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INTRODUCCION 

El objetivo principal del presente trabajo es la búsqueda de 

un método adecuado para cuantificar la actividad farmacológica de 

la Ampicilina; se desarrolló en base al conocimiento clásico de la 

hidrólisis que sufre la Penicilina G de la cual se han reportado 

varios trabajos. 

Es sabido que la Ampicilina al igual que la Penicilina G es 

susceptible de sufrir degradación de tipo hiarolítico, en consecuen

cia, es necesario efectuar un minucioso estudio para poder deter

minar cuál o cuáles de los métodos· químicos existentes hasta 

ahora puede sustituir eficazmente al método microbiolÓgico. 

Las ventajas derivadas del uso del método químico adecuado, 

es la disminución de tiempo y exceso de manipulación que ocasiona 

el método microbiológico. 

Por tal motivo sé probaron simultáneamente los métodos 

microbiolÓgico, yodométrico, sulfato de cobt-·e y acidimétrico; 

siempre y cuando se valore el grupo responsable de la actividad 

farmacol-Ógica de Ampici l ina. 
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GENERALIDADES 

El Trihidrato de Ampicilina (B. P.) o el Acido 6- O(-)-

-< Aminofenilacetamido Penicilánico, cuya fórmula estructural es 

Se presenta como un polvo microcristalino blanco, inodoro y 

de sabor amargo, contiene del 12 al 15% de agua en peso; una solución 

al 0.25% tiene un pH de 3.5 a 5.5, es soluble 1 en 150 de agua, casi 

insoluble en alcohol, acetona, cloroformo, éter y aceites fijos. 

Su obtención está patentada por Doyle et Al U.S. pat. 2~985,648 

(1 961 ); eidem Brit pat 902,703 (1962 a Laboratorios Beecham). (1) 

El Trihidrato de Ampicilina es una penicilina de origen semi-

sintético, ácido resistente, con acción bactericida de amplio espectro, 

atáxico; su molécula es desactivada por la penicilinasa. 

Actúa semejante a la Bencilpenicil ina contra los microorganis-

mas Gram positivos incluyendo Estreptococcus faecalis, Estreptococcus 
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penumoniae y Estreptococcus hemolíhco, aunque es menos potente 

que aquella tiene una acción parecida a las Tetraciclinas y al 

Cloranfenicol contra microorganismos Gram negativos particular-

mente Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Salmonellas y 

Shigellas, la L isteria monocitogenes es altamente sensible. Sus 

concentraciones inhibitorias mínimas son del rango de O. 2 a 5 mcg. 

por ml. (2) 

Absorción y Eliminación.- La Ampicilina es relativamente estable· 

en secreciones gástricas y es absorbida en el tracto gastro-intestinal 

después de administración por via oral. Sus concentraciones máximas 

en suero son obtenidas a las dos horas y se han reportado en un rango 

de o. 8 a 8. 5 mcg. por ml. Un 20% está unido a proteínas plasmáticas 

en la circulación. Difunde através de la placenta, y se ha encontrado 

en concentraciones altas en él lÍquido cefaloraquídeo cuando las menin-

ges están infectadas. Un 30% de una dosis oral es excretada en la 

orina en 6 a 8 hrs. 

Las concentraciones urinarias van desde O. 25 a 2. 5 mg. por 

m l. Una concentración alta es alcanzada en la bilis. Su eliminación 

renal es retardada cuando se usa Probenecid. 

La mejor vía d~ administración se considera la intramuscular 
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por que presente un caso farmacocinético interesante debido a que 

el proceso de absorci6n es más lento que su proceso de eliminaci6n. (3) 

Dosis.- 1 a 6 gramos diarios en dosis divididas. 

~·- 1 .15 gr. de Trihidrato de Ampicilina es equivalente aproxima

damente a 1 gr. de Ampicilina. 

Mecanismo de Acci6n.- La Ampicilina actúa atacando la pared celular 

microbi¡:ma, la cual está formada de una estructura rígida que entre 

otras cosas, protege la frágil membrana citoplásmica de la alta 

presi6n osm6tica del interior de la célula. Si algunas alteraciones 

son introducidas a la pared celular , la membrana citoplásmica puede 

ser lastimada~ y a no ser que la célula esté en un medio ambiente de 

alta presi6n osm6tica, se lisq. 

En la mayoría de los organismos Gram positivos, por ejemplo 

el Estafilococcus aureus, la pared celular está constituída por una 

estructura compleja hecha de una variedad de materias polímeras que 

incluyen· la lipoproteína, lipopolisácarido, ácido teichoico y mucopép

tido. El mucopéptido parece ser una molécula gigante muy enredada 

que da la rigidez y forma a la célula. Esta estructura se denomina 

"murcin sacculus" (del latín murus = muro, pared). El mucopéptido 

está formado por D-N Acetilglucosamina alternada con unidades de 
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Acido N-Acetilmurámico unidos beta (1-4) en ambos casos. Unido 

por vi'a del carbonilo del ácido murámico que es el 3-D -Lactil éter 

de la D-Glucosamina, está una cadena polipeptídica de composición 

variable según la especie de bacteria. En el caso de Estafilococcus 

aureus esta cadena pept(dica está formada de L-alanina, O-ácido 

glutámico, L-lisina y D-alanina. El ácido glutámico en los precur

sores de la pared celular está libre pero es convertido a la amida 

antes de su incorporación a la pared celular .. Finalmente en S. aureus 

los hilos de murcina están atravezados por puentes que contienen 5 

unidades de glicina para formar as( el Sacculus mure( no. Estos 

puentes unen el E-ami:no de la L-lisina de una cadena con el carbonilo 

terminal D-alanina de otro. Este concepto de la pared celular fué 

propuesto por Wise y Park (4). Ver figura 1. 

Las series de reacciones complejas que ocurren para llegar a 

la formación de la pared celular fueron resumidas por Park (5). Inter

mediarios claves en la formación de los nucléotidos de uridina que 

contienen el ácido murámico. De gran importancia es el hecho de que 

el péptido de muramilo del nucleótido descrito por Park contiene una 

unidad más de D-alanina que el polímero presente en la pared. Un 

número de investigadores ha contribuído al presente conocimiento de 

la secuencia metabólica que va desde la UDP-N-Aceti lglucosamina al 

UD P-N-Aceti lmuramilpentapéptido (Nucleótido de Park). Se puede 

resumir diciendo que esta transformación consiste en 5 pasos. .El 
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pentapéptido de muramilo es transferido al fosfol(pido unido a la 

membrana con retenci6n de la ligadura de alta energía del Pirofos

fato .. Mientras que está unido a este componente de la membrana 

una unidad de N-Acetilglucosamina es adicionada vía UDP-N-Acetil

glucosamina para dar lugar al fosfol(pido-P- P- disacárido-penta

péptido unido a la membrana. Cinco unidades de glicina son entonces 

adicionadas por secuencia al agrupamiento E-amino de la L-lisina 

en la cadena pentapeptídica. La unidad disacárida-pentapeptídica

pentagl icínica, es entonces finalmente unida transfiriéndose del 

transportador lípido al aceptar, supuestamente la cadena creciente 

del oligomuropéptido, con liberaci6n del fosfato inorgánico y el tra;,s

portador fosfolípido. Todo lo que permanece de la formaci6n del 

Sacculus de mure( na es la cadena laterial intercruzada de la glicina 

a un pentapéptido cercano, con la eliminaci6n de la unidad terminal 

de la o- alanina del Último. 

La penicilina interfiere con la transpeptidasa intercruzada 

responsable de atacar el puente pentaglicínico unido a la penúltima 

D-alanina de la unidad pentapeptídica vecinal. La penicilina tiene 

una gran afinidad por el sitio activo de la enzima. Al abrirse el 

anillo betalactámico resulta en la formaci6n de una ligadura covalente 

por acilaci6n de la enzima, causando su inactivaci6n. O sea en con

centraciones altas compite con la porci6n terminal de D-alani 1-D-alanina 
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• 

Pared Celular "Sacculus Murein" de Park. Figura 1 • . 
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por el sitio activo de la enzima. (5) 

Mecanismo de Degradación de la Ampicilina.- Basado en el conoci-

miento clásico de las reacciones de hidrólisis de la penicilina G (6) 

y la de repor'tes más recientes (7, 8, 9) los datos obtenidos en este 

estudio indican que el grupo amino de la cadena lateral de la ampici-

lina participa de forma significativa en el promedio pero no en el 

mecanismo de degradación. A pésar de la complejidad de las rutas 

de degradación la unión inicial de la estructura del anillo Blactámico 

parece ser el responsable de la degradación observada en solución. 

