos.

Secado hasta peso constante: significa que
debera continuarse el secado a menos que se
indique de otro modo, hasta que dos pesadas
consecutivas no difieran en mas de 0,50 mg por
gramo de sustancia ensayada, haciendo la segunda
pesada después de una hora adicional de secado;
segun la metodologia establecida en la monografia
correspondiente.

Soluciones: la expresion I en 10 significa que 1
parte en volumen de un liquido debe diluirse con, o
1 parte en peso de un solido debe disolverse en
suficiente solvente para que el volumen de la
solucidn final sea de 10 partes en volumen.

La expresion /0:6:1 significa que los ntimeros
respectivos de partes, en volumen, de los liquidos
sefialados deberan mezclarse, a menos que se
indique de otro modo.

La expresion partes por milléon (ppm) sin otra
precision, se refiere a peso con respecto a un millén
de partes en peso.

Solventes:  cuando no se  menciona
explicitamente el solvente, se entiende que la
muestra es disuelta en agua.

Temperaturas: todas las temperaturas en esta
Farmacopea se expresan en grados centigrados
(Celsius) y todas las mediciones se hacen a 25 °C, a
menos que se especifique de otro modo.

Tiempo limite: al efectuar ensayos y
valoraciones se aguardara 5 minutos para que se
produzca la reaccion, a menos que se especifique de
otro modo.

Vacio: el término al vacio especifica la
exposicion a una presion menor de 20 mm Hg, a
menos que se indique de otro modo. Cuando se
especifique en la monografia correspondiente la

desecacidn al vacio sobre un desecante, se debera
emplear un desecador al vacio, una pistola para
desecar al vacio u otro instrumento apropiado para
este fin.

ATRIBUTOS ADICIONALES

Ademas de cumplir los requisitos de los ensayos
de Sustancias relacionadas, Pureza cromatografica y
Limite de impurezas, descriptos en las monografias
correspondientes, el analisis de las materias primas
debera complementarse mediante la busqueda de
impurezas de sintesis y sustancias relacionadas
segun su origen.

METODOS GENERALES
DE ANALISIS

Cada capitulo general es designado por un
nimero de orden seguido del nombre del mismo.
Estos capitulos que incluyen los requerimientos
generales para ensayos y valoraciones son
numerados de 1 a 990 y los capitulos que forman
los textos de informacion general son numerados a
partir de 1000.

UNIDADES DE POTENCIA
BIOLOGICA

Para las sustancias que no puedan ser
caracterizadas completamente por medios quimicos
o fisicos, podra ser necesario expresar la actividad
en unidades de potencia bioldgica.

Las unidades de potencia biologica definidas
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a
través de Estandares Bioldgicos Internacionales y
Preparaciones Biolodgicas de Referencia
Internacionales son  denominadas  Unidades
Internacionales (UI). Las unidades definidas en la
FA son Unidades Internacionales y las monografias
correspondientes se refieren a éstas.

Para los antibidticos cuya potencia se expresa
en unidades, éstas son definidas por las
correspondientes Sustancias de referencia SR-FA.
Cada unidad es en general establecida, basada en la
definiciéon de la Unidad Internacional de la OMS.
Sin embargo, para la mayoria de los antibidticos no
son necesarias las unidades bioldgicas de potencia y
su actividad se expresa en unidades métricas
(microgramos o miligramos) en funcién de
sustancias quimicamente definidas descriptas en las
monografias correspondientes.

ELABORACION
DE PRODUCTOS FARMACEUTICOS

La elaboracion de productos farmacéuticos
debera realizarse cumpliendo con la normativa



vigente de Buenas practicas de fabricacion,
establecidas por la Autoridad Sanitaria y el
producto resultante debera cumplir con los
requisitos técnicos establecidos en esta Farmacopea.

CONSERVACION

Envases

Los requisitos farmacopeicos para el empleo de
envases se especifican en las monografias
correspondientes.

El empleo de las siguientes expresiones
descriptas en esta Farmacopea se refieren a:

Envase con cierre inviolable: es aquél provisto
de un dispositivo especial que revela
inequivocamente si ha sido abierto.

Envase inactinico: es aquél que protege el
contenido de los efectos de la luz, gracias a las
propiedades especificas de los materiales con que
esta compuesto.

Envase bien cerrado: es el que evita el ingreso
de solidos extrafios y la pérdida del contenido bajo
las condiciones usuales de manejo,
almacenamiento, distribucidn y transporte.

Envase de cierre perfecto: es aquél que protege
el contenido de la contaminaciéon con sustancias
extrafias y evita la entrada de humedad, impidiendo
la efervescencia, delicuescencia o evaporacion bajo
las condiciones usuales de manejo,
almacenamiento, transporte, manteniendo su
condicion de cierre perfecto después de su
manipulacidn.

Envase hermeético: es aquel que no permite la
entrada de solidos, liquidos o gases en las
condiciones usuales de manejo, almacenamiento,
distribucion y transporte.

Envase seguro para nifios: es aquel que posee
un mecanismo tal que dificulta su apertura directa.
Dichos envases solo pueden ser abiertos luego de
recibir las instrucciones pertinentes.

Envase monodosis: es aquel que esta disefiado
para contener una cantidad de sustancia destinada a
administrarse en una unica dosis, inmediatamente
después de abierto.

Envase multidosis: es aquel que permite la
extraccion de porciones sucesivas del contenido sin
cambios en la potencia, calidad o pureza de la
porcién remanente.

Condiciones de almacenamiento
El almacenamiento de productos debe ser
realizado en condiciones adecuadas de temperatura,
humedad e iluminacion de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, de manera de no
afectar adversamente de forma directa o indirecta,

la calidad de los mismos. Este concepto debe
extenderse a la distribucion y transporte.

Las sustancias y las preparaciones descriptas
deberan almacenarse a temperatura ambiente, a
menos que se especifique de otro modo.

El empleo de las siguientes expresiones
descriptas en esta Farmacopea se refieren a:

Almacenar en un freezer: corresponde al
almacenamiento del producto a una temperatura
establecida entre - 25 y— 10 °C.

Almacenar en un sitio frio: corresponde al
almacenamiento del producto a una temperatura que
no exceda los 8 °C. Una heladera/refrigerador es
un sitio frio con una temperatura que se mantiene
termostaticamente entre 2 y 8 °C.

Almacenar en un sitio fresco: corresponde al
almacenamiento del producto a temperatura entre 8
y 15°C. Las camaras frias permiten obtener estas
condiciones.

Almacenar a temperatura ambiente:
corresponde al almacenamiento a temperatura entre
15 y 30°C. Este concepto esta relacionado al
almacenamiento en depositos de laboratorios de
especialidades medicinales y distribuidoras.

Almacenar a temperatura ambiente controlada:
corresponde al almacenamiento de un producto a
temperatura termostaticamente controlada entre 20
y 25 °C.

En algunas monografias pueden indicarse las
siguientes expresiones:

“Evitar almacenar en ambientes cdlidos”
definiendo cdlido a temperatura entre 30 y 40 °C.

“Evitar el calor excesivo”, definiendo calor
excesivo a temperatura superior a 40 °C.

“Evitar el congelamiento” en los casos en que
el mismo ocasionara la pérdida de potencia o
cambio en las caracteristicas fisicoquimicas de un
producto.

Indicaciones generales:

- No deben retirarse los medicamentos de

sus envases primario y secundario.

- No deben exponerse los productos al sol ni
a las temperaturas extremas.

- Se  debe evitar  almacenar los
medicamentos en ambientes hiimedos.

- No deben almacenarse medicamentos en
heladera excepto que dicha condicion se
encuentre indicada en el rotulo, prospecto
y/o envase.

ROTULADO

El rétulo de cada producto debera establecer el
contenido del o de los principios activos expresados
en las monografias.



Cantidad de principio activo por unidad de
dosificacion: la potencia de un producto se expresa
en el rétulo del envase como microgramos,
miligramos, gramos, porcentaje del ingrediente, o

unidad internacional terapéuticamente activa
presente en la preparacion.
Las formas farmacéuticas como capsulas,

comprimidos u otras formas de dosificacion
deberan rotularse de modo que expresen la cantidad
de cada principio activo contenido en cada unidad
de dosificacion.

En el caso de liquidos de administracion oral o
solidos para reconstituir, deberan rotularse en
términos, como por ¢j., cada 5 mililitros del liquido
o del preparado resultante.

Rotulado de electrolitos: la concentracion y
dosificacion de electrolitos para terapias de re-
posicion debera especificarse en miliequivalentes-
gramo (mEq).

Rotulado del contenido alcohdlico: el con-
tenido de alcohol en una preparacion liquida debera
especificarse como % v/v de etanol.

Fecha de vencimiento: la fecha de vencimiento
identifica el fin del periodo de vida 1util del

producto, durante el cual el mismo debera cumplir
con los requisitos establecidos en la presente
Farmacopea, siempre que se conserve en las
condiciones de almacenamiento establecidas.

Todos los productos deberan exhibir la fecha de
vencimiento en el rétulo y en su envase primario, la
cual es asignada a través de estudios de estabilidad
realizados para esa formulacion en un envase
predefinido y autorizado por la Autoridad Sanitaria.
Cuando la fecha de vencimiento se indique como
Mes/Afio, la misma incluye hasta el tltimo dia del
mes indicado.

UNIDADES DEL SISTEMA
INTERNACIONAL (SI) Y EQUIVALENCIA
CON OTRAS UNIDADES DE MEDIDA

Los nombres y simbolos empleados en la
Farmacopea Argentina para las unidades de
medicion son los del Sistema Internacional de
Unidades (SI), establecido por la Conferencia
General de Pesas y Medidas. Comprende tres
clases de unidades: unidades basicas, unidades
derivadas y unidades complementarias.

Cantidad Unidad
Nombre Simbolo Nombre Simbolo
Longitud / metro M
Masa m kilogramo Kg
Tiempo t segundo S
Corriente eléctrica 1 amperio A
Temperatura termodinamica T kelvin K
Cantidad de sustancia n mol Mol
Intensidad luminosa 1, candela Cd
Unidades utilizadas con el SI
Cantidad Unidad Valor en unidades SI
Nombre Simbolo
Minuto min I min=60s
Tiempo Hora 1 h =60 min =3.600 s
Dia d 1d=24h=286.400 s
Angulo plano Grado ° 1° = (n/180) rad
Volumen Litro / 11=1dm’=10>m’
Masa Tonelada t 1t=10%kg
Frecuencia de giro revolucion por minuto rpm 1 rpm = (1/60) s

Multiplos y submiiltiplos decimales de las unidades

Factor Prefijo Simbolo Factor Prefijo Simbolo
10" exa E 10" deci d
10" peta P 107 centi c




10" tera T 107 mili m
10° giga G 106 micro u
10° mega M 107 nano n
10° kilo k 1012 pico p
10? hecto h 107 femto ya
10! deca da 1078 atto a

Unidades SI utilizadas en la Farmacopea Argentina y su equivalencia con otras unidades

Cantidad Unidad . .
Conversion de otras unidades
. . Expresién en Expresion en en unidades SI
Nombre Simbolo Nombre Simbolo unidades SI basicas | otras unidades SI
Numero de onda v uno por metro 1/m m’!
micrémetro um 10°m
Longitud de onda A
nandémetro Nm 10°m
Frecuencia v hertz Hz st
Area A4, S metro cuadrado m’ m’
Volumen Vv metro ctbico } } I ml=1cm’=10"m’
Densidad kilogramo por 3 3 =10 3
L kg/m’ kg m” 1g/ml=1g/cm’=10"kg/m’
(concentracion de masa) P metro clbico & & & ¢ &
Velocidad % metro por segundo m/s ms’!
) 1 dina=1g cm s*=10°N
Fuerza F newton N mkgs
1 kp =9,80665 N
1 dina/cm’=10"Pa=10" N m"
latm = 101.325 Pa = 101,325 kPa
B . 5 N 1 bar =105 kPa=0,1 Mpa
Presion P pascal Pa m kgs Nm
1 mmHg = 133,322387 Pa
1 Torr = 133,322368 Pa
1 psi = 6,894757 kPa
. o B 1P=10"Pas=10"Nsm’
Viscosidad absoluta n pascal segundo Pas m- kgs Nsm
1cP=1mPas
. . . . metro cuadrado ) y Pasm’kg’ » 4 2
Viscosidad cinematica v m/s m"s i’ ISt=1cm’s” =10"m"s
por segundo N m s kg
i . ) 5 lerg=1cm’gs?=1dinacm=10"J
Energia /4 joule J m km s Nm
1 cal=4,1868J
Potencia . ) 3 Nms' lerg/s=1dinacms'=10"W=
. L P watio W m“km s B 5 0 P
(flujo de radiacion) Js 10'Nms =10"Js
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1 INTRODUCCION

Este capitulo proporciona una guia para el disefio de los ensayos bioldgicos especificados en la Farmacopea
Argentina (FA) y para el analisis de sus resultados. Puede ser empleado por personas cuya especialidad no es la
estadistica pero tienen la responsabilidad del analisis e interpretacion de resultados de estos ensayos a menudo
sin la ayuda y consejo de un estadistico. Los métodos de calculo descriptos en el presente capitulo no son obliga-
torios para analizar los ensayos bioldgicos que constituyen en si mismos una parte obligatoria de la FA. Pueden
usarse métodos alternativos siempre que no sean menos confiables que los descriptos en este documento. Existe
una gran variedad de programas de computacion disponibles y pueden ser utiles dependiendo de la disponibilidad
y de la habilidad del analista.

Se deberia asegurar el asesoramiento de un experto en estadistica cuando: la investigacién o desarrollo de
nuevos productos requiera un adecuado disefio y un analisis estadistico especifico; cuando se requiera analizar
amplias curvas dosis-respuesta no lineales, por ejemplo en inmunoensayos; o cuando no se puedan cumplimentar
las restricciones impuestas al disefio en este capitulo, por ejemplo igual numero de dosis igualmente espaciadas.

1.1 Diseiio general y precision

Se describen métodos bioldgicos para la valoracidon de ciertas sustancias y preparaciones cuya potencia no
puede determinarse adecuadamente mediante analisis quimicos o fisicos. El principio aplicado, siempre que sea
posible a lo largo de estos ensayos, es el de comparacidon con una preparacion estandar de forma que se determina
qué cantidad de la sustancia, que se va a examinar, produce el mismo efecto bioldgico que una cantidad dada, la
Unidad, de la preparacion estandar. Es una condicion esencial de dichos métodos bioldgicos, que los ensayos
sobre la preparacion estandar y sobre la sustancia a examinar se realicen al mismo tiempo y bajo condiciones tan
idénticas como sea posible. Para algunos ensayos (por ejemplo determinacion de titulo de un virus) la potencia
de la muestra no se expresa relativa a un estandar.

Cualquier estimacion de potencia obtenida a partir de un ensayo bioldgico estd sometida a un error aleatorio
debido a la variabilidad inherente de las respuestas bioldgicas y los calculos de errores deben realizarse, si es
posible, a partir de los resultados de cada ensayo incluso cuando se usa el método oficial. Por lo tanto, a conti-
nuacion se describen métodos para el disefio de ensayos y el calculo de sus errores. En cualquier caso antes de
adoptar un método estadistico deben realizarse ensayos preliminares, en cantidad suficiente, para descubrir la
aplicabilidad de este método. El intervalo de confianza para potencias dadas es una indicacioén de la precision
con la cual la potencia ha sido estimada en el ensayo. Se calcula teniendo en cuenta el disefio experimental y el
tamafio de la muestra. En ensayos bioldgicos normalmente se escogen limites de confianza del 95 por ciento. Se
usan métodos matematicos para calcular estos limites de forma que se justifique la expectativa de que hay una
probabilidad (confianza) del 95 por ciento de que estos limites incluyan la verdadera potencia.

Los limites de confianza de la potencia constituyen un indicador de la precision con la que se ha calculado la
potencia en el ensayo, que esta precision sea aceptable para la FA depende de los requisitos establecidos en la
monografia de la preparacion.

Los términos “media” y “desviacion estandar” se usan en este documento segiin se definen en los libros de
texto de estadistica actuales.

Los términos “potencia declarada”, “potencia asignada”, “potencia asumida”, “relacion de potencias” y
“potencia estimada” se usan en esta seccion para indicar los siguientes conceptos:

- potencia declarada: en el caso de un producto formulado es un valor nominal asignado a partir del conoci-
miento de la potencia de la materia prima; en el caso de una materia prima es la potencia estimada por el fabri-
cante.

- potencia asignada: es la potencia de una preparacion estandar.

- potencia asumida: es la potencia de la preparacion que se va a examinar y que forma la base del célculo de
las dosis que podrian ser equipotentes con las dosis que se van a usar de la preparacion estandar.

- relacion de potencias de una preparacion desconocida: es la relacion de dosis equipotentes de la prepara-
cion estandar y de la preparacion desconocida bajo las condiciones del ensayo.

- potencia estimada: es la potencia calculada a partir de los datos del ensayo.

La Seccion 8. Glosario de simbolos es una tabla de los usos mas importantes de simbolos a lo largo de este
capitulo. Cuando el texto hace referencia a simbolos no mostrados en esta seccién o usa un simbolo para desig-
nar un concepto diferente, éste se define en esa parte del texto.



2 ALEATORIZACION E INDEPENDENCIA DE LOS TRATAMIENTOS INDIVIDUALES

La asignacién de los distintos tratamientos a diferentes unidades experimentales (animales, tubos, etc.) debe
realizarse mediante algunos procesos estrictamente aleatorios. Cualquier otra eleccién de condiciones experi-
mentales que no haya sido permitida deliberadamente en el disefio experimental también debe hacerse al azar.
Son ejemplos la eleccion de las posiciones de las jaulas en un laboratorio y el orden en el que se administran los
tratamientos. En particular, un grupo de animales que recibe la misma dosis de cualquier preparacion no debe
tratarse conjuntamente (al mismo tiempo o en la misma posicidon) a menos que haya una fuerte evidencia de que
la fuente relevante de variacion (por ejemplo, entre tiempos o entre posiciones) es despreciable. Pueden realizar-
se asignaciones aleatorias a partir de tablas estandar de numeros aleatorios de muestreo que normalmente van
acompafiados de instrucciones de uso. Cualquiera que sea el método empleado, el analista debe tener cuidado de
usar series diferentes de nimeros aleatorios para los diferentes ensayos.

Las preparaciones asignadas a cada unidad experimental deberian ser tan independientes como sea posible.
Dentro de cada grupo experimental, las diluciones realizadas para las dosis asignadas a cada tratamiento no de-
ben ser simplemente divisiones de la misma dosis sino que deben prepararse individualmente. Sin esta precau-
cion indispensable, la variabilidad inherente a la preparacion no estard completamente representada en la varian-
za del error experimental. El resultado serd una subestimacion del error residual que conduce a:

1) un aumento no justificado en la rigurosidad de las pruebas para el analisis de varianza (ver en la Seccion 3:
Andlisis de varianza y Criterios de validez).

2) una subestimacion de los limites de confianza verdaderos del ensayo, los cuales, como se muestra en la
Seccion 3: Estimacion de la potencia y limites de confianza, se calculan a partir de la estimacion de s° del cua-
drado medio del error residual.

3 ENSAYOS QUE DEPENDEN DE RESPUESTAS CUANTITATIVAS
3.1 Modelos Estadisticos
3.1.1 Principios generales

Los ensayos bioldgicos incluidos en la FA se han concebido como “ensayos de dilucion”, lo que significa que
se supone que la preparacion desconocida a ensayar contiene el mismo principio activo que la preparacion estan-
dar pero en una proporcion diferente de componentes activos e inertes. En tal caso la preparacion desconocida
puede obtenerse, en teoria, a partir de la preparacion estandar por dilucion con componentes inertes.

Para comprobar si un ensayo en particular se comporta como un ensayo de dilucion es necesario comparar la
relacién dosis-respuesta de estandar y desconocido. Si la relacidn difiere significativamente el ensayo es “no
valido”. Diferencias significativas en la relacion dosis-respuesta de estandar y desconocido puede significar que
una de las preparaciones contiene, ademas del principio activo, otro componente no inerte que puede influenciar
la respuesta. Para hacer evidente el efecto de dilucidn, en el modelo tedrico, es util transformar la relacién dosis-
respuesta en una funcion lineal en el rango mas amplio de dosis posible.

Para los ensayos biologicos descriptos, son de interés dos modelos estadisticos: el modelo de lineas paralelas
y el modelo de relacion de pendientes.

La aplicacion de uno u otro depende del cumplimiento de las siguientes condiciones:

1) los diferentes tratamientos se han asignado al azar a las unidades experimentales;

2) las respuestas a cada tratamiento se distribuyen normalmente;

3) la desviacion estandar de las respuestas dentro de cada grupo de tratamiento, para la preparacion estandar y
desconocido, no difiere significativamente una de otra.

Cuando un ensayo estd en etapa de desarrollo el analista tiene que cerciorarse que los datos recolectados de
muchos ensayos satisfacen estas condiciones tedricas.

- La condicioén 1 puede cumplirse usando eficazmente la Seccion 2.

- La condicién 2 es una condicion que casi siempre se cumple en la practica. Desviaciones pequeiias de esta
suposicion no introducen diferencias serias en el analisis siempre y cuando se incluyan varias réplicas por trata-
mientos. Cuando se sospechen desviaciones de la distribucion normal en una serie de muestras pequefias puede
usarse la Prueba de Shapiro - Wilk para normalidad de distribucion. Wilk, M.B. y Shapiro, S.S. (1968). The joint
assessment of normality of several independent samples, Technometrics 10,825-839.

- La condicion 3 puede ser probada con un ensayo para homogeneidad de la varianza (prueba de Bartlett,
prueba de Cochran) Bartlett, M.S(1937). Properties of sufficiency and statistical tests, Proc. Roy. Soc. London,
Series A 160, 280-282. Cochran, W.G (1951). Testing a linear relation among variances, Biometrics 7, 17-32.



Cuando el analista sospecha que no se cumplen las condiciones 2 y/o 3, una transformacién de la respuesta
“Yalny,oa \/; o0 a )’ puede conducir a un mejor cumplimiento de estas condiciones. Deberan consultarse

libros de texto de estadistica para otras transformaciones.

e  La transformacion logaritmica de “y” en In y puede ser util cuando la homogeneidad de varianzas no es
satisfactoria. También puede mejorar la normalidad si la distribucion tiene asimetria a la derecha.

e  Latransformacién de “y” en /), es util cuando las observaciones siguen una distribucion Poisson, es de-

cir cuando se obtienen por conteo.

e  La transformacion de “y” en y* puede ser util si, por ejemplo, la dosis parece ser mas proporcional al
area de una zona de inhibicidn que a la medida del didmetro de esa zona.

El analista debe decidir sobre el tipo de transformacion adecuada para cada tipo de ensayo bioldgico cuando
éste se estd poniendo a punto en su laboratorio. Cuando las condiciones 2 y/o 3 parecen no cumplirse durante un
ensayo rutinario de este tipo, el analista no debe adoptar otra transformacion a menos que esté convencido de
que este incumplimiento de los requisitos no es casual, sino que es debido a un cambio sistematico de las condi-
ciones experimentales, en este caso debe repetirse el ensayo preliminar antes de adoptar una nueva transforma-
cién para los ensayos rutinarios.

Una categoria distinta la forman los ensayos en los que no puede medirse la respuesta en cada una de las uni-
dades experimentales, sino que solamente puede contarse la fraccion de unidades que responden a cada trata-
miento. Esta categoria se trata en la Seccion 4.

3.1.2 Ensayos de rutina

Cuando los ensayos se hacen de forma rutinaria, es raro que se cumplan de forma sistematica las condiciones
1 a 3 debido a que el numero limitado de observaciones por ensayo probablemente tenga influencia en la sensibi-
lidad del analisis estadistico. Afortunadamente, los estadisticos han demostrado que, en ensayos balanceados
simétricamente, las desviaciones pequefias en la homogeneidad de varianza y en la normalidad no afectan de
forma grave los resultados del ensayo. La aplicacion de los modelos estadisticos solo necesita cuestionarse si
una serie de ensayos muestran una validez dudosa, entonces puede ser necesario realizar nuevas series de inves-
tigaciones preliminares como se discute en la Seccion 3: Principios generales.

Otras dos condiciones necesarias dependen del modelo estadistico a usar:

A - Para modelo de lineas paralelas (ver Figura 3.2.1.-I)

4A - La relacion entre el logaritmo de la dosis y la respuesta puede representarse por una linea recta en el in-
tervalo de dosis usadas.

5A - Para cualquier preparacion desconocida en el ensayo, la linea recta es paralela a la del estandar.

B - Para modelo de relacion de pendientes (ver Figura 3.3.1.-1)

4B - La relacion entre la dosis y la respuesta puede representarse por una linea recta, para cada preparacion,
en el intervalo de dosis usadas.

5B - Para cualquier preparacion desconocida en el ensayo la linea recta intersecta, al eje y, a la dosis cero en
el mismo punto que la linea recta de la preparacion estandar (es decir, la funcidn respuesta, de todas las prepara-
ciones analizadas en el ensayo, tienen que tener el mismo punto de interseccion, en el eje y, que la funcién res-
puesta del estandar).

Las condiciones 4A y 4B so6lo se pueden verificar en los ensayos en los que se hayan analizado al menos tres
diluciones de cada preparacion. El empleo de un ensayo con menos diluciones puede estar justificado cuando la
experiencia haya demostrado que la linealidad y el paralelismo o igual interseccion se cumplen regularmente.

Después de recolectar los datos y antes de calcular la potencia relativa de cada preparacion se debe realizar un
analisis de varianza con la finalidad de comprobar el cumplimiento de las condiciones 4A y 5A o 4B y 5B. Para
esto, el total de las sumas de cuadrados se subdivide en cierto nimero de sumas de cuadrados correspondientes a
cada una de las condiciones que se deben cumplir. La suma de cuadrados remanente representa el error experi-
mental residual con la cual la ausencia o existencia de fuente de variacidn relevante se pueden comparar median-
te una serie de valores de razones F.

Cuando se ha establecido la validez, la potencia de cada preparaciéon desconocida con respecto al estandar
puede calcularse y expresarse como una relacion de potencias o convertirse en alguna unidad relevante en la
preparacion bajo ensayo, por ejemplo, una unidad internacional. También pueden estimarse los limites de con-
fianza a partir de cada serie de datos del ensayo.

Si no se cumple alguna de las cinco condiciones (1, 2, 3,4A y 5A 0 1, 2, 3, 4B y 5B) los métodos de calculo
descriptos aqui no son validos y debe realizarse un estudio especial del disefio del ensayo.



El analista no deberia adoptar otra transformacion a menos que haya evidenciado que el no cumplimiento de
los requisitos no es accidental sino debido a un cambio o variacion sistematica de las condiciones experimenta-
les. En este caso se debe repetir el ensayo descripto en la Seccion 3.3.1 antes de adoptar una nueva transforma-
cién en los ensayos de rutina.

En ensayos de rutina desarrollados para comparar preparaciones similares un niimero excesivo de ensayos no
validos, debido a ausencia de paralelismo o de linealidad, denota probablemente disefios con replicaciones inade-
cuadas. Normalmente esta falta de adecuacion se debe a un reconocimiento incompleto de todas las fuentes de
variabilidad que afectan al ensayo, lo cual puede producir una subestimacion del error residual que conduciria a
razones F' grandes.

No siempre es posible tener en cuenta la totalidad de las posibles fuentes de variacién dentro de un ensayo
simple (por ejemplo, variaciones dia a dia). En un caso asi, los intervalos de confianza de ensayos repetidos
sobre la misma muestra pueden no superponerse satisfactoriamente y se debe poner especial cuidado en la inter-
pretacion de los intervalos de confianza individuales. Para obtener una estimacion mas confiable del intervalo de
confianza puede ser necesario desarrollar varios ensayos independientes y combinar éstos en una Unica potencia
estimada y un intervalo de confianza (ver Seccion 6).

Con la finalidad de controlar la calidad de los ensayos de rutina es recomendable guardar copia de los valores
estimados de la pendiente de regresion y del valor estimado del error residual en las cartas control.

e Un error residual excepcionalmente alto puede indicar algun problema de tipo técnico. Este deberia ser
investigado, y si se puede evidenciar algun error analitico en el ensayo, deberia ser repetido. Un error residual
inusualmente alto puede indicar la presencia de un valor atipico ocasional o de una observacion aberrante. Se
rechaza una respuesta que es cuestionable debido a una falla en el cumplimiento del procedimiento durante el
desarrollo del ensayo. Si se descubre un valor aberrante después de que las respuestas ya han sido registradas,
que puede ser adjudicable a irregularidades del ensayo, su omision puede estar justificada. La exclusion arbitra-
ria o el mantenimiento de una respuesta aparentemente atipica puede ser una fuente grave de sesgo. En general
el rechazo de observaciones solamente porque un ensayo para “valores atipicos” sea significativo, es desaconse-
jable.

e  Un error residual excepcionalmente bajo puede ocurrir alguna vez y ser causa de que los valores de la
razén F excedan los valores criticos. En tal caso puede estar justificado reemplazar el error residual estimado, a
partir del ensayo individual, por un error residual medio obtenido de datos histéricos registrados en las cartas
control.

3.1.3 Cdlculos y restricciones

Conforme a los principios generales de buen diseflo, se imponen normalmente las tres siguientes restricciones
en el disefio del ensayo. Estas presentan ventajas tanto para facilitar el computo como para mejorar la precision.

a) cada preparacion en el ensayo debe ser contrastada con el mismo numero de dosis.

b) en el modelo de lineas paralelas, el cociente entre las dosis adyacentes debe ser constante para todos los

tratamientos en el ensayo (progresion geométrica); en el modelo de relacion de pendientes, el intervalo entre

dosis adyacentes debe ser constante para todos los tratamientos en el ensayo (progresion aritmética).

c¢) debe haber un numero igual de unidades experimentales para cada tratamiento.

Si se utiliza un disefio que cumple estas restricciones los cdlculos son sencillos. Las férmulas se encuentran
en las Secciones 3.2y 3.3. Se recomienda el uso de aplicaciones informaticas (software) que hayan sido desarro-
lladas para esta finalidad particular. Existen varios programas que pueden facilmente manejar todos estos dise-
flos de ensayo descriptos en las monografias correspondientes. No todos los programas emplean las mismas
formulas y algoritmos, pero deben llevarnos a los mismos resultados.

Los disefios de ensayo que no cumplan las restricciones sefialadas arriba pueden ser igualmente posibles y co-
rrectos, pero las formulas que precisan son demasiado complicadas para ser descriptas en este texto.

Las formulas para los disefios restringidos dadas en el texto pueden ser empleadas por ejemplo para crear
programas ad hoc en una planilla de calculos. Se pueden emplear los ejemplos de la Seccion 5 para comprobar si
tales programas dan resultados correctos.

3.2 Modelo de lineas paralelas
3.2.1 Introduccion

En la Figura 3.2.1.-I se representa el modelo de lineas paralelas. El logaritmo de las dosis se representa en el
eje de abscisas y las respuestas en el eje de ordenadas. Las respuestas individuales a cada tratamiento se sefialan
con puntos negros. Las dos lineas son las relaciones calculadas In(dosis)-respuesta para el estandar y para la
preparacion desconocida.



° Estandar

° Desconocido

Respuesta (y)

In dosis (x)

Figura 3.2.1.-1.-Modelo de lineas paralelas para un ensayo 3 + 3.

[NOTA: a lo largo del texto se utilizara el logaritmo neperiano (In). Donde aparezca el término “antilo-
garitmo” significa la ¢*. Sin embargo, los Briggs o logaritmos “comunes” (log o logo) pueden ser igualmente
empleados. En este caso el antilogaritmo correspondiente es 10" ].

Para que un ensayo sea satisfactorio la potencia asumida de la preparacion desconocida debe estar proxima a
la verdadera potencia. Sobre el supuesto de esta potencia asumida y la potencia asignada del estandar se prepa-
ran dosis equipotentes (si es posible), esto es, que las dosis correspondientes del estandar y del desconocido se
espera que den la misma respuesta. Si no se dispone de informacidn sobre la potencia asumida, se realizan ensa-
yos preliminares sobre un amplio rango de dosis para determinar el intervalo en el que la curva es lineal.

Cuanto mas préxima esté la potencia estimada de una preparacion desconocida a la potencia asumida tanto
mas proximas estaran las dos rectas, para lo cual deberan dar igual respuesta a igual dosis. La distancia horizon-
tal entre las lineas representa la exactitud de la potencia estimada con respecto a la potencia asumida. A mayor
distancia entre las dos lineas habra menor exactitud en la asignacion de la potencia asumida. Si la linea corres-
pondiente a la preparacion desconocida esta situada a la derecha de la linea del estandar, la potencia asumida
estara sobrestimada y los calculos indicaran una potencia estimada inferior a la potencia asumida. De la misma
manera, si la linea de la preparacion desconocida esta situada a la izquierda de la linea del estandar, la potencia
asumida estara subestimada y los calculos indicaran una potencia estimada superior a la potencia asumida.

3.2.2 Diseifio del ensayo

Las siguientes consideraciones seran de utilidad para la optimizacion de la precision del disefio del ensayo.
1) El cociente entre la pendiente y el error residual debera ser tan grande como sea posible.
2) El intervalo de dosis debera ser tan grande como sea posible.
3) Las lineas deberan estar tan estrechamente proximas como sea posible, es decir la potencia asumida
debe ser una buena estimacion de la verdadera potencia.
La distribucion de las unidades experimentales (animales, tubos de ensayo, etc.) a los diferentes tratamientos
puede hacerse de varias formas.

3.2.2.1 Disefio completamente aleatorizado

Si la totalidad de las unidades experimentales (animales, tubos, etc.) parece ser razonablemente homogénea
sin indicacion alguna de que la variabilidad de la respuesta sea menor dentro de ciertos subgrupos reconocibles,
la asignacion de las unidades a los diferentes tratamientos debe hacerse aleatoriamente, por ejemplo, mediante el
uso de una tabla de permutaciones aleatorias.

Si es probable que las unidades en subgrupos, tales como las posiciones fisicas o los dias experimentales, se-
an mas homogéneas que la totalidad de las unidades la precision del ensayo puede aumentarse mediante la intro-
duccién de una o mas restricciones en el diseflo. Una cuidadosa distribucion de las unidades, a partir de las res-
tricciones, permite eliminar fuentes irrelevantes de variacion.



3.2.2.2 Disefio en bloques aleatorizados

En este disefio es posible segregar una fuente identificable de variacion tal como, la variacion de sensibilidad
entre camadas de animales experimentales o la variacion entre placas de Petri en un ensayo microbioldgico por
difusién. El disefio requiere que todos los tratamientos se apliquen el mismo nimero de veces en cada bloque
(camada o placa de Petri) y es adecuado solamente cuando el bloque es lo suficientemente grande como para
aplicar todos los tratamientos.

Se proporcionan las formulas para un disefio en bloques aleatorios en este capitulo y en 770. Valoraciones
microbiolégicas de antibidticos.

3.2.2.3 Disefio en cuadrado latino

Este disefio es apropiado cuando la respuesta puede verse afectada por dos fuentes diferentes de variacion,
cada una de las cuales puede asumir & niveles o posiciones diferentes. Por ejemplo, en una prueba en placa de un
antibiotico, los tratamientos pueden disponerse en una serie k x k sobre una placa grande, realizandose cada tra-
tamiento una vez en cada fila y en cada columna. El disefio es adecuado cuando el nimero de filas, el nimero de
columnas y el numero de tratamientos son iguales.

Las respuestas se registran en un formato cuadrado conocido como cuadrado latino. Las variaciones debidas
a las diferencias de las respuestas entre las k filas y las k& columnas pueden separarse, reduciendo por tanto el
error. Ejemplo 5-1-3.

Cualquiera que sea el disefio usado, la asignacion de unidades experimentales a los bloques debe hacerse
aleatoriamente y las unidades deben mantenerse bajo condiciones uniformes tanto antes como durante el experi-
mento.

3.2.2.4 Disefio cruzado

Este diseflo es util cuando el experimento puede subdividirse en bloques, pero es posible aplicar solamente
dos tratamientos a cada bloque, por ejemplo, un bloque puede ser una sola unidad que puede probarse en dos
ocasiones. El disefio pretende aumentar la precision eliminando los efectos de las diferencias entre las unidades
mientras que se equilibra el efecto de cualquier diferencia entre los niveles generales de respuesta en las dos
etapas del ensayo.

Si se prueban dos dosis de un estandar y de una preparacion desconocida esto se conoce como un disefio cru-
zado doble, mientras que un disefio que incorpora tres dosis de cada preparacion es un disefio cruzado triple.

El experimento se divide en dos partes separadas por un intervalo de tiempo adecuado. Las unidades se divi-
den en cuatro (o seis) grupos y cada grupo recibe uno de los cuatro (o seis) tratamientos en la primera parte de la
prueba. Las unidades que reciben una preparacion en la primera parte de la prueba reciben la otra preparacion en
la segunda parte y las unidades que reciben dosis bajas en una parte de la prueba reciben dosis altas en la otra.
La disposicion de las dosis se muestra en la Tabla 3.2.2.4.-1.

Tabla 3.2.2.4. I - Disposicion de dosis en un diserio cruzado

Cruzado doble Cruzado triple
Grupo de unidades Tiempo I Tiempo I1 Tiempo I Tiempo I1
1 Si T, M T;
2 M T S T,
3 T, S, 83 T,
4 T, Si T S3
5 - - T, M
6 - - Ts M

Ver ejemplo en Statistical Methods in Biological Assay; B. J. Finney 2da ed. 1964, pag. 265 a 299.
3.2.3 Anadlisis de varianza

Esta seccion proporciona las formulas necesarias para llevar a cabo el analisis de varianza y seran compren-
didas mas facilmente haciendo referencia a los ejemplos realizados en la Seccion 5.1. También debe hacerse
referencia al glosario de simbolos (Seccion 8).

Las férmulas son apropiadas para andlisis simétricos en los que una o mds preparaciones (7, U, etc.) que van
a ser examinadas, se comparan con una preparacion estandar (S). Se enfatiza que las férmulas solo pueden em-
plearse si las dosis estdn igualmente espaciadas, si se aplican igual nimero de tratamientos por preparacion y si



cada tratamiento es aplicado un numero igual de veces. No debe procederse al empleo de las férmulas en cual-

quier otra situacion.

Aparte de algunos ajustes del término debido al error el analisis basico de datos procedentes de un ensayo es
el mismo para disefios completamente aleatorizados, en bloque aleatorizado y en cuadrado latino. Las férmulas
para ensayos cruzados, no se ajustan enteramente a este esquema.

Habiendo considerado los puntos discutidos en la Seccion 3.1 y habiendo transformado las respuestas, si fuera
necesario, debe hacerse la media de los valores para cada tratamiento y cada preparacion como se muestra en la
Tabla 3.2.3.-1. También deben calcularse los contrastes lineales los cuales se relacionan con las pendientes de las
lineas (In dosis-respuesta). En la Tabla 3.2.3.-1I se muestran tres formulas adicionales que son necesarias para la

realizacion del analisis de varianza.

Tabla 3.2.3.-1. Formulas aplicables al modelo de lineas paralelas con d dosis de cada preparacion

Estindar Preparacion 1 Preparacion 2
(D (U, etc.)

Respuesta media de la dosis menor S T, U,

Respuesta media de la segunda dosis S T U,

Respuesta media de la dosis mayor Sy T, U,

Total de la preparacion Pg=85+5+..+S,; Pr=T\+T)+...+T, Py=U+U,+...+Uy,
Contraste lineal LS: 1S1+2S2+...+de- LT: 1T1+2T2+...+de- LU: 1U1+2U2+...+dUd-

15 (d+1) Ps 2 (d+1) Py 2 (d+1) Py

Tabla 3.2.3.-11. Formulas adicionales para la construccion del andlisis de la varianza.

H, =

12n
d* —d

n(Py + P, +...)°
hd

K =

Tabla 3.2.3.-11l. Formulas para el cdlculo de Suma de Cuadrados y Grados de libertad.

Fuentes de Variacion Grados de Libertad Suma de Cuadrados
(&) (50
Preparaciones h—1 SCprep=Hp (P52+PT2+ )-K
Regresion lineal 1 1 5
sC,,, = ZHL (Lg +L, +..)

Desviacién del paralelismo h—1 SCpar= Hy (L S2+LT2+~ ) = S8Ceq
Desviacion de la linealidad h(d-2) SCiin= SChas - SCprep = SCreg - SCpyy
Tratamientos hd -1 SChar 1 (S)+.. AS/HTV+. AT +..) - K

* .
™ No se calcula para ensayos con dos dosis.

Tabla 3.2.3.-1V. Estimacion del Error Residual

Fuentes de Variacion Grados de Libertad Suma de Cuadrados
(&l 80

Blogues (Filas) n—1 SChiogues— hd (R +...4R,") — K
Columnas n—1 SCop= hd (C2+..+C)—K

Completamente Aleatorizado hd (n—1) SCros= SCotar - SChra
Error Residual™™  Aleatorizado en bloques (hd—1)(n—-1) SCres= SCotai - SCrrat - SChioques

Cuadrado lutino (hd—2) (n—1) SCres— SCuvat - SCras - SChingues - SCon
Total nhd - 1

SC!olul = Z (y - ;)2




) No se calcula para el disefio completamente aleatorizado.
") S6lo se calcula para el disefio Cuadrado Latino.
™ Depende del tipo de disefio.

La variacion total de la respuesta causada por los diferentes tratamientos se subdivide ahora, como se muestra
en la Tabla 3.2.3.-1II, en las sumas de cuadrados obtenidos a partir de los valores de las Tablas 3.2.3.-1 y
3.2.3.-1I. La suma de cuadrados debida a la no linealidad se puede calcular inicamente si se incluyen por lo
menos tres dosis por preparacion en el ensayo.

El error residual del ensayo se obtiene restando las variaciones de las fuentes de variacion, permitidas para el
diseflo, de la variacion total de la respuesta (7abla 3.2.3.-1V). En esta tabla ; representa la media de todas las

respuestas registradas en el ensayo. Se ha de hacer notar que para el cuadrado latino el nimero de respuestas
replicadas (n) es igual al numero de filas, columnas o tratamientos (dh).

fte.de var iacion l
&g fte.de variacion

El analisis de varianza se completa ahora como sigue. Cada suma de cuadrados se divide por el correspon-
diente nimero de grados de libertad para dar los cuadrados medios (CM).

El F calculado es el cociente entre el cuadrado medio de cada fuente de variacidon y el cuadrado medio del
error residual (s°). La significacion de esos valores (conocida como razén F) se evalua mediante el empleo de la
Tabla 7.1.

CM

F _ fte.devariacion

calculado — C M

error

3.2.4 Criterios de validez

Se dice que los resultados de un ensayo son “estadisticamente validos” si el resultado del analisis de varianza
es el siguiente:

1) El término regresion lineal es significativo, es decir, la probabilidad calculada es inferior a 0.01
(p<0,01). Si este criterio no se cumple, se debe considerar que el ensayo es no valido.

2)  El término de no paralelismo es no significativo, es decir, la probabilidad calculada no es inferior a 0,05
(p>0,05). Esto indica que se satisface la condicion 5A, Seccion 3.1.

3) El término de no-linealidad es no significativo, es decir, la probabilidad calculada no es inferior a 0,05
(p>0,05). Esto indica que se satisface la condicion 4A. Seccion 3.1.

Una desviacion significativa del paralelismo en un ensayo multiple (varias preparaciones simultineamente)
puede ser debida a la inclusion en el disefio del ensayo de una preparacion a examinar que da una linea In dosis-
respuesta con una pendiente diferente de la de las otras preparaciones. En lugar de declarar no vélido la totalidad
del ensayo se puede decidir la eliminacién de todos los datos relativos a esa preparacion y retomar el analisis
desde el inicio.

Cuando se establece la validez estadistica, las potencias y los limites de confianza se pueden estimar por los
métodos descriptos en la seccion siguiente.

3.2.5. Estimacion de la Potencia y Limites de Confianza

I es el In del cociente entre dosis adyacentes de cualquier preparacion, se obtiene a partir de:

(dosis 2)

=In—— =1Indosis 2—1Indosis 1 _
(dosis 1) (3.2.5.-1)

La pendiente comtn b, para ensayos con d dosis de cada preparacidn, se obtiene a partir de la formula

bo H, (Lg+L;+..)
Inh (3.2.5.-2)



El logaritmo de la relacion de potencia de una preparacion desconocida, por ejemplo 7, es M T

. PP
My =——— (3.2.5.-3)
db . . .

La potencia estimada es una estimacion puntual de la verdadera potencia y los limites de confianza pueden
calcularse por la formula (3.2.5.-4)

M, sup , 2
R o oM £ (C-1)(CME + 27 .
M. inf r \/( NCM ; ) (3.2.5.-4)
Donde oo SCu (3.2.5.-5)
SC, e -5t
p =S 3.2.5
= (3.2.5.-6)

Los valores de ¢ se obtienen a partir de la Tabla 8.2 para p - 0,05 y grados de libertad igual a los del error re-
sidual.

La potencia estimada y los limites de confianza, asociados a ella, se calculan multiplicando los antilogarit-
mos de M, ; M, superiory M, inferior por la potencia supuesta Ar,

Potencia estimada = Ry = antilog M, x Ar (3.2.5.-7)
Limite de confianza superior = Ry sup =antilog M. sup x Ar (3.2.5.-8)
Limite de confianza inferior - Ry inf _antilog M . infx Ay (3.25.9)

Si las soluciones existentes no son equipotentes en base a potencias asumida y asignada es necesario un factor
de correccion.

3.2.6 Valores perdidos

En un ensayo equilibrado, un accidente sin ninguna relacion con los tratamientos aplicados puede llevar a la
pérdida de una o mas respuestas, por ejemplo debido a la muerte de un animal. Si se considera que el accidente
no esta relacionado de ninguna manera con la composicion de la preparacion administrada, los calculos exactos
pueden aun realizarse pero las férmulas son necesariamente mas complicadas y solamente se pueden dar dentro
del marco de trabajo de los modelos lineales generales. No obstante, existe un método aproximado que mantiene
la simplicidad del disefio equilibrado sustituyendo la respuesta perdida por un valor calculado. La pérdida de
informacion se tiene en cuenta disminuyendo los grados de libertad de la suma total de cuadrados y para el error
residual en una unidad y empleando una de las formulas proporcionadas mas adelante para el valor perdido. Se
debe tener en mente que éste es s6lo un método aproximado y que debe ser preferido el método exacto.

Si se pierde mas de una informacion se puede emplear la misma férmula. El procedimiento consiste en hacer
una estimacidn grosera para todos los valores perdidos excepto uno y emplear la propia formula apropiada para
éste, empleando todos los valores restantes incluidas las estimaciones groseras. Incluir el valor calculado. Con-
tinuar de forma similar calculando un valor para la primera aproximacion grosera. Después de calcular todos los
valores perdidos de la misma manera se repite el ciclo completo desde el principio, empleando en cada calculo el
valor estimado o calculado mas reciente para todas las respuestas a las que se esta aplicando la formula. Se con-
tintia hasta que dos ciclos consecutivos dan los mismos valores, normalmente la convergencia es rapida.



Siempre que el nimero de valores reemplazados sea pequefio con relacion al nimero total de observaciones
en el experimento completo (digamos inferior al 5 %), la aproximacién implicada en este reemplazo y la reduc-
cion de grados de libertad por el numero de valores perdidos asi reemplazados es normalmente bastante satisfac-
toria. Sin embargo, el analisis debe ser interpretado con gran cuidado, especialmente si existe una preponderan-
cia de valores perdidos en un tratamiento o bloque, y se debe consultar a un especialista en estadistica si se en-
cuentra alguna caracteristica inusual.

Disenio completamente aleatorizado.
En un ensayo completamente aleatorizado, el valor perdido puede ser sustituido por la media aritmética de las
otras respuestas al mismo tratamiento.

Diseiio en bloques aleatorizados.
El valor perdido )' se obtiene aplicando la ecuacion:
. n B+ T'-G'
Y (n-1)(k-1) 3.2.6.-)

enla que B' esla suma de las respuestas del bloque que contiene el valor perdido, 7" es el total del tratamiento
correspondiente y G' es la suma de todas las respuestas registradas en el ensayo.

Diserio en cuadrado latino.
El valor perdido y' se obtiene a partir de:
_ k(B+C'+T")-2G"
(k= 1)(k -2) (3.2.6.-1

donde B'y C"' son las sumas de las respuestas en la fila y columna que contiene el valor perdido. En este caso
k=n.

Disenio cruzado.

Cuando accidentalmente se produce una pérdida de valores en un disefio cruzado, se debe consultar un libro
de estadistica (por ejemplo, D. J. Finney, ver Seccion 10), ya que las formulas apropiadas dependen de las com-
binaciones particulares de tratamientos.

3.3 Modelo de relacion de pendientes
3.3.1 Introduccion

Este modelo es apropiado, por ejemplo, para algunos ensayos microbiologicos cuando la variable indepen-
diente es la concentracion de un factor de crecimiento esencial por debajo de la concentracion dptima del medio.
El modelo se ilustra en la Figura 3.3.1.-1

Estandar

Desconocido

Respuesta (y)

dosis (x)

Figura 3.3.1.-1.-Modelo de relacion de pendientes para un disefio 2 x 3 + 1.



Las dosis se representan en el eje de abscisas y las respuestas se representan en el eje de ordenadas. Las res-
puestas individuales a cada tratamiento se sefialan con puntos negros. Las dos lineas son las relaciones dosis-
respuesta calculadas para la preparacion estandar y para la desconocida bajo el supuesto de que ambas se cortan
en el cero de dosis. A diferencia del modelo de lineas paralelas, las dosis no se transforman a logaritmos.

Al igual que en el caso de un ensayo basado en el modelo de lineas paralelas, es importante que la potencia
asumida esté cerca de la verdadera potencia y preparar diluciones equipotentes de las preparaciones desconocida
y del estandar (si es posible). Cuanto mas proxima esté la potencia asumida del desconocido a la verdadera po-
tencia, mas cerca estaran las dos lineas. La relacidon de las pendientes representa la “verdadera” potencia del
desconocido, relativa a su potencia asumida. Si la pendiente de la preparacion desconocida es mayor que la del
estandar, la potencia ha sido subestimada y los calculos indicaran una potencia estimada superior a la potencia
asumida. De la misma manera, si la pendiente del desconocido es menor que la del estandar, la potencia ha sido
sobrestimada y los célculos indicaran una potencia estimada inferior a la potencia asumida.

En un ensayo todas las respuestas deben ser examinadas para que satisfagan las condiciones 1, 2 y 3 de la
Seccion 3.1. El andlisis de varianza que ha de desarrollarse rutinariamente se describe en la Seccion 3.3.3, por lo
que el cumplimiento de las condiciones 4B y 5B de la Seccion 3.1 puede ser examinado.

3.3.2 Diseiio del ensayo

El empleo del analisis estadistico presentado mas adelante, impone las siguientes restricciones al ensayo:

a) El estandar y las preparaciones a ensayar tiene que ser analizadas en el mismo numero de diluciones
igualmente espaciadas;

b) Un grupo extra de unidades experimentales que no reciben tratamiento pueden ser examinadas (los blan-
0s);

¢) Tiene que haber un ntimero igual de unidades experimentales para cada tratamiento.

Como ya se sefialo en la Seccion 3.1.3 los disefios de ensayo que no cumplen estas restricciones pueden ser
posibles y correctos, pero los andlisis estadisticos sencillos presentados aqui no son aplicables y ha de solicitarse
el consejo de un experto o emplearse un programa apropiado.

Un disefio con dos dosis por preparacion y un blanco, “disefio cero comun (42 + /)”es normalmente preferi-
do, ya que permite una mayor precision juntamente con la posibilidad de revisar la validez dentro de las restric-
ciones mencionadas arriba. Sin embargo, una relacion lineal no puede ser siempre asumida como valida por
debajo de dosis cero. Se puede adoptar, con una pequefia pérdida de precision, un disefio sin blancos. En este
caso se prefiere tres dosis por preparacion, “diseflo cero comun (43)”, al de dos dosis por preparacion. Estas
dosis son, asi, dadas como sigue:

1) El estandar se da en una dosis alta, préxima, pero sin exceder la dosis méxima que da una respuesta media
sobre el tramo recto de la linea dosis-respuesta.

2) Las otras dosis estdn uniformemente espaciadas entre la dosis mas alta y la dosis cero.

3) Las preparaciones desconocidas se dan en las dosis correspondientes, basandose en la potencia asumida del
material.

Puede emplearse un disefio completamente aleatorizado, un disefio en bloques aleatorizados o un disefio en
cuadrado latino tal como se describe en la Seccion 3.2.2. El empleo de cualquiera de estos disefios necesita un
ajuste de la suma de cuadrados del error como se describe para el analisis basado en el modelo de rectas parale-
las. Se describe mas adelante el analisis de un ensayo de una o mas preparaciones desconocidas frente a un
estandar.

3.3.3 Analisis de varianza
3.3.3.1 Disefio (hd + 1)

Las respuestas se analizan como se describe en la Seccion 3.1 y si es necesario se transforman. Las respues-
tas son entonces promediadas sobre cada tratamiento y cada preparacion como se indica en la Tabla 3.3.3.1-1
Adicionalmente se calcula la respuesta media de los blancos (B).

La suma de cuadrados en el analisis de varianza se calcula como se indica en las Tablas 3.3.3.1-Ia 3.3.3.1-111.
La suma de cuadrados debida a no linealidad puede ser calculada so6lo si han sido incluidas al menos tres dosis de
cada preparacion en el ensayo. El error residual se obtiene restando las variaciones de las fuentes de variacion
contempladas en el disefio de la variacion total de la respuesta (Tabla 3.3.3.1-1V).



El analisis de varianza se completa ahora como sigue. Cada suma de cuadrados se divide por el correspon-
diente nimero de grados de libertad para dar los cuadrados medios (CM).

CM

fte.devariacion —

SC

fte.devariacion

&g lfte.de variacion

El F calculado es el cociente entre el cuadrado medio de cada fuente de variacion y el cuadrado medio del
. 2 . . ., . , , .
error residual (s”). La significacion de esos valores (conocida como razon F) se evaliia mediante el empleo de la

Tabla 7.1.

F

calculado —

CM

fte.devariacion

CM,

error

Tabla 3.3.3.1.-1
Formulas aplicables al modelo de Relacion de pendientes con d dosis para cada preparacion y un blanco

Total de la preparacion
Contraste lineal

Valor de la interseccion
Valor de la pendiente

Valor del tratamiento

No linealidad ©

Pg=8+5+...+5,;
Lg=18,+28,+...+dS,
as = (4d + 2)Ps - 6L
bs =2Ls - (d + 1)Ps

GS :S12 + ...+ Sdz

P’ 3b
K

Pr=T\+To+..+T,
Ly =1T\+2Ty+...+dT,
ar= (4d + 2)Pr - 6Ly
by =2Ly-(d+ 1)Pr
Gr =TV’ + ..+ T}

P> 35’ P> 3b,°
IO Ju=Cv === g

Estdndar Preparacion 1 Preparacion 2
@ (U, etc)
Respuesta media de la dosis menor S T, U,
Respuesta media de la segunda dosis S T U,
Respuesta media de la dosis mayor Sy T, U,

Py=U+Uy+...+U,
Ly = 1U+2Uy+...+dU,
ay =(4d + 2)Py - 6Ly
by =2Ly -(d+ 1)Py
Gy =U’+ ..+ U/

® No calculado para ensayos de dos dosis

Tabla 3.3.3.1.-11. Formulas adicionales para la construccion del analisis de la varianza.

nhd? — nhd

oo e n2 _Ggtap+... K:n(B+PS+PT+"')2
5 hd* —hd +4d +2 4d” -2d" -2d h(d* -d) hd +1
Tabla 3.3.3.1.-1ll. Férmulas para el cdlculo de Suma de Cuadrados y Grados de libertad.
Fuentes de Variacion Grados de Libertad Suma de Cuadrados
((4)] (SO
Regresion h SCreg=SChat — SChianco - SCint — SCiy,
Blancos 1 SCB/ancos = HB (B - a) ?
Interseccién h-1 SC,..= H; ((aS2+aT2+, .)—h (d2 - d)2 a2)
No linealidad h(d-2) SCi,=n(Js+Jr+...)
Tratamientos hd SCyu=n (B*+ Gg +Gr +.. )-K

® No calculado para ensayos de dos dosis



Tabla 3.3.3.1.-1V. Estimacion del Error Residual

Fuentes de Variacion Grados de Libertad Suma de Cuadrados

* @© (SO)
Bloques (Filas) n—1 SChioques= hd (R12 +.. ,+Rn2) -K
Columnas " n—1 SCoo= hd (C12 +.. .+Cn2) -K

Completamente Aleatorizado (hd+1) (n—1) SCres= SCotar - SChra
Error Residual”"< Aleatorizado en bloques hd (n—1) SCros= SCrotat - SCoras - Scbloques
Cuadrado latino (hd_ 1) (l’l - 1) SCres: SCtotal - SCtrat - SCbloques - SCcal

Total nhd +n -1 SC,on = z (v — ;)2

® No se calcula para el disefio completamente aleatorizado.
") S6lo se calcula para el disefio Cuadrado Latino.
™ Depende del tipo de disefio.

3.3.3.2 Disefio (hd)

Las formulas son basicamente las mismas que las empleadas para el disefio (hd + 1), pero existen algunas pe-

quefias diferencias.
e Besdescartado en la totalidad de las férmulas.
_n(Pg+ P +..)
hd

®  SChimeo S¢ elimina del andlisis de varianza.
e El numero de grados de libertad para los tratamientos se transforma en hd — 1.
e El numero de grados de libertad del error residual y la varianza total se calcula de la forma descripta para
el modelo de lineas paralelas (ver Tabla 3.2.3.-1V)

La validez del ensayo, la potencia y el intervalo de confianza se determinan como se describe en las Seccio-
nes 3.3.4y 3.3.5.

* K

3.3.4 Criterios de validez

Se dice que los resultados del ensayo son “estadisticamente validos” cuando el resultado del analisis de va-
rianza es como sigue:

1) la variacion debida a los blancos en los disefios (hd + 1) es no significativa, es decir, la probabilidad
calculada es no inferior a 0,05. Esto indica que la respuesta de los blancos no difiere significativamente del pun-
to de interseccion comun y la relacion lineal es valida hacia la dosis cero.

2) lavariacion debida a la interseccidn es no significativa, es decir, la probabilidad calculada es no inferior
a 0,05. Esto indica que se satisface la condicion 5B de la Seccion 3.1.

3) en ensayos que incluyen al menos tres dosis por preparacion, la variacion debida a la no linealidad es no
significativa, es decir, la probabilidad calculada es no inferior a 0,05. Esto indica que se satisface la condicion
4B de la Seccion 3.1.

Una variacion significativa debida a los blancos indica que la hipétesis de linealidad es no valida cerca de la
dosis cero. Si es probable que esto sea mas sistematico que accidental, para el tipo de ensayo, el disefio Ad es
mas apropiado. Cualquier respuesta a los blancos debe ser entonces no considerada.

Cuando estos ensayos indican que el ensayo es valido, se calcula la potencia con sus limites de confianza,
como se describe en la Seccion 3.3.5.

3.3.5 Estimacion de la potencia y limites de confianza
3.3.5.1 Disefio (hd + 1)
La interseccion comun a' de las preparaciones se puede calcular a partir de

_ (2d+1)B+(2d —3)ha
h(2d -3)+2d +1 (3.3.5.1.-1)




La pendiente del estandar, y analogamente para cada una de las otras preparaciones, se calcula a partir de la
féormula (3.3.5.1.-2) con su correspondiente Ls L, Ly...

_ OLs —3d(d+Da
ST 24 +3d” +d (3.3.5.1.-2)

La relacién de potencia para cada preparacion desconocida se puede calcular ahora de
b',
b (3.3.5.1.-3)

R, =

la cual ha de ser multiplicada por A7, la potencia asumida de la preparacidn a ensayar, para determinar la potencia
estimada Rr. Si el paso entre dosis adyacentes no fuera idéntico para el estandar y la preparacion desconocida, la
potencia tiene que ser multiplicada por Ig/I7. Notese que a diferencia del andlisis de lineas paralelas, no se calcu-
lan antilogaritmos.

El intervalo de confianza para R'r se calcula a partir de

CR, — K’J_r\/(C —~1)(CR} +1)+ K'(K'-2CR,)

(3.3.5.1.-4)
Donde C b’
b =5V,
y K- (C-1 "

V1 y V, estan relacionados con la varianza y covarianza del numerador y del denominador de R'z. Se pueden
obtener a partir de

Vo= 6 1 N 3
" nQd+1)|dd+1)  22d+1)+hd(d —1) (3.35.1.-5)
B 3d(d +1)
> Bd+1)(d+2)+hd(d-1) (3.3.5.1.-6)

Los limites de confianza se multiplican por A7, y si es preciso por Is/I7.
3.3.5.2 Diseilo (hd)

Las férmulas son las mismas que para el disefio (hd + 1), con las siguientes modificaciones

a=a (3.3.5.2.-1)
y__ 6 1,3
' ndQ2d+1)|d+1 " h(d-1) (3.3.5.2.-2)
3(d+1)

2

T3d+ D)+ hd-1) (3.3.5.2.3)



4 ENSAYOS QUE DEPENDEN DE RESPUESTAS CUANTALES
4.1 Introduccion

En ciertos ensayos es imposible o excesivamente laborioso medir el efecto sobre cada unidad experimental en
una escala cuantitativa. En cambio, un efecto (respuesta) tal como la muerte o sintomas de hipoglucemia, se
pueden observar como que “ocurren” o “no ocurren” en cada unidad y el resultado depende del nimero de uni-
dades en las cuales ocurre. Tales ensayos se llaman cuantales o del todo-o-nada.

La situacion es muy similar a lo descripto para ensayos cuantitativos en la Seccion 3.1, pero en lugar de n
respuestas separadas para cada tratamiento se registra un valor unico, esto es, la fraccion de unidades en cada
grupo de tratamiento que muestra una respuesta. Cuando estas fracciones son representadas frente al logaritmo
de las dosis la curva resultante tiende a ser sigmoidea mas que lineal. Se emplea una funcién matematica que
represente esta curvatura sigmoidea para estimar la curva dosis-respuesta. La funcion mas cominmente emplea-
da es la funcidn de distribucion normal acumulada. Esta funcion tiene ventajas tedricas y es quiza la mejor elec-
cion si la respuesta es un reflejo de la tolerancia de las unidades. Si la respuesta tiende mas a depender de un
proceso de crecimiento, se prefiere el modelo de distribucion logistica, aunque entre los dos modelos la diferen-
cia en el resultado es muy pequeiia.

Los estimadores de maxima verosimilitud de la pendiente y localizacidon de las curvas se pueden determinar
unicamente aplicando un procedimiento iterativo. Existen muchos procedimientos que conducen al mismo resul-
tado, pero difieren en eficiencia debido a la velocidad de convergencia. Uno de los métodos mas rapidos es la
optimizacion directa de la funcién de maxima verosimilitud, lo cual puede ser facilmente realizado con progra-
mas de computacion que contengan un procedimiento interno elaborado con esta finalidad. Desafortunadamente,
la mayoria de estos procedimientos no proporcionan una estimacion del intervalo de confianza y la técnica de
obtencion es demasiado complicada para ser descripta aqui. La técnica descripta a continuacién no es la mas
rapida pero ha sido elegida por su simplicidad comparada con las otras alternativas. Puede ser empleada en en-
sayos en los que una o0 mas preparaciones se comparan al estandar en los que ademas han de cumplimentarse las
siguientes condiciones:

1) La relacion entre el logaritmo de la dosis y la respuesta se puede representar por una curva de distribu-
cién normal acumulada.

2) Las curvas para el estandar y para la preparacién muestra son paralelas, es decir, tienen una forma idén-
tica y pueden diferir solamente en su localizacion horizontal.

3) En teoria, naturalmente no hay respuesta a dosis extremadamente bajas y no hay respuesta a dosis ex-
tremadamente altas.

4.2 Meétodo de probitos

La curva sigmoidea se puede transformar en una recta sustituyendo cada respuesta, esto es la proporcion de
respuestas positivas por grupo, por el correspondiente valor de la distribucién normal estandar acumulada. Este
valor, a menudo llamado‘“normito”, toma valores tedricos entre - co a + co. Tiempo atras se proponia afiadir 5 a
cada normito para obtener “probito”. Esto facilitaba los célculos hechos a mano ya que se evitaban los valores
negativos. Con la llegada de las computadoras la necesidad de sumar 5 a los normitos ha desaparecido. El térmi-
no “método de normitos” seria mas apropiado para el método descripto a continuacién. No obstante, ya que el
termino “andlisis de probitos” esta tan ampliamente difundido se mantendra dicho término en el texto por razones
histéricas.

Una vez que las respuestas han sido linealizadas, debiera ser posible aplicar el analisis de lineas paralelas co-
mo se describe en la Seccion 3.2. Desafortunadamente, la validez de condicion de homogeneidad de la varianza
para cada dosis no se cumple. La varianza es minima para normito = 0 y crece para valores tanto positivos como
negativos del normito. Por tanto, es necesario dar mas peso a las respuestas en la parte media de la curva y me-
nos peso en las partes mas extremas de la misma. Este método, el analisis de varianza, la estimacion de la poten-
cia y del intervalo de confianza se describen a continuacion.

4.2.1 Tabulacion de resultados

La Tabla 4.2.1.-1 se emplea para introducir datos en las columnas indicadas por nimeros:

€)) Dosis del estandar o de la preparacion desconocido

2) Numero # de unidades sometidas a ese tratamiento.

3 Numero de unidades » que dan respuesta positiva al tratamiento.
4 Logaritmo x de la dosis.

5) Proporcion p = r/n de respuestas positivas por grupo.



2
wx

El primer ciclo empieza aqui.
(6) La columna Y se completa con ceros en la primera iteracion.

@) El valor correspondiente a @ = ®(Y) de la funcidn de distribucion normal estandar acumulada
(ver Tabla 7.4).

Las columnas (8) a (10) se calculan con las siguientes formulas:

(8) Z= e;/g (4.2.1.-1)
© y=v+ p-® (4.2.1.-2)
(10) s (42.1.3)

Las columnas (11) a (15) se pueden calcular facilmente a partir de las columnas (4), (9) y (10) como wx, wy,
, Wy~ y wxy respectivamente y la sumatoria de cada una de las columnas (10) a (15) se calcula separadamente

para cada una de las preparaciones.

Las sumas calculadas en la Tabla 4.2.1.-1 se transfieren a las columnas (1) a (6) de la Tabla 4.2.1.-1] y se cal-

culan seis columnas adicionales (7) a (12) como sigue.

Tabla 4.2.1.-1 Primer tabla de trabajo

D11 1@® 1GOOI 061309 dDh a2 | ad3) | d4|ads)

dosis | n r X p Y 0)) Z y w wx | wy | wx® | wy” | wxy
S
o | 2| X | 2. | X_ | B
T
o | 2| X | 2. | X_ | B
etc.
Tabla 4.2.1.-11 Segunda tabla de trabajo
) 2 3) “4) ) (6) (7 (8 O | a0 | adn | 12
Zw Swx | Twy | Zwx® | Twy’ | uxy Sex Sy S,y X ; a
S
T
etc.
X= =
2 _ (Zwx)?

(7 S, =2 wx (4.2.1.-4)

w

) wy)
® Sy TIWSTIUE o)



2 (ZW)’)2

©  Se=Iw oSl (4.2.1.-6)
- Xwx

(10) Ty (4.2.1.-7)
- Ywy

(11) YIS (4.2.1.-8)

La pendiente comun, b puede obtenerse ahora asi

TS,
P=3%s. (4.2.1.-9)

la interseccion "a" del estandar y de las preparaciones desconocidas, se obtienen como
(12) a=y-bx (4.2.1.-10)

La columna (6) de la primera tabla de trabajo puede ser ahora sustituida por ¥ = a + bx y el ciclo se va repi-
tiendo hasta que la diferencia entre dos ciclos se ha hecho pequeiia (por ejemplo, la maxima diferencia de Y entre
dos ciclos consecutivos es inferior a 10 ™).

4.2.2 Criterios de validez

Antes de calcular las potencias e intervalos de confianza, debe ser evaluada la validez del ensayo. Si se han
incluido al menos tres dosis para cada preparacion, las desviaciones de la linealidad se pueden medir como sigue:
afiadir una columna 13 a la Tabla 4.2.1.-1] y completarla segun la expresion:

2

s2
S = (4.2.2.-1)

ey

El total de columna es una medida de las desviaciones de la linealidad y se distribuye, aproximadamente, co-
mo una y’ con N — 2h grados de libertad. La significacion de este valor puede establecerse con la Tabla 7.3 o con
una adecuada subrutina en un programa de computacion. Si el valor es significativo a un nivel de probabilidad
de 0,05, el ensayo debe probablemente ser rechazado (ver Seccion 4.2.4).

Cuando el ensayo anterior no indica desviacion significativa de regresion lineal, se contrastan las desviacio-
nes del paralelismo, a un nivel de significacion del 0,05, con:

3 (ES,)
S. XS,

xx

7=X

(4.2.2.-2)

Con s — 1 grados de libertad.
4.2.3 Estimacion de la potencia y limites de confianza

Cuando no se detecta desviacion significativa del paralelismo y la linealidad, el In (relacion de potencia) M'r
se calcula como:



=T, (4.23.-1)

Se aplica el antilogaritmo. Ahora se consideras_-1,96y s - 1.
Los limites de confianza se calculan como los antilogaritmos de:

CM, —(C—~1)(xs —x1) £(C~ DV £, + C(M,. — x5 +x1)?) (4.2.3.-2)
donde C= b’Ys,
PYS s
y o
Vo
> Tw
N T

4.2.4 Ensayos no validos

Si la prueba de desviacion de la linealidad, descripta en la Seccion 4.2.2., es significativa el ensayo debera
normalmente ser rechazado. Si existieran razones para mantener el ensayo, las formulas se modificaran ligera-
mente, ¢ se toma como el valor 7 (p = 0,05) con el mismo niimero de grados de libertad utilizado en la revision de
la linealidad y s° pasa a ser el valor y/ dividido por el mismo numero de grados de libertad (por ello es mayor
que uno).

La prueba de paralelismo también se modifica ligeramente. El valor 4’ para no paralelismo se divide por su
numero de grados de libertad. El valor resultante se divide por s calculado anteriormente para obtener la razén
F, con h—1y N—2h grados de libertad, el cual es evaluado de la forma habitual al 0,05 de nivel de significacion.

4.3 Métodos de logitos

Como se indico en la Seccion 4.1 el método de logitos puede ser algunas veces mas apropiado. El nombre de
este método se deriva de la funcion logit, que es la inversa de la funcion de distribucién logistica. El procedi-
miento es similar al descripto para el método probitos con las modificaciones siguientes en las formulas para @ y
Z.

v 4.3.-1)

L= ey (4.3.-2)

4.4 Otras formas de la curva

Los métodos de probitos y logitos son casi siempre adecuados para el analisis de las llamadas respuestas
cuantales en la FA. Sin embargo, si puede ser evidente que la curva In dosis-respuesta tiene una forma diferente
de la que describen las dos curvas anteriores, se puede adoptar otra curva ®. En este caso Z se toma como la
primera derivada de @.

Por ejemplo: si puede mostrarse que la curva no es simétrica, la distribucion de Gompertz podria ser apropia-
da (método de gompito) en este caso

4.5 Dosis mediana efectiva

En algunos tipos de ensayos interesa determinar la dosis mediana efectiva, que es la dosis que produce una
respuesta en el 50 % de las unidades. Se puede utilizar el método de probitos para determinar esta dosis mediana



efectiva (ED50), pero ya que no es necesario expresar esta dosis relativa a un estandar, las féormulas son ligera-
mente diferentes.

[NOTA: se puede incluir opcionalmente un estandar con objeto de validar el ensayo. Normalmente el ensayo
se considera valido si el valor calculado ED50 del estandar esta suficientemente cercano al valor asignado ED50.
El significado de "suficientemente cercano", en este contexto, depende de los requerimientos especificados en la
monografia.]

La tabulacion de las respuestas para las preparaciones desconocidas y opcionalmente para el estandar, se hace
como se describe en la Seccion 4.2.1. La prueba de linealidad es como se describe en la Seccion 4.2.2. Para este
tipo de ensayo no es necesario una prueba de paralelismo. La ED50 de la preparacion desconocida T y analoga-
mente de las otras muestras se obtiene, como se describe en la Seccion 4.2.3, con las siguientes modificaciones
en las formulas 4.2.3.-1 y 4.2.3.-2.

—a,

b 4.5.-1)

M, =

CM, —(C—Dxr +(C=DF =5, +C(M, +x7)*) “45-2)

donde 1
V=——
dw
y C se deja sin modificar
5 EJEMPLOS
5.1 Modelo de lineas paralelas
5.1.1 Ensayo multiple de tres dosis con diseiio completamente aleatorizado.

Ensayo de eritropoyetina mediante inyeccion subcutanea en ratones normocitémicos con recuento visual de
la respuesta (niimero de reticulocitos) en camara de Neubauer.

La potencia asumida de las preparaciones 7'y U es de 2000 Ul/ml. Las dosis del estandar y preparaciones son
10, 30 y 90 UI/0,5ml/ratén. Las respuestas individuales y medias estan dadas, para cada preparacion en la Tabla
5.1.1.-1 y representadas en la Figura 5.1.1.-1.

Tabla 5.1.1.-1 Respuesta( y) numero de reticulocitos

Estindar S Preparacion T Preparacion U
Sl Sz S3 T1 Tz T3 U1 Uz U3
13 25 34 14 20 27 17 25 34
14 19 32 12 18 26 15 28 37
18 21 33 15 23 29 16 27 35
14 20 29 12 24 32 20 25 36
14 24 28 14 19 30 18 29 35
16 24 32 14 23 32 17 26 40
13 23 33 17 22 29 17 27 39
16 25 28 13 24 31 15 24 37
14 25 33 16 22 32 19 25 39
18 24 35 13 25 31 17 26 39
Media 15 23 31,7 14 22 29 17,1 26,2 37,1

Figura 5.1.1-1
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Las férmulas de las Tablas 3.2.3.-1'y 3.2.3.-1I proporcionan:

Ps= 69,7 Ls=16,7
P,= 65,9 L;=159
P~ 80,4 Ly=20,0

H, :?:3,333333 H, :%:5
K=51840

El analisis de varianza se puede ahora completar con las formulas de las Tablas 3.2.3.-Ill y 3.2.3.-1V. Este se
muestra en la Tabla 5.1.1.-11.

Tabla 5.1.1.-11. Andlisis de varianza

Fuente de Grado de Suma de Cuadrado Razon F Probabilidad
variacion libertad cuadrados medio
Preparaciones 2 376,8614 188,4307

Regresion 1 4611,2667 4611,2667 1137,3768 0,0000
No paralelismo 2 47,2333 23,6165 5,8250 0,0043
No linealidad 3 6,2386 2,0795 0,5129 0,6745
Tratamientos 8 5041,6

Error Residual 81 3284 4,0543

Total 89 5370

El andlisis confirma una regresion lineal altamente significativa. La falta de paralelismo es también significa-
tiva (p = 0,0043). La preparacion U es por tanto rechazada y el andlisis se repite utilizando Gnicamente la prepa-
racion 7'y la preparacion estandar. El valor K es ahora 30645,6.

Tabla 5.1.1.-11l. Andalisis de varianza

Fuente de Grado de Suma de Cuadrado Razon F Probabilidad
variacion libertad cuadrados medio

Preparaciones 1 24,0636 24,0600

Regresion 1 2656,9000 2656,9000 585,6070 0,0000
No paralelismo 1 1,6000 1,6000 0,3527 0,5551
No linealidad 2 0,8364 0,4182 0,0922 0,9120
Tratamientos 5 2683,4

Error Residual 54 245.0 4,5370

Total 59 29284

El analisis sin la preparacion U cumple los requerimientos con respecto a la regresion, linealidad y paralelis-
mo por lo tanto la potencia puede ser calculada. Aplicando las férmulas de la Seccion 3.2.5 se obtiene:

Para la pendiente comun

5%(16,7+15,9)

=17,4148
In3x10x2



El In de la relacion de potencias es

_ 659-697 _ 1707
3x7,4184
2656,9 10069

~2656,9—4,5370x 2,005

2656,9

=7 16093
7,4184> x3x10

Los In de los limites de confianza para la preparacién 7T son:

-0,1719+ \/0,0069 x(0,0293 +3,2186) = —0,1719 £ 0,1497

Tomando antilogaritmos encontramos una relacién de potencias de 0,8430 con limites de confianza, del 95
por ciento, de 0,7250 y 0,9780.

Multiplicando por la potencia asumida de la preparacion T resulta una potencia de 1686 Ul/ml con limites de
confianza, del 95 por ciento, de 1450 y 1956 Ul/ml.

5.1.2 Ensayo multiple de cinco dosis con diseiio completamente aleatorizado
Ensayo in vitro de tres vacunas de hepatitis B frente a un estandar

De cada una de las vacunas y del estandar se prepararon tres series independientes de cinco diluciones, en
progresion geométrica (al medio). Después de algunos pasos adicionales en el procedimiento del ensayo, se
midieron las absorbancias. Los resultados se muestran en la Tabla 5.1.2.-1.

Tabla 5.1.2.-1. Densidades opticas

Dilucion Estindar S Preparacion T Preparacion U Preparacion V

1:16000 0,043 0,045 0,051 0,097 0,097 0,094 0,086 0,071 0,073 0,082 0,082 0,086
1:8000 0,093 0,099 0,082 0,167 0,157 0,178 0,127 0,146 0,133 0,145 0,144 0,173
1:4000 0,159 0,154 0,166 0,327 0,355 0,345 0,277 0,268 0,269 0,318 0,306 0,316
1:2000 0,283 0,295 0,362 0,501 0,665 0,576 0,586 0,489 0,546 0,552 0,551 0,624

1:1000 0,514 0,531 0,545 1,140 1,386 1,051 0,957 0,866 1,045 1,037 1,039 1,068

Es conocido que los logaritmos de las densidades dpticas tienen una relacion lineal con los logaritmos de las
dosis. En la Tabla 5.1.2.-1I figuran las respuestas medias de las densidades oOpticas logaritmicamente transfor-
madas.

Tabla 5.1.2.-11. Medias de las transformaciones In de las absorbancias

Si -3,075 T; -2,343 U; -2,572 Vi -2,485
Sz -2,396 T, -1,789 U, -2,002 V, -1,874
S3 -1,835 T; -1,073 Us -1,305 V; -1,161
S4 -1,166 T, -0,550 U, -0,618 V, -0,554
Ss -0,635 Ts 0,169 Us -0,048 Vs 0,047




Las férmulas de las Tablas 3.2.3.-1'y 3.2.3.-1I proporcionan:

Pg=-9,108 Ls = 6,109
P;=-5,586 Ly = 6,264
Py=-6,544 Ly= 6,431
Py=-6,027 Ly=6,384
H,,:§:0,6 HLz%:OJ
K=111,52

Figura 5.1.2.-1
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El analisis de varianza ya puede ser completado con las formulas de las Tablas 3.2.3.-11l y 3.2.3.-1V. El resul-
tado se presenta en la Tabla 5.1.2.-111.

