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INTRODUCCION

El objetivo principal del presente tr‘abajo'es la blsqueda de
un método adecuado para cuantificar la actividad farmacolégica de
la Amp;icilina; se desarrollé en base al conocimiento clésico de la
hidrdlisis 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 degradacién de tipo hidrolitico, en consecuen-
cia, es necesario efectuar un minucioso estudio para poder deter—
minar cudl o cudles de los métodos quimicos existentes hasta

ahora puede sustituir eficazmente al -método microbiolégico.

L.as ventajas derivadas del uso del método quimico adecuado,
es la disminucibén de tiempo y exceso de manipulacién que ocasiona

el método microbiolbgico.

Por tal motivo sé probaron simultdneamente los métodos
microbiolégico, yodométrico, sulfato de cobre y acidimétrico;
siempre y cuando se valore el grupo responsable de la actividad

farmacolbgica de Ampicilina.



GENERAL.IDADES

El Trihidrato de Ampicilina (B.P.) o el Acido 6 = D(-) -
= Aminofenilacetamido Penicilénico, cuya férmula estructural es

C1 6H1 9N304S 3H,0O tiene un peso molecular de 403.5

0)

e
CgHyg~CHCONH

Se presenta como un polvo microcristalino blanco, inodoro y

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

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 obtencién estd patentada por Doyle et Al U.S. pat. 2,985,648

(1961); eidem Brit pat 902,703 (1962 a Laboratorios Beecham). (1)

El Trihidrato de Ampicilina es una penicilina de origen semi-—
sintético, Acido resistente, con accién bactericida de amplio espectro,

atdéxico; su molécula es desactivada por la penicilinasa.

Actda semejante a la Bencilpenicilina contra los microorganis-

mos Gram positivos incluyendo Estreptococcus faecalis, Estreptococcus



penumoniae y Estreptococcus hemolitico, aungue es menos potente
que aquella tiene una accidén parecida a las Tetraciclinas y al
Cloranfenicol contra microorganismos Gram negativos particular—
mente Escherichia céli, Haemophilus influenzae, Salmonellas y
Shigellas, la Listeria monocitogenes es altamente sensible. Sus
concentraciones inhibitorias minimas son del rango de 0.2 a 5 mcg.

por mi. (2)

Absorcién y Eliminacién.— La Ampicilina es relativamente estable-

en secreciones gésfr‘icas Ay es absorbida en el tracto gastr.‘o—intestinal ’
después de administracién por via'or‘al . Sus concentraciones méaximas ?
en suero son obtenidas a las dos horas y se han reportado en un rango 1
de 0.8 a 8.5 mcg. por mi. Un 20% estéd unido a proteinas plasméticas :
en la circulacién. Difunde atr;avés de la placenté, y se ha encontrado
en concentraciones altas en el liquido cefaloraquideo cuando las menrih—
ges estén infectadas. Un 30% de -un'a dosis oral es excretada en la

’

orina en 6a 8 hrs.

L.as concentraciones urinarias van desde 0.25 a 2.5 mg. por
ml. Una concentracidén alta es alcanzada en la bilis. Su eliminacién
renal es retardada cuando se usa Probenecid.

3,

T
s Y L. s : :
La mejor via d? administracién se considera la intramuscular



por que presente un caso farmacocinético interesante debido a que

el proceso de absorcidén es més lento que su proceso de eliminacién. (3)

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

Nota.~ 1.15 gr. de Trihidrato de Ampicilina es equivalente aproxima-

damente a 1 gr. de Ampicilina.

Mecanismo de Accibén.— La Ampicilina actla atacando la pared celular

microbiana, la cual estd formada de una estructura rigida que entre
otras cosas, protege la frégil membr‘ana’ citopldsmica de la alta
présién osmbtica del irterior de la célula. Si algunas alteraciones
son introducidas a la par;ed celular , la membrana citopldsmica puede
ser lastimada, y a no ser que la célula esté en un medio ambiente de

alta presién osmética, se lisa.