Las reacciones degradati vas se muestran en el esquema o figura 3 

(1 O). 
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Estabilidad de la Ampicilina.- La extrema susceptibilidad de las 

drogas tipo penicilina a los ácidos-bases y penicilinasas es debido 

a que el anillo ¡.J-lad:ámico de cuatro miembros está elongado por 

unas 10 a 20 Kcal/mol, en comparaci6n con el anillo ¡'S lactámico 

pept(dico normal (6). Sin embargo, la relativa estabilidad ácida de 

esta droga es debida a la estructura qu(mica de la cadena lateral. 

La Ampicilina es 200 veces más estable a los ácidos que la Penici

lina G (11) y parece ser que el grupo amino de la cadena lateral en 

la Ampicilina es el responsable de este fen6meno, el grupo amino 

tampién debe ser estereoespec(fico, porque el is6mero L (+) de la 

Ampicilina (12) es mucho menos activo que su is6mera 0(-) que es 

el usado médicamente. Se ha visto en la literatura (13) que el grupo 

RNH3 forma puentes de Hidr6geno con las moléculas de agua ro

deantes. Austin, et al. (14) y Grant yAlburn (15), reportan que el 

grupo amino cargado es el asociado con las moléculas de agua que 

forman los hidratos de la Ampicilina. 

Es importante resaltar, que no debe asumirse que la forma 

hidratada de Ampici lina sea la más estable en forma s6lida. Grant 

y Alburn (15) reportaron que en forma s6l ida el monohidrato es 

menos estable que el anhidro, especialmente a temperaturas altas 

y se supone que es debido a la hidr6lisis inicial que la molécula de 

agua origina. 



.¡ 
' 
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REVISION BIBLIOGRAFICA 

Con el descubrimiento de la Penicilina en 1929 por Sir 

Alexander Fleming se originaron una serie de estudios e investiga

ciones hasta demostrar en 1940 su utilidad potencial para controlar 

las infecciones (1 6). 

En 1943 se sugiere una posible estructura de la penicilina 

en base a las investigaciones desarrolladas en Merck y Oxford y 

es hasta 1945 que con métodos cristalográficos de Rayos X se 

confirma un sistema de anillos (!Jlactámico y tiazolidina. Estos 

grupos son responsables de la actividad de la penicilina a nivel 

de pared celular originando una interacción en la bios(ntesis de 

la misma. (1 7) 

La Ampicil'ina es una penicilina semisintética cuya obtención 

está patentada ( 1 ) . 

Abraham y Chaín en 1942 después de una serie de observa

ciones llegaron a la conclusión que en presencia de al ca lis se inactiva 

la penici.l ina debido a la formación de un grupo ácido, esto fué de gran 

utilidad para la búsqueda del método adecuado para el análisis de la 

penicilina. (1 8) 
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También Foster vió que cuando la penicilina es inactivada 

por penici linasa se forma un grupo ácido (19). 

Murtaugh y Levy aportan una titulaéiÓn potenciométrica de 

la penicilina con enzima penicil inasa e Hidróxido de Sodio O. 02 N 

a pH- 6.8 como condición. (20) 

John J. Scudi proporciona un método calorimétrico basado 

en la formación de un grupo cromóforo etilendiamínico (22), y 

además propone un micrométodo utilizando un compuesto de fuerte 

fluorescencia que es la 2-metoxi-6-cloro-(J'aminoetil)-aminoacri

dina. (23) 

Un método singular originado por Richard J. Henry y Riley 

D. Housewright versa sobre la formación de co2 y su medición 

manométrica, al actua·r sobre la molécula de penicilina la penicilina-

sa. (21) 

Método Birner basado en la medición calorimétrica de deri

vados nitrado de la tenoximetilpenicil ina y el ácido fenoxiacético en 

muestras de fermentación (24). 

Dorothy J. Hiscox, utiliza un método a partir del análisis 

químico de penicilinas cristalinas usando Ferricianuro de Potasio 

como agente oxidante y titulando con Sulfato Cérico al O. 01 N 



- 13 -

usando como indicador Setopalina. (25) 

Edward A. Garlock Jr. y Donald C. Grove efectúan la determi

naci6n cuantitativa de Bencilpenicilinas por absorci6n al ultravioleta. 

(26) 

El método de B.A. Pappas y J. D. Duerr es una evaluaci6n por 

rotaci6n 6ptica en Aceite de Sésamo extrayendo con Cloroformo y 

Formamida. (28) 

A.H. Thomas y R.A. Broadbridge estudiaron una separaci6n 

electroforética de penicilinas y ácidos peniciloicos con su consiguien

te evaluaci6n microbiol6gica de la penicilina. (27) 

Un método digno de estudiarse más a fondo es el diseñado por 

S .C. Pan en el Instituto Squibb para Investigaci6n Médica en New 

Brunswick, N. J., está basado en que el ácido peniciloico producido 

al tratar penicilina con alcalis reduce el ácido ArsenomolÍbdico direc

tamente a temperatura ambiente ( 22* a 28* C) en la presencia de 

trazas de Cloruro Mercúrico. La absorbancia del Azul de Molibdeno 

producido, medido con un filtro de 660 mM, es proporcional a la con

centraci6n de ácido peniciloico usado. Cuando el ácido peniciloico es 

calentado en baño de agua hirviente en una soluci6n ácida (O .1 N) de 

ácido sulfÚrico, 98-99% de su poder reductor es destruído en 5 minu

tos. La penicilina puede ser extraída hasta en un 93% por una sola 

extracci6n con me ti l-isobuti l cetona a pH - 5. 5 o menor ,cuando la 
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fase acuosa está saturada al 80% con Sulfato ·de Amonto. El ácido 

pentctlotco, que permanece casi completamente (97%) en la fase 

acuosa a pH = 5.5 puede ser extraído también eficientemente (93%) 

cuando el pH de la fase acuosa es bajada a menos de 3.0. Trazas 

de impurezas contaminantes pueden ser determinadas por separado 

como blancos después de destruír el ácido peniciloico por calenta

miento en una solución ácida. Basados en estos principios un método 

fué desarrollado donde estos dos componentes pueden ser determina

dos simultáneamente en muestras de fermentaciones de penicilina. 

La especificidad de la reacción reductora del ácido arsemo

lÍbdico:- Relativamente pocas sustancias reducen el ácido arseno

molíbdico a temperatura ambiente. Aldehidos, compuestos sulfhi

dr(ticos, azúcares reductores y compuestos fenólicos (monohídri

cos) todos fueron incapaces de reducirlo sin calentamiento. Los 

compuestos que sí son capaces de reducir el ácido arsenomol Íbdico 

en frío (22-28*C) incluyendo las sales inorgánicas altamente reducto

ras tales como la ferrosa y estanosa, ácido ascórbico, fenoles poli

hÍdricos, tales como la hidroquinona, etc. Pero al utilizar blanco se 

eliminan. 

Una parte importante de este método es la concentración del 

Sulfato de Amonio que produce el efecto de Salting-Out en la extrae-

ción. 
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El método propuesto consiste esencialmente en una determi

nación directa de penicilina y un cálculo del ácido peniciloico por 

diferencia. (29) 
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METODOLOGIA 

El Trihidrato de Ampicilina utilizado para realizar los diver

sos experimentos fué proporcionado por Quinonas S.A. y la materia 

de referencia fué el Trihidrato de Ampicilina de la International 

Chemical Reference. Su identificación se efectuó con un análisis 

infrarrojo y para comprobar su pureza y posible presencia de conta

minantes se efectuó el siguiente método: 

Método Cromatográfico en Placa Fina:-

Preparación de placas de Sihca Gel G o fase fija. 

Colocar en un recipiente la cantidad necesaria de polvo seco 

de SÍlica Gel "G". Adicionarle agua destilada lentamente hasta la 

formación de una crema espesa y añadir cloroformo hasta que la 

maséil- fluya limpiamente por las paredes del recipiente. Posterior

mente se sumergen las placas de vidrio cuantas veces sea ·necesario 

para obtener una capa fina y uniforme, se dejan secar al medio am

biente: 

II Solvente o fase móvil. 

Solución de Metanol: Ac~tona 1-1 en cantidad suficiente. 

III Revelador. 

Para ello se utilizaron vapores de Iodo Metálico. 
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IV M;;tterial necesario. 

Tubos capilares para aplicación de Las muestras diluí das. 

Tanque cromatográfico de saturación con el solvente. 

Tanque cromatográfico con vapores de Iodo para revelar. 

