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Fundanentacion dei Problema

El hecho gue los antibi6ticos beta lactdmicos desencadenen respuesias
inmunes que puecen ilegar & ser mortales, los hace objeto de un estricto
control saniiario Curaate todo su proceso: siatesis. eiaboraciéa de
medicamentos, distribucién, venta y administracién en todo ei mundo.

oral de Préciicas Adecuadas de
ecimiento de  procedimientos
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se usard en <er..;.o .mm o.
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A. REACCIONES ALERGICAS A LOS ANTIBIOTICOS BETA LACTAMICOS

La penicilina es uno de los antibidticos menos tixicos, conodidos hasia
la fecha purgue actda en lu pared celviar de los orgar AISMOS procuriotes sin
afectar virtuaimente u céicla { eslu e que cl ser humanu
tolere dosis de menos de S0 g/ diarios sin efectos adversos, sin embargo los
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derivados de penicilina muestran un alto nivel de inmunogenicidad en
humanos.

De acuerdo a informes que sefalan la existencia de aproximzdzmente
8%t de efectos adversos 0 reacciones alérgicas {13,14] en tratamientos con
farmacos de penicilina, definiremos que una reaccién alérgica es inducida
por antigenos completos los cuales son moléculas de alto peso molecular y de
tamano suficiente como PArd Qiraer una respuesta inmune, esto es, provocar
la produccion de anticuerpos (1g).

Por otro {ado tenemos los haplenos. esios son compuesios peguedios
de bajo peso molecular v 1.n*:xéA estimulan el sisterma immune en el
individuo, pero tienen que unirse \.'1 transportador o acarreador molecular,
que usualmente es una protein inn‘;umgémca. La mayoria de los
antibioticos incluyendo ios beta ‘.uc:amicm cuen dentro de {a categoria de
haptenos [D].

Antigenos de pcn
vivo se consideran fue
de unirse a prot
formando un L
respuesia inmune, como n (B
coval¢ntemenie con proteinas in v

T sbotitos de penicilina in
JRaTios c:‘m.o Gue son cupaces
rana celulur
ulacion de ung
conde ¢ unen
eriicie celular.

Au'\quc el :’.‘xrm;m pats
similares, los anticuerpos responsy
especifico, de esta man 'e‘.wm\
tisulares (~95%) son ¢
le denomina determirant A.m\\or
alergias a penicilinas. U almero d
peniciioico e incluso la m
{~5%% dei total), estos m
son responsabies de un pe

e

Las pro:cx’nas
aminopenicifmico, pr
parciaimente de ..m r
sensibilizados puedan r
se ha h[or"mu'o que
presentado chogues ana
al administrar cefalospe:

En erminos tales el .'ic~50 de
hipersensibilidad inmeuuto es de 227 veces &
huabiendu el antecedente de wiergin a peniciling { :]‘
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Anticuerpos de pcmcth El anticuerpo - ISE representa la memoria
determinante para reaccionss : de tipo inmediato, bien puede ser la
base de la mayoria de reacci cas tipo I. Levine y sus colaboradores.
al estudiar p.xcmrxes sensibles con reacciones inmediatas en L. pxax 16},
identificaron a erpos IgE parz el de' rminante mayor peni it (PO v
tres d:tmmman.e\ menor ’PC\), peniciloato (PC), y peniloutd
(P, todos productos de penic 1),

El 13:G sz LO".\I\‘C.'& <o
desarrollo de anemi
antiglobulina Jde Conr‘ns es 11
presencia de IgM asoci
en pruebas de hemagiu
clfnico.

o el anticuerpo determinante parz el
ica inducida por penicilina. la prueba
enlemente positiva con suero anti - IgG, L;
con pmic ra puede ser detectada pre
nacién y usuaimente no tienen gran s.m.uu.ado

Se ha dado a conocer que dei 705 ul 909 de las personas expuestas &
penicilina ticnen un bajo. pero ducc..xhxe. rn\d de anticuerpos g
primarios, contra la e ra peniciloii (PO) (fig 1) {6]. Aproximadamente
en el 10 ¢ de los recién nacidos se presentan anticuepos Ib\i similares [16],
los cuales se sintetizan en el atero, en conir

z e, 1¢G no cruza la placenta
[17). En estos 1érminos, no es una sOTPresa encontrar pacientes que en ia
primera expaosicién i i

! presenten une reaccién Por
consiguiente, es posidbie 7 que todas las personas estdn en un riesgo
potencial puesto gue t0do mundo puede producir una respuesia inmune a

Tiem
penicilina,

v

7.

en individuos con  atopia.
asma, o dermatitis atGpica)

{18.19]. En consccuensia,
stra peniciling, puede haber
erie en espacio ce
dad generaiizada de

Reportes
(predisposici
aumenta ei riesgo de re:
cuando a un paciente hiperser
chogue anafildciico con colupso y algunas vedes mu
minutos, puede haber también
1 a 3 semanas con urtic i
edema angione:
desarrollarse una reaccion

dc umc.x.

1 SENSIBILIZACION A ANTIEIOTICOS EETA LACTAMICOS

Unz rezc
p“mcra g\p E

hm.‘..".- {ale

rsufrido una
4 el sisteme
xmenie en el
ia cont :r-n..‘.um indusirial, agricola, ¥
ar como alergeno. Por gjempio la apA.c"cAm
gestidn de co:mca ..x‘
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macromoiéculas  de  aniibitticos lactdmicos  (penicilinas vy
cefalosporinas) como se Jpresentan en ¢l mercado, raramente juegan un papel
en la sensibilizacion, 1l vez, fa estructura penn.hml (PO, 0 contaminanies
como polimeros de mnmlmxs de alto peso molecuiar, lo sean unidos a
proteinas del proceso de fermentacion / pl’OdJ\Clﬁn 8. La cantidad
presente de €5I03 Cempuestos en los matenules hoy en es pequeda
comp.xmda ..Jrr".lcéu.u.u en el p 5.:u1 Sin embargo
Ahlstedty Kr s cartidades de
estos materiales puew-'x aumentar la 1rm1..’mgcmcu_.1d a pechm.s.

&

Es cuestionablc qu
unidas a contaminantes 2 p
que, los mambo itos pcn. B
pAOnCluIH XC.lS sino wam
arhomdra.m m o m
‘mugmo Lor".'h
senub.es. Irecucn:c:
varias unidades o menos. po
posibles de exposicion como

pletamente odas {as proteinas
i robiema del hapteno, ya
unine no solamente con
moleculares
haptenos de un
linas en personas
tidades cei orden Ce
ierni us jas formas

T
('4_‘
“

i~

-
e
g
I3

a) dosificacion (parenteral, orul o ep:dérmica)

b)agujas e irfusiones coniaminadas con penicilina. donde la
esterilizacion es insuficiente para remover compieiamente a la penicilina o
sus metabolitos.

d) Prueba epidérmica.

e} Inhalacion.
f) Ingestion de alimentos con residuos de peniciiina.
g) En aceite o soluciones de aplicacién en la piel.

Esto es iambién vaiido para otros antibibiicos de aplicaci6n gener,

2 CLASIFICACION DE ALERGIAS A ANTIBIOTICOS BETA LACTAMICOS

mMecanismos inr .L‘uOAu_ACOS
un fundamento razonunie
{B] . Los diferentes tipos ¢
asociados se dan en i wwbi

L(\'-c
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‘Tabla 1. Clasificacién de reacciones a Iz penicilina

tipo de reaceidny

mecanismo inmune . sindrome clinico
I Anticuerpos IgE : : Anafilaxis

Edema larigeo
Urticaria
11 Anticuerpos ﬁioxbxicos . Anemia hemolitica
e u. .uplejo .mfx:eno-"mxc 1erpo Suero enfermo
v Hipcrsensibi'nidad superficial Dermatitis por contacio

Idiop4ticas ) Erupcion
o : : macuiopapular

Nefritis
Urticaria
fiebre

eosinofilia

Tomada de 1a bibliografia B

Reacciones tips It Re
preformados para determi
produ cién de ant
farmaco o por uny reacciar
exposicion puede ser descs
notables, ¢l IgE rcspon\m‘
disminuir a través del temp
tisulares reaccionsn con m geno (determinante
penicilin), desencadenundo la liberacion del facior quimiotictico de lcs
eosinofilos, histamin, actvador a la bradiciding, la sustancia de liberacién
lenta de anafilaxis y otras. dando como resujtado el cuadro clinico de

primera
2Nn10s
hargo. tiende a
jas a céiulas cebadas
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anafilaxis, atopia o urticaria. Aproximadamente 0.02% de tratamientos con
pemcxlxm se asocian con una seria respuesta inmediata {23-27).

Reacciones tipo 1I: La anemia hemotitica asociada con altas dosis de
penicilina resuita de ia produccién de altos titulos de anticuerpos IgG para el
determinante PO (28], Durante ¢l trutamiento, el firmaco se absorbe
pasivamente en la membrana de las céiuias rojas de a sangre enfocindose
anticuerpos a esie sitio (Raaccxones tipo ID). Estos IkG «.e<p4és activan el
compiemento para acelerdr da limpieza de la céluia roja cubierta en el
sistema reticuio endoielial. Asi, esias reacclones no requieren anticuerpos
IgE antipenicilina,

Reacciones tipo Il Actsalmente una de las primeras causas del
sindrome de suero enfermo (rucc.f\ po 111} es una reaccion alérgica a la
emcmm La formacion del comp! Tiune entre of .‘nx.nue*'m 1gG o
los an ubles de

c0'1 plcr:»:r..u,
inflamacidn local

Rcaccimcs tipo IV itos T sensibilizados reaccio
directamente 2l contacto conia 'ﬂumn...:'.. pfoduc;:ndo inflamacion a i
de la accidn Ce las ) s, requiriendo linfocitos derivados del timo para
reaccionar con ; MACOS GUE ¢ unen a ’h neinas tisujares. Est2 no
invoiucra la i ad humorai. Ei uso répico e pcmcmnas se pucde

fa & is por contacto, ei Glagndsiico se
iidad retardada con pruebus de

o de regcciones adversas 2 la
& respuestas inmunes
128 inespecificos. La
idticos beta lactamas son un

e. Esta reacci6n ocurie en 16t - 4% Ce

ma\
t_rvvc'(m
tratemienio;

3 REACCION ALERGICA CRUZADA DE CEFALCSPORINAS CON AMPICILIN,

s Deta laciimicos ¢
,\.Aé'x de vn anitlo ¢!
2 ,\. E de

Las cefalospori
estructura de ias penici
el arilio de tuzoiiding

la incidencia de suLpuesta

< son muy bajas en
m Y son el tipo IgE inmedisias, en elias hay
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hemolitica, esta implicac
[32} hay, relativamente, alta in
enfcrmo (Tx'\o i o c‘cr.
rexcciones ..Apgrtc‘-_s 5
con erupciones macy o ;u;u

¢ Coorib po: i:ivas

’J‘
|2
w3

A mediados sas e pacieries con
reaccidn m...:di H de celzlotin (33, 3+).
Estudios  subsecu vivo mostraro

=y

paraieiamente au
antigenos de <2
inducida ent re 2
cefalosporinas. E
cefalosperinas ¢
enicilinas. Siendo asf, i
as de benal penicil
peniciiinas.

