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INTRODUCC I ON

Un microbio es un pequefiisimo ser viviente, visible solo bajo
la lente de un microscopio.

Desde el momento mismo del descubrimiento de los microbios y
del poder de algunos de ellos para producir enfermedad, una de las ~-=
principales preocupaciones del hombre ha sido hallar la forma de des-
truirlos. Surgieron asfvios antibidéticos, grupo de medicamentos caha-

ces de detener el crecimiento de bacterias patdgenas en el cuerpo.

El primer antibidtico conocido fue 1a Penicilina, descubierta
en 1929 por Alexander Fleming (1881-1955), quien la obtuvo a partir -

del cultivo de ciertos hongos de la familia Penicillium,

La mayoria de los antibidticos proceden de cultivos de hongos
y bacterias; asi, durante afios, la humanidad se dedicd a buscar nuevos
mohos productores de antibidticos, hasta que los Laboratorios Beecham
emprendieron, en 1955, una investigacion con el propdsito de penetrar
en los secretos de la estrfuctura y sintesis de la penicilina y logra-
ron, en 1959, aislar el nicleo de la molécula de la misma, haciendo -
realidad la prediccidn de Sir Alexander Fleming: "...debe haber un fu
turo para aquellos antibidticos derivados de la penicilina y obteni=~
dos del antibidtico maestro por modificacion qﬁfmica o sintesis..." =
va que es posible fabricar gran cantidad de nuevos antibioticos, unien
do a ese nicleo multitud de distintas cadenas por medio de reacciones

quimicas.



"Estos nuevos antibidticos hechos ya por el hombre, han -
demostrado ser, en ocasiones, mas eficaces que otros antibiéticos

usuales',



CAPITULO l

CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE ANTIBIQTICOS.

Los seres parasitados han sido dotados para eliminar eficaz-

mente a los microorganismos parasitos o microhios, aunque para ello

hay un solo mecanismo, la fagocitosis y la posterior digestidn intra

celular de los mismos.

Todos los demds mecanismos de defensa frente a la infeccion,

son Gnicamente formas de ayudar a la fagocitosis o de acelerar la --

destruccidn intracelular del microbio.

Hay tres formas de ayudar a la fagocitosis:

a)

b)

c)

Acelerandola mediante administracion de anticuerpos es-
pecificos contra el microorganismo, ya sea en forma pa=-
siva (por aplicacidn de sueros inmunes) o por inmuniza-
cion activa, induciendo a ia formacidon de anticuerpos -

dentro del organismo (por aplicacidn de vacunas).

Interfiriendo el ciclo vital del microbio, con el uso =
de medidas de control epidemioldgico y de higiene como
medidas externas que impidan la reinoculacion del micro-
bio, y conAla inoculacion de cepas inocuas que compitan

con el germen virulento.

Reduciendo el nimero de microbios vivos por medio de la



aplicacidon de un medicamento antimicrobiano, lo que per-
mite que una cantidad normal de fagocitos acabe con el -
reducido nimero de ellos que escapa a la accidon del far-

maco.

De hecho, los sueros y vacunas se emplean mas bien como medi-

das profilacticas que terapéuticas, no ocurriendo lo mismo con el uso
) 7

de medicamentos antibidticos. Respecto a éstos, cabe puntualizar que
no acaban con una infeccidn sino que ayudan a los fagocitos a realizar

su funcion.

Se da el nombre de Antibidticos a .cierta clase de compuestos
quimicos -que inhiben la multiplicaciéon de determinados microorganis-
mos .

Estos agentes fueron originalmente obtenidos del metabolismo
de células microbianas (Penicillium notatum); posteriormente de macro
hongos, algas, liquenes y vegetales supgriores y finalmente son obte-

nidos por sintesis.

Las caracteristicas de un antibidtico que se acerque al ideal

incluyen:

1.- Ser bactericida, no bacteriostatico, con el objeto de re-
ducir efectivamente el nimero de bacterias y no solo dete
ner su crecimiento.

2.- Poseer un espectro lo mas estrecho posible, siempre y - =



cuando alGn incluya a la entidad infectante. Esto tiene por
objeto modificar la flora normal del organismo lo menos --
posible, evitando asi superinfecciones por gérmenes oportu

nistas.

3.-No ser téxiga._Actuar de preferencia sobre estructuras pre
sentes en el microbio e inexistentes en el enfermo. Aunque
la absoluta carencia de toxicidad es un ideal no alcanzado
hasta .ahora, si se puede pedir que exista un amplio margen

entre la dosis minima bactericida y la dosis minima téxica.

L. -Poder ser administrado por cualquier via. Tener el recurso
de aplicacidn parenteral en casos de diarrea o vémito, o =
poder evitar las inyecciones en caso de infecciones leves -

o tratamientos prolongados.

5.-Debe ser rapida y eficazmente absorbido y convenientemente

distribuido en el organismo.

6.-Ser suficientemente estable en presencia de tejidos del or-

ganismo.
7.-No debe eliminarse muy répidamente ni acumularse en exceso.

8.-Ser estable; es decir, que se pueda conservar por largos =~
‘ . . . .
periodos sin necesidad de precauciones especiales.

Los antibidticos se pueden agrupar, para su estudio, tomando en



cuenhta sus caracteristicas: estructura quimica, presencia de ciertos

grupos funcionales, mecanismo de accidn, etc.

Tomando en cuenta el mecanismo de accidon de los medicamentos
antimicrobianos sobre el microorganismo correspondiente, se integran

cuatro grupos:

1) Medicamentos que actéian inhibiendo la sintesis de protel
nas: Aminoglicosidos, Tetraciclinas, Cloranfenicol, Pol}

péptidos, Macrélidos.

2) Medicamentos que actllan sobre el niicleo celular o DNA:

Fungicidas, Acido nalidixico, Novobiocina.

3) Medicamentos que actlan sobre la membrana celular (detqg

gentes): Polipéptidos.

L) Medicamentos que actilan sobre la pared celular: Penicill

nas, Cefalosporinas.

Debe considerarse que debido a que los antibidticos de los -~
tres primeros grupos act(an sobre estructuras que también estan presen
tes -en el ser humano, son tdxicos a dosis poco.superiores a las emplea
das comunmente. Por el contrario, los antimicrohianos del qrupo 4 -
acthan sobre estructuras celulares que no tienen equivalencia en las
células humanas, y asf, son tolerados en dosis superiores a las habi-

tuales.



PENIC L INAS
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"L as penicilinas son una serie de compuestos de estructura sj
milar, que difieren en la estructura del 4cido unido por enlace amidj
co. Las variaciones en la molécula producen diferencias en su efecto
antibidtico y en ciertas propiedades fisicas y quimicas qﬁe determi~

nan su estabilidad'.