V Técnica. 

a) Aplicar las diluciones de la Ampicilina Trihidrato 

(25, 50 y 100 microgramos), de ácido peniciloico y 

de glicina, por medio de tubos capilares. 

b) Colocar las placas en el tanque q,romatográfico y dejar 

correr el solvente durante 20 minutos al cabo de los cuales 

se sacan las placas y se marca el lugar adonde llegó el 

solvente. 

'~,·· 
e) Después se traspasan las placas a un tanque cromato-

gráfico de revelado con Iodo y se dejan revelar cinco minu-

tos, después inmediatamente al sacarlas se marca el area 

de las manchas . 

d) Sacar el Rf respectivo donde: 

Ra distancia recorrida por muestra 

Rx distancia recorrida por sol vente 

VI Resultados. 

Se observó dos contaminantes que se identificaron como 

glicina y ácido peniciloico respectivamente. Comparando 

contra muestras de contenido conocido. 
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u 

Se concluye que .es necesario utilizar un método que no 

tenga interferencias con el ácido peniciloico ni con la 

glicina principales contaminantes de la Ampicil ina fíribidrato. 
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Método Hidroxi lamina 

Este método se basa en el hecho de que la penicilina reacciona 

rápidamente con la hidroxilamina para dar ácido hidroxámico que 

forma un complejo púrpura con el ion férrico el cual puede ser de

terminado colorimétricamente. 

Soluciones: 

a) Soluci6n de Hidroxilamina 4.0 M 

Se utilizan sustancias de marca Mallinkcrodt. 

Clorhidrato de Hidroxilamina 

Agua destilada cbp 

70 gr 

250 ml 

b) Soluci6n de Hidroxilamina 4.0 M con Hidr6xido de 

Sodio 3.0 N 

Se mezclan volúmenes iguales. La soluci6n resultante 

(pH = 6.4) tiene una estabilidad limitada y se debe usar dentro de 

24 horas. 

e) Soluci6n amortiguadora de Fosfatos pH "" 7 .o 

Fosfato de Potasio monobásico 

Agua destilada cbp 

1 .36 gr 

200 ml 

Ajustar el pH antes de aforar con una soluci6n de Hidr6xido de 

Sodio 0.2 M siendo aprox. 30 ml 
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d) Solución amortiguadora de Acetatos: 

Acido Acético O. 1 N 

Acetato de Sodio 0.1 N 

1 volumen 

4 volúmenes 

e) Solución de Cloruro Férrico al 10% en Acido Clorhídrico 

0.1 N 

II Técnica: 

a) Preparación de las muestras. 

Pesar exactamente las cantidades apropiadas de Ampici l ina 

Trihidrato, disolver y aforar con solución amortiguadora de fosfa

tos pH = 7. O para lograr una concentración final de 2 mi ll imoles. 

b) Preparación del blanco: 

Se efectúan las mismas diluciones que para las muestras, 

exceptuando la previa hidrólisis con Hidróxido de Sodio de la Am

picilina para eliminar así cualquier interferencia por contaminan

tes presentes en la muestra. 

e) Desarrollo de color: 

Se toman 2 ml de la solución problema agregar 2 ml de solu

ción amortiguadora de Acetatos, haciendo lo mismo con el blanco y 

se agregan 2 ml de solución de hidroxilamina; dejar transcurrir 

exactamente 2 minutos al cabo de los cuales se les agregan 2 ml de 
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ácido clorhídrico y 2 ml de la solución de cloruro férrico. Deben 

leerse exactamente a los 15 minutos de iniciada la reacción a 

540 mM. 

III Resultados: 

Debido a la suma inestabilidad del color y el estricto con-

trol del tiempo no fué posible el lograr valores comparables para 

este método quedando incluído sólo como un método digno de efec-

tuarse y estudiarse más a fondo. 

IV Reacción: 

/s, 
P.( o 1\1&.1 eH- e c.\ ( C:~J \. 

(c.-o 1 ', ""DO· -- ;N-c.H-u 

' A NlloH JI. 
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V Conclusiones: 

Esta reacci6n no es específica para penicilina, pues muchos 

esté res, anhídridos y amidas también reaccionan con hidroxilamina 

para producir ácidos hidroxámicos. La hidroxilamina puede reac

cionar también con aldehídos o cetonas para dar eximas que forman 

complejos coloridos con el ion férrico. Pero se eliminan usando 

blanco. El inconveniente del método es su estricto control del tiem

po especialmente entre la adici6n del cloruro férrico y la lectura 

en el colorímetro debido a la naturaleza inestable del color. (30) 
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Método MicrobiolÓgico -Cilincjro Placa- F. D .A. 

El fundamento de este método está basado en la potencia 

antimicrobiana que presenta la molécula de Ampicilina como se 

explicó anteriormente. 

Medios de Cultivo: 

Se utilizan ingredientes que cumplan los requisitos des

critos en la U.S. P. o N.F. 

a) El Agar nutriente para mantener al microorganismo de 

prueba, debe contener las siguientes sustancias: 

Peptona 6.0 g 

Caseína 4.0 g 

Extracto de Levadura 3.0 g 

Extracto de Car-ne 1 .5 g 

Dextrosa 1 .o g 

Agar 15.0 g 

Agua Destilada c.b.p. 1000 ml 

pH de 6.5 a 6.6 después de esterilizarse 

b) La existencia en el mercado de medios de cultivo des

hidratados, los cuales solamente requieren su previa hidratación 

y esteri 1 ización para ser uti 1 izados, son de gran comodidad amén de 
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reunir todos los requisitos indispensables, como es el caso del 

~ 

· Antibiotics Medium No. 1 de Merck & Ca. usado en este método. 

e) El medio para la resiembra de la cepa, preparada con 

24 horas de anticipación se distribuye en tL!bos con medio previa-

mente inclinados, al igual que el medio base (21 ml por caja p?tri 

de 9 cm de diámetro por 2 de alto) y el medio semilla (4 ml por 

caja petri) que contiene la cepa ajustada en su número de células. 

II Soluciones: 

a) Para efectuar las diluciones necesarias del estandar y 

muestra de Ampicilina trihidratada se usa una solución de Buffer 

de Fosfatos de Potasio de pH de 8 que contiene: 

Fosfato de potasio d1básico 16.730 g 

Fosfato de potasio monobásico 9.523 g 

Diluí das con agua destilada y aforada la solución a 1000 m l. 

b) Es necesaria una solución salina isotónica estéril para 

la recolección del cultivo y preparación de la suspensión a una 

concentración adecuada. 

III Material:* 

Además del común se utilizan tapas de porcelana glaceadas 

por fuera, micropipetas y un vernier o el Antibiotic Zone Reader 
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de Fisher-Lilly, as( como los penicilindros de acero inoxidable. 

IV Técnica: 

a) Preparación del Estandar: como estandar se usa el 

Trihidrato de Ampicilina de la lnternational Chemical Reference, 

pesado en una cantidad apropiada, disuelto y aforado a 1000 ml, 

de esta solución se toman las alicuotas necesarias para preparar 

las siguientes diluciones: 

O. 064, o. oso, o. 125 y O. 156 as( como en mayor cantidad el punto 

medio de 0.100 microgramos por ml. Debidamente preparadas y 

en cantidad suficiente con la solución amortiguadora de fosfatos~ 

b) Preparación de la Muestra: pesar una cantidad apro-

piada de la muestra, disolverla con la solución amortiguadora de 

fosfatos y aforar a: 1000 ml; se toma una alicuota de 1 ml y se lleva 

a 100 ml con la solución de fosfatos quedando una concentración 

final de O .1 00 microgramos por m l. 

e) Preparación del microorganismo de prueba: el micro-

organismo de prueba utilizado es la Sarcina Lutea (ATCC 9341) 

mantenido en tubos inclinados de agar. La resiembra se efectúa 

en tres tubos preparados con 24 horas de anticipación, incubándolos 

de 32* a 35* C, el crecimiento es recolectado con un poco de solu-

ción salina y perlas de vidrio, pasar la suspensión a un matraz 
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erlenmeyer pequeño, ajustar por diluci6n estandarizando dicha 

suspensi6n, de tal manera que una diluci6n de 1 :40 tenga una trans

mitancia de luz de un 25% usando un fotocolorímetro adecuado con 

filtr&de 580 milimicrones. 

d) Preparaci6n de la capa semilla: se funden 100 ml de 

agar, agregar 2 ml de la diluci6n de cepa previamente preparada 

teniendo cuidado de mantener la temperatura entre 40 y 45*C donde 

se recomienda el uso de un baño maría con temperatura constante. 