Tabla 5.1.2.-III. Andlisis de varianza

Fuente de Grado de Suma de Cuadrado Razon F | Probabilidad
variacion libertad cuadrados medio
Preparaciones 3 4,475 1,492
Regresion 1 47,58 47,58 7126 0,000
No paralelismo 3 0,0187 0,006 0,933 0,434
No linealidad 12 0,0742 0,006 0,926 0,531
Tratamientos 19 52,152
Error Residual 40 0,267 0,0067
Total 59 52,42

Una regresion altamente significativa y un desvio de paralelismo y linealidad no significativa, confirma que
las potencias pueden ser calculadas satisfactoriamente. Aplicando las férmulas de la Seccion 3.2.5 dan:

0,3x (6,109 + 6,264 + 6,431+ 6,384)
In2x3x4

b= =0,90848

El In de la relacion de potencias para la preparacion 7 es



_ —5,586-(-9,108)

=0,7752
5x0,90848

M,
B 47,58
47,58 —0,0067 x 2,021

4758
0,9085% x 53

=1,00057

=3,8436

Los In de los limites de confianza para la preparacion 7 son

1,00057 % 0,7752 + \/0,00057 x (1,00057 x 0,7752° + 2 x 3,8436) = 0,7756 + 0,0689

Tomando antilogaritmos se calcula una relacion de potencias de 2,171 con limites de confianza, del 95 por
ciento, de 2,027 y 2,327. Todas las muestras tienen una potencia asignada de 20 pug proteina/ml y por tanto una
potencia de 43,4 ng proteina/ml se encuentra para la preparacion desconocida 7 con limites de confianza, del 95

por ciento, de 40,5 y 46,5 pg proteina/ml.
El mismo procedimiento se sigue para estimar la potencia y los limites de confianza de las otras preparacio-

nes ensayadas. Los resultados se muestran en la Tabla 5.1.2.-1V.
Tabla 5.1.2.-1V
Potencia final estimada e intervalos de confianza del 95% del ensayo de vacunas (en ug proteina/ml)

Limite inferior Estimacion Limite superior
Vacuna T 40,5 43,4 46,5
Vacuna U 32,9 35,2 37,6
Vacuna V 36,8 39,4 422

5.1.3 Ensayo de dos dosis con disefio de cuadrado latino y sin replicacion

Ensayo de Ocitocina usando organo aislado

Tabla 5.1.3.-1 Disposiciones de tratamientos (Cuadrado latino)

Columnas
Filas 1 2 3 4
1 S S, Ty T,
2 Ss T T, Si
3 T s M S
4 1> M S, T,

La preparacidn estandar se administrd en dosis de 0,001UI/ml y 0,003 Ul/ml. Se prepararon dosis equivalen-
tes de las preparaciones 7 basandose en una potencia supuesta de 10 Ul/ml. Cada uno de los cuatro tratamientos

se aplicd una vez en cada fila y una vez en cada columna.

Tabla 5.1.3.-11 Medida de contraccion del iitero en milimetros.

Columnas Media de las filas (R)
Filas 1 2 3 4
1 26 31 20 33 27,50
2 31,5 18 29 23 25,375
3 17 22 16 28 20,75
4 24 14 24 16 19,50
Media de las 24,625 21,25 22,25 25,00
columnas (C)




Tabla 5.1.3.-111 Medlias de los tratamientos

K=8672,265625

Figura 5.1.3.-1

Las formulas de las Tablas 3.2.3.-1'y 3.2.3.-1 proporcionan:
Ps= 48,375
Pr=44]75

Lg=4,4375
Lr=4,625
H, =8 _3

Estandar S Preparacion T
Sl Sz T1 Tz
Media 19,75 28,625 17,75 27,00
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Tabla 5.1.3.-1V Andlisis de varianza

El andlisis de varianza ya puede ser completado con las formulas de las Tablas 3.2.3.-11l y 3.2.3.-1V. El resul-
tado se muestra en la Tabla 5.1.3.-1V.

Fuente de Grado de Suma de Cuadrado Razon F Probabilidad
variacion libertad cuadrados medio

Preparaciones 1 13,1406 13,1406
Regresion 1 328,5156 328,5156 512,8248 0,0000
No paralelismo 1 0,1406 0,1406 0,2195 0,6560
Tratamientos 3 341,7969 113,9323
Filas 3 171,5469 57,1823 89,2637 0,0000
Columnas 3 39,7969 13,2656 20,7081 0,0014
Error Residual 6 3,8436 0,6406
Total 15 556,9843 37,1323

In3x4x2

=8,2491

El analisis de varianza demostro diferencias significativas entre las filas y las columnas. Esto indica el au-
mento de precision conseguido mediante el uso de un disefio cuadrado latino en lugar de un disefio completamen-
te aleatorizado.

La regresion altamente significativa y el desvio del paralelismo no significativo, confirman que el ensayo es
valido y se calcula la potencia aplicando las formulas de la Seccion 3.2.5.

b 8% (4,4375+4,625)




El In de la relacion de potencia para la preparacion 7 es

- 4475248375 10
2x8,2491
co 328,5156 _Lot1s
328,5156 —0,6406 x 5,9878
_ 3285156 06035
4x2x(8,2491)

y In de los limites de confianza para la preparacion T es:

1,0118(=0,2197) % /(10118 — 1) x (1,0118 x (=0,2197)* + 2x 0,6035) = —0,2223 +0,1217

Tomando antilogaritmos se calcula una relacién de potencias de 0,8028 con limites de confianza, del 95 por
ciento, de 0,7089 y 0,9043. Multiplicando por la potencia asumida de 10 Ul/ml resulta una potencia de 8,028
Ul/ml con limites de confianza de 7,089 y 9,043 Ul/ml.

5.2 Modelo de relacion de pendientes
5.2.1 Ensayo completamente aleatorizado con diseiio (2x 3 +1)
Ensayo de Factor VIII

Se lleva a cabo un ensayo cromogénico de actividad de concentrado de factor VIII. Se preparan tres dilucio-
nes independientes en progresion aritmética, por duplicado, tanto para el estindar como para la preparacion des-
conocida. Ademads se prepara un blanco. Se realizan dos réplicas de cada dilucion y se usa el promedio de estas
como respuesta a cada tratamiento. Potencia asumida 250 Ul/vial.

Tabla 5.2.1-1 Promedio de Absorbancias

400 q

200 q

Blanco Estandar (S) Desconocido (T)
St | S, | Ss T, | T, | Ts
mUl/ml mUl/ml
1,5 3,0 4,5 1,5 3,0 4,5
241 474 714 946 487 790 992
245 509 754 976 486 745 1034
Media 243,0 491,5 734,0 961,0 486,5 767,5 1013,0
Figura 5.2.1-1
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Las férmulas de las Tablas 3.3.3.1.-1 y 3.3.3.1.-II proporcionan

Ps=2186,50 Pr=2267

Lg= 4842,50 Ly=5060,5

as= 1556,00 ar= 1375

bs= 939,00 br=1053
Gs=1703849,25 Gr=1851907,5
Jg =40,042 Jr=210,042
Hz=0,923076923 H;=0,023809523
a=24425 K=6302032,071

El analisis de varianza ya puede ser completado con las formulas de las Tablas 3.3.3.1.-1l1 y 3.3.3.1.-1V. El
resultado se muestra en la Tabla 5.2.1.-11.

Tablas 5.2.1.-11 Andlisis de varianza

Fuente de Grado de Suma de Cuadrado Razon F | Probabilidad
variacion libertad cuadrados medio

Regresion 2 926687,8068 463343,9034 861,3460 0,0000

Blancos 1 1,4423 1,4423 0,0027 0,9600

Interseccion 1 390,0119 390,0119 0,7250 0,4227

No linealidad 2 500,1680 250,0840 0,4649 0,6463
Tratamientos 6 927579,4290 154596,5715

Error Residual 7 3765,5000 537,938

Total 13 931344,9290

Una regresion altamente significativa y desviaciones no significativas de linealidad e interseccion indica que
puede ser calculada la potencia. Ademas se observa el cumplimiento de blancos.
Aplicando las formulas de la Seccion 3.3.5 se obtiene:

a'=243,5769

Pendiente del estandar

bl = 6x4842,50 -9x4x243,5769

B =241,5028
2x27+9%x3+3

Pendiente de la preparacion desconocida

_ 6x5060,50 -9 x4 x243,5769

b, =257,0742
2x27+9x3+3

La relacidn de potencia para la preparacion 7 es
R, =1,0645

co 241,5028"
241,5028% — 537,938 x 2,3646% x 0,0852

=1,0044

K'= (1,0044 —1)0,58064 = 0,0025

Los limites de confianza se calculan a partir de

1,0044 x1,0645 —0,0025 + \/(1,0044 -1D(1,1381+1)+0,0025(0,0025 — 2,1383) =1,0666 + 0,0629

Se calcula una relacion de potencias de 1,0645 con limites de confianza, del 95 por ciento, de 1,0037 y
1,1295. Como la preparacion analizada tiene una potencia asumida de 250 Ul/vial, por lo tanto su potencia esti-
mada es de 266,12 Ul/vial con limites de confianza de 250,92 Ul/vial y 282,37 Ul/vial. Nétese que a diferencia
del analisis de lineas paralelas no se calculan los antilogaritmos.



5.2.2 Ensayo completamente aleatorizado con diseiio (3x 4)
Un ensayo in vitro de vacunas de influenza

El contenido en antigeno hemaglutinina (HA) de dos vacunas de influenza es determinado por inmunodifu-
sion radial simple. Ambas tienen una potencia en rétulo de 15 pug HA por dosis, que equivale a un contenido de
30 ug HA/ml. El estandar tiene un contenido asignado de 39 ug HA/ml.

Se aplica el estandar y las dos vacunas problema en cuatro concentraciones duplicadas las cuales estan prepa-
radas sobre la base de los contenidos asignado y declarado respectivamente. Cuando se establece el equilibrio
entre los reactantes, externo ¢ interno, se mide la zona del area de precipitacion anular. Los resultados se mues-
tran en la Tabla 5.2.2.-1.

Tabla 5.2.2.1 Zona de precipitacion area (mm >

Concentracion Estandar Preparacion T Preparacion U
(ng/mb) I i I 1l I 1l
7,5 18,0 18,0 15,1 16,8 15,4 15,7
15,0 22,8 24,5 23,1 24,2 20,2 18,6
22,5 30,4 30,4 28,9 27,4 24,2 23,1
30,0 35,7 36,6 34,4 37,8 27,4 27,0
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Figura 5.2.2.-1

Una representacion grafica de los datos no muestra hechos inusuales. Aplicando las féormulas de las Tablas
3.3.3.1.-1'y 3.3.3.1.-1I se obtiene:

Pg=108,2 P,;= 103,85 Py=185.8
Ls=301,1 Ly=292,1 Ly=234,1
as=141,0 ar=116,7 ay=139,8
bs=612 br= 64,95 by=39,2
Gs=31143 Gr=12909,4 Gy=19173
Js= 0,223 Jr=2.227 Jy= 0,083
H,=0,00925926 a'=11,0416667 K = 14785,7704

y el analisis de varianza se completa con las formulas de las Tablas 3.3.3.1.-1l1 y 3.3.3.1.-1V. Esto se muestra en
la Tabla 5.2.2.-11.



Tabla 5.2.2.-1I Analisis de varianza

Fuente de Grado de Suma de Cuadrado Razon F Probabilidad
variacion libertad cuadrados medio

Regresion 3 1087,66519 362,55065 339,497525 0,0000
Interseccion 2 3,47388889 1,7369444 1,62647939 0,2371
No linealidad 6 5,0655 0,84425 0,79055794 0,5943
Tratamientos 11 1096,20458

Error Residual 12 12,815 1,06791667

Total 23 1109,01958

Una regresion altamente significativa y desviaciones no significativa de linealidad e interseccion indica que
puede ser calculada la potencia.

Pendiente del estandar b = 6x301,1-60x11,0416667 _ 635611
180

Pendiente T es b.T _ 6x292,1-60x11,0416667 = 6,05611
180

Pendiente de U es B - 6x234,1— 6108>(<)1 1,0416667 _ 412277

Esto proporciona una relacion de potencias de 0,95280 para la vacuna 7'y 0,64863 para la vacuna U.

>
€= 63561 —1,0676;315666171>< 2179 x0aadq  00%!
K'=0,00560842 x 0,625 = 0,0035
Y los limites de confianza se determinan con la formula 3.3.5.1.-4
Para la vacuna 7 son: 0,95464 + \/0,00561 x1,91292 + 0,0035 x (=1,91279) = 0,95464 + 0,06343
Para la vacuna U son: 0,64877 +/0,00561x 1,42308 + 0,0035 x (~1,30104) = 0,64877 +0,05856

El contenido HA por dosis se puede determinar multiplicando las razones de potencias y limites de confianza
por la potencia asumida, 15 pg/dosis. Los resultados estan dados en la Tabla 5.2.2.-111

Tabla 5.2.2.-111 Estimacion de potencia HA (ug/dosis)

Limite inferior Potencia estimada Limite superior
Vacuna T 13,4 14,3 15,3
Vacuna U 8,9 9,7 10,6

6 COMBINACION DE RESULTADOS DE ENSAYOS
6.1 Introduccion

Con frecuencia es necesario la repeticion de ensayos independientes y la combinacion de sus resultados para
cumplir los requisitos de este Codigo. La cuestién que surge es, si es apropiado combinar los resultados de tales
ensayos y si es asi, de qué forma debe hacerse.



Dos ensayos pueden ser considerados mutuamente independientes cuando la ejecucién de uno no afecta las
probabilidades de los posibles resultados del otro. Esto implica que los errores aleatorios en la totalidad de los
factores esenciales que influyen sobre el resultado (por ejemplo, diluciones del estandar y de la preparacion que
se va a examinar, la sensibilidad del indicador bioldgico) en un ensayo, tienen que ser independientes de los
correspondientes errores aleatorios en el otro. Los ensayos, en dias sucesivos, usando las diluciones originales y
retenidas del estandar no son ensayos independientes.

Existen diversos métodos para combinar los resultados de ensayos independientes, cuanto mas aceptable sea
teoricamente el método mas dificil sera de aplicar. A continuacion se describen tres (6.2.3 6 6.2.4 y 6.3) métodos
simples de aproximacion, se pueden utilizar otros, siempre que se cumplan las condiciones necesarias.

Cuando se combinan potencias de ensayos provenientes de modelo de lineas paralelas las mismas deben ser
transformadas a logaritmos (M) y cuando provienen de ensayos de modelo relacion de pendientes, las potencias
(R) se usan como tal. Ya que los modelos de lineas paralelas son mas comunes que los basados en el modelo de
relacidon de pendientes, el simbolo M que denota el logaritmo de la potencia se usa en las formulas de esta sec-
cion. En ensayos de relacidon de pendientes se usan las mismas formulas y R, pero corregidas por la potencia
asumida en cada ensayo previo a la combinacion..

6.2 Combinacion ponderada de resultados de ensayos

Este método se puede usar siempre que se cumplan las siguientes condiciones:

1 - las estimaciones de la potencia derivan de ensayos independientes;

2 - para cada ensayo, C estd proximo a 1 (inferior a 1,1);

3 - el nimero de grados de libertad de los errores residuales individuales no es inferior a 6, pero preferible-
mente es mayor de 15.

4 - las potencias individuales estimadas forman un conjunto homogéneo (ver Seccion 6.2.2).

Cuando estas condiciones no se cumplen esté método no se puede aplicar. Entonces puede utilizarse el méto-
do descripto en la Seccidn 6.3 para obtener la mejor estimacion de la potencia media.

6.2.1 Cdlculo de los coeficientes de ponderacion

Se asume que los resultados de cada uno de los »’ ensayos han sido analizados para dar »n” valores de M con
los limites de confianza asociados. Para cada ensayo se obtiene la longitud del intervalo de confianza logaritmi-
co, L, restando el limite inferior del superior. El peso W para cada valor de M se calcula a partir de la ecuacién
6.2.2.-1, en la que ¢ tiene el mismo valor que el utilizado para el calculo de los limites de confianza.

Iz (6.2.1.-)

6.2.2 Homogeneidad de las estimaciones de potencia

Sumando, de todos los ensayos, la desviacion de cada M con respecto a la media ponderada (M) elevada al
cuadrado y multiplicada por el peso (6.2.2.1) se obtiene un estadistico, xz (ver Tabla 7.3) y que se puede utilizar
para probar la homogeneidad de un conjunto de In de potencias estimadas:

Ve =ZW(M_M)2 (6.2.2.-1)

donde — Y WM
o

Si el %* calculado es inferior al valor tabulado correspondiente con (n'~1) grados de libertad las potencias son
homogéneas y tendran sentido calcular la potencia media y los limites de confianza por el método de la Seccion
6.2.3.

Si el valor calculado de este estadistico es superior al valor tabulado, las potencias son heterogéneas. Esto
significa que la variacion entre las estimaciones individuales de M es mayor que la que se podria predecir a partir
de las estimaciones de los limites de confianza, esto es, que existe una variabilidad significativa entre los ensa-
yos. Bajo estas circunstancias la condicion 4 no se cumple y las ecuaciones de la Seccion 6.2.3 ya no se pueden
aplicar. En cambio se pueden usar las formulas de la Seccion 6.2.4.



6.2.3 Calculo de la media ponderada y limites de confianza

Se forman los productos WM para cada ensayo y su suma se divide por el peso total de todos los ensayos para
dar el logaritmo de la potencia media ponderada.

— > WM
M= S (6.2.3.-1)

El error estandar del In (potencia media) se calcula como la raiz cuadrada de la inversa del peso total:
o - [ 1
Y (6.2.3.-2)

y se obtienen los limites de confianza aproximados a partir de los antilogaritmos de los valores dados por

Mtrs, (6.2.3.-3)

donde el numero de grados de libertad de 7 es igual a la suma del nimero de grados de libertad de los cuadrados
medios del error de los ensayos individuales.

6.2.4 Media ponderada y limites de confianza basados en la variacion intra e inter ensayo

Cuando los resultados de varios ensayos repetidos se combinan, el valor %~ puede ser significativo. Se consi-
dera entonces que la variacion observada tiene dos componentes:

- La variacion intra ensayo 1

2 —_———
SH = W
- La variacion inter ensayo o > (M -M)
M n'(n'—l)

donde M esla media no ponderada. La primera componente varia de ensayo a ensayo mientras que la tltima es
comun para todo M.

Para cada M se calcula entonces un coeficiente de ponderacién como sigue

1
W'=———
Sy 85
que sustituye a W en la Seccion 6.2.3 donde ¢ se considera que es aproximadamente 2.

6.3 Combinacion no ponderada de resultados de ensayos

Para combinar las 7’ estimaciones de M a partir de ' ensayos de forma mas sencilla se calcula la A y se ob-
tiene una estimacion de su desviacion estandar calculando

o > (M -My

M I’l'(l’l'—l)

(6.3.-1)

y los limites son: M+t . (6.3.-2)



Donde ¢ tiene (n'-1) grados de libertad. EIl numero n' de estimaciones de M normalmente es pequefio, y por
tanto, el valor de 7 es bastante grande.

6.4 Ejemplo de potencia media ponderada y limites de confianza de ensayos de lineas paralelas

En la Tabla 6.4.-1 se recogen seis estimaciones independientes de la potencia de la misma preparacion, junto
con sus limites de confianza del 95 % y el nimero de grados de libertad de sus varianzas del error. Cumplen las
condiciones 1, 2 y 3 de la Seccion 6.2. Los In de las potencias y los pesos se calculan como se describe en la
Seccion 6.2.

Tabla 6.4.-1 Potencia estimada e intervalos de confianza de seis ensayos independientes

Potencia estimada | Limite inferior Limite superior Grados de In Peso
(Ulvial) (Ulvial) (Ulvial) libertad Potencia M w
18,367 17,755 19,002 20 9,8183 3771,1
18,003 17,415 18,610 20 9,7983 3951,5
18,064 17,319 18,838 20 9,8017 2462,5
17,832 17,253 18,429 20 9,7887 4003,0
18,635 17,959 19,339 20 9,8328 3175,6
18,269 17,722 18,834 20 9,8130 4699,5

Se evalua la homogeneidad de las potencias estimadas con la férmula 6.2.2.-7 la cual da un x* de 4,42 con 5
grados de libertad. Esto es, no significativo (p = 0,49) por lo que se cumplen todas las condiciones.

La potencia media ponderada se calcula con la formula 6.2.3.-1, resulta 9,8085.

La formula 6.2.3.-2 da una desviacion estandar de 0,00673 y limites de confianza, del 95 %, de 9,7951 y
9,8218 que se calculan con la formula 6.2.3.-3 donde ¢ tiene 120 grados de libertad.

Al tomar los antilogaritmos se obtiene una potencia de 18187 IU/vial con limites de confianza de 17946
Ul/vial y 18431 IU/vial.

6.5 Ejemplo de potencia media ponderada y limites de confianza de ensayos de relacion de pendientes con
igual potencia asumida

En la Tabla 6.5.-1 se especifican seis estimaciones independientes de potencia de la misma preparacion, con
igual potencia asumida (250UI/vial), la potencia corregida por potencia asumida con sus limites de confianza del
95% y el nimero de grados de libertad de la varianza del error. Cumplen las condiciones 1,2 y 3 de la Seccion
6.2.

Tabla 6.5.-1 Potencia estimada y peso de cuatro ensayos independientes

Potencia estimada Potencia corregida por potencia asumida | Grados de libertad Peso
R R' w
260,768 1,043072 7 492,826
260,656 1,042624 7 315,215
250,792 1,003168 7 423,044
260,068 1,040272 7 566,024
270,000 1,080000 7 320,000
240,800 0,963200 7 350,100

Se evalua la homogeneidad de las potencias estimadas con la formula 6.2.2.-7 la cual da un ¥ de 2,8584 con
5 grados de libertad, esto es “no significativo”, el y* de tabla es 11,070 por lo que se cumplen todas las condicio-
nes.

La potencia media ponderada se calcula con la formula 6.2.3.-1, multiplicada por la potencia supuesta resulta
ser 257,25 Ul/ vial.

La formula 6.2.3.2 da una desviacion estandar de 0,02013 y los limites de confianza, del 95%, obtenidos por
la formula 6.2.3.3, donde t tiene 42 grados de libertad, dan un resultado de 247,08 Ul/vial y 267,41 Ul/ vial
cuando se multiplican por la potencia supuesta.



7 TABLAS

Las tablas de esta seccion proporcionan un listado de valores criticos para los numeros de grados de libertad
mas frecuentes. Si un valor critico no esta en la lista debe buscarse en tablas mas completas. Muchos programas
de ordenador incluyen funciones estadisticas y se recomienda su uso en lugar de las tablas de esta seccion.

7.1 Distribucion F

Si un valor observado es mayor que el valor de la tabla se considera que es significativo (lineas superiores,
p=0,05) y muy significativo (lineas inferiores, p=0,01). gl 1 es el numero de grados de libertad del numerador y
gl 2 es el numero de grados de libertad del denominador.

Tabla 7.1 Niveles de significacion de la relacion de varianzas (F)

gl 1 2 3 4 5 6 8 10 12 15 20 ©
1>

gl
2!

10 | 4,965 4,103 3,708 3,478 3,326 3,217 3,072 2,978 2,913 2,845 2,774 2,538
10,044 7,559 6,552 5,994 5,636 5,386 5,057 4,849 4,706 4,558 4,405 3,909

12 | 4,747 3,885 3,490 3,259 3,106 2,996 2,849 2,753 2,687 2,617 2,544 2,296
9,330 6,927 5,953 5,412 5,064 4,821 4,499 4,296 4,155 4,010 3,858 3,361

15 4,543 3,682 3,287 3,056 2,901 2,790 2,641 2,544 2,475 2,403 2,328 2,066
8,083 6,359 5,417 4,893 4,556 4,318 4,004 3,805 3,666 3,522 3,372 2,868

20 | 4,351 3,493 3,098 2,866 2,711 2,599 2,447 2,348 2,278 2,203 2,124 1,843
8,096 5,849 4,938 4,431 4,103 3,871 3,564 3,368 3,231 3,088 2,938 2,421

25 4,242 3,385 2,991 2,759 2,603 2,490 2,337 2,236 2,165 2,089 2,007 1,711
7,770 5,568 4,675 4,177 3,855 3,627 3,324 3,129 2,993 2,850 2,699 2,169

30 | 4,171 3,316 2,922 2,690 2,534 2,421 2,266 2,165 2,092 2,015 1,932 1,622
7,562 5,390 4,510 4,018 3,699 3,473 3,173 2,979 2,843 2,700 2,549 2,006

50 | 4,034 3,183 2,790 2,557 2,400 2,286 2,130 2,026 1,952 1,871 1,784 1,438
7,171 5,057 4,199 3,720 3,408 3,186 2,890 2,698 2,563 2,419 2,265 1,683

) 3,841 2,996 2,605 2,372 2,214 2,099 1,938 1,831 1,752 1,666 1,571 1,000
6,635 4,605 3,782 3,319 3,017 2,802 2,511 2,321 2,185 2,039 1,878 1,000

7.2 Distribucion t

Si un valor observado es superior al tabulado, se considera que es significativo (p = 0,05) y muy significativo

(p=0,01).

Tabla 7.2 Niveles de significacion de t (valores absolutos)

gl p=0,05 p=0,01 gl p =0,05 p=0,01
1 12,706 63,656 22 2,074 2,819
2 4,303 9,925 24 2,064 2,797
3 3,182 5,841 26 2,056 2,779
4 2,776 4,604 28 2,048 2,763
5 2,571 4,032 30 2,042 2,750
6 2,447 3,707 35 2,030 2,724
7 2,365 3,499 40 2,021 2,704
8 2,306 3,355 45 2,014 2,690
9 2,262 3,250 50 2,009 2,678
10 2,228 3,169 60 2,000 2,660
12 2,179 3,055 70 1,994 2,648
14 2,145 2,977 80 1,990 2,639
16 2,120 2,921 90 1,987 2,632
18 2,101 2,878 100 1,984 2,626
20 2,086 2,845 w 1,960 2,576




7.3 Distribucion y

Si un valor observado es superior a uno tabulado, se considera que es significativo (p=0,05) y muy significa-
tivo (p=0,01).

Tabla 7.3 Niveles de significacion de Y 2

gl p =0,05 p=0,01 gl p =0,05 p=0,01
1 3,841 6,635 11 19,675 24,725
2 5,991 9,210 12 21,026 26,217
3 7,815 11,345 13 22,362 27,688
4 9,488 13,277 14 23,685 29,141
5 11,070 15,086 15 24,996 30,578
6 12,592 16,812 16 26,296 32,000
7 14,067 18,475 20 31,410 37,566
8 15,507 20,090 25 37,652 44,314
9 16,919 21,666 30 43,773 50,892
10 18,307 23,209 40 55,758 63,691

7.4 Distribucion ® (Distribucion normal estindar acumulada)

X ()] X [0) X [0)

0,00 0,500 1,00 0,841 2,00 0,977
0,05 0,520 1,05 0,853 2,05 0,980
0,10 0,540 1,10 0,864 2,10 0,982
0,15 0,560 1,15 0,875 2,15 0,984
0,20 0,579 1,20 0,885 2,20 0,986
0,25 0,599 1,25 0,894 2,25 0,988
0,30 0,618 1,30 0,903 2,30 0,989
0,35 0,637 1,35 0,911 2,35 0,991
0,40 0,655 1,40 0,919 2,40 0,992
0,45 0,674 1,45 0,926 2,45 0,993
0,50 0,691 1,50 0,933 2,50 0,994
0,55 0,709 1,55 0,939 2,55 0,995
0,60 0,726 1,60 0,945 2,60 0,995
0,65 0,742 1,65 0,951 2,65 0,996
0,70 0,758 1,70 0,955 2,70 0,997
0,75 0,773 1,75 0,960 2,75 0,997
0,80 0,788 1,80 0,964 2,80 0,997
0,85 0,802 1,85 0,968 2,85 0,998
0,90 0,816 1,90 0,971 2,90 0,998
0,95 0,829 1,95 0,974 2,95 0,998

El valor @ para valores negativos de x se calcula en la tabla como

1-® (-x)

8 GLOSARIO DE SIMBOLOS
a = Interseccién de la linea de regresion de la respuesta con respecto a las dosis o al In (dosis)
b = Pendiente de la linea de regresion de la respuesta con respecto a las dosis o al In (dosis)

d = Numero de niveles de dosis para cada preparacion (excepto el blanco de los ensayos de relacion de pen-
dientes)

e = Base de los logaritmos naturales (= 2,71828182845905...)
g = Estadistico usado en el teorema de Fieller: g=C - 1/C
gl= Grados de libertad



h = Numero de preparaciones de un ensayo incluyendo la preparacion estandar
m = Potencia estimada obtenida como una relacion de efectos en los modelos lineales generales
n = Numero de replicados de cada tratamiento

n' = Numero de ensayos

p = Probabilidad de que un estadistico dado sea mayor que el valor observado. También se utiliza como el
cociente r/n en analisis de probitos

r = Numero de unidades con respuesta por grupo de tratamiento, en ensayos que dependen de respuestas
cuantales

. ., ., , [ 2
s = Estimacion de la desviacion estandar = \/ §

s* = Estimacion de la varianza residual dada por el cuadrado medio del error en analisis de varianza
t = Estadistico de Student (Tabla 7.2.)

Vi1, V12, V22 = Multiplicadores de (co)varianza para el numerador y el denominador del cociente m en el teo-
rema de Fieller

w = Coeficiente de ponderacion

x = In (dosis)

y = Respuesta individual o respuesta transformada

A = Potencias asumidas de las preparaciones a ensayar cuando se preparan las dosis

B =Respuesta media de los blancos en los ensayos de relacion de pendiente

C = Estadistico usado en el calculo de intervalos de confianza: C=1/1 — g

Cy,......, C, = Respuesta media de cada columna en el disefio de cuadrado latino

Dy, D, = Respuesta media a tiempo 1 o a tiempo 2 en el disefio cruzado doble

F = Relacion de dos estimaciones independientes de varianza que sigue una distribucion F (Tabla 7.1)

Gs, Gr.. = Valores de los tratamientos utilizados en el analisis de varianza para ensayos de relacion de pen-
dientes

Hp, H; = Multiplicadores utilizados en el andlisis de varianza para ensayos de lineas paralelas
Hj, H;= Multiplicadores utilizados en el analisis de varianza para ensayos de relacion de pendientes

1= En ensayos de lineas paralelas, In del cociente entre dosis adyacentes. En ensayos de relacion de pendien-
tes, el intervalo entre dosis adyacentes

Js, Jr= Valores de linealidad utilizados en el analisis de varianza para ensayos de relacion de pendientes
K = Término de correccidon usado en el célculo de sumas de cuadrados en el andlisis de varianzas

L = Logaritmo de la longitud del intervalo de confianza

Lg, Ly,... = Contrastes lineales del estandar y de las preparaciones ensayadas

M = Logaritmo de la relacion de potencia para una preparacion ensayadas

N = Numero total de tratamientos en el ensayo (= dh)

Pg, Pr,... = Suma de las respuestas medias del estandar (S1 +S2 + .....Sd ) y de cada preparacion ensayada
R = Potencia estimada para una preparacion ensayada

R'=Relacidn de potencia para una preparacion ensayada

R,,....,R, = Respuesta media de cada fila 1 a » en un disefio de cuadrado latino o de cada bloque en un disefio
de bloques aleatorizados

S = Preparacion estandar



S1,..., Sg= Respuesta media a la dosis mas baja 1, hasta la mas alta d, de la preparacién estandar S
SC = Suma de cuadrados debida a la fuente de variacion dada

T, U, V... = Preparaciones a ensayar

T,..., T;,= Respuesta media a la dosis mas baja 1, hasta la mas alta d, de la preparacion a ensayar T
V' = Coeficiente de varianza en el calculo de los limites de confianza

W = Factor de ponderacion en la combinacion de resultados del ensayo

X = Estructura lineal o matriz del disefio usado en modelos lineales generales

Y,Y' = Vector que representa las respuestas (transformadas) en modelos lineales generales

Z = La primera derivada de @

7 =3,141592653589793238....

@ = Funcidn de distribucion normal estandar acumulada (Tabla 7.4)

x* = Estadistico Chi-cuadrado (Tabla 7.3)



Actualizacion total

20. ANALISIS TERMICO

Las Técnicas Termoanaliticas se basan en
el calentamiento o enfriamiento de muestras a
velocidades programables o en condiciones
isotérmicas, dentro de rangos de temperatura y
atmosferas (aire, nitrogeno, etc.) adecuados. Estos
procesos, a través de las transiciones, cambios de
estado, interacciones que en ellos se produjeran,
etc., permiten obtener informacion cuali y
cuantitativa sobre propiedades de las sustancias y
caracteristicas de las muestras, tales como: estados
cristalinos y amorfos, temperatura de fusion, calor

especifico, pureza, estabilidad, composicién y
transformaciones polimérficas, composicion
isomérica, transiciones vitreas, sublimacion,

interacciones sélido — solido, etc.. Algunas de estas

propiedades contribuyen corrientemente la
identificacion de sustancias.

Estas técnicas tienen las ventajas de utilizar
pequefias cantidades de muestra (del orden del
miligramo) que se utilizan frecuentemente sin
tratamiento previo y de poseer alta sensibilidad,

precision y exactitud.

a

Las técnicas de Analisis Térmico que se
emplean con mayor frecuencia son: la Calorimetria
Diferencial de Barrido (CDB), el Analisis Térmico
Diferencial (ATD), el Analisis Termogravimétrico
(ATG), el Analisis Termomecanico (ATM) y la
Microscopia de Platina Calentable (MPC). Las
propiedades medidas por estas técnicas se indican
en la Tabla 1.

Tabla 1.
Técnica Propiedad medida/estudiada
CDB cambios de energia (absorcion o liberacion de calor)
ATD diferencia de temperaturas entre muestra y referencia
ATG masa (variacion en el peso de la muestra)
ATM deformacion (variacion en las dimensiones fisicas)
MPC cambios visuales (morfolégicos o de color)

Durante los andlisis, las propiedades medidas por cada método son registradas en funcion de la
temperatura y/o el tiempo, permitiendo, para las cuatro primeras técnicas presentadas, la visualizacion de los
barridos en graficos cuya interpretacion contribuye en gran medida a la elaboracion de las conclusiones.

La informacion producida por los graficos antedichos, se resume en la Tabla 2, excepto para el Analisis
Térmico Diferencial, cuyas aplicaciones varian segun las caracteristicas de los aparatos.

Tabla 2.
Informacion CDB ATG ATM
Calor especifico SI
Temperatura de fusion SI o
polimeros

Calor de fusion, cristalinidad SI
Evolucion de la fusion, fraccion liquida SI
Analisis de la composicion SI SI
Identificaciéon y pureza de cristales (material no SI SI
polimérico)
Evaporacion, desorcion, secado, sublimacion SI SI
Polimorfismo SI SI
Pseudopolimorfismo SI SI
Calores de transicion SI
Transiciones polimérficas SI
Mesofases en cristales liquidos SI
Transiciones vitreas, suavizado SI SI
Estabilidad y descomposicion térmica, pirdlisis,

A SI SI ST
despolimerizacion
Analisis de productos de descomposicion SI
gaseosos liberados(por asociacion con otros

equipos)




Coeficiente de expansion lineal ST

Comportamiento viscoelastico SI

Compatibilidad de sustancias entre si y de S S en

sustancias con el material de empaque polimeros

Polimerizacion, curado SI SI

Cinética de reaccion SI SI

Dado que los resultados dependen en ciertos RT? 1

casos de las condiciones bajo las cuales se T, =T, — 0 x, —
realizaron los ensayos, es necesario incluir en cada AH 7 F
registro térmico una descripcién completa de las en la cual:

mismas, entre las que se encuentran: marca y
modelo del aparato, tamafio e identificacion de la
muestra, material, capacidad y estado del crisol
empleado para contener la muestra, programa de
temperaturas, composicion y caudal del gas
empleado, presion del sistema y sensibilidad de las
determinaciones.

Calorimetria diferencial de Barrido (CDB)

La técnica se basa en mantener iguales las
temperaturas de la muestra y la referencia cuando se
someten ambas a procesos de calentamiento o
enfriamiento (dindmicos, isotérmicos o ambos
combinados). El procedimiento se realiza en un
horno provisto de un sensor de alta sensibilidad,
donde se ubican tanto el crisol con la muestra, como
el crisol de referencia, vacio. Dado que las
transiciones fisicas y las reacciones quimicas de las
muestras van siempre acompafadas de absorciones
o desprendimientos de energia adicionales a los
mencionados procesos, es funcion del equipo medir
las diferencias de flujo de calor necesarias para
mantener en todo momento la misma temperatura
en ambos crisoles.

Determinacion de  Pureza
impurezas eutécticas) -

La fusion de un compuesto cristalino puro debe
producirse dentro de un intervalo de temperatura
muy reducido, correspondiente a la temperatura de
fusion T, pero la presencia de impurezas eutécticas
(aquellas solubles en la fase liquida formada
durante la fusién, pero no en la fase solida del
componente principal) expande el mencionado
intervalo y produce un descenso en la temperatura
de finalizacion de la fusién (Punto de Fusion). Las
determinaciones de pureza a través de DSC se
basan en la relacion entre el descenso del Punto de
Fusion y la cantidad de impurezas eutécticas, 1o
cual tiene su expresion matematica a
través de la Ley de Van’t Hoff en su forma
simplificada (1), que permite predecir el efecto de
las impurezas sobre T,;:

(andlisis  de

T,, = temperatura de la muestra en cualquier
punto de equilibrio durante la fusion (en °K)

Ty = temperatura de fusion del componente
principal puro (en °K)

R = constante de los gases (8,134 J/°K mol)

AH;= calor molar de fusién de la muestra

x, = fraccion molar de la impureza eutéctica
en la muestra completamente fundida

F =fraccién fundida

Esta ecuacion permite obtener parametros de
fusion tales como:

T;, Temperatura de Fusion (Punto de Fusion),
cuando F =1

T, surge de la extrapolacion de la funcion
cuando x>, =0

AHj; surge de la integracion del 4rea de la

endoterma de fusion

y permite ademas calcular la Pureza Eutéctica
Pureza Eutéctica = (1-Xx2) 100 moles %
(sobre sustancia tal cual)

En la formula anterior se observa que la
disminucién del punto de fusidén es directamente
proporcional a la fraccién molar de la impureza.

Los resultados de estas determinaciones son
suficientemente exactos cuando las impurezas no
exceden aproximadamente el 1,5% en moles. Las
impurezas de sintesis y de degradacion, entre otras,
guardan cierta similaridad con el producto final y
generalmente no  presentan  problemas de
solubilidad en el material fundido, siendo, en estos
casos, a través de un comportamiento eutéctico,
globalmente cuantificables por esta técnica

Las impurezas no eutécticas no son evaluables a
través de CDB. Su efecto puede ser incluso el de
aumentar el punto de fusion.  Ejemplos de
impurezas no eutécticas son los cristales mixtos y
las soluciones solidas.

A las sustancias que presentan simultineamente
mas de un estado polimorfico no se les determina la
pureza, a menos que se conviertan completamente
en la modificacion estable durante la fusion.



El andlisis de pureza no debe aplicarse a
muestras que funden presentando simultdneamente
fendomenos de evaporacion y/o descomposicion.

Polimorfismo -

Las técnicas de CDB y de ATD son
particularmente utiles para detectar y caracterizar el
polimorfismo (capacidad de una molécula de formar
distintas estructuras al estado soélido), dado que
registran los cambios de entalpia producidos por las
transformaciones solido—solido, las fusiones y las
recristalizaciones. Esas  diferentes estructuras
internas que presenta gran parte de las moléculas,
pueden corresponder a diferentes Puntos de Fusion,
solubilidades, reactividades quimicas, estabilidades,
etc., lo cual puede a su vez impactar en propiedades
farmacéuticas tales como velocidad de disolucion y
biodisponibilidad.

Polimeros -

La posibilidad de detectar y evaluar
temperaturas de transiciones vitreas, fusiones,
recristalizaciones, calores especificos, grado de
polimerizacién, curado etc., le confiere a esta
técnica una particular utilidad en el andlisis de
polimeros, 1o cual se refleja en la utilidad que presta
en el desarrollo y control de la Industria
Farmacéutica.

Analisis Térmico Diferencial (ATD)

Este anélisis mide la diferencia de temperatura
entre la muestra en ensayo y una referencia inerte
(crisol de referencia), ambas calentadas bajo las
mismas condiciones, mientras que la CDB permite
cuantificar las absorciones y desprendimientos de
calor. Actualmente, de los analisis de ATD también
pueden  obtenerse  resultados  calorimétricos
cuantificables que permiten aplicarlo también,
como se ha mencionado, en areas en las que presta
especial utilidad la CDB, como las de polimorfismo
y polimeros.

Analisis termogravimétrico (ATG)

Este andlisis registra el peso de la muestra en
funciéon de la temperatura o del tiempo de
calentamiento, mediante el empleo de una
termobalanza. Incluye programas de calentamiento
dindmico, de temperatura fija (proceso isotérmico)
o mezclas de ambos. Suministra mas informacion
que la pérdida por secado a una temperatura
determinada, ya que detecta las temperaturas a las
que se desprenden las sustancias volatiles retenidas,
ademas de  cuantificar los  respectivos
desprendimientos.

Muchas sustancias tienen la capacidad de
formar hidratos y/o solvatos. En los primeros, el
agua esta presente no soélo en su superficie como

humedad, sino también en el cristal. Esta
propiedad, conocida como pseudopolimorfismo,
puede conducir a complejos procesos de fusion.

A través de este analisis, especialmente cuando
esta combinado con CDB, es generalmente posible
distinguir entre la pérdida de solvente adsorbido en
la superficie, la pérdida de solvente ocluido en el
cristal y las pérdidas de masa producidas por
descomposicion de la sustancia.

Las mediciones se llevan a cabo bajo el flujo
programado de un gas apropiado. El calculo de la
pérdida porcentual G, se efectua a través de la
férmula siguiente:

G (% de pérdida) = 100 Am/my

en la cual Am es la pérdida de masa y m, es el peso
inicial de la muestra.

Dado que el Analisis Termogravimétrico no
identifica especificamente los productos de
reaccion, pueden analizarse los gases desprendidos
trabajando en combinacion con técnicas tales como
la Espectrometria de Masa o la Espectroscopia
Infrarroja por Transformada de Fourier.

Los equipos constan de una microbalanza
asociada a una fuente de calor programable. Estos
difieren, principalmente, en el intervalo de masas
aceptable para las muestras a analizar y las formas
de deteccion de la temperatura y de la masa de la
muestra.

Analisis Termomecanico (ATM)

Este analisis mide los cambios dimensionales
(dilatacion o contraccidon) de una muestra expuesta
0 no a la accién de pequefias cargas, en funcion de
la temperatura o el tiempo. Se utiliza
fundamentalmente en polimeros, por lo cual su
relevancia en la Industria Farmacéutica se basa en
su aplicacion a sistemas de liberacion poliméricos,
envases y protesis médicas. Ademads de permitir la
deteccion de transiciones vitreas, es importante en
el calculo de Coeficientes de expansion y de
Conversion.

Microscopia de platina calentable

Esta técnica retne la visualizacion de la muestra
a través de un microscopio en paralelo a la
posibilidad de programar el calentamiento y/o el
enfriamiento de la misma.

Ventajas que presenta:

e visualizar, para su estudio, los procesos de
fusién y cristalizacion.

e detectar, durante el calentamiento o el
enfriamiento, procesos que generan
pequefios o ningun cambio de entalpia
(cambios morfologicos y de color).



contribuir a la interpretacion de sefiales o
picos que aparecen en otras técnicas de
Andlisis Térmico asociados con
transiciones térmicas, en particular las
polimdrficas.

deteccion de cristales birrefringentes a
través del uso de luz polarizada, lo cual es
de especial interés en el estudio del
polimorfismo utilizando la técnica de
formacion de  “films  cristalinos”.



Actualizacién parcial

70. CONDUCTIVIDAD

La resistividad eléctrica p de una solucién
acuosa es por definicion la resistencia en corriente
alterna medida en ohms entre las caras opuestas de
un cubo de un centimetro de lado de una solucién
acuosa a una temperatura especificada.

La conductividad x, de una soluciéon es por
definicion la funcion inversa de la resistividad p.
La resistencia R, de un conductor de seccion
transversal A, y longitud L, estd dada por la
siguiente expresion:

L
R=p—
pA
0 sea,
ptl o 11
K A R A

La unidad de conductividad en el Sistema
Internacional es el siemens por metro (S m™). En la
practica la conductividad eléctrica de una solucioén
se expresa en siemens por centimetro (S cm™) o en
microsiemens por centimetro (uS cm™). La unidad
de resistividad en el Sistema Internacional es el
ohm por metro (2 m) y para el caso de la
resistividad de soluciones es el ohm por centimetro
(© cm). A menos que se especifique de otro modo,
la temperatura para la expresion de la conductividad
o la resistividad es de 25.0 °C y debe estabilizarse
dentro de £ 0.1 °C.

Aparato - Emplear un instrumento que puede
ser un puente Wheatstone de operacién manual o
equivalente, o un instrumento de mediciéon de
lectura directa analdgica o digital, el cual mide la
resistencia de una columna de liquido entre los
electrodos de un dispositivo de medida sumergido
(celda conductimétrica).

El aparato se provee con corriente alterna para
evitar los efectos de polarizacion del electrodo y
esta equipado con un dispositivo de compensacion
de temperatura o un termémetro de precision.

La celda conductimétrica contiene dos
electrodos paralelos de platino, recubiertos con

negro de platino, cada uno con un area A4, y
separados uno de otro por una distancia L. Ambos
estan generalmente protegidos por un tubo de vidrio
que permite un buen intercambio entre la soluciéon y
los electrodos.

Las celdas de platino con negro de platino no
deben usarse para la mediciéon de conductividades
por debajo de 10 ps cm™ a menos que pueda usarse
una celda con sélo trazas de negro de platino para
mediciones entre 0,1 v 10 us cm’'; las celdas para
las mediciones en este rango deben reservarse con
exclusividad para este uso.

Debe considerarse la influencia de didéxido de
carbono presente en el aire al medir aguas de muy
baja conductividad ya que éste puede producir un
aumento significativo de la conductividad medida al
disolverse en el agua. Donde sea posible, debe
evitarse el contacto del aire con el agua de baja
conductividad mediante celdas de flujo o bien
aislando la superficie expuesta mediante gases
inertes quimicamente puros, tales como el nitrégeno
o el helio.

La constante C, de la celda conductimétrica se
expresa en cm ' de acuerdo con la siguiente
ecuacion:

Czoc£
A

en la cual a es un coeficiente adimensional
caracteristico del disefio de la celda.

Preparacion de soluciones estandar

Solucion_estandar A - Preparar una solucién
que contenga 0,7440 g de cloruro de potasio por
cada litro de solucion a 20 °C, empleando agua
libre de diéxido de carbono, preparada con agua
cuya conductividad no excede de 2 uS cm’.

Solucion _estandar B - Diluir 100 ml de la
Solucion estandar A a 1 litro a 20 °C.

La conductividad de las dos soluciones estandar
de cloruro de potasio, a las temperaturas de 0 °C,
18°C y 25°C se indican en la Tabla.




Tabla.

Solucién a m% la Temperatura Conductivildad
estandar _p—solucién °C uS cm
0 773.6
A 0,01 18 1.220,5
25 1.408.8
0 77,69
B 0,001 18 127,54
25 146,93

Las conductividades indicadas de la Tabla no
incluyen la conductividad del agua usada para
preparar las soluciones.

Procedimiento

Determinacion de la constante de la celda —
Elegir una celda conductimétrica apropiada para la
conductividad de la solucién muestra a medir.
Cuanto mayor sea la conductividad esperada, mayor
debe ser la constante de la celda elegida (baja p),
para que el valor de R medido sea tan grande como
sea posible para el aparato empleado. Las celdas
conductimétricas comuinmente empleadas, tienen
una constante del orden de 0,1; 1 y 10 em™.
Emplear una solucion estandar de cloruro de
potasio apropiada. Enjuagar varias veces la celda
con agua libre de dioxido de carbono, y al menos
dos veces con la solucién estandar de cloruro de
potasio empleada para determinar la constante de la
celda conductimétrica. Medir la resistencia de la
celda conductimétrica con la solucion estandar de
cloruro de potasio a 250 + 0.1°C o a la
temperatura  especificada en la monografia
correspondiente. Repetir la medicidén con porciones

adicionales de la solucion estindar de cloruro de
potasio hasta que el valor obtenido permanezca
constante. La constante de la celda conductimétrica
C, en cm’, esta dada por la expresion:

C=RyaKka

en la cual Rygq es la resistencia medida, en
megaohms, y Kye es la conductividad de la
solucion estandar de cloruro de potasio empleada,
expresada en uS cm’™.

La medida de la constante de la celda
conductimétrica C, debera estar comprendida dentro
del £ 2 % del valor indicado.

Determinacion de la conductividad de la
solucion a ensayar - Luego de calibrar el aparato
con una de las soluciones estandar, enjuagar la
celda conductimétrica varias veces con agua libre
de didxido de carbono y al menos dos veces con la
solucion muestra a 25,0 + 0.1 °C o a la temperatura
especificada en la monografia correspondiente.
Proceder con las sucesivas mediciones segun como
se especifique en la monografia correspondiente.




75. CONDUCTIVIDAD EN AGUA CALIDAD FARMACEUTICA

En este ensayo se incluyen dos etapas prelimina-
res. Si las condiciones de ensayo y los limites de
conductividad se cumplen en cualquiera de las etapas
preliminares, el Agua Calidad Farmacéutica cumple
con los requisitos del ensayo cuando se especifique en
la monografia. En estas circunstancias es innecesario
proceder con la tercera etapa. La muestra no cumple
con los requisitos del ensayo sélo si no cumple con la
tercera etapa.

Procedimiento

ETAPA 1

1. Determinar la temperatura y la conductividad
del agua realizando una lectura de conductividad no
compensada por temperatura. La medida puede 1le-
varse a cabo en un recipiente apropiado o como una
medida en linea.

2. Empleando la Tabla 1. Etapa 1. Requisitos
de conductividad y temperatura, encontrar el valor de
temperatura inmediata inferior a la temperatura medi-
da. El valor de conductividad correspondiente es el
limite a esa temperatura.

3. Silaconductividad medida no es mayor que
el valor de la Tabla 1, el agua cumple los requisitos
del ensayo de conductividad. Si la conductividad es
mayor que el valor indicado en la Tabla 1, proceder
con la Etapa 2.

ETAPA 2

4.  Transferir una cantidad suficiente de agua
(100 ml 0 mas) a un envase apropiado y agitar. Ajus-
tar la temperatura, si fuera necesario, y mientras se la

mantiene a 25 + 1 °C, comenzar a agitar vigorosamen-
te la muestra y observar periddicamente la conducti-
vidad. Cuando el cambio en la conductividad (debido
a la captacion del didxido de carbono atmosférico) es
menor que el valor neto de 0,1 puS/cm durante 5 minu-
tos, registrar la conductividad.

5. Si la conductividad no es mayor que
2,1 uS/cm, el agua cumple con los requisitos del en-
sayo de conductividad. Sila conductividad es mayor
que 2,1 pS/cm, proceder con la Etapa 3.

ETAPA 3

6. Realizar este ensayo dentro de los 5 minutos
aproximadamente de la determinacion de la conducti-
vidad en el Paso 5, mientras se mantiene la tempera-
tura de la muestra a 25 + 1 °C. Agregar una solucion
saturada de cloruro de potasio a la misma muestra de
agua (0,3 ml por cada 100 ml de muestra), y determi-
nar el pH con una exactitud de 0,1 unidades de pH,
segun se indica en 250. Determinacion del pH.

7. Empleando la Tabla 2. Etapa 3. Requisitos
de conductividad y pH, determinar el limite de la
conductividad al valor de pH medido. Sila conducti-
vidad medida en el Paso 4 no es mayor que los requi-
sitos de conductividad para el pH determinado en el
Paso 6, el agua cumple con los requisitos para el
ensayo de conductividad. Sila conductividad medida
es mayor que este valor o el pH se encuentra fuera del
intervalo entre 5,0 y 7,0, el agua no cumple con los
requisitos para el ensayo de conductividad.

Tabla 1. Etapa 1. Requisitos de conductividad y temperatura
(para medidas de conductividad no compensada por temperatura)

Temperatura Requisito de conductividad
) (uS/em)*
0 0,6
5 0,8
10 0,9
15 1,0
20 1,1
25 1,3
30 1,4
35 1,5
40 1,7
45 1,8
50 1,9



55 2,1

60 2.2
65 2.4
70 2,5
75 2,7
80 2,7
85 2,7
90 2,7
95 2,9
100 3,1

*nS/cm (microSiemen por centimetro) = pmho/cm = reciproco de Megaohm-cm.

Tabla 2. Etapa 3. Requisitos de conductividad y pH
(para muestras equilibradas con la atmésfera y con la temperatura)

pH Requisito de conductividad (uS/cm)*
5,0 4,7
5,1 4,1
52 3,6
53 3.3
54 3,0
55 2,8
5,6 2,6
5,7 2,5
5,8 2,4
5,9 2,4
6,0 2,4
6,1 2,4
6,2 2,5
6,3 2,4
6,4 2,3
6,5 2,2
6,6 2,1
6,7 2,6
6,8 3,1
6,9 3,8
7,0 4,6

* uS/cm (microSiemen por centimetro) = pmho/cm = reciproco de Megaohm-cm.



Actualizacion total

90. CONTROL MICROBIOLOGICO DE PRODUCTOS
NO OBLIGATORIAMENTE ESTERILES

En este capitulo se especifican los ensayos nece-
sarios para estimar el nimero de microorganismos
viables presentes, determinar ausencia de gérmenes
revivificables y de ciertas especies microbianas en
cualquier tipo de materia prima o producto farmac-
éutico no obligatoriamente estéril.

A menos que se especifique de otro modo, el
término incubar implica colocar el recipiente en aire
termostaticamente controlado a las temperaturas y
periodos de tiempo especificados oportunamente.

PREPARACION MUESTRA

Preparar la muestra a ensayar mediante un tra-
tamiento que se ajuste a sus caracteristicas fisicas y
que no altere el numero y tipo de microorganismos
originalmente presentes, a fin de obtener una solu-
cion o suspension apropiada.

En el caso de liquidos, soluciones verdaderas,
suspensiones en agua o en un vehiculo hidroalcohd-
lico que contenga menos de 30 % de alcohol y en el
caso de un solido que se disuelve en Solucion regu-
ladora de fosfato pH 7,2 o en el medio especificado
proceder segln se indica en Recuento de microor-
ganismos aerobios totales, Recuento combinado de
hongos filamentosos y levaduras y Ensayos para
investigar la presencia de microorganismos especi-
ficos.

En el caso de liquidos no miscibles en agua,
como ungiientos, cremas y ceras, preparar una sus-
pension con la ayuda de una cantidad minima de un
agente emulsionante estéril apropiado (por ej: poli-
sorbato), mezclar y, si fuera necesario, calentar a
temperatura menor o igual a 45 °C. Proceder segun
se indica en Recuento de microorganismos aerobios
totales, Recuento combinado de hongos filamento-
sos y levaduras y Ensayos para investigar la pre-
sencia de microorganismos especificos.

En el caso de solidos que no se disuelven por
completo, reducir la muestra a polvo moderada-
mente fino, suspender en el vehiculo adecuado y
proceder segin se indica en Recuento de micro-
organismos aerobios totales, Recuento combinado
de hongos filamentosos y levaduras y Ensayos para
investigar la presencia de microorganismos especi-
ficos.

En el caso de acrosoles liquidos, transferir asép-
ticamente el producto a un aparato de filtro de
membrana o a un envase estéril para el muestreo
adicional. Utilizar el contenido total o un niimero
definido de dosis medidas de cada uno de los enva-
ses probados, suspender en el vehiculo adecuado y

proceder seglin se indica en Recuento de microor-
ganismos aerobios totales, Recuento combinado de
hongos filamentosos y levaduras y Ensayos para
investigar la presencia de microorganismos especi-
ficos.

En el caso de parches transdérmicos, quitar las
hojas de la cubierta protectora de los parches y
colocar el lado adhesivo hacia arriba sobre una
placa estéril. Cubrir la superficie adhesiva con un
material poroso estéril (ej: gasa estéril) para evitar
que los parches se adhieran. Transferir los parches a
un volumen conveniente del diluyente elegido que
contiene inactivadores tales como polisorbato y/o
lecitina. Agitar vigorosamente la preparacion por no
menos de 30 minutos. Proceder segtin se indica en
Recuento de microorganismos aerobios ftotales,
Recuento combinado de hongos filamentosos y
levaduras y Ensayos para investigar la presencia
de microorganismos especificos.

SOLUCION REGULADORA Y MEDIOS DE
CULTIVO

Solucion reguladora de fosfato pH 7,2

Transferir 34 g de fosfato monobasico de pota-
sio a un matraz aforado de 1 litro y disolver en
aproximadamente 500 ml de agua. Agregar aproxi-
madamente 175 ml de hidroxido de sodio (SR) para
ajustar a pH 7,2 + 0,1, completar a volumen con
agua y mezclar. Fraccionar y esterilizar. Almacenar
en un ambiente refrigerado. Para usar, diluir esta
solucion con agua en una proporcioén de 1 en 800 y
esterilizar.

Medios de Cultivo

Pueden emplearse medios de cultivo listos para
usar, deshidratados reconstituidos segun indicacion
del elaborador o prepararse segun se indica en este
capitulo.

Al preparar el medio de cultivo con las férmulas
aqui indicadas, se deben disolver los solidos solu-
bles en agua, empleando calor si fuera necesario,
para obtener la disolucidn total y agregar soluciones
de 4cido clorhidrico o hidréxido de sodio en canti-
dades suficientes hasta alcanzar el pH deseado.
Determinar el pH a 25 + 2 °C.

Si en una féormula se indica agar, se debe emple-
ar uno con un contenido de humedad menor o igual
a 15 %.

Antes de esterilizar el medio agarizado se debe
hidratar a temperatura ambiente y fundir para evitar
la formaciéon de grumos y favorecer su homogeini-
zacion. Salvo que se indique lo contrario, todos los



medios de cultivo deben ser esterilizados, segin
indicaciones del fabricante, en autoclave en ciclos
validados.

I. Agar Digerido de Caseina-Soja

Digerido pancreatico de caseina.......... 15,0g
Digerido papainico de soja................ 50¢g
Cloruro de sodio.........coeueuinenene.e 50¢g
F N ) 150¢g
AgUa.. ot 1000 ml

pH después de la esterilizacion: 7,3 £ 0,2
I1. Agar Papa-Dextrosa

Cocer 300 g de papas peladas y cortadas en ro-
dajas en 500 ml de agua. Filtrar a través de gasa,
agregar agua en cantidad suficiente para obtener
1000 ml y agregar:

pH después de la esterilizacion: 5,6 + 0,2

Disolver por calentamiento y esterilizar.

Antes de verter en las placas, ajustar el medio
fundido y enfriado a 45 °C con solucion estéril de
acido tartarico (1 en 10) a pH 3,5 + 0,1. No volver a
calentar el medio.

III. Agar Sabouraud-Dextrosa

GlUCOSA. . eviviiieiiei e 40,0 g
Mezcla de partes iguales de digerido
péptico de carne y digerido pancreatico

decaseina.............oooooiiiiiiiiiii, 10,0 g
AGAr. it 150¢g
AGUA. ..o 1000 ml

pH después de la esterilizacion: 5,6 £ 0,2

Mezclar y calentar a ebulliciéon para facilitar la
disolucion.

IV. Agar Cristal Violeta-Rojo Neutro-Bilis-

Glucosa
Digerido pancreatico de gelatina....... 70 g
Extracto de levadura ..................... 30g
Cloruro de sodio ..............covvennn... 50¢g
Glucosa monohidrato.................... 10,0 g
Mezcla de sales biliares.................. 15¢g
Rojoneutro ..........cooeeeiiiiiiit. 30,0 mg
Cristal violeta.......................coo 2,0 mg
AGar.....ooiiii 150¢g
AgUa.. .o, 1000ml

pH final: 7,4 £ 0,2

Disolver y calentar durante 30 minutos a vapor
fluente. No esterilizar en autoclave.

V. Agar Cetrimida

Digerido pancreatico de gelatina...... 20,0 g
Cloruro de magnesio.................... l4g
Sulfato de potasio.............c.ceeenne 10,0 g
Agar.....oiiiii 13,6 g
Bromuro de cetiltrimetilamonio

(cetrimida).........ooovvviiiiiiiiinnnnn 03¢g
Glicerina...........oovvvieiiiiinannnnn, 10 ml
AGUA. ..ot 1000 ml

pH después de la esterilizacion: 7,2 + 0,2

Disolver los componentes sélidos en agua y
agregar la glicerina. Calentar a ebullicion durante 1
minuto agitando frecuentemente para facilitar la
disolucion.

VI. Agar Columbia con gentamicina

Digerido pancreatico de caseina....... 10,0 g
Digerido péptico de carne.............. 50¢g
Digerido pancreatico de corazon ...... 30g
Extracto de levadura..................... 50¢g
Almidon de maiz........................ 1,0g
Cloruro de sodio...........ccovvuvennnn.. 50¢g
Agar, de acuerdo con la capacidad 10,0 a
de gelificacion ................cooeevennns 150 ¢
AgUA.. .o 1000 ml

pH después de la esterilizacion: 7,3 £ 0,2

Hidratar el agar y disolver calentando hasta ebu-
llicién y revolviendo completamente. Dejar enfriar
a 45— 50 °C, agregar, cuando sea necesario, sulfato
de gentamicina correspondiente a 20 mg de genta-
micina base y verter en placas de Petri.

VII. Agar Manitol-Salado

Digerido pancreatico de caseina....... 50¢g
Digerido péptico de carne.............. 50¢g
Extractodecarne ........................ 10g
D-Manitol..........c.ooeviviiiiiiine, 10,0 g
Cloruro de sodio...........ccoeeenen.. 75,0 g
AGar ..o 150¢g
Rojodefenol...................ooie. 25,0 mg
AU 1000 ml

pH después de la esterilizacion: 7,4 £ 0,2

Mezclar y luego calentar agitando frecuente-
mente. Calentar a ebulliciéon durante 1 minuto hasta
lograr la disolucion.



VIII. Agar Mac Conkey
Digerido pancreatico de gelatina...... 170 g
Digerido pancreatico de caseina....... 15¢g
Digerido péptico de carne.............. 15¢g
Lactosa monohidrato.................... 10,0 g
Mezcla de sales biliares................. 15¢g
Cloruro de sodio...............ccoeennnl. 50g
Agar ..o 135¢
Rojoneutro............ccoovevveinninnn.n. 30,0 mg
Cristal violeta...........cooevvvvvvnne... 1,0 mg
AGUA.. ot 1000 ml

pH después de la esterilizacion: 7,1 £ 0,2

Calentar la mezcla de todos los componentes y
el agua hasta ebullicidon y seguir calentando durante
1 minuto para facilitar la disolucion.

IX. Agar Sulfito-Polimixina-Sulfadiacina

Peptona de caseina...................... 150¢g
Extracto de levadura..................... 10,0 g
Citrato férrico.......oovvvvveeenennnnn.. 0,5¢g
Sulfito de sodio...........ooviininnnn. 0,5¢g
Polimixina B sulfato..................... 10,0 mg
Sulfadiacina sodica...................... 0,12 g
AGar.. .o 139¢
AGUA.. ot 1000 ml

pH después de la esterilizacion: 7,0 £ 0,2
Disolver por calentamiento y esterilizar.

X. Agar Xilosa Lisina Desoxicolato

XilOSA. et 35¢g
L-Lisina.....oovviveiiiiiiiiiiiniennn, 50¢g
Lactosa monohidrato.................... 75¢
SacaroSa. ...ovii e, 75¢g
Cloruro de sodio............ccoovvnnn... 50g
Extracto de levadura..................... 30g
Rojofenol...........ccooevviiiiiiiinin, 80,0 mg
Agar....ooiii 135¢
Tiosulfato de sodio.............coouvetts 6,8 ¢g
Citrato férrico amonico................. 08¢g
Desoxicolato de sodio.................. 25¢g
AGUA.. ot 1000 ml

pH final: 7,4 £ 0,2

Disolver y calentar a ebullicion por vapor fluen-
te. No esterilizar en autoclave. Enfriar hasta 50 °C y
dispensar en placas de Petri.

XI. Caldo Digerido de Caseina-Soja

Digerido pancreatico de caseina....... 170 g

Digerido papainico de soja............. 30¢g
Glucosa monohidrato................... 25¢g
Fosfato dibasico de potasio............ 25¢g
Cloruro de sodio...........ceveenennen 50¢g
AGUA...ooiiiiii 1000 ml

pH después de la esterilizacion: 7,3 £ 0,2

Disolver los componentes solidos en el agua ca-
lentando suavemente. Enfriar la solucion a tempe-
ratura ambiente y ajustar con hidréxido de so-
dio 1 N para obtener un pH de 7,3 £ 0,2. Filtrar, si
fuera necesario, y envasar en recipientes apropia-
dos.

XII. Caldo de Enriquecimiento de Mossel para

Enterobacterias

Digerido pancreatico de gelatina...... 10,0 g
Glucosa monohidrato................... 50g
Bilis de buey deshidratada............. 20,0 g
Fosfato monobasico de potasio........ 20¢g
Fosfato dibasico de sodio Dihidrata-
douii 80¢g
Verde brillante........................... 15,0 mg
AUa.. o 1000 ml

pH final: 7,2 £ 0,2

Disolver y calentar durante 30 minutos a vapor
fluente. No esterilizar en autoclave. Enfriar inme-
diatamente.

XIII. Caldo Rappaport Vassiliadis para enri-
quecimiento de Salmonella

Peptonade soja...........cevvvininnnnn. 45¢g
Cloruro de magnesio hexahidrato...... 290¢g
Cloruro de sodio..........cccovvvvnnnn... 80g
Fosfato dibésico de potasio............ 04¢g
Fosfato monobasico de potasio........ 0,6 ¢g
Verde de malaquita...................... 36,0 mg
AgUa.. o 1000 ml

pH después de la esterilizacion: 5,2 £ 0,2

Disolver calentando suavemente. Esterilizar a
no mas de 115 °C.

XIV. Caldo Sabouraud Dextrosa
GlucoSa.....oovvi i, 20,0 g



Mezcla de partes iguales de digerido
péptico de carne y digerido pancrea-
tico de caseina.................ceovenenn. 10,0 g

AgUa.....oii 1000 ml
pH después de la esterilizacion: 5,6 + 0,2

XV. Medio Reforzado para Clostridios

Extracto de carne........................ 10,0 g
Peptona...........cooooiiiiiiii 10,0 g
Extracto de levadura..................... 30g
Almidon soluble......................... 1,0g
Glucosa monohidrato................... 50¢g
Clorhidrato de cisteina.................. 0,5¢g
Cloruro de sodio...........cccevenennn. 50¢g
Acetato de s0dio.............oeeieninn. 30g
AGar.. .o 0,5¢g
AGUAL...oiiiiii 1000 ml

pH después de la esterilizacion: 6,8 + 0,2

Hidratar el agar y disolver calentando hasta ebu-
llicion revolviendo completamente.

XVI. Medio Tioglicolato

L-Cistina.......ccooveviiniiiinnenennnn, 0,5¢g
Agar (con menos de 15 % de
humedad)................ooc 0,75 g
Cloruro de sodio...........ccovenvennnn. 25¢g
Glucosa monohidrato................... 55¢g
Extracto de levadura (soluble

CN AZUA). «.eeeeeneeneeieieienieeenenine 50¢g
Digerido pancreatico de caseina....... 15,0 ¢g
Tioglicolato de sodio*.................. 0,5¢g
Solucion  de  resazurina  sodica

(0,1 %), recién preparada............... 1,0 ml
AgUA.. .o 1000 ml

pH después de la esterilizacion: 7,1 + 0,2

Mezclar y calentar hasta disolucion completa.
Ajustar el pH del medio con hidréxido de sodio 1 N
para obtener el pH indicado. Filtrar en caliente, si
fuera necesario, a través de un papel de filtro hume-
decido. Distribuir el medio en recipientes de vidrio
que mantenga una relacion entre la superficie ex-
puesta y la profundidad de medio tal que no mas de
la mitad superior experimente un cambio de color,
indicativo de la fijacion de oxigeno, al final del
periodo de incubacion. Tapar para evitar la conta-
minacion y la evaporacion excesiva del medio du-
rante el almacenamiento. Enfriar inmediatamente
luego de la esterilizacion.

* En caso de reemplazarse por acido tioglicdlico
emplear 0,3 ml.

CRITERIOS DE ACEPTACION

Los productos farmacéuticos pueden ser vehicu-
los de microorganismos que pueden producir en-
fermedades, alteraciones fisico-quimicas, disminu-
cion de la actividad terapéutica, o ser indicadores de
calidad higiénica deficiente. Deben, por lo tanto,
fijarse limites de aceptabilidad con el fin de garanti-
zar la inocuidad y estabilidad del producto desde el
punto de vista microbiologico. La Tabla 1 indica
los limites de aceptabilidad de acuerdo a la via de
administracion.
Los limites microbianos de la Tabla 1 deben in-
terpretarse como:
o ufc significa que el recuento maximo acepta-
ble es 20.

o ufc significa que el recuento maximo acepta-
ble es 200.

o ufc significa que el recuento maximo acepta-
ble es 2000.

En caso de detectarse microorganismos no espe-
cificados en la Tabla I, se debera evaluar su rele-
vancia en funcion de la via de administracion, la
naturaleza del producto y los pacientes a los cuales
esta destinado.

Los limites de aceptabilidad deben ser estable-
cidos por personal especializado entrenado en mi-
crobiologia, al igual que la realizacion de los ensa-
yos, la interpretacion y la evaluacion de los resul-
tados obtenidos.

METODOS DE RECUENTO

En esta seccion se especifican los ensayos nece-
sarios para estimar el nimero de microorganismos
aerobios viables presentes en cualquier tipo de
materia prima o producto farmacéutico no obligato-
riamente estéril.

En caso de no seguirse la metodologia descripta
en este capitulo, pueden ser utilizados otros proce-
dimientos microbioldgicos, incluidos los métodos
automatizados, a condicion de que su equivalencia
al método de esta Farmacopea haya sido demostra-
da o validada segun corresponda.

Ensayos preliminares

La validez de los resultados de los ensayos in-
cluidos en este capitulo depende, en gran medida,
de que se demuestre apropiadamente que las mues-
tras sometidas a las condiciones del ensayo no in-
hiben la multiplicacion de los microorganismos que
pudieran estar presentes.

La efectividad de los medios de cultivo utiliza-
dos debe haber sido previamente verificada.

Promocion de crecimiento de los medios
de cultivo



Analizar cada envase de medio de cultivo de
manera de verificar la aptitud del mismo para su
uso. Si el medio se prepara a partir de los ingredien-
tes analizar todos los lotes elaborados. Si se trata de
medios listos para usar, asegurar la calidad de los
mismos.

Para medios solidos, el crecimiento obtenido
con los microorganismos de prueba (ver Tabla 3)
no debe diferir en un factor de 2 respecto del obte-
nido con un envase previamente aprobado.

Los medios liquidos deben presentar evidencia
visual de crecimiento dentro de los 3 dias de incu-
bacién a 30 — 35 °C para bacterias y 5 dias de incu-
bacién a 20 — 25 °C para hongos y levaduras.

El nimero de microorganismos a inocular debe
ser proximo a 100 ufc.

Validez del método de recuento

Diluir la muestra en un diluyente apropiado de
acuerdo a la técnica a ensayar. Agregar separada-
mente diluciones de cultivos de 24 horas de Staphy-
lococcus aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeru-
ginosa (ATCC 9027) y Candida albicans (ATCC
10231). ncluir Escherichia coli (ATCC 8739) en
aquellos productos que en la Tabla I no requieren
ausencia de la misma y suspensiones de esporas de
Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404) y Bacillus
subtilis (ATCC 6633).

Pueden utilizarse cepas aptas para tales fines
pertenecientes a colecciones de cultivo microbianas
reconocidas por la WFCC (World Federation of
Culture Collections). El nimero de microorganis-
mos a inocular debe ser tal que en cada placa de
Petri el recuento final sea préximo a 100 ufc.

Siguiendo el método de estudio, realizar el re-
cuento en presencia y ausencia de la muestra a
ensayar. Incluir controles negativos de medios y
diluyentes.

El recuento de los microorganismos ensayados
con la muestra no debe diferir en un factor mayor
de 2 respecto del hallado sin la muestra.

Cuando no se obtiene el criterio de aceptacion
establecido, modificar el método de ensayo de
acuerdo a:

- aumentar el factor de dilucién siempre que la
especificacion del producto o materia prima lo
permita;

- agregar un antagonista adecuado (ver Tabla 2);

- otra modificacioén apropiada del método, dilu-
yente o medio de cultivo;

- una combinacién de los anteriores.

En caso de agregar una sustancia antagonista, o
si se cambia la composicion del diluyente o medio
de cultivo, demostrar que dicha modificacion no
tiene efecto toxico que afecte el desarrollo de los
microorganismos de prueba.

Para demostrar la validez del método de recuen-
to por filtracidn, la suspension con los microorga-
nismos se agrega en el ultimo lavado, para evaluar
la ausencia de sustancias inhibitorias en la membra-
na que puedan afectar su crecimiento.

En el recuento en placa, las suspensiones de las
cepas de control se agregan en la dilucion del pro-
ducto. En caso de no cumplir el criterio de acepta-
cion habiendo efectuado todas las modificaciones
detalladas anteriormente, los microorganismos
podran inocularse directamente en la placa antes del
agregado del medio solido, para evaluar la remo-
cion del agente inhibitorio.

Si no se encuentra un método de neutralizacion
adecuado, puede suponerse que la imposibilidad de
aislar el microorganismo inoculado es atribuible a
la actividad microbicida del producto. Esta infor-
macion permite deducir que no es probable que el
producto se contamine con esa determinada especie
de microorganismo.

Es posible que el producto inhiba solamente al-
gunos microorganismos especificados en este capi-
tulo pero que no inhiba otros no incluidos entre las
cepas de prueba o aquellos para los cuales éstas no
son representativas. En consecuencia, realizar la
prueba con el factor de dilucion mas alto compati-
ble con el crecimiento y el criterio de aceptacion
especifico.

Recuento de microorganismos aerobios tota-
les

Cuando sea posible su aplicacion, el método de
eleccion es el de Recuento en placa. En caso contra-
rio se podran utilizar los métodos por filtracion o en
tubos multiples (nimero mas probable - NMP).

Preparacion de la muestra - Disolver o sus-
pender 10 g o 10 ml de muestra en el diluyente
definido en la Validez del método de recuento, para
obtener una dilucién 1:10 o la resultante de la Vali-
dez. Las diluciones asi preparadas no deben dejarse
mas de 1 hora antes de completar el ensayo.

Siembra en profundidad -

Transferir 1 ml de la dilucidn final a cada una de
dos placas de Petri estériles. Agregar inmediata-
mente a cada placa entre 15 y 20 ml del Agar Dige-
rido de Caseina-Soja previamente fundido y enfria-
do a 45 °C. Tapar las placas de Petri, homogeneizar
la muestra con el agar por rotacion de las placas y
dejar solidificar a temperatura ambiente. Invertir las
placas de Petri e incubar a 30 - 35 °C durante no
menos de 3 dias. Luego de la incubacion, examinar
las placas para observar si hubo desarrollo. Contar
el niimero de colonias y expresar el promedio para
las dos placas en términos del nimero de unidades
formadoras de colonias por g (ufc/g) o por ml de



muestra (ufc/ml). Si no se detectan colonias en las
placas, expresar los resultados como menor a la
inversa del valor de la dilucion utilizada, por ejem-
plo para la dilucion 1:10 se expresa como menor a
10 ufc/g o ml de muestra. Tener en cuenta que el
resultado se debe expresar en funcion de la dilucion
y el volumen sembrado.

Siembra en superficie -

Sembrar en superficie no mas de 0,1 ml de la di-
lucién final sobre al menos dos placas con Agar
Digerido de Caseina-Soja previamente secadas en
incubadora o campana de flujo laminar. Incubar a
30 - 35 °C durante no menos de 3 dias. Luego de la
incubacion, examinar las placas para observar si
hubo desarrollo. Contar el nimero de colonias y
expresar el promedio para las dos placas como el
numero de unidades formadoras de colonias por g
(ufc/g) o por ml de muestra (ufc/ml). Si no se detec-
tan colonias en las placas, expresar los resultados
como menor a la inversa del valor de la dilucion
utilizada y el volumen sembrado.

Tubos multiples (numero mas probable — NMP -

Agregar a cada uno de catorce tubos de ensayo
de tamafio similar, 9 ml de Caldo Digerido de Ca-
seina-Soja esterilizado. Distribuir doce de los tubos
en cuatro grupos de tres tubos cada uno. Uno de los
cuatro grupos servird como control. Transferir 1 ml
de la soluciéon o suspension de la muestra a cada
uno de los tres tubos de un grupo (“100”) y a un
cuarto tubo (A) y mezclar. Transferir 1 ml del con-
tenido del tubo (A), al tubo restante (B) no incluido
en ningin grupo y mezclar. Estos dos tubos contie-
nen 0,1 g (6 0,1 ml) y 0,01 g (6 0,01 ml) de la
muestra, respectivamente. Transferir 1 ml del con-
tenido del tubo (A) a cada uno de los tres tubos del
segundo grupo (0,01) y 1 ml del contenido del tubo
(B) a cada uno de los tubos del tercer grupo (0,001).
Descartar el contenido remanente de los tubos (A) y
(B). Tapar e incubar todos los tubos a 30 - 35 °C no
mas de 3 dias. Luego del periodo de incubacion,
examinar los tubos para detectar turbidez: los tres
tubos controles deben permanecer sin desarrollo y
los tubos que contienen la muestra deben comparar-
se con la Tabla 4 para determinar el NMP/g 6 ml de
producto. En caso que la turbidez de la muestra
enmascare el desarrollo microbiano, subcultivar en
el mismo caldo o en Agar Digerido de Caseina-Soja
a 30 — 35 °C durante 24 a 48 horas.

Filtracion -

Usar filtros de membrana con tamafio nominal
de poro no mayor de 0,45 um. Elegir el material de
la membrana tal que la eficiencia de la retencion
microbiana no sea afectada por los componentes de
la muestra. Transferir la cantidad apropiada de la
dilucién de muestra a una membrana y filtrar inme-

diatamente. Lavar el filtro segin se haya determi-
nado previamente. Transferir la membrana a la
superficie de una placa conteniendo Agar Digerido
de Caseina-Soja. Incubar a 30 — 35 °C durante no
menos de 3 dias. Calcular el numero de ufc por g 6
ml de producto.