By otre Bg 8

A los ;mc:e hit
conceniracion e an
pe ay 2 lainve
concentracidn ce a
pacientes concuerda con i
algunos determinantes de ¢
embargo, los anticuerpas to

B. CONTAMINACION DE PRODUCTOS FARMACELUTICOS

Ei problema
cualquier persona inve
farmacos. En efecio, ci t
de los seres humanos

deteccibn y prevencién d

‘n

onocido por
disir |buwén de
3
1

mé odos pam la

Un indicador
Federal Food Dru
poner todavia m
TArmaco o sy empay
cuando se examina e, hech
proporciona un A..é‘ou\, we
varias pruebas pars iz
me&pcmd.&s.
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1 NATURALEZA DE LOS CONTAMINANTES

En este apaniado se han clasificado los contaminantes que aparecen-<n
los productos farmacéuticos de acuerdo a su origen para ubicar el problema
expuesto en el contexto de la contaminacion farmacéutica.

Contaminacién Mecanica. Estd formada por materiales extrafios que
consiguen entrar en ¢l medicamento {42, $3]. Estos se observan y se justifican
facilmente, va que algunos de elios son:

- tornifios de fierro en una susiancia farmacéutica para ingesiion:

- astidlas ¥ fragmentos dei equipo de proceso roto que se incorporan a
los producios durante la manufactura; :

"

. - fragmenios de m ias de madera, mechas de fibras textiles,
cenizas, hongos, cabello, vidrio, goma eidstica, fibra de plantas, hilaza,
almidén, talco o asbesios;

zas de vidrio, pidsiico o meial que proviene de los contenedores

de empague.

En aigunes {ases ¢e los procesos farmacéuticos de manufaciura, se
usan fiitros de asbestos par teriai extrano incluso en la filtracién
final de parenterales, ya que aquellos tenen la propiedud de ser rdpicos v
minimizar el crecimiento bacterizno.

Contaminacién quimica, Lz contaminacidn quimica ocurre por
diferentes vias como:

Gue  contiencn
urificaion, por ejempio:

esente en la preparacién de
bt 2HOCONCOrODica), v
incidenciz de retercitn e
niravenosa de conoprim u

Muteriales  ohtenidos
conaminuntes oTianics wln
hormona artidiurética vasopreso
hormona pituit naturat, COTIO
hormona del erecimiento humaro. Esto
agua en slgunos pacientes gue recihen
hormona de crecimienio fumano [543,

gredientes se huce por
uve un ingrediente natral por
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uro sintético barato, ¢ por razones de copveniencia basados en la gran
disponibilidad de un dis.into excipiente superior.

El probiema de contaminacion cruz. o la presencia
inesperada de un {irmasu en otro, resuliado N c 'a propagacion
de particulas o polvo procedentes de la munul: e :ros productos. Esta
debe estar bajo estricto control para evitar ia contaminacidn cruzada {48, 37].

COMo un contaminaniz

indiw:duo. lo quc creg

0.5 U1 (0.3 Mg) pare Girmacos orides ¥

[s52}.

Algunos  iavesugsdores  acordaron  que  cebe  prevenirse la
contaminacién con peniciina a otros producias, en joste se tido es posibie
detecrarla y cua’mf'. ar.g en niveles muy bajos por la wéenica especifica de
zona de infibicién/placs zgar simple (375

Contaminacion .,
intravenosa v o"uxmzc‘
MIiCTOOrEARIsMo Vivo G
salud por ia pa ogenicic
inmunologico de los pa.
ia preparacion.

Orras ;w: reagliedo de da presencia d
micrours de cambios en ia acuvida

farm.xco.(mua Ios efecti s v fecha de cuducidad.
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2 PREVENCION DE LA CONTAMINACION.

..Ic... es uno de los mis
as econdmicas Gque origina ia

rde el presente provecto de
a las sigulentes dreas clave:
:-:so de lmb.uo formulacién v
icionamienio. Estos {zctores

rr ca y mecinica.

Este punto parz ia
importantes porq\_c @)
ro‘..\\c.\‘n de un iote m
invess “NMoier
premisas uc pcs’nul materi
control. Molin {36] ¢
servirdn para prevenir

Construccion. Se refliere a la disposicidn y edificacién general de la

planta {60,601} como:

¢) rutas de ransperte de
sea posibie [S6] ademdés

En e.;c:o
Ia 'ubdx\ sid

sin pasar directame

es posibie por lus ¢

ek
e,

trahiio o

puede ser
Y"xt oriz consi
ﬂ. ,

sitacion ooparticular |
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Personal. Todo el personzl que se involucra directamente en el
pmccso de produccion, es de suma 1mpm..mcxa para lograr la calidud de los
productos {(»4] Es inevitable que las personas se muevan dentro, fucra y
cerca de las &reas de produccion; ello ocasiona que sean Lorx‘x"\mndo ¢s
potenciales al caminar, hablar y respirar, va que pu reden diseminar polvos
quimicos o bacterias. Por tunto, el persorai debe etar libre de cmcrmewdcs
contugiosas y sujeto 4 ios .".‘ﬂn 08 requeririientos esenciales de salud gue se
exige a los “h.; adores "'c;\ ae Los trabajadores
farmacéuti cos deben .4:ncr mo, s iy adecuadas v seguir
rutinas pre opa. zapatos v guantes, Es importanie
que medisnte ém coninUA, ese personal tenga el
conucimienio ¥

v»)—

AULI‘.XL\
primer
sejlados. cuartos aisiados v
formulucion,

Proccso de trabajo.
procesos v procedimientas dei trat ajo para descubrir probiemas. Algunos
punios criticos puecen ser {66 - 07} los .ie..no‘ inadecuados de secado o
temperatura de granulccién: agua de condensacion en i superficie de
ungientos o soluciones; y tapas que contengan agua residual después de
limpiarlas [60].

Un méiodo parz Cescub
sustituir una soluaon Je «.ud(
[56] v muesirear en ciferentes |

w‘ 2iravesario co inLamente
izar fuentes de contaminacion.

:c-ar para la produccion de tabletas lu cual es
ok son:

¢ la vecindad de las

<) evitar cuchart

anuales en granulaciones elevando el cufiete y
usar fiujo continuoen iz

a;
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d) limpiar los contenedores que acumulen polve, removiéndolos antes
del &rea;

2 fondo cada pieza del equipo enire corridas de diferentes

f) comiar con un &rea especial para desechar la ropa de los
operadores.

Formulacién, Primeramente uni wia maestra es el documento

cRa

Control. . <o
manicner LRa produds

. fubrizacién, ensavo Ce ideniidad :
rupoiosamente en todo producio final para

o
s
7

z lmpieza

0O RGuGOn

empaguela

desmantelarun
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Acondicionamiento. Miller Rorezynski (73] bosquejaron varios
aspectos del acondicionumiento de thirmacos v cosméticos desde el punto de
vista €€ uma empresa Je empague no invoiucrada en el proceso de
manufactura primnno. Lu gran variedad de productos manipulados requiere
que la empresa analice cuidadosamente Jos requerimientos de esteriiidad v
problemas de cada producto. Los productos se clasifican en grupos ¥

suhé,ru'ms de acuerdo a lu forma de dosificacién, demanda de rétulos, uso
determinado y estabilidad.

3 DETECCION DE CONTAMINANTES.

La deteccitn de 208 contaminantes es un problema extenso, con
frecuencia requiere gran ingenio e imaginacibn. Mucho depende de la
cantidad de informacion especifica disponible para el anélisis.

Una vez que el anall
simplifica el trabajo del guimico en la de
rocedimiento usado depende Ce ia natwrale
armico, el equipo, Instrumentacion y

ipo de contaminanies busca, se
ecw{m de contuminacién y el
s mivel de contaminacion, del
bi

e
grandementie  po
nstrumentacion |
por bxl!ur o par

Sin embargo es imposidle deseribir agui todos os méiodos que se usan
para detectar materiales ra i Macion rel da especificamente
con el problema se reviserd en ef apartado Métodos Analiticos para la
deteccion de antibidiicos.

C.ALGUNAS CONSIDERACIONES SOBRE LA LEGISLACION VIGENTE A NIVEL
INTERNACIONAL PARA PREVENIR LA CONTAMINACION CRUZADAEN
MEDICAMENTOS

Pura
contamina
mundo, se
t0do en ag
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mediante dosis muy pequefias, Hasta ahors, no existe concenso sobre las
exigencias cualitativas ycuan vas que deben establecerse entorno a éste
pmb!errn Si bien wdas ellas busean disminuir o evitar la presencia de
firmacos comaminantes en los medicamentes puesios en el mercado, las
normas y los métodos que se establecen son diferentes. A continuacion se
presenta la legislacidn vigenie en difercates paises.

la Sziud esiablece en el punto

En 197 S _i O
refe a opera jones d f.mr.cauén. io siguiente:

nimero ocho

"Todas ias 0 medicamentos muy activos, c<pecia!mcn:c
a'mb 6 cos, en el cuales se de sprenda polvo, se realizardn en
y provisios de sistemas adecuados de

exlracq n de aire o mantenidos a la presién necesaria para eviiar ia
conlamm.c.u“ cruz‘xm Ademés se tomardn las precauciones adecuadas
FUGaco no enire e nuevo en circulaciéa”,

L2 FDA en 1978 " d factory Production (GMP)", en
{as cuales define H erancia para la contaminacién
por antibidticos:

"Subparies C.- Edifi

Seccivon 211,42 Caracteristicas de disefio ¥ consirucei

.

d) Las operuciones
empaque de peniciling, se 1
usadas para otros p.()uuctm

ades con la {abricacién, elaboracion y
en insialacionas separadas de aquelias
r':.x céuticos para el consurmo humaneo.

Subparze I; controles de laboratorio.

Seccion 211.76 Contaminacion con peniciiina.

roducto farmacéutico
riercontaminacién con
etido a prucba purz
no se po".c.r.. en e

cuando se somet
en los P oc*dmm.:

que no <o
ciia, €i produ
Ceterminar |
mercado si s
a pru:ba <

£
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“Las instalaciones Jonde se produce un lote towl o parcial de
medicamentos, deben ser disenadas, construfdas y mamcn.das en forma que:
¢.- Evite la contaminucion del producto v la adicién de substancias extrafas
al medicumento”.

En Holanda, lus Buenes Practicas de Manufactura (‘Q\-). dentro dei
capitulo nimero sicte e Control de Produccion y
Acondicionamienta”. Inciso 7.4 Medidas para evitar contuminacién cruzada,
establece quer

“Durarie jas maniobras con maeleria
atencién especial a ia prevencion de la pre
polvo, Evo involucra . ,WL‘.! rment
materias primas gue Cisan n hipersens
dosis. En ese mismo o considera |
que se llevan a cabo con producios Gue cv"
especidl de  comtaminacion cruzady, de ac er\.u co—: 'wmem..,umm
especificos.

"'d 0 ~on activas
pa prmu

£

Las Normas &e Correcin B oy
Medicamentos, emitidas par ¢ \..A..m.no de Sanida
en 1983, apunta en el capituio nlimero cuatro "Lota
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Capiltulo VIIL Control de Fabricacién.
Inciso 5. Control de Contaminacion.