Se han aislado penicilinas de los productos de fermentacidn.
Algunas son naturales y otras biosintetizadas por alteracién del me-

dio de cultivo.

La estructura quimica de la penicilina ha sido conffrmada'por;
sintesis. Contiene un ani]lo/slactama de cuatro miembros condensados

con uno de tiazolidina.

Las penicilinas son facilmente degradadas por agentes. como ~
acidos y a‘calis; '"desde el punto de vista clinico, las transformacig
nes mas significativas son causadas por la acidez gastrica y por la -
enzima penicilinasa''. La fuerte acidez del estdmago rompe la cadeha -
lateral amfdiga y abre el anillo lactamico, haciendo perder la activi

dad del antibidtico. La penicilinasa provoca también apertura del - =



anillo lactdmico y con ello, péerdida de actividad. Esta enzima esta
presente en muchos microorganismos como un antagonista natural y,--
cuando existe en una cantidad significativa, produce la resistencia

a la penicilina.

Algunas penicilinas semisintéticas recientes han sido crea-
das para aumentar la resistencia a la hidrdlisis dcida, a la accidn

- ~x
de la penicilinasa y para obtener un espectro de accidon mas amplio.

CLASIFICACION DE LAS PENICILINAS

Todos los antibidticos del grupo de las penicilinas tienen -
una estructura quimica muy semejante. Comparten el acido penicilani-
co y sus diferentes propiedades se basan en la presencia de cadenas

laterales diferentes. Se distinguen cuatro grupos de penicilinas:

A) Las penicilinas naturales (G, K, X, F, 0). Son produci=-
das por alguna variedad de Penicillium. Son de espectro
relativamente estrecho; normalmente actlan sobre gérme-
nes Gram positivos y solamente en dosis muy grandes - =
afectan a los Gram negativos. Son parcialmente degrada-
das en medio acido y su absorcidn a partir del intesti-

no, es muy irregular,

B) Las penicilinas fenoxialquilicas (Penicilina V). Difie-
ren de las anteriores en su estabilidad en medio acido

y su buena absorcidn a nivel intestino.



D)

Las penicilinas resistentes a la penicilinasa del Estafilo
coco (Meticilina, Nafcilina, Oxacilina y Cloxacilina); son
penicilinas semisintéticas que se obtienen cambianéo una
cadena lateral en las penicilinas naturaies. Son alguvmgnos'
efectivas que la Penicilina G contra algunos Gram‘positiVOs
pero, en cambio, no son destruidas por la penicilinasa del
estafilococo. El uso de estas penicilinas debe ser limita~
Ao a casos en que se sospecha o‘preferiblemente ée ha con=
firmado la existencia del estafilococo, o con el fin de re

tardar la aparicidon de cepas resistentes.

Las penicilinas de amplio espectro (Ampicilina, Hetacilina,
Carbenicilina) son penicilinas semisintéticas en las que -
la nueva cadena lateral confiere propiedades antibacteria-

nas inexistentes en las penicilinas naturales.



CAPITULDO Il
‘LAS AMPICILINAS Y SU IMPORTANCIA

La Ampicilina 0 Acido 6-D(-) alfa-aminofenilacetamido-penici

lanico, es un derivado semisintético de la penicilina.

N
@“CfH—'OO—NH—CQ /N
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S CH,
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P.M,. 349.M

Se presenta en forma anhidra, forma de trihidrato y en forma

de sal sodica.

La Ampicilina es obtenida éor sintesis a partir del acido -
6-aminopenicilanico & 6-APA. Este nuevo antibidtico posee propieda-
des especiales que difieren considerablemente de otras penicilinas,
aunque en algunos aspectos es similar a las tetraciclinas y cloran-
fenicolk Tiene un rango de accidn comparable con Penicilina G; es -
ligeramente menos activo que &ésta, pero mas activo que tetracicli-

na y cloranfenicol contra Gram positivos.



Las caracteristicas basicas de la ampicilina son las siguientes:

1) Actividad bactericida y no solamente bacteriostatica; destruye

y elimina por completo los microorganismos patdgenos, en vez -
de limitarse a reprimirlos, evitando asi la tendencia a las rg

cidivas y a la cronicidad.

1_ x
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2) Alta tolerancia por el sistema digestivo y estabilidad en me-
dio 4cido, 1o cual permite la administracidn por via oral, he
cho de suma importancia, ya que se ha comprobado que es ésta

la via de administracidén menos alergenizante.

3) Rapidez de absorcién y obtencién de altos niveles hematicos -

dentro de 1-3 horas después de su administracién.

4) Lenta excrecidn (por tractos urinario y biliar) y concentra-

ciones efectivas en la sangre después de 4-6 horas de su ad-

ministracién.
11



5) Amplio espectro antibacteriano, el cual cubre casi la totalidad de -
la flora Gam negativa y Gram positiva, excluyendo a bacterias produc
toras de penicilinasa, al Aerobacter aerogenes, Pseudomonas sp. y --

Serratia marenses.

. Pscudomonas pyocyanca

Brucella species
(abortus, suis, mclitensis)

Proteus vulgaris

_ Proteus mirabitis

B Shigella specics
- (sonnci, shigac, schmitzi, flexneri)

Salmonella typhimurium

"Salmoneila paratyphi A & B

Salmonella typhi

| Escherichia coli

" Klebsiclla (Acrobacter) aerogenes

GRAM-NEGATIVE

Klcbsiclla pneumoniae
(Eriediander’s bacillus)

Bordetella pertussis

Haxmophilus influenzac

Neisseria meningitldis
(the meningococcus)

Neisseria gonorrhaeae
(the gonocaccus)

Corynebagtérium diphtheriae

Bacillus anthracis

Clostridium species )
(tetani, weichu, cedematicns)

Streptococcus faecalis
(the enteracoccus)

Streptococcus pneumoniae’
(the pneumococcus)

Streptococcus viridans
(a-haemolytic streptococcus)

Streptococcus pyogenes
{B-haemolytic streptococcus)

GRAM-POSITIVE

Penicillin-sensitive
Staphylocaccus aureus

“Mildly resistant™
Staphylococcus aurcus

“Resistant™’
Staphylococcus aureus
. ! 1 2 3 4 5 6
1 PENICILLIN G 2 PENICILLIN V 3 PHENETHICILLIN, PROPICILLIN, & PHENBENICILLIN
4 METHICILLIN 5 CLOXACILLIN 6 AMPICILLIN )

Espectro antibacteriano de las Penicilinas. (Sutherland, Rolinson,
et. al) :

12



6) No entorpecen la sintesis proteica, caracteristica muy impor

7)

tante, sobre todo cuando se trata de enfermos desnutridos y
de nifios, ya que el entorpecimiento de la sintesis cuando -
el catabolismo es intenso, a menudo produce una enfermedad

carencial proteica, como la Kwashiorkor o, por lo menos, =--
inhibe 1a formacidn de anticuerpos y las reacciones inflama-

torias, retardando la curacidn.