*Nota: Todo debe estar perfectamente estéril excepto el medidor de 

inhibici6n para evitar cualquier contaminaci6n y alguna posible al

teraci6n en los resultados. 

e) Preparaci6n de las placas: se colocan 21 ml del agar 

en cada una de las cajas petri (capa base) distribuído uniformemente, 

se deja solidificar, posteriormente agregar 4 ml de la capa semilla 

en cada caja tratando de distribuirla Lo más uniforme y liso posible, 

dejar solidificar. Colocar los penicilindros 6 por caja de tal manera 

que estén a intervalos de 60* en un radio de 2. 8 cm. 

f) Colocaci6n de las diluciones de la curva: para ello se 

requieren de 3 cajas por diluci6n y cada caja con 6 penicilindros, 

tres de ellos contienen la diluci6n del punto medio de correcci6n y 
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los otros 3 del punto correspondiente, de manera alternada. 

Incubar las cajas de 18 a 24 hrs. a una temperatura de 32*C, 

ya cubierto el tiempo de incubación medir los halos con el Antibiotic 

Reader o con un Vernier. 

g) Método de recopilación de los valores obtenidos y su 

interpretaciÓn: en una tabla como la que se muestra en la siguiente 

página se anotan los valores resultantes al medir los diámetros del 

halo de inhibición de cada penicilindro. Los valores obtenidos se 

grafi.can en papel semilog, la concentración en el eje de las ordena

das y el diámetro de inhibición en milímetros en el eje de las abscisas. 

Se efectúan las correcciones de cada uno de los puntos de la gráfica 

y el problema, usando para ello el punto medio correspondiente. Se 

aplican las fórmulas de punto alto y punto bajo especificadas anterior

mente. Y se traza una l í~·ea uniendo estos dos puntos. Para interpre

tar los resultados obtenidos de las muestras se ve donde corresponde 

el diámetro del halo de inhibición obtenido y extrapolando al eje de 

las ordenadas se obtiene la actividad real de la muestra en microgra-

mas. 

V Efectividad del método microbiológico. 

Basándonos en el hecho de que la estructura fundamental de 

las penicilinas comprende 3 átomos asimétricos de carbono uno de 

los cuales es compartido por los anillos tiazol idina y betalactámico, 
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los cuales están íntimamente relacionados con la actividad micro-

biana de los compuestos. Cualquier tratamiento que cause ruptura 

del arreglo de los tres átomos de carbono asimétricos ya sea rom

piendo el anillo de la tiazolidina o el betalactámico resulta en dis

minución de la actividad óptica pero en especial en la pérdida 

total de actividad antimicrobiana:.J 

Se decidió efectuar una hidrólisis básica en una muestra 

previamente a su dilución, para utilizarse en el método microbio-

lÓgico. Esta hidrólisis se efectuó con Hidróxido de Sodio 2 N que 

fué neutral izado con Acido Clorhídrico 2 N a los 15 minutos. Lo-

grándose ver la total desaparición de su capacidad inhibitoria al 

desarrollo de Sarcina Lutea. 



Número 
placa 

1 

2 

3 ' 

Prom~ 
dio 
C?~re~ 
ClOn 
Ajus- · 
tado 

PA 
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0.064 o. 100 0.080 

17. o 19.6 19.6 

16.6 19.6 19.0 

16.7 20.1 18.9 

16.8 20.3 18. 5 

16.8 19.9 19.2 

16.7 19.6 19.2 

17.1 19.5 19.5 

16.8 19.8 19.6 

16.6 19.6 19.6 

16.8 19.8 19.2 

+0.1 +0.1 -0.1 

16.9 19.9 19 .1 

3E + 20 + C-A 

5 

0.100 0.125 

19.8 21. 1 

19.5 21.2 

20.1 21. 1 

20.3 21.5 

19.6 22.0 

20.1 21.5 

19.5 22.2 

20.5 21.7 

20.5 21.7 

20.0 21.6 

-0.1 +0.3 

19.9 21.9 

22.7 PB 

0.100 0.156 o .100 

19.1 22.3 2f. o 

20.5 21.6 19.7 

20.1 22.4 20.0 

19.8 22.8 19.5 

19.5 23.0 19.6 

20.5 22.0 19.8 

19. 5 23. o 20.6 

19.6 23.3 20.6 

20.1 22.3 19.5 

19.6 22.5 20.0 

+0.3 -0 .1 -0. 1 

19.9 22.4 19.9 

3A + 2B + C-E 
5 

17.3 
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Número 1 Q 1.100' 2 Q 0.100 3Q o .100 4 Q o .100 
placa 

20.6 19.5 20.4 21.4 21. 1 20.0 19.5 19". 8 

1 20.1 19.4 20.5 20.2 19.8 22.1 21 .o 19. 5 

18.7 19.5 19.5 20.2 21.5 20.5 20.5 20.1 

19.3 18.6 20.8 19.6 20.5 19.6 20.4 20.3 

2 19.8 20.0 19.7 20.3. 21.7 20.4 21.4 19. 6 

19.8 21. o 20.5 19.6 19.5 20.4 20.5 20. 1 

20.0 19.1 20.0 20.5 20.2 20.3 20.2 19. 5 

3 20.1 21. 5 19.9 20.0 20.2 21.0 20.2 20.5 

20.1 19.9 20.1 20.1 20.0 19.9 21.4 20.2 

Prome 19.8 19.8 20.2 20.2 20.5 20.5 20.6 20.0 
dio 

e o ·n:: ~s +0.3 -0. 1 -0.4 +0.1 
ClOn 

Ajus- 20.1 20.1 20.1 20. 1 20.1 20. 1 20.7 20. 1 
tado 
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Número 0.064 0.100 placa 

16.6 19.6 

1 16.8 19.6 

16.7 19.7 

16.7 19.8 

2 16.0 20.5 

16.8 19.5 

16.8 19.5 

3 16. 7 19.6 

16. 1 19.6 

prome- 16.6 19.7 
dio 

Corre~ 0.0 0.0 

Ajust~ 16.6 19.7 do 

PA 3E + 20 + C-A 

5 

- 33 -

0.080 0.100 

19. 1 19.5 

19.0 19.8 

19.2 19. 6 

19.3 19.6 

18.5 19. 5 

17. 9 19.6 

18. 1 19.5 

17.8 19.6 

17. 9 19.8 

18.5 19.6 

+O. 1 +0.1 

18.6 19. 7 

22. 9 

0.125 

22.0 

21.9 

22. 1 

22.0 

20.8 

20 ~7 

. 20. 7 

21. 6 

21.5 

21.5 

+0.1 

21.6 

PB 

0.100 o. 156 o. 100 

19.6 23.0 19.5 

19.5 22.5 19. 6 

19.6 23.0 19.6 

19.6 22.5 19. 5 

19.6 22.5 19.6 

19.7 23.0 19.6 

19. 6 22.5 19. 6 . 

19. 5 22.5 19.5 

19. 6 23.0 19.6 

19.6 22. 7 19.7 

+0.1 0.0 0.0 

19.7 22.7 19.7 

3A ;t- 2B + C-E 
5 

16.8 
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Número 5 Q 0.100 6Q placa 
o. 100 7Q o .100 8Q 0.100 

19.6 19.5 20.0 19.6 20.0 19. 5 18.7 19.5 

1 19.5 19.6 19.5 19.8 20.1 19.6 20.0 19. 5 

19.5 19.6 20.0 19. 5 19.6 19.7 20.0 20.0 

19.3 19.6 19.5 19. 5 19. 6 19.2 18.6 19. 1 

2 19.6 19.6 19.6 19.6 20. 1 19.6 19. 5 19.9 

20.0 19. 6 19.5 19.6 20. 1 19. 6 19. 5 19. 5 

19.6 19.5 20.0 19.6 20.4 19.8 19. 5 19.5 

3 19.6 19.6 20.0 19. 5 20.1 19.5 19.4 19. 2 

19.9 20.0 19.9 19.6 20.0 19.6 19. 5 19.5 

Prome- 19.6 19.6 19.8 19.6 20.0 19.6 19.4 19. 5 
dio 

Corree :;0. o 0.0 0.0 {).0 0.0 0.0 o. 1 o. 1 
ción 

Ajust_! 19.6 19.6 19.8 19.6 20.0 19.6 19. 5 19.6 
do 
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Numero 0.064 0.100 placa 