3.2 Control de Contaminacion Cruzada.

5.2.3 En la fabri imicos, hormonaies,
veterinarios y todos : saniiaria vigente, el
personal que realize dich deberd fener-acceso a las demds

i gue empleo en aguellas,
ados en el capitio Vinciso 1.2

zlud en Materia de Contro
oductos y Senvicios, ¢n e

10 e la Ley Gerneral e
. Estabiecimientos, P

-

!

o
fint
=
cu gl

o
o

Articeio 33, Se con

s aduiterado urn produdcto cuando:

a aguellas congue se
w0 corresponda a1 ias

cuando por e

st compoesicidn

e mersado.
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recomendaciones y otra u nivel legislativo, Con el fin de cumplir ésta Gltima
se disefid el muestreo umbiental para detectar ampicilina y cefalexina en
dreas de fabricacién.
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El términp antibitico se refiere a sustuncias producidas en general
por microorganismos, 105 culies son antagorisias parz el crecimienio de
otros microbios, Las pexnicilinas v cefalosparinas son dos {amiliss importantes
de antibidticos beta lactimicos que s¢ caracierizan POr tener un grupo amida
ciclico de cuatro mie os {lactama), y se pmducen por varias cepas de
hongos Penicillium.

e crénica de ia historia de ia perniciiin
realizados  por Fn.'ning en 1079,
& wa 0.2 g conocer
de 1939, Florey y Chain ¢ in Conztivo d vision N
iencias de la Fund: { para costezr sus
investigaciones, y ¢n O 280 junat 7 con sus coborad
comenzaroa sus pnmc.m trabgios <on
forma heterogénea a de un Nm\
mostraron € efecta in mo el
OFEanismos puidgenos
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prepard por wi i la gefa ‘.;c‘.o de alia actividad
GNUMICrodiana, la cuai sinio de n;u: para buscar 1a preparacion dei nicieo
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bisico del cico 7-Amino desacetony cefaiospordnico. Cabe mencionar que
se ha estimado que mis de 50,000 beta Jactémicos han sido sintetizados y
evaluados para tener un poco mis de 50 de estos compuestos de uso
comercial en todo el mundo.

La introduccién

cefalosporinas  han
incrementado el campo de

A. ESTRUCTURAS BASICAS, REACTIVIDAD QUIMICA, CLASIFICACION Y
MECANISMOS DE ACCION

En este 2p. entan ias carecteristicas fisico-guimicas,
rop\cdadu farmace iogicas de la familia de aniibibticos beta
actamicos, de ampicilina ¥ cel alevina,

1. ESTRUCTURAS BASICAS

los nicleos bisicos de los beta

Las peni 1 poseen
factdmicos unico 4 otro @

ciciico €e cuairo miembros beta
de cinco miembros (fig. ).

E

miembros un

cnmo las alfa-lactdmas ¥ se
filos en el &tomo carbo a
actimas. E) anilio adicional
a la Ao.na resonante (6 AL
! te 2 un estery
n e xr "'rro,o a 1730 emt.

ciclicas a 1640 em’l. La
ace al grupo carbonil de Ia

diferencia de ias amx o
disminuve la formare
esto hace al grupo ¢
se reflela en ia absor
comparado con la absorsidn
preponderancia e a forma resC
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beta lactdma mds electrofilico gue una ar aciclica, esio hate que ia
adicion de un nuciediilo force a los anillos y se b.'a x.mlne'zu.. Las
enicilinas y cefulosporinas son beta luctémas fusionadas a un segundo anillo
gc(cmuchco, el cual tiene ei efecto de mover la ah sorcidn amido-carbonil a
1770 cm™, lo que significa Gue esie es un plano mas reactivo. Esto es debido
al hecho (,uc el anillo fusicnado no pernite al m'rmcro del grupc amido
rotar para lievar a cubo la alienacion xgqucnm en la forma reronante
hibridizada Sp2 (6B). Se considera que ia alta reactividad de ias beta
lactumas es escencial para la actividad del antibidiico {1].

|

aciimico.

Figura 6. Formas resonantes del anilio beta

3. MECANISMO DE ACCION.

dos

en

La eficacia de los
Pambuidw es: 1) lankibicién ¢

i3 mism.

Enelprim : a §i
con 10§ PLpUCOLcanos, Cud SO poimeros
seperiicial.
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La wranspepiidasa o proted inas veceptoras de la penicilina (PBP), las
cuales catalizan la formacion ce las uniones entre péptidos pura construir la
pared celular exterior, reaccionan unidndose a los antibidticos B-lactémicos
deteniendo la sintesis de la pared celulur, resultando en la ruptura de la
ba:teria.

ctiv .mém de
watural de la

Para el segundo caso, se e at
las autolisinas, enzimas que estdn
célula.

ve a los B-lactdmi
olucradas en la di

4. CLASIFICACION

Los antibidticos B-lactamicos se han clasificado en dos. formas
imporiantes:

- Por su estructura guimica  Penicilinas
Cefalosporinas
Cefamicinas, etc.

- Por su espectro antimicrobiano. (Relacionado de forma ruzonuble
con su fecha de introduccion).

. Clasificacién de las penicilinas segdn su espectro microbiano es la
siguiente:

recho, limitado 2
s e;;r.,,io Penicilina G, V.,

bacterias Gr'"" posit CO‘
Meraciling, O\am lina. Cionacilina,

Tercera generacitn: 3¢ espectro mds ampiio
Pseudomona zeru ] o todevia menos acuv
bacterias Gram po 7, ticarcing, Propendi



Aspectos An

ticos ¢ Hisidacos de los o

Cuarta generacié
fuerte contra P. aeruginos
Azlocilina, Meziocilina. Pi;

O Peniciiinas antiscudomonicas poseen actividad
10 Bacter, Klebsielia y Serratia Ejemplos:

Debido a que Ios mecun
muy similarss a ios ¢¢ ios Pen

antimicrobianos tambien (o sean.

Las Cefalosporinas se clasifican como:

Primera genera:ion: AR Wwou
rada Amente activa ¢

mod

ra G am negativos v menor
faclor, Cefamandol, Cefoxitin

contra Gram
Cefuronima.

Tercera gcncracnn M
espeeiro muy ampho wonira Gram
Ejemplos: Ccfmsr..u 12, Ceformima,
xonay \(o\amc‘aru.

positivos ¥ con un
nite anaerabios.
cidima, Ceftria -

B PERFIL ANALITICO

A continuacién se e C:L fx'sic:u
farmacolégicas y 'x<oém..;< dg los rérm

importantes para seleccionar Jos métodos Je muestreo y de iden ‘nc.mén.

1 AMPICILINA

a. Nombre D- (_-:1 muno-fenilaceiamidal)-3.3  dimetii-7-oxo—  tio-1-
azobiciclo(3.2.0) hepiano-2 carboxiiico.

b. Férmula condensada CI6 HIY N3O+ S
¢. Férmula desarrotlada (figura ).

d. Peso mofecular. 345.42 gr/mol
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e. Descripeién.  Polvo  Dblanco  cristuiino, olor caracteristico de
penicilinas,

{. Punto de Jusién

Ampiciling enhidra 199-202°C con descomposici
Ampiciiina monohidratuda 2029C con descomposicion.
ndratada 215-215°C con descomposicion.

Ampiciling sesquikidratada 159-202°C con descomposicit

ina sodica 205°C

Insojuble en etanol, acetonz, eter,
borno.

3 trinidratada/ ml del solvente 4 25°C

NaOH 0.iN 20
HCIO.IN 20
Agua

Metanod

Eier de petrblea

Benceno

h. Constante de ionizacion. (pKa)
2.5 (COOH) 23°C
T3 {NH; 23°C

i. Rotacidn éptica.

PIDTrinidrato = 2+9.5 2 2527 (c= 1, buiTer pH §8.0)

10 (¢=1, bufler pH 3.0)

j- Espectro LR. Punios alwos a:

K. Espectro ULV,
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buffer de fosfatos pH 5.3 237 nm 262 nm 268 nm

1, Propiedades Farmacolégicas
Usos terapéuticos. Antibidtico bactericida de amplio espectro.

Absargitn, Fée

CueTPO pero no se absor
compieumcmc despu . Apm\.m damente 30 ‘
de una dosis oral se encretn en W or ma e b horusy como {irmaco no
lransto’mauo y aproximedamente 10 € como Geido w-.mcw(mo, cespués de
una acministracion parenicral aproximada mente 75 ¢ se eacreia sin
transformar en 6 horas. En bilis se tleunzan altas concentraciones de
ampicilina.

Peies

Después de una dodis de 300 mg se aicanza en 2 horas
aproximadamente concentraciones ¢ pl :
(media 3.4).

. Disribucién en sgagr
Unido a proteinas en plusr

roaimedamente 12 2 horas,

a. Nombre. Acido  deszeetoxicefalospdrico 7«(D-amino  fenil
acetamido).

b. Férmula condensada Cy, Hyy N3 Og S

¢. Férmula desarroliada (i

d. Peso molecular 305.4 gr/mol
e. Descripeisn Poivo biunco a color crema. cristalino, ligeramente
higroscépico.

f. Solubilidad
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.
Soivente mg de cefalexinz morohidratadasml de solvente 25°C
agua 133

metanoi 34

N-octanol 0.03

cioroformo .03

éer 0.6

g Constante de ionizacién (pRa)
pRa

sal amino
DMF 687 52 TR
H.O 7.1

h. Rotacién Gptica B0 - {C=1.0en HXO)

i Especiro LR Pu ar 1775, 1693, 1326, 1308, 1497, 1

iableas de NBr.

acuosa A2 wn Acido clorhidrico 1IN 238

i Espectro UV En
nm

I rorin,

2 CUUChy. AT

LR
St
=) (}<1}£3
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Aspectos Analiticos e Historicos de loy an

C METODOS ANALITICOS PARA DETECTAR ANTIBIOTICOS

el desarrollo de los
icos asi como aquellos

H
susceptibles de usarse pura amp

1 ANTECEDENTES

Ea Mdxico y en 2l mundo s¢ ba intentado controlar la contuminacidn
por penicilina. Uno &e los prim s i o oficiaimente fue
EELU a2l forme Hoe Commin i

Con la introdu

rmo, dando b
materia prima de e
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2. METODOS MiCROBIOLOGICOS

Los méiodos
antibibticos res uJiﬂc: e'x

lzboratorios en México 1o
FDA para d eci:r
procedimiento s

ensayos r*.‘

para iz deieccion v cu " i iciing minante

ruzaco”.

ensayo ciiindr
< cuant

€373 nalurLamenta
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Si las diluciones de ia muestra a analizar no eliminan el problema, se
hacen modxf‘cacx(me\ adicionales en el ensayo para reducir, bloguear, o
destruir Ia actividad Jde compuestos especificos. Hay ingredientes activos que
aumentan o reducen jz actividud de lx contaminaci6n residual, el error en la
cuantificacion del residuo se puede reducir significativamente preparando
dosis estandard en un diluente especial que es equivalente en contenido a la
solucién o suspension prueha.

Para hacer diluentes de este tipo se adiciona un producto comparahle
(o ingredientes individuales) libre de ?enicﬂina aj diluente acuoso normal,
de modo que el diluente especial conienga ingredientes libres de
contaminanies en la misma propercion y concentracion de la solucién o
suspension a examinar,

Si los prabiemas de nhibicion inespecifica contindan, se pueden hacer
modificaciones  con  clerios  métedos  de  extraccién  gue  separen
selectivamente los contaminanies residuales de los owros ingredientes del
producto farmacéutico.

Las recomendaciones analiticas en iérminos de simplicidad y tiempo
analitico se resumen como sigue:

(1) 8i hay posihilidudes usar un método analitico di[ecm.