Muy baja toxicidad, ya que las ampicilinas son antibidticos

que actlan sobre la pared celular, estructura que no tiene =~

equivalente con las células humanas, y son, por ello, tolera

das en dosis muy superiores a las habituales en la clinica -
practicamente sin producir efectos secundarios que a menudo>
se observan con otros antibidticos de amplio espectro y que,
en ocasiones, hacen necesario interrumpir el tratamiento =~

terapéutico.

CELULA DE DNA BACTERIA
MAMIFERO eriseofulving
novebiocina

acido nalidixico

INTESIS DE PROTEINAS «
tetraciclinas
cloramfenicol

aminoglicosidos
macrélidos

MEMBRANA
polipéptidos
No existe bacitracina

PARED
penicilinas
cefalosporinas

13



8) Es de suma importancia considerar la produccidon de las ampici
Tinas por sintesis quimica (en la segunda fase de su obtencidn)
con 1o que se logra reducir las probabilidades de contaminacidn

por impurezas proteinicas, que son las que desencadenan las -

reacciones alérgicas.

ACCIONES Y USOS

‘La ampicilina es la primera penicilina semisintética que tiene
actividad contra bacterias Gram (=). Se usa en tratamientos de infec-
ciones producidas por Shigella, Salmonella, E, coli, H. influenzae, -
Aerobacter y P. mirabilis. Su espectro ''in vitro' es similar al de_la
Penicilina G contra cocos Gram (+), pero generalmente es menos efect]
va, excepto contra Streptococcus faecalis. Es pobremente efectiva con
tra organismos productores de benicilinasa. Es utf]izada ef icazmente
en infecciones del tracto urinario causadas por E. coli, P. mirabilis,
Estreptococo no hemolitico y Enterococo resistente a la Penicilina G.
Es especéalmente indicada en infecciones del tracto respiratorio cau-
sadas por H. influenzae y D. pneumoniae. Puesto que la ampicilina es
excretada por bilis, es apreciable su valor en infeccioneg del tracto
biliar. Responde satisfactoriamente a la salmonelosis intes?inal y en
meningitis infantil, producida por Meningococo. Pneumococo, H. Infiuen

Zae.



FORMAS FARMACEUTICAS Y DOSIS USUALES

1)  Capsulas U.S.P.; Ampicilina anhidra y ampicilina trihidra

to equivalente a 125, 250, 500 mg.

2)  Suspensidn oral U,S.P. (Ampicilina anhidra y trihidrato
equivalente): 100 mg/ml. 1.5 g. en 15 y 60 ml7 29/20

y 80 ml. 3.75g/150 ml. 4 g/80 ml. 7.5 g/150 ml.

3) Inyectable: Ampicilina sddica estéril, 125, 250, 500 mg.

ly2g.

Dosis usual: 1-4 g, diariamente en dosis divididas.

Nifios: 25 - 50 mg/kg. cada 6 horas.
Veterinaria: (perro y gato)} 10 mg/kg. peso

3 - 4 veces diarias.



CAPITULDO P

MONOGRAFILAS

Las citas bibliograficas se indicaran como sigue:
1) para C. F, R, 1970

I1) para Farmacopea Britanica. 1968

AMPICIL INA TRIHIDRATO

Es la forma cristalina trihidratada de la D(=) alfa aminoben-

zil penicilina.
a) Potencia, pureza, identidad.

1) Contiene no menos de 900 (1) & 950 (ii) microgramos por

miligramo de ampicilina en base anhidra.
2) Pasa prueba de toxicidad.
3) Contiene no menos de 12% y no mds de 15% de humedad.

L) Su pH en solucidn acuosa de 10 mg/ml. §e encuentra en=-

tre 3.5y 6.0 (1) 6 de 2.5 mg/ml es de 3.5 a 5.5 (iI)

5) Su contenido en ampicilina es de no menos de 90% en ba

se anhidra.

6) Da positivas las pruebas de identidad para las ampici-

linas y el espectro de absorcién al infrarrojo muestra

16



picos bien definidos a 2.9, 3.33, 5.65, 5.92, 6.71,
7.94 micras, con dobletes a 6.25-6.35, 7.25-73,

*
7.57-7.63 micras (¥0.03)

7) Es solubles, a 20°C, en 150 partes de agua, casi inso-
luble en alcohol (95%), cloroformo, eter y aceites fi-

jos.

8) Presenta rotacidn Optica, en solucidén al 0.25% de +280 a

+300
b) Envasado

La ampicilina debe estar siempre contenida en envases her
méticos y de composicién tal, que no produzcan ningln cambio en la po
tencia y la pureza del contenido, aparte de los cambios normales e -~

inevitables.

c) Rotulado

Cada envase debe llevar indicado lo siguiente:

1) El nimero de lote,

2) El nimero de microgramos por miligramo, asi como la canti
dad contenida en el envase.

3) La fecha de expiracion,

4) La declaracidn: '*Para uso en la manufactura de farmacos no

parenterales solamente'.



5) La declaracion: '"Precaucidn: prohibida por la Ley Federal la

administracion sin prescripcion't,
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cilina.

a)

1)

2)

3)

k)

5)

6)

7)

8)

9)

AMPICILINA SODICA

Es la sal sbdica cristalina de la D(-) alfa aminobenzil peni-

Potencia, pureza, identidad.

Contiene no menos de 845 (1) 6 850 (I1) microgramos de ampi-

cilina por-miligramo, en base anhidra.
Es esteéril,

Pasa prueba de toxicidad.

Es libre de pirdgenos.

Contiene menos de 2% de humedad.

Su pH en solucidn acuosa de 10 mg/ml es de 8.0 a 10.0 (I) &

de 7.5 a 9.5 (I1).
Contiene no menos de 90% de ampicilina sodica.

Da positivas las pruebas de identidad para las ampicilinas y
el espectro de absorcidon al infrarrojo erstra picos bien de
finidos a las mismas longitudes de onda que una muestra pa-
trén de ampicilina, a 5.65, 5.99, 6.21, 6.62, 7.19, 7.63, ==
8.93, 14.5

Es soluble en 2 partes de agua y en 50 partes de acetona y ca

si insoluble en eter, parafina y aceites fijos, aunque ligera

mente soluble en cloroformo.

20
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b) Envasado.
El recipiente debe ser hermético, segin U.S.P. y debe tener tal
composicidn que no cause cambios en la pureza y potencia del -

contenido, salvo algin limite conforme a los patrones.
c¢) Rotulado.