19.7 23.0 

1 19.5 22.7 

20.0 22.0 

20.6 23.0 

2 23. 1 24.0 

18.4 27. o 

20.1 22.5 

3 21. o 25.0 

18.1 22.5 

Prome 20.1 23.5 dio 
Corree o. 4 ¿ 0.4 ción-
Ajus- 20.5 23.1 tado 

1 

PA 3E + 20 + C-A 

5 

0.080 

23.0 

20.4 

21.3 

22.6 

21.6 

27.5 

21. o 

22.0 

23.5 

22.0 

0.0 

22.0 

26.3 

- 36 -

0.100 0.12~ 

23.0 25.5 

25.0 24.6 

22.0 24.5 

23,0 23.8 

23.0 25.5 

23.0 24.3 

23.5 22.9 

22.5 22.9 

23.0 23.0 

2 3. 1 24.1 

0.0 0.6 

23.1 24.7 

PB 

o. 100 0.156 

22.8 26.0 

22.0 26.0 

22.0 25.8 

22.5 25.8 

22.1 25.8 

23. 1 26.0 

23.0 27.0 

23.0 27.0 

21.6 26.9 

22.5 26.3 

0.6 0.2 

23.1 26.5 

3A + 2B + C-E 
5 

o. 100 

24.0 

22.6 

23.6 

23.1 

23.5 

22.4 

22.8 

23.3 

24.6 

23.3 

0.2 

23.1 

20.4 
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Número 9 Q 0.100 10Q o .1 00 llQ o. 100 12 Q o .1 00 
placa 

22.7 22.6 22.9 24.0 22.9 23.0 23.2 23. 1 

1 22.6 22.4 23.0 22.9 23.0 24.0 23.2 24.0 

22.6 22.6 22.5 22.9 23.2 23.5 24.0 23.4 

22.5 23.0 22.0 22.5 23.2 23.5 23.2 23.8 

2 22.0 23.4 23.0 23.0 23.4 24.0 24.0 23.4 

23.1 23.4 23.5 23.0 22.0 22.4 23.5 24.0 

23.2 24.0 22.0 23.5 23.0 23.0 24.2 23.0 

3 22.8 24.0 23.0 23.6 22.5 23.0 22.0 23.0 

24.0 23. 2 23.7 23.9 24.0 23.0 24.0 24.8 

Pro me 22.8 23.2 23.0 23.3 23.0 23.3 23.5 23.6 dio 
Corree 0.2 0.2 o .1 0.1 0.1 0.1 0.2 0.2 ,..;ñi1 

Ajusta 
do - 23.0 23.4 23.1 23.4 23.1 23.4 23.3 23.4 



·-

: :-1 : ;- - - r ! • f ~ le¡- - • - :_ :.- ,_- -_: - -- - '-·--._·: ~ -~~· .. · .. ·t.:·· r·:: ·;: ~~-. . .. :~~·- !:i ~-~-~::-~_;:~ . _ _.__._ - ~--

'f ¡ 
t-1 -f[ 

¡l- ~it! ij_ 

r-~n Tlt ~ tL_ 
nlH:Hí
ltr 'b= 
l1tt _t +t 

1- ~- ; - : • 



Número 0.064 o. 100 
olaca 

20.0 21. 3 

1 19.5 19.7 

18.3 19.7 

19.0 20.2 

2 19. 1 19.0 

19.5 20.2 

18.5 20.7 

3 .18.5 19. 1 

18.3 19.7 

· Prome 19.0 20.0 dio 
Corre_g 

riñn..:. 
0.0 0.0 

Aj u s t,9: 
do '"" 

19.0 20.0 

PA 3E + 20 +C-A 
5 
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0.080 

19.9 

19.9 

19.5 

19.9 

19.8 

19. 5 

19.2 

19.5 

19. 7 

19.7 

0.0 

19.7 

21.4 

0.100 0.125 

19.7 19. 5 

19.2 21.0 

19.7 20.6 

20.3 21.0 

20.7 20. 5: 

19.2 21.7 

20.2 20.9 

20.9 21. 5 

19.8 21.2 

20.f.l 20.9 

0.0 0.0 

20.0 20.9 

PB 

0.100 0.156 

19.8 21. 5 

19.8 21.4 

19.9 21.5 

19.7 21.4 

21.7 21.9 

20.0 20.2 

20.§ 23.0 

19.9 21.2 

19. 9 19.8 

20.0 21.3 

0.0 0.1 

20.0 21. 4.' 

3A + 28 +C-E 
5 

0.100 

19.9 

19.5 

20.0 

20.3 

19.5 

19.5 

20.6 

20.3 

20.3 

19.9 

o. 1 

20.0 

18.8 
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Número 13 Q o. 1 oc 14Q o. 100 15Q 0.100 16Q o. 100 
placa 

19.7 19.5 19.9 20.3 21.0 19.4 20.2 20.5 

1 20.2 19.4 19.5 20.0 20.0 19.9 21.3 19.8 

20.1 19.6 20. 1 20. 1 19.7 20.4 20.3 20.5 

20.3 20. 1 20.0 20.0 19.5 20.2 18.9 19.5 

2 19.9 20.6 20.2 20.3 19.2 19.9 20.3 20. 1 

19.8 20.2 20.1 20.1 19.1 20.2 21.3 19.6 

19.9 20.2 20.3 20.2 19.5 20. 1 20. 1 20.3 

3 19.7 20.4 20.6 20.2 20.0 20.0 19.0 20.1 

20.3 20.3 20.0 20. 1 19.9 19.8 20.0 19.5 

Pro me- 19.9 20.0 20.1 20.1 20.1 20.0 20.1 20. 1 dio 
Corree 0.1 0.1 0.0 0.0 0.1 o. 1 0.0 0.0 
ción-

Ajusta 20.0 20. 1 20.1 20.1 20.2 20.1 20.1 20.1 do -
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Número 0.064 o. 1 oc placa 

17.1 18.6 

1 16.5 18.4 

17. o 18.7 

16.8 18.5 

2 16.0 18.4 

16.3 18. 1 

1 7. 1 18.7 

3 17. 1 18.7 

17.2 18.6 

Prome- 16.8 18.5 
dio 

Corree 
ción- 0.0 0.0 

Ajust~ 16.8 18.5 do 

PA 3E + 20 + C-A 

5 

- 42 -

o. 08( 0.100 

17.4 19.0 

17.3 18.5 

17. 1 18.4 

17.5 18.4 

17.6 18.5 

17.4 18. 5 

18.0 18.7 

17.2 18.1 

18.0 18.5 

17.5 18.5 

0.0 0.0 

17.5 18.5 

20.5 

0.125 0.100 0.156 

19. 9 

19.9 

19.5 

19.9 

19.7 

19.8 

19.5 

19.2 

19.5 

19.7 

0.1 

19.6 

PB 

18. 5 20.0 

18.6 19.5 

18.5 20.0 

. 18.9 20.6 

18.9 21. o 

18.5 19. 5 

18.9 20.5 

18.5 21.2 

18.0 20. 1 

18.6 20.3 

0.1 0.1 

18.5 20.4 

3A + 2B + C-E 
5 

o .100 

18.5 

18.2 

18.0 

18.0 

19. 1 

17.8 

18.9 

18.5 

18.5 

18.4 

o. 1 

18.5 

16.7 
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Númerc 17Q 0.100 18Q 0.100 19Q o. 100 20Q o .100 placa 
17.6 18. 5 19.5 18.2 20.0 18.9 18.5 18. 9 

1 20.5 17.8 18.3 18. 2 19.5 19.1 18.6 18.8 

18.7 18.5 18.3 18.5 18.3 18.9 19.0 18. 5 

18.0 18.5 18.9 18.5 19. o 19.0 18.6 18.5 

2 19.1 18.6 18.7 18. 1 19. 1 18.7 18.3 18.3 

18.6 18.8 18.3 18.2 19. 5 18.6 18.5 18.5 

19.0 18.8 18.5 18.1 18.5 18.8 19.0 18.6 

3 18.1 18.8 18.0 18.2 18.5 19.0 17.7 18.5 

18.7 18.5 18.0 17.9 18.3 18.9 18.5 18.5 

Prome 18.7 18.6 18.5 18.3 19.0 18.9 18.5 18.6 dio 
Corre~ 

e i ón- 0.0 0.0 0.3 0.3 0.3 0.3 0.0 0.0 

Aj us-
tado 18.7 18.6 •18. 2 18.6 18.7 18.6 18.5 18.6 
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Número 
placa 0.064 o .1 00 

16.5 17.2 

1 15.5 16.4 

16. 1 15. 1 

14.9 16.9 

2 14.0 18.0 

14.0 18.0 

14.8 16. 7 

3 15.0 16.9 

14.6 16.9 

Prome 
dio 

14.8 16.9 

Corree 0.3 0.6 ción 
Aj ust_! 14. 5 16.6 do 

PA 3E + 20 + C-A 
5 
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0.080 0.100 