(2) Preparar c'lucim es adicionales de muestras pary eliminar al minimo
s
{

los prob!erus de inter!

(3) Hacer modificaciones especificas del méiodo de ensayo pars eliminar
significativamente p.nh;cm.xs de interferencia,

(3) Proceder con un método de extraecion especifico con recobros
apropiudos y muestras controj.

Ei mérodo de
deteccidn de penic
Sarging e ~\T(,C Y341, (.:'\L
procedimiento se uso ampliame
anteriores para cusntific
.uid()\ hio (»;lcm ¥ en cor

0 basico emp! leado jpara la
imiento de cilindro-placa con
amente por Burke [97) en 1647, este
boratorios durante los 2§ afos
ciina en ,'ouuuos Hcieos, tejido animal,
.x u;‘ animales con meuc.xmerxos como la
l \1:‘:*0‘.5 of A n.n]'

ina en formas farmacéuticas se emplea
4rmaco que se va a evaiuar, por ejemplo, en
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¢l ensayo de medicamentos con eritromicina se usa S, litea ATCC 15957
resistente a 1.5 mg/mi de eritromicina).

Otro ejemplo son las formas furmacéuticas de estreptomicina y
dihidroesteptomicina con S. litea ATCC 9341a resistente a S0 mg/ml de
estreptomicina, también para fairmacos de anfolericing y nistatina se trabaja
con Staphyloccus aureus ATCC 63538 P, como tltimo ejemplo las formas de
dosificacion para novobiocin usan Staph. aureus ATCC 12092 resistente a §
Mg/ ml de novobiocin.

Los métodos para detectar residuos de penicilina en varios farmacos v
alimentos se publicaron por la Asociacion Oficial de Quimica Analitica en la
FDA (102-104).

Los métodos enzimiticos son unu modificacién del método cilindro-
placa pues los métodas microbiologicus no dan un grado significativo de
especiticidad en el andlisis de farmacos residaales.

En el metodo ce cilindro placa se inactiva una solucion prueba ror
una beta lactamusa para dar evidencis Je una bety lactama residual, v
distinguir la actividud antimicrobiana de este residuo de la actividad que se
pueda producir por otros agentes activos gue RO sea peniciling ni
cefalosporina. Esia inuciivi beta lactumasa sirve solamente para
caracterizar el residuo como un antibiGiico beta lactuma pero no es
adecuado para dar unz identificacion positiva del agente activo residual.

La inactivacion beta lactamiss de la solucion a prueba puede producie
los siguientes resultudos:

(1) Inactivacion completa (prueha pasitiva): Lu pérdida de act
alicuota tratada contra una no trutuda de lx solucién muestra indica la
presencia de un residuo beta lactama. Se puede hacer una determinacién
cuantitativa del residuo en términos de un estandard zpropiado.

(2) Inactivacién incompleta ( prueba presuntiva ) : La reduccidn significativa
en la actividad de s alicuota tratuda cunira una no tratada de la soiucion
muestra indica que un residuo beiz laciamu esla presente pero oiros
agentes o ingre vos pueden ceusar interferencia. No es posibie
una cuantificacion exucta de 105 residuos beta lactama bajo estas
condiciones.

(3) No inactivacién (prueba faiss) ¢ No hay reduccion significativa en la
actividad de 1a alicuoia tratuda contra otra no ratada de lu solucion
muestra, esto indica que agenies o ingredientes interficren
enmascarando la presencia de un residuo beta jacluma y se puede hacer
un andlisis cualitaiivo o cuantitaiivo de los residuos.
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(4) No actividad (prieba negativa): La ausencia de zonas de inhibicitn de
aticortas tratadas ¢ no tratadas de la solucion muestra indica que no se
han detectado residuos de beta lactama (sin limitaciones del método).

M¢étodo bioautozrifico. En este sistema, 1a separacion cromatogrifica
da una identificacién de los contaminantes que no es posible tener con los
métodos anteriores, ademas tiene un cierto grado de simplicidad v rapidez.
Investigaciones levadus a cabo por Herbs, en 1974, utilizando técnicas
descritas originalmente por Biagi [5‘)]. las cuales fueron hechas en un sistemna
de capa fina fase reversa, ampiiaron el método bioautografico para detectar
e identificar peniciling G restdual ¥ ampicilina en 7 miembros de la familia
de tetraciclinas y en penicituming {301}, El procedimiento exhibe un limite
de deteccion enel rango de 0.5 - 1.0 ppm de penicilina o ampicilina en las
tetraciclinas vy penicilamina. Se puede usar como  suplemento  de
procedimientos en p-uebas simples para dar datos suficientes en una
dentificacion positiva ie contaminantes farmacéuticos residuales.

Por otro lado Millipore publicd en 1973 [92-93] metodologia
especializada para la Jeterminacion de polvos diseminados de antibioticos.
El procedimiento general involucria el pasa de un volumen conocido de aire
a través de un filtro de 0.22 um de poro. Toda el residuo se disuelve en un
buffer, y las porciones se incuban en piucus de agar conteniendo una
suspensibn de microorganismos prucha. El didmetro de las zonas de
crecimiento inhibido ¢¢ miden v compuran en milimetros con aquellos
obtenidos con el mismo antibidtico de concentracion conocida o curva
estandard.  La  sensibilidud  del  procedimiento  es 0.001  unidades
internacionales de penivilina y 0.004 Mg de clortetraciclina,

Una adaptacion de este método fue hecha por Garth et. al. [94] con el
proposito de hucer un estudio del medio ambiente de una construccion de
seis-pisos que ocupan fus laboratorios del National Center for Antibiotic and
Insulin Analysis. Para las pruebas cualitativas v cuantitativas de penicilina y
tetraciclina en muestras de aire de varios lugares del edificio se hicieron
pruebas iniciales usando placas de agar, y el resultado se uso como una gufa
para el muestreo de aire en los puntos de facil contaminacion en tas oficinas.

El resultado {¢4] de las pruebas indicd que la incidencia de
contaminacion For polve de antibidticos no fue significativa en las
habitaciones del laborutorio donde se probaron. La excepcidn de estos
hallazgos fue un drea ¢ limplera genersl donde se procesd jubdn en polvo,
antisépticos y cristaler 4 contaminada con antibidticos. Los investigadores
concluyeron ‘que lus parsonas que trabajun en el edificio de andlisis de
antibifticos y no estin en contacto directo con estos, no se ven afectadas,
mientras que los analistas de amtibidticos sufren una minima exposicion. 8i
bien, estrictamente hablando, este hecho no concierne a la contaminacién
farmacéutica, se puede hacer una aproaimacion general andlogamente en
una planta farmacéuticn.
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Aunque los métodos descritos anteriormente son sensibles, su tiempo
de andlisis, el material y las condiciones para muestrear y procesar la
muestra los hace poco prémcm y por lo tanto inadecuados para monitorear
constantemente las dreas de  produccitn dumme la fabricacién de
medicamentos con ampivilina y celalexing, siendo esta la raz6n por ia que se
buscaron oiras opciones con los métodos Gquimicos.

3 METODOS QUIMICOS PARA DETECTAR ANTIBIOTICOS

En seguida se mencionan las bases de algunos métodos analiticos
susceptibles de usarse para dete cuantificar ¢ identificar ampicilina y
cefalexina.

El método volumétrico cuaniifica una sustancia a partir de la
conceniracion conocida y la cantidad medida nje la solucion reactiva, que se
afzde a la solucidn de la muestra Rusta gue 1o sustancia analizada se hoya
consumido en una reaccion definida con dicko reactivo. El reactivo se llzma
titulunte ¥ ia solucion: solscion tiulante v valorads. La concentracion se
calcula a partir de la cantidad de titulante que se disuelve y se dxla\e en un
volumen exactamente mecido o bien se estublece por medio de una

%

determinacidn Bamada valoracion.

ituta néirica s¢ ha usado para ia determinacién de
enicilinas. B! método se basa en e hecho gue solumente después de una
idrolisis alcaling o con penicilinusa lus penicilinas consumen yodo. La
diferencia en el consumo de yodo antes v desp de hidrolisis es
proporcional a la cantidad de Jn'\nm.m) Pura Ja cefaleaina el método es
comparable 2l método micrabi co de ciiindro plzca en exactitud, y es
mucho mas répido. Probabler ‘cmc. intermediarios sados en la sinfesis

respondan a la prueba.

Los mémdus Gpticos son métodos analiticos basados en lu luz v su
interaccién con fa materia. En este caso los términos “luz” y "6piico” no €si4n
resmnunoc a la radiacion visible, sino que se aplica en un sentido mds
amplio. que u‘ume todo tipo d@ energia emc.ro*mm*l.ca radiznte, Se
pueden clasif .n,ue“m Gue >e_'n o oen m ..\hw.ubn dc fa v

a da lluma)
(espectroscopia v fotc

Col ;\m:. girfy. Se usa para detectar metales de transicién, en la regi6n
visibie de la luz dei ::v\cv.m) como &mes al"'mente coloridas con ciertos
reactivos, sdemds de iones itos, ﬂuo‘mm
y metales i6nicos. Los cumpue ,:émcos que :n“uén producen un color
cuando se adicionyd un reaciivo elegido cuidsdosumente, se pueden
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cuantificar por esta téznica un qem')m es el quelato colorido formado por
fon férrico y 4cido hi iroxamico de hgncﬂpen.g.una para la determinacion
colorimétrica de cefulexina, la hidroailumina ubre cl qmllu beta lactuma (pH
7) para formar 4cido h'droxamico el cual forma un complejo colorido con mn
férrico. Tumbién reaccionun productos de degradacion o intermediarios del
anilio beta lactamico.

La emisién de radiacion es el fundamento de varios métodos para
determinar la concentracion de contuminantes, uno de los cuales es el
siguiente:

Fluorometria. se basa en la juminiscencia, que es la reemisién de luz
previamente absorbida, en especial la fotoluminescencia molecular, en la
que los fotones de radiucion electromagnética excitan a las moléculus, puesto
que, las moléculas que han absorbido luz estan en estados electronicos més
alios, estas deben perder su exceso de energia para regresar al estado
normal. Si la molécula excitada regresa al estado normai emitiendo luz,
exhibe fotoluminescencia. El tiempo de degradacidn de la fluorescencia es
dcl mismo orden de mugnitud de Lx vida de un estado siglete excitado (1077 a

s¥; la duracién de la fosforescencia es de 10 a 10's. La diferencia mils
mrcndcmc radica en las condiciones en las que se producen estos dos tipos
fotoluminescencia. La fluorescencia suele apurecer o temperuturas
modemd.xs en soluciones liquidas. La fosforescenciu es comin en medios
solidos, por lo general a temperaturas muy bujus,

La fivorescencia se presenta en moléculas aromaticas 0 gue tengan
varios dobles enluces conjugados con un alto prado de estubilidad de
resonancia. Ambas clases de sustancias tienen electrones pi deslocalizados
que pueden pasar a estados singletes excitados de nivel bajo como en los
sistemas aromdricos pohmluos en los que el numero de electrones pi
disponibles es mayor que en el benceno. Un procedimiento usado en la
determinacién de ampicilina en fluidos bll)x()blt()\ es la formacion de un
producto fluorescente fuertemente amaritlo 2 temperaturas elevadas; otro
procedimiento con cromatografia de capa fina fliorescente se usa para
determinar truzas de ampicilina, involucra la reaccién de penicilina
hidrolizada con isotiocianato  fluorescente  pura  formar  Ju  tiourea
fiuorescente correspondiente.