En el caso de parches transdérmicos filtrar un
volumen tal que la muestra filtrada corresponda a
una unidad. Expresar el recuento como ufc / parche.

Informe de los resultados -

En los métodos de recuento en placa el nimero
de microorganismos aerobios totales se informara
como la sumatoria de todas las colonias desarrolla-
das en las placas de Agar Digerido de Caseina-Soja
incluidos hongos filamentosos y levaduras.

Recuento combinado de hongos filamentos y
levaduras

Siembra en profundidad —

Proceder segun se indica en Recuento de micro-
organismos aerobios totales empleando Agar Sa-
bouraud Dextrosa o Agar Papa Dextrosa. Incubar
las placas sin invertir, a 20 - 25 °C durante no me-
nos de 5 dias. Luego de la incubacidon, examinar las
placas para observar si hubo desarrollo. Continuar
segun lo indicado en Siembra en profundidad para
recuento de microorganismos aerobios totales.

Siembra en superficie -

Proceder segun se indica en Recuento de micro-
organismos aerobios totales. Preparar al menos dos
placas empleando Agar Sabouraud Dextrosa o Agar
Papa Dextrosa para cada nivel de dilucion, previa-
mente secadas en incubadora o campana de flujo
laminar. Sembrar en superficie no mas de 0,1 ml
sobre cada placa. Incubar a 20 — 25 °C durante no
menos de 5 dias. Luego de la incubacion, examinar
las placas para observar si hubo desarrollo. Conti-
nuar segun se indica en Siembra en profundidad
para Recuento de microorganismos aerobios tota-
les, teniendo en cuenta el volumen sembrado.

Filtracion -

Proceder segun se indica en Recuento de micro-
organismos aerobios totales. Transferir la mem-
brana a la superficie de una placa conteniendo Agar
Sabouraud Dextrosa o Agar Papa Dextrosa. Incubar
a 20 — 25 °C durante no menos de 5 dias. Calcular
el mimero de ufc por g 6 ml de producto.

En el caso de parches transdérmicos filtrar un
volumen tal que la muestra filtrada corresponda a
una unidad. Expresar el recuento como ufc / par-
che.

Informe de los resultados -
En los métodos de recuento en placa el niimero
de microorganismos aerobios totales se informara



como la sumatoria de todas las colonias desarrolla-
das en las placas de Agar Sabouraud Dextrosa o
Agar Papa Dextrosa incluidas las bacterias.

ENSAYOS PARA LA INVESTIGA’CI(')N DE
MICROORGANISMOS ESPECIFICOS

En esta seccion se especifican los ensayos nece-
sarios para investigar los microorganismos especifi-
cados en la Tabla 5 presentes en cualquier tipo de
materia prima o producto farmacéutico no obligato-
riamente estéril. En caso de no seguirse la metodo-
logia descripta en este capitulo, pueden ser utiliza-
dos otros procedimientos microbioldgicos, inclui-
dos los métodos automatizados, a condicién de que
su equivalencia al método de esta Farmacopea haya
sido demostrada o validada segtn corresponda.

Ensayos preliminares

La validez de los resultados de los ensayos in-
cluidos en este capitulo depende, en gran medida,
de que se demuestre apropiadamente que las mues-
tras sometidas a las condiciones del ensayo no in-
hiben la multiplicacion de los microorganismos que
pudieran estar presentes.

La efectividad de los medios de cultivo utiliza-
dos debe haber sido previamente verificada.

Promocion de crecimiento de los medios
de cultivo

Analizar cada envase de medio de cultivo de
manera de verificar la aptitud del mismo para su
uso. Si el medio se prepara a partir de los ingredien-
tes analizar todos los lotes elaborados. Si se trata de
medios listos para usar, asegurar la calidad de los
mismos.

Para medios solidos diferenciales, el crecimien-
to obtenido con los microorganismos de prueba (ver
Tabla 5) sembrados en superficie, no debe diferir en
un factor mayor de 2 respecto del obtenido con un
envase previamente aprobado. Puede reemplazarse
por el método ecométrico o por el método Miles
Misra. Las colonias desarrolladas deben mostrar las
caracteristicas tipicas del microorganismo.

Los medios liquidos deben presentar evidencia
visual de crecimiento dentro de los 3 dias de incu-
bacion a 30 — 35 °C, o bien durante un tiempo no
mayor que el periodo menor indicado en la prueba
correspondiente considerando, la temperatura re-
querida por el mismo.

El mimero de microorganismos a inocular debe
ser menor a 100 ufc.

Validez del método de investigacion de mi-
croorganismos especificos

Diluir la muestra en un diluyente apropiado de
acuerdo a la técnica a ensayar. Agregar una canti-

dad apropiada en Caldo Digerido de Caseina-Soya
y/o Medio Fluido Tioglicolato. Agregar separada-
mente diluciones de cultivos de 24 horas de: Stap-
hylococcus aureus (ATCC 6538), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027), Escherichia coli (ATCC
8739), Salmonella entérica (ATCC 14028), Clos-
tridium sporogenes (ATCC 19404 o ATCC 11437)
y Candida albicans (ATCC 10231). Pueden utili-
zarse cepas aptas para tales fines pertenecientes a
colecciones de cultivo microbianas reconocidas por
la WFCC (World Federation of Culture Collec-
tions). El numero de microorganismos a inocular
debe ser menor a 100 ufc.

Siguiendo el método de estudio, realizar la in-
vestigaciéon de la presencia del microorganismo
inoculado. Incluir controles negativos de medios y
diluyentes.

Cuando no se obtiene el criterio de aceptacion
establecido, modificar el método de ensayo de
acuerdo a:

- aumentar el volumen de Caldo Digerido de
Caseina-Soja y/o Medio Fluido Tioglicolato hasta
un volumen maximo de 1000 ml,

- agregar un antagonista adecuado (ver Ta-
bla 2),

- filtrar a través de membrana la dilucion de la
muestra y sumergir ésta en el Caldo Digerido de
Caseina-Soja y/o Medio Fluido Tioglicolato, u

- otra modificacion apropiada del método, dilu-
yente o medio de cultivo.

En caso de agregar una sustancia antagonista,
o si se cambia la composicion del diluyente o medio
de cultivo, demostrar que dicha modificacién no
tiene efecto toxico que afecte el desarrollo de los
microorganismos de prueba.

Ensayo para Bacterias Gram negativas tole-
rantes a la bilis

Disolver o suspender 10 g o 10 ml de muestra
en Caldo Digerido de Caseina - Soja para obtener
100 ml o el volumen establecido en el ensayo de
Validez del método de investigacion de microorga-
nismos especificos. Incubar a 20 - 25 °C durante 2 a
5 horas. Homogeneizar y transferir 10 ml de la
dilucién o el equivalente a 1 g 6 ml de producto a
90 ml de Caldo de Enriquecimiento de Mossel para
Enterobacteriaceae. Incubar a 30 - 35 °C durante
24 a 48 horas. Subcultivar sobre Agar Cristal Viole-
ta-Rojo Neutro-Bilis-Glucosa e incubar a 30 - 35 °C
durante 18 a 24 horas.

La muestra cumple con el ensayo para bacterias
Gram negativas tolerantes a la bilis por gramo o
mililitro si no se observa desarrollo de colonias.

Ensayo para Staphylococcus aureus, Pseudo-
monas aeruginosay Escherichia coli



Agregar un volumen de la dilucién preparada
en Recuento de microorganismos aerobios totales
equivalente a 1 g 6 1 ml de producto, a Caldo Dige-
rido de Caseina-Soja para obtener 100 ml o el vo-
lumen establecido en el ensayo de Validez del
método de recuento, mezclar e incubar a 30 - 35 °C
durante 18 a 24 horas.

Ensayo para Staphylococcus aureus

Subcultivar sobre una placa con Agar Manitol-
Salado. Incubar a 30 - 35 °C durante 18 a 72 horas.
Si hay desarrollo de colonias tipicas amarillas o
blancas rodeadas de una zona amarilla, identificar-
las para descartar Staphylococcus aureus.

La muestra cumple con el ensayo para Staphylo-
coccus aureus si no se observa el desarrollo de
colonias con las caracteristicas descriptas o si la
identificacion es negativa.

Ensayo para Pseudomonas aeruginosa

Subcultivar sobre una placa con Agar Cetrimida.
Incubar a 30 - 35 °C durante 18 a 72 horas. Si hay
desarrollo de colonias generalmente verdosas iden-
tificarlas para descartar Pseudomonas aeruginosa.

La muestra cumple con el ensayo para Pseudo-
monas aeruginosa si no se observa el desarrollo de
colonias con las caracteristicas descriptas o si la
identificacion es negativa.

Ensayo para Escherichia coli

Subcultivar sobre una placa con Agar Mac Con-
key. Incubar a 30 - 35 °C durante 18 a 72 horas. Si
hay desarrollo de colonias, identificarlas para des-
cartar Escherichia coli.

La muestra cumple con el ensayo para Escheri-
chia coli si no se observa el desarrollo de colonias
con las caracteristicas descriptas o si la identifica-
cidn es negativa.

Ensayo para Salmonella

Transferir 0,1 ml de Caldo Digerido de Caseina-
Soja a 10 ml de Caldo Rappaport-Vassiliadis para
enriquecimiento de Salmonella e incubar a 30 —
35°C durante un 18 a 24 horas. Subcultivar en
placas de Agar Xilosa Lisina Desoxicolato. Incubar
a 30 - 35 °C durante un periodo de 18 a 48 horas.

Si se observa la presencia de colonias bien des-
arrolladas color rojo, con o sin centro negro, identi-
ficarlas para descartar Salmonella.

La muestra cumple con el ensayo para Salmone-
lla si no se observa el desarrollo de colonias con las
caracteristicas descriptas o si la identificacion es
negativa.

Ensayo para Candida albicans

Agregar un volumen de la dilucién preparada en
Recuento de microorganismos aerobios ftotales,

equivalente a 1g 6 1 ml de producto, a Caldo Sa-
bouraud Dextrosa para obtener 100 ml, o el volu-
men establecido en el ensayo de Validez del método
de recuento. Mezclar e incubar a 30 - 35 °C duran-
te 3 a 5 dias. Subcultivar en una placa con Agar
Sabouraud Dextrosa e incubar a 30 - 35 °C durante
24 a 48 horas.

Si se observa desarrollo de colonias blancas,
identificarlas para descartar Candida albicans.

La muestra cumple con el ensayo para Candida
albicans si no se observa el desarrollo de colonias
con las caracteristicas descriptas o si la identifica-
cion es negativa.

Ensayo para anaerobios sulfito-reductores

Agregar un volumen de la dilucién preparada en
Recuento de microorganismos aerobios ftotales,
equivalente a 1 g 6 1 ml de producto, a Medio Tio-
glicolato previamente calentado durante 10 minutos
en un bafio de vapor y enfriado, adicionado de azida
sodica al 0,03 %, hasta obtener 100 ml. Cubrir la
superficie con una mezcla estéril de vaselina y para-
fina. [NOTA: la mezcla estéril de vaselina y parafi-
na se prepara fundiendo 250 g de parafina conjunta-
mente con 750 g de vaselina, mezclando bien, re-
partiendo en tubos y esterilizando en autoclave].
Incubar a 30 — 35 °C durante 48 a 72 horas. Si se
observa desarrollo microbiano, transferir 1 ml a un
tubo estéril de no mas de 16 mm de diametro exte-
rior y no menos de 200 mm de largo. Agregar por
las paredes Agar Sulfito-Polimixina-Sulfadiacina,
previamente fundido y enfriado a 40 °C, hasta no
mas de 1 cm del borde superior del tubo. Cubrir
con la mezcla de vaselina-parafina e incubar a
30-35 °C durante 5 a 7 dias, observando diariamen-
te.

La muestra cumple con el ensayo de ausencia de
microorganismos anaerobios sulfito-reductores por
gramo o mililitro si no se observa el desarrollo de
colonias negras.

Ensayo para Clostridios

Tomar dos porciones iguales correspondientes a
no menos de 1 g o 1 ml de producto a examinar.
Calentar una porcion a 80 °C durante 10 minutos y
enfriar répidamente. No calentar la otra porcion.

Transferir 10 ml de cada una de las porciones
mezcladas a dos recipientes de 38 x 200 mm cada
uno u otros que contenga 100 ml de Medio Refor-
zado para Clostridios. Incubar bajo condiciones
anaerdbicas a 30 — 35 °C durante 48 horas. Después
de la incubacidn, realizar subcultivos a partir de
cada tubo en Agar Columbia e incubar en condicio-
nes anaerobicas a 30 -35 °C durante 48 horas.



El crecimiento anaerobico de bacilos (con o sin
endoesporas), que dan una reaccién de catalasa
negativa, indica la presencia de Clostridios.

La muestra cumple con el ensayo para Clostri-
dios si no de observa desarrollo de colonias con las
caracteristicas descriptas o si la identificacion es
negativa.

Ensayo para gérmenes revivificables

Agregar un volumen de una diluciéon de la
muestra, equivalente a 1 g 6 ml de producto, a un
volumen de Caldo Digerido de Caseina-Soja defini-
do por el ensayo de Validez del método de investi-

gacion de microorganismos especificos. Incubar a
20 — 25 °C durante al menos 5 dias. Agregar otro
volumen de la misma dilucion, equivalente a 1 g o
ml de producto, a un volumen de Medio Fluido
Tioglicolato definido por el ensayo de Validez del
método de investigacion de microorganismos es-
pecificos (ver Tabla 6). Incubar a 30 - 35° C du-
rante al menos 5 dias. La muestra cumple con los
requisitos del ensayo para ausencia de gérmenes
revivificables en un gramo o mililitro si no se ob-
serva turbidez debida a desarrollo microbiano.

Tabla 1. Limites de aceptabilidad para productos farmacéuticos no obligatoriamente estériles



Recuento de
microorganismos
aerobios totales
(ufc/g 6 ml)

Via de Administracion

Recuento
combinado de
hongos filamento-
sos y levaduras
(ufc/g 6 ml)

Microorganismos especificos
(1go6ml)

Via inhalatoria
(excepto Soluciones Fisioldgicas
para nebulizar)

Ausencia de Staphylococcus
aureus
Ausencia de Pseudomonas ae-
ruginosa
Ausencia de bacterias Gram
negativas tolerantes a la bilis

Vias: oromucosal

cutanea

gingival

nasal

auricular

parches transdérmicos
(limites para un parche inclu-
yendo la capa adhesiva y el
soporte)

Ausencia de Staphylococcus
aureus
Ausencia de Pseudomonas ae-
ruginosa

Via vaginal

Ausencia de Staphylococcus
aureus
Ausencia de Pseudomonas ae-
ruginosa
Ausencia de Candida albicans

Preparaciones acuosas para uso
oral

Ausencia de Escherichia coli

Preparaciones no acuosas para
uso oral

Ausencia de Escherichia coli

Via rectal

Aplicaciones sobre escaras,
ulceraciones o quemaduras

Ausencia de gérmenes revivificables (g 6 ml)

Tabla 2. Antagonistas

Sustancia de Interferencia

Agentes Neutralizantes Potenciales / Método

Glutaraldehido, Mercuriales

Sulfito Acido de Sodio ( Bisulfito de Sodio)

Fenolicos, Alcohol, Aldehidos, Sorbato

Dilucion

Aldehidos Glicina
Compuestos de Amonio Cuaternarios (CAC), Pa- | Lecitina
rahidroxibenzoatos (Parabenos), Biguanidas

CAC, Yodo, Parabenos Polisorbato
Mercuriales Tioglicolato
Mercuriales, Halogenos, Aldehidos Tiosulfato

EDTA (Edetato)

Iones de Mg o Ca

Tabla 3. Preparacion y uso de microorganismos de prueba para recuento




Aptitud del Método de
Promocion del Crecimiento Recuento en Presencia
Preparacion del Producto
Microorganismo | de Cepas de
Prueba Recuento Recuento Total Recuento Recuento Total
Total de de Hongos Total de de Hongos
Microorganismos | Filamentososy | Microorganismos | Filamentososy
Aerobios Levaduras Aerobios Levaduras
Agar Digerido .
Staphylococcus | Agar Digerido | de Caseina-Soja Agar D1g§r1do
; de Caseina-
aureus de Caseina- y Caldo .
. . 2 Soja / NMP
Por ejemplo Soja o Caldo Digerido de Caldo Dicerido
ATCC 6538, Digeridode | Caseina-Soja i Casel,nf_ Soin
NCIMB 9518, | Caseina-Soja <100 ufc = 100 v )
CIP4.83 0 30-35°C 30-35°C 30 - 35 °C
NBRC 13276 18-24 horas <3 dias ,
<3 dias
Agar Digerido L
Pseudomonas Agar Digerido | de Caseina-Soja Agar Dlg?ndo
. , de Caseina-
aeruginosa de Caseina- y Caldo .
: . S Soja / NMP
Por ejemplo Soja o Caldo Digerido de Caldo Dieerido
ATCC 9027, Digerido de Caseina-Soja de Caseini Soia
NCIMB 8626, | Caseina-Soja <100 ufc = 100 of )
CIP 82.118 0 30-35°C 30-35°C 2035 0¢
NBRC 13275 18 - 24 horas <3 dias .
<3 dias
. Agar D,lgerld(.) Agar Digerido
. o Agar Digerido | de Caseina-Soja ,
Bacillus Subtilis ] de Caseina-
. de Caseina- y Caldo .
Por gjemplo Soja o Caldo Digerido de Soja / NMP
ATCC6633, | 0 0 o Caldo Digerido
NCIMB 8054, gerido & ) de Caseina-Soja
Caseina-Soja <100 ufc
CIP 52.62 0 30.- 35 °C 30 - 35 °C <100 ufc
NBRC 3134 , 30-35°C
18 - 24 horas < 3 dias ,
< 3 dias
Agar Sabou-
Candida albicans | raud Dextrosa | Agar Digerido Agar Agar Digerido Agar
Por ejemplo o Caldo Sa- de Caseina-Soja Sabouraud de Caseina-Soja Sabouraud
ATCC 10231, bouraud Dex- <100 ufc Dextrosa <100 ufc Dextrosa
NCPF 3179, trosa 30-35°C <100 ufc 30-35°C <100 ufc
1P 48.72 o 20-25°C <5 dias 20-25°C <5 dias 20-25°C
NBRC 1594 2 - 3 dias <5 dias NMP: no aplica <5 dias
Agar Sabou-
Aspereillus raud Dextrosa
brap <i linsis o Agar Papa Agar Digerido Agar Agar Digerido Agar
Por eiemplo Dextrosa de Caseina-Soja Sabouraud de Caseina-Soja Sabouraud
ATCé 16504 20-25°C <100 ufc Dextrosa <100 ufc Dextrosa
IMI 149007 ’ 5.-7 dias o 30-35°C <100 ufc 30-35°C <100 ufc
’ hasta alcanzar <5 dias 20-25°C <5 dias 20-25°C
IP 1431.83 0 , . . p
NBRC 9455 una buena <5 dias NMP: no aplica <5 dias
esporulacion

Tabla 4. Valores del Numero Mas Probable de microorganismos



Combinaciones observadas de Nimeros de tubos que mues-

tran crecimiento en cada juego

Nimero de g 0 ml de producto por tubo

NMP por g o por
ml de producto

Limites de
confianza de 95 %

0,1 0,01 0,001
0 0 0 <3 094
0 0 1 3 0,1-9,5
0 1 0 3 0,1-10
0 1 1 6,1 12-17
0 2 0 6,2 12-17
0 3 0 94 3,5-35
1 0 0 3.6 0,2-17
1 0 1 72 12-17
1 0 2 11 435
1 1 0 74 1,3-20
1 1 1 11 435
1 2 0 11 435
1 2 1 15 5-38
1 3 0 16 5-38
2 0 0 9,2 1,5-35
2 0 1 14 435
2 0 2 20 5-38
2 1 0 15 438
2 1 1 20 5-38
2 1 2 27 9-94
2 2 0 21 5-40
2 2 1 28 9-94
2 2 2 35 9-94
2 3 0 29 9-94
2 3 1 36 9-94
3 0 0 23 594
3 0 1 38 9-104
3 0 2 64 16-181
3 1 0 43 9-181
3 1 1 75 17-199
3 1 2 120 30-360
3 1 3 160 30-380
3 2 0 93 18-360
3 2 1 150 30-380
3 2 2 210 30-400
3 2 3 290 90-990
3 3 0 240 40-990
3 3 1 460 90-1980
3 3 2 1100 200-4000
3 3 3 > 1100

Tabla 5. Preparacion y uso de microorganismos de prueba para investigacion




Staphylococcus aureus

ATCC 6538, NCIMB 9518, CIP 4.83 o NBRC 13276

Pseudomonas aeruginosa

ATCC 9027, NCIMB 8626, CIP 82.118 o NBRC 13275

Escherichia coli

ATCC 8739, NCIMB 8545, CIP 53.126 o NBRC 3972

Salmonella enterica subesp. enterica serovar

Typhimurium o, como alternativa,

ATCC 14028

Salmonella enterica subesp. enterica serovar

Abony

NBRC 100797, NCTC 6017 o CIP 80.39

Candida Albicans

ATCC 10231, NCPF 3179, IP 48.72 0o NBRC 1594

Clostridium sporogenes

ATCC 19404 0 ATCC 11437

Tabla 6. Microorganismos de prueba para el ensayo de gérmenes revivificables

Caldo Digerido de Caseina-Soja

Bacillus subtilis ATCC 6633, CIP 52.62, NCIMB 8054,
NBRC 3134

Candida albicans ATCC 10231, IP 48.72, NCPF 3179,
NBRC 1594

Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, IP 1431.83,

IMI 149007, NBRC 9455

Medio Fluido Tioglicolato

Staphylococcus aureus ATCC 6538, CIP 4.83, NCTC 10788,
NCIMB 9518, NBRC 13276

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, NCIMB 8626,

CIP 82.118, NBRC 13275*

Clostridium sporogenes ATCC 19404, CIP 79.3, NCTC 532 o
ATCC 11437, NBRC 14293**

* alternativo Kocuria rhizophila ATCC 9341

** alternativo Bacteroides vulgatus ATCC 8482




225. DETERMINACION DEL INDICE DE PEROXIDOS

El indice de peroxidos /, de una sustancia es
el valor que expresa, en miliequivalentes de oxi-
geno activo, la cantidad de perdxidos presentes en
1.000 g de muestra.

A menos que se especifique de otro modo en
la monografia correspondiente, determinar el
Indice de peréxidos por el Método 1.

Método 1

Procedimiento - Transferir aproximadamente
5,0 g de muestra a un erlenmeyer con tapén esme-
rilado de 250 ml, agregar 30 ml de una mezcla de
acido acético glacial y cloroformo (3:2), agitar
hasta disolver y agregar 0,5 ml de una solucion
saturada de ioduro de potasio. Agitar exactamen-
te durante 1 minuto, agregar 30 ml de agua y
titular con tiosulfato de sodio 0,01 N (SV), agre-
gado lentamente y sin dejar de agitar, hasta que el
color amarillo desaparezca. Agregar 5 ml de
almidon (SR) y continuar la titulacion con tiosul-
fato de sodio 0,01 N (SV) agitando vigorosamen-
te hasta que el color desaparezca. Realizar una
determinacion con un blanco y hacer las correc-
ciones necesarias (ver Titulaciones residuales en
780. Volumetria). El volumen consumido en
mililitros de tiosulfato de sodio 0,01 N (SV) mul-
tiplicado por 10 y dividido por el peso en gramos
de la muestra es el fndice de peréxidos.

[NOTA: la titulacion del blanco no debe con-
sumir mas de 0,1 ml de tiosulfato de sodio
0,01 N (SV)].

Método 11

[NOTA: realizar el ensayo protegido de la
luz].

Solucion de almidon - Agregar 1 g de al-
midon a una porcidn de agua fria, mezclar y diluir
a 200 ml con agua en ebullicién agitando conti-
nuamente. Agregar 250 mg de Acido Salicilico y
calentar a ebullicién durante 3 minutos. Retirar
inmediatamente del calor y enfriar.

Procedimiento - Transferir aproximadamente
la cantidad de muestra indicada en la Tabla a un
erlenmeyer con tapon esmerilado, agregar 50 ml

de una mezcla de acido acético glacial y trimetil-
pentano (3:2), colocar el tapon y agitar hasta
disolver. Agregar 0,5 ml de una solucion satura-
da de ioduro de potasio, colocar el tapon, dejar
reposar aproximadamente durante 1 minuto, agi-
tar en forma continua y agregar 30 ml de agua.
Titular la solucién con tiosulfato de so-
dio 0,01 N (SV), agregado lentamente y con agi-
tacion continua y vigorosa, hasta que el color
amarillo del iodo desaparezca casi por completo.
Agregar aproximadamente 0,5 ml Solucion de
almidon y continuar la titulacion agitando cons-
tantemente especialmente en las proximidades del
punto final de la titulacién para liberar todo el
iodo de la capa del solvente. Agregar tiosulfato
de sodio 0,01 N (SV) hasta que el color azul des-
aparezca. Realizar una determinacion con un
blanco y hacer las correcciones necesarias (ver
Titulaciones residuales en 780. Volumetria).
[NOTA 1: la titulacion del blanco no debe con-
sumir mas de 0,1 ml de tiosulfato de so-
dio 0,01 N (SV)]. [NOTA 2: cuando el contenido
de peroxidos en la sustancia en ensayo es mayor o
igual a 70, existe un retraso de 15 a 30 segundos
en la neutralizacion del indicador de almidon por
la tendencia del trimetilpentano a separarse del
medio acuoso y el tiempo requerido para mezclar
adecuadamente el solvente y la solucion valorante
y liberar las tultimas trazas de iodo; se puede
agregar una cantidad de 0,5 a 1,0 % de un emul-
sionante de elevado balance hidrofilia-lipofilia
(BHL), como por ej., polisorbato 60, a la mezcla
para retardar la separacion de fases y reducir el
tiempo que tarda en liberar el iodo. Cuando el
contenido de peroxidos en la sustancia en ensayo
es mayor a 150 se debe utilizar tiosulfato de so-
dio 0,1 N (SV)]. Calcular el /ndice de peréxidos
por la formula siguiente:

1.000VC/P

en la cual V es el volumen en ml de tisulfato de
sodio (SV) consumido, C es la normalidad de
tiosulfato de sodio empleado y P es el peso en g
de la sustancia en ensayo.



Tabla.

Indice de peroxidos esperado

Peso de muestra a examinar

(8
0-12 2,00 - 5,00
12-20 1,20 - 2,00
20 - 30 0,80 - 1,20
30 - 50 0,500 - 0,800
50 - 90 0,300 - 0,500




335. ENSAYO DE MICOBACTERIAS

Si la muestra en ensayo puede estar
contaminada con otros microorganismos diferentes
a micobacterias, tratar la muestra con una solucioén
descontaminante apropiada, como soluciéon de
hidréoxido de sodio -acetilcisteina o solucion de
laurilsulfato de sodio.

Inocular 0,2 ml de la muestra por triplicado en
dos medios sélidos apropiados (Lowenstein-Jensen
y Middlebrook 7H10). Inocular 0,5 ml de Ia
muestra por triplicado en un medio liquido
apropiado.  Incubar todos los medios a 37°C
durante 56 dias.

Determinar la fertilidad de los medios en
presencia de la preparacion en ensayo inoculando
una cepa adecuada de Mycobacterium sp, como
BCG y, de ser necesario, usar una solucién
neutralizante.

Si se produce desarrollo de un microorganismo
contaminante durante los primeros 8 dias de
incubacidn, repetir el ensayo y realizar al mismo
tiempo un ensayo de esterilidad de la muestra.

La preparacién cumple con los requisitos si al
cabo del periodo de incubacion no se desarrolla
crecimiento de micobacterias.



336. ENSAYO DE MICOPLASMAS

Cuando se indica para un banco maestro de
células, un banco de trabajo de células, un lote de
semilla de virus o para controles de células,
proceder segun se indica en Método de cultivo y
Método del indicador en cultivos celulares.
Cuando se indica para cosechas virales, graneles de
vacuna o lotes finales de producto proceder segun
se indica en Método de cultivo.

METODO DE CULTIVO

Eleccion del método de cultivo

Realizar el ensayo usando un nimero suficiente
de medios liquidos y solidos que asegure el
crecimiento en las condiciones de incubacion
elegidas de un pequefio nimero de micoplasmas
que puede estar presente en el material a ser
examinado. Los medios liquidos deben contener
rojo fenol. Las propiedades nutritivas de cada
nuevo lote de medio se deben verificar usando los
siguientes organismos:

Acholeplasma laidlawii: para vacunas a las que
se les ha agregado antibidtico durante su
produccion.

Mycoplasma gallisepticum: cuando se ha usado
material de origen aviar durante la elaboracion.

Mycoplasma orale: para vacunas de uso
humano.

Mycoplasma pneumoniae: para vacunas de uso
humano.

Mycoplasma synoviae: para vacunas de uso
humano.

Condiciones de incubacion

Dividir los medios inoculados en dos porciones
iguales e incubar una en condiciones aerobicas y la
otra en condiciones de microaerofilia; para medios
solidos mantener una atmoésfera de adecuada
humedad para prevenir la evaporacion de la
superficie. Para medios so6lidos en condiciones
aerdbicas, incubar en una atmosfera de aire que
contenga entre 5y 10 %de didxido de carbono. Para
medios solidos en condiciones de microaerofilia
incubar en una atmosfera de nitrégeno que contenga
entre 5y 10 % de didxido de carbono.

Propiedades nutritivas

Realizar la determinacion de las propiedades
nutritivas para cada nuevo lote de medio. Inocular
el medio elegido con el organismo de ensayo
correspondiente; usar no mas de 100 ufc por placa
de 60 mm conteniendo 9 ml de medio sélido y no
mas de 40ufc por envase de medio liquido
conteniendo 100 ml; usar placas separadas para
cada organismo ensayado. Incubar los medios en las

condiciones que seran usadas para el ensayo sobre
producto. El medio cumple con el ensayo para
propiedades nutritivas si se verifica un apropiado
crecimiento del organismo y un apropiado cambio
de color del medio liquido.

Sustancias inhibitorias

Realizar el ensayo de propiedades nutritivas en
presencia del producto en ensayo. Si el crecimiento
del organismo elegido es menor que el encontrado
en ausencia del producto, éste contiene sustancias
inhibitorias que deben ser neutralizadas antes de
realizar el ensayo para micoplasmas. La efectividad
de la neutralizaciébn u otro proceso debe ser
comprobada repitiendo el ensayo para sustancias
inhibitorias después de la neutralizacion.

Ensayo para micoplasmas en el producto a
ser examinado

Para medios solidos usar placas de 60 mm de
didmetro conteniendo 9 ml de medio. Inocular
0,2 ml del producto a ser examinado en cada una de
por lo menos dos placas de medio so6lido. Para
medios liquidos inocular 10 ml de producto cada
100 ml de medio. Incubar entre 35 y 38 °C en
condiciones de acrobiosis y de microaerofilia,
durante 21 dias; paralelamente incubar una porcion
de 100 ml de cada medio sin inocular para usar
como control. Si durante el agregado del producto
en ensayo se produce cualquier cambio de pH,
restaurar el valor de pH del medio de cultivo
mediante el agregado de una solucion de hidroxido
de sodio o de acido clorhidrico.

Al primero, segundo y tercer dia después de la
inoculacion subcultivar cada cultivo liquido por
inoculacion de 0,2 ml en cada una de dos placas de
cada medio soélido utilizado e incubar entre 35 y
38°C en aerobiosis y microaerofilia durante no
menos de 21 dias. Repetir este procedimiento al
sexto, séptimo y octavo dia y nuevamente a los
trece o catorce dias de iniciado el ensayo. Observar
los medios liquidos cada dos o tres dias y si se
produce cualquier cambio de color subcultivar
inmediatamente. Observar los medios sélidos una
vez a la semana.

Si  los medios liquidos  evidencian
contaminaciéon fingica o bacteriana repetir el
ensayo. Si, no antes de los 7 dias después de la
inoculacidon, no mas de una placa de cada paso del
ensayo se contamina con hongos o bacterias o se
rompe, esa placa debe ser ignorada si se comprueba
por examinacion inmediata que no presenta
evidencia de crecimiento de micoplasmas. Si, en
cualquier paso del ensayo mas de una placa se



contamina accidentalmente con hongos o bacterias
o se rompe, el ensayo no es valido y debe repetirse.

Incluir en el ensayo controles positivos
preparados inoculando no mas de 100 ufc de
especies como M. orale o M. pneumoniae.

Al finalizar el periodo de incubacion, examinar
microscopicamente todos los medios solidos
inoculados para la presencia de micoplasmas. El
producto cumple el ensayo si no se produce
crecimiento de micoplasmas en todos los medios
inoculados. Si se produce crecimiento de
micoplasma, el ensayo debe ser repetido una vez
usando el doble de la cantidad de indculo, medios y
placas, si no se produce crecimiento de
micoplasmas el producto cumple el ensayo. El
ensayo es no valido si no se produce crecimiento en
los controles positivos.

METODO DEL INDICADOR
EN CULTIVO CELULAR

Los cultivos celulares se tifien con un colorante
que se une al ADN. Los micoplasmas se detectan
por su patrdn particulado o filamentoso de
fluorescencia sobre la superficie de la célula y, en
los casos de contaminacion abundante también en
las areas circundantes.

Verificacion del sustrato

Usando un cultivo de células Vero como
sustrato, preensayar el procedimiento usando un
indculo de no mas de 100 ufc de una cepa que
crezca en medio sélido o liquido y desafiar su
capacidad para detectar contaminacién potencia por
micoplasmas tales como Mycoplasma hyorhinis y
Mycoplasma orale. Puede utilizarse un sustrato
celular diferente, por ejemplo la linea celular de
produccién, si se ha demostrado que provee la
misma sensibilidad para la detectacion de potencial
contaminacion por micoplasmas.

Método

Emplear no més de 1 ml del producto en ensayo
para inocular por duplicado un area no menor a
25cm® del cultivo celular indicador creciendo
confluente. Incluir en el ensayo un control negativo
(no infectado) y dos controles positivos de
micoplasmas tales como Mycoplasma hyorhinis y
Mycoplasma orale. Usar un in6culo de no mas de
100 ufc para los controles positivos.

Si para suspensiones virales la interpretacion de
los resultados se ve afectada por el efecto

citopatico, el virus puede ser neutralizado usando
un antisuero especifico que no tenga efecto
inhibitorio sobre micoplasmas o el sustrato celular y
que no permita el crecimiento de los virus. Para
demostrar la ausencia de efectos inhibitorios en el
suero, llevar a cabo controles positivos en presencia
y en ausencia del antisuero.

Procedimiento

Sembrar el cultivo celular a una densidad
regular (2x10* a 2x10° cel/ml o 4x10° a 2,5x10*
cel/cm?) e incubar a 36 + 1 °C durante por lo menos
2 dias. Inocular el producto en ensayo e incubar
durante por lo menos 2 dias; realizar no menos de
un subcultivo. Permitir el crecimiento del ltimo
subcultivo en una superficie apropiada para el
procedimiento del ensayo. No permitir que el
ultimo subcultivo alcance a ser confluente ya que
esto podria inhibir la tinciébn e impedir la
visualizacion de los micoplasmas. Descartar el
medio.  Enjuagar la monocapa con Solucion
reguladora fosfato salina pH 7,4 luego con una
mezcla de iguales volimenes del mismo solvente y
una solucidn fijadora apropiada y por ultimo con la
solucion fijadora. Agregar la solucion fijadora y
dejar reposar durante 10 minutos. Eliminar y
descartar la solucién fijadora. Si la monocapa va a
ser tefiida posteriormente, secar completamente y si
la monocapa va a ser teflida directamente, eliminar
la solucién fijadora con dos lavados con agua
destilada estéril y descartar el agua.  Agregar
bisbenzimida diluida (SR) o cualquier otro
colorante para ADN vy dejar reposar durante
10 minutos.  Eliminar el colorante y lavar la
monocapa con agua.

Examinar por epifluorescencia (filtro de
excitacion a 300 nm/380 nm, filtro barrera LP
440 nm) con un aumento entre 100 y 400 x o
mayor. Comparar la apariencia microscopica del
cultivo de ensayo con los controles positivos y
negativos, examinando la fluorescencia
extranuclear. Los micoplasmas se visualizan como
puntos o filamentos sobre el citoplasma celular y,
en algunos casos en los espacios intercelulares.

El producto a ser examinado cumple con el
ensayo si no se exhibe evidencia de la presencia de
micoplasmas en los cultivos de ensayo inoculados
con el producto. El ensayo solo es valido si los
controles positivos exhiben evidencia de la
presencia de micoplasma.



339. ENSAYO DE NEUROVIRULENCIA
PARA VACUNAS A VIRUS VIVO

Para cada ensayo, utilizar no menos de diez
monos que sean seronegativos para el virus en
ensayo. Para cada mono inyectar no mas de
0,5 ml de la muestra en ensayo dentro de la
region del talamo de cada hemisferio salvo otro
caso indicado. La cantidad total de virus
inoculado en cada mono no debe ser menor de
la cantidad contenida en la dosis humana simple
recomendada de la vacuna. Para verificar la
ausencia de virus neurovirulento salvaje,
mantener un grupo de no menos de cuatro
monos control. Observar los monos inoculados
durante 17 a 21 dias para sintomas de paralisis y
otra evidencia de complicacion neuroldgica,
observar los monos control durante 10 dias mas
del mismo periodo. Los animales que mueran
durante las 48 horas después de la inyeccion son
considerados muertos por causas no especificas
y pueden ser reemplazados. El ensayo sdlo es
valido si no mas de 20% de los monos
inoculados mueren por causas no especificas y
muestras de suero de los monos control tomadas
al momento de inoculacidon de los animales del
ensayo y 10 dias posteriores a la muerte no
muestran signos de infeccion con virus salvajes
del tipo de virus a en ensayo o por virus de
sarampion. Al final del periodo de observacion
realizar una autopsia 'y un examen
histopatologico de las areas apropiadas del
cerebro para evidencia de complicaciones del
sistema nervioso central. La muestra en ensayo
cumple con los requisitos si no hay evidencia
clinica e histopatologica inesperadas de
complicaciones del sistema nervioso central
atribuibles al virus inoculado.

ENSAYO PARA LA VACUNA
CONTRA LA POLIOMIELITIS ORAL

Los monos utilizados en el ensayo de
neurovirulencia deben cumplir con los
requisitos de Vacuna contra la poliomielitis oral
y deben pesar no menos de 1,5kg. La
patogenicidad para monos Macaca o
Cercopithecus es evaluada en comparacion con
la de la preparacion del virus de referencia para
neurovirulencia mediante inoculacion en la
region lumbar del sistema nervioso central
luego de la sedacion con una sustancia
apropiada, por ejemplo hidrocloruro de
ketamina. Una muestra de suero tomada antes
de la inyeccion debe demostrar no contener
anticuerpos neutralizantes a una dilucion de 1
en 5 cuando se evalua contra no mas de
1.000 CCID50 de cada uno de los tres tipos de
poliovirus.

Nimero de monos

Inocular igual nimero de animales con la
vacuna en ensayo y la preparacion de referencia.
Distribuir los animales al azar entre los distintos
grupos de tratamiento y codificar las cajas y su
identidad para que el tratamiento recibido por
cada animal sea conciliado por los evaluadores
de cada seccion. El nimero de monos
inoculados debe ser tal que en la evaluacion de
la vacuna y de la preparacion de referencia, se
incluyan no menos de once monos positivos
para el virus tipo 1 y tipo 2 y no menos de
dieciocho monos positivos para el virus tipo 3
(monos positivos son aquellos que muestran
lesiones neuronales especificas del poliovirus en
el sistema nervioso central).

Puede ensayarse mas de un lote de vacuna
con la misma referencia homotipica. Siempre
que sea posible deben utilizarse monos del
mismo grupo de cuarentena. Si se utilizan
monos provenientes de 2 grupos se deben tratar
igual numero de cada grupo con la vacuna y con
la preparacion de referencia. Si el ensayo se
realiza en 2 dias de trabajo, un mismo numero
de monos de cada grupo debe ser inoculado en
cada dia con la vacuna y la preparacion de
referencia homotipica.

Contenido de virus

Ajustar el contenido de virus de la vacuna y
el de la preparacion homoti})ica de referencia de
manera de estar entre 10°° y 10%° CCIDs, por
0,1 ml.

Observaciones

Observar todos los monos durante 17 a
22 dias para determinar la presencia de signos
de poliomielitis u otras infecciones virales.
Realizar una autopsia a aquellos monos que
sobreviven las primeras 24 horas pero mueren
antes del dia 11 después de la inoculacion para
determinar si la poliomielitis fue la causa de
muerte. Los animales que mueren por causas
diferentes a la poliomielitis son excluidos para
la evaluacion. Sacrificar los animales
moribundos o aquellos que estan severamente
paralizados y realizar una autopsia. El ensayo
solo es valido si no mas de 20% de los
animales muestra infeccién recurrente durante
el periodo de observacion.

Numero de secciones examinadas

Se sugiere la examinacion histologica de por
lo menos: médula lumbar, médula cervical,
bulbo raquideo inferior y superior, cerebro
medio, tilamo y la corteza motora de cada
mono.



Cortar las secciones de un espesor de 15 um
y tefiidas con galocianina. El minimo numero de
secciones examinadas es el siguiente:

1. 12 secciones representativas del
engrosamiento lumbar en su totalidad,

2. 10 secciones representativas  del
engrosamiento cervical en su totalidad,

3. 2 secciones del bulbo raquideo,

4. 1 seccion del puente y cerebelo,

5. 1 seccion del cerebro medio,

6. 1 seccion del lado izquierdo y otra del

lado derecho del talamo,
7. 1 seccidn del lado izquierdo y otra del
lado derecho de la corteza cerebral.

Puntaje de la actividad viral

Para la evaluacion de la actividad del virus
en las hemisecciones de la médula espinal y del
tallo cerebral se utiliza un sistema de puntaje
segin la  severidad de las lesiones,
diferenciandose infiltracion celular y
destruccion de neuronas segun se indica:

1. Solo infiltracion celular (el mono no se
cuenta como positivo)

2. Infiltraciéon celular con dafio neuronal
minimo

3. Infiltracién celular con dafio neuronal
extensivo

4. Dafio neuronal masivo con o0 sin
infiltracion celular

Los puntajes son registrados en una planilla.
Un mono con lesiones neuronales en las
secciones pero que no presente tracto de aguja
es considerado como positivo. Un mono que
presente tracto de aguja en las secciones pero no
lesiones especificas del virus no es considerado
positivo. Si en una seccion se observa dafio
debido a trauma pero ninguna lesion especifica
por virus, dicha seccién no serd incluida en la
valoracion. La gravedad de las lesiones se basa
en la observacion de los cortes histologicos
lumbar (L), cervical (C) y cerebral (B). El
indice de lesion (IL) para cada mono positivo se
calcula mediante la formula siguiente:

DL .\ >c . > B
o NO NO

hemisec hemisec

3

Calcular el indice de lesion promedio para
cada grupo de monos positivos.

N,
] L _ hemisec

Evaluacién

La comparacion de la actividad del virus en
la vacuna y en la preparacion de referencia se
basa en la actividad existente en el
engrosamiento lumbar de la médula y el grado
de difusion de la actividad desde esta region
hacia el engrosamiento cervical y el cerebro. La
vacuna sera aceptada o rechazada sobre la base
de la valoracion total de todos los animales

ensayados. Los animales que presenten
individualmente una actividad inusualmente
elevada, tanto en la region lumbar o como
resultado de la difusion desde dicha region,
también son tenidos en cuenta en la evaluacion
final. El producto a granel filtrado cumple el
ensayo si el numero de animales requerido es
positivo y si en ninguno de los exdmenes
clinicos e histopatologicos se registra una
diferencia significativa entre la patogenicidad
del virus de la vacuna y el del material de
referencia.

Criterio de aceptacion

Realizar un minimo de cuatro ensayos de
neurovirulencia (considerados calificatorios)
sobre cada vacuna de referencia (tipos 1, 2 y 3),
para obtener datos sobre la actividad de tales
vacunas para  establecer criterios  de
aceptabilidad para las vacunas sometidas a
ensayo. Calcular el valor medio general de las
lesiones M para los ensayos repetidos con cada
virus de referencia, junto con una estimacion
conjunta de la varianza intra-ensayo s° y la
desviacion intra-ensayo s.

Los criterios de validez para los resultados
de un ensayo sobre una preparacion de
referencia se establecen sobre la base de los
datos acumulados de los ensayos calificatorios
por lo que no es posible dar ningun criterio
aplicable de forma general. En laboratorios con
experiencia limitada, puede resultar de ayuda el
siguiente método empirico para establecer
limites aceptables para la media de los indices
de lesion para la preparacion de referencia Xief :

Limite inferior Limite superior

Tipo1ly2 M-s M+s
Tipo 3 M —s/2 M+s

Si el valor medio de lesiones para la vacuna
en ensayo es X, y C;, C; y C; son constantes
determinadas segun se indica:

2
C =23 %
Nl

B
N,

1

2
C,=1,6 25"
N2

Siendo N; el numero de monos positivos por
vacuna analizada, N, el nimero de monos
positivos en los dos ensayos, 2,3 la desviacion
normal en el nivel de 1,0 %, 2,6 la desviacion
normal en el nivel de 0,5 % y 1,6 la desviacion
normal en el nivel de 5,0 %.

C,=2,6

La vacuna no cumple con los requisitos si:
AX'te,s‘t - )(ref> C]

La vacuna puede ser reanalizada una vez si:



CI < Xest_)(r'ef’ < CZ

Si la vacuna es reanalizada, calcular las
medias de los puntajes de las lesiones de las
vacunas en ensayo y la vacuna de referencia.
La vacuna no cumple con los requisitos si:

X (test, +testy) X(refl +refy) > C3
2

Un ensayo de neurovirulencia en el cual el
puntaje de la lesion media para la referencia X,
no es compatible con la experiencia previa, no
debe ser usado para evaluacion de una vacuna
en ensayo.

El ensayo sélo es valido si el puntaje de la
lesion media para la vacuna en ensayo X, es
calculada y comparada con una vacuna de
referencia homotipica.




345. ENSAYO DE SALMONELLA/F RACCI(')N MICROSOMAL
(TEST DE AMES) PARA DETECCION DE MUTAGENICIDAD

El ensayo de Salmonella-fraccion microsomal (o
test de Ames) es una prueba in vitro que permite
evaluar el potencial efecto mutagénico de
compuestos quimicos o productos bioldgicos como
una medida indirecta del posible efecto
carcinogénico sobre seres humanos. Esta prueba
utiliza varias cepas de Salmonella thyphimurium
auxdtrofas para el aminodcido histidina, que poseen
distintas mutaciones en genes del operon histidina.
Esas mutaciones son el blanco para mutagenos que
producen dafio al ADN por diferentes mecanismos.
Cuando esas cepas de Salmonella se siembran sobre
placas de medio minimo-glucosa (placas MG) que
contienen trazas de histidina, sélo pueden crecer en
¢l las bacterias que revirtieron al fenotipo Ais+. El
nimero de colonias revertantes por placa
producidas en forma espontidnea es relativamente
constante para cada cepa. Por eso cuando se agrega
un mutdgeno a la placa, el nimero de colonias
revertantes aumenta de manera dependiente de la
dosis de dicho mutageno.

Como las bacterias son incapaces de
metabolizar ~ productos  quimicos  mediante
citocromos P450, como los mamiferos y otros

vertebrados, un componente clave del ensayo para
hacerlo realmente util es el agregado de un Sistema
exdgeno de activacion metabdlica de mamifero; se
emplea habitualmente fracciéon microsomal de
higado de rata.

Cepas

Se utilizan las cepas de Salmonella typhimurium
TA 97a, TA 98, TA 100, TA 102, TA 1535y TA
1538. Las mismas deberan ser provistas por un
centro de referencia que certifique su autenticidad.

Estas se conservaran congeladas a -80 °C (en
freezer) o en nitrégeno liquido. Su mantenimiento
se realizard de acuerdo a lo aconsejado por el
proveedor o lo acostumbrado por el laboratorio.
Los cultivos congelados se prepararan a partir de
cultivos frescos a los que se les agregara un agente
crioprotector (por ejemplo Glicerol al 10 % v/v
concentracion final).

Cada cepa tiene una mutaciéon en el operén
histidina y otras mutaciones que aumentan su
capacidad para detectar mutagenos. Los genotipos
relevantes de las cepas se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1
Cepa Mutaglqn operon Reversion bio AuvrB LPS Plasmido
histidina
TA 97a hisD6610 Corrimientode 6 rfa pKM101
armazon
TA 98 hisD3052 Corrimientode 0 6 rfa pKM101
armazon
TA 100 his G46 Sustitucion Delecion rfa pKM101
: Transicién . .
TA 102 hisG428 Jtransversion Tipo salvaje rfa pKM101, pAQ1
TA 1535 his G46 Sustitucién Delecion rfa -
TA 1538 hisD3052 Corrimientode 0 6 rfa -

armazon

Plasmido pKM101: aumenta la mutagénesis
quimica e inducida por UV mediante un aumento de

bioAuvrB: la mutacion por delecion de wuvrB
elimina el sistema de reparacion de ADN por

escision. Eso aumenta la mutabilidad de la bacteria
y la hace sensible a la irradiacién con luz UV. La
delecion abarca también el gen para biotina lo que
hace que la bacteria sea dependiente de biotina.

rfa: esta mutacion produce una sintesis
defectuosa del lipopolisacarido (LPS) de pared lo
que aumenta la permeabilidad de la bacteria para
compuestos voluminosos. La bacteria se vuelve
sensible al colorante Cristal Violeta.

la ruta de reparacion por recombinacidn, propensa a
error. El plasmido confiere resistencia a ampicilina.

Plasmido pAQ1: este plasmido multicopia lleva
la mutacion hisG428. Eso amplifica el nimero de
sitios para la accion del mutdgeno con el
consiguiente aumento de reversion de la cepa
portadora.  El plasmido confiere resistencia a
tetraciclina.



SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

Soluciones
Cada ensayo debe realizarse con una misma
partida de reactivos, soluciones, medios y agar.

I. Solucién de glucosa al 10 %

D-glucosa (Dextrosa).........cccceeeereereneennen. 100 g
Agua destilada C.8.p...cooverieriiiiiieees 1 litro

Agregar la D-glucosa a 700 ml de agua.
Mezclar hasta que la solucion sea limpida.
Completar a volumen con agua destilada.
Fraccionar en volimenes superiores a 20 ml.
Autoclavar. Conservar en heladera.

II. Solucion de biotina al 0,01 %

D-biotina.......cooeeiiiieiieeeee e, 10 mg
Agua destilada..........ccoooeeiiiieienie, 100 ml

Calentar el agua a aproximadamente 40 °C y
disolver la D-biotina. Esterilizar por filtracion a
través de membrana con tamafio nominal de poro
no mayor de 0,45um . Conservar en heladera.

III. Solucién de histidina al 0,5 %

L-histidina . HCI . HyO....coovevvvevrrenee 500 mg
Agua destilada..........ccooveveniecieieen, 100 ml

Disolver la histidina en el agua destilada.
Autoclavar y conservar en heladera.

IV. Solucion de histidina/biotina 0,5 mM

D-biotina.......coveeiieieniiieie e 124 mg
L-histidina . HCI . HyO......cccoviiiinnen. 96 mg
Agua destilada..........cocvvieieninieeee 1 litro

Calentar el agua a aproximadamente a 40 °C y
disolver la D-biotina y la L-histidina. Esterilizar
por filtracion a través de de membrana con tamafio
nominal de poro no mayor de 0,45 pym. Conservar
en heladera.

V. Solucién reguladora de fosfato de sodio 0,2 M

pH 7.4
Solucion A:
Fosfato dibasico de sodio anhidro............... 284 ¢
Agua destilada c.s.p....oviiiiiiiiii 1 litro
Solucion B:
Fosfato monobasico de sodio monohidrato....27,6 g
Agua destilada c.s.p.....cocooiiiiiiiii 1 litro

Disolver las sales en un volumen reducido de
agua y luego completar a volumen final.

Para preparar la solucidon reguladora mezclar
1 volumen de Solucion A y 2 volumenes de
Solucion B. Ajustar el pH a 7,4 £0,2. Esterilizar
en autoclave. Conservar en heladera.

VI. Cofactores para la mezcla S9

D-glucosa-6-fosfato..........ccecveveeeerivinveennene 1,6 g
Nicotinamida adenina dinucleétido

fosfato (NADP)......cccoeeviviiiiiiiiiin35 ¢
Cloruro de magnesio............cceeveerveevereeennnns 1,8¢g
Cloruro de potasio.......c.cccecveereeercrenennenn 2,7¢g
Fosfato dibasico de sodio anhidro.............. 128¢g
Fosfato monobasico de sodio
monohidrato................oooii 28¢g
Agua destilada C.S.p..cooeererieniiie 1 litro

Agregar a 750 ml de agua los ingredientes uno a
uno, disolviendolos por completo antes de agregar
el siguiente. Completar a volumen con agua.
Esterilizar por filtracion a través de membrana con
tamafio nominal de poro no mayor de 0,45um..
Conservar a -20 °C en envases de vidrio inactinico.

VII. Solucién de ampicilina al 0,8 %

Ampicilina.......cocooeviiiininie 800 mg
Agua destilada........cccoooiiiriiiiee, 100 ml

Disolver la ampicilina en el agua caliente
(aproximadamente 40 °C). Esterilizar por filtracién
a través de membrana con tamafio nominal de poro
no mayor de 0,45um. Conservar en heladera en
envases de vidrio inactinico durante no mas de 15
dias.

VIII. Solucion de tetraciclina al 0,08 %

Tetracicling.......ccceeveevevieecieniiieseerie e .80 mg
Agua destilada:Etanol (1:1)......c.ccvevveennnns 100 ml

Disolver la tetraciclina en la mezcla de agua
destilada : etanol (1:1). Esterilizar por filtracion a
través de membrana con tamafio nominal de poro
no mayor de 0,45pm. Conservar en envase
inactinico en heladera.

IX. Solucion de cristal violeta al 0,1 %

Cristal violeta........ccccceevvveevienciienieeieenen. 100 mg
Agua destilada.........ccoevvieiienieenieeeeen, 100 ml

Disolver el cristal violeta en el agua. Conservar
en envase inactinico en heladera.

X. Soluciones madres de mutagenos control

Solucion de 2-aminoantraceno: 25 mg por ml en
dimetil sulféxido.

Solucion de Azida sédica: 10,0 mg por ml en
agua destilada.

Solucion de 9-aminoacridina: 10 mg por ml en
dimetil sulfoxido.

Solucion de Nitrofurantoina: 20 mg por ml en
dimetil sulféxido.

Solucion de Mitomicina C: 1 mg por ml en agua
destilada.

Solucion de 4-Nitroquinolina-N-oxido: 20 mg



por ml en dimetil sulféxido.

Se pueden emplear otros mutagenos de probada
accion sobre la cepa de interés.

Las soluciones madres de los mutagenos deben
ser preparadas extremando las medidas de
seguridad dado la peligrosidad de las sustancias que
se manipulan. Se debe trabajar solamente bajo
campana de seguridad bioldgica y con la proteccion
adecuada.

En cada caso pesar la cantidad de droga
necesaria por diferencia en el recipiente en el cual
se preparard la solucion, preferentemente frascos de
vidrio inactinico, estériles, agregar el volumen de
solvente estéril necesario y disolver. No filtrar.

Las soluciones madres de los mutagenos se
conservan a -20°C y se diluyen a las
concentraciones de trabajo en el dia del ensayo.

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO Y

PLACAS
I. Medio E (50x) (sales VB 6 Vogel-Bonner)
Sulfato de magnesio heptahidrato................. 10g
Acido citrico monohidrato ......................... 100 g
Fosfato dibasico de potasio anhidro ........... 500 g
Fosfato de sodio y amonio tetrahidrato....... 175 g
Agua destilada C.8.p...coveieeieiee 1 litro

Agregar los ingredientes a 650 ml de agua
caliente (aproximadamente a 40 °C) en el orden
indicado y mezclar con agitador magnético hasta
disolucion total antes del agregado del componente
siguiente. Completar a volumen con agua.
Fraccionar, esterilizar a 121 °C en autoclave
durante 15 minutos. Conservar en envases
inactinicos a temperatura ambiente.

II. Agar blando suplementado con

histidina/biotina
AGAT.ciiiiiiiiie e 6g
Cloruro de s0dio.......cccevueeeeneniiniineeeceenne. 6g
Solucion de histidina/biotina 0,5 mM.......100 ml
Agua destilada C.8.p...coeeririiniee 1 litro

Autoclavar el agua con el agar y el cloruro de
sodio a 121°C durante 15 minutos. Conservar en
heladera. En el momento de usar fundir el medio
preparado en microondas o en agua hirviente y
agregar la Solucion estéril de histidina/biotina
0,5 mM.

III. Caldo nutritivo

Seguir las instrucciones del fabricante que
figuran en el envase.

IV. Placas de agar nutritivo

Seguir las instrucciones del fabricante que
figuran en el envase. Luego de la esterilizacion

dejar entibiar y volcar en placas de Petri de plastico
estériles.

V. Placas de medio minimo-glucosa (MG)

AGAT it I5¢g
Medio E (50%).......ccueeceeieiaciieciieeciieeneenne 20 ml
Solucion de glucosa al 10 %....................... 50 ml
Agua destilada C.S.p..ccovieveriieiiiieieeee, 1 litro

Agregar el agar al agua y autoclavar. Dejar
enfriar hasta aproximadamente 60 °C. Agregar el
Medio E (50x) y la Solucion de glucosa al 10 %,
previamente esterilizados, mezclar cuidadosamente
y volcar en placas de Petri de plastico estériles.

VI. Placas de medio minimo-glucosa (MG)
enriquecidas

[NOTA: estas placas seran empleadas para el
aislamiento y la caracterizacién fenotipica de las
cepas de manera que en todos los casos deben
contener histidina en exceso (para su preparacion se
emplea Solucion de histidina al 0,5 %), a diferencia
de las placas que se emplean para la realizacion del
ensayo que so6lo contendran trazas de histidina para
permitir so6lo unas pocas divisiones de las cepas
his -].

Para preparar medio minimo - glucosa
enriquecido agregar los siguientes volimenes a
1 litro del medio agarizado preparado en V. Placas
de medio minimo-glucosa (MG):

Placas MG-biotina

Solucion de biotina al 0,01 %....................... 8 ml
Placas M G-histidina

Solucion de histidina al 0,5 %...................... 8 ml
Placas M G-biotina/histidina

Solucion de biotina al 0,01 %.................. 8 ml
Solucion de histidina 0,5 %...........ccccuvee..... 8 ml
Placas MG-biotina/histidina/Ampicilina
Solucion de biotina al 0,01 %....................... 8 ml
Solucion de histidina al 0,5 %...................... 8 ml
Solucion de ampicilina al 0,8 %................... 3 ml

(concentracion final 24 pg por ml)

PlacasM G-biotina/histidina/Ampicilina/Te-
traciclina

Solucion de biotina al 0,01 %....................... 8 ml

Solucion de histidina al 0,5 %...................... 8 ml

Solucion de ampicilina al 0,8 %................... 3 ml
(concentracion final 24 pg por ml)

Solucion de tetraciclina al 0,08 %........... 0,25 ml

(concentracion final 2 pg por ml)

Sistema exégeno de activacion metaboélica

El sistema de activacidon metabolica utilizado
habitualmente consiste en el sobrenadante de la
fraccion obtenida a 9.000 G con un homogenato de



higado de rata (fraccidn microsomal S-9) que ha
sido previamente inducida con una mezcla de
bifenilos policlorados de las que se encuentran
comercialmente disponibles, o con una mezcla de
fenobarbital y f-naftoflavona. Una vez obtenida la
fraccion microsomal S-9, se fracciona y se conserva
a-80 °C.

Mezcla S-9

En el momento de emplearlos se descongela un
volumen de S-9 de acuerdo a las necesidades del
ensayo y el volumen equivalente de mezcla de
cofactores (ver Soluciones y medios de cultivo). Se
prepara la mezcla S9: habitualmente se emplean
concentraciones entre 5 y 30 % v/v de fraccion
microsomal en solucion de cofactores. La eleccion
dependera del tipo de producto a ensayar.

Recuperacion de las cepas para su
caracterizacion fenotipica y para la realizacion
del ensayo

Para cada ensayo las cepas de Salmonella se
recuperan tomando una alicuota del cultivo
congelado y transfiriéndola a caldos nutritivos (con
el agregado de antibidtico en los casos que
corresponda para evitar la pérdida de los plasmidos)
de manera de obtener una densidad inicial
aproximada de células de entre 10° y 10" ufc por
ml. Los caldos se incuban a 35 — 37 °C hasta una
densidad de 1-2x 10’ ufc por ml. Se sugiere
realizar un recuento en placa, mediante diluciones
seriadas, para confirmar el numero de bacterias
viables.  De ahora en adelante estos caldos seran
denominados Cultivos de trabajo.

[NOTA: el resto del cultivo congelado no se
reutiliza. ]

Caracterizacion fenotipica de las cepas de
Salmonella typhimurium utilizadas para la
realizacion del ensayo

A continuacion se describen los ensayos a
realizar con las cepas de Salmonella typhimurium
que se utilizaran para la realizacion del ensayo con
el proposito de confirmar la identidad genética de
las mismas y su tasa de reversidn espontanea al
caracter his+.

Estos ensayos deben ser realizados cuando se
reciban cepas nuevas, cuando se preparen cultivos
para ser congelados o cuando se considere
necesario.

Procedimiento
Los ensayos se realizan con cultivos de toda la
noche en caldo nutritivo.

a) Dependencia de histidina (his)
Se realiza un aislamiento del cultivo en una
Placa MG-biotina. Como todas las cepas utilizadas

de Salmonella son dependientes de histidina, no
debe observarse crecimiento luego de 48 horas de
incubacién a 35 — 37,0 °C.

b) Dependencia de biotina (bio)

Se realiza un aislamiento del cultivo en una
Placa  MG-histidina. No debe observarse
crecimiento, excepto con la cepa TA102 que es
independiente de biotina, luego de 48 hs de
incubacion a 35 - 37 °C.

¢) Dependencia de biotina e histidina (bio, his)

Se realiza un aislamiento del cultivo en una
Placa MG-biotina/histidina. ~ Debe observarse
crecimiento con todas las cepas luego de 24-48 hs
de incubacién a 35 - 37 °C..

d) Marcador rfa

Se realiza un aislamiento del cultivo en una
Placa MG-biotina/histidina, o en una placa de agar
nutritivo. Se coloca un disco de papel de filtro
estéril en el centro de la siembra y se aplican sobre
¢él, 10 ul de solucién de cristal violeta al 0,1 %.
Todas las cepas deben mostrar una zona de
inhibicion de crecimiento alrededor del disco
después de 24 horas de incubacién a 35 - 37 °C.

e) Delecion uvrB

Se realiza un aislamiento del cultivo en una
Placa MG-biotina/histidina o en una placa de agar
nutritivo. Se irradia la placa con luz UV(C) durante
un periodo de tiempo previamente estandarizado, se
envuelve en papel de aluminio para evitar la
fotorreparacidn en contacto con la luz y se incuba a
35 -37°C. Excepto la cepa TA102 el resto de las
cepas de Salmonella no crecen después de la
irradiacion.

f) Presencia del plasmido pKMI101 (resistencia
a ampicilina)

Se realiza un aislamiento del cultivo en una
Placa MG-biotina/histidina/Ampicilina o en una
placa de agar nutritivo con ampicilina (24 pug por
ml). Se incuba a 35 - 37°C y debe observarse
crecimiento sélo con las cepas portadoras del
plasmido pKM101.

g) Presencia del plasmido pAQ1 (resistencia a
tetraciclina)

Se hace un aislamiento del cultivo en una Placa
MG-biotina/histidina/Ampicilinal/Tetraciclina o en
una placa de agar nutritivo con tetraciclina (2 pg
por ml). Se incuba a 35 - 37 °C y debe observarse
crecimiento sélo con la cepa TA102 que es la unica
portadora del plasmido pAQ1.

h) Frecuencia de mutacion espontdnea
Para determinar la frecuencia de mutacion
espontanea de las cepas de Salmonella se emplea el



método de incorporacion en placa (ver mas
adelante). Los valores de reversidn espontidnea
deben encontrarse dentro del rango de valores
histérico del laboratorio para cada cepa o del
informado por el proveedor.

ENSAYO DE SALMONELLA/FRACCION
MICROSOMAL (TEST DE AMES) PARA
DETECCION DE MUTAGENICIDAD

En esta seccidon se describird la realizacion del
Ensayo de Salmonella/Fraccién microsomal (Test
de Ames) para la deteccion de mutagenicidad de
compuestos quimicos y productos bioldgicos.

PREPARACION DE MUESTRAS

Solventes

Se utilizarda preferentemente agua destilada
estéril. Si la muestra a probar no es soluble en agua
se utilizara dimetil sulféxido.

Si se emplea otro solvente se realizard un
ensayo preliminar de toxicidad del mismo para
determinar la concentracion maxima que no afecte
el crecimiento y supervivencia bacterianos.

Determinacion preliminar de la toxicidad de
la muestra en estudio

Para esta etapa se empleara el procedimiento de
incorporacidon en placa del Test de Ames que se
describe mas adelante.

Se realizara un ensayo preliminar de toxicidad
para determinar la dosis maxima de la muestra que
puede emplearse en el ensayo de mutagenicidad.

Esta prueba se realizara en ausencia y presencia
de la mezcla de activacion metabolica y deberan
incluirse un control positivo y uno de solvente. Se
probaran al menos tres concentraciones de la
solucién (acuosa u orgénica) de la muestra.

El ensayo de toxicidad puede llevarse a cabo
con una sola cepa (TA100 o TA98, o las cepas que
se emplearan en el ensayo definitivo).

La cepa se pondra en presencia de su mutageno
especifico (por ej. 2-nitro fluoreno para TA98) y se
observara la disminuciéon en el recuento de
revertantes como resultado de la inhibicién de
crecimiento por la muestra.

Se empleara la menor dilucién de la muestra que
no inhiba el crecimiento bacteriano para la
realizacion del ensayo definitivo.

En el caso de productos no toxicos se propone
una dosis maxima entre 5 y 10 mg por placa
siempre que la solubilidad de los mismos lo
permita.

PROCEDIMIENTOS

Ensayo de incorporacion en placa
En este ensayo se exponen directamente las
cepas de Salmonella a la accion de la muestra a

probar sobre Placas de medio minimo-glucosa
(MG) en presencia y ausencia de Mezcla S-9.

Procedimiento experimental

1) Preparar los cultivos de trabajo segun lo
descripto anteriormente.

2) Rotular las Placas de medio minimo-glucosa
(MG) y los tubos de vidrio estériles de
13 x 100 mm.

3) Preparar la Mezcla S-9 y mantenerla sobre
hielo hasta el momento de su uso.

4) Preparar las diluciones de la muestra a ser
probadas.  Se propone un minimo de cinco
diluciones de la muestra en estudio, que cubran un
rango de tres érdenes de magnitud.

5) Preparar el Agar blando suplementado con
histidina/biotina y mantenerlo a 43 - 45 °C.

6) Agregar a los tubos de vidrio estériles
mantenidos a 43 - 45 °C, en el orden siguiente y
mezclando después de cada agregado:

eEntre 2 v 3 ml de Agar blando suplementado
con histidina/biotina.

0,50 ml de la Mezcla S9 o de Solucion
reguladora de fosfato de sodio 0,2 M pH
7,4 segn corresponda

¢(,05 ml de la muestra en ensayo

¢0,1 ml del cultivo de trabajo de la cepa de
Salmonella (entre 1y 2 x 10® ufc por tubo).

7) Volcar el contenido de cada tubo en una placa
de agar MG y dejar solidificar el agar blando a
temperatura ambiente.

8) Invertir las placas y colocarlas en la estufa de
cultivo a 35 - 37 °C durante 48 horas.

9) Contar las colonias revertantes aparecidas en
cada placa.

Sembrar cada condicién por triplicado.

Ensayo de preincubacion

En esta variante del método se preincuba la
solucion de la muestra con la cepa
(aproximadamente 10® ufc por tubo) en presencia y
ausencia del sistema de activacion metabolica
durante 20 a 30 minutos a 35 - 37°C antes de
mezclar con el Agar blando suplementado con
histidina/biotina y volcarlo sobre la superficie de la
placa de medio minimo con glucosa.

Los tubos deben ser preincubados con agitacion.

Procedimiento experimental

1) Preparar los cultivos de trabajo segin lo
descripto anteriormente.

2) Rotular las placas MG y los tubos de vidrio
estériles de 13 x 100 mm.

3) Preparar la Mezcla S9 y mantenerla sobre
hielo hasta el momento de usar.

4) Preparar las diluciones de la muestra a ser
probada. Se propone un minimo de cinco



diluciones de la muestra en estudio, que cubran un
rango de tres 6rdenes de magnitud.

5) Agregar a los tubos de vidrio estériles
mantenidos a 43 - 45 °C, en el orden siguiente y
mezclando después de cada agregado:

¢0,50ml de la Mezcla S9 o de Solucion
reguladora de fosfato de sodio 0,2 M pH 7,4
segun corresponda.

©(,05 ml de la muestra a probar

0,1 ml del cultivo de trabajo de la cepa de
Salmonella (entre 1y 2 x 10® ufc por tubo)

6) Incubar los tubos en bafio con agitacion a 35 -
37°C durante 20-30 minutos.  Concluida la
incubacién agregar a cada tubo entre 2 y 3 ml de
Agar blando suplementado con histidina/biotina
previamente fundido y mantenido a 43 — 45 °C.

7) Volcar el contenido de cada tubo en una placa

de agar MG y dejar solidificar el agar blando a
temperatura ambiente.

8) Invertir las placas y colocarlas en la estufa de
cultivo a 35 - 37 °C durante 48 horas.

9) Contar las colonias revertantes aparecidas en
cada placa.

Sembrar cada condicidn por triplicado.

Controles positivos y negativos

En todas las pruebas deben incluirse controles
positivos y negativos.

El control negativo es el solvente empleado para
solubilizar y diluir la muestra en estudio y debera
ser probado en ausencia y presencia de la
Mezcla S-9.

Los controles positivos se emplean en las
cantidades por placa que se indican a continuacion:

Tabla 2. Control positivo (con activacion metabolica)

Cepa Cantidad de mutdageno por placa

TA97a, TA98y
TA 100

2,5 pg de 2-Amino antraceno

TA 102 5 pg de 2-Amino antraceno

En el caso del 2-Amino antraceno es necesario ensayar en ausencia y presencia de la Mezcla S-9 ya que adquiere

actividad mutagénica al ser metabolizado.

Tabla 3. Control positivo (sin activacion metabdlica)

Cepa Cantidad de mutageno por placa

TA 97a 50 pg de 9-Aminoacridina (clorhidrato.hidrato)

TA 98 y TA 1538
TA 100 y TA 1535
TA 102

5 pg de Nitrofurantoina
5 pg de Azida sédica
0,5 pg de Mitomicina C

Los mutdgenos que figuran en esta tabla tienen actividad mutagénica per se.
Se pueden emplear otros mutagenos de probada accion sobre la cepa de interés.

Registro de los resultados

Se completara una planilla por cada una de las
cepas empleadas, con y sin activacion metabolica.
En las mismas deben figurar los resultados de las
lecturas de cada una de las tres placas, el promedio
y el desvio estandar en las cinco concentraciones de
muestra y en los controles.

Evaluacion de los resultados

Los datos se evallan segun los siguientes
criterios:

Una muestra se considera Positiva (mutagénica)
si el nimero promedio de revertantes, con
cualquiera de las cepas y en cualquiera de las
concentraciones probadas, es al menos dos veces

mayor que el nimero de revertantes detectadas en el
control negativo y se observa un incremento
relacionado con la concentracion en las revertantes
por placa con la misma cepa.

Una muestra se considera Negativa (no
mutagénica) si no hay ninguna concentracion en la
que se produce un mimero promedio de revertantes
por placa superior por lo menos en dos veces al
nimero de revertantes detectadas en el control
negativo y no muestra un incremento de revertantes
relacionado con la concentracion.

Deben realizarse dos ensayos independientes
con cada muestra.

Cuando se obtengan resultados positivos es
conveniente repetir el ensayo en condiciones



idénticas a las que dieron respuesta positiva para
confirmarlos. Se recomienda utilizar sdlo la cepa y
las condiciones que dieron respuesta positiva.

Si se obtienen resultados negativos se recomienda
repetir el ensayo completo utilizando una
concentracion diferente de fraccion S-9 6 un
procedimiento diferente (por ej. preincubacion en
lugar de incorporacién en placa).



Actualizacién parcial

360. ENSAYO DE TOXICIDAD ANORMAL

El siguiente ensayo se emplea para determinar
una reactividad biologica inaceptable o inesperada
en productos farmacéuticos. Para productos de
origen bioldgico realizar el ensayo segln se indica
en Productos biologicos.

Procedimiento - Seleccionar cinco ratones sanos
que pesen 20 + 3 g y que no hayan sido empleados
en ningun ensayo previo.

Preparar la solucion muestra seglin se especifica
en la monografia correspondiente e inyectar a cada
ratén 0,5 ml de la misma por via intravenosa.

Observar los animales durante las 48 horas
posteriores a la inyeccion. Si al cabo de 48 horas
todos los animales sobreviven y no mas de uno
presenta signos externos de una reaccion inesperada
para el nivel de toxicidad del producto, el mismo
cumple con los requisitos del ensayo. Siuno de los
animales muere o si mas de uno presenta signos de
toxicidad anormal, repetir el ensayo empleando al
menos diez ratones similares a los del ensayo
original que pesen 20 £ 1 g. EI producto cumple
con los requisitos del ensayo si a las 48 horas todos
los ratones sobreviven y no presentan signos de
toxicidad anormal.

Productos biologicos - Este ensayo no estd
indicado para productos. como sangre entera,
gldébulos rojos, plaquetas o plasma.

Animales -  Seleccionar no menos de dos
cobayos que pesen 400 £40 g v no menos de dos
ratones que pesen 22+2 g que no hayan sido
empleados en ninglin ensayo previo.

Procedimiento - La duracién del ensayo sera de
7 dias para cada especie, a menos que se
especifique un periodo mas largo en la monografia
correspondiente. Cada animal debe ser pesado
antes de la primera inyeccién y al finalizar el
ensayo, registrando los pesos individualmente. La
observaciéon de los animales debe realizarse
diariamente.

Los productos deben ser administrados como se
detalla a continuacion:

Productos  liquidos o liofilizados a ser
reconstituidos segun se indica en el rotulo -
Inyectar por via intraperitoneal 0,5 ml del producto
en cada raton y 5 ml del producto en cada cobayo.

Productos  liofilizados ~ sin  indicacion de
volumen de reconstitucion en el rétulo y productos
solidos no liofilizados - Inyectar por via

intraperitoneal una dosis humana que no supere
1 ml a los ratones v 5 ml a los cobayos.

Interpretacion de los resultados - El producto
cumple con los requisitos si todos los animales
sobreviven al ensayo, no presentan respuestas
inesperadas al producto y el peso de los animales al
finalizar el periodo de ensayo no es menor al que
tenian al comienzo del mismo.

Si el producto no cumple con los requisitos del
ensayo, repetir segun se indica en Procedimiento
empleando las especies de animales en las cuales no
se cumplieron los requisitos originales. El producto
cumple con los requisitos del ensayo, si los
animales satisfacen el criterio especificado para el
ensayo original. Si el producto no cumple con los
requisitos y si han sobrevivido por lo menos el 50%
de los animales (incluyendo el ensayo original y la
repeticion), repetir nuevamente con el doble de
animales de las especies que no cumplieron los
requisitos. El producto cumple los requisitos del
ensayo si los animales satisfacen el criterio
especificado en el ensayo original.



Actualizacion total

370. ENSAYOS DE ESTERILIDAD

El siguiente ensayo se emplea para verificar la
ausencia de contaminacion por microorganismos en
productos esterilizados o preparados asépticamente.
Durante el desarrollo del ensayo, el area de trabajo
no debe estar expuesta a la luz ultravioleta directa
ni sometida a otros agentes esterilizantes. Deben
realizarse monitoreos microbioldgicos del area
durante los ensayos.

La ausencia de contaminacidén microbiana,
evidenciada por este procedimiento, confirma que
el producto cumple con los requisitos del ensayo
aunque el mismo no es suficiente para suponer la
esterilidad de la totalidad del lote ensayado, dadas
las limitaciones inherentes a la estadistica del
muestreo. La condicion de estéril se asegura a
través de la validacion del proceso de esterilizacion
o del procesamiento aséptico.

MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo se preparan de acuerdo a
las siguientes formulas.  También se pueden
emplear formulas deshidratadas que luego de
reconstituidas cumplan con el Ensayo de promocion
del crecimiento y el Ensayo de esterilidad de los
medios de cultivo.

Medio Tioglicolato
(Para incubacion en condiciones aerobicas)

L-Cistina ......co.ooooiiiiiiiiii 0,50 g
Agar (con menos de 15 % de humedad) 0,75 ¢
Cloruro de sodio .............c.coceunnn 2,50 g
Glucosa Monohidrato ..................... 550 g
Extracto de levadura (soluble en agua) 500 g
Digerido pancreético de caseina ......... 15,0 g
Tioglicolato de sodio * ................... 0,50 g
Solucién de resazurina sodica (0,1 %)

recién preparada...............cooeieinin. 1,00 ml
Agua purificada c.s.p. ... 1.000 ml

pH después de la esterilizacion: 7,1 +0,2.

*En caso de reemplazarse por Acido tioglicélico
emplear 0,3 ml.

Mezclar y calentar hasta disolucion completa.

Ajustar el pH del medio con hidréxido de
sodio 1 N para obtener, después de la esterilizacion,
un pH de 7,1 +0,2. Filtrar en caliente, si fuera
necesario, a través de un papel de filtro

humedecido. Distribuir el medio en recipientes de
vidrio que mantengan una relaciéon entre la
superficie expuesta y la profundidad de medio tal
que no mas de la mitad superior experimente un
cambio de color, indicativo de la fijacion de
oxigeno, al final del periodo de incubaciéon. Tapar
para evitar la contaminaciéon y la evaporacion
excesiva del medio durante el almacenamiento.
Esterilizar empleando un procedimiento validado.
Enfriar inmediatamente a 25 °C. Si mas del tercio
superior ha tomado una coloracion rosada, el medio
podra regenerarse una sola vez, calentando los
recipientes en un bafio de agua o con vapor fluente,
hasta que desaparezca el color. Cuando el medio
esta listo para emplear, no mas del décimo superior
debe tener un color rosado.