17. o 16.9 

16.0 16.1 

16.5 16.0 

15.5 17. 1 

17. 1 16.9 

16.6 16.5 

16. 1 16.5 

17.1 16. 5 

16.4 17. o 

16.3 16.6 

0.0 0.0 

16.3 16.6 

19.6 

o. 12 ¡ 

18. 7 

18.7 

18.6 

18.9 

19.6 

18.6 

18.6 

18. 7 

18.7 

18.8 

o. o 

18.8 

PB 

0.100 0.156 

15. 6 20.0 

15. 3 21.5 

16.7 20. 1 

16. 1 19.4 

14.1 20.3 
-

16.6 19.0 

16.6 17. 5 

16.9 18.9 

16.3 19.6 

16.6 19. 5 

0.0 0.0 

16.6 19. 5 

3A + 28 + C-E 
5 

o. 100 

16.6 

16.8 

16.7 

16.7 

16.0 

16.8 

16.8 

16.7 

16;1 

16.6 

0.0 

16.6 

14.6 
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N umerc 21 Q o .100 22 Q 0.100 23 Q 0.100 24 Q 0.100 placa 

17.2 17.0 15.1 17.0 15.9 16.9 15. 5 16. 5 

1 17. 1 16.6 13.8 16.9 15. 1 16.5 17 .o 16.4 

17.0 16.7 15.5 16.9 16.0 17.0 16. 5 16.4 

16.9 16.8 14.5 17. 1 17.0 17.3 16.4 15.6 

2 17.3 16.8 15.7 17. o 17.1 16.8 17.4 17.0 

17.8 16.7 13.5 16.8 17.3 17. 2 i6.5 18.0 

17.7 17. 1 14.2 16.4 17.5 16.9 16.2 16.1 

3 17.6 16. 8 14.2 16.6 17.2 17.0 16.2 16.5 

17.4 16.6 14.0 16.7 17. o 16.7 17. 4 16.9 

Prome 17.3 16.8 14.5 16.8 16.9 16.9 16.6 16.8 dio 

Con e~ 
ClOO 

1)0, 0 0.0 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 

Ajust~ 
do 17.3 16.8 14.5 16.8 16.8 16. 8 16.6 16.8 
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Método Espectrofotométrico utilizando Buffer de Fosfatos y 

Sotuci6n de Sulfato de Cobre: 

Este método está fundamentado en el uso de una soluci6n 

amortiguadora de Sulfato de Cobre responsable de la formaci6n de 

un compuesto colorido debido a la interacci6n del ion cobre con el 

anillo intacto betalactámico de la molécula de Ampicilina. 

Pesar 15.22 g de Fosfato Dibásico de Sodio (Merck) coto-

carta en un matraz aforado de un litro, se agrega agua destilada 

suficiente hasta disoluci6n total y adicionar una sotuci6n caneen-

trada de ácido cítrico para ajustar el pH de 5.15 a 5.2, poste-

riormente añadir 15 ml de una sotuci6n de Sulfato de Cobre (Baker) 

al O. 4o/o y aforar a 1 000 mt con agua destilada.* 

II Se utiliz6 ta técnica señalada por la Farmacopea Británica 

de 1 968 y la cual refiere: 

Disolver 120 mg de Ampicilina Trihidratada Estandar 

exactamente pesados, adicionar agua destilada suficiente para 

completar 1 00 mt, tomar una alicuota de 2 ml y llevarla a 1 00 ml, 

con una soluci6n amortiguadora de Sulfato de Cobre; transferir 

1 O ml de la soluci6n resultante a un tubo con tapa de plástico, ca-

tentar a baño maría durante 30 minutos a 75*C enfriar rápidamente 

a temperatura ambiente y ajustar el volumen si es necesario a 

Nota: Utilizar Buffer recientemente preparado. 
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1 o ml con agua destilada; leer la extinción en una celda de 1 o ml 

\~y-y\ 

a un máximo de 320 mM usando como blanco la misma solución 

amortiguadora de Sulfato de Cobre con la Ampici.lina sin calentar 

previamente. 

Calcular la cantidad de Ampicilina Trihidratada efectuando 

la misma operación con la muestra comparando· los resultados. ,pon 

la siguiente fórmula: 

Absorción de la muestra 
X 100 

Absorción del estandar 

III Desarrollando la técnica anterior para efectuar la valoración 

de Sulfato de Cobre se obtuvo una curva como la indicada en la grá-

fica 1 . El espectrofotómetro utilizado fué un Spectronic 505 de 

Bausch & Lomb . 

IV Efectividad del método de Sulfato de Cobre. 

Para hacer notar la efectividad de esta téc~ica y su compro-

bac;ión se ejecutó el siguiente experimento: 

Tomar una muestra de Ampici.lina Trihidratada, previamente 

hidrol izada en medio b~_sico y posteriormente neutralizado para 

constatar si los derivados inactivos farmacológicamente, de la Am-

picilina Trihidrato, forman complejos con el cobre, los cuales ser(an 

factibles de detectarse espectrofotométricamente. Ver gráfica 1 

anterior. 
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Al desarrollar lo anterior se observ6 que en la muestra 

previamente hidrolizada, no hay absorci6n y por consiguiente no 

existe la formaci6n del complejo Cobre-Ampicilina hidrolizada. 

En síntesis podemos suponer la gran efectividad del método usado, 

debido a la formaci6n del complejo, con el anillo intacto betalactá-

mico de la ampicilina; al cual al efectuarse la hidr6lisis por 'I'Yledio 

del calor en presencia de cobre y como sabemos que es éste el 

anillo responsable de la actividad antimicrobiana; concluímos la 

conveniencia de efectuar este método para valorar Ampicilina. 

Como nota se recomienda efectuar un estandar cada vez que 

se realice una valoraci6n debido a que la temperatura y el tiempo 

de calentamiento afectan proporcionalmente a los valores de lec-

tura. 

V Reacci6n química del Sulfato de Cobre con la Ampicilina 

+ 

..,. 1-t z. so11 
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Método Yodométrico F. D .A. 

Soluciones: Para cubrir los requerimientos de la U. S. P; 

es conveniente el uso de sustancias que cumplan todos los requi-

sitos exigidos por tal motivo en este método se utilizaron sustan-

cias Marca Mere k. 

a) Soluci6n Buffer de Fosfatos al 1% y pH = 6 contenidq: 

Fosfato dibá:sico de potasio 2 g 

Fosfato de potasio monobásicó 8 g 

Agua destilada e. b. p . 1000 ml 

• 
b) Soluci6n de Hidr6xido de Sodio 1 N. Contenido: 

Hidr6xido de Sodio 40 g 

Agua destilada c.b.p. 1000 ml 
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e) Soluci6n de ácido clorhídrico 1 .2 N contenido: 

A e ido Clorhídrico al 38. 6%, se toma una 

al (cuota de 113.3 ml y se aforan a 1 000 con agua destilada. 

d) Soluci6n 0.01 N de YodO. Contenido: 

De acuerdo con la USP XVIII 100 ml de soluci6n de YQdo 

valorado O. 1 N se aforan a 1000 .ml con agua destilada. 

e) Soluci6n valorada de Tiosulfato de Sodio o. 01 N 

contenido: 

De una soluci6n valorada de Na2s 2o3 O. 1 N tomar una 

alícuota de 1 00 ml y aforarla a 1 000 con agua destilada. 

f) · Soluci6n Indicadora de Almid6n: 

Un gramo pulverizado de almid6n es disuelto en 1 O ml de 

agua destilada fría, agregar 200 ml de agua caliente y poner a 

hervir hasta obtener una soluci6n translÚcida, se deja sedimentar 

y utilizar el lÍquido transparente. 

I I Técnica: 

Se us6 la señalada por el FDA la cual dice: Dilu(r una muestra 

pesada (30 mg aprox) de Ampicil ina Tri hidratada en una soluci6n 

Buffer de Fosfatos al 1% de pH = 6 para tener concentraci6n aprox .. 

de 1.2 mg por ml. 
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Tomar dos matraces erlenmeyer yodométricos y adicionar a cada 

uno 2 ml de la solución anterior, marcarlos co,n el número uno y 

dos. 

Al número uno agregar 2 ml de NaOH N y dejarlo a 

temperatura ambiente 15 minutos, protejido de la luz, al final de 

este tiempo adicionar 2 ml de HC1 1 .2 N y 1 O ml de solución de 

12 0.01 N (volúmenes iguales de Na OH 1 N y HC1 1 .2 N dan 

pH · - 1 . O) después de 15 minutos titule el exceso de yodo usando 

Na2s 2o
3 

O. 01 N, cercano al final de la titulación agregue un~ gota 

de solución de almidón; se continua titulando lentamente y se sus-

pende cuando la coloración del complejo yodo-almidón desaparece. 