Los métodos electroquimicos uharcan una amplia vuriedad de téenicas
busadas en los diverso. fendmenos que tienen Jugar dentro de una celda
electroquimicy. La cant dad 0 convenirg ¢idn de un componenie se detecta en
términos e: (1) el efecio de ese componente sobre un voitaje aplicado, (2}
El efecto del paso de lu corriente a truvés de ia muestra al ;Jmhmr el estado
quimico del componente, 0 (3) el efecto del companente en el electrodo
insertado en fa muestra.

La polarografin =sia basado en las curviy L(hl’lénk-\l)llujt. yue se
originan en un microelectrodo cuando la etapa determinante de la velocidad
en una reaxccion electr.guimica es lu difusion, Los andlisis cugntitativos ¥
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cualitativos de sustancias son posibles, siempre v cuando Ja sustancia en
cuestian sea capaz de soportar una reduccitn catddica o una oxidacion
anadica. Las susgancias presentes pueden determinarse en conceniraciones
promedio de 107 a 0.01 M. La ampicilina se puede determinar en ppm por
polarografin  diferencial, sufriendo una reduccion en un electrodo de
mercurio, los picos obienidos de esta polarografia se usan para el andlisis
cualitativo o cuantitativo de ampicilina,

La finlacion amperoméirica es una adaptacidn especial de la téenica
poiumgr:&ﬁcn en la cuul la corriente se mide en amperes, En este caso, ¢l
voltaje aplicado a traves del electruco indicador v del electrodo de referencia
se mantiene constante, v la corriente pasando a través de la celda, se mide y
se prifica en contra del voiumien del reactivo sgregado.

en una regién de corriente de

evoltale, En estu regién, la corriente es
independiente det potencial del electrodo indicudor, debido al estado de
extrema polarizacién de conceniracidn en el electrodo. Como en la
superficie det electrodo, la concentracion del material que participa en la
reaccion que se estit Hevando en el se mantiene a un valor praciicamente
igual a cero en fa superficie de dicho elecirodo, la corriente esta limitada por
el suminisiro Je material 3 la superficie del elecirodo por difusion. La
velocidad de difusion, y por {o tanto, de {a corriente, es proporcional a la
concentrucion de la sustanicie Gue se difunde en Ja solucion global. En el caso
de lu ampiciling se kidroliza a penicilamina y el grupo SH de penicilamina se
trata amperométricamente.

La cromatografia es un método de andlisis en el cuul un fiujo de
solvente o gus promueve [ separacion de sustancias por migracién
diferenciai desde una zona inicial alo largo de un medio poroso (adsorbenze
o absorbente).

Usando cromatografia de liguidos a alta presion (CLAP), Bracey [90]
determind trazas de ampicilina en ¢dpsuiny de Nitrofurnutoina. Eil poivo de
diez capsulus se suspende en agui se filtra a través de un embudo de vidrio,
y se eatrae con clorofuormo. Una porcidn se invecta en un cromutdgrafo
Yquido-tiquido con un detector UV, Se usa una columna de intercambio
ionico fuerte y una fase mavible de solucién amortiguadora de fosfatos pH
6.5. Con este procedimiento, el limite de sensibilidad es de 0.1 mcg o mis,
pero es muy bulo para oiros usos. Esto sugiere gque el método, con
preparacion de muestras adecuadas, se puede a £ aln determinacion de
ampiciing en oiros firmacos. Niveles de i me peniciling se pueden
detectur convenieniemente con meindos nhcruhiaiogicns.

Un método quimi

o enta desventzjus donde huva otros
antibidticos o e creci § i

2anismos pruebu se afecte por las

CGosarrollado un método de
os gramos Je muestra se agilan
después se centrifuga v fa nata
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superior se lava con cloroformo vy se acidifica con 4cido fosférico
(aproximadamente pH 2). Se emrae dcido peniciloico libre con cloruro de
metileno, el cuul se seca con sulfato de sodio anhidro.

Los extractos combinados se evaporan, y el residuo se extrue con
acetato de isopropilo. Después de evapurar aproximadamente 0.05 mi (se
espera un rendimiento del 90 ¢), se colocan § mel en placas para CCF, El
método detecta cantidades desde 0.5 4 5 gy ol usarse como una medida
estandard con cualguiera de los cuntro sistemas de solventes para
scp.\mci()n‘ que dan diferentes valores R. Los compuestos de penicitina se
pueden visualizar o monitorear de diferentes formas, una a{‘xcrnuliva es
rociar reactivos no especificos a penicilina.

Otra alternativa de rociado es el pm..em bivautografico de Swaht {91].
El material penicilin-sospechoso se puede detectar si \L pone en contacto
con un agar inocul COR Un  MICTOOTLARISTO, ctividad biologica
observada representa snu comprobacion de Ja presen u de penicilina. La
minima cantidad que s - pucde detectar es de 2.5 pg/ 8.

C METO:OLOGIA DE MUESTREQ AMBIENTAL

El propésita del muestreo ambiental es desarrollur eriterios de calidad
def medio ambiente. Se husa en colectar ua volumen de aire (por ejemplo 1
m”) y determinar cuantitalivamente los contaminantes; estos s¢ miden en
mmog.:msws, or 10 tanio, su concentracion en el aire muestreado se eapresa
en v x m. Por ello es necesuriv contur con téenicas de coleccion de
conmtanminantes y métodos Je andlisis

Los factores que se deben de considerar en el muesireo son: la
localizacion del equipo de muesireo v a Jongitud o duracion del periodo de
muestreo, fos cuales se estabiecen de acuerdo al "mp(lsim de la pruebha.
Aquellos pueden determinar el r.m;_: b de concentraciones de contaminacion
en un &rea dada o definir of periodo pico de contaminacion en el drea.

La iocalizacion L.' 1 esu ’CJU'\ de mugstiren, i duraci
son determinanles e ¢’
dar exactitud esadisticc .

Gny la velocidad
w0 de la muesira. Estu puede ser grande para

Un plan de muesireo debe inciuir fos siguientes componentes:
aire en movimiento,

medidor de flujo,
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mecanismo de coleccidn de muestra

detector de contaminanies para analizar la muestra.

El aire en movimiento creu un f’ujn Gue perr‘ute a los contaminantes
ser capturados por un mecanismo de coleccion. Algunos ejemplos de
aparatos que mueven el aire son h(m‘ﬂ» de vacio o aspiradoras, iquxdos
desplazados y matraces vacios. Estos ghtimos combinun 1 funcidn de mover
aire y el mecanismo de coieccion,

Todo el plan de muestreo debe tener un medidor de flujo para
determinar L cantidud de aire yue esta pasando a mnés de Ia serie durante
un periodo de tiempo dado. Este se debe calibrar.gontra un parametro
exucto aceptado como una medida estandard.

Los mecanismos para la coleccidn  de  lu muestra  varian
considerablemente de acuerdo al tipo de particulas involucradas, sin
embargo todos tienen el propisito de rcm’nl.;r aire v detectar la cantidad de
contaminanies en él.a continuacion se describen a algunos.

1 TECNICAS DE MUESTREO AMBIENTAL

Existen diferentes téenicas que se pueden usar para el muestreo
ambientul, estas estardin determinadas pur ln\ conaminuntes involucrados

que se clusifican en particulas o guses. n en propiedades

fisicas tales como tamaso, densided e, st
propiedades afectan ¢l tiempa qu '-m: las rc\.uu Ids estan en la
atmosfery y por o tanto ven a deter :

Las pa

Ilbl‘L'T&'ht. por el co

ceando flotan
an dei aire. Por

cjempio, ei uceite, es un edaenia
atmdstera por periodos }m or._.u.u d) a los
procedimien describen

algunas de

La

de ane RIS
Algunos f.‘::
i Jhuﬂ\:
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alrededor de una particula, metiles, y/o materiales redistribuidos por viento
y cortientes de aire.

La téenica de filtracién colecta purticulas suspendidas que no
sedimentan del aire, estas se remueven de una muestra por un aparato de
succién (por ejemplo una bomba de aire) v se depositan en ua filtro poroso.
Es frecuente usar el muesireo de alto volumen, s¢ debe prevenir 1a coleccién
de particulus sedimentables a través de la bomba de flujo constante bajo el
abrigo de una marquesina y de un filtro de fibra de vidrio donde se depositen
las partfculas. La unidud se calibra cuidadosamente contra una medida
estandard para determinar la cantidad de flujo de aire en metro cubico
colectado en un periodo de tiempo. El {iltro se pesa antes y después de la
coleccidn para determinar el peso en microgramos, El resultado se reporta
en microgramos por metro cubico.

La téenica inercinl colecta particulas sedimentubies y en suspension,
Una corriente de contuminanies se arrastra a un muestreador donde se
colocan obsticulos en ¢l camino que cambian la direccion de la corriente,
pero continua desplazindose en la direccion inicial y choca con los
obstbculos, si este tiene una sustancia adhesiva, las panticulis se impactan en
la superficie y al sumer;irio en un fluido, se quedan en el liquido. Al forzar
una corriente rdpida u través de un trayectoria circuldr, las particulas se
arrastran fuera del centro y se separan por la fuerza centrifuga.

La téenica de precipitacién se divide en precipitacion wérmica v
electrostdtica. En la precipiacion térmica se usa un alumbre caliente para
impulsar parifculas fradioactivas por conveccion térmica v bombardeo
molecular fuera de la corriente o una superticie {ria donde se colecta
Particulus de 0.01 a 10 4 se adhieren a la superficie, Lu precipitacion
electrostdtica usa una carga eléctrica para forzar particulas radioactivas a
migrar fuera de la corriente a una superficie colectora, Esta téenica es
efectiva para cuantificacién quimica y microsedpica para medir el tamafo de
particulas sadioactivas. Es mas efectiva para particulas de 0.01 u 2 10 4 que
pueden ser fijudas por uma carga eléctrica, pero no se puede usur en
presencia de gases explosivos.

Para recoleccion de contaminantes gaseosos solo se mencionaran las
téenicas, ya que, las sustancias asi colectadas no son de interés a esta
investigacion,

Las cuatro técnicas bisicas para la coleccion de contaminantes
gaseosus son absorcibn, adsorcién, condensucion, y muestreador de atrape.
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2PROCESO ANALITICO GENERAL PARA EL MUESTREO AMBIENTAL
El proceso analitico pars interprear datos de contaminantes gaseosos
o particulas invoiucra:
muestreo,
separacion,

concentracion,

cuantificacitn de una caracteristica apropiada,
regisiro,

célculo e interpretacion.