Cada envase debe llevar indicado lo siguiente:

1) Nimero de lote.

2) Ndmero de microgramos por miligramo y cantidad que va contenj

da én el envase,
3) La fecha de expiracion.

4) La aclaracidn: ''Las soluciones preparadas deben ser usadas In-

mediatamente'',

5) La declaracién: ""Precaucién: proaibida por la Ley Federal la -

—agdministracion sin prescripcion'’.

21
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cilina.

a)

1)

2)

3)

k)

5)

6)

7)

8)

9)

AMPICIL INA SODICA

Es la sal sddica cristalina de la D(-~) alfa aminobenzil peni-

Potencia, pureza, identidad.

Contiene no menos de 845 (1) 6 850 (Jl) microgramos de ampf-

cilina por miligramo, en base anhidra.
Es estéril.

Pasa prueba de toxicidad.

Es libre de pirdgenos.

Contiene menos de 2% de humedad.

Su pH en solucidn acuosa de 10 mg/ml es de 8.0 a 10.0 (I) 6

de 7.5 a 9.5 (11).
Contiene no menos de 90% de ampicilina sédica.

Da positivas las pruebas de identidad para las ampicilinas y
el espectro de absorcidén al infrarrojo muestra picos bien de
finidos a las mismas longitudes de onda que una muestra pa-
tron de ampicilina, a 5.65, 5.99, 6.21, 6.62, 7.19, 7.63, --
8.93, 4.5

Es soluble en 2 partes de agua y en 50 partes de acetona y ca
si insoluble en eter, parafina y aceites fijos, aunque ligera

mente soluble en cloroformo.
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pureza del contenido, aparte de los cambios normales e inevitables.
c) Rotulado.
Cada envase debe llevar indicado lo siguiente:
1) El nimero de lote.

2) El ndmero de microgramos por miligramo, as{ como la canti-

dad contenida en el envase.
3) La fecha de expiracion.

L) La declaracidn: ""Para uso en la manufactura de farmacos no

parenterales solamente!,

5) La declaracion: ""Precaucion: prohibida por la Ley Federal la

admnistracion sin prescripcién’.
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C AP I T UL O v
METODOS DE CONTROL

POTENC IA

Usando un patrdon de comparacidn, la valoracion de la potencia
puede hacerse por cualquiera de los siguientes métodos, aunque los re

sultados obtenidos en el método biolégico deben ser concluyentes.
1) Meétodo bioldgico.

a) Cilindros; Usar cilindros de acero con un didmetro exterior de

8mm (¥ 0.1), un didmetro interno de 6 mm y una longitud de 10 mm

b) Medio de cultivo: Usar ingredientes conforme a lo prescrito en

la U.S.P. o el N, F.

c) Buffer fosfato de potasio 0.1 M, pH 8.0: Fosfato dibasico de -
de potasio: 16.73 g; Fosfato monobdsico de potasio: 0.523 g;

H20 dest. c.s.p. 1,000 ml.

d) Muestra patrén: Pesar una cantidad adecuada de ampicilina pa-
trén y disolver en una solucion buffer de fosfato de potasio -«
0.1 motar, pH 8.0, para obtener una solucion primaria, a2 partir

de la cual se obtendran posteriores diluciones para preparar la

curva patron,
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e)

f)

g)

Preparacidn de la muestra: Disolver la muestra y hacer dilu
ciones adecuadas con la solucidn buffer de fosfato de pota-
sio hasta obtener una concentracion final de 0.1 microgramos

de ampicilina por mililitro.

Preparacion Ael organismo de prueba: El organismo de prue-
ba es Sarcina lutea (ATCC 9341), la cual es mantenida en una
superficie inclinada de medio U.SP. en agar. Lavar el organis -
mo’ con unos tres mililitros de solucién estéril de cloruro
de sodio, sobre una superficie extensa del agar (Botella de
Roux): extender la suspensidn con ayuda de perlas de vidrio
estériles. Incubar durante 24 horas a 32°-35°C y lavar el
crecimiento resultante con unos 50 ml. de solucidn de élo-
ruro de sodio estéril.‘Estandarizar la suspensidn a que una
dilucién 1:40 produzca una transmisién de luz de 25%, utili-
zando un cqlorime?ro fotoeléctrico con filtro de 580 mpy -
un tubo de 13 mm de diametro. Correr placas de prueba para
determinarvla cantidad de suspensidon (usualmente 0.5 ml.) -
que se deben agregar a cada 100 ml. de buffer, para obtener

zonas de inhibicidn de tamafio adecuado.

Preparacién de placas: Distribuir el agar {unos 21 ml.) en
las cajas y esperar a que endurezca. Fundir suficiente can-
tidad de agar y enfriar a 48°C. Agregar la cantidad necesa-

ria del organfsmo de prueba y mezclar. Afadir 4 ml. del -~ -
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h)

agar inoculado a cada placa y distribuirlo adecuadamente.
Después de que ha endurecido, colocar seis cilindros en la
superficie del agar de manera que queden adecuadamente dis

tribuidos.

Curva Patron: Preparar subdiluciones de la solucidn prima-
ria de muestra patrén éon‘ellbuffer de fosfatos, pH 8.0, a
obtener concentraciones de 6.064, 0.080, 0.1, 0.135, 0.156
microgramos por mililitro. Usar tres placas para cada pun-
to de la curva, excepto para la correspon&iente a concen=
tracion de 0.1 mcg/ml. En cada una de tres placas, llenar -
tres cilindros con la dilucidn de la muestra patrdn corres-
pondiente a 0.1 mcg/ml. y los otros tres con una dilucidn -
de las concentraciones restantes de la misma muestra patron.
Se obtienen asi, 36 determinaciones de 0.1 mcg/ml y 9 par;
cada uno de los otros puntos de la curva. Después de incu~-
bar, leer los didmetros de las zonas de inhibicién Yy prome=
diar laé lecturés correspondientes a la cqncentracién de 0.1
mcg/ml y las lecturas de los puntos para cada serie de tres
placas. El promedio de las 36 lecturas de la concentracidn
de 0.1 még/ml_es el punto de correccidn de la curv;. Corre~
gir el valor promedio obtenido para cada punto, de acuerdo
con las lecturas de la concentracidén de 0.1 mcg/ml para ca-
da serie de tres placas. Por ejemplo, si corrigiendo el - -

punto correspondiente a la concentracion de 0.08 mcg/ml, el
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promedio de las 36 lecturas de 0.1 mcg/ml fuera de 15 mm y

el promedio de lecturas en esta serie de tres placas fuera

de 14.8 mm, la correccion debera ser de 0.2 mm. Ahora, si -

el promedio de lecturas para 0.08 mcg/ml de esa serie de -

placas es de 14 mm, el valor corregido debe ser de 14,2 mm.