En la mayoria de los organismos Gram positivos, por ejemplo
el Estaf{lococcus aureus, la pared celular estd constituida por una
estructura compleja hecha de una variedad de materias polimeras que
inleyen‘ la lipoproteina, lipopolisdcarido, Acido teichoico y mucopép-
tido. E1 muceopéptido parece ser una molécula gigante muy enredada
que da la rigidez y forma a la célula. Esta estructura se denomina
"murcin sacculus' (del latin murus = muro, pared). El mucopéptido

estd formado por D-N Acetilglucosamina alternada con unidades de



Acido N-Acetilmurdmico unidos beta (1-4) en ambos casos. Unido

por via del carbonilo del 4cido murdmico que es el 3—-D -Lactil éter
de la D-Glucosamina, estd una cadena polipeptidica de composicién
variable segln la especie de bacteria. En el caso de Estafilococcus
aureus esta cadena peptidica estd formada de t_~alanina, D-4cido
glutdmico, L~-lisina y D-alanina. El &cido glutdmico en loé precur-~
sores de la pared celular esté libre pero es convertido a la amida
antes de su incorporacién a la pared celular. Finalmente en S. aureus
los hilos de murcina estan atr'avezédos por puentes que contienen 5
un{dades de glicina para formar asi el Sacculus mureino. Estos
puentes unen el E—ami'n.o 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 formacidn de la pared celular fueron resumidas por Park (5). Inter— -
mediarios claves en la formacidn de los nucléotidos de uridina que
contienen el &cido murdmico. De gran importancia es el hecho de que
el péptido de muramilo del nuclebdtido descrito por Park contiene una
unidad més de D-alanina que el polimero presente en la pared. Un
ndmero de investigadores ha contribuido al presente conocimiento de
la secuencia metabblica que va desde la UDP-N-Acetilglucosamina al
UDP-N-Acetilmuramilpentapéptido (Nucleétido de Park). Se puede

resumir diciendo que esta transformacién consiste en 5 pasos. .El



pentapéptido de muramilo es transferido al fosfolipido unido a la
membrana con retencién de la ligadura de alta energia del Pirofos—
fato.. Mientras que estd unido a este componente de la membrana
una unidad de N-Acetilglucosamina es adicionada via UDP-N-Acetil-
glucosamina para dar lugar al fosfolipido-P- P- disacdrido—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 pentapeptidica. La unidad disacarida—-pentapeptidica—
pentaglicinica, es entonces finalmente unida transfiriéndose del
transportador lipido al aceptor, supuestamente la cadena creciente
del oligomuropéptido, cbn liberacién del fosfato inorgénico y el trans-—
portador fosfolipido. Todo lo que permanece de la formacién del
Sacculus de mureina es la cadena laterial intercruzada de la glicina
a un pentapéptido cercano, con la eliminacién de la unidad terminal

de la D— alanina del Gltimo.

L a penicilina interfiere con la transpeptidasa intercruzada
responsable de atacar el puente pentaglicinico unido a la pendltima
D-alanina de la unidad pentapeptidica vecinal. La penicilina tiene
una gran afinidad por el sitio activo de la enzima. Al abrirse el
anillo betalactdmico resulta en la formacién de una ligadura covalente

. « 2 : s - s 7
por acilacidén de la enzima, causando su inactivacion. O sea en con—

centraciones altas compite con la porcidén terminal de D-alanil-D-alanina
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por el sitio activo de la enzima. (5)
Mecanismo de Degradacidén de la Ampicilina.- ‘Basado en el conoci-

miento cldsico de las reacciones de hidrélisis Cje la penicilina G (6)
y la de reportes més recientes (7,8,9) los datos obtenidos en este
estudio indicaﬁ que el grupo amino de la cadena 1ater*a1 de la ampici-
lina participa de forma significativa en el promedio pero no en el
mecanismo de degradacién. A pesar de la complejidad de las rutas
de degradacidn la unidn inicial de la estructura del anillo Blactdmico
parece ser el responsable de la degradacidén observada en solucién.

Las reacciones degradativas se muestran en el esquema o figura 3

(10).