El muestreo incivse comunmenie concentracién de la muestra este se
discutit en los parrafos anteriores.

ue inierfieren con el desarrollo de
gue se pueds medir. El andlisis de
or an {iltro de aito volumen, cuando

as cantidades de compuesios
observa microscopicamente y se

ava separacidon de particulas o
orgknicos, inorganicos ¥

comparan con fotografias

i volumen de una sustancia dada. Se puede
g o separucion

El  desarroflar  alguna  propicdad  distmiba, en  algunas
determinaciones, es necesario pura poder medir el contaminante. Por
gjemplu, €0 Ul proceso de miueslrve 68 gases, ¢ o

Gas o gue

SUSLSTC ex de coivfes

La medicién de una propiedad curacterist es bhisica para la
clasificacion de aiy procedimiznios. Los Resuitudos cuantitativos se
pueden obiener solumente I iedad adecuada o comparundo
|
o

esta intensidad con algdn estiandard i,
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Las formas de registro estandard se deben establecer para escribir ios
datos obtenidos manualmente como son cartas o registros digitales. Algunos
sistemas de registro se teclean en computadoras que advierten el paso de
aire contaminado por una alurma. Los datos computarizudos permiten
recuperar rapidamente todos los datos regisirados. Sin embargo, es dificil la
comparacién de datos de aire conieminado debido a los diferentes sistemas
de reyistro usado y las distinias unidades en que se reporian, ya que cada
compuda utiliza su propio método para asegurar la correlacion de dutos ea el
futuro se hu recomendado eapresario en tmidades estandard. Actualmente se
han aceptado microgramos por metro cubico (ug/mi).

Para el caleulo es necesario determinar el
muestreado y peso o volumen de Jos contaminantes dentro de
concentracion se express en términos especificos. Los rescizado
a veces como una media aritmética 0 como una media geoméirica.

La interpretacisn es imporiante cuando los dutos se pueden
normalizar (ajustar vaiores por algin fzctor) para asegurar que la suma de
valores no exceda e} 100 € P i etacion de grundes volimenes de
datos normulmente se prove cas de probabilidad, curvas de
distribucidn de frecuencia, graficas, o 1ablus {N]
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Planieamiento del Problema

La institucién de Normas Higiduicas en la produccion de
antibi6ticos sefala la implementacion de métodos de control
ambiental en dreas de produccién heta  lactimica de una plania
farmacéutica con el fin de evitar Ja contaminacidn cruzada. Para ello
se debe integrar una téenica de muestreo ambiental y un proceso
analitico a a TUESra, ademas de comsiderar que los tiempos
empleados en dicho conirol son dJeterminantes en el casto de
produccidn, ya que incrementan los costos en general. lo clue implica
pérdidas econdmicas para la empresa, pero esias pérdidas serfan
mayores siose produjeran lotes de medicamentos contaminados por
ello se disend el muestreo ambientul pura detectur ampicilina y
cefalexing en dreas de produccion con ias us_u‘emg& exigencius:

L Ei pmccdh...enm otk debe ser senvinioy r..pn_u para que lo
usen constantemente Jos inspectores de comirol de c.xl.uu, en el
monitoreo de areas de produccion de formas furmacéuticas con
ampicilina o cefalexing; o bien dup :6s de Jimpiar las maquinus y el
drea u donde se fabricod alg forma furmacéutica con dichus
antbidticos.

3

2. No debe i:terferir con el proceso de produccion.
3, El muestreo v el andlisis no debe ser costoso esto es:
a) los reactivos y el equipo no deben ser sufisticados;

b) los resultedos se deben obtener inmediatamente para que no
haya tiempos improduciivos.

Para lograrlo se deben buscar y probur lus diferentes
osibilidades metodoltgicas v analiticas aplicubles a las caracteristicas
isicoquimicas de los beta lactdmicos.
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OBJETIVOS

- Seleccionar ¢ implementar  téenicas colorimétricas para
detectar ampicilina y cefalexina.

- Adaptar la técnica de muestireo ambiental (aire y superficie)
en una planta farmacéutica.

- Integracion del control ambiental de ampicilina y cefalexina
en &reas de produccidn de una planta farmacéutica.
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HIPOTESIS

La ampicilina v cefalexina son antibi6ticos beta lactdmicos que
causan efectos adversos de lipo inmunoiégica. Si un laboratorio de
productos farmacéuticos cuenta con un método de muesireo v andiisis
para detectar esios antibiGiico se disminuird o evitard el riesgo de
producir lotes con estos contaminantes.
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A. MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS

Gradilla

Tubos de ensayo

pipeta volumétrica

pipeta graduada

vasos de precipitados
matraces aforados
Balanza analftica

Parrilla de calentamiento
Muestreador ambiental
Muestreador de superficie

Plantilla cuadrada de
plastico de

Filtro de esteres de
ceiulosa de

Iml 2ml Sl
1ml 2 ml ‘ Smi
50 ml. 100 ml,
10mi. 25 mi. 50 ml

METTLER AE 100

CORNING PC333

STAPLEX VM 03 (APENDICE )

(APENDICE I}

25X 25 ¢em.

1.2 micras MILLIPORE
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Sulfato cuiprico
Acido cromotrépico
Nitrito de sodio
Potasio de sodio tartrate
Cloruro de Hidroxilumina
Hidréxido de Sodio
Acetato de sodic
Sulfato Férrico Amoniacal
Acido sulftrico

anol

Acetona

REACTIVOS

R.A.
R.A.
R.A,
R.A.
R.A.
R.A.
R.A.
R.A.
RA.
R.A.

R.A.

Merck
Merck
Becker
Becker
Becker
Merck
Merck
Merck
Becker
Becker

Backer
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B. SELECCION DE METODOS COLORIMETRICOS PARA
AMPICILINAY CEFALEXINA

Objetivo: Probar y seleccionar los métodos coloriméiricos
adecuados (sensibles y ripidos) para detectar ampicilina y cefalexina.

SOLUCIONES REACTIVO

DESCRIPCION

Selucién potasio - Tartrate

Solucién A.

Solucién B,

Solucién reactivo 1

PREPARACION

Mezclar velumenes iguales
de la Ciprico (FEHLING)
Solucibn Ay B

de sulfato

Disolver 34.6 g
n 500 mi de agua

capricoe

Disoiver 173 g de potasio
de sodio tartrato y S0 gr de
NaOH

en 300 ml de agua, calent
ar dejar que se enfrfe y
diluir a 500 ml.

Colocar en un matraz
erlenmeyer 1 gr de nitrita
de sodio v adicionar S m! de
acido sulfirico. Agitar ia
mezcla en un bafio de
hielo dentr de  una
campaia de extraccién.
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Procedimiento
Reacciones colorimétricas de identificaci6n para ampicilina

L. Suspender 10 mg de ampicilina en 1 ml de agua y adicionar 2
ml de una mezcla de 2 mi de Sojucién potasio-tartrato cdprico y 6 mi
de agua! inmediatamente se produce un color violeta-magenta.

11. Adiciona 2 0 3 gotas de Ia Solucién reactivo 1a la muestra y
a un blanco. Si la muestra da color, lu prueba se debe hacer rdpido
usando dcido sulfarico en lugar del reactivo, en el mismo orden de
adicién para cerciorarse que el color observado no se debe a los
reactivos. A veces es necesurio Hevar la prueba en un tubo y calentar
en un bafio de agua a 100 9C.

1. A 2 mg e ampiciling adicionar 2 mg de dcido cromotrépico
sédico ¥ 2 ml de @ :ido sulfrico (965 w/w) y sumergir en un b.mo de
aceite a 150°C. A itar fa Soiucion y examinar a los 2 minutos exhibe

un color pdrpuri. entre los 3 y 4 minutos un color violeta vy,
finalmente rojo ce-eza.

IV. Tomar > mi de una Solucién de ampicilina (10 mg /100 mi
de agua) adicionar 1.25 ml de reactivo de hidroxilamina neutra (ver
pag. 32) y dejar rexccionar § minutos; adicionar 1.25 mi de reactivo
sulfato  Férrico umoniacal. Mezclar, se observa un color rojo
(METODOI).

Reacciones colorimétricas de identificacidn para cefalexina

1. 20 mg de cefalexina se mezclan con 5 gotas de una Solucién
de 4cido sulfarico al 80%2 v/v que contenga 4cido nitrico al 1 %o v/v,
se produce un color amarillo.

11. 20 mg de cefuiexina se mezcian con 5 gotas de una Solucién
de 4cido acético glaciu) al 1% v 2 gotas de una Solucion de sulfato de
cobre (11} y una gota de Hidrdnidu de sodio 2 M; se produce un color
verde oliva.

1. A 2 mi de una Solucidn de cefalexina (10 myg/ 100 ml de
agua) adicionar 0.5 mi de Solucién Hidroxido de sodio al 13 %6y 0.3
ml de acetonu; calentar en un baso de agua durante 3 minutos; se
produce un color rojo (METODO 1I).
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Método colorimétrico para detectar ampicilina y cefalexina

1. Colocar 1 mg de ampicilina o cefalexina en un tubo de
ensayo, humedecer con 0.03 mi de agua y adicionar 2 ml de 4cido
sulfiirico (96 52 w/w). Agitar la mez»m M sumergir el wbo en un basio
de agua por un minuto, examinar el color amarillo palldo R»peu; el
procedimiento usando 2 mg de la sustancia a examinar y 2 mi de una
mezcla de 2 ml de Soiucién de formaldeido y 100 ml de 4cico
sulfirico (96 &¢) en lugar de dcido sulitrico. Ampicilina produce un
color amarillo obscuro y cefaiexina amarillo claro,

RESULTADOS

TABLA 1. Observacién visuai de los métodos colorimétricos probados

CONCENTRACIONES (PPM)

REACCIONES 5 160 200
AMPIL I - - +
CILI Y - - +
NA Al - - .

v - + + 4+
CEFA 1 . . -
LEXI I - - -
NA 1l - ++ ++
AyC(A) 1 - - +
AvC(C) 1 - - +

+ + Coloracién intensa
- Color pereepsible sisualmente

- No hay color
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Discusién de resuitados

rimer parmetro a considerar en la seleccion de jos
métodos d% deteccion de ampicilina vy cefulexina {ue determinado por
el objetivo propuesto a o largo de esta investigacion, es decir,
encontrar un método que permitiese detectar a tiempo una posible
contaminacién del aire ambiental v no una correccién en el producto
terminada. Por ello, se descurtaron m¢todos analiticos gue, aunque
sensibles tenfan el inconvern de consumir tiempo, requerir equipo

costaso y de CG'J“CA"‘;I\)R Gei p yersonal

De fa misma
método la rapidez
como es el caso del método pura ampiciling, debid
establecido este andlisis como un paso o unu etapy mis de
roduccidn, ei consumo de tiempo co ria l[::m'ms muerios enlu
abricacion pues un método de muestreo e wepo un método de
analisis tardsdo detendria méguinas, pcrmna” 1c., aumentando por
supuesta el cosio de produccitn del medicamento.

también d.b.
rapida por pur e se
ucmpu de que ¢

N

Debido a todo lo anierior se deadid probar o los meétodos

basados en los fendmenos de a luz. en particular el d esarrollo de
color producto de la reaccion de los antibidticos con alguna sustancia,

Las reaccion
la formacion de
(reaccion 1V), de o
con 4cido cromots:
de un complejo cor
11}, De las cuales ias reac

o8 CONIM

ampicilina
1), con fierro
de un cromorfo
na tu farmacion
os (reaccion Iy
ay I 11 par

L)
I

o
=

cefalexina respondieron Gnicamente & fus mu estado xo.iuo.
ai realizarse } "' reu . de
Se proyecio, por !: emp sor
las hizo inadecuad & pary munsiari apierlas a lus
muestreo.
De ‘:'s r
entre el hla

o que., de l S (_-
sensibies ¥
CO}"'A"M 0 ncrro- GO '\CA..(‘.I(HL‘" 'O‘U (
prescncm de color rujo al caieniar
de sodio y acetona.
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Una vez hechoesto se r

aron las pruebas de especificidad v

precision; se selecciond v ‘o adecud el método de muestreo gue mej T

se adapt6 a la reco

7 de polvos de acuerdo a las caracteristicas
ndme ambos métodos para {inalmente
producciéa.