Para trazar la curva, colocar los puntos de los valores co

rregidos, incluyendo el promedio de lecturas correspondien

te a la concentracidn de 0.1 mcg/ml, en papel semilogarit-

mico de dos ciclos, usando la ordenada para la concentra-

cidon. en mcg/ml y la abcisa para el diametro de las zonas -

de inhibicidn. Trazar la curva patrdn a través de esos pun

tos, ya sea por unidén de los mismos o por medio de la ecua

cion: .
L=3a+2b+c -3 H=3e+2d + e +a
: 5 5
Donde:
L = Diametro de zona corregido, para la concentracidn
mas baja de la curva patrén.
H = Didmetro de zona corregido, para la concentracidn
mis alta de la curva patrdn.
C = Promedio de diametro de zonas de las 36 lecturas co

rrespondientes a la concentracién de 0.1 mcg/ml de

muestra patron.
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)

a, b, ¢, d = Valores promedio corregidos para 0.064, 0.08,
0.125 y 0.156 mcg/ml de solucidn patron, respectiva
ménte.

Colocar los valores obtenidos y conectarlos mediante una -

linea recta.

Valoracién: Usar tres blacas para cada muestra. Llenar ~ =
v
tres cilindros de cada placa con la solucidon de 0.1 mcg/ml
de solucidn patrén'y los otros tres cilindros con una dilu
cidn de la muestra, que tenga una concentracidn estimada de
0.1 mcg/ml. Incubar todas las placas, incluyendo las que --
contienen la curva patrbn,a 32°C, durante toda la noche y -
medir entonces el diametro de inhibicion de cada zona.
Para estimar la potencia de la muestra, promediar los va{g
res de tas zonas de inhibici6én de la muestra patron y las -
lecturas de las zonas de inhibicion de la muestra problema,
en las tres placas usadas. Si la muestra problema da tamafios
de zona mayores que el prohedio de la muestra patron, agre-.
gar la diferencia entre ellos a la zona de 0.1 mcg/m! en la
ﬁurva patrén. Si el p}omedio de los valores del problema es
mas bajo que el promedio de valores del patrdn, restar la -
diferencia entre ellos del valor de 0.1 mcg/ml en la curva
patrén. Leer en la misma, la concentracidn correspondiente
a esos valores de tamafios de zona corregidos y multiplicar

el valor obtenido por el factor de dilucidn para obtener el
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2)

contenido de antibidtico en la muestra problema.

Método Yodométrico.

A) Reactivos:

B)

)

a)
b)
c)
d)

e)

f)

Solucibn de tiosulfato de sodio 0.01 N

Solucidon de-yodo 0.01 N '

Hidrdxido de sodio 1.0 N

Acido clorhidrico 1.2 N (Iguales volimenes de hidroxi-
do de sodio 1.0 N y acido clorhidrico 1.2 N, al mezclar

se, producen una solucién con pH 1.0)
Solucidn reactivo de almidon.

Buffer de fosfato de potasio 1%, pH 6.0:

Fosfato dibasico de potasio: 2.0 g.

Fosfato monobasico de potasio: 8.0 g.

Agua destilada, c.s.p.: 1,000 ml.

Preparacidon de la muestra patrdn: Usar una solucidn acuosa

de muestra patrdn de ampicilina, conteniendo 1.0 mg/ml.

Preparacidon de la muestra problema: Disolver y diluir una

porcion adecuada de muestra a obtener una concentracidon -

final de aproximadamente 1,0 mg/ml, utilizando el diluyen-

te adecuado.:

31



Eg

D)

a) Ampicilina.............. Agua destilada
b) Ampicilina trihidrato... Agua destilada
c) Ampicilina sddica...... . Buffer de fosfato de pota-

sio 1%, pH 6.0

Valoracién: Trabajar simultineamente con la muestra pa-
tron y con la muestra problema.

Transferir una alicuota de 2 ml, de muestra a cada uno de
dos matraces de yodo. A uno de ellos afiadir 2 ml de hidré-
xido de sodio 1.0 N y dejar reposaP a temperatura ambiente
por 15 minutos. Agregar entonces 2 ml de acido clorhidrico.
1.2 Ny 10 ml. de solucién de yodo 0.01 N, Después de un -
reposo de 15 minutos, titular el exceso de yodo con la so-
lucidn de tiosulfato de sodio 0.01 N; cerca del punto fi-
nal de la titulacidn; agregar una gota de solucidn de al=
midon o unos 5 ml de tetracloruro de carbono; continuar -
la titulacidon por adicion de porciones de unos 0.02 ml. de
tiosulfato de sodio 0.0]1 N, agitando vigorosamente despﬁés
de cada adicidn. El punto final de la. titulacidn es alcan-
zado cuando el color azul del complejo almidén-yodo desapa
rece, o cuando la capa de tetracloruro de carbono se-torna
incolora.

Al matraz que no fue tratado con hidroxido de sodio, afadir

le 10 mi. del yodo 0.01 N y titular inmediatamente con el =
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E)

tiosulfato de sodio 0.01 N, para la determinacién del -
bianco.

Calculos: Calcular el F, factor (microgramos de activi=
dad en cada mililitro de tiosulfato de sodio 0.01 N con

sumido), por medio de la formula:

F = W, X P
s
Donde:

W, = Peso en mg. de muestra patrén en los 2 ml. titu
lados.

P = Potencia de muestra patrdn en microgramos por =
miligramo.

V, = Mililitros de tiosulfato de sodio usados en la

titulacidén del blanco de 1a muestra patrdn menos
mililitros de tiosulfato de sodio uéados en la =
titulacidn de la muestra patron hidrolizada con

el alcali (la diférencia es el equivalente al ni
mero de mililitros de yodo 0.01 N absorbidos por

el patrdon hidro] izado).

Caicular la potencia de la muestra problema, en microgra=-

mos por miligramo, por medic de la siguiente férmula:
x F
Yy

wl.l

meg/mg =
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Donde:

V. =

u

W =
1]

Mililitros de tiosulfato de sodio usados en la deter
minacion del blanco del problema menos mililitros de
tiosulfato de sodio usados en la titulacion de la ==
muestra hidrolizada (la diferencia es el equivalente
al nimero de mililitros de yodo 0.01 N absorbidos por

la-muestra que fue hidrolizada).

Peso en miligramos, en los 2 ml. de muestra problema

o~

titulados.

3) Método de Valoracion Colorimétrica por Hidroxilamina:

A) Reactivos:

a)

b)

c)

Solucion de clorhidrato de hidroxilamina. Disolver -=-
350 g. de clorhidrato de hidroxilamina en suficiente

agua a obtener un litro.