Caldo Tioglicolato Alternativo
(Para incubacién en condiciones anaerdbicas)

L-Cisteina .........ccooeveviiiinennninn. 0,50 g
Cloruro de s0dio ..........cceovveinininiin. 2,50 g
Glucosa monohidrato ..................... 550 g
Extracto de levadura (soluble en

AGUA). ...ttt 5,00 g
Digerido pancreatico de caseina.......... 150¢g
Tioglicolato de sodio*..................... 0,50 g
Agua purificada c.s.p. ....coevienininnin. 1.0001

pH después de la esterilizacion: 7,1 +0,2.

*En caso de reemplazarse por Acido tioglicélico
emplear 0,3 ml

Disolver los componentes so6lidos en el agua,
calentando suavemente, si fuera necesario, hasta
obtener una solucion.  Ajustar la misma con
hidréxido de sodio 1 N para obtener, después de la
esterilizacion, un pH de 7,1 £0,2. Filtrar, si fuera
necesario, transferir a recipientes apropiados y
esterilizar empleando un procedimiento validado. El
medio debe ser recientemente preparado o
calentado en un bafio de vapor y enfriado
rdpidamente antes de su empleo. No se debe
recalentar.

Caldo Digerido de Caseina-Soja
(Para incubacion en condiciones aerdbicas)

Digerido pancreatico de caseina.............. 17,0g

Digerido papainico de harina de soja........ 3,00 g



Glucosa monohidrato.......................... 2,50 g
Fosfato dibasico de potasio.................... 2,50 g
Cloruro de sodio.........ccveveieiininin.. 5,00 g
Agua purificada c.8.p.....cooviiiiiiinan. 1.000 m

pH después de la esterilizacion: 7,3 = 0,2.

Disolver los componentes solidos en el agua,
calentando suavemente. Enfriar la solucién a
temperatura ambiente y ajustar con hidréxido de
sodio 1 N para obtener, después de la esterilizacion,
un pH de 7,3+0,2. Filtrar, si fuera necesario, y
envasar en recipientes apropiados.  Esterilizar
empleando un procedimiento validado.

Medios para penicilinas, cefalosporinas,
cefamicinas y monobactamicos

Cuando se empleen Medio Tioglicolato y Caldo
Digerido de Caseina-Soja en el Meétodo de
transferencia  directa  para  penicilinas 0
cefalosporinas,  suplementarlos  mediante el
agregado en forma aséptica de cantidad suficiente
de una beta-lactamasa apropiada para inactivar
totalmente la cantidad de antibidtico presente en la
muestra.

Cuando se emplee el Mérodo por filtracion,
también puede ser necesario el agregado de una
beta-lactamasa apropiada a los medios de cultivo
y/o a las soluciones de enjuague.

La cantidad y/o tiempo de contacto deben ser

establecidas  mediante la  validacion  del
procedimiento.
ESTERILIDAD DE LOS MEDIOS DE

CULTIVO

Verificar la esterilidad de cada lote incubando
una muestra del mismo a la temperatura
correspondiente a cada medio, durante 14 dias o
incubando un recipiente con medio no inoculado
como control negativo en paralelo al ensayo de
esterilidad.

ENSAYO DE PROMOCION DEL
CRECIMIENTO

Examinar cada lote para determinar su
capacidad de promover el crecimiento microbiano a
través de su inoculacion en envases separados, con
no mas de 100ufc de cada una de las cepas
descriptas en la Tabla I e incubando en las
condiciones especificadas.

Los medios de cultivo son aceptables si existen
evidencias de crecimiento en todos los envases
inoculados dentro de los 3 dias de incubacion para
bacterias y 5 dias para hongos y levaduras. El
ensayo de esterilidad no es valido si el medio de

cultivo presenta una respuesta inapropiada al
crecimiento microbiano.

ALMACENAMIENTO

Si los medios se almacenan en envases sellados
pueden ser empleados durante no mas de 1 afio,
pero se deben llevar a cabo los ensayos de
promocién del crecimiento cada 3 meses Yy
confirmar si cumplen con los requisitos
correspondientes al color del indicador.

Si los medios se almacenan en recipientes no
sellados, pueden conservarse hasta 1 mes a menos
que se haya validado un periodo mayor que no
podra exceder los 2 meses.

Se recomienda conservar los medios de cultivo
entre 2 y 25 °C.

SOLUCIONES DE LAVADO Y DILUCION

Solucion 4 - Disolver 1 g de peptona de carne
en Agua purificada hasta obtener 1 litro. Filtrar o
centrifufar, si fuera necesario, para obtener una
solucion transparente.  Ajustar a pH 7,1+0,2,
envasar en recipientes apropiados y esterilizar
utilizando un procedimiento validado. [NOTA:
cuando la Solucion A deba ser empleada para
realizar el ensayo de esterilidad de una muestra de
antibidticos del tipo penicilina, cefalosporina,
cefamicina 0 monobactamico, agregar
asépticamente a la misma, una cantidad de
betalactamasa estéril suficiente para inactivar el
antibidtico residual en las membranas después que
la solucién muestra haya sido filtrada].

Solucion D - Agregar 1 ml de polisorbato 80
por cada litro de Solucion A cuando la muestra
contiene lecitina, aceite o en los ensayos para
determinar la esterilidad de las partes internas de
dispositivos estériles por filtracion a través de
membrana. Ajustar a pH 7,1 £0,2. Transferir a los
envases y esterilizar.

Solucion K -

Peptonadecarne ..............ocoeveiiiiii 5,00 g
Extractode carne ...............cocoeiiei 3,00 g
Polisorbato 80 ...........cceoeviiiiiiiiiinn 10,0 g
Agua purificada c.8.p. ..ceovviiiiiiiiiinnn, 1.000 ml

pH después de la esterilizacion: 6,9 £ 0,2.
Distribuir en recipientes apropiados y esterilizar.
ENSAYO DE APTITUD

Antes de efectuar un ensayo de esterilidad de un
producto dado, se debera demostrar la ausencia de
actividad bacteriostatica y fungistatica del mismo.
El ensayo de aptitud deberd efectuarse cada vez que
se cambia alguna condicion del ensayo o cuando



exista un cambio significativo en la composicién
del producto.

Los microorganismos de prueba para la
realizacion de los ensayos de actitud son los
indicados en la Tabla 1. Es recomendable incluir al
menos una cepa aislada y caracterizada del
ambiente de fabricacion.

Método de filtracion por membrana

Filtrar la cantidad de muestra especificada en las
Tablas 2, 3 y 4. Lavar la membrana con hasta tres
porciones de 100 ml de la solucion de lavado
inoculando el lavado final con no mas de 100 UFC
de los microorganismos de prueba. Repetir el
lavado en otro filtro en el que no hubo pasaje de
muestra (control positivo). Colocar cada membrana
o mitad de la membrana en 100 ml del medio de
cultivo especificado o agregar el medio
especificado al dispositivo que contiene la
membrana. Repetir el procedimiento para los
microorganismos y los medios especificados en la
Tabla 1 e incubar a la temperatura apropiada y bajo
las condiciones sefialadas por no mas de 5 dias.

Si el crecimiento de los microorganismos en el
medio de cultivo fuera visualmente comparable al
observado en el control positivo, en adelante
efectuar el ensayo de esterilidad en las mismas
condiciones.

Si no fuera visualmente comparable al
observado en el control positivo, el producto posee
propiedades  bacteriostaticas y/o fungistaticas.
Repetir aumentando numero y volumen de lavados
hasta un maximo de 5 lavados de 200 ml cada uno,
y/o cambiando el tipo de membrana, y/o empleando
un agente neutralizante. Sino se logré el desarrollo
de los microorganismos inoculados, proceder
efectuando el ensayo de esterilidad empleando el
método ensayado mas exigente.

Método de transferencia directa

Inocular dos recipientes de cada medio de
cultivo con aproximadamente 100 ufc de los
microorganismos especificados en la 7abla 1. El
volumen de producto no debe superar el 10 % del
volumen de medio de cultivo. Agregar la cantidad
de muestra especificada en las Tablas 2, 3y 4 auno
de los recipientes. El otro sera el control positivo.
Repetir el procedimiento para cada cepa e incubar
durante no mas de 5 dias.

Si el crecimiento de los microorganismos en la
mezcla de producto y medio de cultivo fuera
visualmente comparable al observado en los frascos
de control positivo, en adelante efectuar el ensayo
de esterilidad en las mismas condiciones.

Si no fuera visualmente comparable al
observado en el control positivo, el producto posee

propiedades bacteriostaticas y/o fungistaticas.
Repetir el ensayo empleando agentes neutralizantes
estériles, como polisorbato 80, lecitina o
penicilinasa, o incrementar el volumen de medio.
Emplear el menor volumen en el cual el crecimiento
de microorganismos en presencia del producto a
ensayar no es adversamente afectado. Si se
incrementd el volumen del medio a 2 litros y atn se
manifiestan propiedades antimicrobianas, proceder
con el ensayo de esterilidad utilizando dicho
volumen. En caso de ser necesario el uso de
grandes volumenes, convendrd utilizar varios
recipientes de menor volumen, o esterilizar medio
de cultivo concentrado para diluir antes de usar.

PROCEDIMIENTO GENERAL

El ensayo debe realizarse en condiciones
asépticas bajo un flujo laminar, cuya velocidad de
aire homogénea sea aproximadamente
0,45 m/s =20 % en la posiciéon de trabajo, en un
area de calidad no inferior a la empleada en la
fabricacion. Puede realizarse de dos maneras: por
transferencia directa de la muestra al medio o
mediante el método de filtracion por membrana. A
menos que se especifique de otro modo en la
monografia correspondiente, emplear el método de
filtraciéon por membrana.

Apertura de envases

Limpiar la superficie exterior de los envases con
un agente descontaminante apropiado y acceder al
contenido de los mismos en forma aséptica.

Si el contenido de los viales fuera envasado al
vacio, se deben compensar las presiones en
condiciones asépticas.

Los envases de algoddn purificado, gasas,
apdsitos quirdrgicos, suturas y materiales similares,
deben abrirse mediante técnicas asépticas.

Cantidad de muestra y condiciones de
incubacion

Emplear los nimeros de unidades y cantidades
indicados en las Tablas 2, 3y 4.

A menos que se especifique de otro modo en la
monografia correspondiente o en una seccion de
este capitulo, incubar la mezcla de ensayo no menos
de 14dias con Medio Tioglicolato o Caldo
Tioglicolato ~ Alternativo a una temperatura
comprendida entre 30 y 35 °C y con Caldo Digerido
de Caseina-Soja a una temperatura comprendida
entre 20 y 25 °C.

METODO DE FILTRACION POR
MEMBRANA

Membrana - Una membrana apropiada para los
ensayos de esterilidad posee un tamafio de poro no



mayor de 0,45 um. Para minimizar la inhibicién
microbiana de los residuos podran utilizarse
membranas con borde hidréfobo o de baja
retencion.  Si el producto no tiene sustancias
inhibidoras puede emplearse una membrana sin
borde hidréfobo, pero debe humedecerse antes de
agregar la solucién con el producto. Cuando el
producto a ser ensayado es un aceite, es
conveniente que la membrana esté completamente
seca antes de realizar el ensayo.

Unidad filtrante - Es un dispositivo que
posibilita la manipulacidn aséptica de las muestras a
ensayar, permitiendo la remocion aséptica de la
membrana y su incorporacion al medio de cultivo o
un sistema donde el medio pueda ser agregado y la
membrana incubada in situ. El dispositivo puede
ser montado y esterilizado con la membrana
colocada antes de su empleo.

Soluciones acuosas - Usar para cada medio las
cantidades indicadas en las Tablas 2 y 3. Salvo que
se indique en la monografia, transferir una pequefia
porcion del diluyente para humedecer la membrana.
Luego transferir el contenido de la muestra a la
unidad filtrante, efectuar una dilucidén previa, si
fuera necesario, y filtrar. Salvo que el producto no
tenga propiedades antimicrobianas, lavar la
membrana con diluyente, con o sin agregado de
antagonistas, segun se indica en Ensayo de aptitud,
al menos 3 veces con no menos de 100 ml cada vez
y no mas de 5lavados de 200 ml cada uno.
Transferir la membrana completa o cortarla en dos
partes iguales y transferir a los medios adecuados,
con o sin antagonistas, segun se indica en Ensayo
de aptitud. En caso de sistemas cerrados transferir
los medios a las unidades filtrantes. Incubar los
medios durante no menos de 14 dias.

Solidos solubles no antibioticos - Usar para
cada medio no menos de la cantidad indicada en las
Tablas 2 y 4 disuelta en Solucion A. Proceder
segun se indica en Soluciones acuosas.

Aceites y soluciones oleosas - Usar para cada
medio las cantidades indicadas en las Tablas 2 y 3.
Si la viscosidad es baja, filtrar sin diluir utilizando
la membrana completamente seca. Si la viscosidad
es alta puede ser necesario diluir en un solvente
estéril adecuado, como miristato de isopropilo, que
demuestre no tener propiedades antimicrobianas en
las condiciones del ensayo. Lavar la membrana al
menos 3 veces con aproximadamente 100 ml cada
vez de una solucién adecuada, que puede ser
Solucion A con una concentracion predeterminada
de emulsionante que haya demostrado ser apropiado
durante la validacion del ensayo, como por ejemplo
Solucion K. Transferir la membrana o membranas a

los medios de cultivo. En caso de sistemas cerrados
transferir los medios a las unidades filtrantes.
Incubar los medios segtn lo sefialado en Soluciones
acuosas.

Ungiientos y cremas - Usar para cada medio las
cantidades indicadas en las Tablas 2 'y 3 6 4, segiin
corresponda. Los unglientos con base grasa y las
emulsiones, pueden diluirse al 1 % en miristato de
isopropilo que demuestre no tener propiedades
antimicrobianas en las condiciones del ensayo.
Calentar, si fuera necesario, hasta no mas de 40 °C
y  excepcionalmente  podra  admitirse el
calentamiento hasta no més de 44 °C. Filtrar tan
rapidamente como sea posible y proceder segun se
indica en Aceites y soluciones oleosas.

Jeringas prellenadas - Usar para cada medio
las cantidades indicadas en las Tablas 2 y 3. Si las
jeringas tienen las agujas acopladas, vaciar el
liquido a través de la misma en la unidad filtrante o
en la solucidn diluyente. Si la jeringa tiene aguja
aparte para acoplar, vaciar directamente el liquido
en la unidad filtrante o en la solucidn diluyente.
Proceder segin se indica en Soluciones acuosas.
En este ultimo caso evaluar la esterilidad de la
aguja por separado segin el procedimiento de
Transferencia directa.

Inyectables distintos de antibioticos solidos -
Usar para cada medio las cantidades indicadas en
las Tablas 2 y 4. Reconstituir la muestra segun las
instrucciones de uso del producto y proceder seglin
se indica para Soluciones acuosas o Aceites y
Soluciones oleosas segin corresponda. Puede ser
necesario el agregado de diluyente en exceso para
ayudar en la filtracion.

Antibidticos sélidos en graneles y mezclas -
Retirar asépticamente una cantidad suficiente de
solido de la cantidad de envases segun se indica en
las Tablas 2 y 4. Disolver en Solucion A y proceder
segun se indica en Soluciones acuosas.

Aerosoles - Extraer la muestra asépticamente
utilizando el  método  conveniente,  por
congelamiento del envase o por uso de valvula
continua. Agregar al menos 100 ml de Solucion D,
mezclar suavemente y proceder segun se indica en
Soluciones acuosas.

Dispositivos médicos con guias y jeringas
vacias - Pasar un volumen de Solucion D no
inferior a 10 veces el volumen de las guias o
jeringas. Recoger los liquidos en un recipiente
adecuado y proceder segun se indica en Soluciones
acuosas. En el caso de jeringas, si no contienen
agujas acopladas o para acoplar, utilizar una aguja
so6lo para el propdsito del ensayo.



METODO DE TRANSFERENCIA DIRECTA

Transferir directamente al medio de cultivo la
cantidad de muestra indicada en las Tablas 2y 3 6 4
segun corresponda, de modo que el volumen de
producto no sea mayor del 10 % del volumen del
medio, a menos que se indique de otro modo en la
monografia correspondiente.

Examinar periédicamente el medio en forma
visual para comprobar si hay crecimiento
microbiano hasta no menos de 14 dias de
incubacion.

Cuando el material ensayado produce turbidez
en el medio y la observacion visual del crecimiento
de bacterias u hongos es dificultosa, al finalizar el
periodo de incubacion, transferir porciones de no
menos de 1 ml de la mezcla que contiene la muestra
y el medio a envases con medio de cultivo nuevo.
Se debe continuar con la incubacion de ambas
muestras, la inicial y la transferida por no menos de
4 dias adicionales.

Liquidos oleosos - Agregar un agente
emulsionante apropiado a los medios de cultivo en
concentracion tal que durante el ensayo de aptitud
hyaya demostrado ser adecuado, por ejemplo
Polisorbato 80 en una concentracion de 10 g por
litro.

Ungiientos y cremas - Realizar una dilucion
aproximadamente 1 en 10, agregando un agente
emulsionante por ejemplo Solucion D. Transferir el
producto diluido a los medios de cultivo. Agitar
diariamente, cuidando de hacerlo con suavidad en el
Medio Tioglicolato para mantener las condiciones
anaerdbicas.

Catgut y otros materiales de sutura para uso
veterinario - Abrir el envase asépticamente y
retirar 3 secciones de la hebra para cada medio de
cultivo de no menos de 30 cm cada una, cortadas
del principio, del medio y del final de cada hebra.
Utilizar cantidad de medios para cubrir
adecuadamente el material a controlar.

Solidos - Transferir una cantidad de producto
en forma de so6lido seco o preparar una suspension
del producto en diluyente estéril en el envase
primario. Transferir el material obtenido a 200 ml
de medios de cultivo, o el volumen establecido en el
Ensayo de aptitud y mezclar.

Algodon purificado, gasa, apdsitos quirurgicos
y dispositivos relacionados - De cada envase de
algodon, gasa o apositos, extraer asépticamente 2 o
mas porciones de 100 a 500 mg cada una, de la
parte mas interna del envase. Si se trata de articulos
descartables envasados individualmente, usar todo
el contenido del envase. Sumergir en cada uno de
los medios de cultivo.

Dispositivos médicos estériles - Sumergir los
dispositivos  completamente, ensamblados o
desmontados, en cantidad suficiente de medios de
cultivo, asegurando que la parte interna de los tubos
o conductos estén en contacto con el liquido. Si el
dispositivo es demasiado grande, sumergir
completamente las porciones que deben entrar en
contacto directo con el paciente. Para catéteres en
los que se requiere la esterilidad del laimen interno y
de la parte externa, cortar en piezas para que todo
esté en contacto con el medio.

OBSERVACION E INTERPRETACION DE
RESULTADOS

A intervalos, durante y al final del periodo de
incubacién, examinar los medios de cultivo en
busca de evidencia macroscopica de desarrollo
microbiano. Si no hay tal evidencia, la muestra
cumple con el ensayo de esterilidad. Si en cambio
hay evidencia de desarrollo microbiano, la muestra
no cumple con el ensayo, a menos que pueda
demostrarse claramente que el ensayo es invalido y
que la causa de la contaminacion no estd
relacionada con el producto. Sélo puede invalidarse
el ensayo si: a) los resultados del monitoreo
ambiental de las instalaciones donde se efectud el
ensayo demostraron falla, b) se demuestra que el
procedimiento utilizado para el ensayo no fue el
adecuado, c¢) hubo desarrollo microbiano en los
controles negativos, d) la identificacion del
contaminante aislado revela inequivocamente que
hubo fallas con respecto al material o a la técnica
usados.

Si la prueba se declara invalida, se repetira con
el mismo niimero de unidades de la prueba original.
Si no hay desarrollo microbiano en la repeticion, el
producto cumple con el ensayo de esterilidad. Si en
cambio hay desarrollo microbiano, el producto no
cumple con el ensayo.



Tabla 1

Medio Microorganismos de prueba Incubacion
Temperatura Condiciones
(1) Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) 1V 30 -35°C
Medio Tioglicolato E?Tfévguggéng?gs aeruginosa 3035 C Aeroébicas
(3) Clostridium sporogenes
(ATCC 11437) © 30 - 35 °C
Caldo Tioglicolato (1) Clostridium sporogenes Anaerdbicas
Alternativo ¥ (ATCC 11437) 30 - 35 °C
(1) Bacillus subtilis
(ATCC 6633) 20-25°C
Caldo Digerido de (2) Candida albicans Aeroébicas
Caseina - Soja (ATCC 10231) 20-25°C
(3) Aspergillus niger
(ATCC 16404) 20-25°C

(1) Como alternativa al Staphylococcus aureus, puede emplearse Bacillus subtilis ATCC 6633.
(2) Como alternativa a Pseudomonas aeruginosa, puede utilizarse Kocuria rhizophila ATCC 9341.

(3) Como alternativa a Clostridium sporogenes y en caso de no ser requerido un esporoformador, puede
utilizarse Bacteroides vulgatus ATCC 8482.
(4) Utilizar para test de esterilidad de dispositivos médicos que contienen tubos de pequeiio diametro.

NOTA: PUEDEN UTILIZARSE CEPAS ATCC O CEPAS APTAS PARA TALES FINES PERTENECIENTES A COLECCIONES DE
CULTIVOS MICROBIANOS RECONOCIDAS POR LA WFCC (WORLD FEDERATION OF CULTURE COLLECTIONS).

Tabla 2. Numero minimo de unidades a ensayar en relacion al tamafio del lote

Minimo numero de unidades muestreadas
para cada medio *

Tamario del lote

Productos inyectables

<100 unidades 10% 6 4 (el que sea mayor)
> 100 - <500 10

> 500 2% 6 20 (el que sea menor)
Parenterales de gran volumen 2% 6 10 (el que sea menor)

Antibidticos sélidos

Envasesde<5g
Envasesde>5¢g
Graneles y mezclas

20
6
Ver Granel de productos sélidos

Productos no inyectables
<200
>200

5% 6 2 (el que sea mayor)
10

Dispositivos médicos
<100

> 100 - <500

> 500

10% 6 4 (el que sea mayor)
10
2% 6 20 (el que sea menor)

Granel de productos solidos
<4 envases

>4-<50

> 50

Todos
20% 6 4 (el que sea mayor)
2% 6 10 (el que sea mayor)




* Si el contenido de un envase es suficiente para inocular los dos medios, esta columna indica el nimero
de envases

Tabla 3. Cantidades para productos liquidos

Contenido del envase (ml) Volumen minimo de cada envase para cada medio

<1 Todo el contenido

1-<40 La mitad del contenido de c/u, y no menos de 1ml

>40 - <100 20 ml

>100 10% del volumen y no menos de 20 ml
Antibioticos (liquidos) 1 ml

Tabla 4. Cantidades para productos s6lidos

Contenido del envase Cantidad minima de cada envase para cada medio
<50 mg Contenido completo

50 mg - <300 mg Mitad del contenido pero no menos de 50 mg
300mg-<5¢g 150 mg

>5g 500 mg

Antibidticos 150 mg

Algodon, gasa 100 mg

Suturas y otros materiales Envase completo

Descartables

Dispositivos médicos Dispositivo completo




383. ENSAYOS DE SUTURAS

IDENTIFICACION

Las suturas no absorbibles pueden identificarse
con ensayos quimicos. Los materiales de origen
natural pueden identificarse también mediante
examen microscopico de la morfologia de estas
fibras. Para materiales sintéticos, puede utilizarse
también la identificacidon por espectrofotometria de
absorcidn en el infrarrojo o calorimetria diferencial
de barrido.

Lino

Definicion - La sutura de lino estéril se
compone de las fibras periciclicas del tallo de
Linum usitatissimum L. Las fibras basicas de 2,5 a
5 cm de largo se ensamblan en haces de 30 a 80 cm
de longitud y se hilan en longitudes continuas de
diametro predeterminado.

Identificaciéon

A - Cortar el extremo de una sutura. Separar
algunas fibras con una aguja o una pinza fina.
Cuando se examina al microscopio deben
observarse fibras de 12 a 31 um de ancho, y a lo
largo de su longitud presentan paredes gruesas,
marcadas algunas veces con finas estriaciones
longitudinales y un lumen estrecho. Las fibras se
estrechan gradualmente, terminando en una punta
fina. Algunas veces se encuentran engrosamientos
unilaterales con lineas transversales.

B - Impregnar las fibras aisladas con solucion
de cloruro de zinc iodado (SR). ). Las fibras deben
tomar un color azul-violeta.

Poliamida-6*

Definicion - La sutura quirdrgica estéril de
poliamida-6 esta constituida por monofilamentos
cilindricos lisos o filamentos trenzados lisos, o bien
hilos ligeramente retorcidos revestidos en el mismo
material. Se obtiene pasando a través de una matriz
determinada un material plastico  sintético
proveniente de la polimerizacidon de e-caprolactama.
Las suturas pueden teflirse con un colorante atéxico

Caracteres generales - Es practicamente
insoluble en solventes organicos. No es atacada por
soluciones alcalinas diluidas (ej. solucion de
hidréxido de sodio al 10 %) pero es atacada por
acidos minerales diluidos (ej. solucion de 4acido
sulfirico al 2 %), 4cido acético glacial caliente y
solucion 70 % p/p de acido férmico anhidro.

[NOTA: * el nombre Nylon -6 como sinénimo de
poliamida-6 puede usarse en algunos paises y no en
otros por derechos de propiedad exclusivos.]

Identificacion

A - Calentar 50 mg de sutura con 0,5 ml de
acido clorhidrico 25 % p/p en un tubo de ensayo
cerrado a 110° C durante 18 horas, y luego dejar
reposar durante 6 horas. No deben observarse
cristales.

B - 50 mg de sutura se disuelven en 20 ml de
una solucidn 70 % p/p de acido formico anhidro.

Mondmeros y oligdmeros

La poliamida-6 cumple con un ensayo adicional:
en un aparato de extraccion continua tratar 1 g de
sutura con 30 ml de metanol efectuando tres
extracciones por hora durante 7 horas, evaporar a
sequedad y secar el residuo a 110°C durante
10 minutos, dejar enfriar en un desecador y pesar.
El residuo no debe pesar mas de 20 mg (2 %).

Poliamida- 6/6*

Definicién - La sutura quirtrgica estéril de
poliamida 6/6 esta constituida por monofilamentos
cilindricos lisos o filamentos trenzados lisos, o bien
hilos ligeramente retorcidos revestidos en el mismo
material. Se obtiene por pasaje a través de una
matriz determinada de un material plastico sintético
proveniente de la  policondensaciéon  de
hexametilenediamina y acido adipico. Las suturas
pueden tefiirse con un colorante atdxico

Caracteres generales - Es practicamente
insoluble en solventes organicos. No es atacada por
soluciones alcalinas diluidas (ej. solucion  de
hidréxido de sodio al 10 %) pero es atacada por
acidos minerales diluidos (ej. solucidon de acido
sulfarico al 2 %), 4cido acético glacial caliente y
solucion 80 % p/p de acido formico anhidro.

Identificacion

A - Al contacto con la llama se funde y arde
formando un glébulo residual duro y emite un olor
caracteristico parecido al apio.

B - Colocar 50 mg de sutura en un tubo de
ignicion sostenido en posicion vertical y calentar
suavemente hasta que se desprenda un humo
espeso, cuando el humo llena el tubo retirar de la
llama e introducir una tira de papel de
nitrobenzaldehido (Sumergir la mitad inferior de
una tira de papel de filtro de 10 cm de largo y de 0,8
a 1 cm de ancho, en una solucion preparada una
hora antes de su uso, disolviendo 0,2g de
nitrobenzaldehido en 10 ml de una solucion de
hidroxido de sodio 200 g en un litro. Absorber el
exceso de reactivo entre dos hojas de papel de filtro
y emplear inmediatamente). Aparece lentamente un



color pardo violeta en el papel que se esfuma
lentamente en el aire. El color desaparece de
inmediato por lavado con acido sulfirico 1 M.

C - A 50 mg de sutura agregar 10 ml de acido
clorhidrico 25 %p/p. El material se desintegra en
frio y se disuelve en pocos minutos.

D — 50 mg no se disuelven en 20 ml de solucion
de acido férmico anhidro al 70 % p/p pero se
disuelven en 20 ml de solucion de acido foérmico
anhidro al 80 % p/p.

Polietilentereftalato (poliéster)

Definicion - Se obtiene trenzando un ntimero
determinado de filamentos muy finos, obtenidos por
pasaje de polietilentereftalato a través de una matriz
predeterminada; pudiendo ser blanquecino o
coloreado con colorantes o pigmentos autorizados

Caracteres generales - Es practicamente
insoluble en la mayoria de los solventes organicos,
pero es atacado por soluciones alcalinas fuertes. Es
incompatible con fenoles.

Identificaciéon

A - 50 mg de sutura se disuelven con dificultad
al calentar con 50 ml de dimetilformamida.

B - Ainadir 10 ml de acido clorhidrico 25 % p/p
a 50 mg de sutura. El material debe permanecer
intacto después de 6 hs de inmersion.

Polipropileno

Definicion - La sutura de polipropileno se
obtiene pasiandola a través de una matriz
predeterminada. Se presenta como monofilamentos
cilindricos.

Caracteres generales - El polipropileno es
soluble en decahidronaftaleno, 1-cloronaftaleno y
tricloroetileno. No es soluble en alcohol, éter y
ciclohexanona.

Identificacion

A - Se ablanda entre 160 y 170 °C. Arde con
llama azul, emitiendo un olor de parafina quemada
y de alcohol octilico.

B - Aifadir 10 ml de tolueno a 0,25 g de sutura
y calentar a reflujo durante 15 minutos. Llevar a
ebullicién con un condensador de reflujo durante
aproximadamente 15 minutos. Colocar unas gotas
de la solucion sobre un disco de cloruro de sodio,
correr y evaporar el solvente en estufa a 80 °C.
Examinar por espectrofotometria infrarroja <460>.
Espectrofotometria infrarroja), comparandolo con
el espectro obtenido para el polipropileno.

C - Aiadir 100 ml de agua a 2 g de sutura y
hervir bajo condensador de reflujo durante 2 horas.
Dejar enfriar. La densidad relativa de la muestra

determinada con una balanza hidrostatica, debe
estar comprendida entre 0,89 y 0,91 g/ml. <160>

Seda trenzada

Definicion - La Sutura Seda Trenzada, se
obtiene trenzando un numero de hebras segin el
diametro requerido de la seda desgomada obtenida
de los capullos del gusano de seda Bombix mori L.
La sutura puede colorearse con pigmentos o
colorantes aprobados. Ver 50. Colorantes de uso
farmacéutico.

Identificacion

A - Cortar el extremo de una sutura. Aislar
algunas hebras con una aguja o pinza fina. Cuando
se examinan al microscopio las hebras pueden
presentar estriaciones longitudinales muy finas,
paralelas a su eje, la seccidn transversal es
aproximadamente triangular o semicircular, con los
extremos redondeados y sin lumen.

B - Impregnar algunas hebras aisladas con
solucion iodada de ioduro de potasio, preparada
disolviendo 2 g de yodo y 4 g de ioduro de potasio
en 10 ml de agua, completar a 100 ml con agua.
Las mismas toman un color amarillo palido.

Acero inoxidable

Definicion — Las suturas quirurgicas estériles
de acero inoxidable mono y multifilamento tienen
una composiciéon quimica seguin normas
internacionales vigentes. Estan formadas por
monofilamentos cilindricos, o filamentos retorcidos
o trenzados lisos.

Identificacion

Se identifican verificando que su composicion
esta de acuerdo con normas internacionales
vigentes.

DIAMETRO

Se utiliza calibrador del tipo de peso muerto,
mecanico o eléctrico, equipado con un dial de
lectura directa, un visor digital o una impresora.
Emplear un calibre graduado de 0,002 mm o menor.
El yunque es de aproximadamente 50 mm de
diametro, y el pie compresor es aproximadamente
de 12,70 de didmetro. Graduar el pie compresor y
las partes mdviles conectadas a éste de manera que
se aplique una carga total de 210 £+ 3 g a la muestra.
Las superficies del pie compresor y del yunque son
planas, con desviaciones no mayores de 0,005 mm,
y paralelas entre si con una aproximacion de
0,005 mm. Para medir el didmetro de las suturas de
0,4 mm y menor tamafio métrico, retirar el peso
adicional del pie compresor para que la carga total
sobre la sutura no exceda de 60 g.



Sutura de coldageno - Se mide el didmetro
inmediatamente después de haberla retirado del
envase primario y extendido sin irregularidades ni
tension. Colocar el hilo entre el centro del yunque
y el pie compresor y bajar suavemente el pie hasta
que todo su peso descanse sobre la sutura. Medir el
diametro de cada hilo en tres puntos
correspondientes, aproximadamente a un cuarto, a
la mitad y a tres cuartos de su longitud.

Sutura quirurgica no absorbible - Colocar el
hilo a través del centro del yunque y el pie
compresor y bajar suavemente el pie hasta que todo
su peso descanse sobre la sutura. Medir las suturas
no absorbibles, ya sea que estén envasadas en seco
o en liquido, inmediatamente después de haberlas
retirado del envase, sin secado ni
acondicionamiento previo. Se mide el diametro de
la sutura en tres puntos correspondientes,
aproximadamente a un cuarto, a la mitad y a tres
cuartos de su longitud. En el caso de suturas
trenzadas de tamafios mayores de 000 (tamafio
métrico 2), hacer dos mediciones en cada punto,
una en angulo recto respecto de la otra, y emplear el
promedio como el didmetro observado en ese punto.

Sutura quirurgica absorbible sintética - Se
procede segun se indica para Sutura quirtrgica no
absorbible.

Suturas de multifilamento - Fijar una porcion de
la seccion designada del hilo en una pinza fija, de
manera que el hilo quede sobre el centro del
yunque. Mientras se sostiene el hilo en el mismo
plano que la superficie del yunque, someter el hilo a

tension por medios adecuados, como por ejemplo,
pasando el extremo libre del hilo alrededor de un
cilindro o polea uniéndolo a una pesa de
aproximadamente la mitad del valor minimo de
resistencia a la tension para la sutura de Clase 1 del
tamafio en cuestidn, con cuidado de no dejar que el
hilo, si fuera retorcido, pierda la torsion. Medir el
diametro en los puntos designados en el hilo y
calcular el diametro promedio segin las
indicaciones dadas.

ENGARZADO DE AGUJAS

Las suturas quirtrgicas absorbibles (de colageno
y sintéticas) y las no absorbibles pueden tener
agujas sujetas firmemente.

Procedimiento - Tomar cinco suturas y colocar
una por una en el tensilémetro, sujetando la aguja
con la pinza fija, dejando toda la parte engarzada
expuesta, y en la misma direccion de la fuerza que
ejerce la pinza mévil sobre la sutura. Determinar la
fuerza necesaria para desprender la sutura de la
aguja. La sutura puede romperse sin desprenderse
de la aguja. El engarzado cumple con los requisitos
si el promedio de los cinco valores y ningin valor
individual es inferior al limite fijado para el tamafio
especificado en la Tabla.

Si no mas de uno de los valores individuales se
encuentra fuera de los limites establecidos, repetir
la prueba con diez suturas adicionales. Cumple con
los requisitos si ninguno de los diez valores
adicionales se encuentra fuera de los requisitos del
limite individual.

Tabla. Engarzado de aguja estandar para suturas absorbibles y no absorbibles

NUMERO Diametro (mm) Limites de engarzado de aguja
Sutura Suturg no Promedio (minimo) Individual (minimo)
. . absorbible y
convencional  absorbible de absorbible

colageno sintética (kgf) (Newton) (kgf) (Newton)
11/0 0,1 0,007 0,069 0,005 0,049
10/0 0,2 0,014 0,137 0,010 0,098
9/0 0,4 0,3 0,021 0,206 0,015 0,147
8/0 0,5 0,4 0,050 0,490 0,025 0,245
7/0 0,7 0,5 0,080 0,784 0,040 0,392
6/0 1 0,7 0,17 1,67 0,08 0,784

5/0 1,5 1 0,23 2,25 0,11 1,08

4/0 2 1,5 0,45 4,41 0,23 2,25

3/0 3 2 0,68 6,67 0,34 3,33

2/0 3,5 3 1,10 10,8 0,45 4,41

0 4 3,5 1,50 14,7 0,45 441

1 5 4 1,80 17,6 0,60 5,88

2 y superior 6 y superior 5 y superior 1,80 17,6 0,70 6,86

RESISTENCIA A LA TENSION



Determinar la resistencia a la tension de las
suturas quirdrgicas en un instrumento que emplee el
principio de velocidad de carga constante sobre la
muestra o el principio de velocidad de elongacion
constante de la muestra, segin se describe a
continuacion. El aparato tiene dos pinzas para
sostener un hilo de la sutura. Una de estas pinzas es
moévil. Las pinzas estan disefiadas para que la
sutura que se va a probar pueda ser fijada sin que se
deslice. La longitud ensayada se define como la
distancia interior entre las dos pinzas. Debe ser
entre 125 a 200 mm y la pinza mévil ser accionada
a una velocidad de elongacion constante de
30£5cm por minuto. Medir la resistencia a la
tension de la sutura, ya sea que esté envasada en
seco o con liquido, inmediatamente después de
haberla retirado del envase, sin secado ni
acondicionamientos previos. Sujetar uno de los
extremos de la sutura a la pinza del extremo de
carga de la maquina, pasar el otro extremo a través
de la pinza opuesta, aplicando tension suficiente
para que la muestra quede tirante entre las pinzas, y
cerrar la segunda pinza. Realizar tantas
determinaciones como las especificadas en la
monografia individual. Si la ruptura ocurre en
cualquiera de las pinzas, descartar la lectura de la
muestra.

Procedimiento para un instrumento que opera
por el principio de velocidad de carga constante
sobre la muestra - Esta descripcion se aplica al
instrumento conocido como Comprobador de Plano
inclinado. El carro empleado en cualquier prueba
es de un peso tal que al ocurrir la ruptura, la
posicion de la pluma registradora sobre la grafica
queda entre 20 y 80 % de la capacidad que pueda
registrarse en la grafica. La friccion en el carro es
suficientemente baja como para permitir que la
pluma registradora se aparte de la linea cero de la
grafica en un punto que no exceda el 2,5 % de la
capacidad de la gréfica cuando no haya ninguna
muestra sujeta entre las pinzas.

Para suturas quirtirgicas de tamafios intermedios
y mas gruesas, la pinza para sostener la muestra es
del tipo rodillo, con una superficie de sujecion
plana. El rodillo tiene un diametro de 19 mm y la
superficie de sujecion plana no es menor de 25 mm
de longitud. La longitud de la muestra, una vez que
se inserta en las pinzas, es de por lo menos 127 mm
de un extremo a otro. La velocidad de inclinacién
del plano del comprobador es tal que alcanza su
inclinacién maxima de 30° sobre la horizontal en
20 £ 1 segundo desde el comienzo de la prueba.

Para suturas quirdrgicas de menor calibre, la
pinza apropiada tiene una superficie de sujecion
plana de no menos de 13 mm de longitud. La

velocidad de inclinacion del plano es tal que
alcanza su inclinaciéon maxima de 30° sobre la
horizontal en 60 + 5 segundos desde el comienzo de
la prueba.

Salvo cuando en la monografia individual se
indica traccidén recta, sin nudo, atar la sutura de
prueba realizando un nudo de cirujano con una
vuelta de sutura, alrededor de un tubo de goma
flexible con un didmetro interno de 6,5 mm y un
espesor de pared de 1,6 mm. El nudo de cirujano es
un nudo en el cual el extremo libre se pasa primero
dos veces por el lazo, en lugar de una vez, y se
ajusta tirante, luego se pasa una vez por un segundo
lazo y se tensan los extremos de manera que quede
un nudo sencillo superpuesto a un nudo doble.
Comenzar el primer nudo con el extremo izquierdo
sobre el extremo derecho, ejerciendo tension
suficiente para atar el nudo con firmeza. Cuando la
muestra de prueba incluya un nudo, colocar la
muestra en el dispositivo de prueba con el nudo
aproximadamente a media distancia entre las
pinzas. Dejar el tubo de goma flexible en su lugar
mientras dure la prueba.

Procedimiento para un instrumento que opera
por el principio de velocidad de elongacion
constante de la muestra - Excepto cuando en la
monografia individual se indique traccion recta, sin
nudo, atar la sutura de prueba por medio de un nudo
simple, colocando un extremo del hilo, sostenido
con la mano derecha, por encima del otro extremo,
sostenido con la mano izquierda, pasando un
extremo sobre el hilo y a través del lazo que se
formo y luego ajustando el nudo con firmeza. La
muestra se coloca en el dispositivo de prueba con el
nudo aproximadamente a media distancia entre las
pinzas.

[NOTA: Calibre: se puede expresar en forma de
calibre métrico que representa el grosor de la sutura
en décimas de milimetro: métrico 0,1
(0,010-0,019 mm) a métrico 10 (1,00-1,09 mm), o
bien, en calibre convencional, que expresa el grosor
en forma convencional: 11/0 (0,010-0,019 mm) a
calibre 6 (1,00-1,09 mm).]



385. ENSAYOS EN HEMODERIVADOS

VALORACION DE ANTITROMBINA III
HUMANA

Estimar la potencia del Concentrado de Anti-
trombina III Humana por comparacion de su habili-
dad para inactivar trombina en presencia de un
exceso de heparina con la misma habilidad de una
sustancia de referencia de antitrombina III humana
calibrada en Ul. Mezclar cantidades variables de
antitrombina III con una cantidad dada de trombina
y determinar el remanente de trombina mediante
un sustrato cromogénico apropiado.

La Unidad Internacional es la actividad de anti-
trombina III de una cantidad establecida de Patron
Internacional de antitrombina III. La equivalencia
en Unidades Internacionales del Patron Internacio-
nal la establece la Organizacion Mundial de la Sa-
lud.

Aplicar la siguiente técnica.

Soluciones reguladoras - Emplear Tris-EDTA
pH 8,4 y Tris-EDTA BSA pH 8,4 (ver Soluciones
reguladoras en Reactivos y Soluciones).

Solucion reguladora para dilucion - Preparar
una solucioén de Tris-EDTA BSA pH 8,4 que con-
tenga 15 UI de heparina por ml.

Solucion de trombina bovina - Preparar una so-
lucion que contenga 2 Ul de trombina bovina por
ml de solucion reguladora Tris-EDTA BSA pH 8,4.

Sustrato  cromogénico - D-fenilalanil-
L-pipecolil-L-arginina-4-nitroanilida reconstituido
en agua para obtener una solucién 4 mmol por litro.

Preparacion estandar - Diluir la sustancia de
referencia de antitrombina III humana calibrada en
Ul con Solucion reguladora para dilucion para
obtener una solucion que contenga una 1 Ul de
antitrombina III por ml. Realizar por duplicado y
en forma independiente por lo menos tres dilucio-
nes en el rango de 1/75 a 1/200 en progresion ge-
ométrica o aritmética utilizando la misma Solucion
reguladora.

Preparacion muestra - Diluir El Concentrado
de Antitrombina III Humana con Solucion regula-
dora para obtener una solucion que contenga 1 Ul
de antitrombina III por ml. Realizar por duplicado y
en forma independiente por lo menos tres dilucio-
nes en el rango de 1/75 a 1/200 en progresion ge-
ométrica o aritmética utilizando la misma Solucion
reguladora.

Procedimiento - Segun el ensayo se realice en
tubos o en microplacas, ajustar los volimenes de
manera que se mantengan las proporciones de la
mezcla. Realizar dos reacciones de cada dilucion.

Precalentar 200 pl de cada dilucién de la Prepara-
cion muestra 'y de la Preparacion estandar a 37 °C
durante 1 a 2 minutos. Agregar a cada dilucion
200 pl de Solucion de trombina bovina, mezclar y
mantener a 37 °C durante 1 minuto. Agregar 500 ul
de Sustrato cromogénico diluido hasta una concen-
tracion apropiada para el ensayo usando solucion
reguladora Tris-EDTA BSA pH 8,4 (sin albimina).
Medir inmediatamente el cambio de las absorban-
cias a 405 nm durante al menos 30 segundos. Cal-
cular el valor de AA/min. Alternativamente puede
llevarse a cabo un ensayo de punto final deteniendo
la reaccion con acido acético y midiendo la absor-
bancia a 405 nm o también es posible detener la
reaccion de hidrdlisis tras un intervalo apropiado
bajando el pH mediante el agregado de un reactivo
apropiado, como acido acético al 50 %v/v o una
solucion de citrato 1 M a pH 3. El valor de cambio
de absorbancia (AA/min) o A es inversamente pro-
porcional a la actividad de antitrombina III. Calcu-
lar la potencia de la muestra a examinar y compro-
bar la validez del ensayo empleando los métodos
estadisticos habituales (ver 10. Andlisis estadistico
de resultados de ensayos bioldgicos).

VALORACION DE HEPARINA EN
FACTORES DE COAGULACION

El método para determinar la actividad de hepa-
rina en factores de coagulacién es un ensayo cro-
mogénico en el cual se estima su actividad por su
efecto inhibitorio sobre el factor Xa (actividad anti-
Xa). La potencia de heparina se estima comparan-
do su actividad inhibitoria con un Patron Interna-
cional o Patréon Nacional calibrado en Unidades
Internacionales.

La Unidad Internacional es la actividad de hepa-
rina en una cantidad establecida de patron Interna-
cional. La equivalencia en Unidades Internaciona-
les del Patréon Internacional la establece la Organi-
zacion Mundial de la Salud.

El método cromogénico de valoracion consiste
en los siguientes pasos: la formacion del complejo
heparina-antitrombina III, en el cual se debe asegu-
rar un exceso de antitrombina III en el medio en el
que se produce la reaccion, la formacién del com-
plejo heparina antitrombina III-factor Xa, en el cual
el factor Xa debe estar en exceso, y el clivaje en-
zimatico de un sustrato cromogénico especifico
para factor Xa (residual) para dar un croméforo que
puede ser cuantificado espectrofotométricamente.
Bajo condiciones adecuadas, existe una relacion



inversamente proporcional entre la actividad de
heparina y el clivaje del sustrato cromogénico.

Reactivos
Solucion reguladora para diluciones - Solucidén
de 6,05¢g por litro de

Tris(hidroximetil)aminometano, si es necesario,
ajustar el pH a 8,4 con acido clorhidrico.

Sustrato cromogeénico del factor Xa - Un sustra-
to cromogénico especifico para factor Xa tal como
cloruro de N-benzoil-L-isoleucil-L-glutamil-glicil-
L-arginina-4-nitroanilida. ~ Reconstituir segun se
indica en el rotulo.

Solucion de antitrombina 111

Solucion de factor Xa bovino

Plasma humano normal

Preparacion estandar - Diluir con Solucion re-
guladora para diluciones para obtener una solucion
de 0,1 UI por ml de heparina.

Preparacion muestra - Diluir la preparacion en
ensayo con Solucion reguladora para diluciones
para obtener una solucién de 0,1 UI de heparina por
ml.

Procedimiento - Las siguientes condiciones de
trabajo se aplican a placas de 96 pocillos. Si el
ensayo es llevado a cabo en tubos, los volumenes
deben ser ajustados manteniendo la proporcion en
la mezcla. Inmediatamente antes de iniciar el ensa-
yo, calentar todas las soluciones en un bafio de agua
a 37 °C. Distribuir en una serie de tubos o pocillos
de la placa, preferentemente por duplicado, 20 pul de
Plasma humano normal y 20 ul de Solucion de
antitrombina IIl. Agregar a los tubos o pocillos
volimenes crecientes en progresion aritmética (por
ejemplo 20 pl, 60 ul, 100 pl y 140 pl) de la Prepa-
racion muestra o la Preparacion estandar y com-
pletar a un volumen final de 200 pl empleando
Solucion reguladora para diluciones (0,02 a
0,08 UI por ml de heparina en la mezcla final de
reaccion). Las concentraciones se pueden modifi-
car si con ellas se obtienen una mejor linealidad en
la relacion dosis-respuesta. Transferir 40 pl de cada
tubo o pocillo a una segunda serie de los pocillos,
agregar 20 pl de Solucion de factor Xa bovino e
incubar a 37 °C durante 30 segundos.

Meétodo de punto final - Agregar 40 pl de una
solucién 1 mmol por litro de Sustrato cromogénico
del factor Xa e incubar a 37 °C durante 3 minutos.
Finalizar la reaccién disminuyendo el pH por agre-
gado de un reactivo adecuado tal como una solucion
al 20 % v/v de 4cido acético glacial y medir la ab-
sorbancia (ver 470. Espectrofotometria ultravioleta
y visible) a 405 nm. En general, los tiempos de
reaccion estan comprendidos entre 3 y 15 minutos,
pero se admiten variaciones si asi se obtiene una

mejora en la linealidad de la relacion dosis-
respuesta.

Meétodo cinético - Agregar 40 pl de una solu-
cién 2 mmol por litro de Sustrato cromogénico del
factor Xa, incubar a 37 °C y cuantificar la velocidad
de liberacion del sustrato, que debe ser inversamen-
te proporcional a la concentracion de heparina,
midiendo en un espectrofotometro el cambio de
absorbancia a una longitud de onda apropiada por
monitoreo continuo de la absorbancia. Determinar
la velocidad de cambio de absorbancia a 405 nm
continuamente por un periodo de tiempo y obtener
la velocidad media del cambio de absorbancia
(AA/min).

Comprobar la validez del ensayo y calcular la
actividad de heparina en la preparacion a examinar
por los métodos estadisticos habituales para un
ensayo de relacién de pendientes (ver 10. Analisis
estadistico de resultados de ensayos biolégicos).

FACTORES DE COAGULACION
ACTIVADOS

[NOTA: cuando corresponda, determinar la can-
tidad de heparina presente y neutralizarla por agre-
gado de sulfato de protamina (10 ug de sulfato de
protamina neutralizan 1 UI de heparina).]

Preparar diluciones 1 en 10 y 1 en 100 de la
preparacion en ensayo empleando una solucidon
reguladora tris(hidroximetil)aminometano pH 7,5
(ver Soluciones reguladoras en Reactivos y Solu-
ciones). Colocar en un bafio de agua a 37 °C una
serie de tubos de poliestireno y agregar a cada tubo
0,1 ml de plasma pobre en plaquetas y 0,1 ml de
una dilucién apropiada de cefalina o sustituto de
plaquetas. Dejar en reposo durante 60 segundos.
Agregar a cada tubo 0,1 ml de una de las diluciones
o 0,1 ml de solucidon reguladora (tubo control).
Inmediatamente agregar a cada tubo 0,1 ml de una
solucion de cloruro de calcio 3,7 g por litro (preca-
lentada a 37 °C) y medir el tiempo que transcurre
entre el agregado del cloruro de calcio y la forma-
cion de un coagulo. El ensayo debe realizarse en un
tiempo no mayor a 30 minutos luego de haber reali-
zado la dilucidn original. El ensayo solo es valido
si el tiempo de coagulacion medido para el tubo
control esté entre 200 y 350 segundos.

VALORACION DEL FACTOR II DE
COAGULACION SANGUINEA

El método para determinar la actividad de fac-
tor IT de coagulacidn es un ensayo cromogénico en
el cual se determina la actividad de factor II a través
de su activacion especifica y formacion de fac-
tor [la. La potencia de la preparacion de factor II se
estima comparando su actividad con un Patron



Internacional o una sustancia de referencia calibra-
da en Unidades Internacionales.

La Unidad Internacional es la actividad de factor
IT de una cantidad establecida de Patron Internacio-
nal que consiste en un concentrado liofilizado de
factor II humano. La equivalencia en Unidades
Internacionales del Patron Internacional la establece
la Organizacion Mundial de la Salud.

El método cromogénico de valoracidén consiste
en dos pasos: la activacion del factor II a factor Ila
dependiente de veneno de serpiente y el clivaje
enzimatico de un sustrato cromogénico especifico
para factor Ila, para dar un croméforo que puede ser
cuantificado espectrofotométricamente. Bajo con-
diciones adecuadas, existe una relacion lineal entre
la actividad del factor Ila y el clivaje del sustrato
cromogénico.

Reactivos

Solucion reguladora para dilucion - Solucidén
que contiene 6,06 g por litro de
Tris(hidroximetil)aminometano, 17,53 por litro de
cloruro de sodio, 2,79 g por litro de acido (etilendi-
nitrilo)tetracético y 1 g por litro de albumina bovina
o albimina humana. Ajustar a pH 8,4 si fuera nece-
sario, con acido clorhidrico.

Veneno de vibora especifico para activar fac-
tor II (Ecarina) - Se trata de una proteina derivada
del veneno de vibora (Echis carinatus) que activa
especificamente el factor II. Reconstituir y almace-
nar segun se indica en el rotulo.

Sustrato cromogénico para Factor Ila - Sustra-
tos cromogénicos especificos para factor Ila tales
como: H-D-fenilalanil-L-pipecolil-L-arginina-4-
nitroanilida  clorhidrato, 4-toluensulfonil-glicil-
prolil-L-arginina-4-nitroanilida, H-D-
ciclohexilglicil- -aminobutiril-L-arginina-4-
nitroanilida, diacetato de D-ciclohexilglicil-L-
alanil-L-arginina-4-nitroanilida. Reconstituir segun
se indica en el rétulo.

Preparacion estandar - Diluir con Solucion re-
guladora para dilucion para obtener una solucion
entre 0,015 y 0,16 UI por ml de factor II. Preparar,
preferentemente por duplicado y en forma indepen-
diente, al menos tres diluciones en progresion ge-
ométrica o aritmética empleando el mismo solvente.

Preparacion muestra - Diluir con Solucion re-
guladora para dilucion para obtener una soluciéon
entre 0,015 y 0,16 Ul por ml de factor II. Preparar,
preferentemente por duplicado y en forma indepen-
diente, al menos tres diluciones en progresion ge-
ométrica o aritmética empleando el mismo solvente.

Procedimiento - Precalentar todas las solucio-
nes en un bafio de agua a 37 °C inmediatamente
antes de realizar el ensayo. Las siguientes condi-
ciones de ensayo se utilizan para placas de

96 pocillos, si el ensayo se lleva a cabo en tubos, se
deben ajustar los volumenes de manera que se man-
tengan las proporciones de la mezcla; se deben
realizar dos reacciones de cada diluciéon. En una
placa de 96 pocillos mantenida a 37 °C, agregar por
duplicado 25 ul de cada dilucion de la Preparacion
muestra o la Preparacion estdndar a cada uno de
los pocillos. Agregar 125 pl de solucidn reguladora
a cada pocillo, luego 25 ul de Veneno de vibora
especifico para activar factor II e incubar durante
exactamente 2 minutos. A cada pocillo agregar
25 pl de Sustrato cromogénico para Factor Ila. Se
admiten modificaciones de volimenes de los reacti-
vos si con ellas se obtiene una mejor linealidad en
la relacion dosis-respuesta. Determinar la veloci-
dad de cambio de absorbancia (ver 470. Espectrofo-
tometria ultravioleta y visible) a 405 nm de forma
continua durante 3 minutos y obtener el promedio
de velocidad de cambio de absorbancia (AA/min).
Si no se puede medir en forma continua, leer la
absorbancia a 405 nm a intervalos consecutivos
adecuados, durante 40 segundos, graficar la absor-
bancia en funcion del tiempo y calcular AA/min
como la pendiente de la recta. El método se puede
adaptar a una reaccion de punto final deteniendo la
reaccion de hidrdlisis tras un intervalo apropiado
bajando el pH por adicidon de un reactivo apropiado
como acido acético (50 % v/v) o una solucién de
citrato IM a pH 3. Ajustar el tiempo de hidrdlisis
para conseguir un incremento lineal del cromdforo
a lo largo del tiempo. Con los valores de AA/min o
de A de cada dilucion tanto de muestra como de
estandar, calcular la potencia de la muestra a exa-
minar y comprobar la validez del ensayo empleando
los métodos estadisticos habituales (ver 10. Anali-
sis estadistico de resultados de ensayos biologicos).

VALORACION DEL FACTOR VII DE
COAGULACION SANGUINEA

El método para determinar la actividad de fac-
tor VII de coagulacidon es un ensayo cromogénico
en el cual se determina su actividad biologica como
complejo factor VIla-factor tisular en la activacién
del factor X en presencia de iones calcio y fosfoli-
pidos. La potencia de la preparacion de factor VII
se estima comparando la cantidad necesaria para
alcanzar una cierta velocidad de formacién del
factor Xa en una mezcla que contiene las sustancias
que intervienen en la activacién del factor X y la
cantidad de Patron Internacional o de una prepara-
cién de referencia, calibrada en Unidades Interna-
cionales, requerida para producir la misma veloci-
dad de formacion de factor Xa. La Unidad Interna-
cional se define como la actividad del factor VII de
una cantidad establecida de Patron Internacional,
que consiste en un concentrado de factor VII huma-



no liofilizado. La equivalencia en Unidades Inter-
nacionales del Patron Internacional la establece la
Organizacién Mundial de la Salud.

El método cromogénico consta de dos pasos
consecutivos: la activacion del factor VII a factor
Vlla, por medio del factor tisular y calcio, la activa-
cién de factor X a factor Xa por la presencia de
factor Vlla, calcio fosfolipidos y factor tisular y el

Etapa 1:

segundo paso es el clivaje enzimatico de un sustrato
cromogénico especifico para el factor Xa, para dar
un croméforo que se puede cuantificar espectrofo-
tométricamente. En las condiciones adecuadas,
existe una relacion lineal entre la velocidad de for-
macion del factor Xa y la concentracion del factor
VII. El ensayo se resume en el siguiente esquema:

Factor tisular + Ca?"

a) Factor VIl ————*—"——> Factor Vlla

b) Factor X

Etapa 2:

Factor VIla + Ca®" +Factor tisular/ fosfolipidos Factor Xa

Factor Xa

Sustrato cromogénico ——=— Péptido + cromoéforo

En ambas etapas se utilizan reactivos que pue-
den ser obtenidos comercialmente. La composicion
de cada reactivo puede estar sujeta a alguna varia-
cidn, sus caracteristicas esenciales se describen en
las siguientes especificaciones: los reactivos contie-
nen proteinas purificadas de origen humano o bovi-
no. Estas incluyen factor X, factor tisular y fosfoli-
pidos como activador del factor VII. Estas protei-
nas estan parcialmente purificadas y no deben con-
tener impurezas que interfieran en la activacion del
factor VII o del factor X. El factor X estd presente
en cantidades cuya concentracidon final durante el
primer paso del ensayo esta comprendida entre 10 y
350 nmol por litro (preferentemente de 14 a
70 nmol por litro). Tromboplastina de origen natu-
ral (cerebro bovino o de conejo) o de origen sintéti-
co, se puede usar como fuente de factor tisular y
fosfolipidos. La Tromboplastina adecuada para uso
en la determinacion del tiempo de protrombina se
diluye entre 1 en 5y 1 en 50 en una solucién regu-
ladora tal que la concentracion final de Ca®" este
comprendida entre 15 y 25 nmol por litro. La for-
macion final de factor Xa es realizada en una solu-
cion que contiene albumina humana o bovina con
una concentracién tal que no se produzca pérdida
por adsorcidn y que esta apropiadamente regulada a
pH entre 7,3 y 8,0. En la mezcla de incubacion
final, el factor VII debe ser el Gnico componente
limitante de la velocidad y cada componente del
reactivo no debe tener capacidad de generar el fac-
tor Xa por si mismo.

La segunda etapa comprende la cuantificacion
del factor Xa por medio de un sustrato cromogénico
especifico para el factor Xa. Este sustrato general-
mente consiste de un péptido corto que tiene entre 3
y 5 aminodcidos, unido a un grupo cromdforo.
Cuando se cliva este grupo del péptido sustrato, se
produce un cambio de absorbancia a una longitud
de onda apropiada que permite su cuantificacion

espectrofotométrica. El sustrato se disuelve nor-
malmente en agua y se utiliza a una concentracion
final entre 0,2 y 2 mmol por litro. El sustrato puede
contener también inhibidores para detener la forma-
cion adicional de factor Xa (adicion de edetato).

Preparacion estdandar - Reconstituir el conteni-
do completo de una ampolla de la preparacion con
el agregado de una cantidad apropiada de agua;
emplear las preparaciones reconstituidas dentro de
la hora de su preparacion. Realizar una dilucién
con suficiente prediluyente para obtener una solu-
cion que contenga entre 0,5 Ul y 2,0 UI de factor
VII por mililitro. Preparar las diluciones posterio-
res empleando una solucién reguladora isotdnica y
no quelante que contenga 1 % de albimina humana
o bovina, regulada entre pH 7,3 y 8,0. Preparar
preferentemente por duplicado y en forma indepen-
diente por lo menos tres diluciones en progresion
geométrica o aritmética. Las diluciones deben
prepararse de forma tal que la concentracion final
de factor VII esté por debajo de 0,005 UI por ml.

Preparacion muestra - Reconstituir el conteni-
do completo de la ampolla segin se indica en el
rotulo. Emplear las preparaciones reconstituidas
dentro de la hora de su preparacion. Hacer una
dilucion con suficiente prediluyente para obtener
una solucién que contenga entre 0,5 Ul y 2,0 UI de
factor VII por mililitro. Preparar las diluciones
posteriores empleando una solucién reguladora
isotonica y no quelante que contenga 1 % de albu-
mina humana o bovina, regulada entre pH 7,3 y 8,0.
Preparar preferentemente por duplicado y en forma
independiente por lo menos tres diluciones en pro-
gresion geométrica o aritmética. Las diluciones
deben prepararse de forma tal que la concentracion
final de factor VII esté por debajo de 0,005 Ul/ml.

Procedimiento - Preparar una solucién control
que incluya todos los componentes exceptuando el
factor VII (blanco).



[NOTA: preparar todas las diluciones en tubos
de plastico y usarlas dentro de la hora de su prepa-
racion; se deben realizar al menos dos reacciones de
cada dilucion. ]

Etapa 1. Mezclar las diluciones de la prepara-
cién de referencia del factor VII y de la preparacion
a examinar con un volumen apropiado del reactivo
de factor de coagulaciéon precalentado o con una
combinacion de sus constituyentes separados, e
incubar la mezcla en tubos de plastico o en pocillos
de microplaca a 37 °C. Las concentraciones de los
diversos componentes durante la formacion del
factor Xa deben ser las especificadas en la descrip-
cion de los reactivos. Dejar que la activacion del
factor X proceda durante un tiempo apropiado,
terminando la reaccién antes de que la concentra-
cion del factor Xa alcance su nivel maximo, con el
fin de obtener una relacion lineal satisfactoria entre
dosis y respuesta. Los tiempos adecuados de acti-
vacion estan normalmente entre 2 y 5 minutos, pero
se admiten desviaciones si con ellas se obtiene
mejor linealidad de la relacion dosis-respuesta.

Etapa 2. Determinar el factor Xa por adicion de
un reactivo precalentado que contenga el sustrato
cromogénico. Cuantificar la velocidad de libera-
cion del sustrato, que debe ser proporcional a la
concentracion del factor Xa formado, midiendo en
un espectrofotdmetro el cambio de absorbancia a
una longitud de onda apropiada por monitoreo con-
tinuo de la absorbancia. Determinar la velocidad de
cambio de absorbancia a 405 nm continuamente por
un periodo de tiempo y obtener la velocidad media
del cambio de absorbancia (AA/min) o detener la
reaccion de hidrélisis por disminucion del pH a 3,
con un reactivo tal como acido acético (500 g por
litro) o solucion de citrato 1 M tras un intervalo de
tiempo apropiado (A). Ajustar el tiempo de hidroli-
sis de modo tal de alcanzar un desarrollo lineal del
cromoforo con el tiempo. En general los tiempos
de hidrolisis suelen estar entre 3 y 15 minutos, pero

Etapa 1:

Factor VIII activado

se admiten variaciones si asi se obtiene una mejora
en la linealidad de la relacion dosis-respuesta.
Comprobar la validez del ensayo y calcular la
potencia de la preparacion a examinar empleando
los métodos estadisticos habituales (ver 10. Andali-
sis estadistico de resultados de ensayos biologicos).

VALORACION DEL FACTOR VIII DE
COAGULACION SANGUINEA

El método para determinar la actividad de factor
VIII es un ensayo cromogénico en el cual se deter-
mina su actividad biologica como cofactor en la
activacion del factor X por el factor IX activado
(factor IXa) en presencia de iones calcio y fosfoli-
pidos. La potencia de la preparacion del factor VIII
se estima comparando la cantidad necesaria para
alcanzar una cierta velocidad de formacion del
factor Xa en una mezcla de reacciéon que contiene
las sustancias que intervienen en la activacion del
factor X y la cantidad de un Patron Internacional o
de una preparacion de referencia calibrada en Uni-
dades Internacionales, requerida para producir el
mismo efecto.

La Unidad Internacional es la actividad del fac-
tor VIII de una cantidad establecida de Patron In-
ternacional, que consiste en concentrado de factor
VIII humano liofilizado. La equivalencia en Uni-
dades Internacionales del Patron Internacional la
establece la Organizacion Mundial de la Salud.

El método cromogénico consta de dos pasos
consecutivos: la activacion del factor X a factor Xa
que depende del factor VIII y el clivaje enzimatico
de un sustrato cromogénico especifico para el fac-
tor Xa, produciendo un cromoéforo que se puede
cuantificar espectrofotométricamente. En las con-
diciones adecuadas, existe una relacion lineal entre
la velocidad de formacion del factor Xa y la con-
centracion del factor VIII. El resumen del ensayo
se indica en el  siguiente  esquema:

> Factor Xa

a) Factor X
Etapa 2:

Factor IXa + fosfolipidos + Ca>*

Factor Xa

Sustrato cromogénico————— Péptido + cromdforo

En ambas etapas se utilizan reactivos que pue-
den ser obtenidos comercialmente. La composicion
de cada reactivo puede estar sujeta a alguna varia-
cidn, sus caracteristicas esenciales se describen en
la siguiente especificacion: pueden permitirse cier-

tas desviaciones de esta descripcion unicamente si
se ha comprobado, usando el Patrén Internacional
de factor VIII, que los resultados obtenidos no di-
fieren significativamente.



[NOTA: es importante demostrar por la valida-
cion, la adecuabilidad del kit usado, chequeando el
tiempo de generacion de factor X para determinar el
tiempo necesario para alcanzar el 50 % de la gene-
racion maxima de factor X.]

Reactivo factor de coagulacion - Contiene pro-
teinas purificadas de origen humano o bovino.
Estas incluyen el factor X, factor IXa, y un activa-
dor del factor VIII usualmente trombina. Estas
proteinas parcialmente purificadas, al menos hasta
el 50 %, no contienen impurezas que interfieren con
la activacion del factor VIII o del factor X. La
trombina puede estar presente en su forma precur-
sora protrombina, siempre que su activacion en el
reactivo sea suficientemente rapida para provocar la
activacion completa y practicamente instantanea del
factor VIII durante el ensayo. Los fosfolipidos se
pueden obtener de un sustrato natural o pueden
prepararse por sintesis, pero deben contener una
proporcion importante, de fosfatidilserina. Los
componentes del reactivo completo suelen encon-
trarse separados en al menos dos reactivos distintos,
carentes de la capacidad de formar el factor Xa por
si solos. Uno de los reactivos contiene iones calcio.
Después de la reconstitucion, éstos se pueden com-
binar, siempre que se pruebe que no se generan
cantidades significativas de factor Xa en ausencia
del factor VIII. En la mezcla de incubacion final, el
factor VIII debe ser el tinico componente limitante
de la velocidad.

El segundo paso comprende la cuantificacion
del factor Xa formado, empleando un sustrato cro-
mogénico especifico para el factor Xa. General-
mente consiste en un péptido corto derivatizado, de
entre 3 y 5 aminoacidos, unido a un grupo cromofo-
ro. Cuando se cliva este grupo a partir del péptido
sustrato, se produce un cambio de absorbancia a
una longitud de onda apropiada que permite su
cuantificacién espectrofotométrica. ~ El sustrato
debe contener también inhibidores apropiados para
detener la formacién adicional del factor Xa (por
ejemplo agentes quelantes) y suprimir la actividad
de la trombina.

Prediluyente - Consiste de plasma de un pa-
ciente con hemofilia A grave, o de un reactivo pre-
parado artificialmente que contenga suficiente fac-
tor von Willebrand y que de resultados que no difie-
ren significativamente de los obtenidos empleando
plasma hemofilico en las preparaciones patrén y
problema. Los materiales prediluidos deben ser
estables durante un tiempo superior al requerido
para el ensayo.

Preparacion estandar - Reconstituir el conteni-
do de la ampolla mediante el agregado de una can-
tidad apropiada de agua; usar inmediatamente.

Realizar una dilucidon con suficiente cantidad de
Prediluyente para obtener una solucion que conten-
ga entre 0,5 y 2,0 Unidades Internacionales por
mililitro. Preparar las siguientes diluciones de la
preparacion estandar empleando una solucion
isoténica regulada, no quelante que contenga 1 %
de albimina humana o bovina, por ejemplo,
tris(hidroximetil)aminometano o imidazol. Preparar
preferentemente por duplicado y en forma indepen-
diente por lo menos tres diluciones en progresion
geométrica o aritmética. La concentracion final del
factor VIII debera ser inferior a 0,01 Ul por ml
durante el paso de formacion del factor Xa.

Preparacion muestra - Reconstituir el conteni-
do de la ampolla segtn se indica en el rétulo y em-
plear inmediatamente. Realizar una dilucion con
suficiente cantidad de Prediluyente para obtener
una solucion que contenga entre 0,5 y 2,0 Ul por
mililitro. Preparar las siguientes diluciones emple-
ando una solucidn isotonica regulada, no quelante
que contenga 1 % de albimina humana o bovina,
por ejemplo, tris(hidroximetil)aminometano o imi-
dazol. Preparar preferentemente por duplicado y
en forma independiente por lo menos tres dilucio-
nes en progresion geométrica o aritmética. La con-
centracion final del factor VIII en la mezcla reac-
cion debera ser inferior a 0,01 UI por ml durante el
paso de formacidn del factor Xa.

Procedimiento - Preparar una solucidon blanco
que incluya todos los componentes excepto el fac-
tor VIII. [NOTA: preparar todas las diluciones en
tubos de plastico y emplearlas inmediatamente. Se
debe realizar al menos dos replicas de cada dilu-
cion.]

Etapa 1. Mezclar las diluciones precalentadas
de la Preparacion estandar y la Preparacion mues-
tra con un volumen apropiado de Reactivo factor de
coagulacion, también precalentado, o con la combi-
nacién de sus constituyentes separados. Incubar en
tubos de plastico o en pocillos de microplaca a
37 °C. Las concentraciones de los distintos compo-
nentes durante la formacion del factor Xa deben ser
las especificadas anteriormente en la descripcion de
los reactivos. Permitir que la activacion del factor
X proceda durante un tiempo apropiado, terminan-
do la reaccion (Etapa 2) cuando la concentracion
del factor Xa alcance aproximadamente el 50 % del
nivel maximo. Los tiempos de activacion estan
normalmente entre 2 y 5 min.

Etapa 2. Determinar el factor Xa por agregado
del sustrato cromogénico precalentado. Cuantificar
la proporcién de sustrato escindido, que debe ser
lineal con respecto a la concentracion del factor Xa
formado, midiendo en un espectrofotometro el
cambio de absorbancia a una longitud de onda
apropiada. Puede registrarse la absorbancia de



modo continuo, por medio de la lectura de la velo-
cidad de cambio de absorbancia a 405 nm conti-
nuamente por un periodo de tiempo y obtener la
velocidad media del cambio de absorbancia
(AA/min) o también es posible detener la reaccidon
de hidrolisis tras un intervalo apropiado bajando el
pH por adicion de un reactivo apropiado, como
acido acético al 50 % v/v o una solucion de citrato
(1 mol por litro), a pH 3. Ajustar el tiempo de
hidrélisis para conseguir un incremento lineal del
cromoforo a lo largo del tiempo. Los tiempos ade-
cuados de hidrolisis suelen estar entre 3 y 15 min,
pero se admiten variaciones si con ellas se obtiene
una mejor linealidad en la reaccion dosis-respuesta.
Comprobar la validez del ensayo y calcular la
potencia de la preparaciéon a examinar empleando
los métodos estadisticos usuales (ver 10. Andlisis
estadistico de resultados de ensayos biologicos).

VALORACION DEL FACTOR IX DE
COAGULACION SANGUINEA

El método para determinar la actividad de fac-
tor IX es un ensayo de coagulacién basado en la
capacidad del factor IX de reducir el tiempo de
coagulacion de un plasma carente de factor IX. La
reaccion es acelerada por el agregado de un reactivo
que contenga fosfolipidos y un activador de contac-
to como por ejemplo caolin, silica o acido ellagico.
La potencia es determinada por comparacion de la
curva dosis-respuesta de la preparacion muestra;
con la de una preparacion de referencia calibrada en
Unidades Internacionales.

La Unidad Internacional es la actividad de una
cantidad establecida de Patrén Internacional, que
consiste en un concentrado liofilizado de factor IX
de coagulaciéon. La equivalencia en Unidades In-
ternacionales del Patron Internacional la establece
la Organizacion Mundial de la Salud.

Reactivos

Plasma carente de factor IX

Reactivo que contenga fosfolipidos (Cefalina) y
un Activador de contacto (Caolin liviano (Silica o
Acido ellagico)).

Cloruro de calcio

Solucion Reguladora Imidazol pH 7,3

Albumina bovina o humana

Preparacion estandar - Reconstituir la prepara-
cion segun las indicaciones de la preparacion estan-
dar. Cuando corresponda, determinar la actividad
de heparina presente y neutralizarla mediante la
adicion de por ejemplo sulfato de protamina (10 pg
de sulfato de protamina neutralizan 1 UI de hepari-
na). Diluir la preparacion estindar con plasma
carente de factor IX para obtener una solucidon que
contenga entre 0,5 y 2,0 UI por mililitro. A partir

de esta dilucion preparar, preferentemente por du-
plicado y en forma independiente, al menos tres
diluciones, en progresion geométrica utilizando
solucién reguladora adecuada (por ejemplo solucion
reguladora de imidazol a pH 7,3 conteniendo 10 g
por litro de albumina bovina o humana). Preparar
estas diluciones con precision y utilizarlas inmedia-
tamente.

Preparacion muestra - Reconstituir la prepara-
cion en ensayo segun se indica en el rotulo y utilizar
inmediatamente. Cuando corresponda, determinar
la actividad de heparina presente y neutralizarla
mediante la adicion de por ejemplo sulfato de pro-
tamina (10 pg de sulfato de protamina neutralizan
1 UI de heparina). Diluir la preparacion en ensayo
con plasma carente de factor IX para obtener una
solucién que contenga entre 0,5 y 2,0 UI por milili-
tro. Preparar diluciones en progresion geométrica
de igual manera que la preparacién estandar.

Procedimiento - Usar un aparato apropiado para
medir tiempos de coagulacion o realizar el ensayo
colocando los tubos en bafio de agua a 37 °C. Rea-
lizar la reaccion por duplicado en el siguiente orden
El, E2, E3, M1, M2, M3 y con el otro juego de
diluciones continuar en el siguiente orden M1, M2,
M3, El, E2 y E3. Colocar en cada tubo 0,1 ml
plasma carente de factor IX y 0,1 ml de una de las
diluciones de la Preparacion estandar o de la Pre-
paracion muestra. Afiadir a cada tubo 0,1 ml de un
reactivo que contenga fosfolipidos y un activador
de contacto apropiado para Tiempo de Tromboplas-
tina Parcial Activado (TTPA) e incubar el tiempo
recomendado a 37 °C. A cada tubo afiadir 0,1 ml
de una solucion 3,7 g por litro de cloruro de calcio
previamente calentado a 37 °C. Utilizando un
crondémetro, medir el tiempo de coagulacion, es
decir, el intervalo entre el momento de agregado del
cloruro de calcio y la primera indicacion de forma-
cion de fibrina. [NOTA: se recomienda utilizar
material plastico; los volumenes se pueden modifi-
car al igual que los tiempos de incubacion; se pue-
den emplear reactivos comerciales siempre que se
compruebe que los resultados son iguales.] Calcu-
lar la potencia empleando los métodos estadisticos
habituales (ver 10. Andlisis estadistico de resulta-
dos de ensayos bioldgicos).

VALORACION DEL FACTOR X DE
COAGULACION SANGUINEA

El método para determinar la actividad de fac-
tor X de coagulacion es un ensayo cromogénico en
el cual se determina su actividad por su activacion
especifica para formar factor Xa. La potencia de la
preparacion de factor X se estima comparando su
actividad con un Patron Internacional o una sustan-



cia de referencia calibrada en Unidades Internacio-
nales por un método cromogénico.

La Unidad Internacional es la actividad de fac-
tor X de una cantidad establecida de patron Interna-
cional que consiste en un concentrado liofilizado de
factor X humano. La equivalencia en Unidades
Internacionales del Patron Internacional la establece
la Organizacion Mundial de la Salud. El método
cromogénico de valoracion consiste en dos pasos: la
activacion del factor X a factor Xa que depende de
veneno de serpiente y el clivaje enzimatico de un
sustrato cromogénico especifico para factor Xa,
para dar un cromo6foro que puede ser cuantificado
espectrofotométricamente. ~ En las condiciones
apropiadas, existe una relacion lineal entre la acti-
vidad del factor Xa y el clivaje del sustrato cro-
mogénico.

Reactivos

Solucion reguladora para diluciones - Solucidén
de 3,7 g por litro de tris(hidroximetil)aminometano,
18,0 g por litro de cloruro de sodio, 2,1 g por litro
de imidazol, 0,02 g por litro de bromuro de hexa-
dimetrina y 1 g por litro de albumina bovina o
albumina humana. Ajustar a pH 8,4, si fuera nece-
sario, con acido clorhidrico.

Veneno de vibora Russell especifico para acti-
var factor X - Se trata de una proteina derivada del
veneno de vibora Russell’s (Vipera russelli) que
activa especificamente el factor X. Reconstituir y
almacenar segtin se indica en el rétulo.

Sustrato cromogénico para factor Xa - Sustra-
tos cromogénicos especificos para factor Xa tales
como: N-o-benziloxicarbonil-D-arginil-L-glicil-
L-arginina-4-nitroanilida diclorhidrato, N-benzoil-
L-isoleucil-L-glutamil-glicil-L-arginin-
4-nitroanilida clorhidrato, metanosulfonil-D-leucil-
glicil-L-arginin-4-nitroanilida, metoxicarbonil-
D-ciclohexilalanil-glicil-L-arginin-4-nitroanilida
acetato. Reconstituir segun se indica en el rotulo.

Preparacion estandar - Diluir con Solucion re-
guladora para diluciones para obtener una solucion
de 0,18 UI de factor X por mililitro. Preparar, pre-
ferentemente por duplicado y en forma indepen-
diente, al menos tres diluciones en progresion ge-
ométrica o aritmética empleando el mismo solvente.

Preparacion muestra - Diluir con Solucion re-
guladora para diluciones para obtener una solucion
de 0,18 UI de factor X por mililitro. Preparar, pre-
ferentemente por duplicado y en forma indepen-
diente, al menos tres diluciones en progresion ge-
ométrica o aritmética empleando el mismo solvente.