Estabilidad de la Ampicilina.- La extrema susceptibilidad de las
drogas tipo penicilina a los Acidos-bases y penicilinasas es debido

a que el anillo B-lactdmico de cuatro miembros estd elongado por
unas 10 a 20 Kcal/mol, en comparacién con el anillo Ve lactdmico
peptidico normal (6). Sin embargo, la relativa estabilidad 4cida de
esta droga es debida a la estructura quimica de la cadena lateral.
La Ampicilina es 200 veces mas estable a los Acidos que la Penici-
lina G (11) y parece ser que el grupo amino de la cadena lateral en
la Ampicilina eé el responsable de este fendmeno, el grupo amino
también debe ser estereoespecifico, porque el isbmero L (+) de la
Ampicilina (12) es mucho menos activo que su isébmera D(-) que es
el usado médicamente. Se ha visto en la literatura (13) que el grupo
RNHg  forma puentes de Hidr‘égeho con las moléculas de agua ro-
deantes. Austin, et al. (14) y Grant y Alburn (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 Ampicilina sea la més estable en forma sélida. Grant
y Alburn (15) reportaron que en forma sbdlida el monochidrato es
menos estable que el anhidro, especialmente a temperaturas altas
y Se supone que es debido a la hidrélisis 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 (16).

En 1943 se sugiere una posible estructura de la penicilina
en base a las investigaciones desarrolladas en Merck y Oxford vy
es hasta 1945 que con métodos cristalogréficos de Rayos X se
confirma un sistema de anillos <] lactdmico y tiazolidina. Estos
grupos son responsables de la actividad de la penicilina a nivel
de pared celular originando una interaccidén en la biosintesis de

la misma. (17)

La Ampicilina es una penicilina semisintética cuya obtencién

estd patentada (1).

Abpraham y Chain en 1942 después de una serie de observa-
ciones llegaron a la conclusién que en presencia de alcalis se inactiva
la penicilina debido a la formacidén de un grupo &cido, esto fué de gran
utilidad para la blsqueda del método adecuado para el andlisis de la

penicilina. (18)
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También Foster vié que cuando la penicilina es inactivada

por penicilinasa se forma un grupo acido (19).

Murtaugh y Levy aportan una titulacién potenciométrica de
la penicilina con enzima penicilinasa e Hidrdéxido de Sodio 0.02 N

a pH = 6.8 como condicién. (20)

John J. Scudi proporciona un método colorimétrico basado
en la formacién de un grupo croméforo etilendiaminico (22), vy
ademds propone un micrométodo utilizando un compuesto de fuerte
fluorescencia que es la 2-metoxi—-6-cloro—( Aaminoetil j-aminocacri-

dina. (23)

Un método singular originado por Richard J. Henry y Riley
D. Housewright versa sobre la formacidén de C02 y su medicidn
manométrica, al actuar sobre la molécula de penicilina la penicilina-

sa. (21)

Método Birner basado en la medicidén colorimétrica de deri-
vados nitrado de la fenoximetilpenicilina y el &cido fenoxiacético en

muestras de fermentacién (24).

Dorothy J. Hiscox, utiliza un método a partir del andlisis
quimico de penicilinas cristalinas usando Ferricianuro de Potasio

como agente oxidante y titulando con Sulfato Cérico al 0.01 N
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usando como indicador Setopalina. (25)

Edward A. Garlock Jr. y Donald C. Grove efectGan la determi-
nacién cuantitativa de Bencilpenicilinas por absorcidn al ultravioleta.

(26)

El método de B.A. Pappas y J.D. Duerr es una evaluacién por
r*otaciéniéptica en Aceite de Sésamo extrayendo con Cloroformo y

Formamida. (28)

A.H. Thomas y R.A. Broadbridge estudiaron una separacidn
electroforética de penicilinas y &cidos peniciloicos con su consiguien-—

te evaluacién microbiolégica de la penicilina. (27)