1. Precision y sensibilidad del método (1) coloriméirico para

detectar ampicilina

Objetivo:  Determina
formacién  del  complef
observaciones visuales.

oilidad y mc\.lsxé'x de

ia
idroxilamina  con

fierro-

SOLUCIONES REACTIVO {(METODO I)

DESCRIPCION

Cloruro de hidroxilamina al 0.03%

Solucién reguladorade pH 7

Hidroxilamina neutra

Sulfato Férrico amoniacal al 02%

PREPARACION

Disolver 35 gr. de
hidroxilaminz en agu
para 100 mi.

Mezclar un voil X
una de las soluciones
checar eI Hysie n
zjustar a 7.0°- 0.1 adic
uno de ios compeonentes. A Tn
volumen de esta  Soiucidn
neutralizada adicionar §
voidmenes de agua destiluda v dos
volimenes de etanol ai
Solucion deberd usarse e
dia soizmente

Disolver 270 gr de sul
amoniacal en una

IR N I e

fra <:o color dmbar a temperatu
ambiente.

2
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PROCEDIMIENTO

a. Colocar 10 mg. de ampicilina trihidratada en un matraz
aforado de 100 mi, diluir con agua destilada hasta la marca y agitar la
Soluci6n (Solucién stock de 100 ppm).

b. De la Solucién anterior (stock) tomar 1 m! v diluirlo a2 10 m!
(10 ppm), hacer dos diluciones més de la misma forma para obtener
las siguientes concentraciones: 1 ppm, 0.1 ppm.

¢, Marcar 12 tubos con la concentracion anteriores, tres veces
cada uga .

d. Tomar (por tri

1 ado) 1 0 2 ml de las diluciones en s tubos
de ensayo correspondientes y ad

icionarles un volumen igual de agua.

e. Adicionur _los siguientes reactivos en la  proporci6n
volumétrica especificada con respecio a la Solucién problema o
estandard:

f.1.25 volimenes de reactivo hidrosilamina neutra, dejar
reaccionar por 5 minuios.

g Adicionar 1.25 volimenes de reactivo sulfato Férrico
amoniacal al 0.2¢z ¥ mezclar.

h. Determinur en que dilucién se observa diferencia con un
blanco de reuctivos preparada con un volumen de agua y un
tratamiento igual ! de punto fy g.
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RESULTADOS

TABLA 2 Respuestas del método (1) colorimétrico para ampicilina con analistas y
concentraciones diferentes

concentraciéa (ppm)

analista dia  replicacién 103 103 1 0.1
1 ++ - - -
1 2 ++ - - .
3 ++ - - -
1
1 + % - - -
2 2 + 4+ - - -
3 ++ - . -
1 ++ - - -
1 2 ++ - - -
E ++ - . .
2
1 ++ - - -
2 2 r+ - - .
3 4 . . .

++ Diferencia visual perceptibie enire el blanco ¥ muestra.
+  Pequeda diferencia visual enfre ¢} blanco y muestra.

- Nose obsena diferencia entre ¢i blanco ¥ la muestra.
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Tabla 3. Respuesta del método colorimétrico para ampicilina
con diferentes l:tes de reactivo y dias.

Reactivo diz replicacion congeatracién (ppm)
lote 103 03 1 0.1
1 ++ . - -
1 2 ++ - - -
3 ++ - - -
A
1 ++ - - -
2 2 ++ - - -
3 ++ - - -
1 -+ - - .
1 2 ++ - - -
3 ++ - - -
B
1 ++ - - -
2 2 +4 - - .
3 ++ - - -

++ Percepeibn visua! de color rojo

No se observa di srencia entre blanco v mruestra
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Discusién de resultados

La sensibilidad del método para ampicilina se prob6 con
diluciones sucesivas de una solucidn stock v aunque la sensibilidad no
es adecuada para detectar irezas de ampicilina en el ambiente el
.rma-n ento de la muesir méindo de muestreo, esio es,
: ! métodos I v il, anteriores, que
1o, lo cual es diticil obtener con jas
técnic.;i dc muestreo, p;és SOR $0:0 truzas las Gue se van a deteclur.

la presencia o
parimeiros de
necesario  evalug

nur‘f-r.ms, pOn ot

tablas
repr(muc.'
dias dif
preciso y s

Las principales
ojo humano no puede

diferen

errores Inherenies gue uer
la capacidad del znalista para

iluminacién del lugar Gonde se realice e isis, exc

2. Precisién y sensibilidad del métode (11) para detectar
celalexina

Ohjetivo: Deter on vy sensibilidad de 1a reaccién

colorim

étrica por observ

SOLUCIONES REACTI VO (METODO 11)

es.

DESCRIPCION OPERACION
Hidréxido de sodio al 1.3%¢ Diluir 13 gr. de Hidréxide
de sodio en 1000 ml. de
agua.
Solucidn reguladora pH 7 Colocar 50 ml de Solucién
fosfuto de potasio

monobdsico 0.2 M en un
matraz  de 200 ml

adicionar 29 m! de Scl_c.gh
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PROCEDIMIENTO

a. Pesar 00010 g. de cefalexina y diluirlo con agua en un matraz
aforado de 10 mi (100 ppm).

b. Tomar 1 ml. de la Solucién unterior y aforar a 10 ml (10
opm).

c. Realizar la misma operacién del paso b para obtener las
siguientes concentraciones (1 ppm, 0.1 ppm).

d. Transferir 2.0 mi de las diluciones anteriores a  tubos de
ensayo marcados con lus concentraciones correspondientes.

e. Adicionarles 0.5 mi. de hidroxico de sodio y 03 mil de
acetona..

f. Mezclar y cubrir los tubo con pupel parafilm.
g. Colocarlos en un baro de agua hirviendo, por 3 minutos,

h. Preparar un bianco con 2 ml de ague v

tratamiento a paruir dei paso (e).

arie el mismo

(<9

i. Comparar los twbos de ensavo con el blanco y determinar
hasta que dilucién se observa la coloriucién roja.

j-Probar lav siguientes  modificaciones y hacer ias
observaciones come en el paso znterion. (sol. reg. = Solucién
reguladora pH 7).

1. 2 mi de mues e - mede< l.reg.+ 0.5 mide acetona + 1
mide NaOH ---3 min, 93°C-->

22mldem & + 1 midesol reg.+ 0.5 ml de acelona «—*3
min, 95°C,~*> + 1 NaOH

3.2 ml de muestrz + | mi de sol. reg.+ 0.5 mi de acetona + 2
ml NaOH --*70°C, 3hrs ---* >

2 ml de sol. reg.+ 1 mil NaOH + acetona
NaOH

5.2 mide musira ~ 1.5 mi de s reg.+ 0.5 ml HC! --*70°C, 3
hrs--—-* >
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RESULTADOS

TABLA 4 Respuestas del método (I1) colorimétrico para
cefalexina con diferentes analistas y concentraciones

CONCENTRACION (PPM)

Analista Dia Replicacién 300 30 4 04 100 10 1

1]

X

+
4
.

~

-t

"

+

+
'

++ Diferencia visual significaiiva entre ¢l blanco v muestra,
+  Adn se delecta diferenda visual entre £ Planco la muesira,

+ N seobserva diferencia enire ol blanco via muestra.
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TABLA S

Respuesta  del  método  colorimétrico para cefalexina
modificando el orden de adicién de los reactivos.

MODIFICACION

0 1 2 3 4 5

CONCENTRACION
400 +4+ 4+t o+ +
40 +4+ o+ + - -
4 - - - - -
180 POV . .
18 + + - -
1.8 - - - -

+ + Difcreacia visual significativa entre ci blanco y 1a muestra
+  Diferencia visual ~atre el blanco ¥ la mucstra

- No se observa dif. rencia entre ¢l blancoy la muestea
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Discusién de resultados

Para 1a cefalexina en el rango de concentracion 400 a 100 ppm
se observd claramense ia diferencia entre ¢l blanco ¥ la muesira, sin
embargo a partir de aquf, 12 intensidad del coior va disminuyendo
hasta 10 ppm. abajo de esta concentracién fue dificil observar
visualmente la diferencia entre el blanco v el problema (tabla 4).

En un intento de aumentsr iz sensihilidad se probd el efecto
de] pH v ia adicién de reaciivos, Para el primero caso se preparé una
solucion amortiguadora de pH 7 (USP XXI pp 1100) ia cual se
adicion6 al procedimiento original y, como puede observarse en la
tabla § al comparania con ¢l procedimiento original (reaccién 0), sin
ninguna modificac n, el efecto en aumentar la sensibilidad no fue
significativo. También se sometid una muesira durante 3 hrs. a 70° C,

ero la sensibilidad tampoco mejord: de izual manera se hizo con
HCL con idéniicos resuitados. En cuanto al orden de adicion de
reactivos, las formas probad i averon la sensibilidad, por lo
que se mantuvieron las condiciones y el procedimiento original.

Los dutos p
los métodos se pres
diferentes dias y ana

S oducibilidad y repetibilidad de
an en ia tahia <. En elia se observa gue con
as el método es reproducible.

3 roforo formado no es

xperime lente a conder ones de 100 ppm aun
persiste el color después de i horay es posible diferenciar claramente
el blanco de la muesira; aungue en la bibliografiz {Pjreportan una
estabilidad de 30 minutos.

tiempo que dure
muy estable.

2, Especificidad de cada método para detectar ampicilina y
cefalexina.

Objetivo:

o: determinar la especificicad de cada método para
detectar ampi

lina y cefalexina

PROCEDIMIENTO

a. Preparar las sig
100y 5 ppr cefalexina 130, 25,

b. Colocar 2 ml. de cadz ¢
tratar cada muestra con los mé
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¢. Observar 1a coloracién producida v Ja concentracion en la
que se distingue una diferencia con ei blunco.

d. Colocar por duplicado en diferentes tubos de ensayo 2 ml de
soluciones que contenga uno de los siguicntes excipicnte: lactosa,
esiearato de magnesio y almiddn.

e. Tratar una serie de las muestras con ¢l método 1y la otra
serie con el métoco 11, descritos anteriormente [33,57].

RESULTADOS

TABLA 6 Respuesta de los métodos I y I ante: lactosa,
estearato de magnesio y almidon

Excipiente

Lactosa Almidén  Estarato de

magnesio
Método I . - -
Método 11 - . .

{-) Nohayisterfereniia
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TABLA 7. Respuesta de los métodos al invertir los antibi6ticos

CONCENTRACION EN PPM

Ampicilina Cefalexina

repeticién 150 100 5 130 25 5

1 + + - - - -

Méiodo | 2 + + - - - -
3 + + - - - -

1 + + - + + -

Método 11 2 + + - + + .
3 + + - + + -

+ Coloracion

+  No hay respuesta {voloracion)
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Discusién de resultados

En la especificidad de los métodos se lomaron en cuenta dos
criterios: 1) espec ficidad ante excipiente: y
mismos antibidtic . Para el primer criterio, e el
los excipiente mas rrcthcmcn‘en e j
del laboratorio farmacéutico que pud
del método de deteccion, como el estea de
1a lactosa. repitiendo la pn.gu tres ve para ¢ da método. En la
tabla 6 se o‘rsgna que el métodn 1 no da rcspuesta co 105 excipiente
probacus por 1o que el método es especifi étodo Il presentd
una ligera coloracién amaniis con iacios I arla con el
blanco de reactivos, diferenie a la coloracion m,a de la z‘a exina, por
lo que el método es especifico,

aterferi

El segundo crite
poder conocer ias pm briid
necesario, por falta de
ello se iavirtieron los
ampxcnma se _ensayd

»-
. O
P
o
o

hidroii ol mé: odo
1 de hidroailamina ia misma

sensibilidad.