Solucidn buffer. Disolver 173 g. de hidréxido de sodio
y 20.6 g. de acetato de sodio, en agua a obtener un 1i

tro de solucion.

Hidroxilamina neutra. Mezclar volumenes iguales de a)

y b); checar el pH y ajustar, si es necesario, a pH 7.0

i+

0.1 A un volumen de esta solucidn neutral izada, agre

~gar 8 vollmenes de agua destilada y 2 volimenes de ~ -
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etanol 95%. Esta solucidn debe utilizarse el mismo dia.

d) Sulfato férrico amdnico. Disolver 272 g. de sulfato férri
co amdnico en una mezcla de 26 ml. de acido sulfdrico con
centrado y‘aéua suficiente para hacer un litro. Este reac
tivo puede utilizarse dentro de una semana si es manteni-

do a temperatura ambiente dentro de un recipiente ambar.

e) Buffer de fosfato de potasio f%, pH 6.0 Disolver 2 g. de
fosfato dibdsico de potasio y 8 g. de fosfato monobasico
de potasio en cantidad suficiente de agua destilada para

obtener un litro.

B) Preparacidon de la muestra patrdn: Disolver una porcién ade-
cuada de muestra patrdon en suficiente buffer de fosfato -
de potasio 1%, pH 6.0 para tener una concentracion final

de 2 mg./ml de patron.

C) Preparacion de la muestra problema: Disolver y diluir una -
porcion adecuada de muestra en suficiente buffer de fosfa

tos 1% pH 6.0 a hacer una solucion conteniendo 2 mg/ml .

D) Procedimiento, Utilizando un volumen de | a 2 ml. de muestra
(patron y problema),agregar igua! volumen de agua y mezclar,
Anadir 25 volimenes de hidroxilamina neutra y dejar reaccio
nar 5 minufos; adicionar 1.25 volumenes de sulfato férrico

amonico, mezclar y determinar, después de un reposo de ~ =~
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exactamente 3 minutos, la absorbancia de las soluciones =
resultantes, a una Jongitud de onda de 480 M, usando un
adecuado espectrofotometro y un blanco de reactivos prepa
rado por tratamiento de un volumen de agua, de la misma -
manera que la muestra patrdon y la muestra problema. El1 tiem
po transcurrido entre la adicion del sulfato férrico améni

co y la lectura de la absorbancia debe ser el-mismo.

E) Célculos: Determinar la potencia asi:

% = Ay x potencia patrén (en mcg/ml
A

2

Donde:

b
"

Absorbancia problema

3

A, = Absorbancia patrén

.- Método Espectrofotométrico con Buffer de Sulfato de Cobre.

a) Solucién buffer de sulfato de cobre, pH 5.2: Disolver -
15.22 g. de fosfafo de sodio anhidro en suficiente agua
a obtener 536 ml. y agregar una solucion de acido citri-
co al 2.1% w/v hasta que el pH de la solucion esté entre
5.15 y 5.25 (unos 464 ml.) Mezclar 985 ml. de la solu-
cion resultante con 15 ml. de solucién 0.393% w/v de =

sulfato de cobre.
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D

b) Procedimiento: Disolver aproximadamente 0.1 g. de muestra, ade

cuadamente pesado, en suficliente agua a producir 100 ml. Diluir
2 ml, a 100 ml. con solucion buffer de sulfato de cobre, pH 5.2;
transferir 10 ml.~de solucion resultante a un tubo de ensayo ~

tapado y calentar en un bafo de agua a 75° por 30 minutos. Ra-

pidamente enfriar a temperatura ambiente, ajustando el volumen

si es necesario a 10 ml. con agua y medir la extincidn de una -
capa de 1 cm. a una maxima de 320 ﬁF aproximadamente,. usando ~
en la celda de referencia la solucion buffer no calentada de la
substancia que se esta examinando. Calcular el contenido de am-
picilina relacionando la extincidén de la muestra a la extincion
de una muestra patrén de ampicilina trihidrato y al contenido -

declarado de ampicilina de la misma.

PUREZA E IDENTIDAD

Toxicidad.
Preparar la muestra de acuerdo con la siguiente tabla:

(C. F. R, 1970):

Muestra Solvente Conc.
wg/ml
Ampicilina Hidroxido de sodio 0.04 N 20
Ampicilina trihidrato Hidroxidc de sodio 0.04 N 20
Ampicilina sodica Agua destilada estéril Lo
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2)

{nocular’ intravenosamente a cada uno de cinco ratones de peso

comprendido entre 18 y 25 g. con 0.5 ml. de solucion de la ==

muestra preparada segln monografia. La inyeccidn debe efectuar
se dentro de un periodo de no mas de cinco segundos. Si ningln
animal muere dentro de 48 horas, la muestra es atdxica. Si uno
o mas animales muere dentro de las 48 horas, repetir la prueba
una o mds veces, usando para cada prueba cinco o mas ratones =
no utilizados previamente, que tengan un peso de 20~§. (£ 0.5)
cada uno. Si el total de muertes en 48 horas es menor del 10%
del ndmero total de animales probados, incluyendo la prueba ~-

original, la muestra se considera como atdxica.
Humedad
A) Ampicilina y Ampicilina Trihidrato.

Transferir unos 100 mg. de polvo fino a un recipiente tarado -
equipédo con un tapdn de vidrio esmerilado y tapar. Pesar y me=-
ter dentro de un horno de vacio, colocando el tapdn del recipien
te de manera que no cierre durante el periodo de secado. Secar

a 60°C a una presidon de 5 mm de mercurio o menos, por 3 horas. Al
finalizar el tiempo de secado, llenar el vacio con aire seco pa~
sado a través de un agente secante (silica gel o acido sulfdrico).
Ajustar el tapon y dejar enfriar el recipiente en un desecador. -

Calcular el porcentaje de pérdida.
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B) Ampicilina sddica.

a)

b)

c)

Equipo: Utilizar un aparato adecuado consistente de buretas «
automaticas, aéitador magnético, electrodos de platino conec-
tados a un dispositivo electrométrico adecuado, etc.

Reactivos: Reactivo de Kar! Fischer y solucion de metanol-agua
U.S.P.

Estandarizacidon del reactivo de Karl Fischer Agregar un volu-
men conocido de reactivo de Kar! Fischer a un.vaso para titulg
cidn previamente secado a !'05'C y mantenido en un desecador. =
Introducir la barra agitadora y los electrodos de platino que
estan conectados a un aparato electrométrico adecuado para me-
dir el punto final Agitar y titular con la solucion metanol -
agua hasta punto final. Calcular los mililitros de reactivo de
Kar! Fischer equivalentes a cada miti‘iiro Je solucion metanol-
agua. ARadir una porcion adecuada de aqua (aproximadamente 50
mg.) a un vaso para tifulacidon seco Agregar un exceso de reac
tivo de Kar}] Fischer y entonces titular con la solucion meta-
nol-agua. Calcular 10 miligramos de agua que equivalen a cada mj
Tilitro de reactivo de Kar! Fischer. Estandarizar el reactivo ~

de esta manera diariamente.