Al matraz número dos que se utilizara como blanco se le 

agrega 1 O ml de solución de yodo O. 01 N procediendo a titular 

1 1 1 Cálculos: 

a) Teóricos 

Miligramos de. 
Ampicilina Trt
hidratada por ml. 

Diferencia.~en títul.o X poterTcia 
del estandar en mg/rhl 
Peso Muestra (mg) en 2. O ml )(< F 

Donde F es igual al número de ml. de' 12 0.01 N absorbi
dos por 1 mg de Ampicilina Trihidrato Estandar. 

b) Prácticos 

Standar 
Problema 

X 

todo por 1 00. 

mg Standar X Eq en mg X aforo del problerri 
aforo del std. mg del problemJ 
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Ejemplo: 

3 . 9 X 30 X 25 X 1 00 
3.9 25 30 

1 00% 

IV Resultados: 

Se efectuó la misma operación con 25 muestras de la misma 

materia prima dando los siguientes resultados: 

Muestra Blanco Problema Diferencia 

Std. 9.1 3.9 5.2 

9.1 3.9 5.2 

2 8.9 3.8 5.1 

3 9.0 3.9 5.1 

4 9.1 3.85 5.15 

5 9.0 3.85 5.15 

6 9.0 3.9 5.1 

7 9.2 4.0 5.2 

8 9.0 3.9 5.1 

9 9.2 4.0 5.2 

10 9.0 3.8 5.2 

11 8.95 3.85 5.10 

12 9.0 3.9 5.1 

13 . 9.1 3.9 5.2 

1'4 9.1 3.9 5.2 

15 8.95 3.9 5.05 
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Muestra Blanco Problema Diferencia 

16 9.2 4.0 5.2 

17 8.95 3.85 5.1 o 

18 9.1 3.9 5.2 

19 9.05 3.85 5.20 

20 8.95 3,9 5.05 

21 9.0 3.9 5.1 

22 9.1 3.9 5.2 

23 9.0 3.9 5.1 

24 9.2 3.97 5.23 

Penici loico 4.4 4.45 o.o 

Se comprobó así que una ampicilina degradada ya no forma complejo 

con el yodo de acuerdo con la Última valoración efectuada. 
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Solución val~~ada de Acido Perclórico 0.1 N 

Se mezclan 8. 5 ml de ácido perclórico con 500 ml de ácido 

acético glacial, se deja enfriar y se le añade anhídrido acético y 

aforar a 1 000 ml con ácido acético glacial. Valorándose de la 

siguiente manera: Pesar exactamente 700 mg de Biftalato de pota-

si o, previamente molí do y secado a 120* durante 2 horas, se disuel-

ve en 50 ml de ácido acético glacial en un matraz erlenmeyer de 

250 ml. Agregar 2 gotas de Indicador de Violeta Cristal 'S.R. titu-

landa con la solución de ácido perclórico hasta que el color violeta 

cambie a verde esmeralda. Se deduce el volumen de ácido perclÓrico 

consumido por 50 ml de ácido acético glacial, se calcula la normali--

dad. Cada 20.42 mg de Biftalato de Potasio es equivalente a 1 ml de 

ácido perclóri.co O. 1 N. 

I I Técnica: 

De acuer-·do con lo señalado por el FDA, referente a titulación 

de la amina de la Ampicilina Trihidratada y que nos dice: 

Transfiera una cantidad exactaménte pesada de 400-500 mg 

de muestra a un erlenmeyer de 250 ml., agregue 50 ml de ácido 

acético glacial, y mientras se agita, caliente en un baño de agua a 

?O*C hasta que la muestra esté completamente disuelta. Agregue 3 
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gotas de una soluci6n al O. 5'% de Violeta Cristal en Acido Acético 

Glacial como indicador. Se titula con Acido Percl6rico O. 1 N en 

Acido Acético Glacial hasta el primer punto verde claro. Cada mi.li

li.tro de ácido perct6rico 0.1 N es equiyalente a 34.94 mg de Ampici

li.na . Clacule el contenido de Ampici.l ina en relaci6n a ia base anhidra. 

I 1 I Resultados: 

Al efectuar las valoraciones result6 imposible ver el vire 

correcto usando como indicador Violeta de Cristal pÚes di6 en todos 

los casos el doble o más de porciento de valor del verdadero, aunque 

fué constante este error, se anotan a continuaci6n los valores obtenidos, 

aunque no es correcto su resultado. 

Muestra 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

m l. gastados 

5.2 

5.1 

5.1 

5.1 

5.1 

5.2 

5.0 

5.0 

5.0 

Muestra m l. gastados 

14 5.1 

15 5.1 

16 5.4 

17 5.1 

18 5.0 

19 5. 1 

20 5.0 

21 5.0 

22 4.9 
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Muestra m l. gastados Muestra ml. gastados 

10 5.1 23 5.1 

11 5.0 24 5.2 

12 5.1 25 5.0 

13 5.0 
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IV Conclusiones: 

Es un método además de inexacto, costoso, sumamente 

peligroso por las quemaduras que produce y la dificultad para lograr 

ver el vire del indicador debido al color azul verde claro que resulta. 

y su alta sensibilidad a la humedad del aire. Es un método espec(fico 

para medir el número de grupos amino en una sustancia y sólo sirve 

para cuantear su existencia, no mide la parte responsable de la ac-

tividad antimicrobiana de la ampicilina trihidratada pu~s reacciona 

igualmente con el ácido peniciloico inactivo y la glicina. 

O l.¿ 

+ l-ICIO., ---t c:.u,--<..1. e~o..,-
\,u 

Aunque el ácido acético glacial es obviamente un sol vente 

ac(dico se puede considerar también anfiprótico, a tal grado que es 

protonado por el ácido perclórico. Otros indicadores que se pueden 

utilizar son además del potenciométrico con electrodos de vidrio y 

de cloruro de litio, el alfanaftobenceno, azul brillante de cresol, 

rojo de cresol, tetrabromofenoltetraclorosulfonftale(na, tropelin 00, 

azul de timol, xanthidrol y azul de bromo fenal. Higuchi y Bodin (31 ), 

recomiendan el uso de Rojo de Quinaldina que vira de rojo a incoloro. 
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Método con Hidróxido de Sodio del B, P Addendum 1964 

Soluciones: 

a) Hidróxido de Sodio O. 1 N 

Es preparado a partir del Hidróxido de Sodio 1 Normal o 

puede utilizarse una solución valorada de la marca Sigma S.A. 

b) Solución de Acido ClorhÍdrico 0.1 N 

Es preparada de la misma manera que la solución anterior 

usando en este caso Acido clorhídrico 1 N. 

I I Técnica: 

Se disuelven aprox. 500 mg e?<actamente pesados de Tri

hidrato de Ampicili.na en 1 00 ml de agua libre de dióxido de carbono, 

ajustando el pH electrométricamente a 9. 60 a 25*C con Hidróxido 

de Sodio, se sacan los electrodos de la muestra y se enjuagan escu

rriendo en la muestra original con agua libre de dióxido de carbono. 