Procedimiento - Precalentar todas las solucio-
nes en un bafio de agua a 37 °C inmediatamente
antes de realizar el ensayo. Las siguientes condi-
ciones de ensayo se utilizan para placas de

96 pocillos. Si el ensayo se lleva a cabo en tubos,
se deben ajustar los volimenes de manera que se
mantengan las proporciones de la mezcla. Se deben
realizar dos reacciones de cada diluciéon. En una
placa de 96 pocillos mantenida a 37 °C, agregar por
duplicado 12,5 ul de cada dilucion de la Prepara-
cion muestra o la Preparacion estandar a cada uno
de los pocillos. Mezclar volimenes iguales de
Veneno de vibora Russell especifico para activar
factor X'y cloruro de calcio 0,1M, transferir 25 pl a
cada pocillo e incubar durante exactamente
90 segundos. A cada pocillo agregar 150 pl de
Sustrato cromogénico para factor Xa diluido 1 en 6
con Solucion reguladora para diluciones. [NOTA:
se admiten modificaciones de volimenes de la
reaccion si con ellas se obtiene una mejor lineali-
dad]. Determinar la velocidad de cambio de absor-
bancia (ver 470. Espectrofotometria ultravioleta y
visible) a 405nm de forma continua durante
3 minutos y obtener el promedio de velocidad de
cambio de absorbancia (AA/min). Si no se puede
medir en forma continua, leer la absorbancia a
405 nm a intervalos consecutivos adecuados, duran-
te 40 segundos, o también es posible detener la
reaccion de hidrolisis tras un intervalo apropiado
bajando el pH por adicion de un reactivo conve-
niente, como acido acético al 50 % v/v o una solu-
cién de citrato 1 M. Ajustar el tiempo de hidrdlisis
para conseguir un incremento lineal del cromdforo
a lo largo del tiempo. Con los valores AA/min o A
de cada dilucién tanto de muestra como el estandar.
Comprobar la validez del ensayo y calcular la po-
tencia de la preparacion a examinar empleando los
métodos estadisticos habituales (ver 10. Andlisis
estadistico de resultados de ensayos biologicos).

VALORACION DEL FACTOR DE VON
WILLEBRAND

La potencia del factor de von Willebrand huma-
no se determina comparando su actividad en la
unioén a colageno o como cofactor ristocetina con la
misma actividad de una preparacion de referencia
calibrada en Unidades Internacionales contra el
estandar internacional.

La Unidad Internacional se define como la acti-
vidad de una cantidad establecida de Patron Inter-
nacional para factor de von Willebrand en concen-
trado de factor VIII de coagulacién humana. La
equivalencia en Unidades Internacionales del
Patron Internacional la establece la Organizacion
Mundial de la Salud.

Ensayo de union a colageno

La unioén a colageno se determina por un Enzi-
moinmunoensayo sobre placas cubiertas con cola-
geno. El método se basa en la union especifica del



factor de von Willebrand a las fibras de colageno y
la posterior unién a un anticuerpo policlonal anti-
factor de von Willebrand conjugado a una enzima,
la cual, al agregar un sustrato cromogénico, genera
un producto que puede ser cuantificado espectrofo-
tométricamente. Bajo condiciones apropiadas exis-
te una relacion lineal entre el factor de von Wille-
brand unido a colageno y la absorbancia.

Reactivos

Colageno - Emplear fibras de colageno humano
0 equino nativas tipo I o III. Pueden emplearse
soluciones de colageno.

Diluyente de Colageno - Disolver 50 g de glu-
cosa en agua, ajustar a pH entre 2,7 y 2,9 con acido
clorhidrico 1 M y diluir a 1 litro con agua.

Solucion reguladora salina fosfatada (PBS) -
Disolver 8 g de cloruro de sodio, 1,05 g de fosfato
dibasico de sodio, 0,2 g de fosfato monobasico de
sodio y 0,2 g de cloruro de potasio en agua. Ajustar
a pH 7,2 con hidréxido de sodio 1 M o 4acido
clorhidrico 1 M y diluir a 1 litro con agua.

Solucion reguladora de lavado - Solucion regu-
ladora salina fosfatada conteniendo 1 g por litro de
polisorbato 20.

Reactivo bloqueante - Solucion reguladora sa-
lina fosfatada conteniendo 1 g por litro de polisor-
bato 20 y 10 g por litro de albimina sérica bovina.

Solucion reguladora de dilucion - Solucion re-
guladora salina fosfatada conteniendo 1 g por litro
de polisorbato 20 y 50 g por litro de albumina sérica
bovina.

Conjugado - Suero de conejo anti-factor de von
Willebrand humano conjugado con peroxidasa.
Emplear de acuerdo a las instrucciones del fabrican-
te.

Solucion sustrato - Inmediatamente antes de
emplear disolver una tableta de dicloruro de o-
fenilendiamina y una tableta de perdxido de hidrd-
geno en 20 ml de agua o un volumen adecuado de
peroxido de hidrégeno. [NOTA: proteger de la
luz.]

Placas de microtitulacion - Placas de poliesti-
reno de fondo plano con superficies optimizadas
para enzimoinmunoensayo y alta capacidad de
union a proteinas.

Preparacion estandar - Reconstituir la prepara-
ciéon de referencia segin se indica en el rétulo.
Diluir con Solucion reguladora de dilucion para
obtener una solucion de aproximadamente 1 Ul de
factor de von Willebrand. Preparar dos series inde-
pendientes de no menos de tres diluciones cada una
con Solucion reguladora de dilucion.

Preparacion muestra - Reconstituir la prepara-
cién en ensayo segun se indica en el rétulo. Diluir
con Solucion reguladora de dilucion para obtener

una solucion de aproximadamente 1 Ul de factor de
von Willebrand. Preparar dos series independientes
de no menos de tres diluciones cada una con Solu-
cion reguladora de dilucion.

Procedimiento - Llevar la solucion de Coldgeno
a temperatura ambiente. Diluir con Diluyente de
coldgeno para obtener una solucién entre 30 y
75 pg por ml de colageno, mezclar para obtener una
suspension uniforme de fibras de coldgeno. Colo-
car 100 pl en cada orificio de la placa de titulacon.
Cubrir la placa con un film plastico e incubar a
37 °C durante toda la noche. Vaciar los orificios de
la placa cubierta con coldgeno invirtiéndola y dejar
secar sobre papel absorbente. Agregar 250 pl de
Solucion de lavado. Vaciar los orificios de la placa
invirtiéndola y dejar secar sobre papel absorbente.
Repetir la operacion tres veces. Agregar 250 pl de
Reactivo blogqueante a cada orificio, cubrir la placa
con un film plastico e incubar a 37 °C por una hora.
Vaciar los orificios de la placa invirtiéndola y dejar
secar sobre papel absorbente. Agregar 250 ul de
Solucion de lavado. Vaciar los orificios de la placa
invirtiéndola y dejar secar sobre papel absorbente.
Repetir la operacion tres veces. Agregar 100 ul de
Preparacion muestra o de Preparacion estandar en
los orificios. Agregar 100 pl de Solucion regulado-
ra de dilucion a una serie de orificios que actuan
como control negativo. Cubrir la placa con un film
plastico e incubar a 37 °C por dos horas. Vaciar los
orificios de la placa invirtiéndola y dejando secar
sobre papel absorbente. Agregar 250 ul de Solu-
cion de lavado. Vaciar los orificios de la placa
invirtiéndola y dejar secar sobre papel absorbente.
Repetir la operacion tres veces. Preparar una dilu-
cién apropiada del conjugado con Solucion regula-
dora salina fosfatada conteniendo albumina sérica
bovina 5 g por litro y agregar 100 pl a cada orificio.
Cubrir la placa con un film plastico e incubar a
37 °C durante dos horas. Vaciar los orificios de la
placa invirtiéndola y dejar secar sobre papel absor-
bente. Agregar 250 ul de Solucion de lavado. Va-
ciar los orificios de la placa invirtiéndola y dejar
secar sobre papel absorbente. Repetir la operacion
tres veces. Agregar 100 pl de Solucion sustrato a
cada orificio e incubar a temperatura ambiente
durante 20 minutos en la oscuridad. Agregar 100 pl
de acido clorhidrico a cada orificio. Medir las ab-
sorbancias a 492 nm. Emplear los valores de absor-
bancia para estimar la potencia de la preparacion
con los métodos estadisticos habituales. El ensayo
solo es valido si los valores de absorbancia para los
controles negativos son mayores que 0,05.

Actividad de cofactor ristocetina

Preparar diluciones apropiadas de la preparacion
en ensayo y de la preparacion de referencia emple-



ando como diluyente una solucién de 9 g por litro
de cloruro de sodio y albiimina humana 10 a 50 g
por litro. Afiadir a cada dilucidon cantidades ade-
cuadas de un reactivo von Willebrand conteniendo
plaquetas humanas estabilizadas y ristocetina A.
Mezclar sobre una placa de vidrio con movimientos
circulares durante 1 minuto. Dejar reposar durante
1 minuto y observar sobre fondo oscuro con ilumi-
nacion lateral. La ultima dilucion que presenta
aglutinacion claramente visible indica el titulo de
cofactor de ristocetina en la muestra. Emplear el
diluyente como control negativo.

ACTIVIDAD ANTICOMPLEMENTARIA

Llevar a cabo la determinacién de la actividad
anticomplemento (AAC) de la inmunoglobulina por
incubacién de una determinada cantidad de sustan-
cia a examinar (10 mg de inmunoglobulina) con una
determinada cantidad de complemento de cobayo
(20 CHsy), seguida de la titulacién del complemento
residual. Expresar la actividad anticomplemento
como el porcentaje de complemento consumido
respecto al complemento control considerado como
100 %. La unidad hemolitica de actividad del com-
plemento (CHsy) es la cantidad de complemento
que, en las condiciones de la reaccion, provoca la
lisis de 2,5 x 10® eritrocitos sobre un total de
5 x 10 eritrocitos sensibilizados de forma éptima.

Reactivos

Solucion concentrada de magnesio y calcio -
Disolver 1,103 g de cloruro de calcio y 5,083 g de
cloruro de magnesio en agua y diluir hasta 25 ml
con el mismo solvente.

Solucion reguladora concentrada de barbital -
Disolver 207,5 g de cloruro de sodio y 25,48 g de
barbital sddico en 4 litros de agua y ajustar a pH 7,3
con acido clorhidrico 1 M. Agregar 12,5 ml de
Solucion concentrada de magnesio y calcio y diluir
hasta 5 litros con agua. Filtrar a través de una
membrana filtrante de 0,22 um y conservar a 4 °C
en envases de vidrio.

Solucion de gelatina - Disolver 12,5 g de gela-
tina en aproximadamente 800 ml de agua y calentar
a ebullicién en un bafio de agua. Enfriar a 20 °C y
completar hasta 10 litros con agua. Filtrar a través
de una membrana filtrante de 0,22 pm y conservar a
4°C. [NOTA: emplear unicamente soluciones
limpidas.]

Solucion citratada - Disolver 8,0 g de citrato de
sodio, 4,2 g de cloruro de sodio y 20,5 g de glucosa
en 750 ml de agua. Ajustar a pH 6,1 con una solu-
cion de acido citrico 100 g por litro y diluir hasta
1 litro con agua.

Solucion reguladora gelatina-barbital - Agre-
gar 4 volumenes de Solucion de gelatina a
1 volumen de Solucion reguladora concentrada de
barbital y mezclar. Ajustar a pH 7,3, si fuera nece-
sario, con acido clorhidrico 1 M o hidroxido de
sodio 1 M y mantener a 4 °C. [NOTA: preparar en
el dia de su uso.]

Sangre de carnero estabilizada - Recolectar
1 volumen de sangre de carnero sobre 1 volumen de
Solucion citratada y mezclar. Conservar la sangre
estabilizada a 4 °C durante un minimo de 7 dias y
un maximo de 28 dias. [NOTA: la sangre de carne-
ro o los eritrocitos de carnero estabilizados se pue-
den obtener comercialmente. ]

Hemolisina - Antisuero frente a los eritrocitos
de carnero, preparado en conejo [NOTA: dichos
antisueros se pueden obtener comercialmente. ]

Complemento de cobayo - Mezclar los sueros
obtenidos a partir de la sangre de al menos diez
cobayos. Separar el suero de la sangre coagulada
por centrifugacion a 4 °C aproximadamente. Con-
servar el suero en pequefias cantidades a una tempe-
ratura inferior a —70 °C.

Método

Preparacion de la suspension patron de eritro-
citos de carnero al 5 %

Separar los eritrocitos de carnero por centrifu-
gacion de un volumen adecuado de sangre de carne-
ro estabilizada. Lavar las células tres veces como
minimo con Solucion reguladora gelatina-barbital
y preparar una suspension al 5 % v/v en Solucion
reguladora gelatina-barbital. Determinar la con-
centracion celular segin se indica a continuacion.
Agregar 0,2 ml de la suspensién a 2,8 ml de agua y
centrifugar el lisado durante 5 minutos a 1.000 g.
La concentracién celular es adecuada si la absor-
bancia del liquido sobrenadante, determinada a
541 nm, es de 0,62 +0,01. Corregir la concentra-
cion celular por adicion de un volumen de Solucion
reguladora gelatina-barbital hasta un V, calculado
por la formula siguiente:

AV,/0,62

en la cual V, es el volumen inicial de la suspension
original y 4 es la absorbancia de la suspension
original a 541 nm. La suspension ajustada contiene
aproximadamente 10° células por ml.

Titulacion de la hemolisina
Preparar las diluciones de hemolisina segin el
siguiente esquema:

Preparada usando




na requerida
Volumen (ml)

Solucion reguladora barbital - gelatina

Hemolisina
Volumen (ml)

75 0,65
10 0,90
75 1,80
100 1,80
150 1,00
200 1,00
300 1,00
400 1,00
600 1,00
800 1,00
1.200 1,00
1.600 1,00
2.400 1,00
3.200% 1,00
4.800* 1,00

no diluido 0,1
no diluido 0,1
7,5 0,2

10 0,2

75 1,0
100 1,0
150 1,0
200 1,0
300 1,0
400 1,0
600 1,0
800 1,0
1.200 1,0
1.600 1,0
2.400 1,0

* Descartar 1,0 ml de la mezcla.

Agregar 1,0 ml de Suspension patron de eritro-
citos de carnero al 5 % a cada tubo de la serie de
Diluciones de hemolisina, comenzando con la dilu-
cion 1:75 y mezclar. Incubar a 37 °C durante
30 minutos.

Transferir 0,2 ml de cada mezcla de Dilucion de
hemolisina a tubos nuevos y agregar 1,10 ml de
Solucion reguladora gelatina-barbital y 0,2 ml de
una dilucién de Complemento de cobayo (por ejem-
plo 1:150). Realizar estas operaciones por duplica-
do.

Como control de células sin hemolisis preparar
tres tubos con 1,4 ml de Solucion reguladora gela-
tina-barbital y 0,1 ml de Suspension de eritrocitos
de carnero al 5 %.

Como control de células hemolisadas preparar
tres tubos con 1,4 ml de agua y 0,1 ml de Suspen-
sion de eritrocitos de carnero al 5 %.

Incubar todos estos tubos a 37 °C durante
60 minutos y centrifugar a 1.000g durante
5 minutos. Medir la absorbancia de cada liquido
sobrenadante a 541 nm y calcular el grado de hemd-
lisis de cada tubo por la formula siguiente:

(Aa—A;) / (Ap— A7)

en la cual 4, es la absorbancia de los tubos que
contienen las Diluciones de hemolisina, A, es la
absorbancia media de los tres tubos con hemolisis
total y A; es la absorbancia media de los tres tubos
sin hemolisis.

Graficar el grado de hemdlisis obtenido, en por-
centaje, en funcién de la inversa de la Dilucion de

hemolisina.  Determinar la dilucion oOptima de
hemolisina a partir del grafico. Elegir una dilucion
en la que un aumento de la cantidad de hemolisina
ya no produzca una variacion sensible del grado de
hemdlisis. Esta dilucion se considera que contiene
1 unidad minima de hemolisis (1 UMH) en 1,0 ml.
La dilucion 6ptima hemolitica de hemolisina para la
preparacion de eritrocitos de carnero sensibilizados
contiene 2 UMH por ml.

La titulaciéon de hemolisina no es valida si la
hemolisis maxima no esta comprendida entre el 50
y el 70 %. Si el maximo grado de hemolisis no esta
en este intervalo, repetir la titulacion utilizando una
disolucion de complemento mas o menos diluida
segun corresponda.

Preparacion de eritrocitos de carnero sensibili-
zados (sistema hemolitico)

Preparar una cantidad adecuada de hemolisina
diluida conteniendo 2 UHM por ml y un volumen
igual de Suspension patron de eritrocitos de carne-
ro al 5 %. Afiadir la diluciéon de hemolisina a la
suspension patrén de células y mezclar. Incubar a
37 °C durante 15 minutos; conservar entre 2 y 8 °C
y emplear dentro de las 6 horas de preparada.

Titulacion del complemento

Preparar una dilucion apropiada de complemen-
to (por ejemplo 1:250) con Solucion reguladora
gelatina-barbital y realizar la titulacion por dupli-
cado segun se indica en la siguiente tabla:

Tubo Volumen de complemento diluido (ml)  Volumen de Solucion reguladora de
N° (por ej. 1:250) gelatina-barbital (ml)
1 0,1 1,2



2 0,2
3 0,3
4 0,4
5 0,5
6 0,6
7 0,7
8 0,8
9 0,9
10 1,0
11 1,1
12 1,2

Tres tubos Control de
células con 0 % de
hemolisis
Tres tubos al 100 % de
hemodlisis

1,1
1,0
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

1,3

1,3 ml de agua

Agregar 0,2 ml de Eritrocitos de carnero sensi-
bilizados a cada tubo, mezclar e incubar a 37 °C
durante 60 minutos. Enfriar los tubos en un bafio de
hielo y centrifugar a 1.000 g durante 5 minutos.
Medir la absorbancia del sobrenadante a 541 nm y
calcular el grado de hemolisis (Y) por la féormula
siguiente:

(A4 (Apy—A))

en la cual 4, es la absorbancia de los Tubos 1 a 12,
A, es la absorbancia media de los tres tubos con
hemodlisis al 100 % y A; es la absorbancia media de
los tres tubos sin hemolisis.

Representar una curva sobre papel doble lo-
garitmico con los valores de Y/(1-Y) en funcién al
volumen de complemento diluido en mililitros.
Hallar la ecuacion de la recta que mejor ajuste al
conjunto de puntos y determinar el valor en ordena-
das que corresponda al 50 % de dosis hemolitica del
complemento donde Y/(1-Y) = 1,0. Calcular la acti-

vidad en unidades hemoliticas (CHsy/ml) de acuer-
do con la formula siguiente:

C/5C,

en la cual Cy es el valor inverso de la dilucion del
complemento, C, es el volumen en mililitros del
complemento diluido que produce un 50 % de
hemolisis y 5 el factor de escala para tener en cuen-
ta el nimero de eritrocitos.

El ensayo no sera valido a menos que el grafico
sea lineal entre el 15 % y el 85 % de hemdlisis y
que el valor de la pendiente esté comprendido entre
0,15y 0,40 (preferentemente entre 0,18 y 0,30).

Ensayo de la actividad anticomplemento

Preparar una dilucion del Complemento de co-
bayo ya titulado con Solucion reguladora gelatina-
barbital para obtener 100 CHsy/ml. Agregar la
inmunoglobulina a examinar, ajustada a pH 7 si
fuera necesario. Preparar las mezclas siguientes de
incubacidn para una inmunoglobulina que contenga
50 mg por ml:

Inmunoglobulina a ser
examinada (ml)

Control de complemento
(por duplicado) (ml)

Inmunoglobulina (50 mg por ml)
Solucion reguladora gelatina barbital
Complemento

0,2 —
0,6 0,8
0,2 0,2

Realizar en paralelo los ensayos sobre la in-
munoglobulina a examinar y sobre controles nega-
tivos y positivos de AAC, preparados con inmu-
noglobulina humana segun las indicaciones del
prospecto que acompafia a la preparacion de refe-
rencia. Si la sustancia a examinar contiene mas o
menos de 50 mg por ml de inmunoglobulina,
ajustar adecuadamente los volumenes de la prepa-
racion y de la Solucion reguladora gelatina-
barbital, por ejemplo, utilizar 0,33 ml de una

preparacion que contenga 30 mg por ml de inmu-
noglobulina y 0,47 ml de Solucion reguladora
gelatina-barbital para conseguir un volumen total
de 0,8 ml. Tapar los tubos e incubar a 37 °C du-
rante 60 minutos. Agregar 0,2 ml de cada mezcla
de incubacion a 9,8 ml de Solucion reguladora
gelatina-barbital para diluir el complemento.
Para determinar la actividad del complemento
residual, realizar la Titulacion del complemento en
cada tubo segiin se ha descrito anteriormente.



Calcular la actividad anticomplementaria (AAC)
de la sustancia a examinar empleando como refe-
rencia el complemento control considerado como
100 %, a partir de la férmula siguiente:

100(a-b)/a

en la cual a es la media de la actividad del com-
plemento (CHso/ml) del complemento control y b
es la actividad del complemento (CHsy/ml) de la
sustancia a examinar.

El ensayo no es valido a menos que; las activi-
dades anticomplementarias encontradas para los
controles AAC negativos y los controles AAC
positivos se situen en los limites indicados en el
prospecto que acompaiia la preparacion de refe-
rencia; la actividad del complemento control (a)
esté comprendida entre 80 y 120 CHs, por milili-
tro.

ACTIVADOR DE PRECALICREINA

El activador de precalicreina (PCA) transfor-
ma la precalicreina en calicreina y ésta puede
valorarse por su capacidad de escindir un cromo-
foro a partir de un sustrato peptidico sintético. El
grado de clivaje se puede medir por espectrofoto-
metria y la concentracién de PCA se calcula por
comparacion con una preparacion patron calibrada
en Unidades Internacionales. La Unidad Interna-
cional corresponde a la actividad de una determi-
nada cantidad del Patron Internacional, que estd
constituido por activador de la precalicreina liofi-
lizado. La equivalencia en Unidades Internacio-
nales de la muestra patrén internacional la esta-
blece la Organizacion Mundial de la Salud.

Reactivos

Solucion reguladora A - Disolver 6,055 g de
tris(hidroximetil)Jaminometano, 1,17 g de cloruro
de sodio, 50 mg de bromuro de hexadimetrina y
100 mg de azida de sodio en agua. Ajustar a
pH 8,0 con acido clorhidrico 2 M y diluir hasta
1 litro con agua.

Solucion reguladora B - Disolver 6,055 g de
tris(hidroximetil)aminometano y 8,77 g de cloruro
de sodio en agua. Ajustar a pH 8,0 con acido
clorhidrico 2 M y diluir hasta 1 litro con agua.

Preparacion del sustrato de la precalicreina -
[NOTA: para evitar que se active la coagulacion,
la sangre o el plasma utilizados para la prepara-
cion de la precalicreina deben ponerse en contacto
s6lo con material plastico o de vidrio tratado con
silicona.] Aifiadir 9 volumenes de sangre humana
sobre un volumen de una solucion de anticoagu-
lante (ACD, CPD o una soluciéon de citrato de
sodio 38 gpor litro) a la que se le ha agregado
1 mg por mililitro de bromuro de hexadimetrina.

Centrifugar la mezcla a 3.600g durante
5 minutos. Separar el plasma y centrifugar de
nuevo a 6.000 g durante 20 minutos para que
sedimenten las plaquetas. Separar el plasma po-
bre en plaquetas y dializar frente a 10 voliimenes
de Solucion reguladora A durante 20 horas. Des-
pués de la dialisis, aplicar el plasma sobre una
columna de cromatografia que contiene agarosa-
DEAE para cromatografia de intercambio idnico,
que haya sido equilibrada con Solucion regulado-
ra A y cuyo volumen sea igual a dos veces el
volumen del plasma. Eluir con Solucion regula-
dora A a un flujo de 20 ml/cm*h. Recolectar el
eluido en fracciones y medir la absorbancia a
280 nm. Reunir las fracciones que contengan el
primer pico de proteinas para obtener aproxima-
damente un volumen de 1,2 veces el volumen del
plasma pobre en plaquetas.

Para verificar que el sustrato esta exento de ac-
tividad de calicreina, mezclar 1 volumen del mis-
mo con 20 volimenes de solucién del sustrato
cromogénico que sera utilizado durante el ensayo
precalentada e incubar a 37 °C durante 2 minutos.
El sustrato es adecuado si la absorbancia no au-
menta mas de 0,001 por minuto. Agregar a la
solucién de sustrato 7 g por litro de cloruro de
sodio y filtrar utilizando un filtro de membrana de
0,45 pm. Congelar el filtrado en alicuotas y con-
servar a —25 °C; el sustrato también puede liofili-
zarse para su conservacion. [NOTA: efectuar
todas las operaciones, desde el inicio de la croma-
tografia hasta la congelacion en partes alicuotas,
durante una misma jornada de trabajo.]

Valoracion

Es preferible realizar la valoracion utilizando
un analizador enzimatico automatizado a 37 °C,
con volimenes, concentraciones de sustrato y
tiempos de incubacion ajustados para que la velo-
cidad de reaccion sea lineal al menos hasta
35 Ul/ml. Los patrones, las muestras y el sustrato
de la precalicreina pueden diluirse, si fuese nece-
sario, con Solucion reguladora B.

Incubar los patrones o las muestras diluidos
durante 10 minutos con sustrato de precalicreina,
de forma que el volumen del patrén o de la mues-
tra sin diluir no sobrepase 1/10 del volumen total
de la mezcla de incubacion, para evitar errores
producidos por la variacion de la fuerza idnica y
el pH. Incubar la mezcla o una parte de ella con
un volumen igual de una solucion de un sustrato
cromogénico sintético que sea especifico para la
calicreina (por ejemplo, acetato de N-benzoil-L-
prolil-L-fenilalanil-L-arginina  4-nitroanilida o
dihidrocloruro de D-prolil-L-fenilalanil-L-arginina
4-nitroanilida), disuelto en Solucion reguladora B.



Medir la variacién de la absorbancia por minuto
AA/min desde el minuto 2 al minuto 10, a la lon-
gitud de onda especifica para el sustrato utilizado.
Preparar un blanco para cada mezcla de muestra o
de patron utilizando la Solucion reguladora B en
lugar del sustrato de precalicreina.  Corregir
AA/min sustrayendo el valor obtenido para el
blanco correspondiente. Realizar una curva de
calibracion utilizando los valores obtenidos con
los patrones y sus respectivas concentraciones;
utilizar la curva para determinar la actividad de
PCA de la sustancia a examinar.



415. ENSAYO PARA AGENTES EXTRANOS
EN VACUNAS VIRALES

En aquellos ensayos que se requiere una
neutralizacion previa del virus, utilizar anticuerpos
especificos de origen no humano y no simio. Si el
virus ha sido propagado en tejidos de aves los
anticuerpos deben ser también de origen no aviar.
Para preparar el antisuero utilizando un antigeno
inmunizante producido en cultivo celular de una
especie diferente de la utilizada para la produccién
de la vacuna y libre de agentes extrafios. Cuando se
indica el uso de huevos LPE, los huevos deben ser
obtenidos de un criadero libre de patégenos
especificos.

LOTE SEMILLA DEL VIRUS

Tomar muestras de los lotes semilla del virus en
el momento de la cosecha, si no son utilizadas
inmediatamente conservar a una temperatura menor
de — 40°C.

Ratones adultos

Inocular por lo menos diez ratones adultos entre
15 y 20 g de peso, intracerebralmente con 0,03 ml e
intraperitonealmente con 0,5 ml del lote semilla del
virus. Observar los ratones por lo menos durante
21 dias. Realizar una autopsia a todos los ratones
que murieron después de las primeras 24 horas del
ensayo o que muestren signos de enfermedad y
examinar para evidencia de infeccidon viral, tanto
por observacidn macroscopica directa como por
subinoculacién de una suspension de tejido
apropiada por rutas intracerebral e intraperitoneal
en por lo menos cinco ratones adicionales que son
observados durante 21 dias. El lote semilla del
virus cumple con el ensayo si ningun ratéon muestra
evidencia de infeccion atribuible al lote semilla. El
ensayo solo es valido si por lo menos el 80 % de los
ratones inoculados originalmente sobreviven el
periodo de observacion.

Ratones lactantes

Inocular por lo menos veinte ratones lactantes
de menos de 24 horas de edad, intracerebralmente
con 0,01 ml e intraperitonealmente con no menos
de 0,1 ml del lote semilla del virus. Observar los
ratones diariamente por lo menos durante 14 dias.
Realizar una autopsia a todos los ratones que
murieron después de las primeras 24 horas del
ensayo o que muestren signos de enfermedad y
examinar para evidencia de infeccidon viral, tanto
por observacion macroscdpica directa como por
subinoculaciéon de una suspension de tejido
apropiada por rutas intracerebral e intraperitoneal
en por lo menos cinco ratones lactantes adicionales

que son observados diariamente por 14 dias. El lote
semilla del virus cumple con el ensayo si ningin
ratébn muestra evidencia de infeccion atribuible al
lote semilla. El ensayo sélo es valido si por lo
menos el 80% de los ratones inoculados
originalmente  sobreviven el periodo de
observacion.

Cobayos

Inocular intraperitonealmente, a por lo menos
cinco cobayos entre 350 a 450 g de peso, 5,0 ml del
lote semilla del virus. Observar los animales por lo
menos durante 42 dias para ver signos de
enfermedad. Realizar una autopsia a todos los
cobayos que murieron después de las primeras
24 horas del ensayo o que muestren signos de
enfermedad y examinar macroscopicamente y por
cultivo para ver evidencia de infeccién. Matar los
animales que sobrevivan al periodo de observacion
y examinar de manera similar. El lote semilla del
virus cumple con el ensayo si ningin cobayo
muestra evidencia de infeccidén atribuible al lote
semilla. El ensayo sélo es valido si por lo menos el
80 % de los cobayos sobreviven el periodo de
observacion.

LOTE SEMILLA DEL VIRUS
Y COSECHAS DEL VIRUS

Tomar muestras en el momento de la cosecha y
si no son utilizadas inmediatamente conservar a una
temperatura menor de — 40 °C.

Esterilidad fingica y bacteriana
Una muestra de 10 ml debe cumplir con los
requisitos de 370. Ensayo de esterilidad.

Ensayo de micoplasmas <336>
Una muestra de 10 ml debe cumplir con los
requisitos.

Ensayo de micobacterias <335>

Emplear 5 ml de la muestra en ensayo para
verificar la ausencia de Mycobacterium ssp. por
métodos de cultivos que sean sensibles a la
deteccion de estos organismos.

Cultivo celular para otros agentes extrafios

Inocular muestras neutralizadas equivalentes a
500 dosis humanas de vacuna o 50 ml, en cultivos
continuos de rifion de simio y células humanas. Si
el virus crece en células diploides humanas, la
cosecha viral neutralizada se debe inocular en un
cultivo separado de células diploides. Si el virus de
la vacuna es desarrollado en otro sistema celular
diferente a simio o humano, debe también



inocularse células de esa especie. Las células son
incubadas a 36 = 1 °C y observadas durante 14 dias.
El lote de semilla viral o la cosecha cumplen con
los requisitos si ninguno de los cultivos celulares
muestra evidencia de algin agente extrafio no
atribuible a una contaminacion accidental. El
ensayo solo es valido si por lo menos el 80 % de los
cultivos celulares permanecen viables.

Virus aviares

[NOTA: realizar este ensayo solo en virus
propagados en tejidos aviares].

Neutralizar una mezcla equivalente a 100 dosis
humanas o 10 ml. Inocular 0,5 ml de la muestra en
ensayo a sendos huevos de un primer grupo de
huevos LPE fertilizados de 9 y 11 dias de edad por
via alantoica y un segundo grupo de 5 a 7 dias de
edad dentro del saco de la yema. Incubar durante
7 dias. El lote de semilla viral o la cosecha
cumplen el ensayo si los fluidos alantoicos y el saco
de la yema no muestran signos de presencia de
cualquier agente hemaglutinante y si todos los
embriones y las membranas coreoalantoicas
examinadas son normales. El ensayo sélo es valido
si por lo menos el 80 % de los huevos inoculados
sobreviven durante 7 dias.

CULTIVO CELULAR DE PRODUCCION

Examinar microscopicamente las células control
para verificar la ausencia de cualquier virus
causante de efecto citopatico a lo largo del tiempo
de incubacion de los cultivos celulares de
produccion inoculados o como minimo 14 dias
después del momento de inoculacién de los frascos
de produccion. El ensayo sélo es valido si por lo
menos el 80 % de los cultivos celulares control
sobreviven hasta el final del periodo de
observacion. A los 14 dias o en el momento de la
ultima cosecha del virus, si el tiempo es mayor,
proceder segun se indica en Virus hemadsorbentes.

Virus hemadsorbentes

Examinar no menos de 25 % de los cultivos
control para detectar la presencia de virus
hemadsorbentes por adicion de gldbulos rojos de
cobayo. Las células rojas sanguineas de cobayo se
deben almacenar a 5+ 3 °C durante no mas de
7 dias. Examinar la mitad de los cultivos después
de la incubacidon a 5 £+ 3 °C durante 30 minutos y la
otra mitad después de la incubacion entre 20y
25 °C durante 30 minutos. La muestra cumple con
los requisitos si no se encuentra evidencia de la
presencia de agentes hemadsorbentes.

Cultivo celular para otros agentes extrafios

Mezclar los sobrenadantes fluidos de las células
control y examinar para detectar la presencia de
agentes extrafios por inoculacion de cultivos de

células de ridn de simio o humanas. Si el virus de
la vacuna desarrolla en un sistema celular deferente
al humano o simio, inocular células de esas especies
pero de lotes diferentes. En cada sistema celular se
deben ensayar al menos 5 ml. Incubar los cultivos
inoculados a una temperatura de 36+1°C vy
observar por un periodo de 14 dias. La muestra
cumple el ensayo si no se encuentra evidencia de la
presencia de agentes extrafios.

Si la produccién de cultivos celulares se
mantiene a una temperatura diferente de 36 + 1 °C
realizar un ensayo suplementario para agentes
extrafios a la temperatura de produccion utilizando
el mismo tipo de células que la usada para el
desarrollo del virus.

Virus de la leucosis aviar

[NOTA: realizar este ensayo solo en virus
propagados en tejidos aviares].

Realizar un ensayo para leucosis aviar
utilizando 5 ml del fluido sobrenadante de las
células control.

HUEVOS CONTROL

Agentes hemaglutinantes

Examinar 0,25 ml del fluido alantoideos de cada
huevo para agentes hemaglutinantes por mezcla
directa con globulos rojos de pollo y después de un
pasaje en huevos LPE, realizado por inoculacion de
una muestra de 5ml de la mezcla de fluidos
alantoideos de los huevos en volimenes de 0,5ml
dentro de la cavidad alantoidea y dentro de la
cavidad amniotica de los huevos SPF. Los huevos
control cumplen con el ensayo si no se encuentra
evidencia ~de la  presencia de agentes
hemaglutinantes en ninguno de los ensayos.

Virus de la leucosis aviar

Utilizar una muestra de 10 ml de la mezcla de
fluidos amnidticos de los huevos control. Realizar
una amplificacion mediante cinco pasajes en
cultivos celulares de embriones de pollo libres de
leucosis. Realizar el ensayo para leucosis aviar
utilizando células del quinto pasaje. Los huevos
control cumplen con el ensayo si no se encuentra
evidencia de la presencia de virus de la leucosis
aviar.

Otros agentes extrafios

Inocular 5 ml de muestra de las mezclas de
fluidos amnidticos de los huevos control en cultivos
celulares humanos y de simios. Observar los
cultivos celulares durante 14 dias. Los huevos
control cumplen con el ensayo si no se encuentra
evidencia de agentes extrafios. El ensayo solo es
valido si por lo menos el 80 % de los cultivos
inoculados sobreviven durante 7 dias.



Actualizacién parcial

420. ENVASES PRIMARIOS DE PLASTICO

En este capitulo se describen los ensayos que
deben cumplir los envases plasticos de uso farmac-
éutico, incluyendo los envases destinados a sangre y
hemoderivados, asi como también las materias
primas con las cuales se fabrican.

Los polimeros generalmente empleados para la
fabricacion de envases son el polietileno (de baja y
alta densidad), el polipropileno, el poli(cloruro de
vinilo), el terftalato de polietileno y copolimeros de
etileno y acetato de vinilo.

La naturaleza y la cantidad de los aditivos esta
determinada por el tipo de polimero, el proceso
empleado para la construccion del envase y el uso
para el cual el mismo esta destinado. Los aditivos
pueden ser antioxidantes, estabilizantes, plastifican-
tes, lubricantes, colorantes, modificadores de im-
pacto, etc. Los agentes antiestaticos y desmoldan-
tes pueden emplearse unicamente en aquellos enva-
ses que seran destinados a preparaciones de uso oral
o externo. Para cada tipo de material descripto en
este capitulo se indican los aditivos aceptados.

El envase plastico elegido para cualquier prepa-
racién debe ser tal que, los componentes del pro-
ducto, que estan en contacto con el material plastico
no sean significativamente adsorbidos sobre su
superficie y no se produzcan migraciones desde las
paredes del envase. De la misma manera, el mate-
rial del envase no debe ceder cantidades apreciables
de ninguna sustancia que pueda afectar la estabili-
dad de la preparacion o presentar un riesgo de toxi-
cidad. A fin de confirmar la compatibilidad del
envase con el contenido y para asegurar que no se

produzcan cambios perjudiciales en cuanto a la
calidad de la preparacion, se describen diversos
ensayos tales como la comprobacién de la ausencia
de cambios en las caracteristicas fisicas; la evalua-
cion de cualquier pérdida o ganancia de materia
debido a la permeabilidad del envase; la deteccion
de cambios de pH; la evaluacion de cambios oca-
sionados por la luz; ensayos quimicos y, si asi se
requiere, ensayos bioldgicos.

MATERIALES EMPLEADOS PARA
FABRICACION DE ENVASES PLASTICOS

Los materiales que se describen a continuacidén
se emplean para la fabricacidon de envases para uso
farmacéutico.

Poli(cloruro de vinilo) plastificado para enva-
ses destinados a sangre humana y hemoderiva-
dos y para envases destinados a soluciones acuo-
sas para perfusion intravenosa

Los materiales a base de poli(cloruro de vinilo)
plastificado contienen diversos aditivos, ademas del
polimero de alto peso molecular obtenido por poli-
merizacion de cloruro de vinilo.

Los materiales a base de poli(cloruro de vinilo)
plastificado para envases destinados a contener
sangre humana y hemoderivados y envases para
soluciones acuosas para perfusion intravenosa se
definen por la naturaleza y las proporciones de las
sustancias empleadas en su fabricacion.

Contienen no menos de 55 % de poli(cloruro de
vinilo) y pueden contener los siguientes aditivos:

LIMITES DE ADITIVOS
ADITIVOS LIMITES (%)
ftalato de bis(2-etilhexilo) 40
octanoato de cinc (2-etilhexanoato de cinc) 1
estearato de calcio o estearato de cinc o una mezcla de ambos 1
N,N’-diaciletilendiaminas (acil significa en particular palmitil y estearil) 1
no mas de uno de los siguientes aceites epoxidados o una mezcla de ambos: 10

e accite de soja epoxidado en el cual el contenido de oxigeno oxiranico es 6

a 8 % y el indice de iodo no es mayor a 6.

o Aceite de semilla de lino epoxidado en el cual el contenido de oxigeno
oxirdnico no es mayor de 10 % y el indice de yodo no es mayor de 7

Ningun aditivo antioxidante debe agregarse al
polimero. Cuando se agregan colorantes, solo se
puede agregar azul ultramarino. No se debe agregar

ningun colorante al poli(cloruro de vinilo) destinado
a la fabricacion de envases para sangre y hemoderi-
vados.



CARACTERISTICAS
Polvo, perlas, granulos o laminas translicidas de

espesor variable, incoloras o de color amarillo pali-
do.

IDENTIFICACION - [NOTA: si es necesario,
cortar el material a ensayar en trozos de tamafio
apropiado. ]

A 2,0 g del material a ensayar agregar 200 ml de
éter libre de perdxidos y calentar a reflujo durante
8 horas. Separar el residuo (B) y la solucidn (Solu-
cion A) por filtracion.

Evaporar la Solucion A a sequedad bajo presion
reducida en un bafio de agua a 30 °C. Disolver el
residuo en 10 ml de tolueno (Solucion A;). Disolver
el residuo B en 60 ml de dicloruro de etileno, calen-
tando en un baflo de agua a reflujo y filtrar. Agre-
gar la solucion gota a gota y con agitacion enérgica
a 600 ml de heptano calentando a una temperatura
menor a la temperatura de ebullicion. Filtrar la
mezcla en caliente a través de un filtro caliente para
separar el material insolubilizado (B;) de la solu-
cion organica. Dejar enfriar, separar el precipitado
(B,) formado vy filtrar a través de un filtro de vidrio
sinterizado de porosidad media, previamente pesa-
do.

A - Absorcion infrarroja <460>. Disolver el
material insolubilizado B; en 30 ml de tetrahidrofu-
rano y agregar, en pequefias porciones con agita-
cién, 40 ml de etanol. Separar el precipitado (B;)
por filtracién y secar al vacio a una temperatura no
mayor de 50 °C sobre pentoxido de fosforo o cloru-
ro de calcio anhidro. Disolver unos pocos mg del
precipitado B; en 1 ml de tetrahidrofurano. Colocar
algunas gotas de la solucion obtenida sobre una
placa de cloruro de sodio y evaporar a sequedad
entre 100 y 105 °C. Registrar el espectro de absor-
cién infrarroja y comparar con el espectro obtenido
con poli(cloruro de vinilo) SR-FA.

B - Aplicar la siguiente técnica cromatografica.

Fase estacionaria - Emplear una placa para
cromatografia en capa delgada (ver 100. Cromato-
grafia) recubierta con gel de silice para cromato-
grafia de 0,25 mm de espesor.

Fase movil - Tolueno.

Solucion estandar - Disolver 0,8 g de ftalato de
bis(2-etilhexilo) SR-FA en tolueno y diluir a 10 ml
con el mismo solvente.

Solucion muestra - Solucion A;.

Procedimiento - Aplicar por separado sobre la
placa 5 pl de cada solucion. Dejar secar las aplica-
ciones y desarrollar los cromatogramas hasta que el
frente del solvente haya recorrido aproximadamente
tres cuartos de la longitud de la placa. Retirar la
placa de la camara, marcar el frente del solvente y
dejarla secar. Examinar bajo luz ultravioleta a

254 nm. El valor de R¢ e intensidad de la mancha
obtenida a partir de la Solucion muestra debe ser
similar a la obtenida a partir de la Solucion estdn-
dar.

C — Absorcién infrarroja <460> - Examinar el
residuo obtenido en el ensayo para Ftalato de bis(2-
etilhexilo) comparando con el espectro obtenido con
Ftalato de bis(2-etilhexil) SR-FA.

ENSAYOS -

Solucion indicadora - Disolver en alcohol
100 mg de azul de bromotimol, 20 mg de rojo de
metilo y 200 mg de fenolftaleina. Diluir a 100 ml
con el mismo solvente y filtrar.

Solucion S; - Transferir 5,0 g del material a en-
sayar a una capsula. Agregar 30 ml de acido sulfu-
rico y calentar hasta obtener una masa viscosa ne-
gra. Enfriar y agregar con precaucion 10 ml de
solucion de perdxido de hidrogeno al 30 % y calen-
tar suavemente. Dejar enfriar y agregar 1 ml de
solucion de peroxido de hidrégeno al 30 %, repetir
el agregado y evaporacion de la solucion de peroxi-
do de hidrégeno al 30 % hasta obtener un liquido
incoloro. Reducir el volumen hasta 10 ml. Enfriar
y diluir a 50,0 ml con agua.

Solucion S, - Transferir 25 g del material a en-
sayar a un erlenmeyer de vidrio al borosilicato.
Agregar 500 ml de Agua para Inyectables y cubrir
la boca del erlenmeyer con un vaso de precipitados
de vidrio al borosilicato. Calentar en autoclave a
121 £2 °C durante 20 minutos. Dejar enfriar y
decantar la solucion. Diluir la solucion a 500 ml.

Aspecto de la solucién S, - Debe ser transpa-
rente e incolora.

Acidez o alcalinidad - A 100 ml de Solu-
cion S,, agregar 0,15 ml de Solucion indicadora.
No se deben requerir mas de 1,5 ml de hidroxido de
sodio 0,01 N para cambiar el color del indicador a
azul. A 100 ml de Solucion S,, agregar 0,2 ml de
naranja de metilo (SR). No se debe requerir mas de
1,0 ml de acido clorhidrico 0,01 N para iniciar el
cambio de color del indicador de amarillo a anaran-
jado.

Absorbancia - Evaporar 100 ml de Solucion S,
a sequedad. Disolver el residuo en 5 ml de hexano.
Entre 250 y 310 nm la absorbancia no debe ser
mayor de 0,25.

Sustancias reductoras - Efectuar el ensayo de-
ntro de las 4 horas de preparada la Solucion S,. A
20,0 ml de Solucion S, agregar 1 ml de acido sulfa-
rico diluido y 20,0 ml de permanganato de potasio
0,002 M. Calentar a reflujo durante 3 minutos y
enfriar inmediatamente. Agregar 1 g de ioduro de
potasio y titular inmediatamente con tiosulfato de
sodio 0,01 N, empleando 0,25 ml de almidén (SR)



como indicador. Realizar una determinacién con un
blanco empleando 20 ml de Agua para Inyectables
y hacer las correcciones necesarias. La diferencia
entre los volumenes consumidos no debe ser mayor
de 2,0 ml.

Aminas aromaticas primarias —

Solucion muestra - A 2,5 ml de Solucion A; ob-
tenida en la Identificacion, agregar 6 ml de agua y
4 ml de acido clorhidrico 0,1 M. Agitar vigorosa-
mente y descartar la fase organica. A la fase acuosa
agregar 0,4 ml de una solucién de nitrito de sodio al
1 % recientemente preparada. Mezclar y dejar en
reposo durante 1 minuto. Agregar 0,8 ml de una
solucion de sulfamato de amonio al 2,5 %, dejar en
reposo durante 1 minuto y agregar 2 ml de una
solucién de diclorhidrato de
N-(1-Naftil)etilendiamina al 0,5 %. [NOTA: reali-
zar el ensayo a bajas temperaturas. ]

Solucion estandar - Proceder seglin se indica
para la Solucion muestra, reemplazando la fase
acuosa por una mezcla de 1 ml de una solucién de
naftilamina 0,001 % en acido clorhidrico 0,1 M,
5ml de agua y 4 ml de écido clorhidrico 0,1 M
(20 ppm).

Después de 30 minutos, el color de la Solucion
muestra no debe ser mas intenso que el de la Solu-
cion estandar preparada al mismo tiempo.

N,N’-diaciletilendiaminas - Lavar con etanol
el precipitado B, obtenido en la Identificacion y
contenido en el filtro de vidrio sinterizado previa-
mente pesado. Secar hasta peso constante sobre
pentdxido de fosforo y pesar el filtro. El precipita-
do no debe pesar mas de 20 mg.

Aceites epoxidados —

Fase estacionaria - Emplear una placa para
cromatografia en capa delgada (ver 100. Cromato-
grafia) recubierta con gel de silice para cromato-
grafia de 1 mm de espesor.

Fase movil - Tolueno.

Procedimiento - Aplicar sobre la placa, en for-
ma de banda de 30 mm por 3 mm, 0,5 ml de Solu-
cion A; obtenida en la Identificacion. Dejar secar la
aplicacion y desarrollar el cromatograma hasta que
el frente del solvente haya recorrido aproximada-
mente tres cuartos de la longitud de la placa. Reti-
rar la placa de la camara, marcar el frente del sol-
vente. Secar la placa cuidadosamente. Exponer la
placa a vapores de iodo durante 5 minutos. Exami-

nar el cromatograma y localizar la banda con un R,

de 0y, si estuviera presente, la banda secundaria
con un R, de aproximadamente 0,7, ambas corres-
pondientes a aceites epoxidados. Remover el area
del gel de silice que corresponde a la banda o ban-
das. En forma similar remover un area de gel de
silice para preparar un blanco. Separadamente

agitar ambas muestras durante 15 minutos con
40 ml de metanol. Filtrar y evaporar a sequedad.
Pesar los dos residuos. La diferencia entre los pe-
sos no debe ser mayor de 10 mg.

Ftalato de bis(2-etilhexilo) - Examinar el cro-
matograma obtenido en el ensayo para Aceites
epoxidados bajo luz ultravioleta a 254 nm y locali-
zar la zona que corresponde a ftalato de
bis(2-etilhexilo). Remover el area del gel de silice
que corresponde a esta zona y agitarla con 40 ml de
éter. Filtrar sin pérdidas y evaporar a sequedad. El
residuo obtenido no debe pesar mas de 40 mg.

Cloruro de vinilo -

Sistema cromatogrdfico (ver 100. Cromatograf-
ia) - Emplear un cromatégrafo de gases equipado
con un detector de ionizacion a la llama, y una
columna de 3 m x 3 mm rellena con tierra de dia-
tomea silanizada para cromatografia impregnada
con 5 % p/p de dimetil estearilamida y 5 % p/p de
polietilenglicol 400. Mantener la columna, el in-
yector y el detector a aproximadamente 45, 100 y
150 °C, respectivamente. Se emplea nitrogeno
como gas transportador con un caudal de aproxima-
damente 30 ml por minuto.

Solucion del estandar interno - Empleando una
microjeringa, transferir 10 pl de éter en 20,0 ml de
N,N-Dimetilacetamida, sumergiendo la punta de la
aguja en el solvente. Inmediatamente antes de usar,
diluir la solucion 1 en  1.000 con
N,N-Dimetilacetamida.

Solucion madre del estandar de cloruro de vini-
lo - Preparar bajo una campana extractora. Trans-
ferir 50,0 ml de N N-Dimetilacetamida a un reci-
piente de 50 ml, tapar el recipiente y pesar a la
décima de mg. Llenar una jeringa de 50 ml de
polietileno o polipropileno con cloruro de vinilo
gaseoso, dejar que el gas este en contacto con la
jeringa aproximadamente 3 minutos, vaciar la jerin-
ga y llenar nuevamente con 50 ml de cloruro de
vinilo gaseoso. Adaptar una aguja hipodérmica a la
jeringa y reducir el volumen de gas en la jeringa
hasta 25 ml. Inyectar estos 25 ml de cloruro de
vinilo lentamente en el recipiente y agitarlo suave-
mente evitando el contacto entre el liquido y la
aguja. Pesar el recipiente nuevamente, el aumento
de peso es de aproximadamente 60 mg (1 pl de la
solucién asi obtenida contiene aproximadamente
1,2 pg de cloruro de vinilo).

Solucion estandar de cloruro de vinilo - A
1 volumen de Solucion madre del estindar de clo-
ruro de vinilo agregar 3 volimenes de
N,N-Dimetilacetamida.

Soluciones estandar - Transferir 10,0 ml de So-
lucion del estandar interno a cada uno de seis reci-
pientes de 50 ml. Cerrar los recipientes. Inyectar 1;



2; 3; 5y 10 pl, respectivamente, de Solucion estdan-
dar de cloruro de vinilo en cinco de los recipientes.
Las seis soluciones asi obtenidas contienen respec-
tivamente, 0 pg; aproximadamente 0,3; 0,6; 0,9; 1,5
y 3 ug de cloruro de vinilo. Agitar, evitando el
contacto entre el tapon y el liquido. Colocar los
recipientes en un bafio de agua a 60 = 1 °C durante
2 horas.

Solucion muestra - Transferir 1,0 g del material
a ensayar a un recipiente de 50 ml y agregar 10,0 ml
de Solucion del estandar interno. Cerrar el reci-
piente. Agitar, evitando el contacto entre el tapon y
el liquido. Colocar el recipiente en un bafio de agua
a 60 = 1 °C durante 2 horas.

Procedimiento — Inyectar por separado en el
cromatografo 1 ml del espacio libre superior de
cada recipiente, registrar los cromatogramas y me-
dir las respuestas de los picos principales. Calcular
el contenido de cloruro de vinilo. No debe estar
presente mas de 1 ppm de cloruro de vinilo.

Fésforo total —

Solucion estandar - Mezclar 0,5 ml de una so-
lucion de fosfato monobasico de potasio que con-
tiene 0,219 g por litro, 10 ml de agua y 25 ml de
molibdovanadico (SR) y diluir a 50,0 ml con agua
(100 ppm).

Solucion muestra - Calcinar 0,25 g del material
a ensayar en un crisol de platino con 0,2 g de car-
bonato de sodio anhidro y 50 mg de nitrato de pota-
sio. Después de enfriar tomar el residuo con agua,
y transferir a un matraz aforado de 50 ml. Lavar el
crisol con agua, agregar los lavados al matraz, aci-
dificar con acido sulfurico al 60 % p/p hasta que
cese la efervescencia. Agregar 25 ml de molibdo-
vanadico (SR) y diluir a 50,0 ml con agua.

El ensayo es valido si la coloracion amarilla
producida en la Solucion muestra no es mas intensa
que la de la Solucion estandar.

Bario —

Solucion estandar - Mezclar 1,2 ml de una so-
lucién, preparada disolviendo 0,178 g de cloruro de
bario dihidratado en 100,0 ml, diluida 1 en 20
(50 ppm de Ba); 0,8 ml de agua y 3 ml de solucién
de sulfato de calcio, preparada agitando 5 g de
sulfato de calcio con 100 ml de agua durante 1 hora,
y filtrar.

Solucion muestra - Calcinar 2,0 g del material a
ensayar en un crisol de silice. Mezclar el residuo
con 10 ml de 4cido clorhidrico y evaporar a seque-
dad en un bafio de agua. Tomar este residuo con
dos porciones de 1 ml de agua. Filtrar y agregar
3 ml de solucién de sulfato de calcio preparada
agitando 5 g de sulfato de calcio con 100 ml de
agua durante 1 hora y filtrar.

El ensayo es valido si la opalescencia de la So-
lucion muestra no es mas intensa que la de la Solu-
cion estandar.

Cadmio - (ver 440. Espectrofotometria de ab-
sorcion y emision atomica).

Solucion madre del estandar - Disolver 0,100 g
de cadmio en el menor volumen posible de una
mezcla de acido clorhidrico y agua (50:50). Diluir
a 100,0 ml con 4cido clorhidrico al 1 % v/v para
obtener una solucidn de concentracion conocida de
0,1 % de Cd.

Soluciones estandar - Preparar las soluciones
estandar empleando la Solucion madre del estandar
diluida con écido clorhidrico al 1 % v/v.

Solucion muestra - Evaporar 10 ml de la Solu-
cion S; a sequedad. Tomar el residuo con 5 ml de
acido clorhidrico al 1 % v/v, filtrar y diluir el filtra-
do a 10,0 ml con el mismo 4cido.

Procedimiento -  Medir la absorbancia a
228,8 nm empleando una ldmpara de cadmio de
catodo hueco como fuente de radiaciéon y una llama
de aire-acetileno. No debe estar presente mas de
0,6 ppm de Cd.

Calcio - (ver 440. Espectrofotometria de ab-
sorcion y emision atomica).

Solucion madre del estandar - Inmediatamente
antes de usar, diluir 1 en 10 con agua una solucion
preparada con 1,000 g de carbonato de calcio y
23 ml de 4cido clorhidrico 1 M y diluida a 100,0 ml
con agua (400 ppm de Ca).

Soluciones estandar - Preparar las soluciones
estandar empleando la Solucion madre del estan-
dar, diluida con agua.

Solucion muestra - Calcinar 2,0 g del material a
ensayar en un crisol de silice. Mezclar el residuo
con 10 ml de acido clorhidrico y evaporar a seque-
dad en un bafio de agua. Tomar este residuo con
5 ml de agua, filtrar y diluir a 25,0 ml con el mismo
solvente.

Procedimiento -  Medir la absorbancia a
422, 7nm empleando una ldmpara de calcio de
catodo hueco como fuente de radiacion y una llama
de aire-acetileno. No debe estar presente mas de
0,07 % de Ca.

Metales pesados —

Solucion reguladora de acetato pH 3,5 - Disol-
ver 25,0 g de acetato de amonio en 25,0 ml de agua
y agregar 38,0 ml de acido clorhidrico al 25 %.
Ajustar a pH 3,5 si fuera necesario, con acido
clorhidrico 2 M o con amoniaco diluido y diluir a
100 ml con agua.

Solucion estandar - Proceder segliin se indica
para la Solucion muestra empleando una mezcla de
10 ml de Solucion estandar de plomo diluida 1:5



(ver 590. Limite de metales pesados) y 2 ml de la
Solucion muestra.

Solucion muestra - A 10ml de Solucion S,
agregar 0,5 ml de fenolftaleina (SR) y luego solu-
cién concentrada de hidréxido de sodio al 42 %
hasta obtener un color rosa palido. Diluir a 25 ml
con agua. A 12 ml de la solucidn asi obtenida agre-
gar 2 ml de Solucion reguladora de acetato pH 3,5
y mezclar. A continuacion agregar 1,2 ml de tioa-
cetamida-glicerina basica (SR) y mezclar inmedia-
tamente.

Solucion blanco - Proceder seglin se indica para
la Solucion muestra empleando una mezcla de
10 ml de agua y 2 ml de la Solucion muestra.

Después de 2 minutos, la coloracién parda de la
Solucion muestra no debe ser mas intensa que la de
la Solucion estandar.

Estafio —

Solucion muestra - A 10ml de Solucion S,
agregar 0,3 ml de 4cido tioglicdlico y 30 ml de
agua. Mezclar y agregar 2 ml de una solucidon de
lauril sulfato de sodio al 1 % y 1 ml de una solucion
de ditiol, recientemente preparada, que contiene
5 g/l en etanol y diluir a 50 ml con agua.

Solucion madre del estdndar - Disolver 0,500 g
de estafio en una mezcla de 5 ml de agua y 25 ml de
acido clorhidrico, y diluir a 1 litro. Inmediatamente
antes de usar transferir 1 ml de esta solucion a una
matraz aforado de 100 ml y diluir a volumen con
acido clorhidrico al 2,5 %v/v (5 ppm de Sn).

Solucion estandar - Proceder segiin se indica
para la Solucion muestra, empleando 10 ml de aci-
do sulfurico al 20 % v/v y 6 ml de Solucion madre
del estandar.

Después de 15 minutos, el color de la Solucion
muestra no debe ser mas intenso que el de la Solu-
cion estandar.

Cinc - [NOTA: preparar un blanco empleando
10 ml de agua. El ensayo no es valido a menos que
la fase inferior obtenida con el blanco sea de color
verde.]

Solucion reguladora de acetato de pH 4,4 - Di-
solver 136 g de acetato de sodio y 77 g de acetato
de amonio en agua y diluir a 100 ml con el mismo
solvente. Agregar 250,0 ml de acido acético glacial
y mezclar.

Solucion muestra - Diluir 1 ml de Solucion S; a
100 ml con agua. A 10 ml de la solucién resultante
agregar 5 ml de Solucion reguladora de acetato de
pH 4,4; 1 ml de tiosulfato de sodio 0,1 M y 5,0 ml
de una solucién de ditizona en cloroformo que
contiene 0,01 g/1 y agitar.

Solucion madre del estindar - Disolver una
cantidad de sulfato de cinc, equivalente a 0,440 g de
ZnSOy4 . TH,O, en agua. Agregar 1 ml de acido

acético y diluir a 100 ml con agua. Diluir 1 ml de
esta solucién a 10 ml con agua. Antes de usar diluir
1 ml de esta solucion a 10 ml con agua (10 ppm de
Zn).

Solucion estandar - Proceder seglin se indica
para la Solucion muestra, empleando una mezcla de
2 ml de una Solucion madre del estandar y 8 ml de
agua (0,2 %).

Después de 2 minutos, el color violeta de la fase
inferior de la Solucion muestra no debe ser mas
intenso que el de la fase inferior de la Solucion
estandar.

Residuo de evaporacion - Evaporar a seque-
dad 50 ml de Solucién S, en un bafio de agua y
secar entre 100 y 150 °C. El residuo no debe pesar
mas de 7,5 mg (0,3 %).

VALORACION

Llevar a cabo el método de combustién (ver 60.
Combustion en erlenmeyer con oxigeno), emplean-
do 50,0 mg del material a ensayar. Absorber los
productos de combustién en 20 ml de hidréxido de
sodio 1 N. A la solucién obtenida agregar 2,5 ml de
acido nitrico, 10,0 ml de nitrato de plata 0,1 N, 5 ml
de sulfato férrico amdnico (SR) y 1 ml de ftalato de
dibutilo. Titular con tiocianato de amonio 0,05 N
hasta obtener un color amarillo-rojizo. Realizar una
determinacion con un blanco y hacer las correccio-
nes necesarias. Cada mililitro de nitrato de plata
0,1 N equivale a 6,25 mg de poli(cloruro de vinilo).

Poliolefinas

Las poliolefinas se obtienen por polimerizacion
de etileno o propileno o por copolimerizacion de
estas sustancias con no mas de 25 % de homdlogos
mayores (C4 a Cyg) o de acidos carboxilicos o éste-
res. Ciertos materiales pueden ser mezclas de po-
liolefinas.

Pueden contener hasta tres antioxidantes, uno o
varios lubricantes o antibloqueantes. Cuando el
material debe proveer proteccion de la luz se le
agregan agentes opacantes como el dioxido de tita-
nio.

Este texto es aplicable a todas las poliolefinas
empleadas para propdsitos médico-farmacéuticos
con la excepcion de los otros materiales poliolefini-
cos descriptos en este capitulo.

CARACTERISTICAS

Polvo, perlas, granulos o, después de su trans-
formacién, laminas de espesor variable o envases.
Practicamente insolubles en agua, etanol, hexano y
metanol; solubles en hidrocarburos aromaticos
calientes. Se ablandan a temperaturas entre 65 y
165 °C. Se queman con una llama azul.

IDENTIFICACION



A - Absorcion infrarroja <460>. A 0,25 g del
material a ensayar agregar 10 ml de tolueno y ca-
lentar a reflujo durante 15 minutos. Colocar algu-
nas gotas de la solucion obtenida sobre una placa de
cloruro de sodio y evaporar el solvente en una estu-
fa a 80 °C. El espectro del material presenta maxi-
mos de absorcién a 2.920; 2.850; 1.475; 1.465;
1.380; 1.170; 735 y 720 cm’l, el espectro obtenido
debe ser idéntico al espectro obtenido con el mate-
rial seleccionado como referencia. [NOTA: si el
material a ensayar se presenta en forma de laminas,
el espectro puede determinarse directamente sobre
un trozo de tamafio apropiado.]

B - Debe cumplir con los Ensayos suplementa-
rios para los aditivos presentes.

C - En un crisol de platino, mezclar aproxima-
damente 20 mg del material a ensayar con 1 g de
sulfato acido de potasio y calentar hasta fundir
completamente. Dejar enfriar y agregar 20 ml de
acido sulfurico diluido. Calentar suavemente y
filtrar la solucion resultante. Al filtrado agregar
1 ml de &cido fosforico y 1 ml de solucion de
peroxido de hidrégeno al 30 %. Si la sustancia
contiene didxido de titanio como opacante, se desa-
rrolla un color anaranjado-amarillento.

ENSAYOS - [NOTA: si es necesario, cortar las
muestras del material a ensayar en trozos de tamafio
apropiado.]

Solucion S; - Transferir 25 g del material a en-
sayar a un erlenmeyer de vidrio al borosilicato de
boca esmerilada. Agregar 500 ml de Agua para
Inyectables y calentar a reflujo durante 5 horas.
Dejar enfriar y decantar. Reservar una porcion de
la solucién para el ensayo de Aspecto de la solu-
cion S, y filtrar el resto a través de un filtro de vi-
drio sinterizado de porosidad media. Emplear la
Solucion S; dentro de las 4 horas de su preparacion.

Solucion S, - Transferir 2,0 g del material a en-
sayar a un erlenmeyer de vidrio al borosilicato de
boca esmerilada. Agregar 80 ml de tolueno y calen-
tar a refluyjo con agitacion constante durante
90 minutos. Enfriar a 60 °C y agregar, con agita-
cion constante, 120 ml de metanol. Filtrar la solu-
cién a través de un filtro de vidrio sinterizado de
porosidad media. Lavar el erlenmeyer y el filtro
con 25 ml de una mezcla de 40 ml de tolueno y
60 ml de metanol, agregar el lavado al filtrado y
diluir a 250 ml con la misma mezcla. Preparar un
blanco.

Solucion S; - Transferir 100 g del material a en-
sayar a un erlenmeyer de vidrio al borosilicato de
boca esmerilada. Agregar 250 ml de acido clorhi-
drico 0,1 M y calentar a reflujo con agitacion cons-
tante durante 1 hora. Dejar enfriar y decantar la
solucion.

Solucién indicadora - Disolver en alcohol
0,1 g de azul de bromotimol, 20 mg de rojo de meti-
lo y 0,2 g de fenolftaleina. Diluir a 100 ml con el
mismo solvente y filtrar.

Aspecto de la solucién S, - La Solucion S; de-
be ser transparente ¢ incolora.

Acidez o alcalinidad - A 100 ml de la Solu-
cion S; agregar 0,15 ml de Solucion indicadora. No
se deben requerir mas de 1,5 ml de hidréxido de
sodio 0,01 N para cambiar el color del indicador a
azul. A 100 ml de Solucion S, agregar 0,2 ml de
naranja de metilo (SR). No se debe requerir mas de
1 ml de &cido clorhidrico 0,01 N para iniciar el
cambio de color del indicador de amarillo a anaran-
jado.

Absorbancia - Entre 220 y 340 nm, la absor-
bancia de la Solucion S; no debe ser mayor de 0,2.

Sustancias reductoras - A 20 ml de la Solu-
cion S; agregar 1 ml de 4cido sulfurico diluido y
20 ml de permanganato de potasio 0,002 M. Calen-
tar a reflujo durante 3 minutos y enfriar inmediata-
mente. Agregar 1 g de ioduro de potasio y titular
inmediatamente con tiosulfato de sodio 0,01 N,
empleando 0,25 ml de almidén (SR) como indica-
dor. Realizar una determinacidén con un blanco y
hacer las correcciones necesarias. La diferencia
entre los volimenes no debe ser mayor de 3,0 ml.

Metales pesados extraibles —

Solucion reguladora de acetato pH 3,5 - Disol-
ver 25,0 g de acetato de amonio en 25,0 ml de agua
y agregar 38,0 ml de 4acido clorhidrico al 25 %.
Ajustar a pH 3,5 si fuera necesario, con acido
clorhidrico 2 M o con amoniaco diluido y diluir a
100 ml con agua.

Solucion muestra - Concentrar 50 ml de Solu-
cion S; hasta aproximadamente 5 ml en bafio de
agua y diluir a 20 ml con agua. A 12 ml de la solu-
cion asi obtenida agregar 2 ml de Solucion regula-
dora de acetato pH 3,5 y mezclar. A continuacion
agregar 1,2ml de tioacetamida-glicerina basi-
ca (SR) y mezclar inmediatamente.

Solucion estandar - Proceder segun se indica
para la Solucion muestra empleando una mezcla de
2,5ml de Solucion estindar de plomo (ver 590.
Limite de metales pesados) y 2 ml de la Solucion
muestra.

Solucion blanco - Proceder seglin se indica para
la Solucion muestra empleando una mezcla de
10 ml de agua y 2 ml de la Solucion muestra.

Después de 2 minutos, la coloraciéon parda de la
Solucion muestra no debe ser mas intensa que la de
la Solucion estandar. No deben encontrarse mas de
2,5 ppm.



Residuo de ignicién <270> - No mas de 1,0 %,
determinado sobre 5,0 g. Este limite no se aplica a
los materiales que contienen didéxido de titanio
como opacante.

ENSAYOS SUPLEMENTARIOS - [NOTA:
estos ensayos se realizan totalmente o en parte solo
si son requeridos de acuerdo a la composicion o el
uso del material.]

Antioxidantes fenélicos —

Sistema cromatogrdfico - Emplear un equipo
para cromatografia de liquidos con un detector
ultravioleta ajustado a 280 nm y una columna de
25 cm x 4,6mm con fase estacionaria constituida
por octadecilsilano quimicamente unido a particulas
de silice porosa de 5 um de didmetro.

Fase movil - Se puede emplear una de las cua-
tro mezclas siguientes:

Fase mévil 1 - Acetonitrilo y agua (70:30)
con un caudal de aproximadamente 2 ml por
minuto.

Fase movil 2 - Acetonitrilo, tetrahidrofurano
y agua (60:30:10) con un caudal de aproxi-
madamente 1,5 ml por minuto.

Fase movil 3 - Metanol, 2-propanol y agua
(50:45:5) con un caudal de aproximadamente
1,5 ml por minuto.

Fase mévil 4 - Acetonitrilo y tetrahidrofura-
no (80:20) con un caudal de aproximadamen-
te 1,5 ml por minuto.

[NOTA: de las siguientes Soluciones estandar,
preparar unicamente las necesarias para el ensayo
de los antioxidantes fendlicos declarados en la
composicion del material a ensayar.]

Solucion estandar A - Disolver 25 mg de butil-
hidroxitolueno y 60 mg de 3,3-bis(3-ter-butil-4-
hidroxifenil)butirato de etileno en 10 ml de una
mezcla acetonitrilo y tetrahidrofurano (50:50).
Diluir 2 ml de esta solucién a 50 ml con el mismo
solvente.

Solucion estandar B - Disolver 60 mg de tetra-
kis  [3-(3,5-di-ter-butil-4-hidroxifenil)-propionato]
de pentaeritritilo y 60 mg de
2,2',2".6,6',6"-hexa-ter-butil-4,4',4"-[(2,4,6-trimetil-
1,3,5-bencenotriil)trismetileno]trifenol en 10 ml de
una mezcla de acetonitrilo y tetrahidrofurano
(50:50). Diluir 2 ml de esta solucion a 50 ml con el
mismo solvente.

Solucion estandar C - Disolver 60 mg de
3-(3,5-di-fer-butil-4-hidroxifenil)propionato de
octadecilo y 60 mg de fosfito tris(2,4-di-ter-
butilfenilo) en 10 ml de cloruro de metileno. Diluir
2 ml de esta solucidon a 50 ml con el mismo solven-
te.

Solucion estandar D - Disolver 25 mg de butil-
hidroxitolueno en 10 ml de una mezcla de acetoni-

trilo y tetrahidrofurano (50:50). Diluir 2 ml de esta
solucion a 50 ml con el mismo solvente.

Solucion estindar E - Disolver 60 mg de
3,3-bis(3-ter-butil-4-hidroxifenil)butirato de etileno
en 10 ml de una mezcla de acetonitrilo y tetrahidro-
furano (50:50). Diluir 2 ml de esta solucion a 50 ml
con el mismo solvente.

Solucion estandar F - Disolver 60 mg de
1,3,5-tris[3,5di-ter-butil-4-hidroxibencil]-s-triazina-
2,4,6(1H,3H,5H)-triona en 10 ml de una mezcla de
acetonitrilo y tetrahidrofurano (50:50). Diluir 2 ml
de esta solucién a 50 ml con el mismo solvente.

Solucion estandar G - Disolver 60 mg de tetra-
kis  [3-(3,5-di-fer-butil-4-hidroxifenil)pro-pionato]
de pentaeritritilo en 10 ml de una mezcla de aceto-
nitrilo y tetrahidrofurano (50:50). Diluir 2 ml de
esta solucion a 50 ml con el mismo solvente.

Solucion estiandar H - Disolver 60 mg de
2,2'2".6,6',6"-hexa-ter-butil-4,4',4"-[(2,4,6-trimetil-
1,3,5-bencenotriil)trismetileno]trifenol en 10 ml de
una mezcla de acetonitrilo y tetrahidrofurano
(50:50). Diluir 2 ml de esta solucién a 50 ml con el
mismo solvente.

Solucion estandar 1 - Disolver 60 mg de 3-(3,5-
di-ter-butil-4-hidroxifenil)propionato de octadecilo
en 10 ml de cloruro de metileno. Diluir 2 ml de
esta solucion a 50 ml con el mismo solvente.

Solucion estandar J - Disolver 60 mg de fosfito
de tris (2,4-di-fer-butilfenilo) en 10 ml de cloruro
de metileno. Diluir 2 ml de esta solucion a 50 ml
con el mismo solvente.

Solucion estindar K - Disolver 20 mg de
P-EPQ en 10 ml de una mezcla de volimenes igua-
les de acetonitrilo y una solucién de hidroperoxido
de terbutilo en tetrahidrofurano con una concentra-
cion de 10 g/1. Dejar reposar en un recipiente ce-
rrado durante 1 hora. Diluir 2 ml de esta solucién a
50 ml con una mezcla de acetonitrilo y tetrahidrofu-
rano (50:50).

Solucion muestra S,; - Evaporar 50 ml de la So-
lucion S, a sequedad al vacio a 45 °C. Disolver el
residuo en 5 ml de acetonitrilo y tetrahidrofurano
(50:50). Preparar una solucion blanco a partir del
blanco correspondiente a la Solucion S,.

Solucion muestra S, - Evaporar 50 ml de la So-
lucion S, a sequedad al vacio a 45 °C. Disolver el
residuo con 5 ml de cloruro de metileno. Preparar
una solucion blanco a partir de la solucion blanco
que corresponde a la Solucion S.

Solucion muestra S,; - Evaporar 50 ml de la So-
lucion S, a sequedad al vacio a 45 °C. Disolver el
residuo con 5 ml de una mezcla de volimenes igua-
les de acetonitrilo y una solucién de hidroperoxido
de terbutilo en tetrahidrofurano con una concentra-
cién de 10 g/1. Cerrar el matraz y dejar reposar
durante 1 hora. Preparar una solucion blanco a



partir de la soluciéon blanco que corresponde a la
Solucion S,.

Aptitud del sistema - (ver 100. Cromatografia)
- Cromatografiar la Solucion estandar A, emplean-
do Fase movil 1, registrar los cromatogramas y
medir las respuestas de los picos segun se indica en
Procedimiento: la resolucidn, R, entre los picos de
butilhidroxitolueno y 3,3-bis(3-
ter-butil-4-hidroxifenil)butirato de etileno no debe
ser menor de 8. Cromatografiar la Solucion estan-
dar B, empleando Fase movil 2, registrar los croma-
togramas y medir las respuestas de los picos segun
se indica en Procedimiento: la resolucién R entre
los picos de tetrakis  [3-(3,5-ter-butil-4-
hidroxi-fenil)propionato] de pentaeritritilo y
2,2',2".6,6',6"-hexa-ter-butil-4,4',4"-[(2,4,6-tri-
metil-1,3,5-bencenotriil)tris-metileno]trifenol no
debe ser menor de 2. Cromatografiar la Solucion
estandar C, empleando Fase mdvil 3, registrar los
cromatogramas y medir las respuestas de los picos
segun se indica en Procedimiento: la resolucion R
entre los picos de = 3-(3,5-di-ter-butil-4-
hidroxifenil)propionato de octadecilo y fosfito de
tris(2,4-di-ter-butilfenilo) no debe ser menor de 2.
Cromatografiar la Solucion estandar E, empleando
Fase movil 4, registrar los cromatogramas y medir
las respuestas de los picos segun se indica en Pro-
cedimiento: la resolucion R entre los picos principa-
les (con tiempos de retencién de aproximadamente
3,5y 5,8) no debe ser menor de 6.

Procedimiento —

Emplear Fase movil 1 si el material a ensayar
contiene butilhidroxitolueno y/o 3,3-bis(3-ter-butil-
4-hidroxifenil)-butirato de etileno. Inyectar por
separado en el cromatografo volumenes iguales
(aproximadamente 20 pl) de la Solucion muestra
S5, €l blanco correspondiente, la Solucion estandar
A, y las Soluciones estindar D o E o 20 pl de las
Soluciones estdandar Dy E.

Emplear Fase movil 2 si el material a ensayar
contiene uno o varios de los siguientes antioxidan-
tes:

- 1,3,5-tris(3,5-di-fer-butil-4-hidroxibencil)-s-
triazina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona,

- tetrakis [3-(3,5-di-ter-butil-4-hidroxi-
fenil)propionato] de pentaeritritilo,

- 2,2'2".6,6',6"-hexa-ter-butil-4,4',4"-[(2,4,6-
trimetil-1,3,5-bencenotriil) trismetileno] trilfenol,

- 3-(3,5-di-ter-butil-4-hidroxifenil)propionato de
octadecilo,

- fosfito de tris(2,4-di-ter-butilfenilo),

Inyectar por separado en el cromatdgrafo volu-
menes iguales (aproximadamente 20 pl) de la Solu-
cion muestra S,;, el blanco correspondiente, la
Solucion estandar B y cada una de las Soluciones

estandar de antioxidantes de la lista anterior que
son declarados en la composicion.

Emplear Fase movil 3 si el material a ensayar
contiene 3-(3,5-di-fer-butil-4-hidroxifenil) propio-
nato de octadecilo y/o fosfito de tris(2,4-di-
ter-butilfenilo). Inyectar por separado en el cro-
matografo volumenes iguales (aproximadamente
20 ul) de la Solucion muestra S5, el blanco corres-
pondiente, la Solucion estdindar C, y la Solucion
estandar I o J 0 20 pl de las Soluciones estandar Iy
J.

Emplear Fase movil 4 si la sustancia a ensayar
contiene P-EPQ. Inyectar por separado en el cro-
matdgrafo volumenes iguales (aproximadamente
20 pl) de la Solucion muestra S,;, el blanco corres-
pondiente y la Solucion, estandar K.

En todos los casos registrar los cromatogramas
durante 30 minutos. Los cromatogramas corres-
pondientes a las Soluciones muestra Sy;, Sy y S»;
deben presentar Unicamente picos debidos a los
antioxidantes declarados en la composicion y otros
picos menores que también aparecen en los croma-
togramas correspondientes a los blancos. Las res-
puestas de los picos de las Soluciones muestra S,
S3, v S;; deben ser menores que las respuestas co-
rrespondientes a los picos obtenidos a partir de las
Soluciones estandar D a K.

Antioxidantes no-fendlicos —

Fase estacionaria - Emplear una placa para
cromatografia en capa delgada (ver /00. Cromato-
grafia) recubierta con gel de silice para cromato-
grafia con indicador de fluorescencia de 0,25 mm
de espesor.

Fase movil 1 - Hexano.

Fase movil 2 - Cloruro de metileno.

Solucion estandar L - Disolver 60 mg de 2,2'-
bis(octadeciloxi)-5,5'-espirobi [1,3,2-dioxa-
fosforinano] en 10 ml de cloruro de metileno. Di-
luir 2 ml de esta solucion a 10 ml con cloruro de
metileno acidificado (SR).

Solucion estandar M - Disolver 60 mg de disul-
furo de dioctadecilo en 10 ml de cloruro de metile-
no. Diluir 2 ml de esta solucion a 10 ml con cloruro
de metileno acidificado (SR).

Solucion estandar N - Disolver 60 mg de 3,3'-
tiodipropionato de didodecilo en 10 ml de cloruro
de metileno. Diluir 2 ml de esta solucion a 10 ml
con cloruro de metileno acidificado (SR).