Donde
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d)

3) pH

b)

e = mg. de agua equivalentes a |1 ml. de reactivos de Karl =
Fischer.

w = Peso de agua en mg.

vi= Volumen de reactivo de Karl Fischer usado.

vo= Volumen de solucidn metanol=-agua usado.

f = Volumen de reactivo de Karl Fischer equivalente a | ml.

de solucidn metanol-agua.

Procedimiento: Pesar adecuadamente unos 300 mg. de muestra en
el vaso para titulacion seco. Agregar un exceso de reactivo de
Karl Fischer y titular con solucidn metanol-agua hasta que el

punto final es alcanzado.

Porcentaje de agua = ( vi - sz ) x e x 100

Wg
Donde:

w = Peso de la muestra en mg.
s

Preparar una solucidn acuosa conteniendo 10 mg./ml. Determinar
el pH de esta solucion a 25°C utilizando un potencidmetro equi-
pado con électrodos de vidrio y de calomel,

Crfstalinidad.

Suspender una pequefa cantidad de muestra en nna gota de aceite

Lo



mineral y observar por medio de un microscopio polarizado. La
ampicilina muestra particulas que revelan un fendmeno de birre
fringencia (interferencis de colores). La ampicilina revela -
también fndices de refraccidn cuando es examinada por el méto=

do de inmersién.
5) Contenido de Ampicilina.

a) Titulacion acido: Transferir una ﬁorcién de muestra de uncs 400
mg. a un matraz Erlenmeyer de 125 ml. Agregar 50 ml. de dimetil
formamida; agitar hasta disolver y mientras se agita, titular =
con solucidon de metdxido de Iitio 0.1 N, usando como indicador
cuatro gotas de azul de bromotimol en dimetilformamida. Cada ml.
de metdxido de litio 0.1 N es equivalente a 34.94 mg. de ampicj

lina. Calcular el contenido en base seca.

b) Titulacién amina: Transferir unos 400 a 500 mg. de muestra a un
matraz Erienmeyer. Afadir 50 ml. de acido acético glacial; calen

tar en un bafio de agua a 70°C agitando hasta disoluciédn total. -

F

Agregar 3 gotas de solucidn al 0.5% de violeta cristal en dcidd. -
A

acético y titular con acido perclérico 0.1 N.Cada ml, del acido

es equivalente a 34.94 mg. de ampicilina. Calcular en base anhi-

dra.

6) Pirdgenos.

~a) Material: Las jeringas, agujas y material de vidrio deben estar
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b)

c)

libres de pirdgenos, lo que se logra por calentamiento a 250°C
por no menos de 30 minutos, o por otro método adecuado. Antes
de inyectar, el producto que va a ser probado debe estar a una

temperatura aproximada de 37°C.

Animales de prueba: Usar conejos sanos, maduros, que tengan un

peso superior a 1.5 Kg. Los animales deben mantenetse en jaulas
individuales en una &rea de temperatura uniforme (¥ 3°C) y 1i-

bres de cualquier excitécién. Antes de usar animales por vez -

primera, seguir cuidadosamente lo descrito bajo procedimiento,

eliminando la inyeccidn. No usar los animales antes de 48 horas
después de la (ltima vez y no antes de dos semanas, si la mues-
tra resultd piroéénica.

Hacer la prueba en condiciones similares a aquellas bajo las -

cuales se encuentran normalmente los conejos.

Temperatura: Usar un termdmetro clinico para el cual el tiempo
necesario para alcanzar la maxima temperatura es conocido. In-

sertar el termdémetro en el recto del animal, a una profundidad

de no menos de 7.5 cms. y determinar la temperatura de§pués£d¢
un tiempo no menor que el determinado previamente como suficien
te. Utilizar ésta como temperatura de control.

En cualquier*prueba utifizar animales cuyo control de temperatu
ra no varie mas de un grado uno de otro y no usar animales cuya

temperatura exceda de 39.8°C.
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d) Procedimiento: Diluir la muestra con agua destilada libre de
pirégenos (en autoclave, a 121°C no menos.de 20 minutos) a =
una concentracidn de 20 mg. de ampicilina por ml. Inyectar =
1 ml. por kilo de peso del animal, en la vena marginal de la
oreja de cada ﬁno de tres conejos, dentro de los 30 minutos
subsiguientes a la toma de la temperatura de control, Deter-
minar las temperaturas de los animales 1, 2 y 3 horas después

de la inyeccion.

e) Interpretacion: Si ninglin conejo muestra un aumento de tempe-
ratura de mas de 0.6°C y la suma de las tres elevaciones no -
es mayor de 1.4°C, el producto estd libre de pirdgenos. En ca
so contrario, repetir la prueba con cinco conejos. Si no mas
de tres de los ocho conejos muestran un aumento de 0.6°C y la
suma de Jos ocho incrementos no es mayor de 3.7°C, el material’

pasa la prueba.
7) lidentificacion.

".a) Absorcidn al infrarrojo. Preparar una tableta al 0.5% en bromu
ro de potasio seco y correr su graflca de absorcidn. Las ampi-
cilinas muestran.picos a las mismas longitudes de onda que una

muestra patron.

b) Suspender 10 mg. de muestra en un mililitro de agua. Afadir 2 ml.
de una mezcia de 2 ml. de tartrato de cobre y potasio y 6 ml. -

de agua. Se produce un color-magenta violeta inmediato,
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¢) Cuando unos 2 mg. de muestra son tratados con 2 mg. de acido -
- cromotrdpico sal sddica y 2 ml. de acido sulflrico, y se sumer
gen en un lTquido a 150°C, la solucidn, al mezclarse y observayr

se cada 30 segundos, exhibe:

Min. Color
0 Incoloro
1/2 Incoloro
1 Incoloro
11/2 Incoloro
2 Parpura
2 1/2 PGrpura obscuro
3 Violeta
3 1/2 Violeta
Lo Negro



PARTE EXPERIMENTAL

c

A

P

T U L 0

v

El trabajo practico se realizd en el Departamento de Control

Analitico de Laboratorios Sanfer, 5. A., enzayandose exclusivamente

lotes de Ampicilina Trihidrato, debidc a que de esta materia prima -

se dispuso de mayor nidmero de muestras.