A la solución obtenida se calienta durante 30 minutos en B. M. des

pués de agr·egarle 50 ml de NaOH O. 1 N, evitando la absorción de 

co2 , enfriar a 25* C. Colo'car otra vez los electrodos y se titula a 

pH = 9. 6 con ácido clorhídrico O. 1 N manteniendo la temperatura a 

25* C a través de la titulación. Se repite la operación con un blanco 

libre de Ampicilina Trihidratada. La diferencia entre las titulacio

nes representa la cantidad de Hidróxido de Sodio requerido. Cada 
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ml de Hidr6xido de Sodio 0.1 N es equivalente a 0.03494 mg. de 
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ESTUDIO ESTADISTICO 

Método Microbiológico: 

Xn-X ( Xn 
- )2 No. Xn - X 

1 23.0 0.12 0.0144 

2 23.1 0.02 0.0004 

3 23. 1 0.02 0.0004 

4 23.3 o .18 0.324 

I: 92.5 0.34 0.3392 

X 23.12 e 1" 

V n-1 

(J =JI: (Xn-x) 2 
0.106 e = 0.0588 n-1 

1 No. Xn Xn-X (Nx - x/] 
5 20. 1 o. 1 0.01 

6 20. 1 0.1 0.01 

7 20. 1 o. 1 0.01 

8 20.7 0.5 0.25 

I: 81. o 0.8 0.28 
X 20.2 

(J = 0.3054 e = 0.1098 
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-
x>2 No. Xn Xn - X ( Xn -

17 18. 7 0.18 0.032 

18 18.2 o. 32 0.102 

19 18.7 0.18 0.032 

20 18.5 0.02 0.000 

E 74.1 0.70 0.166 

-
X 18.52 

(J = 0.2352 e = 0.01363 

No. Nx Xn - x (Xn - x)2 

21 17.3 1.0 l. 00 

22 14.5 1.8 3.24 

23 16.8 0.5 0.25 

24 16.6 0.3 0.09 

E 65.2 3.6 4.58 

x 16.3 
--~ 

(J = l. 23 5 e = 0.7130 
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Exp a n a n - (J ( a· n -a ) 2 

1 0.1060 0.1i58 0.0134 

2 0.3054 0.0836 0.0069 

3 0.3680 0.1462 0.0213 

4 0.0816 0.1402 0.0196 

5 0.2352 0.0134 0.00017 

6 1.2350 1.0132 1.0265 
¿ 1.3312 l. 5124 1.0897 

c. 0.2218 

-
(J 0.4667 e = 0.0424 
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I I Método de. Sulfato de. Cobre.: 

- 2 1 

No. Xn Xn - X (Xn - X) 

Std. 0.530 0.013 0.0002 

1 0.550 0.033 0.0010 

2 0.535 0.018 0.0003 

3 0.520 0.007 0.0000 

4 0.515 o. 002 0.0000 

5 0.516 0.001 0.0000 

6 0.504 0.013 0.0002 

t 3.620 0.245 0.0034 
-
X 0.517 

a= 0.00752 e = 0.00306 

- 2 
No. X Xn - x {Xn - X) 

7 0.610 0.020 0.0004 

8 0.592 0.002 0.0000 

9 0.585 0.005 0.0000 

10 0.570 0.020 0.0004 

11 0.570 0.020 0.0004 

Rl!f 0.613 0.023 0.0005 

I: 3.153 0.090 0.0017 

x 0.590 

a= o. 01844 e = 0.00712 
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~..:..----~-~·· 

- 2 
No. Xn Xn - X ( Xn - X) 

12 0.605 0.005 0.000025 

13 0.605 0.005 0.000025 

14 0.612 0.012 0.000144 
15 0.620 0.020 0.00040 

16 o. 611 0.011 0.00012 

17 0.590 0.010 0.00010 

18 0.580 0.020 ·o.ooo4o 

19 o. 577 0.023 0.00053 

20 0.605 0.005 0.00025 

I: 5.405 o. 111 0.001292 
-
X 0.600 

CJ = 0.0127 e = 0.00453 

- z 
No. Xn Xn - X (Xn-X) 

21 0.422 0.012 0.00144 
22 0.454 0.020 0.0004 

23 0.445 o. 011 0.00012 
24 0.430 0.004 0.000016 

25 0.422 0.012 0.000144 

I: 2. 17 3 0.059 0.000824 
-X 0.434 

. C1 = 0.01435 e = 0.00717 
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I I I Método Yodométrico 

No. Xn Xn - X (Xn "'" x) 2 

1 5.20 0.05 0.0025 

2 5.20 0.05 0.0025 

3 5.10 0.05 0.0025 

4 5. 10 0.05 0.0025 
5 5.35 0.20 0.040 

6 5.25 o. 10 0.010 

7 5.10 0.05 0.0025 
8 5.20 0.05 0.0025 

9 5.20 0.05 0.0025 

10 5.10 0.05 0.0025 

11 5.20 0.05 0.0025 

i:. 12 5.05 o .10 0.0100 

13 5. 10 0.05 0.0025 

14 5.20 0.05 0.0025 

15 5.20 0.05 0.0025 

16 5.00 0.15 0.0225 

17 5.20 0.05 0.0025 

18 5.1:0 0.05 0.0025 

19 5.20 0.05 0.0025 

20 5.20 0.05 0.0025 
21 5.05 0.10 0.0100 

22 5 .D5 0.10 0.0100 
23 5.20 0.05 0.0025 

24 5. 10 0.05 0.0025 

25 5.23 0.08 0.0064 

¿ 128.88 l. 7 3 0.1540 

X 5.15 

a = 0.00616 e = 0.00123 
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IV Método ACidimétrico 

No. Xn Xn - X ( Xn - x)2 

1 5 .. 2 0.12 0.0144 

2 5.1 0.02 0.0004 

3 5 .1 0.02 0.0004 

4 5. 1 0.02 0.0004 
5 5. 1 0.02 0.0004 

6 5.2 0.12 0.0144 

7 5.0 0.08 0.0064 
8 5.0 0.08 0.0064 
9 5.0 0.08 0.0064 

10 5. 1 0.02 0.0004 

11 5.0 0.08 0.0064 

12 5. 1 0.02 0.0004 
13 5.0 0.08 0.0064 

14 5.1 0.02 0.0004 

15 5. 1 0.02 0.0004 

16 5.4 o. 32 0.1024 

17 5.1 0.02 0.0004 
18 5.0 0.08 0.0064 

19 5. 1 0.02 o. 0004 

20 5.0 0.08 0.8064 

21 5.0 0.08 0.0064 

22 4.9 o .18 0.0324 

23 5.1 0.02 0.004 

24 5.2 0.02 0.0144 

25 5.0 0.08 0.0064 

E 127.0 l. 82 0.2400 -
X 5.08 e = e 

- 2 m 
E (Xn-X) 0.09798 e = 0.0196 
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CONCLUSIONES 

I Cromatografía en Placa Fina: 

Et te método es muy adecuado para determinar la pureza de 

la Ampicilina y. al mismo tiempo sus impurezas, ya sea de síntesis 

o degradación, el problema en este método se presenta en la e lución 

de ésta en el soporte; si no se tiene experiencia, los recobros no 

son constantes . 

I I Método Microbiológico: 

Es indudable que el mejor método de valorar los antibióticos 

en forma general es el método microbiológico, ya que realmente se 

pone de mánifiesto la aCtividad de éste frente a un microorganismo 

vivo. Las limita..ci.ones son: exceso de material, manipulaciones, 

mantenimiento de la cepa, contar con un departamento de microbio

logía, personal experimentado en este tipo de operaciones y final

mente la interpretaci.ón de los resultados. 

I I I Método de Hidroxilamina: 

Este en principio sería un método adecuado para la cuantifi

cación de la Ampicilina, pero presenta varias limitaciones, ya que 

la preparación al momento de los reactivos, as( como el efectuar el 

! 
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desarrollo de color y la lectura en un tiempo determinado ocasiona 

el no obtener en forma contínua y constante las lecturas. 

IV Método del Aci.do Perclóri.co: 

Este, i.gual que el anterior, es un método muy inexacto, ya 

que siendo un método que se debe hacer en medi.o anhi. dro con la pre

sencia de agua se pueden afectar grandemente los resultados, al mis

mo tiempo que el vi. re del i.ndi.cador es un punto que no es posible. 

V Método de Hi.dróxi.do de Sodi.o: 

De los métodos estudiados, es uno de los más inexactos, esto 

es debí. do a los muchos factores; los que se ti.enen que controlar, 

si.endo uno de ellos el co2 ambiental y como la valoración es de los 

grupos carboxi.los, es fáci.l que se puedan cometer errores. 

VI Método Yodométri.co: 

Es, dentro de todos, el que se encuentra más di.fundi.do en 

cuanto a su uso, y casi. se puede afirmar que cualquier laboratorio. 

tiene este método montado. 

Las l i.mitaci.ones que se pueden anotar al respecto son: 

he~bi.li.dad del personal para ver el vire, tiempo y condiciones de la 
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reacción del yodo con la Ampicilina, preparación del blanco, ya que 

de ello depende que se detecte la Ampici.lina farmacolÓgicamente 

activa, y los posibles excipientes presentes. 

VII Método del Sulfato de Cobre: 

Después de la serie de estudios realizados, se concluye que 

es el más adecuado para la valoración de la Ampici.lina, con las va

riantes de: aumentar el tiempo de reacción a 60 minutos y depender 

del material adecuado para alcanzar la temperatura deseada para 

poder efectuar la lectura, sin embargo, se observó que se obtienen 

los resultado!:? en cuanto a densidad óptica constante, dando una idea 

de la reproductividad del método. Además es una reacción específica 

para la Ampicilina, ya que en ella interviene el anillo beta-lactámico 

responsable de la acción farmacológica. 
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