Solucion estandar O - Disolver 60 mg de 3,3'-
tiodipropionato de dioctadecilo en 10 ml de cloruro
de metileno. Diluir 2 ml de esta solucién a 10 ml
con cloruro de metileno acidificado (SR).

Solucion estandar P - Disolver 60 mg de 3,3'-
tiodipropionato de didodecilo y 60 mg de 3,3'-
tiodipropionato de dioctadecilo en 10 ml de cloruro



de metileno. Diluir 2 ml de esta solucién a 10 ml
con cloruro de metileno acidificado (SR).

Solucion muestra S,; - Evaporar 100 ml de la
Solucion S, a sequedad en vacio a 45 °C. Disolver
el residuo en 2 ml de cloruro de metileno acidifica-
do (SR).

Revelador - Preparar una solucion de iodo al
1 % en etanol.

Procedimiento - Aplicar por separado sobre la
placa 20 pl de la Solucion muestra Sy, 20 pl de la
Solucion estandar P y 20 pl de cada una de las
Soluciones estandar que corresponden a todos los
antioxidantes fendlicos y no-fendlicos presentes en
la composicion del material a ensayar. Dejar secar
las aplicaciones y desarrollar los cromatogramas
hasta que el frente del solvente haya recorrido
aproximadamente 18 cm empleando Fase movil 1.
Retirar la placa de la camara y dejar secar. Des-
arrollar nuevamente los cromatogramas hasta que el
frente del solvente haya recorrido aproximadamente
17 cm empleando Fase movil 2. Retirar la placa de
la camara, marcar el frente del solvente y dejar
secar. Examinar bajo luz ultravioleta a 254 nm.
Pulverizar sobre la placa con Revelador, dejar secar
durante 10 a 15 minutos y examinar bajo luz ultra-
violeta a 254 nm. Cualquier mancha en el cromato-
grama de la Solucion muestra S»; no debe ser mas
intensa que las manchas correspondientes obtenidas
a partir de las Soluciones estandar. El ensayo no es
valido a menos que el cromatograma de la Solucion
estandar P presente dos manchas claramente sepa-
radas.

Amidas y estearatos —

Fase estacionaria - FEmplear una placa para
cromatografia en capa delgada (ver 100. Cromato-
grafia) recubierta con gel de silice para cromato-
grafia con indicador de fluorescencia de 0,25 mm
de espesor.

Fase movil 1 - 2,2,4-Trimetilpentano y etanol
(75:25).

Fase movil 2 - Hexano.

Fase movil 3 - Cloruro de metileno y metanol
(95:5).

Solucion estandar Q - Disolver 20 mg de acido
estearico en 10 ml de cloruro de metileno.

Solucion estandar R - Disolver 40 mg de olea-
mida en 20 ml de cloruro de metileno.

Solucion estandar S - Disolver 40 mg de eru-
camida en 20 ml de cloruro de metileno.

Solucion muestra - Solucion S,, preparada en
Antioxidantes no fendlicos.

Revelador 1 - Solucién de 2,6-Dicloro-fenol-
indofenol sddico al 0,2 % en etanol.

Revelador 2 - Solucién de acido fosfomolibdico
al 4 % en etanol.

Procedimiento - Aplicar sobre dos placas 10 pl
de la Solucion S,4. Aplicar sobre la primera placa
10 pl de la Solucion estandar Q y aplicar sobre la
segunda placa 10 pl de las Soluciones estandar R 'y
S. Dejar secar las aplicaciones. Desarrollar la pri-
mera placa, hasta que el frente del solvente haya
recorrido aproximadamente 10 cm empleando Fase
movil 1. Retirar la placa de la camara, marcar el
frente del solvente y dejarla secar al aire. Pulveri-
zar sobre la placa con Revelador 1. Calentar en una
estufa a 120 °C durante unos minutos para intensi-
ficar las manchas. Cualquier mancha que corres-
ponda a acido estedrico en el cromatograma de la
Solucion muestra S,, debe ser idéntica en posicion
(Ry aproximadamente de 0,5) pero no mds intensa
que la mancha obtenida a partir de la Solucion
estandar Q.

Desarrollar la segunda placa hasta que el frente
del solvente haya recorrido aproximadamente
13 cm empleando Fase movil 2. Retirar la placa de
la camara y dejar secar al aire. Desarrollar nueva-
mente hasta que el frente del solvente haya recorri-
do aproximadamente 10 cm empleando Fase movil
3. Retirar la placa de la camara y marcar el frente
del solvente. Dejar secar la placa. Pulverizar sobre
la placa con Revelador 2. Calentar en una estufa a
120 °C hasta que aparezcan las manchas. Las man-
chas que corresponden a erucamida u oleamida en
el cromatograma de la Solucién muestra S,, deben
ser idénticas en posicion (R, aproximadamente de
0,2) pero no mas intensas que las manchas obteni-
das a partir de las Soluciones estdandar Ry S.

Sustancias solubles en hexano - Transferir
10 g del material a ensayar a un erlenmeyer de
vidrio al borosilicato de 250 ml con boca esmerila-
da. Agregar 100 ml de hexano y calentar a reflujo
durante 4 horas, agitando constantemente. Enfriar
en un bafio de hielo y filtrar rapidamente (el tiempo
de filtracion debe ser menor de 5 minutos, si es
necesario la filtracion puede ser acelerada aplicando
presion sobre la solucion) a través de un filtro de
vidrio sinterizado de porosidad media manteniendo
la solucion a aproximadamente 0 °C. Evaporar
20 ml del filtrado en un cristalizador previamente
pesado en un bafio de agua. Secar el residuo en una
estufa entre 100 y 105 °C durante 1 hora. El peso
del residuo obtenido debe ser igual al del residuo
obtenido a partir del material de referencia, con una
desviacion maxima de £+ 10 % y dicho peso no debe
ser mayor de 5 %.

Aluminio extraible - (ver 440. Espectrofoto-
metria de absorcion, y emision atomica).

Solucion madre del estandar - Disolver en agua
una cantidad de sulfato de potasio y aluminio, equi-
valente a 352 mg de AIK(SO,),.12H,0. Agregar



10 ml de acido sulfurico diluido y diluir a 100 ml
con agua (200 ppm de Al).

Soluciones estandar - Preparar las soluciones
estandar empleando la Solucion madre del estandar
diluida con acido clorhidrico 0,1 M.

Solucion muestra - Evaporar a sequedad 100 ml
de Solucién S; en un bafio de agua. Disolver el
residuo en 2 ml de acido clorhidrico y diluir a 10 ml
con acido clorhidrico 0,1 M.

Procedimiento -  Medir la absorbancia a
309,3 nm empleando una lampara de aluminio de
catodo hueco como fuente de radiacion y una llama
de 6xido nitroso-acetileno. No debe contener mas
de 1 ppm de Al extraible.

Titanio extraible - (ver 440. Espectrofoto-
metria de absorcion y emision atomica).

Solucion muestra —  Evaporar a sequedad
100 ml de Solucion S; en un bafio de agua. Disol-
ver el residuo en 2 ml de acido clorhidrico y diluir a
10,0 ml con acido clorhidrico 0,1 M.

Solucion madre del estandar -  Disolver
100,0 mg de titanio en 100 ml de acido clorhidrico
diluido hasta 150 ml con agua, calentando si fuera
necesario. Dejar enfriar y diluir a 1 litro con agua
(100 ppm de Ti).

Soluciones estandar - Preparar las soluciones
estandar empleando la Solucion madre del estandar
diluida con acido clorhidrico 0,1 M.

Procedimiento -  Medir la absorbancia a
364,3 nm empleando una lampara de titanio de
catodo hueco como fuente de radiacion y una llama
de oxido nitroso-acetileno. No debe contener mas
de 1 ppm de Ti extraible.

Cinc extraible - (ver 440. Espectrofotometria
de absorcion y emision atomica).

Solucion madre del estandar - Disolver una
cantidad de sulfato de cinc, equivalente a 440 mg de
ZnSO, . 7TH,0, en agua. Agregar 1 ml de 4cido
acético y diluir a 100 ml con agua. Diluir 1 ml de
esta solucion a 10 ml con agua. Antes de usar,
diluir 1 ml de esta soluciéon a 10 ml con agua
(10 ppm de Zn).

Soluciones estandar - Preparar las soluciones
estandar empleando una Solucion madre del estdn-
dar diluida con acido clorhidrico 0,1 M.

Solucion muestra - Solucion S;.

Procedimiento -  Medir la absorbancia a
213,9 nm empleando una lampara de cinc de catodo
hueco como fuente de radiaciéon y una llama de
acetileno-aire. No debe contener mas de
1 ppm de Zn extraible.

LIMITES DE ADITIVOS

ADITIVOS LIMITES (%)
Aditivos antioxidantes —
butilhidroxitolueno 0,125
tetrakis [3-(3,5-di-ter-butil-4 hidoxifenil)propionato] de pentaeritritilo 0,3
1,3,5-tris(3,5-di-ter-butil-4-hidroxibencil)-s-triazina-2,4,6-(/ H,3H,5H)triona 0,3
3-(3,5-di-ter-butil-4-hidroxifenil)propionato de octadecilo 0,3
3,3-bis(3-ter- butil-4-hidroxifenil)butirato de etileno 0,3
disulfuro de dioctadecilo 0,3
2,2',2".6,6',6"-hexa-ter-butil-4,4' 4"-[(2,4,6-trimetil-1,3,5-bencenotriil)trismetilenotrifenol 0,3
2,2’-bis(octadeciloxi)-5,5’-espirobi(1,3,2-dioxafosforinano) 0,3
3,3 -tiodopropionato de didodecilo 0,3
3,3’- tiodipropionato de dioctadecilo 0,3
fosfito de tris(2,4-di-fer-butilfenilo) 0,3
P-EPQ 0,1
copolimero de succinato de dimetilo y (4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-il)etanol 0,3
El total de de aditivos antioxidante enumerados anteriormente 0,3
Otros aditivos-
hidrocalcita 0,5
alcanoamidas 0,5




LIMITES DE ADITIVOS — continuacién

ADITIVOS LIMITES (%)

alquenoamidas 0,5
silicio-aluminato de sodio 0,5
silice 0,5
benzoato de sodio 0,5
ésteres o sales de acidos grasos 0,5
fosfato trisédico 0,5
vaselina liquida 0,5
oxido de cinc 0,5
talco 0,5
estearato de calcio o cinc o una mezcla de ambos 0,5
diéxido de titanio 4

oxido de magnesio 0,2

Polietileno de baja densidad para envases Solucion indicadora - Disolver en alcohol

destinados a preparaciones para uso parenteral
y para preparaciones oftalmicas

El polietileno de baja densidad que cumple con
los siguientes requisitos se emplea en la fabricacion
de envases para preparaciones de uso parenteral y
oftalmico.

El polietileno de baja densidad se obtiene por
polimerizacion de etileno a altas presiones en pre-
sencia de oxigeno o catalizadores. El material no
debe poseer aditivos.

CARACTERISTICAS

Perlas, granulos, laminas translucidas de espesor
variable, practicamente insoluble en agua, etanol y
metanol. Se ablanda por encima de los 80 °C. Se
quema con una llama azul.

IDENTIFICACION

A - Absorcion infrarroja <460>. A 250 mg del
material a ensayar, agregar 10 ml de tolueno y ca-
lentar a reflujo durante 15 minutos. Colocar unas
gotas de la solucidon sobre un disco de cloruro de
sodio y evaporar el solvente a 80 °C. EI espectro
del material a ensayar debe presentar maximos en
particular a 2.920; 2.850; 1.465; 731 y; 722 cm'l; y
el espectro debe ser idéntico al obtenido con el
material seleccionado como referencia. [NOTA: si
el material a ensayar se presenta en forma de lami-
nas, el espectro puede determinarse directamente
sobre un trozo de tamafio apropiado. ]

B - A 2 g de material a ensayar agregar 100 ml
de agua y calentar a reflujo durante 2 horas. Dejar
enfriar. La densidad relativa del material (ver /60.
Determinacion de la densidad relativa) debe estar
entre 0,910 y 0,935.

ENSAYOS - [NOTA: si es necesario, cortar el
material en trozos de tamafio apropiado.]

100 mg de azul de bromotimol, 20 mg de rojo de
metilo y 0,2 g de fenolftaleina. Diluir a 100 ml con
el mismo solvente y filtrar.

Solucion S - Transferir 25 g del material a en-
sayar a un erlenmeyer de vidrio al borosilicato de
boca esmerilada. Agregar 500 ml de agua y calen-
tar a reflujo durante 5 horas. Dejar enfriar y decan-
tar.

Aspecto de la solucion - La Solucion S debe
ser transparente, incolora y practicamente inodora.

Acidez o alcalinidad - A 100 ml de Solucion S
agregar 0,15 ml de Solucion indicadora. No se
deben requerir mas de 1,5 ml de hidréxido de sodio
0,01 N para cambiar el color del indicador a azul.
A 100 ml de la Solucion S agregar 0,2 ml de naranja
de metilo (SR). No se debe requerir mas de 1,0 ml
de acido clorhidrico 0,01 N para iniciar el cambio
de color del indicador de amarillo a anaranjado.

Sustancias solubles en hexano - Transferir 5 g
del material a ensayar a un erlenmeyer de vidrio al
borosilicato de boca esmerilada. Agregar 50 ml de
hexano, adaptar un refrigerante y calentar en un
bafio de agua con agitacion constante durante
4 horas. Enfriar en un bafio de hielo, se puede for-
mar un gel. Adaptar una camisa de enfriamiento,
llena de agua helada, a un filtro de vidrio sinteriza-
do de porosidad media adaptado con un dispositivo
que permite aplicar presion durante la filtracion.

Dejar enfriar el filtro durante 15 minutos. Fil-
trar la solucién de hexano aplicando una presion de
27 kPa sin lavar el residuo; el tiempo de filtracion
no debe exceder 5 minutos. Evaporar 20 ml de la
solucién hasta sequedad. Secar el residuo a 100 °C
durante 1 hora. EIl residuo no debe pesar mas de
60 mg (3 %).



Sustancias reductoras - A 20 ml de Solucion S
agregar 1 ml de éacido sulfurico diluido y 20 ml de
permanganato de potasio 0,002 M. Calentar a reflu-
jo durante 3 minutos y enfriar inmediatamente.
Agregar 1 g de ioduro de potasio y titular inmedia-
tamente con tiosulfato de sodio 0,01 N, empleando
0,25 ml de almidon (SR) como indicador. Realizar
una determinacion con un blanco y hacer las co-
rrecciones necesarias. La diferencia entre los
volumenes no debe ser mayor de 0,5 ml.

Aditivos —

Fase estacionaria - Emplear una placa para
cromatografia en capa delgada (ver 100. Cromato-
grafia) recubierta con gel de silice para cromato-
grafia de 0,25 mm de espesor.

Fase movil 1 - Hexano.

Fase movil 2 - Cloruro de metileno y metanol
(95:5).

Solucion muestra - Transferir 2,0 g del material
a ensayar y 5 ml de cloroformo a un recipiente de
10 ml de paredes gruesas de vidrio tipo I 6 II (ver
430. Envases de vidrio). Cerrar el mismo con un
tapon de goma recubierto con politetrafluoretileno.
Colocar el recipiente en un bafio de agua a 85 °C
durante 2 horas. Retirarlo, invertirlo y dejarlo en-
friar. Decantar la solucion cloroférmica transparen-
te.

Solucion estandar - Disolver 20 mg de disulfu-
ro de dioctadecilo y 20mg de bis[3,3-bis(3-
ter-butil-4-hidroxifenil)butirato] de etileno en cloro-
formo y diluir a 10 ml con el mismo solvente.

Revelador - Solucion de acido fosfomolibdico
al 4 % en alcohol.

Procedimiento - Aplicar por separado sobre la
placa 10 ul de cada solucién. Dejar secar las apli-
caciones y desarrollar los cromatogramas hasta que
el frente del solvente haya recorrido aproximada-
mente 13 cm empleando Fase movil 1. Retirar la
placa de la cdmara y dejarla secar al aire. Desarro-
llar nuevamente los cromatogramas hasta que el
frente del solvente haya recorrido aproximadamente
10 cm empleando Fase movil 2. Retirar la placa de
la camara y dejarla secar al aire. Pulverizar sobre la
placa con Revelador y calentar a 120 °C hasta que
las manchas aparezcan en el cromatograma de la
Solucion estandar. No debe aparecer ninguna man-
cha en el cromatograma de la Solucion muestra, a
excepcion de una mancha que puede estar en el
frente del solvente del primer desarrollo y que co-
rresponde a oligdbmeros. El cromatograma de la
Solucion estandar debe presentar dos manchas
separadas.

Residuo de ignicion - <270>. No debe ser ma-
yor de 200 ppm, determinado sobre 10 g.

Polietileno de alta densidad para envases des-
tinados a preparaciones de uso parenteral

El polietileno de alta densidad que cumple con
los siguientes requisitos es apropiado para la fabri-
cacion de envases y tapones destinados a prepara-
ciones de uso parenteral.

El polietileno de alta densidad (también llamado
de "baja presion") es obtenido por polimerizacidén
de etileno a baja presion en presencia de catalizado-
res.

LIMITES DE ADITIVOS Y ESTABILIZANTES

ADITIVOS LIMITES (%)
Estabilizantes — puede contener no mas de tres de los siguientes estabilizantes:
butilhidroxitolueno 0,125
Tetrakis [3-(3,5-di-ter-butil-4-hidroxifenil)propionato de pentaeritritilo 0,2
3-(3,5-di-fer-butil-4-hidroxifenil)propionato de octadecilo 0,2
3,3-bis(3-ter-butil-4-hidroxifenil)butirato de etileno 0,2
2,2',2".6,6',6"-hexa-ter-butil-4,4' 4"-[(2,4,6-trimetil-1,3,5-bencenotriiltrismetileno] trifenol 0,2
2,2'-bis(octadeciloxi)-5,5'-espirobi [1,3,2-dioxafosforinano] 0,2
3,3'-tiodipropionato de didodecilo 0,2
3,3'-tiodipropionato de dioctadecilo 0,2
Aditivos
estearato de calcio o estearato de cinc o una mezcla de ambos 0,5

CARACTERISTICAS

Polvo, perlas, granulos o laminas translicidas de
espesor variable. Es practicamente insoluble en
agua, etanol, hexano y metanol; soluble en caliente
en hidrocarburos aromaticos. Se ablanda a tempe-

raturas mayores de 120 °C. Se quema con una
llama azul.

IDENTIFICACION
A - Absorcion infrarroja <460>. A 250 mg del
material a ensayar agregar 10 ml de tolueno y ca-



lentar a reflujo durante aproximadamente
15 minutos. Colocar unas gotas de la solucién
sobre una placa de cloruro de sodio y evaporar el
solvente a 80 °C. Los maximos de absorcion en el
espectro obtenido con el material ensayado deben
corresponder en posicion e intensidad relativa a los
del espectro obtenido con el polietileno de alta
densidad SR-FA. [NOTA: si el material a ensayar
se presenta en forma de laminas, el espectro puede
determinarse directamente sobre un trozo de tamafio
apropiado.]

B - A 2 g del material a ensayar agregar 100 ml
de agua, calentar a reflujo durante 2 horas y dejar
enfriar. La densidad relativa del material (ver /60.
Determinacion de la densidad relativa) debe estar
entre 0,935y 0,965.

ENSAYOS

[NOTA: si es necesario, cortar el material en
trozos de tamafio apropiado.]

Solucion indicadora - Disolver en alcohol
100 mg de azul de bromotimol, 20 mg de rojo de
metilo y 200 mg de fenolftaleina. Diluir a 100 ml
con el mismo solvente y filtrar.

Solucion S; - Transferir 2,0 g de material a en-
sayar y 5 ml de cloroformo acidificado (SR) a un
recipiente de 10 ml de paredes gruesas de vidrio
tipo I 6 11 (ver 430. Envases de vidrio). Cerrar el
recipiente con un tapén de goma cubierto con poli-
tetrafluoroetileno. Colocar el mismo en un bafio de
agua a 85 °C durante 2 horas. Invertirlo y enfriarlo.
Decantar la solucion cloroférmica transparente.

Solucion S, - Transferir 25 g del material a en-
sayar a un erlenmeyer de vidrio al borosilicato de
boca esmerilada. Agregar 500 ml de agua y calen-
tar a reflujo durante 5 horas. Dejar enfriar y decan-
tar la solucion. Reservar una porcidn de la solucion
para el ensayo Aspecto de la solucion S, y filtrar el
resto a través de un filtro de vidrio sinterizado de
porosidad media. Emplear dentro de las 4 horas de
preparacion.

Solucion S; - Transferir 100 g del material a en-
sayar a un erlenmeyer de vidrio al borosilicato de
boca esmerilada. Agregar 200 ml de 4cido clorhi-
drico 0,1 M y calentar a reflujo con agitacion cons-
tante durante 1 hora. Enfriar, filtrar y evaporar el
filtrado a sequedad. Disolver el residuo en 2 ml de
acido clorhidrico y diluir a 10,0 ml con 4cido
clorhidrico 0,1 M.

Aspecto de la solucion S, - Debe ser transpa-
rente e incolora.

Acidez o alcalinidad — A 100 ml de Solucion
S, agregar 0,15 ml de Solucion indicadora. No se
deben requerir mas de 1,5 ml de hidréxido de sodio
0,01 N para cambiar el color del indicador a azul.
A 100 ml de Solucion S,, agregar 0,2 ml de naranja

de metilo (SR). No se deben requerir mas de 1 ml
de acido clorhidrico 0,01 N para iniciar el cambio
de color del indicador de amarillo a anaranjado.

Absorbancia - A longitudes de onda entre 220
y 340 nm, la absorbancia de la Solucién S5, no debe
ser mayor de 0,2.

Sustancias reductoras - A 20 ml de Solu-
cion S, agregar 1 ml de 4cido sulfurico diluido y
20 ml de permanganato de potasio 0,002 M. Dejar
reposar a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Agregar 1 g de ioduro de potasio y titular inmedia-
tamente con tiosulfato de sodio 0,01 N, empleando
0,25 ml de almidén (SR) como indicador. Realizar
una determinacion con un blanco y hacer las co-
rrecciones necesarias. La diferencia entre los
volimenes no debe ser mayor de 0,5 ml.

Aditivos —

Fase estacionaria - Emplear tres placas para
cromatografia en capa delgada (ver /00. Cromato-
grafia) recubierta con gel de silice para cromato-
grafia con indicador de fluorescencia de 0,25 mm
de espesor.

Fase movil I - Hexano.

Fase movil 2 - Cloruro de metileno y hexano
(80:20).

Fase movil 3 - Cloruro de metileno y metanol
(95:5).

Solucion estandar A - Disolver 5 mg de butil-
hidroxitolueno en cloroformo y diluir a 10 ml con el
mismo solvente.

Solucion estandar B - Disolver 8 mg de tetra-
kis [3-(3,5-di-ter-butil-4-hidroxi-fenil)propio-
nato] de pentaeritritilo en cloroformo y diluir a
10 ml con el mismo solvente.

Solucion estandar C -  Disolver 8 mg de
3-(3,5-di-fer-butil-4-hidroxifenil)propionato de
octadecilo en cloroformo y diluir a 10 ml con el
mismo solvente.

Solucion estandar D -  Disolver 8§ mg de
3,3-bis(3-ter-butil-4-hidroxifenil)butirato de etileno
en cloroformo y diluir a 10 ml con el mismo solven-
te.

Solucion estandar E -  Disolver 8§ mg de
2,2'.2".6,6',6"-hexa-ter-butil-4,4',4"-[(2,4,6-trimetil -
1,3,5-bencenotriil)trismetilen]trifenol en cloroformo
y diluir a 10 ml con el mismo solvente.

Solucion estandar F - Disolver 8 mg de 2,2'-
bis(octadeciloxi)-5,5'-espirobi [1,3,2-dioxafosfori-
nano] en cloroformo y diluir a 10 ml con el mismo
solvente.

Solucion estandar G - Disolver 8 mg de 3,3'-
tiodipropionato de didodecilo en cloroformo y diluir
a 10 ml con el mismo solvente.



Solucion estandar H - Disolver 8 mg de 3,3'-
tiodipropionato de dioctadecilo en cloroformo y
diluir a 10 ml con el mismo solvente.

Solucion estandar I - Disolver 20 mg de acido
estearico en cloroformo y diluir a 10 ml con el
mismo solvente.

Soluciéon muestra - Solucion S;

Revelador 1 - Solucion de cloruro férrico al 5 %
recientemente preparada.

Revelador 2 - Solucion de ferricianuro de pota-
sio al 5 %.

Revelador 3 - Acido sulfurico.

Revelador 4 - Solucion de 4cido fésfomolibdico
al 4 % en alcohol.

Procedimiento - Aplicar por separado sobre ca-
da placa 10 pl de cada solucion. Dejar secar las
aplicaciones y desarrollar los cromatogramas hasta
que el frente del solvente haya recorrido aproxima-
damente 13 cm empleando Fase movil 1. Retirar
las placas de la camara y dejar secar al aire.

Para la segunda placa, desarrollar nuevamente
los cromatogramas en la misma direccion hasta que
el frente del solvente haya recorrido aproximada-
mente 10 cm empleando Fase movil 2. Retirar la
placa de la camara y dejar secar al aire.

Para la tercera placa, desarrollar nuevamente los
cromatogramas en la misma direccion hasta que el
frente del solvente haya recorrido aproximadamente
10 cm empleando Fase movil 3. Retirar la placa de
la camara y dejar secar al aire.

Examinar la primera placa bajo luz ultravioleta a
254 nm. El cromatograma de la Solucion muestra
debe presentar una mancha que corresponde a la
mancha en el cromatograma de la Solucion estdn-
dar A. Pulverizar sobre la placa con Revelador 1y
luego con Revelador 2. El cromatograma de la
Solucion muestra debe presentar una mancha que
corresponde a la mancha en el cromatograma de la
Solucion estandar A.

Pulverizar sobre la segunda placa con Revela-
do 1 y luego con Revelador 2. El cromatograma de
la Solucion muestra debe presentar las manchas que
corresponden a las manchas en los cromatogramas
de las Soluciones estindar A, B 'y D. Pulverizar
sobre la placa con Revelador 3 y calentar a 120 °C
hasta que las manchas aparezcan en los cromato-
gramas de las Soluciones estandar F, G y H. El
cromatograma de la Solucion muestra debe presen-
tar las manchas que corresponden a esas soluciones
en los cromatogramas de las Soluciones estandar.

Pulverizar sobre la tercera placa con Revela-
dor 4 y calentar a 120 °C hasta que aparezcan las
manchas en los cromatogramas de las Soluciones
estandar. Las manchas aparecen rapidamente en
los cromatogramas de las Soluciones estdndar A, B,
C,D,E,F, Gy H Lamancha en el cromatograma

de la Solucion estandar I debe aparecer mas lenta-
mente. El cromatograma de la Solucion muestra no
debe presentar mas de tres manchas y éstas corres-
ponden a las manchas en los cromatogramas de las
Soluciones estandar A, B, C, D, E, F, G o H; debe
presentar también una mancha que corresponde a la
mancha en el cromatograma de la Solucion estdn-
dar 1. Las manchas en el cromatograma de la Solu-
cion muestra no deben ser mas intensas que las
manchas correspondientes en los cromatogramas de
las Soluciones estandar.

[NOTA: en el cromatograma de la Solucion
muestra cualquier mancha cercana al frente del
solvente desde el primer desarrollo no debe tenerse
en cuenta (polimeros de bajo peso molecular-
relativo).].

Circonio - (ver 440. Espectrofotometria de ab-
sorcion y emision atomica).

Solucion madre del estandar - Disolver una
cantidad de nitrato de circonilo, equivalente a
293 mg de [ZrO(NO;), . 2H,0], en una mezcla de
agua y acido clorhidrico (8:2). Diluir a 100 ml con
la misma mezcla de solventes para obtener una
solucion con una concentracion conocida de 0,1 %
de Zr.

Soluciones estandar - Preparar las soluciones
estandar empleando la Solucion madre del estandar
diluida con una mezcla de agua y acido clorhidrico

(8:2).
Solucion muestra - Solucion S;
Procedimiento -  Medir la absorbancia a

360,1 nm empleando una ldmpara de circonio de
catodo hueco como fuente de radiacion y una llama
de 6xido nitroso-acetileno. No debe estar presente
mas de 100 ppm de Zr.

Cromo - (ver 440. Espectrofotometria de ab-
sorcion y emision atomica).

Solucion madre del estandar - Disolver una
cantidad de dicromato de potasio, equivalente a
283 mg de K,Cr,07, en agua y diluir a 1 litro con el
mismo solvente para obtener una soluciéon que con-
tenga 100 ppm de Cr.

Soluciones estandar - Preparar las soluciones
estandar empleando la Solucion madre del estandar
diluida con una mezcla de agua y acido clorhidrico
(8:2).

Solucion muestra - Solucion S;

Procedimiento -  Medir la absorbancia a
358,0 nm empleando una lampara de cromo de
catodo hueco como fuente de radiacion y una llama
de aire-acetileno. No debe estar presente mas de
0,05 ppm de Cr.

Vanadio - (ver 440. Espectrofotometria de ab-
sorcion y emision atdmica).



Solucion madre del estandar - Disolver una
cantidad de vanadato de amonio, equivalente a
230 mg de NH,VO;, en agua y diluir a 100,0 ml
con el mismo solvente (0,1 % de V).

Solucion estandar - Preparar las soluciones
estandar empleando la Solucion madre del estindar
diluida con una mezcla de agua y acido clorhidrico

(8:2).
Solucion muestra - Solucion S;
Procedimiento - Medir la absorbancia a

318,3 nm empleando una lampara de vanadio de
catodo hueco como fuente de radiacién y una llama

de acetileno-6xido nitroso. No debe estar presente
mas de 10 ppm de V.

Residuo de ignicion <270> - No mas de 0,2 %,
determinado sobre 5 g.

Polipropileno para envases y tapones desti-
nados a preparaciones de uso parenteral

El polipropileno consiste en un homopolimero
de propileno o de un copolimero de propileno con
hasta 20 % de etileno o de una mezcla de polipropi-
leno con hasta un 20 % de polietileno.

LIMITES DE ADITIVOS Y ESTABILIZANTES

ADITIVOS LIMITES (%)

Estabilizantes — puede contener no mas de tres de los siguientes estabilizantes:
Tetrakis [3-(3,5-di-fer-butil-4-hidroxifenil)propionato de pentaeritritilo 0,3
3-(3,5-di-ter-butil-4-hidroxifenil)propionato de octadecilo 0,3
3,3-bis(3-ter-butil-4-hidroxifenil)butirato de etileno 0,3
2,2'2".6,6',6"-hexa-ter-butil-4,4' 4"-[(2,4,6-trimetil-1,3,5-bencenotriil)trismetilen] trifenol 0,3
2,2'-bis(octadeciloxi)-5,5"-espirobi [1,3,2-dioxafosforinano] 0,3
3,3'-tiodipropionato de didodecilo 0,3
3,3'-tiodipropionato de dioctadecilo 0,3
disulfuro de dioctadecilo 0,3
butilhidroxitolueno 0,125
Aditivos
estearato de calcio o estearato de cinc o una mezcla de ambos 0,2

CARACTERISTICAS ENSAYOS - [NOTA: si es necesario, cortar el

Polvo, perlas, granulos o laminas translicidas de
espesor variable. El polipropileno es practicamente
insoluble en agua, etanol y metanol; es también practi-
camente insoluble en hexano el cual disuelve polime-
ros residuales de bajo peso molecular; ligeramente
soluble en decalina, tetralina, tolueno y xileno a ebu-
llicion. Se ablanda a temperaturas por encima de
150 °C. Se quema con una llama azul.

IDENTIFICACION

Absorcion infrarroja <460>. A 250 mg del mate-
rial a ensayar agregar 10 ml de tolueno y calentar a
reflujo durante aproximadamente 15 minutos. Colocar
unas gotas de la solucién caliente sobre una placa de
cloruro de sodio y evaporar el solvente a 80 °C. Los
maximos de absorcion en el espectro obtenido corres-
ponden en posicidon e intensidad relativa a los del
espectro obtenido con polipropileno SR-FA.  Los
espectros de copolimeros y mezclas deben presentar
un méximo adicional aproximadamente a 720 cm’.
[NOTA: si el material a ensayar se presenta en forma
de laminas, el espectro puede determinarse directa-
mente sobre un trozo de tamafio apropiado].

material en trozos de tamafio apropiado].

Solucion indicadora - Disolver en alcohol 100 mg
de azul de bromotimol, 20 mg de rojo de metilo y
200 mg de fenolftaleina. Diluir a 100 ml con el mis-
mo solvente y filtrar.

Solucion S; - Transferir 2,0 g del material a ensa-
yar y 5 ml de cloroformo acidificado (SR) a un reci-
piente de 10 ml de paredes gruesas de vidrio tipo I 6 II
(ver 430. Envases de vidrio). Cerrar el recipiente con
un tapon elastomérico con una cubierta de politetra-
fluoroetileno y asegurar el tapon. Colocar el recipien-
te en un bafio de agua a 85 °C durante 2 horas. Reti-
rarlo, invertirlo y dejarlo enfriar. Decantar la solucion
cloroférmica transparente.

Solucion S, - Transferir 25 g del material a ensa-
yar a un erlenmeyer de vidrio al borosilicato de boca
esmerilada. Agregar 500 ml de agua y calentar a re-
flujo durante 5 horas. Dejar enfriar y decantar la solu-
cion. Reservar una porcion de la solucion para el
ensayo Aspecto de la solucion S, y filtrar el resto a
través de un filtro de vidrio sinterizado de porosidad
media.

Solucion S; - Transferir 100 g del material a ensa-
yar a un erlenmeyer de vidrio al borosilicato de boca



esmerilada.  Agregar 200 ml de 4cido clorhidrico
0,1 M y calentar a reflujo con agitacion constante
durante | hora. Enfriar, filtrar y evaporar el filtrado a
sequedad. Disolver el residuo en 2 ml de acido clorhi-
drico y diluir a 10,0 ml con acido clorhidrico 0,1 M.

Acidez o alcalinidad - A 100 ml de Solucion S,,
agregar 0,15 ml de Solucion indicadora. No se deben
requerir mas de 1,5 ml de hidréxido de sodio 0,01 N
para cambiar el color del indicador a azul. A 100 ml
de Solucion S, agregar 0,2 ml de naranja de meti-
lo (SR). No se debe requerir mas de 1,0 ml de acido
clorhidrico 0,01 N para iniciar el cambio de color del
indicador de amarillo a anaranjado.

Absorbancia - A longitudes de onda entre 220 y
340 nm, la absorbancia de la Solucion S, no debe ser
mayor de 0,5.

Sustancias reductoras — A 20 ml de la Solucion
S, agregar 1 ml de acido sulftrico diluido y 20 ml de
permanganato de potasio 0,002 M. Calentar a reflujo
durante 3 minutos y enfriar inmediatamente. Agregar
1 g de ioduro de potasio y titular inmediatamente con
tiosulfato de sodio 0,01 N, empleando 0,25 ml de
almidon (SR) como indicador. Realizar una determi-
nacion con un blanco y hacer las correcciones necesa-
rias. La diferencia entre los volimenes no debe ser
mayor de 0,5 ml.

Sustancias solubles en hexano - Transferir 10 g
del material a ensayar a un erlenmeyer de vidrio al
borosilicato de boca esmerilada. Agregar 50 ml de
hexano, adaptar un refrigerante y calentar en un bafio
de agua a 75°C con agitacion constante durante
4 horas. Enfriar en agua helada y filtrar rapidamente a
través de un filtro de vidrio sinterizado. Evaporar
10 ml del filtrado a sequedad en un recipiente, pre-
viamente pesado y secar el residuo entre 100 y 105 °C
durante 1 hora. El residuo no debe pesar mas de 0,1 g
(5 %).

Aditivos —

Fase estacionaria - Emplear tres placas para cro-
matografia en capa delgada (ver 100. Cromalografia)
recubiertas con gel de silice para cromatografia con
indicador de fluorescencia de 0,25 mm de espesor.

Fase movil 1 - Hexano.

Fase movil 2 - Cloruro de metileno y éter de
petréleo (80:20).

Fase movil 3 -
(95:5).

Solucion estandar A - Disolver 5 mg de butil-
hidroxitolueno en cloroformo y diluir a 10 ml con el
mismo solvente.

Solucion estandar B - Disolver 12 mg de tetra-
kis [3-(3,5-di-fer-butil-4-hidroxifenil)propionato]  de
pentaeritritilo en cloroformo y diluir a 10 ml con el
mismo solvente.

Cloruro de metileno y metanol

Solucion _estandar C -  Disolver 12 mg de
3-(3,5-di-ter-butil-4-hidroxifenil)propionato de octa-
decilo en cloroformo y diluir a 10 ml con el mismo
solvente.

Solucion estandar D -  Disolver 12 mg de
3,3-bis(3-ter-butil-4-hidroxifenil)butirato de etileno en
cloroformo y diluir a 10 ml con el mismo solvente.

Solucion estandar E -  Disolver 12 mg de
2,2',2".6,6',6"-hexa-ter-butil-4,4' 4"-[(2,4,6-trimetil-
1,3,5-bencenotriil) trismetilen] trifenol en cloroformo
y diluir a 10 ml con el mismo solvente.

Solucion estindar F -  Disolver 12 mg de
2,2'-bis(octadeciloxi)-5,5'-espirobi [1,3,2-dioxa-
fosforinano] en cloroformo y diluir a 10 ml con el
mismo solvente.

Solucion estandar G - Disolver 12 mg de 3,3'-
tiodipropionato de didodecilo en cloroformo y diluir a
10 ml con el mismo solvente.

Solucion estandar H - Disolver 12 mg de 3,3'-
tiodipropionato de dioctadecilo en cloroformo y diluir
a 10 ml con el mismo solvente.

Solucion estandar I - Disolver 8 mg de acido es-
tearico en cloroformo y diluir a 10 ml con el mismo
solvente.

Solucion estandar J - Disolver 12 mg de disulfuro
de dioctadecilo en cloroformo y diluir a 10 ml con el
mismo solvente.

Solucion muestra - Solucion S,

Revelador I - Solucion de cloruro férrico al 5 %
recientemente preparada.

Revelador 2 - Solucion de ferricianuro de potasio
al 5 %.

Revelador 3 - Acido sulfurico.

Revelador 4 - Solucién de acido fosfomolibdico al
4 % en alcohol.

Procedimiento - Aplicar por separado sobre cada
placa 10 pl de cada solucion. Dejar secar las aplica-
ciones y desarrollar los cromatogramas hasta que el
frente del solvente haya recorrido aproximadamente
13 cm empleando Fase movil 1. Retirar las placas de
la camara y dejarlas secar al aire.

Para la segunda placa, desarrollar nuevamente los
cromatogramas en la misma direccion hasta que el
frente del solvente haya recorrido aproximadamente
10 cm empleando Fase movil 2.

Para la tercera placa, desarrollar nuevamente los
cromatogramas en la misma direccion hasta que el
frente del solvente haya recorrido aproximadamente
10 cm empleando Fase movil 3.

Retirar las placas de las camaras y dejarlas secar al
aire. Examinar la primera placa bajo luz ultravioleta a
254 nm. El cromatograma de la Solucion muestra
debe presentar una mancha que corresponde a la man-
cha en el cromatograma de la Solucién estandar A 'y J.
Pulverizar sobre la placa con Revelador 1 y luego con
Revelador 2. El cromatograma de la Solucion muestra



debe presentar una mancha que corresponde a la man-
cha en el cromatograma de la Solucion estandar A.

Pulverizar sobre la segunda placa con Revelador 1
y luego con Revelador 2. El cromatograma de la So-
lucion muestra debe presentar las manchas que corres-
ponden a las manchas en los cromatogramas de las
Soluciones estandar A, B, D y J. Pulverizar sobre la
placa con Revelador 3 y calentar la placa a 120 °C
hasta que las manchas aparezcan en los cromatogra-
mas de estas Soluciones estandar F, Gy H. El croma-
tograma de la Solucion muestra debe presentar man-
chas que corresponden a las presentes en los cromato-
gramas de estas Soluciones estandar.

Pulverizar sobre la tercera placa con Revelador 4y
calentar a 120 °C hasta que las manchas aparezcan en
los cromatogramas de las Soluciones estandar. Las
manchas aparecen rapidamente en los cromatogramas
de las Soluciones estindar A, B, C, D, E, F, Gy H. La
mancha en el cromatograma de la Solucion estandar 1
aparece mas lentamente. El cromatograma de la Solu-
cion muestra no debe presentar mas de tres manchas y
éstas corresponden a las manchas en los cromatogra-
mas de las Soluciones estandar A, B, C, D, E, F, G o
H; puede mostrar también una mancha que correspon-
de a la mancha en el cromatograma de la Solucion
estandar 1. Las manchas en el cromatograma de la
Solucion muestra no deben ser mas intensas que las
manchas correspondientes en los cromatogramas de
las Soluciones estandar.

[NOTA: en el cromatograma de la Solucion mues-
tra, cualquier mancha cercana al frente del solvente
empleado para el primer desarrollo no debe tenerse en
cuenta (polimeros de bajo peso molecular relativo)].

Cromo - (ver 440. Espectrofotometria de absor-
cion y emision atomica).

Solucion madre del estandar - Disolver una canti-
dad de dicromato de potasio, equivalente a 0,283 g de
K,Cr,07, en agua y diluir a 1 litro con el mismo sol-
vente (100 ppm de Cr).

Soluciones estandar - Preparar las soluciones
estandar empleando la Solucion madre del estandar
diluida con una mezcla de agua y écido clorhidrico
(8:2).

Solucion muestra - Solucion S;

Procedimiento - Medir la absorbancia a 358,0 nm
empleando una lampara de cromo de catodo hueco
como fuente de radiacion y una Illama de ai-
re-acetileno. No debe contener mas de 0,05 ppm de
Cr.

Vanadio - (ver 440. Espectrofotometria de ab-
sorcion y emision atomica).

Solucion madre del estandar - Disolver una canti-
dad de vanadato de amonio, equivalente a 0,230 g de
NH4VO;, en agua y diluir a 100,0 ml con el mismo
solvente (0,1 % de V).

Soluciones estandar - Preparar las soluciones
estandar empleando la Solucion madre del estindar
diluida con una mezcla de agua y acido clorhidrico
(8:2).

Solucion muestra - Solucion S;

Procedimiento - Medir la absorbancia a 318,3 nm
empleando una lampara de vanadio de catodo hueco
como fuente de radiacion y una llama de acetile-
no-6xido nitroso. No debe contener mas de 10 ppm de
V.

Residuo de ignicion <270> - No mas de 0,2 %,
determinado sobre 5 g.

Copolimero de etileno-acetato de vinilo para
envases y tubos destinados a preparaciones para
nutricion parenteral

El copolimero de etileno-acetato de vinilo se ob-
tiene por copolimerizacion de mezclas de etileno y
acetato de vinilo. Contiene una cantidad definida de
acetato de vinilo no superior a un 25 % en los materia-
les que se emplean para fabricar envases y no superior
a un 30 % en los materiales que se emplean para fabri-
car tubos.

LIMITE DE ADITIVOS Y ESTABILIZANTES

ADITIVOS

LIMITES (%)

Estabilizantes — puede contener no mds de tres de los siguientes estabilizantes:

butilhidroxitolueno 0,125
tetrakis [3-(3,5-di-fer-butil-4-hidroxifenil)propionato de pentaeritritilo 0,2
3-(3,5-di-ter-butil-4-hidroxifenil)propionato de octadecilo 0,2
fosfito de tris(2,4-di-fer-butilfenilo) 0,2
2,2',2".6,6',6"-hexa-ter-butil-4,4' 4"-[(2,4,6-trimetil-1,3,5-bencenotriiltrismetilen] trifenol 0,2
Aditivos -

oleamida o erucamida 0,2
estearato de calcio o estearato de cinc o una mezcla de ambos 0,5
carbonato de calcio o hidroxido de potasio 0,5
dioxido de silicio 0,2




CARACTERISTICAS

Perlas, granulos o, luego de ser transformado,
laminas translicidas o tubos de espesor variable.
Es practicamente insoluble en agua, etanol, metanol
y hexano. Sin embargo el hexano disuelve los
polimeros residuales de bajo peso molecular. Solu-
ble en hidrocarburos aromaticos calientes. Se que-
ma con una llama azul. La temperatura a la cual el
material se ablanda varia con el contenido de aceta-
to de vinilo; siendo aproximadamente de 100 °C
para materiales de bajo contenido y de aproxima-
damente 70 °C para materiales cuyo contenido es
de 30 %.

IDENTIFICACION - [NOTA: si es necesario,
cortar el material en trozos de tamafio apropiado].

Absorcion infrarroja <460>. A 250 mg del ma-
terial a ensayar agregar 10 ml de tolueno y calentar
a reflujo durante aproximadamente 15 minutos.
Colocar unas gotas de la solucion obtenida sobre
una placa de cloruro de sodio y evaporar el solvente
a 80 °C. EIl espectro obtenido debe presentar los
siguientes maximos de absorcion que corresponden
al acetato de vinilo: 1.740; 1.375; 1.240; 1.020 y
610 cm™ y maximos que corresponden al etileno en
las posiciones siguientes: 2.920 a 2.850; 1.470;
1.460; 1.375; 730 y 720 cm™. El espectro obtenido
debe ser, ademas, idéntico al obtenido con la sus-
tancia de referencia. [NOTA: si el material a ensa-
yar esta en forma de laminas, el espectro puede
determinarse directamente sobre un trozo de tamario
apropiado.]

ENSAYOS - [NOTA: si es necesario, cortar el
material en trozos de tamafio apropiado.]

Solucion indicadora - Disolver en alcohol
100 mg de azul de bromotimol, 20 mg de rojo de
metilo y 200 mg de fenolftaleina. Diluir a 100 ml
con el mismo solvente y filtrar.

Solucion Sy - Transferir 2,0 g del material a en-
sayar a un erlenmeyer de vidrio al borosilicato de
boca esmerilada. Agregar 80 ml de tolueno y calen-
tar a refluyjo con agitaciéon constante durante
90 minutos. Dejar enfriar a 60 °C y agregar 120 ml
de metanol con agitacion constante. Filtrar la solu-
cién a través de un filtro de vidrio sinterizado de
porosidad media. Lavar el erlenmeyer y el filtro
con 25 ml de una mezcla de 40 ml de tolueno y
60 ml de metanol, agregar el lavado al filtrado y
diluir a 250 ml con la misma mezcla de solventes.

Solucion S, - Transferir 25 g del material a en-
sayar a un erlenmeyer de vidrio al borosilicato de
boca esmerilada. Agregar 500 ml de Agua para
Inyectables y calentar a reflujo durante 5 horas.
Dejar enfriar y decantar la solucién. Reservar una
porcién de la solucion para el ensayo Aspecto de la
solucion S, y filtrar el resto a través de un filtro de

vidrio sinterizado. Emplear dentro de las 4 horas de
su preparacion.

Aspecto de la solucion S, - Debe ser transpa-
rente e incolora.

Acidez o alcalinidad - A 100 ml de la Solucion
S, agregar 0,15 ml de Solucion indicadora. No se
deben requerir mas de 1,0 ml de hidréxido de sodio
0,01 N para cambiar el color del indicador a azul.
A 100 ml de Solucion S, agregar 0,2 ml de naranja
de metilo (SR). No se deben requerir mas de 1,5 ml
de 4cido clorhidrico 0,01 N para iniciar el cambio
de color del indicador de amarillo a anaranjado.

Absorbancia - A longitudes de onda entre 220
y 340 nm, la absorbancia de la Solucion S, no debe
ser mayor de 0,20.

Sustancias reductoras - 20 ml de la Solucion
S, agregar 1 ml de &cido sulfurico diluido y 20 ml
de permanganato de potasio 0,002 M. Calentar a
reflujo durante 3 minutos y enfriar inmediatamente.
Agregar 1 g de ioduro de potasio y titular inmedia-
tamente con tiosulfato de sodio 0,01 N, empleando
0,25 ml de almidén (SR) como indicador. Realizar
una determinacion con un blanco y hacer las co-
rrecciones necesarias. La diferencia entre los
volumenes no debe ser mayor de 0,5 ml.

Amidas y acido estearico

Fase estacionaria - Emplear dos placas para
cromatografia en capa delgada (ver /00. Cromato-
grafia) recubierta con gel de silice para cromato-
grafia con indicador de fluorescencia de 0,25 mm
de espesor.

Fase movil 1 - 2,2,4-Trimetilpentano y etanol
(75:25).

Fase movil 2 - Hexano

Fase movil 3 - Cloruro de metileno y metanol
(95:5).

Solucion estandar A - Disolver 20 mg de acido
estearico en 10 ml de cloruro de metileno.

Solucion estandar B - Disolver 40 mg de olea-
mida en 10 ml de cloruro de metileno. Diluir 1 ml
de esta solucidn a 5 ml con cloruro de metileno.

Solucion estandar C - Disolver 40 mg de eru-
camida en 10 ml de cloruro de metileno. Diluir
1 ml de esta solucion a 5 ml con cloruro de metile-
no.

Solucion muestra - Evaporar a sequedad, apli-
cando vacio y a 45 °C, 100 ml de la Solucion S;.
Disolver el residuo en 2 ml de cloruro de metileno
acidificado (SR).

Revelador - Acido fosfomolibdico al 4 % en
etanol.

Procedimiento - Aplicar por separado sobre ca-
da placa 10 pl de cada solucion. Dejar secar las
aplicaciones. Desarrollar la primera placa hasta que



el frente del solvente haya recorrido aproximada-
mente 10 cm empleando Fase movil 1. Retirar la
placa de la camara y dejarla secar. Pulverizar sobre
la placa con Revelador y calentar a 120 °C durante
unos minutos para intensificar las manchas. Cual-
quier mancha que corresponda a acido estearico en
el cromatograma de la Solucion muestra no debe ser
mas intensa que la mancha principal en el cromato-
grama de la Solucion estandar A.

Desarrollar la segunda placa hasta que el frente
del solvente haya recorrido aproximadamente
13 cm empleando Fase movil 2. Retirar la placa de
la camara y dejarla secar. Desarrollar nuevamente
hasta que el frente del solvente haya recorrido
aproximadamente 10 cm empleando Fase movil 3.
Retirar la placa de la camara y dejarla secar. Pulve-
rizar sobre la placa con Revelador. Calentar en una
estufa a 120 °C hasta que las manchas aparezcan.
Cualquier mancha que corresponda a erucamida u
oleamida en el cromatograma de la Solucion mues-
tra no debe ser mas intensa que las manchas corres-
pondientes en los cromatogramas de las Soluciones
estandar By C.

Antioxidantes fendlicos

Sistema cromatogrdfico - Emplear un equipo
para cromatografia de liquidos de un detector ultra-
violeta ajustado a 280 mm y una columna de
25 cm x 4,6 mm con fase estacionaria constituida
por octadecilsilano quimicamente unido a particulas
de silice porosa de 5 pm de didmetro. El caudal es
de aproximadamente 1,5 ml por minuto.

Fase movil - Emplear una de las dos mezclas
siguientes:

Fase movil 1 - Acetonitrilo, tetrahidrofurano y
agua (60:30:10).

Fase movil 2 - Metanol, 2-propanol y agua
(50:45:5).

Solucion estandar A - Disolver 25 mg de butil-
hidroxitolueno, 40mg de 2,22",6,6’6"-hexa-
ter-butil-4,4',4"-[(2,4,6-trimetil-1,3,5-bence-
notriil) trismetilen]trifenol, 40 mg de tetrakis
[3-(3,5-di-ter-butil-4-hidroxifenil)propionato] de
pentaeritritilo y 40 mg de
3-(3,5-di-ter-butil-4-hidroxifenil) ~ prioponato de
octadecilo en 10 ml de una mezcla de acetonitrilo y
tetrahidrofurano (50:50). Diluir 2 ml de esta solu-
cién a 50 ml con el mismo solvente.

Solucion estindar B - Disolver 40 mg de
3-(3,5-di-ter-butil-4-hidroxifenil) propionato de
octadecilo y 40 mg de fosfito de tris(2,4-di-ter-
butilfenilo) en 10 ml de cloruro de metileno. Diluir
2 ml de esta solucidon a 50 ml con el mismo solven-
te.

Solucion muestra A - Evaporar a sequedad,
aplicando vacio y a 45 °C, 50 ml de Solucion S,.

Disolver el residuo en 5 ml de una mezcla de aceto-
nitrilo y tetrahidrofurano (50:50).

Solucion muestra B - Evaporar a sequedad,
aplicando vacio y a 45 °C, 50 ml de Solucion S;.
Disolver el residuo en 5 ml de cloruro de metileno.

Aptitud del sistema - (ver 100. Cromatogrdfia)

Empleando Fase movil 1 - Cromatografiar la
Solucion. estandar A, registrar los cromatogramas y
medir las respuestas de los picos seglin se indica en
Procedimiento: La eficiencia de la columma calcu-
lada para el pico de butilhidroxitolueno no debe ser
menor de 2.500 platos tedricos y la resolucion, R;
entre los picos de tetrakis
[3-(3,5-di-ter-butil-4-hidroxifenil)propionato] de
pentaeritritilo y 2,2'2".6,6',6"-hexa-ter-butil-
(4,4'4"-[(2,4,6-trimetil-1,3,5-bencenotriil) tris-
metilen]trifenol no debe ser menor de 2,0.

Empleando Fase movil 2 - Cromatografiar la
Solucion estandar B, registrar los cromatogramas y
medir las respuestas de los picos segun se indica en
Procedimiento: la resolucion, R, entre los picos de
3-(3,5-di-ter-butil-4-hidroxifenil)propionato de
octadecilo y fosfito de tris(2,4-di-fer-butilfenilo) no
debe ser menor de 2,0.

Procedimiento - Empleando Fase movil 1, in-
yectar por separado en el cromatdgrafo 20 pl de
Solucion muestra A 'y 20 ul de Solucion estandar A.
Registrar los cromatogramas y medir las respuestas
de los picos principales. El cromatograma de la
Solucion muestra A debe presentar unicamente los
picos principales que corresponden a los picos en el
cromatograma de la Solucion estandar A con un
tiempo de retencion mayor de 2 minutos. Las res-
puestas de los picos en el cromatograma de la Solu-
cion muestra A no deben ser mayores que las de los
picos correspondientes en el cromatograma de la
Solucion estandar A, a excepcion del ultimo pico
eluido en el cromatograma de la Solucion estandar
A.

Si el cromatograma de la Solucion muestra A
presenta un pico con el mismo tiempo de retencion
que el ultimo antioxidante eluido con la Solucion
estandar A, emplear Fase movil 2'y proceder segun
se indica a continuacion:

Inyectar por separado en el cromatografo 20 pl
de Solucion muestra B 'y 20 pl de Solucion estandar
B. Registrar los cromatogramas y medir las res-
puestas de los picos principales. El cromatograma
de la Solucion muestra B debe presentar solo picos
principales que corresponden a los picos en el cro-
matograma de la Solucion estandar B con un tiem-
po de retencion mayor de 3 minutos.

Las respuestas de los picos en el cromatograma
de la Solucién muestra B no deben ser mayores que
las de los picos correspondientes en el cromatogra-
ma de la Solucion estandar B.



Sustancias solubles en hexano - Transferir 5 g
del material a ensayar a un erlenmeyer de vidrio al
borosilicato de boca esmerilada. Agregar 50 ml de
hexano y calentar a reflujo en un bafio de agua con
agitacion constante durante 4 horas. Enfriar en un
bafio de hielo (se puede formar un gel). Adaptar
una camisa de enfriamiento, llena de agua helada, a
un filtro de vidrio sinterizado de porosidad media
adaptado con un dispositivo que permita aplicar
presion durante la filtracion.

Dejar enfriar el filtro durante 15 minutos. Fil-
trar la solucién de hexano aplicando una presion de
27 kPa sin lavar el residuo; el tiempo de filtracion
no debe exceder de 5 minutos. Evaporar 20 ml de
la solucion a sequedad. Secar a 100 °C durante
1 hora. EI residuo no debe pesar mas de 40 mg
(2 %) para copolimeros empleados en la fabricacion
de envases y no mas de 0,1 g (5 %) para copolime-
ros empleados para tubos.

Residuo de ignicién <270> - No mas de 1,2 %,
determinado sobre 5,0 g.

VALORACION

Transferir de 250 mg a 1 g del material a ensa-
yar, segin el contenido de acetato de vinilo del
copolimero a ensayar, a un erlenmeyer de vidrio al
borosilicato de boca esmerilada de 300 ml. Agregar
40 ml de xileno. Calentar a reflujo con agitacion
durante 4 horas. Dejar enfriar, con agitacion conti-
nua, hasta que comience la precipitacion. Agregar
lentamente 25,0 m1 de una solucion de hidréxido
de potasio alcoholico preparada disolviendo 6,6 g
de hidréxido de potasio en 50 ml de agua y dilu-
yendo a 1 litro con etanol. Calentar a reflujo con
agitacion durante 3 horas. Dejar enfriar con agita-
cion continua, lavar el refrigerante con 50 ml de
agua y agregar al erlenmeyer 30,0 ml de é&cido
sulfurico 0,1 N. Transferir el contenido del erlen-
meyer a un vaso de precipitados de 400 ml. Lavar
el erlenmeyer con dos porciones de 50 ml de una
solucion de sulfato de sodio anhidro al 20 % y tres
porciones de 20 ml de agua. Agregar todos los
lavados al vaso de precipitados que contiene la
solucion inicial. Titular el exceso de acido sulfuri-
co con hidroxido de sodio 0,1 N, determinando el
punto final potenciométricarnente (ver 780. Volu-
metria). Realizar una determinacién con un blanco
y hacer las correcciones necesarias. Cada mililitro
de 4cido sulfurico 0,1 N es equivalente a 8,609 mg
de acetato de vinilo.

Envases plasticos estériles para sangre
humana o hemoderivados

Los envases plasticos para la recoleccion, alma-
cenamiento, procesamiento y administracion de
sangre humana y hemoderivados se fabrican de uno

0 mas polimeros y, si el caso asi lo requiere, con
aditivos permitidos. En condiciones normales de
uso, los materiales no deben liberar mondmeros u
otras sustancias, en cantidades que puedan ser noci-
vas o causen modificaciones anormales a la sangre.

Los envases pueden contener soluciones anti-
coagulantes.

Cada envase esta equipado con accesorios apro-
piados para facilitar su uso. El envase puede estar
constituido por una unidad o estar conectado por
uno o mas tubos a uno o mas envases complementa-
rios para permitir la separacidon de los componentes
sanguineos en un sistema cerrado.

A menos que se especifique de otro modo en
Envases plasticos estériles para sangre humana y
hemoderivados, los materiales de los envases deben
cumplir con los requisitos para Poli (cloruro de
vinilo) plastificado para envases destinados a solu-
ciones acuosas para perfusion intravenosa.

CARACTERISTICAS

El envase debe ser suficientemente transparente
para permitir un examen visual apropiado de su
contenido antes y después de ser llenado con sangre
y debe ser suficientemente flexible para ofrecer una
minima resistencia durante el llenado y vaciado
bajo condiciones normales de uso. El envase no
debe contener mas de 5 ml de aire.

ENSAYOS

Solucion S;.- Llenar el envase con 100 ml de
Solucidn fisiologica libre de piretogenos (SR) esté-
ril. Cerrar el envase y calentarlo en autoclave,
manteniendo la temperatura a 110 °C durante
30 minutos.

Si el envase a ensayar contiene una solucion an-
ticoagulante, vaciarlo previamente, y lavarlo con
250 ml de Agua para Inyectables a 20+ 1 °C en
varias porciones, descartando los lavados.

Solucion S, - Introducir en el envase un volu-
men de Agua para Inyectables igual al volumen de
solucion de anticoagulante. Cerrar el envase y
calentarlo en autoclave manteniendo la temperatura
a 110 °C durante 30 minutos. Enfriar, agregar sufi-
ciente cantidad de Agua para Inyectables como
para llenar el envase hasta su capacidad nominal.

Si el envase a ensayar contiene una solucion an-
ticoagulante, vaciarlo previamente y lavarlo segun
se indico anteriormente para la Solucion S;.

Resistencia a variaciones de temperatura -
Colocar el envase en una camara apropiada la cual
posee una temperatura inicial entre 20 y 23 °C.
Enfriarlo rapidamente a una temperatura de — 80 °C
y mantenerlo a esa temperatura durante 24 horas.
Elevar la temperatura a 50 °C y mantenerla durante
12 horas. Dejar enfriar a temperatura ambiente. El



envase debera cumplir con los ensayos para la Re-
sistencia a la centrifugacion, Resistencia al estira-
miento, Fuga, Permeabilidad al vapor de agua,
Vaciado bajo presion y Velocidad de llenado, si-
guiendo las técnicas descriptas en este capitulo.

Resistencia a la centrifugacion -

Solucion indicadora - Disolver, con calenta-
miento suave, 50 mg de azul de bromofenol en
3,73 ml de hidréxido de sodio 0,02 M y diluir a
100 ml con agua. -

Procedimiento - Introducir en el envase un vo-
lumen de agua acidificada, por el agregado de 1 ml
de solucidon de acido clorhidrico diluido, en canti-
dad suficiente para alcanzar su capacidad nominal.
Envolver el envase con un papel absorbente im-
pregnado con Solucion indicadora diluida 1 en 5.
Secar y centrifugar durante 10 minutos a 5.000 g.
No se debe producir ninguna fuga, revelada por el
papel indicador, ni ninguna distorsion permanente.

Resistencia al estiramiento - Introducir en el
envase un volumen de agua acidificada por el agre-
gado de 1 ml de solucién de acido clorhidrico dilui-
do, en suficiente cantidad para alcanzar su capaci-
dad nominal. Suspender el envase por el dispositi-
vo de sujecion desde el extremo opuesto al tubo de
salida, aplicar a lo largo del eje del tubo una fuerza
de 20 N (2,05 kgf). Mantener la traccion durante
5 segundos. Repetir el ensayo aplicando la fuerza a
cada una de las partes que se emplean para llenar y
vaciar el envase. No deberd producirse rotura o
deterioro apreciable.

Ensayo de fuga - Colocar el envase, que se ha
sometido al ensayo de Resistencia al estiramiento,
entre dos placas recubiertas con papel absorbente
impregnado con Solucion indicadora diluida 1 en 5,
empleada en el ensayo de Resistencia a la centrifu-
gacion 'y secar. Aplicar, progresivamente, una
fuerza a las placas de forma que la presidon interna
del envase alcance 67kPa en el término de
1 minuto. Mantener la presion durante 10 minutos.
No se debe percibir ninguna sefial de fuga sobre el
papel indicador.

Permeabilidad al vapor de agua - Para enva-
ses que contienen solucidén anticoagulante, llenar
con un volumen de Solucién fisioldgica (SR), simi-
lar a la cantidad de sangre a contener.

Para el caso de los envases vacios, llenar con la
mezcla de solucidon de anticoagulante indicada y
Solucidn fisioldgica (SR). Cerrar el envase, pesarlo
y almacenarlo a 5 + 1 °C en una atmdsfera con una
humedad relativa de 50 + 5 % durante 21 dias. Al
final de este periodo la pérdida de peso no deber ser
mayor de 1 %.

Vaciado bajo presion - Llenar el envase con
un volumen de agua a 5+ 1°C, equivalente a su
capacidad nominal. Adosar a uno de los conecto-
res, un equipo de transfusion sin canula intravenosa.
Comprimir el envase de manera tal que durante el
vaciado se mantenga una presion interna de 40 kPa.
El envase se debe vaciar en menos de 2 minutos.

Velocidad de llenado - Conectar el envase, por
intermedio del tubo de transferencia con su corres-
pondiente aguja a un deposito que contiene una
cantidad apropiada de una solucién con una visco-
sidad similar a la de la sangre, como por e¢j., una
solucién de sacarosa con una concentracion de
335 g/l a37°C. Mantener la presion interna del
deposito a 9,3 kPa, estando al mismo nivel la base
del mismo y la parte superior del envase. El volu-
men de liquido que fluye dentro del envase en
8 minutos no debe ser menor que la capacidad no-
minal del envase.

Transparencia -

Solucion de sulfato de hidracina - Disolver
1,0 g de sulfato de hidracina en agua y diluir a
100 ml con el mismo solvente. Dejar reposar du-
rante 4 a 6 horas.

Solucion de hexametilentetramina - Transferir
2,5 g de hexametilentetramina a un matraz de
100 ml con tapén esmerilado. Agregar 25 ml de
agua y disolver.

Suspension opalescente primaria - Agregar a la
Solucion de hexametilentetramina contenida en el
matraz, 25 ml de Solucion de sulfato de hidracina.
Mezclar y dejar reposar durante 24 horas. Esta
suspension es estable durante 2 meses cuando se la
almacena en envases de una superficie interna per-
fectamente lisa. La suspension no debe adherirse y
debe agitarse cuidadosamente antes de ser emplea-
da.

Procedimiento - Introducir al envase vacio un
volumen, equivalente a su capacidad nominal, de la
Suspension opalescente primaria diluida de manera
de obtener una absorbancia de 0,37 a 0,43 a 640 nm
(el factor de dilucion es de 1 en 16). La turbidez de
la suspension debe ser perceptible cuando se obser-
va a través del envase, en comparacion con un en-
vase de similares caracteristicas lleno de agua en las
mismas condiciones.

Efectos hemoliticos en sistemas de pH regu-
lado - (ver 470. Espectrofotometria ultravioleta y
visible).

Solucion reguladora madre - Disolver 90,0 g
de cloruro de sodio, 34,6 g de fosfato dibasico de
sodio y 2,43 g de fosfato monobasico de sodio en
agua y diluir a 1 litro con el mismo solvente.

Solucion reguladora Ap - A 30,0 ml de la Solu-
cion reguladora madre agregar 10,0 ml de agua.



Solucion reguladora By- A 30,0 ml de la Solu-
cion reguladora madre agregar 20,0 ml de agua.

Solucion reguladora Cy - A 15,0 ml de la Solu-
cion reguladora madre agregar 85,0 ml de agua.

Solucion A; - Mezclar 3,0 ml de Solucion regu-
ladora Ay y 12,0 ml de agua.

Solucion B; - Mezclar 4,0 ml de Solucion regu-
ladora-Byy 11,0 ml de agua.

Solucion C; - Mezclar 4,75 ml de Solucion re-
guladora Cyy 10,25 ml de agua.

Procedimiento - Transferir 1,4 ml de la Solu-
cion S, a cada uno de tres tubos de centrifuga. Al
tubo I agregarle 0,1 ml de Solucion reguladora A,
al tubo II agregarle 0,1 ml de Solucion reguladora
By y al tubo IIT agregarle 0,1 ml de Solucion regu-
ladora Cy. Agregar a cada tubo 0,02 ml de sangre
humana fresca heparinizada, mezclar bien y calen-
tar en un bafio de agua a 30+1°C durante
40 minutos. Emplear sangre recolectada 3 horas
antes como maximo o sangre recolectada con solu-
cién anticoagulante de citrato-fosfato-dextrosa
24 horas antes como maximo.

A los tubos I, IT y IIT agregar 1,5 ml de Solucion
A, Solucion B,y Solucion C,, respectivamente. Al
mismo tiempo y de la misma manera, preparar otros
tres tubos, reemplazando Solucion S, por agua,
estos tubos serviran como control. Centrifugar
simultaneamente los tubos a ensayar y los de con-
trol a exactamente 2500 g en la misma centrifuga
horizontal durante 5 minutos. Determinar las ab-
sorbancias, con un espectrofotdmetro apropiado, en
celdas de 1 cm, a la longitud de onda de 540 nm,
empleando la Solucion reguladora madre como
blanco. Calcular el porcentaje de hemdlisis por la
formula siguiente:

A
—2100

100

en la cudl 4y, es la absorbancia del tubo IIl y A4.,,
son las absorbancias de los tubo I 6 11, o las corres-
pondientes a los tubos controles.

La solucion en el tubo I debe dar un porcentaje
de hemdlisis no mayor a 10 % y el porcentaje de
hemolisis de la solucion en el tubo I no debe diferir
en mas de 10 % al del tubo control correspondiente.

Esterilidad <370> - Introducir asépticamente
en el envase 100 ml de Solucién fisiologica (SR)
estéril y agitar el envase para asegurar que la super-
ficie interna se moje completamente. Filtrar el
contenido del envase a través de un filtro de mem-
brana y colocar la membrana en un medio de culti-
vo apropiado. Los envases deben cumplir con el
ensayo de esterilidad.

Piretogenos <340> - Inyectar 10 ml de la Solu-
cion S; por cada kg de peso del conejo. La Solucion
S; debe cumplir con los requisitos establecidos.

Reactividad biolégica <380> - Realizar el en-
sayo segun se indica en 380. Ensayo de reactividad

bioldgica in vitro.

Acondicionamiento —

Los envases estan contenidos en sobres protec-
tores. Al separarse el envase de su sobre protector,
el mismo no debe evidenciar fugas ni crecimiento
de microorganismos. El sobre protector debe ser
suficientemente resistente para soportar la manipu-
lacién normal.

El sobre protector debe estar sellado de tal ma-
nera que no pueda abrirse y cerrarse nuevamente sin
evidenciar la rotura del mismo.

Rotulado - Debe cumplir con las normas vi-
gentes.

Envases plasticos vacios estériles de po-
li(cloruro de vinilo) plastificado para sangre
humana o hemoderivados

ENSAYOS

Deberan cumplir con los ensayos para Envases
plasticos estériles para sangre humana o hemoderi-
vados y con los siguientes ensayos para detectar
materia extraible.

Solucion de referencia - Transferir Agua para
Inyectables a un erlenmeyer de vidrio al borosilica-
to y calentar en autoclave a 110°C durante
30 minutos.

Sustancias reductoras - Inmediatamente des-
pués de la preparacion de la Solucion S,, transferir
al erlenmeyer al borosilicato una cantidad corres-
pondiente al 8 % de la capacidad nominal del enva-
se. Simultaneamente preparar un blanco empleando
un volumen igual de la Solucion de referencia re-
cientemente preparada en otro erlenmeyer de vidrio
al borosilicato. A cada solucidn agregar 20,0 ml de
permanganato de potasio 0,002 M y 1 ml de acido
sulfarico diluido. Dejar reposar durante 15 minutos
protegido de la luz.

A cada solucién agregar 0,1 g de ioduro de po-
tasio. Dejar reposar durante 5 minutos protegido de
la luz y titular inmediatamente con tiosulfato de
sodio 0,01 N, empleando 0,25 ml de almidén (SR)
como indicador. La diferencia entre las dos titula-
ciones no debe ser mayor de 2,0 ml.

Acidez o alcalinidad - A un volumen de Solu-
cion S,, equivalente al 4 % de la capacidad nominal
del envase, agregarle 0,1 ml de fenoftaleina (SR).
La solucion permanece incolora. Agregar 0,4 ml de
una solucion de hidréxido de sodio 0,01 M. La



solucién toma color rosado. Agregar 0,8 ml de
acido clorhidrico 0,01 M y 0,1 ml de rojo de meti-
lo (SR 1). La solucidn se torna de color anaranjado
10jizo 0 rojo.

Cloruro -

Solucion de cloruro de sodio - Disolver en agua
una cantidad de cloruro de sodio, equivalente a
0,824 g de CINa, y diluir a 1 litro con el mismo
solvente. Diluir 1 ml de esta soluciéon a 100 con
agua inmediatamente antes de usar (5 ppm de Cl).

Procedimiento - A 15 ml de Solucion S, agregar
1 ml de &cido nitrico diluido y volcar la mezcla de
una sola vez en un tubo de Nessler que contenga
1 ml de nitrato de plata (SR). Luego de dejar en
reposo esta solucion durante 5 minutos protegido de
la Iuz, no debe presentar una turbidez mayor que la
de una solucion preparada simultaneamente, mez-
clando 1,2 ml de Solucién de cloruro de sodio con
13,8 ml de agua (0,4 ppm).

Amonio -

Solucion alcalina de tetraiodoniercurato de po-
tasio - Disolver 11 g de ioduro de potasio y 15 g de
ioduro de mercurio (II) en agua y diluir a 100 ml
con el mismo solvente. Mezclar extemporaneamen-
te 1 volumen de esta solucion y 1 volumen de solu-
cion de hidroxido de sodio de 250 g/1.

Solucion de amonio - Disolver en agua una can-
tidad de cloruro de amonio, equivalente a 741 mg
de NH,Cl, y diluir a 1 litro con el mismo solvente.
Diluir 1 ml de esta solucion a 100 con agua. Tomar
2 volumenes de la solucién anterior y diluir a
5 volimenes con agua inmediatamente antes de
usar (1 ppm de NHy,).

Solucion diluida de hidroxido de sodio - Disol-
ver 8,5 g de hidroxido de sodio en agua y diluir a
100 ml con agua.

Procedimiento - Diluir 5 ml de Solucion S, a
14 ml con agua, alcalinizar si es necesario con So-
lucion diluida de hidroxido de sodio y diluir a 15 ml
con agua. Agregar 0,3 ml de Solucion alcalina de
tetraiodomercurato de potasio. Después de
5 minutos, el color amarillo no debe ser mas intenso
que el producido por una solucién obtenida mez-
clando 10 ml de Solucion de amonio con 5 ml de
agua y 0,3 ml de Solucion alcalina de tetraiodo-
mercurato de potasio. (2 ppm).

Residuo por evaporacién - Evaporar a seque-
dad 100 ml de Solucion S, en un vaso de precipita-
dos de vidrio al borosilicato, previamente calentada
a 105°C. Evaporar a sequedad, en las mismas
condiciones 100 ml de la Solucion de referencia.
Secar hasta peso constante entre 100 y 105 °C. El
residuo de la Solucion S; no debe pesar mas de
3 mg, comparado con la Solucion de referencia.

Absorbancia - Determinar la absorbancia de la
Solucion S, a longitudes de onda entre 230 a
360 nm, empleando la Solucion de referencia como
blanco. A longitudes de onda entre 230 y 250 nm,
la absorbancia no debe ser mayor de 0,30. A longi-
tudes de onda entre 251 y 360 mn, la absorbancia
no debe ser mayor de 0,10.

Ftalato de bis(2-etilhexilo) extraible -

Solvente de extraccion - Emplear alcohol dilui-
do con agua con una densidad relativa entre 0,9389
y 0,9395 (ver 160. Determinacion de la densidad
relativa).

Solucion madre del estandar - Disolver 100 mg
de ftalato de bis(2-etilhexilo) en Solvente de extrac-
cion y diluir a 100,0 ml con el mismo solvente.

Soluciones estandar - Transferir 20,0; 10,0; 5,0;
2,0 y 1,0 ml de Solucion madre del estandar a sen-
dos matraces aforados de 100 ml y diluir a volumen
con Solvente de extraccion para obtener las Solu-
ciones estandar A, B, C, D y E, respectivamente.

Determinar las absorbancias; con un espectro-
fotometro apropiado, de las Soluciones estandar a
la longitud de 272 nm, empleando Solvente de ex-
traccion como blanco. Trazar una recta de absor-
bancia en funcion de la concentracion de ftalato de
bis(2-etilhexilo).

Procedimiento de extraccion - Mediante el em-
pleo del adaptador correspondiente, llenar el envase
vacio con un volumen de Solvente de extraccion
previamente calentado a 37 °C, igual a la mitad del
volumen nominal. Expulsar el aire completamente
del envase y sellar el tubo de salida. Sumergir el
envase lleno en posicidon horizontal en un bafio de
agua a 37+ 1 °C durante 60 + | minuto sin agitar.
Retirar el envase del bafio de agua, invertirlo sua-
vemente 10 veces y transferir el contenido a un
matraz. Inmediatamente medir la absorbancia a
272 nm, empleando Solvente de extraccion como
blanco.

Determinar la concentracion de ftalato de
bis(2-etilhexilo), en mg por cada 100 ml de extrac-
to, a partir de la recta de calibracion.

La concentracidon no debe exceder:

- 10 mg por cada 100 ml para envases cuyo vo-
lumen nominal sea mayor o igual de 300 ml, pero
menor de 500 ml;

- 13 mg por cada 100 ml para envases cuyo vo-
lumen nominal sea mayor de 150 ml, pero menor de
300 ml;

- 14 mg por cada 100 ml para envases cuyo vo-
lumen nominal sea menor o igual 150 ml.

Acondicionamiento y rotulado - Ver Envases
pldsticos estériles para sangre humana o hemoderi-
vados.



Envases plasticos estériles de poli(cloruro de
vinilo) plastificado para sangre humana que
contienen solucién, anticoagulante.

Los envases plasticos estériles de poli(cloruro
de vinilo) para sangre humana que contienen una
solucion anticoagulante o soluciones conservadoras
deberan cumplir con las monografias correspon-
dientes. Estos envases se emplean para la recolec-
cién, almacenamiento y administracion de sangre.
Antes de ser llenados deberan cumplir con la des-
cripcion y caracteristicas dadas en Envases plasti-
cos vacios estériles de poli(cloruro de vinilo) plasti-
ficado para sangre humana o hemoderivados.

A menos que se especifique de otro modo en
Envases plasticos estériles para sangre humana o
hemoderivados, la naturaleza y composicion de los
materiales de los envases deben cumplir con los
requisitos para Poli(cloruro de vinilo) plastificado
para envases destinados a sangre humana o hemo-
derivados y para envases destinados a soluciones
acuosas para perfusion intravenosa.

ENSAYOS

Los envases deben cumplir con los ensayos para
Envases plasticos estériles para sangre humana o
hemoderivados y con los siguientes ensayos para
medir el volumen de solucion anticoagulante y para
detectar materia extraible.

Volumen de soluciéon anticoagulante -
Transferir completamente el contenido del envase a
una probeta. El volumen no debe diferir en mas de
+ 10 % del volumen declarado.

Absorbancia - Determinar la absorbancia de la
solucidén anticoagulante, extraida del envase, entre
250 y 350 nm, empleando como blanco una solu-
cion anticoagulante de la misma composicion que
no ha estado en contacto con el material plastico.
La absorbancia, a la longitud de 280 nm, no debe
ser mayor de 0,5.

Ftalato de bis(2-etilhexilo) extraible - Retirar
cuidadosamente la solucién anticoagulante por
medio del tubo de transferencia empleando un em-
budo adaptado a dicho tubo, llenar completamente
el envase con agua, dejar en contacto durante
1 minuto, y presionar suavemente el envase. Des-
pués vaciarlo completamente y repetir el lavado. El
envase vacio y lavado debe cumplir con el ensayo
Ftalato de bis(2-etilhexilo) extraible descripto en
Envases plasticos vacios estériles de poli(cloruro
de vinilo) para sangre humana o hemoderivados.

Acondicionamiento y rotulado - Ver Envases
pldsticos estériles para sangre humana o hemoderi-
vados.

Envases plasticos para soluciones acuosas pa-
ra perfusion intravenosa

Los envases plasticos destinados a soluciones
acuosas para perfusion intravenosa deben cumplir
con los siguientes ensayos.