Todos los lotes analizados son de fabricacidn nacional, ela-

" borados por Orsabe, S. A., filial -de Beecham Research Laboratories.

Los resultados obtenidos fueron:

P.Quimica

1}5

1000t

Lote pH Humedad P.Microb. Tox. I.R.
CuS0y-  Yodom.
mcg/ﬂgﬁ; meg/mg

1 L5 13.0 975++ 976+++ 969+ Pasa ~ Pasa
2- b5 " 13.7 St 931 950t  n n
3 4.2 13;7 9637+ 983*++ o958t L "
i 4.8 13.3 982*+ 1023t ga1t " "
5 4.4 13.2 - 992+t 995+ ++ _9827+ " "
6 4.0 13.5 g60™+ 959t 9;66+++ " "
4.0 13.8 ggo*t+ 981t 987 *+ m n
8 L. 24 14,1 981 %+ 988+t g5zt " "
9 4.05 12.8 985t gzptt 936+ " "
10 4.6 13.7 986+ 988™++  gggt " "
11 k.55 4.4 1002+ 998+ i "



Lote pH Humedad P.Quimica P. Microb. Tox. [.R,
CuSOh Yodom.

o o mcg/mg mcg/mg

12 Lo F 3.4 9567 963+ 984+t Pasa Pasa
13 4o 13.1 980++ 98yttt 931t " "
1% ko 13.8 993++  1000*++ 987+ neon
15 40 13.5 981++  9B7t++ 967+ " "
16 4o 13.5 979+ 983+++ 950+ N "
17 4.7 13.3 g72+++ 970*+ 932* ‘" "
18 b1 13.1 - gueH+ g1t g3gHt T
19 .05  13.4 gl7t g951++ 9g2+t++ u "
20 k.25 13.9 967"+ 981+t L7t o 1"
21 h.2 13.8 967++ g77++* 929* " "
22 ’_ k.0 13.6 g5gttt  goitt 926* " "
23 k.o 13.5 958*++  ggott 931 * " "
24 Ly 13.2 935%+ 928* 962+ " L
25 4.0 13.2 966™+ 976*+t oo™ " i
26 4.0 13.4 gh7*++ ghs*t 958+++ " 1"
27 4.0 13.4 965+++ 963+t . 938+ " L
28 4,05 13.7 g78+++ ghlyt+ 93kt " "
29 4.0 14.0 986+ 992+++ 980* " "
30 k.0 - 14,0 982++ 7 9oyttt 959+ 1 "
31 4,03 13.9 gly7++ 961 +++ 943+ 1 L
32 L.25  13.7 ol + lylyt+ 986+ L L

L6



Se sefalan en las listas anteriores con 1, 2 y 3 asteriscos, -
los diversos grados de potencia encontrados para cada lote por los - -

tres diferentes métodos de valoracion empleados.

+ representa los valores mas bajos.
++ representa los valores intermedios.
K}

+++ representa los valores mas altos

De la comparacion de estos resultados, sefialamos para el méto-

do microbioldgico, lo siguiente:

1) Porcentaje de valores con potencia mas baja: - 71.9%
2) Potrcentaje de valores con potencia intermedia: 9.4
3) Porcentaje de valores con potencia mas alta: 18.7°

: 100.0 %

Para el método yodométrico:

1) Porcentaje de valores con potencia mas baja: 18.8 %
2) Porcentaje de valores con potencia intermedia: 31.2

3) Porcentaje de valores con potencia mas alta: 50.0

100.0 %
Para el método de sulfato de cobre:
1) Porcentaje de valores con potencia mas baja: 9.4 %
2) Porcentaje de valores con potencia intermedia: 59.3
3) Porcentaje de valores con potencia mas alta: 31.2
100.0 %
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CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en la parte experimental de este -

trabajo puede concluirse lo siguiente:

1.- El método microbioldgico, reconocido oficialmente como el
procedimiento de eleccion para determinar la potencia de cualquier ti-
po de ampici[ina, no siempre es el mas acertado ya que: ‘'Los procedi=
mientos bioldgicos son generalmente menos p}ecisos, requieren mas tiem
po y estan mas condicionados que las valoraciones quimicas''. Asi, se -
ha observado que es éste un método que esta sujeto a miltiples factores,
como son: comportamiento.del microorganismo, variaciones en la tempera
tura de incubacidn, efectividad del medio de cultivo y manipulaciones.
Por otra parte, queda demostrade que un alto porcentaje de resultados -
tienden a ser bajos én relacién a los otros métodos de valoracidn pro-
bados, De lo expuésto anteriormente, puede deducirse que esta técnica
no es aconsejable para analisis de productos en-proce503 sino mas bien
para materia prima y producto terminado en que es indispensable la de-

terminacidn de la potencia microbioldgica.

2.~ Para la determinacidn de la potencia en cualquier ampicili=-
na, el método yodométrico es el mads adecuado, sobre todo para el anali-
sis de productos en. proceso, cuando se requiere, por ejemplo, determinar
la homogeneidad de una mezcla y su contenido, para poder continuar con
el proceso y cuando el factor tiempo es de suma importancia, ya que es -

éste un método rapido, con el que se tienen resultados reproducibles y -
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con el que es posible trabajar varias muestras en serie, dos muestras -
patrdn y doce muestras problema, los cuales dan Tugar a un total de 52

titulaciones: 26 blancos y 26 muestras reaccionantes. Para lograr lo an
terior, es necesario contar con el equipo apropiado como son microbure=~
tas, pipetas, jeringas semi-automaticas y agitadores magnéticos, con -

lo que se logra rapidez y precision.

L.- El método espectofotométrico con buffer de sulfato de cobre
es poco practico y requiere de un tiempo igual o mayor que el método de
yodo. Se encontrd que pequefias fluctuaciones en la temperatura, variacion
en el perfodo de calentamiento, asi como en el de enfriamiento y entre
este Gltfmo y la determinacidn de la absorbantcia de las muestras, afec-
‘tan los resultados. Adgmés. la necesidad de utilizar un blanco para cada

muestra ocasiona que la determinacion en serie se dificulte.

5.~ La prueba de toxicidad es sencilla y relativamente sin pro-

blemas. Ninglin lote analizada ha resultado tdxico.

6.- En el caso del contenido de humedad, se encontrd que es Gtil
emplear el método de Karl Fischer (B.P.) ya que con &l se obtienen resul-
tados confiables, siendo, ademds, mids preciso que el de secado al vacio.

(c. F. R.),

7.- Se considera que la determinacidn del contenido de ampicilina
es de poca importancia, ya que el mismo se puede deducir de la potencia -

encontrada.
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8.- En el caso de la identificacidn, se piensa que el espectro
de absorcidn al infrarrojo es suficiente para garantizar la idoneidad

de la muestra.
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