El método ! con hidroniiamina detecta concentraciones de
cefalexina de mas de 150 ppm. El método 11 detecta ~120 ppm de
ampicilina (tabla 7). Por io que ey posibie usar el método Ii para
ambos antibiticos, simplificando asi ei método de analisis

D. TECNICAS DE MUESTREO

Objetivo: Determinar si existe m¢.:' rencia de los instrumentos
de muestreo con los reactivas del método anziitico ¥ comprobar la
sensibilidad del mézodo de muestreo mz:n

1.Muestreo de superficie

ie (Apéndice 1) en 10

b. Tomar 2
analitico descrito anteriormerie para detectar cefalexina o ampicilina.

i dei puso arterior y someteria al procedimicmo

c. Deter:
con el método an

ponentes del muestreador interfleren
co (prueba bianco).
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d. Tomar 2 m! de una Solucibn que contenga 1 g/
cefalexina (o 150 mg/mi amp, 2}y distribuirla dentro del &rea que
marca la plantilia de'una superficie limpia,

e. Dejar gue se seque la muesira duranie 13 minutos.

f. Humedecer Iz esponja del muestreacor en 10 mi de agua.

g Limpisr lz superficie donde se colocd la muestia.
. Erjuagar ia esponja con 10 mi de agua cuairo veses,

i. Recolectar ias soluciones anterjores y aforar a 50 mi.

someterla sl méiedo ana
¢ cefalexina.

ico

o

'

k. Corregir la

. ima que detecta ei mécdo
utilizanco ua bianco de sgua.

2. Muestreo de aire

a. Enjuegar czda uno de los componentes cdel muestreador
(Apéndice f) con 10 mlde agu

a.

b. Tomar I mi dei agua utilizada y someter!a al procedimiento
del método analitico I o H descritos en la pégina 53,57,

¢. Evaluar que los compon :ntes del muestreador na interfieren
con el método anaiitico {prueba bianco).

e, Extraer duran:
ambiental a 20 litros po

{. Limpiar cada uno e los componentes del muesireador con
agua.
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g. Determinar la eficacia del muestreador ambiental.

RESULTADOS
TABLA S
Resultado de los diferentes componentes del muestreo
ambiental
METODO I (AMPICILINA) METODO II (CEFALEXINA)
Sinmuestra  Con muestra Sin muestra Con mucstra
{pb. b.anco) (pb. blanco)
cartucho - ++ - ++
portafiliros - + - +
filtro - ++ . ++
manguera - - . .
muestreador de
superficie - ++ - ++

+ + Deteccion del antibidtico

- No hay deteecion de amibidtico
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TABLA 9.

Sensibilidad del método de muestreo de superficie

Concentraciones (ppm)

procedimiento 150 100 50 : .25..20° 15

Método I {ampicitina) + e e

Método 1l (cefalexina) S Rl

{+) Dilerencia eatre ¢l blanco ¥ la mucstra

(-) Blanco y mucstra iguaics

Discusién de resultados

Los mé odo:
seleccionaron e o
el hecho que la ’\c. 8¢ us unmente cOmoO un po.\o seCn
muy fino gue mc._ Aie ul ser transportado por el atre {62}, su
solubilidad y adherencia al eguipo.

ipalmenie

En base a esta acterfsticas se eligid el muestreo de
superficie con pru;‘n.s de contacio v el primer parémetro que se
evalu¢, fue establecer que los instrumentos dei muesireo no
reaccionan con los reactivos del método de andlisis. Estas pruebas
blanco se hicieron ¢ “a y el muestreador de superficie, al
no observar i fer, pHE e se rvoau le sensidilidad, fijando
un Grea de 109 ¢r :o de muestreo, con ia plantilla
cuadrada de 10X 30 io Lnk espoNja fija en un soporte
duro con extension pura p.m.lo De es.a manera cl drea
de muesireo es cons P.xm
ambas métodos las

S ppm para cefale
muudo al hn*m.xr
retener parte dela

on

C. yu (,UL. ]O\ m\lru...crloi DUELLH
acer una recoleccidn incompleta,

Para el mucesireo de aire se eligio la téenica de filiraci6n para
purticular en suspemion porque durante ¢l proceso de tableten,
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mezclado y acondicionamiento se esparce en el ambiente polvo con
principio activo el cual al estar suspendidos en el aire es posibie
capturalos en un filtro al ser atraidos por una bomba de vacio. Los
resultados (tabla 8) de las prusbhas biunco, mostraron que no hay
interferencia con los reactivos y las diferentes partes del muestreador,
or 1o tanto, se procedi6 a probarlo con muestra. Aqui s¢ observé que
0s antibidticos quedaron retenidos principalmente en el papel filiro,
prefiltro y cartucho estableciendo asi que es efectivo para el muesireo
de los antibi6ticos por lo que se procedio a probarlo en dreas de
produccién.

E. PRUEBAS EN LAS AREAS DE PRODUCCION

Objetivo : Establecer y probar la utilidad del método de
muestreo ambien:al para ampicilina y cefalexina en las dreas de
produccion.

PROCEDIMIENTO
a. Hacer un diagrama del drea a donde se va muestrear.
b. Seleccionar los puntos de muestreo.
c. Colocar Iz plantiila en la superficie a muestrear,

d. En un vaso de precipitacu colocar 10 mi de agua deionizada,
humedecer la esponija del muestreador.

e. Limpiar s superficies donde se colocé fa plantilia cubriendo
completamente el 4rea marcada.

con porciones de 10 ml cada
ml para cadu esponja, agiar.

f. Enjuagar ¢ :atro veces la esponj

enjuague coleciaric enun matrazde §

g. Trasvasar ™ mi ¢e la Solucidn anterior en un tubo de ensayo

. h.Tratar la muestra ¥ un blanco de 2 ml de agua de la
siguiente manera :

hl. Adicionar 0.5 ml. e NaOH al 15 % w/v y 0.3 mi de
acetona.



Desarrolio Experimental

h2. Tapar la muestra con papel parafilm.

. h3. Colocar los tubos en un bafio de agua hirviendo (95° C)
tres minutos.

h4. Comparar los tubos de las muestras con el blanco.

i. Con el muesireador ambiental Staplex extraer el drca de
produccidn muestras de aire.

j. Lavar los diferertes componenies del muestreador con agua y
tratarios como se indica en el paso b,

k. Determinar los pustos contaminados en las diferentes dreas
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RESULTADOS
TABLA 10

Resuitado ce las pruebas realizadas en las diferentes dreas de
produccioén de ampicilina y cefalexina

NUMEROQ DE PRUEBA
AREA DE PUNTOS DE
PRODUCCION MUESTREO 1 2 3
1 - . .
Peso 2 - - -
3 . . .
Granulacién 1 - - -
2 - - -
Mezclado 1 - - -
2 - - -
Encapsulad) 1 - - -
2 - - -
Limpieza de 1 - - -
cipsula 2 - - -
3 . . .

{-) Prucha negativa. No hay mis de 00375 mg de ampicilina por litro de aire
(62 Ul/L1Y 0 en 100 centimetros cuadradros Je superficie. No hay mas de 0.0075 mg
de cefalexina por litro de aire {12 U/L1) o e 100 em 2 ¢n las dreas de muestreo, Los
puntos de muestreo son os que se localizan en los planos del &rea correspondiente.
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Discusién de resultados

Al hacer las pruebas en Jay &r eas de produccién: peso.
mezclado, lenado ¥ hmpicza de c..'wuxa. los puntos de ruestreo en
supeficies (paredzs, equipo y. vamianas < eligieron por la dificultad
de su limpieza, va que, en’ia ron.u;c.r’n de formas farmacéuticas
s6lidas 25 particulerment cil, limpiar con facilidzad e egquipo
LHPILJLO en sy fabricacion, porgue ei {irmaco se adniere
electrositticamenie al equipo d- pro;;‘ (03], ademds, ¢l peso de una
tableta ey aproximadams mte activo. 1o que <a un
alto rendimiento de penicilin rocucido en iz operacion
de tabletec [S5]. Al €0 dcl equipo no se puede
limitar al drea de i3 piantiila cmm. no es plang, sin
embargo ¢sto no ¢s .m'm—' .

rea con el muesireador
dreas que Au'*'on utilizadas

Stapie \d.;m te
para pmdm.n beia lactamicos de esta
diferenies dreas de producs’” visten  mids dc 2 LI ™'
cc‘a exina o 62 Ul i

po aproximado

73 prod.:ccx(m que
propues:o o : e irol interno en &
produccidn gue indica la p )
para tomar LL\ medidas n
diseminen en la planta conta

con el fin de evitar que se
minando a otros medicamentos
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Conclusiones

. El método de muestreo ambiental disefiado permite
monitorear constantemenie en aire y supcrfcle dmp‘c“m" ¥y

cefalexina, para evitar que los lotes manufacturados en dreas
adyacentes a ella se contaminen durante su fabricacion.

El método total hasta la obtencién de resultados requiere
aproximadamente 20 minuios

SUGERENCIAS

El método s6lo funciona como un primer indicador de la
grescncm de ampicilina o cefelexina en el ambiente, por elio deben
acerse prucbas adicionales para confirmar la contaminacién del
medicamento, cuando las pruebas sean positivas (+). Las pruebas
colorimetricas deben obsenvarse en un periodo mdximo de una hora

Se puede usar séio el método (I1) de hidréxido de sodio al 1392
para detectar ambos antihiéticos.
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Apéndice 1] Muestreador de superficie (contactel)

Componentes

1) Vilvula de control de fivjo de 3-25 litros por minuto (LPM)
2) Tubo flexidle con adaptador de entrada para porta filtro

3) Interruptor de encendico y apagado.

: Sirve para programar el tiempo en ¢l

4) Cromdmetro cigi

cual se inicia y termina e mL:area

dor de filtro compuesto de 3
celulosa con poro de 0.8 micras,

1sFarts 231 s2na dec ires

itezas {en la perte Itre ¥y an la psrtte

Inferior se conells o, Ei-rireador ssblental ;.
21FLitre Wy

el Browdirads.

TyRotarvesr

EiMuestren iente, Stapica

& tomada de la referencia 100
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Apéndice I Muestreadar de aire (siapicx v 03}

El muestreador de superficie consta de dos implementos que
son:

1) Esporia de 232 ¢m con wr
se ure en iz buse ce acrilico de
de pldstico (figura ).

de contactel y la contraparte
cm la cual va unida a una asa

2 Plantilia de pidstico cuadrada de iSxi3 emy en el ceniro de

10x10.
-
iiZsponta de Zal <™ ©On oumd LiTe ¢ costactel
Z)Raxa 2 scrilico o 2.522.5 cm con I8 Gonira parte  da
ceatactel.

JjAna de piastice.

Buesirealsrrs  emplesdes pars ol muertre.  ern

supsriicie

figura tomada de la referencia 100
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