ENSAYOS

Solucion S - Llenar un envase hasta su capaci-
dad nominal con agua y taparlo. Colocar el envase
en un autoclave a una temperatura de 121 °C, du-
rante 30 minutos. Si el calentamiento a 121 °C
produce el deterioro del envase, calentar a 100 °C
durante 2 horas. Emplear la solucion, dentro de las
4 horas de preparada.

Blanco - Preparar un blanco calentando agua en
un erlenmeyer de vidrio al borosilicato tapado, a la
temperatura y por el tiempo empleado para la pre-
paracion de la Solucion S.

Aspecto de la solucion S - Debe ser transpa-
rente e incolora.

Acidez o alcalinidad - A un volumen de Solu-
cion S correspondiente al 4 % de la capacidad no-
minal del envase agregar 0,1 ml de fenolftalei-
na (SR). La solucidn debe ser incolora. Agregar
0,4 ml de hidréxido de sodio 0,01 M. La solucién
debe tomar una coloracion rosa. Agregar 0,8 ml de
acido clorhidrico 0,01 M y 0,1 ml de rojo de meti-
lo (SR 1). La solucion debe ser de color anaranjado
10jizo o 10jo.

Absorbancia - Determinar la absorbancia de la
Solucion S entre 230 y 360 nm, no debe ser mayor
de 0,20.

Sustancias reductoras - A 20,0 ml de Solu-
cion S agregar 1 ml de acido sulftrico diluido y
20,0 ml de solucién de permanganato de potasio
0,002 M. Calentar a ebullicion durante 3 minutos y
enfriar inmediatamente. Agregar 1 g de ioduro de
potasio y titular inmediatamente con tiosulfato de
sodio 0,01 N, empleando 0,25 ml de almidén (SR)
como indicador. Realizar una determinacioén con un
blanco y hacer las correcciones necesarias. La
diferencia entre los volumenes de titulacion no debe
ser mayor de 1,5 ml.

Transparencia -

Solucion de sulfato de hidracina - Disolver
1,0 g de sulfato de hidracina en agua y diluir a
100 ml con el mismo solvente. Dejar reposar du-
rante 4 a 6 horas.

Solucion de hexametilentetramina - Transferir
2,5 g de hexanetilentetramina a un matraz de
100 ml con tapén esmerilado. Agregar 25 ml de
agua y disolver.

Suspension opalescente primaria - Agregar a la
Solucion de hexametilentetramina contenida en el
matraz, 25 ml de Solucion de sulfato de hidracina.
Mezclar y dejar reposar durante 24 horas. Esta



suspension es estable durante 2 meses cuando se la
almacena en envases de vidrio de superficies inter-
nas lisas. La suspension no debe adherirse y debe
mezclarse cuidadosamente antes de ser empleada.

Procedimiento - Llenar el envase empleado an-
teriormente para la preparacion de la Solucion S,
con un volumen de Suspension opalescente prima-
ria, igual a la capacidad nominal del envase, diluida
1 en 200 para un envase de polietileno o polipropi-
leno y 1en400 para otros tipos de envases. La
opalescencia de la suspension debe ser perceptible
cuando se observa a través del envase, en compara-
cion con un envase de similares caracteristicas lleno
en las mismas condiciones pero con agua.

Acondicionamiento - El envase debera ser
acondicionado en un sobre protector.

Rotulado - Debe cumplir con las normas vi-
gentes.



435. ENVASES PARA PRODUCTOS MEDICOS ESTERILES

En este capitulo se describen los requisitos y
métodos de ensayos que deben reunir los materiales
y sistemas de envases para ser utilizados como
empaque primario en productos médicos que seran
sometidos a esterilizacién terminal y destinados a
mantener la esterilidad del producto.

Los materiales empleados para envases de
productos médicos se clasifican en:

Materiales porosos: papel en bobinas, resmas,
bolsas o componentes de bolsas mixtas
termosellables, papel con recubrimiento adhesivo
para paquetes termosellables.

Materiales no porosos: telas no tejidas de
poliolefinas con o sin recubrimiento adhesivo para
bolsas mixtas, film de polietileno, film de
polipropileno orientado, laminados de poliolefinas y
poliéster, laminas de PET (polietilentereftalato) y
PVC para termoformar.

Las materias primas utilizadas en los materiales
de embalaje pueden ser virgenes o recicladas
siempre que cumplan con los ensayos descriptos y
se conozca su trazabilidad.

Los adhesivos utilizados no deben mostrar
reaccion, contaminar, transferirse o afectar al
producto envasado, antes y después de la
esterilizacion. No deben contener componentes
toxicos en cantidades suficientes como para causar
dafio a la salud.

La composicion quimica y los ensayos de
identificacién y caracterizacion de los polimeros
plasticos estdn descriptos en 420. Envases
primarios de plastico.

Caracteristicas generales
El envase del producto médico estéril debe ser
tal que:
- Sea barrera microbiana.
- Sea barrera mecanica.
- No presente interaccion con el producto
médico que contiene.
- Adecuado para el método de esterilizacion
aplicado.

A continuacién se describen los ensayos para
materiales porosos y no porosos que permiten el
cumplimiento de las caracteristicas generales.

Ademas se consideran los ensayos vinculados a
la funcionalidad del envasado final conteniendo el
producto médico estéril y el ensayo de
envejecimiento acelerado para determinar la vida
util del envase.

ENSAYOS PARA MATERIALES

Determinacion del gramaje

El gramaje es la masa por unidad de area de
papel determinada por el método de ensayo
normalizado. Se expresa en gramos por metro
cuadrado (g.m?).

La determinacién del gramaje es aplicable a
papel, papel con recubrimiento adhesivo y tela no
tejida con y sin recubrimiento adhesivo.

La masa promedio de un metro cuadrado de
papel acondicionado debe estar entre +5 % del valor
nominal declarado por el fabricante.

La masa promedio de un metro cuadrado de
papel con adhesivo debe estar entre + 7,5 % del
valor nominal declarado por el fabricante.

La masa promedio para tela no tejida sin
recubrimiento adhesivo debe estar entre + 7 % del
valor nominal declarado por el fabricante.

La masa promedio para tela no tejida con
recubrimiento adhesivo debe estar entre + 15 % del
valor nominal declarado por el fabricante.

Aparatos -

Dispositivo de corte: el dispositivo de corte
debera ser capaz de cortar repetidamente probetas
cuya area se encuentre en un entorno de £ 1 % de
un area conocida. Esto debe ser controlado
frecuentemente por medicidn y siempre que se
logre la exactitud mencionada anteriormente, el
area promedio obtenida en estos controles debe ser
utilizada para el célculo del gramaje. Con ciertos
papeles se encontrard, después de llevar a cabo esta
determinacidon de area, que las probetas no pueden
ser cortadas con la precision anteriormente definida;
en tales casos, el area de cada probeta debera ser
determinada individualmente.

Balanza: La balanza debera ser lo
suficientemente exacta, en el rango de utilizacion,
para pesar dentro del 0,5 % de la masa real. Debera
ser lo suficientemente sensible como para detectar
un cambio de + 0,2 % de la masa a ser determinada
y, si la balanza es del tipo de lectura directa, debera
estar graduada de manera tal que se puedan tomar
lecturas con ese grado de precision.

Se puede usar balanzas especiales para la
determinacion de gramaje, disefiadas para pesar
probetas de un tamafio determinado e indicar
directamente su gramaje, si se cumplen totalmente
las condiciones antes detalladas y el area de cada
probeta no es menor que 500 cm’ y no mayor que
1.000 cm”.

Mientras esta en uso, la balanza debera ser
protegida de las corrientes de aire.



Muestreo -

La seleccidon de unidades y la toma de ejemplares
de ensayo debera ser lo mas representativo posible.
El numero de ejemplares de ensayo empleado (por
lo menos cinco) debera ser suficiente para por lo
menos 20 probetas.

Preparacion de las muestras -

Las muestras deberan acondicionarse a una
atmosfera de 23+1°C y 502 % humedad
relativa por el tiempo requerido para obtener estas
condiciones. Se considera que se ha alcanzado el
equilibrio en temperatura y humedad cuando dos
pesadas consecutivas de la muestra, efectuadas en
un intervalo de no menos de una hora no difieran en
mas de 0,25 % de la masa total.

Procedimiento -

Para la determinacion de gramaje se preparan y
se pesan las probetas en las mismas condiciones
atmosféricas del acondicionamiento. Utilizando el
Dispositivo de corte, se corta, de por lo menos
5 ejemplares de ensayo, un minimo de 20 probetas;
si es posible el mismo numero de probetas de cada
ejemplar de ensayo.

Siempre que sea posible cada probeta debera
tener un 4area de por lo menos 500 cm®y no mas de
1.000 cm?; si es necesario, puede estar compuesta
de varios trozos mas pequefios.

Se determina el area de las probetas por célculo
a partir de las medidas tomadas, redondeando a
0,5 mm.

Se pesa cada probeta y se expresa las masas con
tres cifras significativas.

Se calcula el gramaje g, en gramos por metro
cuadrado, de cada probeta, por la formula siguiente:

g = 10.000(m/4)

en la cual m es la masa de la probeta, en gramos, y
A es el area de la probeta, en cm’.

Alternativamente se calcula el gramaje por la
formula siguiente:

g =10.000(m,,/4)

en la cual m,,, es la masa promedio de las probetas,
en gramos, y 4 es el drea promedio de las probetas,
en cm’.

Si se ha usado una balanza disefiada para pesar
probetas de un tamafio determinado, se utiliza la
siguiente formula:

g=gi/(4,/4)

en la cual g; es el gramaje indicado de la probeta,
en gramos por metro cuadrado, 4; es el area de la
probeta para la cual estd calibrada la balanza, en
cm?, A4 es el 4rea de la probeta pesada, en cm’.

Se calcula el promedio de los resultados y la
desviacidon estandar y se expresan con tres cifras
significativas.

Determinacion del pH

La determinacion del pH (ver 250.
Determinacion del pH) es aplicable a papel y papel
con recubrimiento adhesivo.

El pH de un extracto acuoso del papel debe estar
comprendido entre 5 y 8.

Principio -

Se extrae una muestra de 2 gramos de material
durante 1 hora con 100 ml de agua destilada fria e
hirviendo y se mide el pH del extracto.

Reactivos -

Agua destilada o desionizada. La conductividad
no debe exceder 0,1 mS/m después de hervir y
enfriarse.

Soluciones reguladoras patron, con valor de pH
tal como 4; 6,9y 9,2.

Muestreo -
Lo seleccion de unidades y la toma de muestra
debera ser lo mas representativo posible.

Preparacion de la muestra -

Se corta o rasga la muestra en trozos
aproximados de 5 mm x 5 mm, porciones que no
hayan sido tocadas por manos descubiertas y
asegurandose que las muestras se coloquen solo
sobre superficies limpias.

Se mezclan los trozos completamente. Las
muestras preparadas se guardan en recipientes
limpios y tapados.

Preparacion del extracto acuoso: se pesan
2+0,1 g, en base a la sustancia seca, de muestra
para realizar el Extracto en caliente y la misma
cantidad para el Extracto en frio.

Extraccion en caliente: se colocan 100 ml de
agua destilada en un frasco con condensador de
refluyjo y se calienta hasta la temperatura de
ebullicion. Se desensambla el condensador y el
agua casi hirviendo se trasvasa a otro frasco para
condensador de reflujo que contiene los trozos de
muestra. Se adapta el condensador y se hierve
durante 1 hora a fuego moderado. Se permite el
enfriamiento rapido hasta temperatura entre 20 y
25 °C con el condensador colocado. Se espera la
decantacion de las fibras y se trasvasa el extracto
sobrenadante a un vaso pequefio. La muestra se
realiza por duplicado.

Extraccion en frio: se colocan 100 ml de agua
destilada en un frasco esmerilado con tapén de
vidrio y se agregan los trozos de la muestra. Se
tapa el frasco y se deja reposar durante 1 hora entre
20 y 25 °C, agitando por lo menos una vez durante



este tiempo. Se espera la decantacidon de las fibras
y se trasvasa el extracto sobrenadante a un vaso
pequeiio. La muestra se realiza por duplicado.

Medicion del pH -

Se realiza la medicion de pH de los extractivos
realizados en frio y en caliente. Se expresa el pH
como el promedio de las dos determinaciones

redondeando a 0,1 unidad. Los resultados
individuales no deben diferir en mas de
0,2 unidades. Si esto ocurre se repiten las

determinaciones y se informa el promedio y rango
de todas las medidas.

Determinacion del color

La determinacion de color es aplicable a papel,
papel con recubrimiento adhesivo, tela no tejida con
o0 sin recubrimiento.

El color no se debe lixiviar cuando se realice el
extracto acuoso en frio y en caliente de igual forma
que para la determinacion de pH.

Determinacion de cloruros y sulfatos

La determinaciéon de cloruros y sulfatos es
aplicable a papel y papel con recubrimiento
adhesivo.

El contenido de cloruros como cloruro de sodio
no debe exceder el 0,05 %.

El contenido de sulfato como sulfato de sodio
no debe exceder el 0,25 %.

Preparacion de la muestra -
Se pesan entre 2 y 5 g de muestra, se corta en
trozos aproximados de 5 mm x 5 mm.

Procedimiento -

Se transfiere la muestra a un desintegrador y se
agregan 250 =2 ml de agua destilada a 23 +£2 °C.
Se procede a la accion del desintegrador durante
2 horas.

Se retira una alicuota de la suspensidon con una
jeringa con filtro de 0,2 um para prevenir el arrastre
de fibras. Es esencial que la alicuota esté libre de
material suspendido.

Sobre la alicuota se determina cloruros como
ion Cloruro y sulfatos como ion sulfato por
cromatografia ionica.

Determinacion de la fluorescencia

La determinacion de la fluorescencia es
aplicable a papel y papel con recubrimiento
adhesivo.

Aparatos -

Fuente de radiacidn ultravioleta, que produzca
un pico a 366 nm. La salida luminosa de la lampara
debe ser tal que se obtenga la iluminacion requerida
de la superficie de la probeta acondicionada.

Preparacion de la muestra -

Se corta un trozo del papel en ensayo de
100 mm x 10 mm y se acondiciona de igual forma
que para el ensayo de Determinacion del gramaje a
23+1°C y 50+2 % de humedad relativa por el
tiempo requerido.

Procedimiento -

Se enciende la lampara y se deja hasta que
desarrolle su rendimiento completo. Se ajusta la
distancia entre la lampara y la superficie de la
probeta de ensayo de manera tal que la radiacion
ultravioleta incidente sobre la superficie de la
probeta de ensayo sea 300 + 20 pW/cm’.

Se observa el aspecto general de la probeta y la
presencia de manchas fluorescentes.

El papel con o sin recubrimiento adhesivo no
debe tener mas de cinco focos de fluorescencia,
cada uno con un eje mayor a 1 mm/dm’.

Determinacion de la resistencia al estallido en
himedo y en seco

La resistencia al estallido es la maxima presion
uniformemente distribuida, aplicada en angulo recto
a su superficie, que una hoja de papel puede
soportar bajo las condiciones de ensayo.

La determinacion de la resistencia al estallido en
himedo es aplicable a papel y papel con
recubrimiento adhesivo.

En seco es aplicable ademas a tela no tejida con
o sin recubrimiento adhesivo.

Para papel, la resistencia en seco no debe ser
menor a 230 kPa y en hiimedo 35 kPa, empleando
un tiempo de inmersion de 10 minutos.

Para papel para la fabricacion de paquetes para
uso médico que deben ser esterilizados con o6xido
de etileno o radiacién y papel con recubrimiento
adhesivo: en seco 200 kPa y en humedo 35 kPa, con
tiempo de inmersién de 10 minutos.

Si sera sometido a radiacidon no es aplicable la
resistencia en humedo.

Principio -

El ensayo consiste en colocar una probeta de
ensayo sobre un diafragma circular elastico, se la
amordaza rigidamente en el perimetro, pero
dejandola curvarse sobre el diafragma. Se bombea
fluido  hidraulico a  velocidad constante,
expandiendo el diafragma hasta que la hoja se
rompa. La resistencia al estallido de la probeta es el
valor maximo de la presion hidraulica aplicada.

Aparatos -

Diafragma: circular, de material eldastico,
amordazado firmemente con su superficie superior
aproximadamente 3,5 mm por debajo del plano
superior del elemento de fijacion inferior. El
material y la construccion del diafragma deberan



ser tales que la presion requerida para expandir al
diafragma 9 mm por sobre la superficie superior del
elemento de fijacion inferior sea de 30 + 10 kPa.

Sistema de amordazado: para sostener la
probeta, firme e uniformemente entre dos
superficies anulares planas, que deberan ser suaves
(pero no pulidas) y acanaladas. Se debe asegurar
que la presion de amordazado esté distribuida en
forma pareja. La presion de amordazado debera ser
suficiente para evitar el deslizamiento durante el
ensayo, pero no demasiado grande como para dafiar
la probeta. Normalmente no debe ser menor a
430 kPa.

Sistema hidraulico: para aplicar una presion
hidraulica controlada en el lado inferior del
diafragma hasta que se produzca el estallido de la
probeta. No debera haber burbujas de aire en el
sistema hidraulico ni en el liquido utilizado. La
velocidad de bombeo debera ser de 95 + 15 ml por
min.

Manémetro: tipo Bourdon con indicador de
lectura maxima de capacidad adecuada o un
transductor de presion calibrado y un registrador de
presion con una precision de 0,2 %.

Preparacion de las muestras -

Las probetas de ensayo deberan tener un area
mayor que la de las mordazas del aparato y ninguna
parte cubierta por las mordazas en un ensayo podra
ser incluida en areas de ensayo subsiguientes. Las
probetas no deben incluir areas que contengan
marcas de agua, pliegues, o dafio visible. Deben ser
acondicionadas a 23 £ 1 °C y 50 =2 % de humedad
relativa durante 24 horas.

Procedimiento -

Los ensayos se deberan realizar en la atmésfera
normalizada, usada para acondicionar las probetas.

Se levanta la mordaza y se coloca la probeta en
una posicidén que permita usar toda la superficie de
amordazado. Luego se aplica la mordaza
firmemente sobre la probeta aplicando la presion
especificada. Se aplica la presion hidraulica a la
velocidad establecida hasta que se produzca el
estallido de la probeta. Se lee y registra la presion
indicada en el manometro con tres cifras
significativas. Se deberan descartar las lecturas
cuando haya ocurrido deslizamiento apreciable de
la probeta o cuando el tipo de falla indica que la
probeta fue dafiada por una presion excesiva o por
la rotacion de las mordazas durante el
amordazamiento.

Si la lectura fuera menor a 70 kPa, se ensaya un
nimero minimo de hojas simultineamente para
obtener una lectura superior a este valor. Las hojas
deben estar dispuestas con uno de los lados (por
ejemplo, lado fieltro) en contacto con el otro lado

(por ejemplo, lado tela) y las direcciones de
maquina paralelas.

Resultados -
La resistencia al estallido P expresada en kPa,
estd dada por la formula siguiente:

P=BIN

en la cual B es el valor de la presion hidraulica
maxima en kPa, N es el numero de hojas ensayadas
simultineamente.

Para la determinacion en himedo se preparan
las muestras como en seco, luego se sumergen
10 minutos en agua siguiendo el mismo
procedimiento que para traccion en humedo y luego
se realiza la determinacion de la resistencia al
estallido.

Determinacion de la resistencia a la traccion
en himedo y en seco

La resistencia a la traccidn es la maxima fuerza
de traccion por unidad de ancho que puede soportar
el papel antes de romperse, bajo las condiciones
definidas de ensayo.

La determinacion de la resistencia a la traccion
en humedo y en seco es aplicable a papel, papel con
recubrimiento adhesivo y tela no tejida con y sin
recubrimiento.

Para papel, la resistencia a la traccion en seco no
debe ser menor a 4,40 kN por metro en direccion de
maquina y no menor a 2,20 kN por metro en
direccion cruzada. En himedo no debe ser menor a
0,90 kN por metro en direcciéon de maquina y
0,45 kN por metro en direccién cruzada.

Para papel para la fabricacion de paquetes para
uso médico que deben ser esterilizados con déxido
de etileno o radiacion y papel con recubrimiento
adhesivo: la resistencia a la traccion en seco debe
ser no menor a 4,0 kN por metro en direccién de
maquina y 2,0 kN por metro en direccién cruzada.
En humedo, 0,80 kN por metro en direccién de
maquina y 0,40 kN por metro en direccion cruzada.

Si el proceso al cual serda sometido es radiacion
no se aplica el ensayo en hiimedo.

Para tela no tejida sin o con recubrimiento solo
se determina en seco y no debe ser menor a
5,0 kN por metro en direccion de maquina y
cruzada.

Principio -

El ensayo consiste en estirar hasta su ruptura
una probeta de dimensiones normalizadas a una
velocidad de aplicacion de carga constante, usando
un aparato de ensayo de traccion que mida la fuerza
y que registre la traccion maxima.



Aparatos -

Equipo para ensayo de traccion: disefiado para
estirar una probeta de dimensiones patrones a una
velocidad de aplicacion de carga constante y para
medir la fuerza de traccion. La velocidad de carga
debera ser ajustada de modo de lograr la ruptura de
la probeta en 20 = 5 segundos.

Equipo para medicion de fuerza de traccion:
con una precision de + 1 %.

Mordazas: para sostener las probetas.

Preparacion de las muestras para la
determinacion en seco -

Las muestras se deberan acondicionar a
23+1°C y 50+2 % de humedad relativa y las
probetas se prepararan y ensayaran en las mismas
condiciones.

Se preparan las probetas a partir de ejemplares
tomados al azar. No deberan ser incluidas en el
area de ensayo arrugas, grietas, o marcas de agua y
las probetas no deberan incluir partes de la muestra
comprendidas a 15 mm del borde de cualquier hoja
o0 bobina.

Las probetas se cortan una por vez, se corta un
numero suficiente de probetas como para asegurar
10 resultados validos obtenidos en cada direccion
del papel, es decir en direccién de maquina y en
direccion transversal. Los bordes largos de la
probeta deberan ser perfectamente rectos, paralelos
con una tolerancia de + 0,1 mm y sin rebordes.

Las dimensiones de las probetas deberan ser las
siguientes: el ancho debera ser 15 mm, 25 mm 6
50 mm, con tolerancia de +0,1 mm. El largo
debera ser tal, que la probeta pueda ser colocada en
las mordazas sin tocar con las manos la seccion que
va entre las mismas.

Preparacion de las muestras para la
determinacion en hiimedo -

Se preparan las muestras y las probetas igual
que para la determinacién en seco.

Luego se forma un anillo con la probeta, con la
porcion central hacia arriba y se sumerge la parte
inferior del anillo en agua destilada a 23 £2 °C. Se
mojan las probetas a saturacion, normalmente esto
significa un tiempo de inmersion de 1 hora. Luego
de la inmersion se sacan las probetas del recipiente,
levemente embebidos en agua, se les quita el agua
en exceso y se las ensaya de igual forma que en
seco.

Procedimiento -

Se ajusta el aparato de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante.

Se coloca la probeta en las mordazas, se alinea y
ajusta la probeta. Se comienza el ensayo,
continuando hasta que se rompa la probeta. Se

registra la maxima fuerza de traccidn ejercida y el
tiempo en que se llegd a la ruptura, redondeando a
1 segundo.

Se ensayan por lo menos diez probetas, cortadas
en cada una de las direcciones del papel. Se
registran todas las lecturas, excepto las de aquellas
probetas que se rompan a menos de 10 mm de las
mordazas.

Resultados -

Se calculan y expresan separadamente los
resultados obtenidos en cada una de las direcciones
del papel. Se calcula la resistencia a la traccion de
las probetas, expresada en kN por metro a partir de
la formula siguiente:

S=F/w

en la cual S es la fuerza de traccion en kN por
metro, F es la fuerza de traccidon promedio, en N, y
w es el ancho de la probeta en milimetros.

El resultado se expresa con tres cifras
significativas.

Determinacion de la resistencia al desgarro o
rasgado interno

La resistencia al desgarro es la fuerza necesaria
para continuar el desgarro comenzado por un corte
inicial, en una unica hoja de papel. Si el corte se
encuentra en direccion de maquina, o si se
encuentra transversal a la direccion de maquina, el
resultado se expresa indicando la condicion.

La determinacion de la resistencia al desgarro o
rasgado interno es aplicable a papel, papel con
recubrimiento adhesivo, tela no tejida con y sin
recubrimiento.

Para papel, la resistencia al desgarro no debe ser
menor a 550 mN en direccion de maquina y
cruzada.

Para papel para la fabricacion de paquetes para
uso médico que deben ser esterilizados por 6xido de
etileno o radiacion con y sin recubrimiento, debe
ser no menor a 300 mN en ambas direcciones.

Tela no tejida con y sin recubrimiento, no menor
a 1.000 mN en ambas direcciones.

Principio -

Una probeta conformada por hojas superpuestas,
generalmente cuatro, es rasgada a una distancia
fijada, usando un péndulo que aplica la fuerza de
desgarro moviéndose en un plano perpendicular al
plano inicial de la probeta.

El trabajo realizado al desgarrar la probeta se
mide por la pérdida de energia potencial de
péndulo. La fuerza de desgarro promedio es
indicada por una escala ubicada en el péndulo, o por
un indicador digital.



La resistencia al desgarro del papel se determina
a partir de la fuerza promedio y de la cantidad de
hojas que componen la probeta.

Aparatos -

Se utiliza un aparato para determinar la
resistencia al desgarro, tipo Elmendorf, de
capacidad  adecuada  para  cumplir  los
requerimientos de ensayo, y masas crecientes o
pendientes intercambiables para aumentar la fuerza
en desgarro del aparato.

Medios para preparar la probeta, como por
ejemplo, una guillotina.

Muestreo -

La seleccion de unidades y la toma de muestras
debera ser lo mas representativa posible. Las
muestras deben acondicionarse a una atmosfera de
23 +1°Cy 50+ 2 % de humedad relativa.

Preparacion de las muestras -

Se preparan las probetas en la misma atmdsfera
de acondicionamiento usada para las muestras. No
debera haber arrugas, pliegues u otros defectos
visibles en el area de la que se cortara la probeta y
ésta no deberd incluir partes de la muestra que se
encuentren a menos de 15 mm del borde de la hoja
o bobina.

Si en la probeta se encuentran marcas de agua,
este hecho debera ser establecido en el informe.

Se identifican las dos caras del papel. Con la
misma cara hacia arriba, se corta de cada ejemplar
de ensayo cuatro hojas rectangulares del mismo
tamaflo, entre 50 +2 mm y 76 £ 2 mm de ancho,
con los bordes paralelos a la direccion de ensayo; y
de un largo tal que después que se haya hecho el
corte inicial, ya sea como parte de la preparacion de
la probeta o con la cuchilla integrada, el largo sin
desgarrar sea 43,0 £ 0,5 mm.

Se agrupa las hojas cortadas en conjunto de
cuatro para formar la probeta.

Alternativamente se agrupan cuatro ejemplares
de ensayo con sus direcciones de maquina paralelas
y con las caras colocadas de la misma forma, y se
corta la probeta como se indica mas arriba. El largo
no desgarrado sera el especificado mas arriba.

Los bordes de la hoja que conformen la probeta
deberan estar limpios.

Se corta una cantidad de probetas suficiente
como para realizar un minimo de diez ensayos
validos en cada direccidn requerida del papel.

Procedimiento -

Se realizan los ensayos en la misma atmdsfera
de acondicionamiento utilizada para acondicionar
las muestras.

Se ajusta y controla el equipo. Se mediran
algunos pocos ensayos para seleccionar el péndulo

apropiado, o la combinacion de péndulo-masa
creciente a ser usadas. Es conveniente realizar el
ajuste de modo que el promedio de las lecturas esté
en un rango entre el 20 % y el 80 % del total de la
escala de lectura.

Se realiza el ensayo en direcciéon de maquina y
en direccidn transversal.

Resultados -

Por cada direccion del papel ensayada se calcula
el promedio de las lecturas de escala, y a partir de
las siguientes formulas, la resistencia al desgarro:

F=Fp/n

en la cual F es la resistencia al desgarro en mN, F;
es el promedio de las lecturas de escala en mN, p es
la cantidad de hojas desgarradas simultaneamente,
para la cual ha sido calibrada la escala del péndulo
para dar una lectura directa de la resistencia al
desgarro en mN y »n es la cantidad de hojas
desgarradas simultaneamente.

La direccion de desgarro puede desviarse de la
direcciéon del corte inicial. Si la desviacion
promedio excede 10 mm en una o dos de los diez
ensayos, se deberd descartar estos resultados y
realizar ensayos posteriores para llevar el nimero
de resultados satisfactorios a los diez requeridos. Si
la desviacion excede 10 mm en mas de dos
probetas, se debera incluir estos resultados y
registrar este hecho en el informe.

Si en lugar de desgarrarse de manera normal, el
papel de cualquier probeta se delamina, presentando
una banda ancha de papel delaminado, se debe
aplicar el criterio del parrafo anterior a la linea
central de la banda desgarrada a través de las
probetas.

Si la resistencia al desgarro del papel, o el
péndulo, o la combinacion péndulo-masa creciente
disponible no permite obtener resultados
satisfactorios a partir de probetas hechas con cuatro
hojas, se debera utilizar mas hojas y aclararlo en el
informe.

Determinacion de la repelencia al agua

La determinacién de la repelencia al agua es
aplicable a papel y papel con recubrimiento
adhesivo.

Aparatos -

Fuente de luz ultravioleta, con los mismos
requisitos que para determinacién de fluorescencia.

Desecador.

Crondémetro.

Dosificador de polvo, con un extremo cerrado y
el otro con tamiz con un tamafio de apertura
nominal entre 0,125 mm y 0,150 mm.



Placa de petri, de aproximadamente
200 mm x 150 mm x 15 mm.
Termometro de escala adecuada.

Reactivos -

Polvo indicador seco preparado segin se
describe a continuacion: se muelen 20 g de sacarosa
en un mortero y se pasa a través de un tamiz con un
tamafio de apertura nominal entre 0,063 mm y
0,075 mm. Se seca la sacarosa tamizada en un
desecador sobre silicagel o en una estufa regulada
entre 105°Cy 110 °C. Se mezclan 10 g de sacarosa
seca con 10 mg de fluoresceina sodica seca y se
pasa la mezcla cinco veces por el tamiz de apertura
nominal entre 0,063 mm y 0,075 mm. Finalmente,
se transfiere el polvo indicador seco al dosificador
de polvo. El polvo indicador seco en el dosificador
se almacena en un desecador o en una estufa entre
105 °Cy 110 °C, hasta su uso.

Procedimiento -

Se toman diez porciones de papel a ensayar,
cada una de 60 mm x 60 mm, acondicionado a
23 +1°Cy 50+ 2 % de humedad relativa.

Se separan las muestras en dos grupos de cinco,
un grupo sobre una cara y el otro sobre la otra. A
cada muestra se le hacen dos dobleces de 10 mm de
altura y en angulo recto a lo largo de los dos lados.

Se llena la placa de petri con agua purificada a
la temperatura de acondicionamiento hasta una
profundidad de 10 mm. Se enciende la lampara
ultravioleta y se deja estabilizar. Se ajusta la
distancia de la lampara de forma tal que la radiacion
sobre la superficie del agua sea de 300 + 20 uW por
cm’.

Se esparce el polvo indicador sobre la superficie
de la muestra hasta formar una pelicula fina. Se
deja flotar la muestra debajo de la lampara
ultravioleta y se observa el tiempo para que
aparezca la fluorescencia generalizada. Se repite el
procedimiento con las nueve porciones restantes.

La repelencia al agua del papel esta influenciada
considerablemente por la temperatura del agua, la
cual se debe mantener entre los limites
especificados, 23 £ 1 °C.

La repelencia al agua del papel y papel con
recubrimiento adhesivo debe ser tal, que el tiempo
de penetracion no sea menor a 20 segundos.

Si el papel sera de uso en esterilizacion por
radiacion no se aplica esta determinacion.

Determinacién del tamafio de poro

La determinacion del tamafio de poro es
aplicable a papel y papel con recubrimiento
adhesivo.

Principio -

El método consiste en observar la presion
requerida para forzar a las burbujas de aire a pasar
por los intersticios (poros) de un material
humedecido con un liquido o que tenga una pelicula
del mismo liquido aplicada en la parte superior de
su superficie. La presion junto con la tension
superficial conocida del liquido son usadas para
establecer el tamafio de los intersticios del material

(poros).

Liguido de ensayo -

El liquido de ensayo debe permitir que el papel
sea humedecido completamente, que tenga un bajo
poder solvente de los materiales de ensayo, que no
produzca hinchazén de las fibras, que tenga una
tension superficial constante, que no sea tdxico, con
bajo nivel de inflamabilidad, exento de espuma y de
costo moderado. Un liquido que reine estas
condiciones es el etanol.

Aparatos -
El equipo requerido para el ensayo se muestra
en la Figura 1,y consta de las siguientes partes:
1) cabezal de ensayo (1) que consta
de: un recipiente cilindrico de un material
apropiado (ejemplo bronce) sobre el cual
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la muestra “a” se pueda sujetar con un
anillo o abrazadera “b” y un tornillo “c”.
El vaso se ajusta con un empaque de
caucho sintético “d” de didmetro interno
50 mm para sellar la muestra.

2)  Mandmetro

3) Valvula de corte que sirve para
dirigir el aire al cabezal de ensayo.

4) Una valvula reguladora de
presion .

5)  Una valvula de corte que dirige el
aire al manometro.

6) Deposito de aire de 2,5 litros de
capacidad conectado a “/”. Esto garantiza
que la velocidad de flujo de aire, necesaria
para mantener la elevacion de la presion
requerida, sea tal que la pérdida de aire a
través del material, cuando comienza el
burbujeo, no disminuya la velocidad de
elevacion de la presion.

7)  Suministro de aire.

Usando el equipo representado en la Figura 1,
se realiza el ensayo de la siguiente manera:

Se abren el suministro de aire y la valvula “3”
para dirigir el aire al cabezal a través del recipiente
“6” al mismo tiempo se ajusta la valvula “4” para
graduar el gradiente de presion requerido. Se
mantiene abierta la valvula “5” durante el ensayo.
Cuando aparezcan las primeras burbujas en el



material que se estd ensayando, se cierra “5” para
permitir la lectura de presion en el mandémetro “2”.

El equipo para la medicion del tamafio de poro
equivalente tendra las siguientes caracteristicas:

a) debe disponer de los medios adecuados para
sujetar la muestra del material de forma que:

- esté horizontal.

- un area circular del material de 50 mm de
diametro sera sometida a un incremento constante
de presion por la cara inferior del material.

- que no haya fugas del liquido de ensayo.

- que la muestra no se desprenda de las
abrazaderas.

b) La tasa de incremento de la presion de aire
debe ser de 2,0 kPa por minuto a 2,5 kPa por
minuto (220 mm a 250 mm de agua por minuto).

¢) el manémetro conectado al cabezal de ensayo
debe estar calibrado en kPa (o en mm de agua).

d) El manémetro debe tener un rango adecuado
de medicién de la presion.

[NOTA 1. las abrazaderas deben estar
recubiertas con un material elastico que sea
resistente al liquido de ensayo como por ejemplo
caucho sintético.]

[NOTA 2: para la mayoria de los materiales se
considera apropiado un mandmetro que suministre
una presion de hasta 6 kPa. Los equipos hasta
10 kPa se recomiendan para mediciones sobre
materiales muy cerrados como por ejemplo
indumentaria para 4reas limpias, campos
quirdrgicos. ]

Preparacion de las muestras -

Después de su recepcion se debe manipular el
material muy poco, no doblarlo, plancharlo ni
someterlo a algin tratamiento diferente al
acondicionamiento. Se deben cortar muestras del
material de una forma adecuada para su
manipulacidn y sujecion.

Se deben tomar las muestras de diferentes
lugares del material evitando los pliegues, de forma
que las muestras sean representativas de todo el
material. Se recomienda cortar muestras del
material de un tamafio de 75 mm x 75 mm.

A menos que se estipule lo contrario, se deben
emplear diez especimenes de la muestra del
material.

Procedimiento:

1) se realiza el ensayo en
condiciones ambientales estandarizadas
especificadas, 23+1°C y 50+£2% de
humedad relativa.

2) Se  determina la  tension
superficial del liquido de ensayo con algin

método apropiado con una precision de

0,5 mN por metro.

3) Se sumergen aproximadamente

15 mm de la muestra dentro del liquido de
ensayo en una placa de petri durante
3 minutos. Se retira la muestra con pinzas
y se coloca en el cabezal de ensayo. Se
vierten unos pocos ml del liquido de
ensayo sobre la superficie del material en
cantidad  suficiente =~ para  cubrirlo
completamente antes de someterlo a la
presion de prueba. Se registra la
temperatura del liquido de ensayo.

[NOTA: el material muy abierto se puede
analizar mas facilmente si se permite que la
presion del aire aumente sobre la parte
posterior de la muestra antes de verter el
liquido de ensayo para cubrir completamente la

superficie del material.]

4) Después de aumentar la presion
del aire aparecen burbujas en diferentes
sitios sobre la parte superior de la
superficie; se observa ésta
permanentemente mientras se incrementa
la presion. En el momento en que aparece
la primera burbuja se registra el valor de la
presion expresada en mm de columna de
agua.

5) Se ensayan los demas
especimenes hasta obtener el numero de
resultados requerido.

Resultados -

Cdlculo y expresion de los resultados: se calcula
el radio del poro R equivalente, en um, de cada
muestra por medio de la siguiente formula:

R=207/D.P.G
o la formula simplificada:
R=204T/P

en la cual T es la tension superficial del liquido de
ensayo a la temperatura de analisis expresada en
mN por metro; G es la aceleracion de la gravedad
en mm por s’ D es la densidad del agua a la
temperatura de ensayo, en mg por mm’ y P es la
presion de la burbuja, expresada en mm de agua.

Se calcula el radio promedio del poro y se
expresa el resultado como diametro del poro.

[NOTA 1: el error introducido al tomar D igual
a 1 mg por mm’ para la densidad relativa del agua a
la temperatura de la atmdsfera normalizada es
pequefio comparado con la variabilidad de los
resultados del ensayo.]

[NOTA 2: de forma similar, aunque se sabe que
G varia alrededor del 0,5 % de lugar a lugar, el



error introducido al asumir un valor constante de
9.810 mm por s*, es pequefio comparado con la
variabilidad del ensayo.]

Desarrollo de la formula para el célculo del
radio del poro equivalente: para un tubo cilindrico,
la presion P expresada en Pascales, necesaria para
forzar el liquido a través de ¢él, estda dada por la
formula siguiente:

P =2TcosQ/R

en la cual T es la tension superficial del liquido en
N por metro; Q es angulo de contacto en la interfase
liquido-solido-aire, expresado en grados; y R es el
radio del tubo, en metros.

El angulo de contacto es muy dificil de medir y
por lo tanto se escoge un liquido que humedece
completamente el material, por lo tanto el valor del
cosQ sea 1 y la ecuacidn se convierte en la siguiente
expresion:

P=2T/R

Esta ecuacion es la misma que la ecuacidon
simplificada mencionada para la expresion del radio
del poro.

La presiéon se mide normalmente en mm de
columna de agua, debido a que se emplea un
mandmetro de agua o a que el mandmetro ha sido
calibrado en mm de columna de agua. Por lo tanto:

P=Pb.D.G

en la cual Pb es la presion equivalente a la columna
de agua, en mm de columna de agua; D es la
densidad del agua, en mg por mm’; G es la
aceleracion debida a la gravedad, en mm por s*.

Para papel, el diametro maximo equivalente al
tamafio de poro no debe ser mayor a 50 micrones
con un valor medio de 35 micrones.

Para papeles que se usaran para esterilizacion
por oxido de etileno y radiacién, con y sin
recubrimiento adhesivo, el promedio de los
diametros de poro, debe ser menor o igual a 20
micrones y ninguno de los valores obtenidos debe
ser mayor a 30 micrones.

Determinacion de la permeabilidad al aire

La permeabilidad al aire estd definida como el
flujo medio de aire que pasa a través de una unidad
de 4rea sometida a una unidad de diferencia de
presién, en una unidad de tiempo, en condiciones
especificas.  Utilizando el principio de medida
conocido como GURLEY

La determinacion de la permeabilidad al aire es
aplicable a papel, papel con recubrimiento y tela no
tejida con o sin recubrimiento.

Para papel no debe ser menor de 3,4 pm/Pa.s
con una presion de aire de 1,47 kPa.

Papel para ser utilizado en esterilizacion por
oxido de etileno y radiacion con y sin recubrimiento
adhesivo, no debe ser menor de 0,2 pm/Pa.s y no
mayor de 6,0 pm/Pa.s

Para tela no tejida sin recubrimiento: no debe
ser menor a 1 um/Pa.s con una presiéon de aire de
1,47 kPa.

Para tela no tejida con recubrimiento no debe
ser menor a 0,3 um/Pa.s con una presion de
1,47 kPa.

Principio -

La presion de aire es ejercida por el peso de un
cilindro vertical flotando en un liquido.

La probeta del material a ensayar esta en
contacto con el aire comprimido y el cilindro baja
de manera uniforme mientras el aire pasa a través
de la probeta. A partir de él se calcula la
permeabilidad al aire del material de la probeta.

Aparatos -
Aparato de medida de resistencia al aire tipo
GURLEY

Preparacion de la muestra -

El material es acondicionado en condiciones
ambientales estandarizadas especificadas, 23 + 1 °C
y 50 + 2 % de humedad relativa.

El muestreo se realiza del modo mas
representativo posible

Cuando el aparato a utilizar posee las mordazas
de fijacion en la parte superior del cilindro interior,
el tamafio de las probetas conveniente es
50 mm x 120 mm. Para el aparato que tiene el
sistema de fijacion en la base, el tamafio de las
probetas apropiado es 50 mm x 50 mm.

Procedimiento -

Se ensayan cinco probetas con una cara hacia
arriba y las otras cinco probetas con la otra cara
hacia arriba.

El ensayo se realiza en las mismas condiciones
atmosféricas que las utilizadas para el
acondicionamiento de las muestras.

Se coloca el aparato sobre una superficie
horizontal para que los cilindros queden verticales.
El cilindro exterior debe estar lleno de aceite hasta
una altura de 120 mm.

Cuando el aparato tiene la fijacion en la base, se
eleva el cilindro interior hasta que su borde quede
sujeto por la presilla, se fija la probeta entre las
mordazas, se suelta la presilla y se baja el cilindro
interior hasta que flote.

Para el aparato que tiene la fijacion en la parte
superior, se eleva el cilindro interior con una mano,
se fija la probeta con la otra mano y luego se baja el
cilindro interior y se lo deja flotar en el aceite.



Se mide el tiempo en segundos que tarda el
borde del cilindro exterior en enfrentar las marcas
de los dos primeros intervalos consecutivos de
50 ml a partir del punto cero; o sea que se mide el
tiempo necesario para el pasaje de 100 ml de aire,
con la siguiente precision:

- menor o igual a 60 segundos, se redondea a
0,2 segundos;

- entre 61 y 180 segundos, se redondea a
1 segundos;

- mayor a 180 segundos, se redondea a
5 segundos.

En el caso de papeles relativamente
impermeables, la lectura puede tomarse al final del
primer intervalo de 50 ml.

Para papeles muy abiertos puede cronometrarse
el tiempo a mayor volumen de aire.

Resultados -
Se calcula la permeabilidad al aire con dos
cifras significativas a partir de la formula siguiente:

P=127/t

en la cual P es la permeabilidad al aire en,
pm/Pa.seg, y ¢ es el tiempo promedio necesario para
el pasaje de 100 ml de aire, en segundos. Si se
utiliza un volumen distinto a 100 ml , la féormula
sera:

P=1,27V/t

en la cual V es el volumen cuyo tiempo de pasaje se
cronometrd, en ml, y los otros términos son los
definidos anteriormente.

Si se necesita la desviacion estandar, se calcula
a partir de las medidas duplicadas del tiempo y se
corrige utilizando la formula siguiente:

P=127/t

Si la resistencia medida al aire es
significativamente diferente en las dos caras y se
requiere reflejarlo en el informe, se ensayaran diez
muestras de cada cara.

Determinacion de la absorcion superficial de
agua (Método de Cobb)

La determinacion de la absorcion superficial es
aplicable a papel con y sin recubrimiento adhesivo.

La absorcion superficial de agua es la masa
calculada de agua, absorbida por 1 m* de papel, en
un tiempo especificado.

La absorcion superficial de cada uno de los
lados del papel, papel para o6xido de etileno y
radiaciéon con y sin recubrimiento , no debe ser
mayor a 20 g por m’, empleando un tiempo de
exposicion de 60 segundos.

Reactivos y aparatos -

- Agua destilada o desionizada a 23 + 1 °C.

- Papel secante con gramaje de 250 =25 g por
m’.

- Medidor de absorcion de agua. Puede
utilizarse cualquier tipo de aparato que permita:

a) un contacto inmediato y uniforme del
agua con la parte de la probeta sujeta a ensayo.

b) una remocion rapida y controlada del
agua no absorbida por la probeta al final del periodo
de contacto.

¢) una remocion rapida de la probeta sin
riesgo de contacto con agua fuera del area de
ensayo.

El aparato consiste en una base rigida con una
superficie plana lisa y un cilindro de metal rigido
con un didmetro interno de 112,8+0,2 mm
(correspondiente a un area de ensayo de
aproximadamente 100 cm®) y con un medio que
permita el ajuste firme a la placa base. El borde del
cilindro en contacto con la probeta debe ser plano y
alisado, con un espesor suficiente como para evitar
que corte la probeta.

- Rodillo de metal, con una superficie lisa, de
200 mm de ancho, un didmetro de 90 + 10 mm y
una masa de 10 + 0,5 kg.

- Balanza con una precision de 1 mg.

- Cronometro graduado en segundos, capaz de
realizar medidas de hasta por lo menos 30 minutos.

- Cilindro graduado, u otros medios para medir
alicuotas apropiadas.

Preparacion de la muestra -

Las muestras deben ser representativas y
previamente acondicionadas a23+1°Cy 50+2 %
de humedad relativa.

Se preparan las probetas de ensayo en las
mismas condiciones atmosféricas en las que se
prepararon las muestras. Se debe evitar tocar el
area de ensayo con las manos o los dedos. Se
cortan de los ejemplares de ensayo por lo menos
diez probetas de un tamafio suficiente como para
exceder el diametro del cilindro en por lo menos
10 mm, cuidando que el area de ensayo no tenga
dobleces, quiebres, hendiduras u otros defectos.

Procedimiento -

El ensayo se realiza en las mismas condiciones
atmosféricas en las que se acondicionaron las
muestras.

Se pesa la probeta redondeando a 1 mg y se
coloca con la superficie a ser ensayada hacia arriba
sobre la placa base. Se coloca el cilindro con el
borde alisado en contacto con la probeta y se lo
ajusta lo suficientemente firme para evitar que se
escape el agua entre ambos. Se vierte dentro del
cilindro 100+ 5 ml de agua e inmediatamente se
activa el cronémetro. A los 45+ 1 segundos,



teniendo cuidado que el agua no entre en contacto
con la superficie de la probeta fuera del area de
ensayo se quita el exceso de agua. Se quita la
probeta del cilindro y se coloca, con la cara de
ensayo hacia arriba, sobre una hoja de papel secante
previamente colocada sobre una superficie rigida
plana.

Luego de 60+ 2 segundos después de haber
iniciado el ensayo, se coloca una segunda hoja de
papel secante sobre la superficie de la probeta y se
quita el exceso de agua, usando el rodillo de mano,
con dos pasadas sin ejercer presion alguna sobre el
rodillo.

Inmediatamente después del secado se dobla la
probeta con el lado humedo hacia adentro y se pesa
nuevamente, de modo que el incremento en masa
debido a la absorcion de agua pueda ser
determinado antes de que se produzca cualquier
pérdida por evaporacion.

Las probetas deben descartarse si el agua paso6 a
través de la misma, o muestra sefiales de pérdidas
alrededor del 4area ajustada, o muestra exceso de
agua después del secado.

Resultados -

Se calcula la absorcion de agua A4, expresada en
gramos por metro cuadrado, con una cifra decimal
para cada probeta, por la formula siguiente:

A= (mz-l’}’Z])F

en la cual 4 es la absorcién de agua en g por m’, m;
es la masa seca en g de la probeta, m, es la masa
hiimeda en g de la probeta, F es igual a 10.000/area
de ensayo (para aparatos normales esto es 100 cm?).

Para cada lado ensayado se calcula la absorcion
de agua promedio redondeando a 0,5 g por m’ y la
desviacion estandar.

Determinacion de la impermeabilidad o
ausencia de poros en film y laminados plasticos

Aparatos y reactivos -

1- esponja normal, hecha de un
bloque de esponja de celulosa con unas
dimensiones nominales de
110 mm x 75 mm x 32 mm unida con
adhesivo a prueba de agua a una placa
metalica de 110 mm x 75 mm x 12 mm de
modo que la masa total es
800 + 50 gramos.

2- Bandeja, no menor de 15 mm de
profundidad y dimensiones minimas de
130 mm x 95 mm.

3-  Papel absorbente, blanco, filtro de
absorcion media o media rapida o papel de
cromatografia.

4-  Superficie de vidrio plano.

5-  Solucién acuosa de tinciéon, 1g
por 100 ml de rojo amaranto que contenga
0,005% de cetrimida como agente
humectante.

Preparacion de las muestras -

Se toman cinco bolsas mixtas (pouch) o tramos
de rollo no menor a 250 mm de largo y se remueve
la capa de plastico identificando la cara externa para
determinacion en laminados plasticos. Se toman
cinco envases flexibles plasticos para el caso de
film plésticos de la misma medida.

Procedimiento -

Se coloca un pedazo de papel absorbente de
tamafio similar a la muestra sobre el vidrio plano y
se coloca la cara interna de la pelicula a ser
ensayada en contacto con el papel absorbente.

[NOTA: para bolsas mixtas o rollos con fuelle,
el ensayo debe ser realizado sobre una sola capa de
lamina plastica incluyendo el area que se encuentra
doblada.]

Se vierte la tinta en la bandeja y se coloca la
esponja en la bandeja por un minuto. Se retira la
esponja removiendo el exceso de tinta con el borde
de la bandeja.

Se coloca la esponja sobre la muestra
asegurandose que la esponja no est¢ a menos de
15 mm del borde y se deja por 2 minutos. Se retira
la esponja y se examina el papel absorbente
buscando manchas causadas por la penetracion de
la tinta. Se repite el procedimiento para el resto de
las muestras.

Se informa el numero de muestras que
permitieron que se manchara con la tinta el papel
absorbente.

La pelicula plastica debe estar libre de
perforaciones.

Determinacion del factor de rompimiento de
la pelicula plastica:

El factor de rompimiento de la pelicula plastica
no debe ser menor de 20 Newtons por 15 mm de
ancho.

Principio -

El ensayo consiste en estirar hasta la ruptura una
probeta normalizada de pelicula plastica a una
determinada velocidad de ensayo, utilizando un
aparato de ensayo de traccion que mida fuerza.

Aparatos -

Equipo para ensayo de traccidon que se adapte a
las caracteristicas de las probetas y las condiciones
de ensayo.

Preparacion de las muestras -



Las muestras deben ser acondicionadas a
23+£2°Cy 50+5 % de humedad relativa por no
menos de 40 horas previas al ensayo.

El nimero de muestras a ensayar serd de cinco
en el caso de materiales isotropicos.  Para
materiales anisotropicos, se utilizard un minimo de
diez muestras, cinco para direccion normal y cinco
en direccion de la anisotropia.

Las muestras consisten en tiras de ancho y
espesor uniforme, con un minimo de 50 mm mas
largas que la mordaza de separacion utilizada. El
ancho de las tiras no debe ser menor que 5,0 mm ni
mayor a 25,4 mm.

Se debe tener especial atencidn al corte de las
tiras para prevenir marcas y roturas dentro de lo
posible que pueden causar falla prematura.

La variacion de espesor de las tiras puede ser del
10 % para materiales de 0,25 mm de espesor o
menos y dentro del 5 % en el caso de materiales con
espesor mayor a 0,25 mm pero menor que 1,00 mm.

La longitud estandar de las tiras sera de
250 mm.

Procedimiento -

Se mide el area de seccion transversal de la
muestra a varios puntos a lo largo de su longitud.
Se mide el ancho con una exactitud de 0,25 mm o
mayor. Se mide el espesor con una exactitud de
0,0025 mm o mayor para films menores que
0,25 mm de espesor y con una exactitud de 1 % o
mayor para films mayores a 0,25 mm pero menores
que 1,0 mm de espesor.

Se coloca la probeta muestra entre las mordazas.
Se selecciona un rango de carga tal que la falla en la
muestra ocurra por encima de los dos tercios. La
separacion inicial de las mordazas dependerd del
porcentaje de elongacion que tenga el material. Se
especifica en Tabla 1.

La velocidad de ensayo debe ser calculada desde
el requerimiento inicial de tension como se indica
en Tabla 1.

La tasa de separacion de las mordazas puede
calcularse como:

A=B.C

en la cual 4 es la tasa de separacion de las mordazas
en mm por minuto, B es la distancia inicial entre las
mordazas en mm, y C es la tensién inicial en
mm/mm.min.

Se mide la maxima fuerza aplicada que rompid
la pelicula.

Resultado -

El factor de rompimiento se calculado
dividiendo la maxima fuerza por el ancho minimo
de la muestra. Los resultados se expresan en fuerza

por unidad de extension en ancho, usualmente
N/15 mm de ancho.

Determinacion de la resistencia a la
delaminaciéon de las liminas plasticas en bolsas
mixtas

El ensayo es aplicable a todos los envases
mixtos.

Preparacion de las muestras -
Se toman diez bolsas mixtas y se llenan hasta la
mitad con gasa de algodon.

Procedimiento -

Se sellan las muestras de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante con una selladora
de calor.

Se colocan las muestras en un esterilizador. El
ciclo de operacion debe ser ajustado a los limites
definidos por el fabricante para el material de
empaque y los parametros validados del ciclo
operativo.

Se lleva a cabo el ciclo, se retiran y examinan
las muestras visualmente.

Resultados -

Se reporta el numero de muestras que han
estallado y el nimero de laminas de plastico en las
cuales se presenta desprendimiento de las capas o se
opacan.

El envase no debe estallar y la lamina plastica
no debe delaminarse ni opacarse.

ENSAYOS FUNCIONALES PARA
ENVASADO FINAL

Determinacion de la pelabilidad en los
productos papel/laminado plastico

Equipos
Regla graduada en intervalos de 0,5 mm.

Procedimiento -

Lenta y cuidadosamente se despega el
termosellado con las manos. Visualmente se revisa
que el termosellado se extienda a lo largo de todo el
ancho y largo de las lineas de sellado y que no haya
un desprendimiento de papel mayor a 10 mm desde
las lineas de sellado.

Cuando el termosellado se desprende
generalmente se muestra una apariencia mate donde
el sellado se llevd a cabo, pero la apariencia
brillante se conserva donde no hubo un sellado
satisfactorio.

Se mide el ancho del termosellado en la cara
interna del plastico en cinco partes diferentes.

Resultados -



Se reporta el promedio y anchos minimos del
termosellado (con aproximaciéon a 0,5 mm) y
cualquier tipo de imperfeccion en la linea de sellado
o desprendimiento del papel mayor a 10 mm del
borde del sellado.

El sello debe cubrir el ancho total y el largo total
de las lineas individuales del termosellado y no
debe haber rasgado de papel mas de 10 mm desde el
borde de la linea de termosellado.

Determinacion de la resistencia de la linea de
termosellado para bolsas mixtas

Aparatos -

a-  Esterilizador,
proceso validado.

b- Medidor de tension con una tasa
de separacion continua, con una variacion
de £10mm por minuto que permita
determinar la resistencia a la tension al
momento de falla con una precision de
+1 %.

conforme al

Preparacion de las muestras -

a- Seco: se cortan cinco tiras de
15£0,1 mm de ancho y con un largo
suficiente para usar el equipo con la bolsa
mixta a ensayar, a angulo recto o
perpendicular a la linea de sellado, quedando
ésta aproximadamente en el centro de la tira.

b- Seco-esterilizado: se corre el ciclo
de esterilizacion y se preparan cinco tiras
como esta indicado en a.

c- Humedo: se preparan cinco tiras
como en g. Inmediatamente antes de
ensayar la muestra se sumerge la parte
central en agua purificada a 23 +2 °C con la
linea de sellado al centro de la seccion
himeda. Después de un minuto de
inmersion se retira la tira, se remueven los
excesos de agua con un trozo de papel
absorbente y se ensaya.

d- Humedo esterilizado: se corre el
ciclo de esterilizacion y se preparan las
muestras de acuerdo a c.

Procedimiento -

Se sujeta la punta de la lamina de plastico
en una de las pinzas de la maquina y la otra
punta de papel en la otra pinza dejando un
pequefio margen desde la punta. Se despega el
sello a una tasa de separacion de 200 = 10 mm
por minuto y se registra la fuerza maxima.

Resultados -
Se reporta la resistencia del termosellado de
cada muestra en Newtons por 15 mm de ancho.

La resistencia del termosellado con muestra
seca no debe ser menor a 1,5 N por 15 mm de
ancho, antes y después de someterse al proceso
de esterilizacion.

La resistencia del termosellado con
muestras humedas no debe ser menor a 1,2 N
por 15mm de ancho, antes y después de
someterlo al proceso de esterilizacion.

Determinacion de fugas por emision de
burbujas

Este método cubre la determinacién completa de
fugas en envases flexibles no porosos conteniendo
headspace (espacio libre superior).

La sensibilidad es limitada a 1.10° atm.cm®/s
(1.10° Pa.m’/s).

Pequefias fugas pueden no ser detectadas por
este método. Los efectos visco-elasticos de los
productos, o el aire atrapado, puede ser significativo
y ocluir pequefias aberturas.

La presion positiva dentro del envase después
del vacio puede forzar a tapar pequefias fugas. El
tamafio de la fuga que puede ser detectado es
dependiente del producto que contiene, de la
naturaleza del material de envase y de los
parametros seleccionados del ensayo.

Aparatos -

Cdmara de vacio: contenedor transparente capaz
de resistir aproximadamente 1atm de presion
diferencial, adecuada con wuna tapa ajustada.
Manémetro para vacio, un tubo de entrada de la
fuente de vacio y un tubo de salida a la atmosfera
que puede conectarse con la tapa de la camara. Los
tubos de entrada y salida pueden ser equipados con
valvulas manuales. Adjunto a la parte inferior de la
tapa, un plato con las dimensiones aproximadas de
la camara.

Reactivos -

Fluido de inmersion: se debe usar un fluido de
inmersion que no degrade el envase a ensayar.
Fluidos con baja tension superficial son mas
sensibles, como por ejemplo, agua, agua tratada con
un agente humectante, alcohol desnaturalizado,
aceite mineral.

Muestras -

El nimero de muestras a usar puede ser variable
acorde con la naturaleza del producto, el costo, el
tamafio, y el tamafio del lote de produccion. El
envase puede estar con o sin contenido.

Las muestras y el fluido deben estar en
equilibrio con la temperatura ambiente.

Procedimiento -
1- Sumergir la muestra en el fluido
contenido en la camara. La superficie



superior de la muestra debe estar
cubierta por no menos de 25 mm de
fluido. Una o mas muestras pequefias
pueden ensayarse al mismo tiempo,
siempre que todas las partes de los
envases bajo ensayo puedan ser
observados.

2- Colocar la tapa a la camara de
vacio, cerrar la valvula de salida, aplicar
vacio lentamente (1 inHg/s) hasta el
nivel de vacio seleccionado. El nivel de
vacio elegido debe ser lo mas largo
posible para asegurar optima
sensibilidad del ensayo. El factor limite
puede incluir la fragilidad del envase, el
grado de expansion del envase y la
presion de vapor del fluido.

3- Durante el aumento del vacio,
observar la muestra sumergida por
fugas, en forma de progresion continua
de burbujas del envase.  Burbujas
aisladas causadas por aire atrapado no
son consideradas. Ademads considerar el
incremento aproximado del volumen del
envase. La presion diferencial del
ensayo estd inversamente relacionada
con el aumento de volumen en la
muestra; por lo tanto un incremento
significativo del volumen disminuye o
desmerece la severidad del ensayo.
Envases flexibles con una pequefia
cabeza o espacio libre no pueden ser
realmente evaluados por este método.

4- El vacio debe ser sostenido por un
espacio de tiempo especificado [NOTA:
30 segundos es lo recomendado.]

5- Liberar el vacio, remover la tapa
y examinar la muestra para ver presencia
de fluido dentro del envase.

Interpretacion de resultados -

1-  Si hay burbujas definidas durante
la aplicacion de vacio se considera que la
muestra fallo el ensayo.

2-  Si hay fluido dentro del envase,
fall6 el ensayo.

3- Si no hay burbujas y no hay
fluido dentro del envase, la muestra pasoé el
ensayo.

Determinacion de fugas en el sellado por
penetracion de colorante

El método de determinacioén de fugas por medio
de penetracion de colorante detecta una fuga igual o
mayor a la producida por un canal de 50 micrones
en la unién del sellado de un envase formado por un
film transparente y un material de papel poroso.

El método se encuentra limitado a materiales
porosos que pueden retener la solucion colorante y
prevenir la decoloracion del area de sellado por un
minimo de 20 segundos. Papeles no recubiertos son
especialmente susceptibles a fugas y deben ser
evaluados cuidadosamente de un lado y otro. El
método requiere que la solucidon colorante tenga
buen contraste con el color original del envase.

Este procedimiento de penetracion de colorante
es aplicable solo para fugas individuales en el
sellado del envase.

Aparatos y reactivos -

Dispositivo para aplicacion del colorante dentro
del envase que puede ser una jeringa con aguja.

Microscopio o lente optico con una resolucion
de 5Xa20X.

Solucion de colorante: solucién acuosa con
0,5 % de Triton X-100 y 0,05 % de azul de tolueno.
La solucién se prepara agregando a un recipiente
apropiado el 10 % de la cantidad de agua requerida;
luego se agrega el Triton y se bate la mezcla. Una
vez que el Tritdn se dispersa, el remanente de agua
puede ser volcado y se agrega la tintura de azul de
tolueno. Otro colorante o tintura fluorescente puede
utilizarse pero su precision debe ser determinada.

Muestras -

Las muestras de envases a las cuales se
determinara fuga, deberan contener producto
dentro. Los envases deben estar libres de
condensaciones o de cualquier otra forma de agua
liquida. La existencia de agua en la parte
defectuosa del sellado puede volver la fuga
indetectable por este método. Las muestras deben
ser acondicionadas antes del ensayo a 23 +£2°C y
50 £+ 2 % de humedad relativa por 24 horas.

Procedimiento -

Limpiar el envase previo a la aplicacion del
colorante. Inyectar suficiente colorante para cubrir
la longitud de la unién a una profundidad de 5 mm.
Permitir a la solucion tomar contacto con el sellado
por un tiempo minimo de 5 segundos y un tiempo
maximo de 20 segundos. Las fallas seran
detectadas durante este periodo, pero mas alla de
este tiempo, la solucion colorante ingresard al
material poroso y dard color a la totalidad del
sellado.

Girar el envase lo necesario como para exponer
todo el sellado a la solucion colorante. Inyectar si
es necesario mas colorante para asegurar la
completa exposicion del sellado.

Examinar con lente optico el area de sellado a
través del lado transparente del sellado.

Las fallas en el sellado seran detectadas porque
el colorante ingresara rapidamente al area adyacente



a la falla, haciendo una mancha mas grande que el
tamaifio de ésta.

La evidencia de penetracion de colorante al otro
lado del sellado o en el interior de éste debe ser
tomada como indicador de presencia de un sitio de
fuga.

La evidencia de penetracion de colorante a
través del material poroso formando un area
hiimeda no debe ser tomada como presencia de un
sitio de fuga.

Este método no es cuantitativo. Del ensayo no
se desprenden indicadores del tamafio de la fuga.

Ensayo de envejecimiento acelerado de
envases de productos médicos estériles

El ensayo de envejecimiento acelerado permite
determinar en forma rapida los efectos del pasaje
del tiempo y efectos ambientales sobre la integridad
de envases estériles y las propiedades fisicas de sus
materiales constitutivos relacionadas con la
seguridad y funcion del material de empaque.

El ensayo se basa en la suposicién de que las
reacciones quimicas involucradas en el deterioro de
los materiales y sus propiedades siguen la funcion
de Arrhenius. Esta funcién manifiesta que un
aumento o disminucion de 10 °C en la temperatura
de un proceso homogéneo resulta en cambios de
aproximadamente 2 a 2,5 tiempos en la velocidad
de reaccion quimica Q.

Aparatos -

Estufa o gabinete con circulacion de aire a la
temperatura y humedad relativa seleccionados para
el ensayo, con controladores capaces de mantener
los parametros seleccionados y con los limites de
tolerancia propuestos.

Preparacion de las muestras -

Previo a la determinacion del ensayo se debera
realizar la caracterizacion de los materiales de
envases a ensayar como:

- morfologia (vitrea, amorfa,
semicristalina, altamente cristalina,
porcentaje de cristalinidad, etc.).

- transiciones térmicas: Tm
(temperatura de fusion); T, (temperatura
de transicion vitrea); T, (temperatura de
distorsion por calor).

- Aditivos, agentes ayuda proceso,
catalizadores, etc.

La caracterizacion del material de empaque
establecera los limites de temperatura de ensayo a
utilizar.

Las muestras deberdn ser sometidas al proceso
de esterilizaciéon validado al que se someterd
normalmente el empaque.

El nimero de muestras a utilizar deberd ser
representativo del lote de produccion. Se
recomienda como minimo un nimero de 5 muestras
para cada tiempo ensayado.

Procedimiento -

1-  Seleccion de la temperatura de
ensayo: la temperatura de ensayo se
selecciona teniendo en cuenta las
caracteristicas del material. Altas
temperaturas no son recomendables,
porque si bien acortan los tiempos de
envejecimiento acelerado, pueden tener un
efecto sobre el material que no ocurre en
tiempo real o a temperatura ambiente y, a
temperaturas mayores a 60 °C los cambios
en los sistemas poliméricos no son
lineales. Las temperaturas deben estar por
debajo de las que produzcan transiciones
térmicas en el material como por ejemplo
menor de 10 °C de su T,.

2-  Determinacion del Factor de
envejecimiento acelerado (Fga). Es el
indice de tiempo calculado para producir
los mismos cambios en el envase que en
tiempo real.

_ (T -T 110)
Fea= Q10 4 " 11

en la cual Tg, es la temperatura a la cual se
realizara el ensayo de envejecimiento; y Ty es
la temperatura que representa las condiciones
de almacenamiento real. El valor de Q,, para
estos ensayos se estandariza en 2.
3-  Se determina el 7z (tiempo de
ensayo para el envejecimiento acelerado)
como:

tga = tiempo real o deseado/Fg,

Se determinan ademas los intervalos de
tiempo a usar para realizar los ensayos, ademas
del tiempo cero y el tiempo de envejecimiento
acelerado.

4-  Se definen las propiedades del
material a ensayar a los distintos tiempos,
utilizandose el ensayo de integridad y el
ensayo de resistencia fisica tales como la
resistencia de sellado, la integridad de
sello, la resistencia a la traccidn, la
resistencia al desgarro, la resistencia al
impacto, etc. Se definen las cantidades de
muestras a evaluar y los criterios de
aceptacion de acuerdo a la propiedad a
evaluar. Las propiedades seleccionadas
del envase a evaluar seran aquellas que
resulten las mds criticas para el



envejecimiento, resultante del stress del
tiempo.

5- Se realiza el ensayo sometiendo
las muestras luego del proceso de
esterilizacion a la estufa con la temperatura
de ensayo determinada.

6- Se evalian las propiedades del
material a los tiempos establecidos del
ensayo.

Resultados:

a) Si los resultados del ensayo de
envejecimiento  acelerado  se
encuentran dentro de los limites
de aceptacion, entonces la
durabilidad del envase puede
asumirse  al  tiempo  real
presumido para el ensayo.

b) Si los resultados del ensayo de
envejecimiento acelerado no se
encuentran dentro de los limites
de aceptacion, se debe evaluar
una durabilidad menor o a tiempo
real.

¢) Los resultados del ensayo siempre
deben comprobarse a tiempo real
para considerar validada la fecha
de caducidad.



Tabla 1 - Determinacion del factor de rompimiento de la pelicula plastica

Tasa de tension ~ Separacion inicial — Tasa de separacion

%6 de elongacidn inicial de mordazas de mordazas
alarotura (mm/mm.min) (mm) (mm/min)
menor que 20 0.1 125 12.5
entre 20y 100 0.5 100 50
10.0 50 500

mayor que 100

Figura 1 — Equipo para la determinacion del tamafio de poro

; 3 a4 O
Dt <6

1-Cabezal de ensayo.
2-manometro.
3-valvula de corte.

4-valvulas reguladoras de presion.

5-valvula de corte.
6-depdsito de aire.
7-suministro de aire.

a- muestra

b- abrazadera

c- tornillo

d- empaque de caucho.



475. ESTERILIZACION

Se denomina esterilizacion al proceso validado
por medio del cual se obtiene un producto libre de
microorganismos  viables. El  proceso de
esterilizacion debe ser disefiado, validado y llevado
a cabo de modo de asegurar que es capaz de
eliminar la carga microbiana del producto o un
desafio mas resistente.

Dado que la esterilidad no puede demostrarse de
manera absoluta sin causar la destruccién completa
de todas las unidades del lote de producto
terminado, se define la esterilidad en términos
probabilisticos, en donde la probabilidad de que una
unidad de producto esté contaminada es
aceptablemente remota. Se considera que un
producto critico es estéril cuando la probabilidad de
que un microorganismo esté presente en forma
activa o latente es igual o menor de 1 en 1.000.000
(coeficiente de seguridad de esterilidad 10°).

Para llevar a cabo los procesos de esterilizacion
se requiere:

- Instalaciones y suministros calificados;

- Equipamiento calificado y con
mantenimiento preventivo periddico;

- Precauciones para disminuir la carga
microbiana inicial del producto hasta un valor
minimo;

- Procesos de esterilizacién validados;

- Personal calificado y entrenado;

- Controles sobre el ambiente y sobre el
personal;

- Monitoreo y registro de los procesos de
rutina.

La validacion es el procedimiento que permite
obtener, registrar e interpretar datos con el fin de
demostrar que un equipo o proceso cumple en todas
las  ocasiones con las  especificaciones
predeterminadas.  Aplicado a los procesos de
esterilizacion, la validacion evaliia la aptitud del
esterilizador y califica su funcionamiento con la
carga del producto. Consta de las siguientes
actividades secuenciales documentadas:

- Calificacién de la Instalacion

- Calificacion Operativa

- Calificacion de Desempefio

Calificacion de la Instalacion

Implica demostrar en forma documentada que
todos los aspectos de la instalacion y los
suministros del equipo son los correctos y se
cumplen las especificaciones del fabricante.

Consiste en verificar el cumplimiento de las
especificaciones de disefio y de las caracteristicas
de construccion, verificar la correspondencia de

todos los componentes del equipo y planos;
verificar la calidad, capacidad, presion, tipo y
pureza (de ser aplicable) de todos los suministros.
Los instrumentos destinados a evaluar las variables
criticas del proceso se deben calibrar frente a un
estandar o patron de referencia nacional. En el caso
que exista un programa que ejecute el proceso de
esterilizacion (microprocesador), el mismo debe
validarse por un procedimiento establecido.

Calificacion operativa

Su objetivo es verificar que todos los
componentes del equipo funcionan de acuerdo a lo
especificado. Para este efecto se deben poner a
prueba de operacion normal todos los dispositivos
del equipo y evaluar la uniformidad vy
reproducibilidad de las variables criticas del
proceso, sin carga de producto.

Calificacion o certificacion de desempeiio

Implica demostrar en forma documentada que el
equipo produce un producto apropiado (coeficiente
de seguridad de esterilidad 10°) cuando opera de
acuerdo con las especificaciones del proceso.

Para estos efectos, es necesario definir el tipo y
patrén de carga a esterilizar considerando los
articulos y sus respectivos empaques. El patron de
carga es un aspecto critico en relacion a la
distribucion del calor o del agente esterilizante
dentro de la camara.

La Calificacion de desempefio incluye la
Calificacion de Parametros fisicos y la Calificacion
microbioldgica

Calificacion de desemperio fisica - La primera
fase en la Calificacion de desempefio consiste en
desarrollar perfiles de temperatura en la carga,
evaluando la efectividad de la penetracion del calor
en el producto, y caracterizar los cambios de
presion a lo largo del ciclo.

Cdlificacion de desempeito microbiologica -
Consiste en validar los ciclos en cuanto a la
capacidad de eliminaciéon de microorganismos
utilizando indicadores bioldgicos incorporados a los
productos, o en su defecto utilizando productos
simulados inoculados con portadores biologicos.
Durante la calificacion microbioldgica se debe
verificar que finalizado el ciclo se ha alcanzado en
el producto la probabilidad de supervivencia de 107

Habitualmente cuando el producto es
termoestable se utiliza la aproximacion de
sobremuerte, en este enfoque no se tiene en cuenta
el tipo ni la cantidad de microorganismos



contenidos inicialmente en el producto a esterilizar,
utilizando como referencia solamente la poblaciéon y
resistencia del bioindicador.

El segundo enfoque, aproximacion de
supervivencia, es aplicable solamente al desarrollo
y validacion de ciclos en los que el producto puede
ser alterado por el proceso de esterilizacion, por
ejemplo, la esterilizacion por calor humedo de
productos sensibles al calor.

Se denomina esterilizacion terminal al proceso
aplicable cuando el producto se esteriliza en su
envase definitivo. = Cuando la naturaleza del
producto impide su esterilizacidon terminal se debe
proceder a esterilizar en forma separada cada uno
de sus componentes por cualquiera de los métodos
de esterilizacion terminal descriptos a continuacion,
seguido de un proceso de preparacion aséptica del
producto final.

Los procesos de preparacion aséptica de
productos estériles a partir de componentes
preesterilizados deben también ser certificados y
validados; algunos puntos criticos de la validacion
del proceso incluyen ensayos de eficacia de los
sistemas de filtracion de aire y el procesamiento de
un producto simulado estéril.

Meétodos y condiciones de esterilizacion

Se debe llevar a cabo el proceso de
Esterilizacion por alguno de los métodos que se
describen a continuacion, teniendo en cuenta las
caracteristicas del producto médico, como por
ejemplo su resistencia térmica.

Clasificacion

- Fisicos
- Calor humedo,
- Calor seco,
- Radio-esterilizacion,
- Filtracién.

- Quimicos
- Oxido de etileno,
- Vapor a baja temperatura con
formaldehido,
- Plasma de peréxido de hidrégeno.

Esterilizacion por calor himedo
Vapor de agua saturado

Es el método de eleccion siempre que sea
aplicable. Su efecto esterilizante se fundamenta en
la accidn del calor transmitido por el vapor saturado
a presion superior a la normal sobre los
componentes celulares, produciendo coagulacion
proteica, ruptura de DNA y RNA y pérdida de
material de bajo peso molecular , logrando asi
inactivacion de los microorganismos. Los
parametros criticos del proceso son temperatura,

tiempo y vapor saturado, siendo la temperatura de
referencia para el proceso 121 °C. La seleccion del
tipo de ciclo de esterilizacion a emplear depende de
la configuracién del producto y de la capacidad del
mismo y del empaque para soportar las
temperaturas, la presion y el calor transferidos. Los
factores que pueden influenciar la esterilizacion de
los productos son: tipo de empaque segin su
densidad y porosidad, composicion y complejidad
del dispositivo en cuanto a disefio y resistencia
térmica, y el tipo de carga en el esterilizador,
homogénea o heterogénea, volumen de la camara
ocupado, etc.

Los ejemplos de tiempos de exposicion en ciclos
de vapor saturado son 134 °C para un tiempo de
exposicion minimo de 3 minutos y, 121 °C para un
tiempo de exposicion minimo de 15 minutos.
Pueden ser utilizadas relaciones tiempo-temperatura
distintas de las mencionadas. En todos los casos
debe validarse cada proceso en particular.

Un ciclo tipico de esterilizacion por vapor
consta de una etapa inicial de eliminacion previa del
aire de la camara y de los productos, lo que se
consigue habitualmente por medio de vacio
fraccionado alternado con inyecciones de vapor
saturado, seguido de la etapa de esterilizado o
tiempo de contacto con el vapor saturado a la
temperatura preestablecida; finalmente se procede
al secado del material, etapa fundamental para
mantener las propiedades barrera del envase.

Cuando el material no admite ser sometido a la
accion del vacio se utiliza la remocidn previa del
aire por desplazamiento gravitacional, en estos
casos se omite la etapa de secado posterior al
esterilizado, ya que la naturaleza de los productos
(generalmente liquidos en envases flexibles o
rigidos), no lo requiere.

Controles de proceso

- Ensayo de eliminacién del aire y penetracion
del vapor 6 Test de Bowie-Dick,

- Temperatura en la camara y en la carga,

- Presion en camara,

- Indicador quimico de proceso,

- Indicador bioldgico.

No puede utilizarse para procesar materiales
termosensibles, alterables por la humedad,
sustancias oleosas, grasas, polvos y materiales
eléctricos.

Concepto de Fy y aplicacion a la esterilizacion
por vapor

El valor de F)) de un proceso de esterilizacion
por vapor saturado es la letalidad lograda en el
producto en su envase definitivo, expresada en



términos de tiempo equivalente en minutos, a una
temperatura de 121 °C, referenciando la carga
bioldgica del producto a la de un microorganismo
hipotético que posee un valor Z de 10 °C

El valor Z relaciona la resistencia al calor de un
microorganismo con los cambios de temperatura.

Z se define como el cambio de temperatura en
grados centigrados requerido para modificar el
tiempo de reduccion decimal D en un factor de 10,
siendo D para una dada temperatura de esterilizado,
el tiempo requerido para reducir el nimero de
microorganismos viables a un 10 por ciento del
numero original.

La utilizacién del concepto matematico de Fo es
particularmente util en la esterilizacion de
productos termosensibles a temperaturas inferiores
a 121°C, ya que permite calcular el tiempo
equivalente a 121 que produciria el mismo efecto
letal que el tiempo de exposicion a las temperaturas
y condiciones reales a las que es sometido el
producto.

El F, total de un proceso tiene en cuenta las
fases de calentamiento y enfriamiento del ciclo y se
puede calcular por integracién de las tasas de
letalidad con respecto al tiempo, a intervalos
distintos de temperatura a la que esta siendo
sometido el producto a esterilizar.

Cuando se disefia y se valida un ciclo de
esterilizacion por vapor tomando como base el
concepto de F el criterio microbiologico es el de
aproximacion de supervivencia, en lugar del mas
habitual criterio de sobremuerte; debiendo el
proceso entregar al producto la minima cantidad de
calor (Fo minimo) para alcanzar el nivel de
seguridad de esterilidad de 107° sin afectar
adversamente sus caracteristicas por excesivo
calentamiento.