Un método‘digno de estudiarsé més a fondo es el disefiado por
S.C. Pan en el Instituto Squibb paﬁa Investigacién Médica en Nevx;
Brunswick, N. J., estd basado en que el &cido pe.niciloico producido
al tratar penicilina con alcalis reduce el &cido Arsenomolibdico direc-
tamente a temperatura ambiente ( 22% a 28* C) en la presencia de
trazas de Cloruro Mercirico. La absorbancia del Azul de Molibdeno
producido, medido con un filtro de 660 MM, es proporcional a la con-
centracidén de &cido beniciloico usado. Cuando el acido penicil;)ico es
calentado en bafio de agua hirviente en una solucidén &cida (0.1 N) de
Acido sulflrico , 98-99% de su poder reductor es destruido en 5 minu-

tos. L_a penicilina puede ser extraida hasta en un 93% por una sola

extraccién con metil—-isobutil cetona a pH = 6.5 0 menor cuando la
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fase acuosa estd saturada al 80% con Sulfato de Amonio. El &cido
peniciloico, que permanece casi completamente (97%) en la fase
acuosa a pH = 5.5 puede ser extraido también eficientemente (93%)
cuanhdo el pH de la fase acuosa es bajadé a menos de 3.0. Trazas

de impurezas contaminantes pueden ser determinadas por separado
como blancos después de destruir el &cido peniciloico por calerﬂ:ai
miento en una solucién &cida. Basados en estos principios un método

fué desarrollado donde estos dos componentes pueden ser determina-

dos simultdneamente en muestras de fermentaciones de penicilina.

La especificidad de la reaccidn reductora del &cido arsemo—
libdico:— Relativamente pocas sustancias reducen el 4cido arseno-
molibdico a temperatura ambiente, Aldehidos, compuestos sulfhi-
drilicos, azlcares reductores y compuestos fendlicos (monohidri-
cos) todos fueron incapaces de reducirlo sin calentamiento‘. Los
compuestos que si son capaces de reducir el 4cido arsenomolibdico
en frio (22-28*C) incluyendo laé. sales inorgénicas altamente reducto-
ras tales como la ferrosa y estanosa, &cido ascérbico, fenoles poli-
hidricos, tales como la hidroquinona, etc . Pero al utilizar blanco se

eliminan.

Una parte importante de este método es la concentracién del
Sulfato de Amonio que produce el efecto de Salting—Out en la extrac-—

2 7
cion.
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El método propuesto consiste esencialmente en una determi-—
nacién directa de penicilina y un célculo del A4cido 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 Tﬁhidr*ato de Ampicilina de la International
Chemical Reference. Su identificacién se efectud con un anélisis
infrarrojo y para compr\pbar‘ su pureza y posible presencia Qe conta-

minantes se efectud el siguiente método:

Método Cromatogréfico en Placa Fina:-

I Preparacién de placas de Silica Gel G o fase fija.

Colocar en un recipiente la can;cidad necesaria de polvo seco
de Silica Gel "G". Adicionarle agua destilada lentamente hasta la
formacibn de una crema espesa y afadir cloroformo hasta que la
masa fluya limpiamente por las paredes del r‘ecipiente. Posterior-
mente se sumergen las placas dé vidrio cuantas-veces seanecesario

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

biente.
I Solvente o fase médvil.

Solucién de Metanol: Acetona 1-1 en cantidad suficiente.
IT1 Revelador.

Para ello se utilizaron vapores de Iodo Metélico.
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Material necesario.
Tubos capilares para aplicacién de las muestras diluidas.
Tanque cromatogréfico de saturacidén con el solvente.

Tanque cromatogréifico con vapores de Iodo para revelar.

Técnica.

a) Aplicar las diluciones de la Ampicilina Trihidrato
(25, 50 y 100 microgramos), de dcido peniciloico y

de glicina, por medio de tubos capilares.

b) Colocar las pla;:as en el tanque Qr'omatogr‘a’ﬁco y dejar

correr el solvente durante 20 minutos al cabo de los cuales

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

solvente.

c) Después se traspasan las placas a un tanque cromato-

gréfico de revelado con Iodo y se dejan revelar cinco minu-—

tos, después inmediatamente al sacarlé.s se marca el area

de las manchas.

d) Sacar el Rf respectivo donde:

Re Ra distancia recorrida por muestra

Rx distancia recorrida por solvente

Resultados.
Se observd dos contaminantes que se identificaron como
glicina y Acido peniciloico respectivamente. Comparando

contra muestras de contenido conocido.
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Conclusiones.,
Se concluye que es necesario utilizar un método que no
tenga interferencias con el &cido peniciloico ni con la

glicina principales contaminantes de la Ampicilina ;‘Tr‘ihidr‘ato.
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Método Hidroxilamina

Este método se basa en el hecho de que la penicilina reacciona
rdpidamente con la hidroxilamina para dar &cido hidroxdmico que
forma un complejo pdrpura con el ion férrico el cual puede ser de-—

terminado colorimétricamente.

I Soluciones:
a) Solucién de Hidroxilamina 4.0 M
Se utilizan sustancias de marca Mallinkcrodt.
C lorhidrato de Hidr;*oxilamina y 70 gr

Agua destilada cbp 250 ml

'b) | Solucibn de Hidroxilamina 4.0 M con Hidrdxido de
Sodio 3.0 N
Se mezclan vollmenes iguales. La solucién resultante
(pH = 6.4) tiene una estabilidad limitada y se debe usar dentro de

24 horas.

¢) Solucidn amortiguadora de Fosfatos pH = 7.0
Fosfato de Potasio monobésico 1.36 gr
Agua destilada cbp 200 ml
Ajustar el pH antes de aforar con una solucibén de Hidrdxido de

Sodio 0.2 M siendo aprox. 30 ml



d) Solucibén amortiguadora de Acetatos:
Acido Acético 0,1 N 1 volumen

Acetato de Sodio 0.1 N 4 volimenes

e) Solucibn de Cloruro Férrico al 10% en Acido Clorhidrico

0.1 N

II Técnica:

a) Preparacién de las muestras,

Pesar exactaménte las cantidades apropiadas de Ampicilina
Trihidrato, disolver y aforar con solucidn amortiguadora de fosfa—

tos pH = 7.0 para lograr una concentracidn final de 2 millimoles.

b) Preparacidén del blanco:

Se efectdan las mismas diluciones que para las muestras,
exceptuando la previa hidrdlisis con Hidréxido de Sodio de la Am~
picilina para eliminar; asf cualquier interferencia por contaminan-

tes presentes en la muestra.

c) Desarrollo de color:

Se toman 2 ml de la solucién problema agregar 2 ml de solu-
cién amortiguadora de Acetatos, haciendo lo mismo con el blanco y
se agregan 2 ml de solucidén de hidroxilamina; dejar transcurrir

exactamente 2 minutos al cabo de los cuales se les agregan 2 ml de
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&cido clorhidrico y 2 ml de la solucién de cloruro férrico. Deben
leerse exactamente a los 15 minutos de iniciada la reaccién 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 incluido sdlo como un Mmétodo digno de efec—

tuarse y estudiarse maés a fondo,

v Reaccibn;
\\{-\ Y
S
RCONHCH —¢ 7 ¢ (en,),
4+ NH on _—
o/,"—-y“——-cu-—mo-
Ky
~ $\
RCONH [cl-t-— < < (cHy),
¢=e N tH— (00"
NU ol4 T
PN
RCONHCH—ch  clcHyh
COOH  WH———KH-CO00”

pie s
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\4 Conclusiones:

Esta reaccidn no es especifica para penicilina, pues muchos
estéres, anhidridos y amidas también reaccionan con hidroxilamina
para producir &cidos hidroxdmicos. La hidroxilamina puede reac—
cionar también cbn aldehidos o cetonas para dar oximas que forman
complejos coloridos con el ion férrico. Pero se eliminan uéando
blanco. El inconveniente del método es su estricto control del tiem—
po especialmente entre la adfcién del cloruro férrico y la lectura

en el colorimetro debido a la naturaleza inestable del color. (30)
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Método Microbiolégico -Cilindro Placa- F.D.A,

El fundamento de este método esté basado en la potencia
antimicrobiana que presenta la molécula de Ampicilina como se

explicd anteriormente.