En estos procesos es preciso tomar precauciones
para asegurar que se consigue en forma repetitiva
una garantia adecuada de esterilidad, debiéndose
demostrar que los parametros microbioldgicos
garantizan un nivel de aseguramiento de esterilidad
de 10 0 menor.

Esterilizacion por calor seco

El mecanismo de acciéon microbicida se basa en
la accién oxidante del aire seco caliente que circula
por conveccion forzada a través de los productos.

Los pardmetros criticos del proceso son
temperatura 'y tiempo, siendo las relaciones
sugeridas, 160 °C durante 2 horas y 170 °C durante
1 hora. Estas temperaturas se relacionan con el
tiempo de exposicion después de haberse logrado la
temperatura especifica en el punto mas frio de la
carga y no incluye tiempos de calentamiento.

El método de calor seco se utiliza también para
la esterilizacién y despirogenaciéon simultdnea de
envases de vidrio, ya sea operando en lotes o como
un proceso continuo, en este ultimo caso como
parte integral de un proceso de llenado aséptico de
producto. En los procesos de despirogenado las
temperaturas empleadas son mas elevadas que las
requeridas con fines de esterilizacion unicamente,
utilizandose habitualmente 250 °C por 5 minutos; la
implementacion de un proceso continuo como parte
de un llenado aséptico requiere un control estricto
de la calidad microbiolodgica del aire circulante en la
camara durante el esterilizado y el enfriamiento
posterior.

Para los procesos de despirogenado, el programa
de validacion debe incluir en la calificacion de
desempeiio la demostracion de la destruccion de
endotoxinas por debajo del limite permitido en el
ensayo de referencia (ver 330. Ensayo de
endotoxinas bacterianas).

Controles de proceso

- Temperatura en distintos puntos de la cAmara y
de la carga

- Indicador quimico de proceso e indicador
bioldgico.

El método permite la esterilizacion de polvos,
aceites, soluciones no acuosas, y el despirogenado
de materiales resistentes al calor (ejemplo, envases
de vidrio). Debido a que el aire caliente se
estratifica debe utilizarse circulacion forzada en los
equipos.

Esterilizacion por radiacion

La radio-esterilizacion se basa en la aplicacion
de radiacion ionizante procedente de una fuente de
radioisétopos de Co® o Cs"” emisoras de radiacion
gamma, o de un haz de electrones de alta energia,
obtenida con un acelerador de electrones o de un
generador de rayos X. En ambos casos el
parametro critico del proceso es la dosis absorbida
por el producto.

Aunque histéricamente se ha utilizado 25 kGy
como dosis absorbida de referencia, la preseleccion
de esta dosis debe ser convalidada
experimentalmente; en  muchos casos es
recomendable la utilizacién de dosis menores o
mayores que la de referencia, dependiendo de las
propiedades del material, el grado de contaminacion
del producto, y el coeficiente de seguridad de
esterilidad buscado.

En la radio-esterilizacion la determinacion de la
dosis se debe establecer dentro de un rango de dosis
maxima-dosis minima que asegure que las
propiedades del articulo no se vean alteradas.



La validacién de un proceso de esterilizacion
por radiacién incluye el estudio de la
compatibilidad de los articulos a esterilizar con la
radio-esterilizacion, evaluando el posible deterioro
o degradacion; el establecimiento del patron de
carga del producto; la demostracion mediante
dosimetros que se ha alcanzado la dosis de
esterilizacion preestablecida, el mapeo de dosis en
el contenedor de esterilizacion (incluyendo la
identificacion de zonas de dosis maxima y dosis
minima); y la determinacion del tiempo de
exposicion para lograr esta distribucidon de dosis en
el producto.

Es aplicable sobre una amplia variedad de
productos, aunque se debe considerar la posibilidad
de cambios cualitativos luego de la aplicacion de
este método, puesto que produce ruptura de uniones
quimicas en las macromoléculas, y formacion de
especias reactivas (radicales libres) que pueden
provocar alteraciones variadas en los materiales.

Filtracion

Este método estd indicado para soluciones
labiles al calor. Los microorganismos presentes son
removidos mediante el pasaje de la solucion a
través de un medio filtrante de tamafio de poro
adecuado. Los elementos que entren en contacto
con la solucion deben ser estériles, el ambiente de
contaminacion controlada y la técnica aséptica.

A pesar de que las sustancias que han sido
filtradas por este método se denominan “estériles”,
por estar libres de bacterias y hongos y sus esporas,
éstas pueden contener virus activos que no son
removidos por el filtro.

Otros factores fundamentales a tener en cuenta
son la posible adsorcion de drogas, aditivos o
conservadores por el material filtrante, el contenido
de endotoxinas y la carga microbiana de Ia
solucidn; éste tltimo factor condiciona la seleccion
de otros parametros criticos del proceso, tales como
la presion de filtracion y la velocidad de filtracion.

Los materiales de filtracion disponibles
actualmente incluyen acetato de celulosa, nitrato de
celulosa, acrilicos, policarbonato, poliester, PVC,
nylon, vinilo, PTFE, y membranas metalicas entre
otros. En todos los casos las membranas deben
tener la capacidad de retener el 100% de un cultivo
de 10" de Pseudomonas diminuta (ATCC 19146)
por cm’ de superficie de la membrana a una presién
de no menos de 30 psi (2,0 bares). La clasificacién
nominal de estas membranas es de 0,2 o 0,22 um
dependiendo del fabricante.

Las membranas disefiadas para la retencion de
Micoplasmas deben tener un tamafio nominal de
0,1 pm.

La integridad del dispositivo filtrante debe ser
verificada antes y después del procedimiento a los
efectos de determinar la eficacia del proceso.
Dentro de las metodologias habitualmente
utilizadas para este fin se incluyen los ensayos de
punto de burbuja, difusion y mantenimiento de la
presion. Los valores de aceptacion deben ser
provistos por el fabricante del dispositivo.

La esterilizacion por filtracion no garantiza la
eliminacion de virus, micoplasmas ni priones. La
presencia de estos agentes debe evitarse mediante
seleccion, control y manejo adecuado de la materia
prima.

Esterilizacion por 6xido de etileno

El 6xido de etileno es un agente alquilante que
reacciona con grupos quimicos presentes de los
acidos  nucleicos 'y  proteinas de los
microorganismos. Su utilizacidn como alternativa a
métodos fisicos se justifica exclusivamente cuando
por su naturaleza el producto pueda sufrir
alteraciones por calor.

Los parametros criticos del proceso son
temperatura, concentracion del gas, humedad
relativa porcentual y tiempo de esterilizado.

El proceso de esterilizacién consta de varias
etapas secuenciales:

- Preacondicionamiento del producto,

- Ciclo propiamente dicho: remociéon del
aire, acondicionamiento del producto,
inyeccion del gas, esterilizado 'y
desgasificacion o lavado del gas de la
camara,

- Aireacion forzada del producto, la que
puede efectuarse en la misma camara del
esterilizador o en una camara o recinto
independiente.

Usualmente también se utilizan instalaciones
independientes para preacondicionar la carga hasta
lograr la temperatura y humedad relativa requeridos
para el proceso, minimizando asi el tiempo de
acondicionamiento del producto en la camara del
esterilizador.

La wvalidacién del proceso exige requisitos
adicionales a los necesarios para procesos basados
en la accion del calor; tales como la caracterizacion
estricta de las variaciones de presion en camara a lo
largo de las distintas etapas del ciclo, la medicién
del tenor de humedad relativa en las etapas de
preacondicionamiento y acondicionamiento, la
medicion de la concentracion de gas en el
esterilizado, y la determinacion de las condiciones
de aireacion forzada de los productos esterilizados
de modo de lograr niveles de residuos y productos



de reaccion compatibles con los limites maximos
permitidos.

Controles de proceso

- temperatura de la camara y de la carga,

- control directo o indirecto de la humedad
relativa porcentual en camara y de la
concentracion de gas en camara alcanzada
en el esterilizado,

- tiempo de esterilizado,

- indicador quimico de proceso e indicador
bioldgico.

El método tiene aplicacion sobre amplia
variedad de productos médicos, permitiendo operar
aun a temperaturas inferiores a 40 °C. El 6xido de
etileno es tdxico, inflamable y explosivo, por lo que
se requiere para la operacion de los esterilizadores
establecimientos equipados con las instalaciones y
medidas de seguridad necesarias para el
almacenamiento y manipuleo correcto de este
producto.

La emision ambiental debe estar controlada, por
tratarse de una sustancia cancerigena e irritante de
mucosas, piel y vias respiratorias. La aireacion
posterior a la esterilizaciéon implica tiempos de
cuarentena prolongados.

La esterilizacion con oxido de etileno no es
compatible con soluciones acuosas ni grasas; sin
embargo, estd documentada la esterilizacion por
oxido de etileno de drogas en polvo alterables por
radio-esterilizacion.

Esterilizacion con plasma de peréxido de
hidrégeno

Es un procedimiento de esterilizacion que se
basa en la oxidacion de moléculas bioldgicas
mediante el plasma generado por accion de energia
de radiofrecuencia, utilizando como precursor vapor
de peréxido de hidrégeno, a baja temperatura y a
presion subatmosférica. El vapor de perdxido de
hidrégeno se disocia en la etapa de plasma del ciclo
de esterilizacion en radicales libres y otras especies
microbicidas activas. Tras la etapa de plasma se
recombinan los radicales libres en forma de
moléculas estables, dando origen en su mayor parte
a agua y oxigeno.

Los esterilizadores poseen un catalizador que
descompone el perdxido de hidrogeno para el
tratamiento de los gases descargados de la camara,
garantizando de este modo una emision ambiental
controlada para el operador.

Los parametros criticos del proceso son
concentracion de perdxido de hidrogeno en camara,
energia de radiofrecuencia, presion y tiempo en las
etapas de difusion de la solucidon de perdxido de
hidrégeno y de generacion de plasma.

El proceso es corto, no deja residuos toxicos, y
permite esterilizar a temperaturas iguales o menores
de 50 °C.

El producto a procesar debe estar perfectamente
seco, existiendo restricciones de difusion del agente
esterilizante con respecto a los lumenes; es
incompatible con celulosa, polvos y liquidos.

Esterilizacion con vapor a baja temperatura y
formaldehido

El método basa su accion esterilizante en la
actividad alquilante del formaldehido, sustancia que
reacciona inactivando grupos quimicos esenciales
de los 4&cidos nucleicos y proteinas de los
microorganismos, en sinergismo con vapor de agua
a presion subatmosférica.

Los parametros criticos del proceso son
temperatura, concentracion del formaldehido,
humedad relativa porcentual y tiempo de
esterilizado.

Basicamente el proceso consiste en realizar
vacios fraccionados alternados con inyecciones de
solucidon de formaldehido, eliminando asi el aire de
la camara y facilitando la penetracién completa y
reproducible del agente esterilizante en la carga.

En la etapa de esterilizado el producto
permanece en contacto con el agente esterilizante a
presion y temperatura constantes el tiempo
especificado para el proceso; por ultimo se procede
a la eliminacion o lavado con vapor de agua de los
residuos del agente quimico del producto y de los
empaques, seguido del secado final del producto.

Controles de proceso
- temperatura de la camara,
- control directo de la concentracion del
formaldehido,
- tiempo de esterilizado,
- indicador quimico de proceso e indicador
bioldgico.
La temperatura del ciclo oscila en general entre
60y 80 °C

La wvalidacién del proceso exige requisitos
adicionales a los necesarios para procesos basados
en la accion del calor; tales como la caracterizacion
estricta de las variaciones de presion en camara a lo
largo de las distintas etapas del ciclo, la medicion
de la concentracion de gas en la etapa de
esterilizacion, y la determinacion de las condiciones
de aireacion de los productos esterilizados

Finalizado el proceso, quedan residuos de
formaldehido y substancias de reaccion alin



detectables en los productos, no estando atn
claramente  definidos los limites maximos
permitidos.

El método no es compatible con soluciones,
grasas ni polvos.

La emision ambiental debe estar controlada, por
tratarse de una sustancia cancerigena e irritante.

Almacenamiento

La vida util de los productos médicos estériles
estard determinada por el envejecimiento de los
componentes y por la integridad de su envase, por
lo que el almacenamiento debe realizarse de manera
que se preserve la integridad del mismo, respetando
las condiciones ambientales indicadas por el
fabricante.

El riesgo de dafio del envase se relaciona con el
cuidado en la manipulacién del mismo durante la
esterilizacion, el transporte y el almacenamiento.

Indicadores biologicos

Los indicadores bioldogicos son preparaciones
normalizadas de microorganismos seleccionados
que se utilizan para valorar la eficacia de los
procedimientos de esterilizacion. Habitualmente se
presentan bajo la forma de una poblacién de esporas
bacterianas dispuestas sobre un soporte inerte o
portador (disco o tira de papel de filtro, vidrio, o
plastico). Pueden emplearse también indicadores
bioldgicos con mas de una especie de bacteria sobre
un mismo soporte. El portador inoculado se
encuentra dentro de un empaque o envase primario
que lo protege de cualquier deterioro o
contaminacion, pero que permite el pasaje del
agente esterilizante.

En otras presentaciones el indicador bioldgico
se presenta en un envase primario autocontenido
que incluye un medio de cultivo estéril; en este caso
el disefio del envase ofrece minima resistencia al
paso del agente esterilizante.

En ambos casos los envases primarios se
vehiculizan en un envase secundario de forma que
los bioindicadores puedan ser transportados y
almacenados en condiciones adecuadas. En el
rotulo de los indicadores biologicos debera figurar
el nombre del organismo de ensayo empleado como
microorganismo de referencia, el nombre o
abreviatura de la coleccion de cultivo y el nimero
de referencia de la especie, el nimero de lote, la
indicacion del método de esterilizacion para el cual
el indicador bioldgico puede ser utilizado, el
nimero de esporas viables por transportador, datos

de la resistencia del microorganismo de ensayo y la
fecha de vencimiento.

El fabricante del bioindicador debe ademas
suministrar con el producto instrucciones de uso,
incluyendo las condiciones para la recuperacion de
los organismos en ensayo después del proceso de
esterilizacion y las instrucciones para su disposicion
final.

Una tercera forma de bioindicadores la
constituyen suspensiones de esporas que se
incorporan a unidades representativas del producto
a esterilizar, o en su defecto a productos simulados.
A estos bioindicadores se los llama productos
inoculados, preparados a partir de suspensiones de
esporas de poblacion y resistencia conocida.

La eleccion del organismo indicador para el
método de esterilizacion se realiza de acuerdo a los
siguientes requisitos:

- Resistencia elevada de la cepa de ensayo al
método de esterilizacion previsto, en comparacion a
la resistencia de todos los microorganismos
patégenos y de los que pueden producir
contaminacion en el producto.

- La cepa de ensayo no debe ser patdgena.

- La cepa de ensayo debe poder cultivarse con
facilidad.

Se recomienda que se coloquen los indicadores
bioldgicos en los lugares menos accesibles al agente
esterilizante y bajo las mismas condiciones de
empaque que el material a procesar.

Después de la incubacion, la existencia de
crecimiento de los microorganismos de referencia
que han sido sometidos al proceso de esterilizacion
demuestra que dicho procedimiento ha sido
ineficiente.

- Para esterilizacion por vapor se recomienda el
uso de las  esporas  de Geobacillus
stearothermophilus, ATCC 7953. El numero de
esporas viables por soporte debe ser no menor de 1
x 10 ° y el valor de D a 121°C superior a
1,5 minutos. Se debe verificar que luego de la
exposicion de los indicadores al calor himedo a
121 £1 °C  durante 6 minutos queden esporas
capaces de germinar y que no haya crecimiento del
microorganismo de referencia después que los
indicadores bioldgicos hayan sido expuestos al
agente esterilizante durante 15 minutos.

- En el caso de la esterilizaciéon por calor seco,
se recomiendan las esporas de Bacillus atrophaeus
ATCC 9372. El numero de esporas viables por
soporte debe ser no menor de 1 x 10° y el valor D a
160 °C debe estar comprendido entre 5 y
10 minutos.



- Cuando se utiliza radiacion ionizante, los
indicadores utilizados contienen esporas de Bacillus
pumilus (ATCC27.142, NCTC 10327, NCIMB
110692 o CIP 77.25). El niimero de esporas por
soporte debe ser mayor de 1 x 107 y el valor de D
mayor a 1,9 kGy. Se debe comprobar que no haya
crecimiento de los microorganismos de referencia
luego de una exposicion de los indicadores
biolégicos a 25 kGy (dosis minima absorbida).

- Para el sistema de Esterilizacion por Plasma
de peroxido de hidrogeno se recomienda el uso de
esporas de Geobacillus stearothermophilus, ATCC
7953.

- En el caso de esterilizaciéon por o6xido de
etileno se recomiendan las esporas de Bacillus
atrophaeus ATCC 9372. El numero de esporas
viables por soporte debe ser superior a 1 x 10°
(valores de poblacion nominal minima para uso en
monitoreos de rutina; para ensayos de validacion o
aplicaciones especiales puede requerirse

poblaciones nominales mayores) y el valor D no
debe ser menor de 12,5 minutos cuando se
expongan a 600 =+ 30mg/l de d6xido de etileno,
60 +£10 % de humedad relativa y 30+ 1 °C, y/o
2,5 minutos cuando se expongan a 600 + 30 mg/1 de
oxido de etileno, 60 £ 10 % de humedad relativa y
54+1°C.

- Cuando se utiliza el Vapor a baja temperatura
con formaldehido se recomienda el uso de esporas
de Geobacillus stearothermophilus, NCBI 8224,
DSM 6790, ATCC 7953, ATCC 10149 y ATCC
12980. EIl numero de esporas viables por soporte
debe ser mayor de 1 x 10 °.

Ensayo de Esterilidad

Proceder segun se indica en 370. Ensayos de
Esterilidad.



Actualizacion total

590. LIMITE DE METALES PESADOS

Este ensayo se emplea para establecer que el
contenido de impurezas metalicas que reaccionan
con el i6n sulfuro, bajo las condiciones especifica-
das, no excede el Limite de metales pesados especi-
ficado en la monografia correspondiente, expresado
como porcentaje (en peso) de plomo en la sustancia
en ensayo, determinado mediante comparacion
visual (ver Comparacion visual en Consideraciones
generales) con un control preparado a partir de una
Solucion estandar de plomo.

[NOTA: los cationes que generalmente respon-
den a este ensayo son: plomo, mercurio, bismuto,
arsénico, antimonio, estafio, cadmio, plata, cobre y
molibdeno.]

A menos que se especifique de otro modo en la
monografia correspondiente, emplear el Método I.

Reactivos especiales

Solucion madre de nitrato de plomo - Disolver
159,8 mg de nitrato de plomo en 100 ml de agua a
la cual se le ha agregado 1 ml de acido nitrico y
diluir a 1 litro con agua. Preparar y almacenar esta
solucién en envases de vidrio exentos de sales de
plomo solubles.

Solucion estandar de plomo (100 ppm) - Disol-
ver 400 mg de nitrato de plomo en agua y diluir a
250 ml con el mismo solvente. En el dia del ensa-
yo, diluir 1 ml de esta solucion a 10 ml con agua.

Solucion estandar de plomo (10 ppm) - En el
dia del ensayo, diluir 10,0 ml de Solucion madre de
nitrato de plomo a 100,0 ml con agua. Cada ml de
Solucion estandar de plomo (10 ppm) contiene el
equivalente a 10 pg de plomo. Una solucion de
comparacion preparada sobre la base de 100 ul de
Solucion estandar de plomo (10 ppm) por g de
muestra contiene el equivalente a 1 ppm de plomo.

Solucion estandar de plomo (2 ppm) - En el dia
del ensayo, diluir 1,0 ml de Solucion estandar de
plomo (100 ppm) a 50,0 ml con agua. Cada ml de
Solucion estandar de plomo (2 ppm) contiene el
equivalente a 2,0 pg de plomo.

Solucion estdndar de plomo (1 ppm) - En el dia
del ensayo, diluir 1,0 ml de Solucion estindar de
plomo (100 ppm) a 100,0 ml con agua. Cada ml de
Solucion estandar de plomo (1 ppm) contiene el
equivalente a 1,0 ug de plomo.

Solucion estandar de plomo (0,1 ppm) - En el
dia del ensayo, diluir 1,0 ml de Solucion estandar
de plomo (1 ppm) a 10 ml con agua. Cada ml de
Solucion estandar de plomo (0,1 ppm) contiene el
equivalente a 0,1 pg de plomo.

[NOTA: siempre que en una monografia indivi-
dual aparezca la denominacidén Solucion estandar
de plomo sin ninguna especificacion de concentra-
cion, se debe emplear la Solucion estandar de plo-
mo (10 ppm).]

Método I

Solucion reguladora de acetato pH 3,5 - Disol-
ver 50 g de acetato de amonio en 100 ml de acido
clorhidrico 6 N, ajustar a pH 3,5, si fuera necesario,
con hidroxido de amonio 6 N o acido clorhidrico
6 N y diluir con agua a 200 ml.

Solucion estdandar - Transferir 2 ml de Solucion
estandar de plomo (10 ppm), correspondientes a
20 pug de Pb, a un tubo de Nessler de 50 ml y diluir
con agua a 25 ml. Ajustar a pH entre 3,0 y 4,0 con
acido acético 1 N o hidroxido de amonio 6 N, em-
pleando papel indicador de pH, diluir con agua a
40 ml y mezclar.

Solucion muestra - Transferir 25 ml de la solu-
cion preparada para el ensayo segun se indica en la
monografia correspondiente a un tubo de Nessler de
50 ml. Alternativamente, cuando se indique en la
monografia correspondiente, emplear el volumen de
acido indicado, disolver la cantidad en g de mues-
tra, calculada por la formula siguiente:

2,0/(1.000L)

en la cual L es el Limite de metales pesados, en
porcentaje. Diluir a 25 ml con agua y ajustar a pH
entre 3,0 y 4,0 con acido acético 1 N o hidroxido de
amonio 6 N, empleando papel indicador de pH,
diluir a 40 ml con agua y mezclar.

Solucion control - Transferir 25 ml de una solu-
cién preparada segin se indica para la Solucion
muestra a un tercer tubo de Nessler de 50 ml y
agregar 2,0 ml de Solucion estindar de plomo
(10 ppm). Ajustar a pH entre 3,0 y 4,0 con acido
acético 1 N o hidroxido de amonio 6 N, empleando
papel indicador de pH, diluir a 40 ml con agua y
mezclar.

Procedimiento - A cada uno de los tubos que
contienen la Solucion estandar, la Solucion muestra
y la Solucion control, respectivamente, agregar
1,2 ml de tioacetamida-glicerina basica (SR) y 2 ml
de Solucion reguladora de acetato de pH 3,5, diluir
a 50 ml con agua, mezclar, dejar reposar durante
5 minutos y observar longitudinalmente sobre una
superficie blanca: el color de la solucion obtenida a
partir de la Solucién muestra no debe ser mas oscu-
ro que el de la obtenida a partir de la Solucion
estandar y la intensidad del color de la Solucion



control debe ser igual o mayor que la de la Solucion
estandar.

[NOTA: si el color de la Solucion control es
mas claro que el de la Solucion estandar, emplear el
Meétodo I1.]

Método I1
Solucion reguladora de acetato pH 3,5 - Prepa-
rar segun se indica en Méfodo 1.
Solucion estandar - Preparar segln se indica en
Meétodo 1.
Solucion muestra - Emplear una cantidad en g
de muestra calculada por la formula siguiente:

2,0/(1.000L)

en la cual L es el Limite de metales pesados, en
porcentaje. Transferir la cantidad de muestra pesa-
da a un crisol, agregar suficiente acido sulfurico
para impregnar la sustancia y someter cuidadosa-
mente a ignicion hasta que la sustancia se carbonice
por completo. [NOTA: cubrir el crisol parcialmente
durante la carbonizacién.] Agregar a la masa car-
bonizada 2 ml de 4cido nitrico y 5 gotas de acido
sulfurico y calentar con cuidado hasta que no se
desprendan vapores blancos. Someter a ignicion,
en una mufla, entre 500 y 600 °C, hasta que el resi-
duo carbonoso desaparezca. Dejar enfriar a tempe-
ratura ambiente. Agregar 4 ml de acido clorhidrico
6 N, tapar el crisol y transferir a un bafio de vapor
durante 15 minutos. Destapar y evaporar lentamen-
te hasta sequedad. Agregar al residuo 1 gota de
acido clorhidrico, 10 ml de agua caliente y digerir
durante 2 minutos. Agregar hidréxido de amonio
6 N, gota a gota, hasta que la solucion sea alcalina
frente al papel de tornasol, diluir a 25 ml con agua y
ajustar a pH entre 3,0 y 4,0 con acido acético 1 N
empleando papel indicador de pH de intervalo es-
trecho. Filtrar, si fuera necesario, lavar el crisol y el
filtro con 10 ml de agua, combinar el filtrado y el
agua de lavado en un tubo de Nessler de 50 ml,
diluir a 40 ml con agua y mezclar.

Procedimiento - A cada uno de los tubos que
contienen la Solucion estandar y la Solucion mues-
tra, respectivamente, agregar 1,2 ml de tioacetami-
da-glicerina basica (SR) y 2 ml de Solucion regula-
dora de acetato pH 3,5, diluir a 50 ml con agua,
mezclar, dejar reposar durante 5 minutos y observar
longitudinalmente sobre una superficie blanca: el
color de la solucion obtenida a partir de la Solucion
muestra no debe ser mas oscuro que el de la solu-
cion obtenida a partir de la Solucion estandar.

Método 111
Solucion reguladora de acetato pH 3,5 - Prepa-
rar segun se indica en Método 1.
Solucion estandar - Transferir una mezcla de
8 ml de acido sulftrico y 10 ml de acido nitrico a un

matraz de Kjeldahl de 100 ml. Agregar un volumen
adicional de 4cido nitrico igual al agregado a la
Solucion muestra. Calentar la solucion hasta des-
prendimiento de vapores densos y blancos, enfriar y
agregar con cuidado 10 ml de agua. Si se empled
peroxido de hidrogeno al 30 % al tratar la Solucion
muestra, agregar el mismo volumen de perdxido de
hidrogeno y calentar a ebullicion suavemente hasta
que se desprendan vapores densos y blancos. En-
friar a temperatura ambiente, agregar con cuidado
5 ml de agua, mezclar y calentar a ebulliciéon sua-
vemente hasta la produccidon de vapores blancos y
obtener un volumen de 2 a 3 ml. Enfriar, diluir con
cuidado con 2 a 5 ml de agua, agregar 2,0 ml de
Solucion estandar de plomo (10 ppm), correspon-
dientes a 20 pg de Pb, y mezclar. Transferir a un
tubo de Nessler de 50 ml, lavar el matraz con agua,
agregando los lavados al tubo hasta completar un
volumen de 25 ml y mezclar.
Solucion muestra -

Si la sustancia es sélida - Transferir la
cantidad de muestra especificada en la monografia
correspondiente a un matraz de Kjeldahl de 100 ml.
[NOTA: emplear un matraz de 300 ml si la reaccion
genera espuma en exceso.] Inclinar el matraz a 45°
y agregar, con cuidado, cantidad suficiente de una
mezcla de 8 ml de acido sulfurico y 10 ml de acido
nitrico para impregnar la muestra. Calentar suave-
mente hasta que la reaccion comience, dejar que la
reaccion disminuya y agregar porciones adicionales
de la misma mezcla hasta un volumen final de
18 ml. Calentar suavemente a ebullicion hasta que
la solucidon se oscurezca. Enfriar a temperatura
ambiente, agregar 2 ml de acido nitrico y calentar
nuevamente hasta que la solucién se oscurezca.
Continuar calentando luego del agregado de acido
nitrico hasta que la mezcla no presente oscureci-
miento. Luego calentar fuertemente hasta la pro-
duccion de vapores densos y blancos. Enfriar,
agregar con cuidado 5 ml de agua, calentar suave-
mente a ebullicion hasta la produccidon de vapores
densos, blancos y continuar calentando hasta que el
volumen se reduzca a unos pocos ml. Enfriar a
temperatura ambiente, agregar con cuidado 5 ml de
agua y examinar el color de la solucién. Si el color
es amarillo, agregar con cuidado 1 ml de per6xido
de hidrégeno al 30 % y nuevamente evaporar hasta
la produccion de vapores blancos y obtener un
volumen de 2 a 3 ml. Si la solucién sigue siendo
amarilla, agregar 5 ml de agua y repetir el trata-
miento con peroxido de hidrégeno. Enfriar, diluir
con cuidado con 2 a 5 ml de agua, lavar y transferir
a un tubo de Nessler de 50 ml, teniendo cuidado
que el volumen total no exceda los 25 ml.

Si la sustancia es liquida - Transferir la
cantidad de muestra especificada en la monografia



correspondiente a un matraz de Kjeldahl de 100 ml.
[NOTA: emplear un matraz de 300 ml si la reaccién
genera espuma en exceso.] Inclinar el matraz a 45°
y agregar, con cuidado, unos pocos ml de una mez-
cla de 8 ml de 4cido sulfirico y 10 ml de &cido
nitrico. Calentar suavemente hasta que la reaccion
comience, dejar que la reaccion disminuya y proce-
der seglin se indica en Si la sustancia es un sélido,
comenzando donde dice "agregar porciones adi-
cionales de la misma mezcla hasta un volumen final
de 18 ml...".

Procedimiento - Tratar la Solucion muestra y la
Solucion estandar del siguiente modo: ajustar a pH
entre 3,0 y 4,0, empleando papel indicador de pH de
intervalo estrecho, con hidréxido de amonio (puede
emplearse una solucién de amoniaco diluido, cuan-
do el intervalo especificado es estrecho), agregar
agua hasta 40 ml y mezclar. Agregar a cada tubo
1,2 ml de tioacetamida-glicerina basica (SR) y 2 ml
de Solucion reguladora de acetato pH 3,5, diluir a
50 ml con agua, mezclar, dejar reposar durante
5 minutos y observar longitudinalmente sobre una
superficie blanca: el color de la Solucion muestra
no debe ser mas oscuro que el de la Solucion estan-
dar.

Método IV

Solucion reguladora de acetato pH 3,5 - Prepa-
rar seglin se indica en Método 1.

Solucion estandar - A 10 ml de Solucion estan-
dar de plomo (1 ppm) o Solucion estandar de plomo
(2 ppm), segin se indique en la monografia corres-
pondiente, agregar 2 ml de Solucion muestra y
mezclar.

Solucion muestra - Preparar segun se indica en
la monografia correspondiente. Emplear 12 ml de
esta solucion.

Solucion control - A 10 ml de agua agregar
2 ml de la Solucion muestra y mezclar.

Procedimiento - A cada uno de los tres tubos
que contienen la Solucion estandar, la Solucion
muestra 'y la Solucion control, respectivamente,
agregar 2 ml de Solucion reguladora de acetato
pH3,5 y 1,2ml de tioacetamida-glicerina basi-
ca (SR) y mezclar: la Solucion estandar debe pre-
sentar una ligera coloracion parda cuando se com-
para con la Solucion control. Dejar reposar durante
aproximadamente 2 minutos: si la Solucion muestra
presentase coloracion parda, esta no debe ser mas
intensa que la de la Solucion estandar.

Método V
Solucion reguladora de acetato pH 3,5 - Prepa-
rar segun se indica en Método 1.
Solucion estandar - A 10 ml de una solucion de
plomo de 1 6 2 ppm, seglin se indique en la mono-
grafia correspondiente, preparada a partir de la

Solucion estdandar de plomo (100 ppm) por dilucion
con el solvente especificado para preparar la Solu-
cion muestra, agregar 2 ml de Solucion muestra y
mezclar.

Solucion muestra - Disolver la cantidad de sus-
tancia a examinar en un solvente organico (dioxano,
acetona, etc.) que contenga un minimo porcentaje
de agua (15 %), procediendo segun se indica en la
monografia correspondiente. Emplear 12 ml de esta
solucion.

Solucion control - A 10 ml del solvente em-
pleado para preparar la Solucion muestra agregar
2 ml de Solucion muestra y mezclar.

Procedimiento - Proceder segun se indica para
Meétodo 1V. La Solucion estandar debe presentar
una ligera coloracion parda cuando se compara con
la Solucion control. Dejar reposar durante aproxi-
madamente 2 minutos: si la Solucion muestra pre-
sentase coloracion parda, esta no debe ser mas in-
tensa que la de la Solucion estdndar.

Método VI

Solucion reguladora de acetato pH 3,5 - Prepa-
rar segun se indica en Méfodo 1.

Solucion estandar - Mezclar 4 ml de una solu-
cién de sulfato de magnesio al 25 % en acido sulfu-
rico diluido y el volumen de Solucion estandar de
plomo (10 ppm) especificado en la monografia
correspondiente. Mezclar con una varilla de vidrio
y calentar cuidadosamente. Si la mezcla es liquida,
evaporar suavemente sobre un bafio de agua hasta
sequedad. Calentar hasta calcinacion para obtener
un residuo practicamente blanco, o a lo sumo grisa-
ceo, sin que la temperatura supere los 800 °C. De-
jar secar y humedecer el residuo obtenido con unas
gotas de acido sulfurico diluido. Evaporar y calci-
nar nuevamente y luego enfriar. [NOTA: la dura-
cion total de la calcinacién no debe ser mayor de 2
horas]. Recuperar el residuo empleando dos por-
ciones de 5 ml de 4cido clorhidrico diluido, agregar
0,1 ml de fenoftaleina (SR1) y luego amoniaco
concentrado hasta coloracion rosada. Enfriar, agre-
gar acido acético glacial hasta decoloracion y luego
agregar 0,5 ml en exceso. Si fuera necesario, filtrar
y lavar el filtro. Diluir esta soluciéon a 20 ml con
agua. Transferir 10 ml de esta solucion a un tubo
de ensayo y agregar 2 ml de solucion muestra.

Solucion muestra - Introducir la cantidad de
sustancia a examinar segun se especifique en la
monografia correspondiente (como méaximo 2 g) en
un crisol de silice y agregar 4 ml de una solucion de
sulfato de magnesio al 25 % en acido sulftrico
diluido. Proceder seglin se indica para la Solucion
estandar, comenzando donde dice “Mezclar con
una varilla fina...” hasta “Diluir esta solucion a
20 ml con agua”. Emplear 12 ml de esta solucion.



Solucion control - A 10ml de agua agregar
2 ml de la Solucion muestra y mezclar.

Procedimiento - Proceder segun se indica para
Meétodo 1V. La Solucion estindar debe presentar
una ligera coloracién parda cuando se compara con
la Solucion control. Dejar reposar durante aproxi-
madamente 2 minutos: si la Solucion muestra pre-
sentase coloracion parda, esta no debe ser mas in-
tensa que la de la Solucion estandar.

Método VII

Solucion reguladora de acetato pH 3,5 - Prepa-
rar segun se indica en Mérodo 1.

Solucion estandar - A 0,5 g de 6xido de magne-
sio, agregar la cantidad de Solucion estandar de
plomo (10 ppm) segun se especifique en la mono-
grafia correspondiente y secar en estufa entre 100 y
105 °C. Calcinar hasta obtener una masa homogé-
nea blanco o blanco-grisacea. Si luego de 30 minu-
tos de calcinacion la masa permanece coloreada,
dejar enfriar, mezclar con una varilla fina de vidrio
y calcinar nuevamente. Si fuera necesario, repetir
esta operacion. Calentar a 800 °C durante 1 hora y
recuperar el residuo empleando dos porciones de
5 ml de una mezcla de agua y acido clorhidrco al
25 % p/v (1:1). Agregar 0,1 ml de fenolftaleina
(SR1) y luego amoniaco concentrado hasta colora-
cion rosada. Enfriar, agregar acido acético glacial
hasta decoloracion y luego agregar 0,5 ml en exce-
so. Si fuera necesario, filtrar y lavar el filtro. Diluir
esta solucion a 20 ml con agua. Transferir 10 ml de
esta solucion a un tubo de ensayo y agregar 2 ml de
Solucion muestra.

Solucion muestra - Introducir la cantidad de
sustancia a examinar segun se especifique en la
monografia correspondiente en un crisol de silice y
mezclar con 0,5 g de 6xido de magnesio. Proceder
segun se indica para la Solucion estdandar, comen-
zando donde dice “Calcinar hasta obtener una
masa homogénea...” hasta “Diluir esta solucion a
20 ml con agua”. Emplear 12 ml de esta solucion.

Solucion control - A 10ml de agua agregar
2 ml de la Solucion muestra y mezclar.

Procedimiento - Proceder segun se indica para
Meétodo 1V. La Solucion estandar debe presentar
una ligera coloracién parda cuando se compara con
la Solucion control. Dejar reposar durante aproxi-
madamente 2 minutos: si la Solucion muestra pre-
sentase coloracion parda, esta no debe ser mas in-
tensa que la de la Solucion estdndar.

Método VIII
Solucion reguladora de acetato pH 3,5 - Prepa-
rar segun se indica en Método 1.

Aparato - Preparar el dispositivo de filtracion
indicado en la Figura, adaptando el tubo de una
jeringa de 50 ml, sin su émbolo, a un portafiltros
que contenga una membrana filtrante de unos
13 mm de diametro y 3 um de tamafio de poro y
sobre esta, un prefiltro del mismo didmetro.

Solucion estandar - Transferir el volumen de
Solucion estandar de plomo (1 ppm) segin se espe-
cifique en la monografia correspondiente al tubo de
la jeringa, colocar el émbolo y aplicar una presion
uniforme hasta haber filtrado todo el liquido. Abrir
el portafiltros, retirar el prefiltro y comprobar que la
membrana filtrante no esté contaminada con impu-
rezas. Si la membrana estuviese contaminada,
reemplazarla y repetir la filtraciéon en las mismas
condiciones.

Solucion muestra - Disolver la cantidad de sus-
tancia a examinar seguin se especifique en la mono-
grafia correspondiente, en 30 ml de agua o el volu-
men indicado en la monografia correspondiente.
Proceder seglin se indica para la Solucion estandar.

Procedimiento - Agregar 2 ml de Solucion re-
guladora de acetato pH 3,5 y 1,2 ml de tioacetami-
da-glicerina basica (SR), al filtrado o al volumen
especificado del mismo de la Solucion muestra.
Mezclar, dejar en reposo durante 10 minutos y
filtrar nuevamente pero invirtiendo las posiciones
del prefiltro y la membrana filtrante, de modo que
el liquido pase primero por la membrana filtrante y
luego por el prefiltro [NOTA: esta operacion debe
realizarse lenta y uniformemente, aplicando una
presion moderada y constante sobre el émbolo de la
jeringa]. Luego de haber filtrado todo el liquido,
abrir el portafiltros, retirar la membrana filtrante y
secar con papel de filtro. Proceder del mismo modo
con la Solucion estandar. El color de la mancha
obtenida a partir de la Solucion muestra no debe ser
mas intenso que el obtenido con la Solucion estdn-
dar.

FPrefiltro

f“:—t)
Membrana
Filtrante
MMembrana Prefiltracién
Filtrante

Membrana
\ Filtrante

DPrefiltro

Jetinga

Filtracién de la solucidn luego
Portafiltros del agregado de reactivos

Figura. Dispositivo para prefiltrar y filtrar las soluciones
de ensayo. Vista de la disposicion del prefiltro y la mem-
brana filtrante en las diferentes etapas del ensayo.



625. METODOS DE ANALISIS PARA GASES MEDICINALES

DEFINICIONES
Gas blanco - Gas o mezcla de gases empleado
para realizar el ajuste de cero en la calibracion de
los instrumentos analiticos.
Gas estandar - Gas o mezcla de gases emplea-
do para realizar el ajuste de la escala en la calibra-
cion de los instrumentos analiticos.

SUSTANCIAS DE REFERENCIA

Dioxido de Carbono SR-FA - CO, - (PM: 44,0)
- [124-38-9] - Contiene no menos de 99,995 % v/v
de CO,, menos de 5 ppm de Monoxido de Carbono
y menos de 25 ppm de Oxigeno.

Monoxido de Carbono SR-FA - CO -
(PM: 28,0) - [630-08-0] - Contiene no menos de
99,97 % v/v de CO.

Mondxido de Nitrogeno SR-FA - NO -
(PM: 30,0) - [10102-43-9] - Contiene no menos de
98,0% v/v de NO.

Nitrogeno SR-FA - N, - (PM: 28,01) - [7727-
37-9] - Contiene no menos de 99,999 % v/v de N,,
menos de 0,5 ppm de Mondxido de Carbono y Di-
oxido de Carbono y menos de 5 ppm de Oxigeno.

Oxido Nitroso SR-FA - N,O - (PM: 44,01) -
[10024-97-2] - Contiene no menos de 99,99 % v/v
de N,O, menos de 1 ppm de Mondxido de Nitrdge-
no y menos de 1 ppm de Monoxido de Carbono.

Oxigeno SR-FA- O, - (PM: 32,00) - [7782-44-
7] - Contiene no menos de 99,99 % v/v de O,,
menos de 100 ppm de Nitrogeno y Argén, menos de
10 ppm de Didxido de Carbono y menos de 0,5 ppm
de Mondxido de Carbono.

Mezcla que contenga 300 ppm v/v de Dioxido
de Carbono SR-FA en Nitrégeno SR-FA - Se em-
plea para la determinacion de Dioxido de Carbono
en Oxigeno por analizador infrarrojo.

Mezcla que contenga 300 ppm v/v de Didxido de
Carbono SR-FA en Oxido Nitroso SR-FA - Se
emplea para la determinacion de Didxido de Carbo-
no en Oxido Nitroso por cromatografia de gases.

Mezcla que contenga 5 ppm v/v de Monoxido de
Carbono SR-FA en Nitrogeno SR-FA - Se emplea
para la determinacién de Mondxido de Carbono en
Oxigeno por analizador infrarrojo.

Mezcla que contenga 5 ppm v/v de Monoxido de
Carbono SR-FA en Oxido Nitroso SR-FA - Se
emplea para la determinacion de Monoxido de Car-
bono en Oxido Nitroso por cromatografia de gases.

Mezcla que contenga 2 ppm de Mondxido de
Nitrégeno SR-FA en Nitrogeno SR-FA- Se emplea

para la determinacién de Oxidos de Nitrogeno en
Oxido Nitroso por quimioluminiscencia.

METODOS DE ANALISIS
Analizador Paramagnético Para Oxigeno

Se emplea para determinar el contenido de oxi-
geno en gases medicinales.

El fundamento del método se basa en la propie-
dad que exhibe la molécula de oxigeno de ser fuer-
temente paramagnética. El oxigeno gaseoso se mide
en base a la fuerza magnética que actiia sobre un
cuerpo de prueba suspendido en un campo magnéti-
co no uniforme, cuando dicho cuerpo estd rodeado
por la muestra de gas. Dicha fuerza puede medirse
electrénicamente y, una vez amplificada y trans-
formada, proporciona la concentraciéon de oxigeno
en la muestra gaseosa.

La medida de la concentracion de oxigeno es
dependiente de la presion y de la temperatura. Por
lo tanto, el analizador debe calibrarse antes del uso,
si el instrumento no compensa automaticamente las
variaciones de estos parametros. El instrumento
debe permitir determinar el nivel de oxigeno con
una sensibilidad minima de 0,1 %.

Calibracion del instrumento -

Ajustar el cero de acuerdo a las instrucciones del
fabricante, pasando Nitrégeno SR-FA a un caudal
apropiado hasta obtener una lectura estable.

Ajustar la amplitud de la escala de acuerdo a las
instrucciones del fabricante, pasando el gas estandar
a un caudal adecuado hasta obtener una lectura
estable. Utilizar aire estandar u oxigeno estandar,
segun corresponda.

Valoracion -

Pasar el gas en ensayo en las mismas condicio-
nes en las que fuera calibrado el instrumento hasta
tener una lectura estable. Determinar el contenido
de oxigeno en el gas en ensayo.

Higrémetro Electrolitico

Se emplea para determinar el contenido de va-
por de agua en gases medicinales.

La celda electrolitica de medicion estd provista
de dos electrodos de alambre de platino, en forma
de espiral, entrelazados y aislados entre si, recubier-
tos por una capa delgada de pentdxido de fésforo.
El pentéxido de fosforo es altamente higroscdopico y
reacciona con el vapor de agua contenido en el gas
en ensayo. A continuacion, se aplica un voltaje
continuo a través de los electrodos, lo que produce
la electrdlisis del agua y una regeneracion del



pentdoxido de fosforo. Durante la electrdlisis, se
mide la corriente eléctrica que, de acuerdo con las
leyes de Faraday, resulta proporcional al contenido
de agua en el gas; no se requiere entonces calibra-
cion contra estandar de humedad.

Analizador de Quimioluminiscencia

Se emplea para determinar el contenido total de
mondxido de nitrégeno y diodxido de nitréogeno en
gases medicinales.

El instrumento consta de los siguientes compo-
nentes:

= Un dispositivo para filtrar, controlar y regular el
flujo del gas bajo analisis.

= Un convertidor que reduce el didxido de nitro-
geno a monoxido de nitrégeno, para determinar
el contenido total de mondxido y didxido de
nitrogeno. La eficiencia del convertidor debe
ser controlada antes de usar.

= Un generador de ozono de caudal controlado. El
ozono se produce por descargas de corriente
eléctrica de alto voltaje a través de dos electro-
dos. El generador de ozono se alimenta con
oxigeno puro, o con aire ambiental deshidrata-
do. Para asegurar que la reaccion se lleve a ca-
bo en forma cuantitativa, la concentracién de
ozono debe ser muy superior de 2 ppm, maxima
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cantidad de oxidos de nitrdgeno permitidos en
la muestra.

= Una camara de reaccion de mondxido de nitrd-
geno y 0zono.

= Un sistema para la deteccion de la luz emitida,
consistente en un filtro Optico selectivo de
1,2 pm de longitud de onda y un tubo fotomul-
tiplicador.

El gas bajo analisis ingresa a un caudal constan-
te, previo paso por el filtro de particulas, en la
camara de reaccion, donde se mezcla con un exceso
de ozono. Alli se forma la especie excitada NO
que, al decaer a su estado fundamental de energia,
emite una radiacion cuya intensidad es proporcional
a la cantidad de monoéxido de nitrogeno presente en
la muestra. La energia luminosa se transforma en
una sefial eléctrica por medio de un sistema de filtro
y fotomultiplicador.

El resultado obtenido debe multiplicarse por un
factor de correccion debido al efecto de atenuacion
que causa la matriz de 6xido nitroso en la sefial
luminiscente. Dicho factor se determina empleando
una mezcla de referencia de mondxido de nitrégeno
en oOxido nitroso, comparando el contenido de la
mezcla con la lectura indicada por el analizador.
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Figura 1. Analizador de Quimioluminiscencia

Analizador Infrarrojo

La fuente de radiacion infrarroja posee un sis-
tema para generar dos haces idénticos: uno atraviesa
la celda por la que fluye el gas bajo analisis y el
otro la celda de referencia, que contiene Nitrogeno
SR-FA.

Este sistema de deteccidn se basa en la medida
de la diferencia de presion entre dos camaras para
gases, separadas por un diafragma metalico. Ambas
camaras contienen Didxido de Carbono SR-FA o
Monoéxido de Carbono SR-FA, segin se proceda al
ensayo de uno u otro gas en la muestra.



La absorcion de radiacion infrarroja produce ca-
lor y consecuentemente un aumento de presién en
las camaras del detector. Debido a que la absorcion
de energia radiante por parte del Dioxido o
Monoxido de Carbono contenido en la celda de la
muestra y del Nitrégeno contenido en la celda de
referencia es distinta, la presion en ambas camaras

del detector sera diferente. Esta diferencia de pre-
sion provoca la distension del diafragma que las
separa. El diafragma es parte de un capacitor, cuya
capacitancia varia con la diferencia de presion, la
que depende del contenido de didxido de carbono o
de mondxido de carbono en el gas en ensayo.

Salida qas Entrada aas Detector
4 v Celda de
Fuente IR | Camaras de anélisis y referencia referencia Fuente IR
E= || e e rend | [aeesa] '
o

Celda de

muestra

Figura 2. Analizador infrarrojo

Tubos Detectores de Gases

Son tubos cilindricos, de diametro interior cons-
tante, de vidrio u otro material inerte y transparente,
cerrados herméticamente y construidos de modo de
permitir el paso de los gases en ensayo. Cada tubo
detector contiene una cantidad precisa de los reacti-
vos apropiados, adsorbidos sobre sustratos inertes
adecuados para la visualizacion directa de la sustan-
cia a detectar. De ser necesario, también pueden
contener capas previas a la reactiva y/o filtros ad-
sorbentes, con el fin de eliminar las interferencias.
La capa de indicador puede contener un unico o
bien varios reactivos para la deteccion de una o

1 2 3 4

Otk

varias sustancias (tubos monocapa o multicapa). El
ensayo se realiza haciendo pasar el volumen necesa-
rio del gas a analizar a través del tubo indicador. La
longitud de la capa coloreada o la intensidad del
cambio de color sobre una escala graduada da in-
formacidn sobre cantidad de sustancia presente.

La calibracion de los tubos detectores se realiza
de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Condiciones de funcionamiento - Proceder de
acuerdo con las instrucciones del fabricante o em-
pleando un dispositivo como el que se muestra en la
figura siguiente:

Envase de gas

Regulador de presion
Vilvula de aguja

Llave de conmutacion
Tubo detector

Bomba dosificadora
Extremo abierto atmoésfera

Nk WwWb =

Figura 3



El envase que suministra el gas debe estar co-
nectado a un regulador de presion adecuado y a una
valvula de aguja. Conectar a la valvula aguja un
tubo flexible provisto de una llave de conmutacion.
Purgar el sistema con la llave 4 en la posicion de
purga (7) y ajustar el flujo del gas bajo analisis a un
valor apropiado.

Romper ambos extremos del tubo detector y co-
nectar el tubo entre la bomba dosificadora y la
valvula 4, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Operar la bomba 6 de manera de permitir el paso de
un volumen adecuado del gas bajo andlisis a través
del tubo. Leer el valor correspondiente a la longitud
de la capa coloreada o a la intensidad del color
sobre la escala graduada. Si el resultado obtenido es
negativo, el tubo detector debe ser verificado con un
gas de calibrado que contenga la sustancia a detec-
tar.

La bomba dosificadora 6 puede reemplazarse
eventualmente por un caudalimetro apropiado.

No utilizar el tubo detector para mas de una de-
terminacion.

Tipos de tubos

Tubo detector de Aceite - Contiene filtros ad-
sorbentes y soportes adecuados para el indicador
acido sulftrico. El valor minimo indicado es
0,1 mg/m’ con una desviacién estandar relativa
maxima de + 30 %.

[NOTA: debido a la gran diversidad de aceites
para compresores, es necesario verificar la reactivi-
dad de los tubos detectores de aceites frente al acei-
te usado. La informacion sobre la reactividad de
diversos aceites se da en el folleto suministrado con
el tubo.]

Tubo detector de Amoniaco - Contiene filtros
adsorbentes y soportes adecuados para el indicador
azul de bromofenol. El valor minimo indicado es

5 ppm con una desviacion estandar relativa maxima
de £ 10 %.

Tubo detector de Cloro - Contiene filtros ad-
sorbentes y soportes adecuados para el indicador o-
toluidina. El valor minimo indicado es 0,5 ppm con
una desviacion estandar relativa maxima de = 10 %.

Tubo detector de Dioxido de Azufre - Contiene
filtros adsorbentes y soportes adecuados para los
indicadores yodo y almidén. El valor minimo indi-
cado es 0,5 ppm con una desviacion estandar relati-
va maxima de + 15 %.

Tubo detector de Dioxido de Carbono - Contie-
ne filtros adsorbentes y soportes adecuados para los
indicadores hidrazina y violeta cristal. El valor
minimo indicado es 100 ppm con una desviacion
estandar relativa maxima de = 15 %.

Tubo detector de Monoxido de Carbono - Con-
tiene filtros adsorbentes y soportes adecuados para
los indicadores pentdxido de iodo, didxido de sele-
nio y acido sulfirico fumante. El valor minimo
indicado es 2,5 ppm con una desviacion estandar
relativa maxima de + 15 %.

Tubo detector para Mondxido y Dioxido de
Nitrogeno - Contiene filtros adsorbentes y soportes
adecuados para una capa oxidante de una sal de
Cr (VI) y el indicador difenilbencidina. El valor
minimo indicado es 0,5 ppm con una desviacion
estandar relativa maxima de = 15 %.

Tubo detector de Sulfuro de Hidrogeno - Con-
tiene filtros adsorbentes y soportes adecuados para
un indicador apropiado de sal de plomo. El valor
minimo indicado es 0,25 ppm con una desviacion
estandar relativa maxima de + 10 %.

Tubo detector de Vapor de Agua - Contiene fil-
tros adsorbentes y soportes adecuados para el indi-
cador perclorato de magnesio. El valor minimo
indicado es 0,05 mg de vapor de agua por litro con
una desviacion estandar relativa maxima de + 20 %.



635. METODOS INMUNOQUIMICOS

Los métodos inmunoquimicos se basan en la
unién especifica, reversible y no covalente entre
antigenos y anticuerpos. Estos métodos se emplean
para detectar o cuantificar tanto antigenos como
anticuerpos. La formacion de un complejo antige-
no-anticuerpo puede ser detectado y la cantidad del
complejo formado puede ser medida por varias
técnicas. Este método general se aplica a métodos
inmunoquimicos que emplean, segin el caso, reac-
tivos marcados o no marcados.

Los resultados de los métodos inmunoquimicos
dependen de las condiciones experimentales y de la
naturaleza y calidad de los reactivos empleados. Es
esencial estandarizar los componentes de un inmu-
noensayo y emplear, cuando se hallen disponibles,
las Preparaciones Internacionales de Referencia
para Inmunoensayos.

Los reactivos necesarios para numerosos méto-
dos inmunoquimicos se hallan disponibles como
kits comerciales, es decir, un conjunto que incluye
los reactivos (especialmente el antigeno o el anti-
cuerpo) y los materiales destinados al ensayo in
vitro de una sustancia especifica, asi como las ins-
trucciones para su correcto empleo. Los kits deben
emplearse siguiendo las intrucciones del fabricante;
es importante asegurarse que el kit es apropiado
para el andlisis de la preparaciéon muestra, sobre
todo en lo que se refiere a la especificidad y sensibi-
lidad. Las recomendaciones relativas a los kits para
inmunoensayos son establecidas por la Organiza-
cion Mundial de la Salud, Serie de Informes Técni-
cos 658 (1981).

METODOS EN LOS QUE SE EMPLEA UN
ANTIGENO MARCADO O UN ANTICUERPO
MARCADO

Los métodos que emplean sustancias marcadas
pueden emplear marcadores apropiados como en-
zimas, fluordforos, lumindforos y radioisotopos.
Cuando el marcador es un radiois6topo, el método
se denomina radioinmunoensayo o ensayo de union
de radioligando. Las recomendaciones para la
medida de la radiactividad que se hallan en 7/710.
Preparaciones radiofarmacéuticas son aplicables a
los inmunoensayos que involucran radioisotopos.
Todo trabajo que emplee materiales radiactivos
debe realizarse de acuerdo con las normas regulato-
rias que rigen en la materia y las reglas de buenas
practicas internacionalmente aceptadas para la pro-
teccion frente a los riesgos de radiacion.

METOI?OS EN LOS QUE SE EMPLEA UN
ANTIGENO O UN ANTICUERPO NO
MARCADO

Métodos de inmunoprecipitacion

Los métodos de inmunoprecipitacion incluyen
las reacciones de floculacién y precipitacion.
Cuando se mezcla una solucion de antigeno con su
anticuerpo correspondiente, en las condiciones
apropiadas, los reactivos forman agregados flocu-
lantes o precipitantes. La relacion entre la cantidad
de los reactivos que produce el menor tiempo de
floculacion o la precipitacidon mas acentuada se
denomina la relacion optima, generalmente se ob-
tiene en presencia de cantidades equivalentes de
antigeno y anticuerpo. La inmunoprecipitacion
puede detectarse por observacion visual o determi-
narse mediante técnicas de dispersion de la luz
(ensayos nefelométricos o turbidimétricos). Es
posible lograr un incremento de la sensibilidad
mediante el empleo, como soporte, de particulas
(por ej. latex) recubiertas de antigeno o anticuerpo.

En los métodos de floculacion se emplean dilu-
ciones sucesivas de uno de los reactivos, mientras
que en los métodos de inmunodifusion (ID), se
obtiene la dilucion del reactivo por su difusion en
un gel, se establecen gradientes de concentracion de
uno o de ambos reactivos, para crear zonas en el gel
en las que la relacion entre los reactivos favorece la
precipitacion. Los métodos de floculacion se llevan
a cabo en tubos de ensayo, mientras que los méto-
dos de ID pueden realizarse empleando diferentes
soportes como tubos, placas, portaobjetos, cubetas o
cémaras.

La inmunoprecipitacion se denomina simple
cuando un solo antigeno se combina con su corres-
pondiente anticuerpo; se denomina compleja cuan-
do involucra reactivos relacionados pero no serolé-
gicamente idénticos y multiple cuando intervienen
varios reactivos no relacionados serologicamente.

En los métodos de difusion simple se establece
un gradiente de concentracion para uno solo de los
reactivos que difunde desde una fuente externa al
gel que contiene el reactivo correspondiente a una
concentracion relativamente baja.

La inmunodifusion radial simple (IDRS) es una
técnica simple de inmunodifusién cuantitativa.
Cuando se establece el equilibrio entre los reactivos
externo e interno, el area de precipitacion circular
que se origina desde el punto de aplicacion del
reactivo externo, es directamente proporcional a la
concentracion del antigeno aplicado e inversamente



proporcional a la concentracion de anticuerpo en el
gel.

En los métodos de doble difusion se establecen
gradientes de concentracion para ambos reactivos.
El antigeno y el anticuerpo difunden desde lugares
separados en un gel inicialmente neutro desde el
punto de vista inmunologico.

Los métodos comparativos de difusion doble se
emplean para comparar, cualitativamente, diversos
antigenos frente a un anticuerpo apropiado o vice-
versa. La comparacién se basa en la presencia o
ausencia de interaccion entre las lineas de precipita-
cion. Se pueden distinguir las reacciones de identi-
dad, de no identidad o de identidad parcial de anti-
genos/anticuerpos.

Métodos inmunoelectroforéticos

La inmunoelectroforesis (IE) es una técnica cua-
litativa que combina dos métodos: la electroforesis
en gel seguida de la inmunodifusion.

La inmunoelectroforesis cruzada es una modifi-
cacion del método de IE, apropiada para ensayos
cuali y cuantitativos. En una primera fase de la
técnica, se lleva a cabo una electroforesis en gel
clasica tras la cual la banda longitudinal del gel, que
contiene las fracciones a ensayar, se corta y se
transfiere a otra placa. Esta nueva placa se somete
a una segunda electroforesis, en un angulo de 90°
respecto a la primera corrida electroforética, emple-
ando un gel que contiene una concentracion de
anticuerpos comparativamente menor con respecto
a los antigenos correspondientes. Para una concen-
tracion de anticuerpos y un espesor de gel determi-
nados, la relacién entre la respuesta de cada uno de
los picos de precipitacion y la cantidad del antigeno
correspondiente es lineal.

El electroinmunoensayo, a menudo denominado
rocket inmunoelectroforesis, es un método rapido
cuantitativo para determinar antigenos con carga
diferente de los anticuerpos o viceversa. La electro-
foresis del antigeno que va a ser analizado se lleva a
cabo en un gel que contiene una concentracion
comparativamente menor del correspondiente anti-
cuerpo. La preparacion muestra y las diluciones del
antigeno empleado como estandar se introducen en
diferentes orificios del gel. Durante la electrofore-
sis se forman arcos de precipitacion de forma pun-
tiaguda denominada "rockets" que migran desde los
orificios. Cuando el antigeno ya no esta en exceso
el frente del precipitado detiene su avance. Para una
concentracion dada en anticuerpo, la relacion entre
la distancia recorrida por el precipitado y la canti-
dad de antigeno aplicada es lineal.

La contrainmunoelectroforesis es un método
cuantitativo rapido que permite establecer gradien-
tes de concentracion de antigeno externo y anti-
cuerpo externo en un campo eléctrico segun sus
diferentes cargas. Las diluciones de un estandar de
calibracién y las diluciones de la preparacién mues-
tra se introducen en una fila de orificios en el gel y
en una fila de orificios opuesta a la primera se in-
troduce una cantidad conocida del reactivo corres-
pondiente. El titulo de la preparacion muestra en-
sayada se puede considerar como la diluciéon mas
elevada que da lugar a linea de precipitacion.

Existen diversas modificaciones de la inmunoe-
lectroforesis cruzada y de los métodos de elec-
troinmunoensayo.

Otras técnicas combinan la separacion de los
antigenos segun su tamafio molecular y sus propie-
dades seroldgicas.

Visualizacion y caracterizacion de las lineas
de inmunoprecipitacion

Estas pueden realizarse mediante tinciones se-
lectivas o no selectivas, por fluorescencia, mediante
marcacion enzimatica e isotopica o por otras técni-
cas apropiadas. Los métodos de tincion selectiva
son los empleados, habitualmente, para la caracteri-
zacion de sustancias no proteicas en los precipita-
dos.

En los geles traslucidos, como los de agar o aga-
rosa, la linea de precipitacion es visible claramente,
siempre que la concentracién de cada uno de los
reactivos sea la apropiada.

VALIDACION DEL METODO

Criterios de validacion

El método inmunoquimico cuantitativo solo es
valido si:

1) El antigeno o anticuerpo no discrimina entre
preparacion muestra y estandar.

2) El método no se ve afectado por otros com-
ponentes de la preparacion muestra o de sus exci-
pientes, que pueden variar de una muestra a otra.
Estos componentes pueden incluir concentraciones
elevadas de otras proteinas, sales, conservantes o
actividad proteolitica contaminante.

3) El limite de cuantificacion es inferior al crite-
rio de aceptacidn indicado en la monografia corres-
pondiente.

4) La precision de la valoracion es tal que la va-
rianza de los resultados corresponde a la exigencia
establecida en la monografia correspondiente.



5) Hay ausencia de errores sistematicos, ligados
a la secuencia en la que se ha efectuado la determi-
nacion.

Meétodos de validacion
Para verirficar estos criterios, el método de vali-
dacion debe respetar lo siguiente:

1) La valoracion se realiza, al menos, por tripli-
cado.

2) La valoracién incluye, como minimo, 3 dilu-
ciones diferentes de la preparacion estandar y
3 diluciones diferentes de la preparacion muestra
que supuestamente presentan una actividad similar
a la preparacion estandar.

3) El disefio del ensayo es aleatorizado.

4) Si la preparacion muestra es un suero o si esta
formulada con otros componentes, el estandar se
prepara de la misma manera.

5) La valoracidon incluye la medida de la unién
inespecifica del reactivo marcado.

6) Para los inmunoensayos con desplazamiento:

a) Se determina la unidn maxima (despla-
zamiento cero).

b) Las diluciones cubren la gama completa
de respuestas desde la unidn maxima hasta valores
cercanos a la unién inespecifica, preferentemente
tanto para la preparacion muestra como para el
estandar.

CALCULO ESTADISTICO

Para el analisis de resultados, las curvas de res-
puestas de la preparacion muestra y la del estandar,
pueden evaluarse segun los métodos descriptos en
10. Andlisis estadistico de resultados de ensayos
biologicos.

Un no paralelismo significativo indica que el an-
ticuerpo o el antigeno discrimina entre la prepara-
cion muestra y el estandar e implica que los resulta-
dos no son validos.

En los inmunoensayos con desplazamiento, los
valores de uniones inespecificas y del maximo
desplazamiento, a una concentracion elevada de la
preparacion muestra o del estandar, no deben ser
significativamente diferentes. Las diferencias podr-
ian reflejar la interferencia debida al efecto matriz
tanto por inhibicion de la unién como por degrada-
cién del marcador.



Actualizacion total

740. UNIFORMIDAD DE UNIDADES DE DOSIFICACION

La Uniformidad de Unidades de Dosificacion se
define como el grado de homogeneidad en Ia
cantidad de principio activo de las unidades de
dosificacion.

La unidad de dosificacion estd constituida por
una forma farmacéutica monodosis o la fraccion a
administrar de una forma farmacéutica multidosis
provista de sistema dosificador.

Los requisitos de este capitulo son aplicables a
unidades de dosificacion que contengan uno o mas
principios activos, aplicandose en este ultimo caso a
cada uno de ellos, a menos que se especifique de
otro modo en la monografia individual.

La especificacion de la uniformidad de unidades
de dosificacion no es aplicable a suspensiones,
emulsiones o geles en envases de dosis Unica
destinados para administracion tdpica.

La uniformidad de las unidades de dosificacion
se puede demostrar mediante uno de los siguientes
ensayos, Uniformidad de Contenido o Uniformidad
de peso (ver Tabla 1). El ensayo de Uniformidad
de Contenido se basa en la valoracion individual del
contenido de un principio activo o principios
activos en un nimero de unidades de dosificacion a
fin de determinar si el contenido individual se
encuentra dentro de los limites especificados. El
ensayo de Uniformidad de Contenido se puede
aplicar en todos los casos.

Aunque se emplee el ensayo de Uniformidad de
peso, en caso de controversia el producto debera
cumplir con el ensayo oficial de Uniformidad de
Contenido.

El ensayo de Uniformidad de peso podra
aplicarse solo para las formas farmacéuticas que se

describen a continuacion, a menos que se indique lo
contrario en la monografia individual:

a) Soluciones contenidas en envases de
dosis unica y en capsulas blandas.
b) Soélidos (incluidos los polvos, granulos y

solidos estériles) en envases monodosis,
que no contengan otras sustancias
activas o inactivas agregadas.

c) Solidos (incluidos los solidos estériles)
en envases monodosis que contengan o
no otras sustancias activas o inactivas
agregadas, que hayan sido liofilizados a
partir de soluciones verdaderas en sus
envases finales que declaran haber sido
liofilizados.

d) Cépsulas rigidas, comprimidos sin
cubierta o con cubierta filmica que
contengan 50 mg o mas de un principio
activo que corresponda al 50 % o mas,
en peso, de la unidad de dosificacion o,
en el caso de capsulas rigidas, el
contenido de las céapsulas, excepto que
se muestre la uniformidad de otros
principio activos  presentes  en
proporciones menores en cumplimiento
de los requisitos de Uniformidad de
Contenido.

El ensayo de Uniformidad de Contenido se
requiere para todas las formas farmacéuticas que no
cumplen las condiciones enumeradas anteriormente
para el ensayo de Uniformidad de peso.



Tabla 1. Aplicacién de las Ensayos de Uniformidad de Contenido (UC) y Uniformidad de peso (UP) para

Formas Farmacéuticas.

Dosis y Proporcion de
Forma Farmacéutica Tipo Subtipo S Slz)rﬁglp - icgl(;/(r)ng y
y>50% <50 %
Sin cubierta UP ucC
Comprimidos Recubiertas Cubierta filmica UP UC
Otras ucC ucC
Rigidas UP UC
. Suspension,
Cépsulas Blandas Emullzién o gel uc uc
Soluciones UP UP
Corrrlpgnente UP UP
unico
Soélidos en envases monodosis Varios Solucion liofilizada UP UP
componentes en envase final
Otras ucC ucC
Soluciones en envases de dosis Gnica UP UP
Sistemas transdérmicos ucC ucC
Supositorios ucC ucC
Otros ucC ucC

UNIFORMIDAD DE CONTENIDO

Seleccionar no menos de 30 unidades y proceder

como se indica a continuacion para cada forma
farmacéutica especificada. Cuando sea necesario,
la monografia indicard un Procedimiento especial
para Uniformidad de Contenido diferente al de la
valoracion.

Formas farmacéuticas soélidas -  Valorar
10 unidades individualmente empleando un ensayo
analitico adecuado. Calcular el valor de aceptacion.

Formas farmacéuticas liquidas - Realizar la
Valoracion sobre la cantidad de material bien
mezclado que se retira de un envase individual en
condiciones normales de uso y expresar los
resultados como dosis extraida. Calcular el valor de
aceptacion.

Cilculo del Valor de Aceptacion - Calcular el
valor de aceptacion por la formula siguiente:

‘M—)_(‘ + ks

en donde los términos se definen en la Tabla 2.



Tabla 2

Variable Definicion Condiciones Valor
Media de los contenidos individuales
X (X1, X, ..., Xp), expresados como porcentaje de
la cantidad declarada.
Contenido individual de las unidades analizadas,
X1, X2, +.vy Xp expresado como porcentaje de la cantidad
declarada
Tamaifio de la muestra (nimero de unidades en
" una muestra)
o Sin=10 2,4
k Constante de aceptabilidad Sin=30 2.0
1
n 2
Z (X i X)2
s Desviacion estandar de la muestra i=1
n—1
cv Cocficiente de variacion o Desviacion estandar 100 s
relativa X
Valor de formula general:
Aceptacion M-X|+k
(VA) | | S
Si98,5% <X < 101,5 % (]1‘/{4::/12)
M(caso 1) a TR
aplicar cuando Valor de referencia i X 0 e
T<1015 51X <98,5 % VA=98,5%- X +ks
_ M=101,5%
. 0 b
S1X>1015% VA= X -101,5 % + ks
Si98,5%<X <T M= X
VA = ks
M(caso2)a =935 %
. . - o =398, %
aplicar cuando Valor de referencia Si X £98,5% VA=985%- X + ks
7>101,5 —
SiX T M=T%
tX> VA=X - T+ks
L1=15,0 amenos que se
L1 Miéximo valor de aceptacion permitido especifique algo diferente en
la monografia individual
Para los valores inferiores, ningun
resultado de unidad de dosificacion
Maximo intervalo permitido para la desviacion [1- (Op(l)lf;l&;eﬁ Eerr;?cr:riias e L2 =125,0 amenos que se
L2 de cada unidad de dosificacion analizada a partir ’ > QU especifique algo diferente en
para los valores superiores ningun N
del valor calculado de M . . . la monografia individual
resultado de unidad de dosificacion
puede ser mayor de
[1+(0,01)(L2)M




Contenido deseado por unidad de dosificacion al
momento de fabricacion, expresado como
porcentaje de la cantidad declarada. A menos
que se especifique algo diferente en la
monografia individual, T es 100,0 %, y para los
propositos de fabricacion, T es el valor deseado
aprobado de la cantidad de ensayo del fabricante
en el momento de la fabricacion.

UNIFORMIDAD DE PESO

Llevar a cabo una valoracion del (de los)
principio activo (s) en una muestra representativa
del lote empleando un ensayo analitico adecuado.
Este valor es el resultado V, expresado como
porcentaje de la cantidad declarada (ver Cdlculo del
Valor de Aceptacion). Se debe asumir que la
concentracion (peso del principio activo por unidad
de dosificacion) es uniforme. Seleccionar no menos
de 30 unidades de dosificacion y proceder segun se
indica a continuacion para la forma farmacéutica

especificada.
Comprimidos y Comprimidos con cubierta
filmica - Pesar con exactitud 10 comprimidos

individualmente. Calcular el contenido, expresado
como % de la cantidad declarada, a partir del peso
del contenido individual y del resultado de la
Valoracion. Calcular el valor de aceptacion.

Cdpsulas  rigidas - Pesar con exactitud
10 capsulas individualmente, teniendo cuidado de
preservar la identidad de cada capsula. Retirar
cuantitativamente el contenido de cada capsula por
un medio adecuado. Pesar individualmente con
exactitud las cubiertas vacias y calcular para cada
capsula el peso neto de su contenido restando el
peso de la cubierta del peso bruto respectivo.
Calcular el contenido del principio activo de cada
capsula a partir del peso neto del contenido de la
capsula individual y del resultado de la Valoracion.
Calcular el valor de aceptacion.

Cdpsulas blandas -  Pesar con exactitud
10 capsulas intactas individualmente para obtener
sus pesos brutos, teniendo cuidado de preservar la
identidad de cada capsula. Luego cortar y abrir las
capsulas con ayuda de un instrumento cortante seco,
limpio y adecuado y retirar el contenido lavando
con un solvente apropiado. Dejar que el disolvente
ocluido se evapore de las cubiertas a temperatura
ambiente durante un periodo de aproximadamente
30 minutos, tomando precaucion de evitar la
absorciéon o pérdida de humedad. Pesar las
cubiertas individualmente y calcular el contenido
neto. Calcular el contenido de principio activo en
cada capsula a partir del peso del producto retirado

de la capsula individual y del resultado de la
Valoracion. Calcular el valor de aceptacion.
Formas farmacéuticas solidas diferentes de
comprimidos y cdpsulas - Proceder segun se indica
en capsulas rigidas. Calcular el valor de aceptacion.
Formas farmacéuticas liquidas - Pesar con
exactitud la cantidad de liquido que se retira de
cada uno de 10 envases individuales en condiciones
normales de uso. Si fuera necesario, calcular el
volumen equivalente después de determinar la
densidad. Calcular el contenido de principio activo
en cada envase a partir de la masa de producto
retirada de los envases individuales y el resultado
de la Valoracion. Calcular el valor de aceptacion.

Cilculo del Valor de Aceptacion - Calcular
como se indica en Uniformidad de Contenido con la
excepcion de que el contenido individual de las
unidades se reemplaza por el contenido estimado
individual, como se define a continuacion:

X1, X2 . Xn = contenido estimado individual
de las unidades analizadas, en

donde x;=p; xV/ ]_3 s

]_3 = media de pesos individuales
(PI,PZ, ...pn)a y
v = contenido de principio activo

(porcentaje de la  cantidad
declarada) obtenido empleando
un ensayo analitico adecuado.

Criterios

Aplicar los siguientes criterios, a menos que se
especifique de otro modo en la monografia
correspondiente.

Formas farmacéuticas solidas y liquidas - Los
requisitos para la uniformidad de dosificacion se
cumplen si el valor de aceptaciéon de las primeras
diez unidades de dosificacion es menor o igual a L/.
Si el valor de aceptacion es mayor que L1, analizar
las siguientes veinte unidades y calcular el valor de
aceptacion. Los requisitos para la uniformidad se




cumplen si el valor de aceptacion final de las treinta
unidades de dosificacidn es menor o igual a L1, y si
el contenido individual de ninguna unidad de
dosificacion es menor de [1-(0,01)(L2)] M ni
mayor de [ 1+ (0,01)(L2)] M como se especifica en
Cdlculo de Valor de Aceptacion en Uniformidad de
Contenido o en Uniformidad de peso. A menos
que se especifique de otro modo en la monografia
correspondiente, L7 es 15,0 y L2 es 25,0.



745. VACUNAS DE USO HUMANO

Vaccina ad usum humanum

Definicion - Las vacunas para uso humano son
preparaciones que contienen sustancias antigénicas
capaces de inducir en el hombre una inmunidad
activa especifica contra un agente infeccioso o
toxina o antigeno elaborada por el mismo. Las
vacunas deben poseer una actividad inmunogénica
aceptable demostrada en el hombre para el esquema
propuesto.

Las vacunas para uso humano pueden contener:
organismos inactivados por medios quimicos o
fisicos que mantengan las propiedades inmunogéni-
cas adecuadas; organismos vivos que son natural-
mente no virulentos o que han sido tratados para
atenuar su virulencia conservando las propiedades
inmunogénicas adecuadas; antigenos extraidos o
secretados de organismos o producidos por inge-
nieria genética. Los antigenos pueden ser utilizados
en su estado nativo o detoxificado por medios qui-
micos o fisicos y pueden ser agregados, polimeriza-
dos o conjugados a un portador para incrementar su
inmunogenicidad.

GLOSARIO

Sistema de lote semilla - En un sistema de lote
semilla los lotes sucesivos de un producto se deri-
van del mismo lote semilla maestro. Para la produc-
cion de rutina, puede prepararse un lote semilla de
trabajo a partir del lote semilla maestro. Debe regis-
trarse el origen y el listado historico de los pasajes
del lote semilla maestro y del de trabajo.

Lote semilla maestro - Cultivo de un microor-
ganismo distribuido desde un unico contenedor a
envases que se procesan juntos en una misma ope-
racion, de tal manera que se asegure la uniformidad
y la estabilidad y se evite la contaminacion. Un lote
semilla maestro normalmente se almacena en forma
liquida a una temperatura igual o menor de — 70 °C
o en forma liofilizada a la temperatura necesaria
para garantizar su estabilidad.

Lote semilla de trabajo - Cultivo de un micro-
organismo derivado del lote semilla maestro y des-
tinado a ser utilizado en la produccion. Los lotes
semilla de trabajo se distribuyen en envases y se
conservan como se ha indicado para el lote semilla
maestro.

Sistema de banco de células - En un sistema de
banco de células, los lotes sucesivos de un producto
se fabrican por cultivo en células derivadas de un
mismo banco maestro de células. Se usa un numero
de envases del banco maestro de células para prepa-
rar un banco de trabajo de células. Debe validarse el

numero mayor de pasajes permitido durante la pro-
duccién de rutina para el sistema de banco de célu-
las.

Banco maestro de células - Cultivo de células
distribuido en envases en una Unica operacion,
procesado y conservado de tal manera que se evite
la contaminacién y quede garantizada la uniformi-
dad y la estabilidad. El banco maestro de células se
almacena normalmente a una temperatura igual o
menor de — 70 °C.

Banco de trabajo de células - Cultivo de células
derivadas del banco maestro de células destinado a
la preparacion de cultivos celulares para produc-
cion. El banco de trabajo de células se distribuye en
envases, se procesa y se almacena del modo descri-
to para el banco maestro de células.

Cultivo primario de células - Cultivo de células
obtenido por tripsinacion de un tejido u 6rgano
adecuado. Las células son esencialmente idénticas a
las del tejido animal de origen y se encuentran en
una fase de produccion menor a 5 pases in vitro
desde la preparacion inicial a partir del tejido ani-
mal.

Linea celular - Cultivo de células que tienen
una elevada capacidad de multiplicacion in vitro.
En las lineas de células diploides, las células tienen
esencialmente las mismas caracteristicas que las del
tejido animal de origen. En las lineas celulares
continuas, las células pueden multiplicarse indefini-
damente en cultivo y se pueden obtener de tejidos
sanos o tumorales. Algunas lineas celulares conti-
nuas pueden presentar potencial actividad oncogé-
nica en ciertas condiciones.

Cultivo celular de produccion - Cultivo de
células derivado de uno o varios envases del banco
de trabajo de células o de células primarias, desti-
nado al uso en la produccion.

Células control - Una cantidad de células deja-
das aparte, en el momento de la inoculaciéon del
virus, como control de células no infectadas. Estas
células se someten a incubacion en condiciones
equivalentes a las usadas para los cultivos celulares
de produccion.

Cosecha unica - Producto derivado en una o
mas ocasiones de un sélo cultivo celular de produc-
cion inoculado con el mismo lote semilla de trabajo
o con una suspension derivada de dicho lote, some-
tido a incubacién y cosechado en una vinica opera-
cion de produccion.

Mezcla de cosechas monovalente - Una mezcla
de cosechas que contiene una sola cepa o tipo de
microorganismo o de 