I Medios de Cultivo:
Se utilizan ingredientes que cumplan los requisitos des—

critos enla U.S.P., o N.F,

a) El Agar nutriente para mantener al micr'oor*ganisrho de

prueba, debe contener las siguientes sustancias:

Peptona 6.0 g
Caseina 4.0 g
Extracto de l.evé.dura 3.0 .g
Extracto de Carne 1.5 g
Dextrosa ! 1.0 g
Agar A ' 16.0 g
Agua Destilada c.b.p. 1000 ml

pH de 6.5 a 6.8 después de esterilizarse

b) La existencia en el mercado de medios de cultivo des— -
hidratados, los cuales solamente requieren su previa hidratacién

y esterilizacidén para ser utilizados, son de gran comodidad amén de
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reunir todos los requisitos indispensables, como es el caso del

Y
- Antibiotics Medium No. 1 de Merck & Co. usado en este método.

c) EIl medio para la resiembra de la cepa, preparada con
24 horas de anticipacién se distribuye en tubos con medio previa-
mente inclinados, al igual que el medio base (21 ml por caja petri
de 9 cm de didmetro por 2 de alto) y el medio semilla (4 ml por

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

II Soluciones:

a) Para efectuar las diluciones necesarias del estandar y
muestra de Ampicilina trihidratada se usa una solucién de Buffer
de Fosfatos de Potasioc de pH de 8 qué contiene:

Fosfato de potasio dibésico 16.730 g

Fosfato de potasio monobésico 9.523 g

Diluidas con agua destilada y aforada la solucién a 1000 ml.

b) Es necesaria una solucién salina isoténica estéril para
la recoleccidn del cultivo y preparacién de la suspensidén a una

concentracién adecuada.

111 Material:*
Ademéas del comin se utilizan tapas de porcelana glaceadas

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

v Técnica:

a) Preparacién del Estandar:; cﬁmo estandar se usa el
Trihidrato de Ampicilina de la International Chemical Reference,
pesado en una cantidad aphopiada, disuelto y aforado a 1000 ml,
de esta solucibén se tomaﬁ las alicuotas necesarias para preparar
las siguientes diluciones: ,
0.064, 0.080, 0.125y 0.156 asi como en mayor cantidad el punto

medio de 0.100 microgramos por ml. Debidamente preparadas y

en cantidad suficiente con la solucién amortiguadora de fosfatos.

b) Preparacidén de la Muestra: pesar una cantidad apro-
piada de la muestra, disolverla con la solucibn aAmortiguador‘a de
fosfatos y aforar a 1000 rﬁl; se toma una alicuota de 1 ml y se lleva
a 100 ml con la solucién de fosfatos quedando una concentracién

final de 0.100 microgramos por mt.

c) Preparacién del microorganismo de prueba: el micro-—
organi;mo de prueba utilizado es la Sarcina LLutea (ATCC 9341)
mantenido en tubos inclinados de agar. La resiembra se efectGa
en tres tubos preparados con 24 horas de anticipacién, incubandolos
de 82* a 35*C, el crecimiento es recolectado icon un poco de solu-—

cidén salina y perlas de vidrio, pasar la suspensién a un matraz
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erlenmeyer pequefo, ajustar por dilucidn estandarizando dicha
suspensidn, de tal manera qué una dilucidén de 1:40 tenga una trans-—
mitancia de luz de un 25% usando un fotocolorimetro adecuado con

filtro' de 580 milimicrones.

d) Preparacibén de la capa semilla: se funden 100 ml de
agar, agregar 2 ml de la dilucién de cepa previamente preparada
teniendo cuidado de mantener la temperatura entre 40 y 45%C donde

se recomienda el uso de un bafioc maria con temperatura constante.

*Nota: Todo debe estar perfectamente estéril excepto el medidor de
inhibicién para evitar cualquier contaminacidén y alguna posible al-

teracién en los resultados.

e) Preparacién de las placas: se colocan 21 ml del agar
en cada una de las cajas petri (capa base) distribuido uniformemente,
se deja solidificar, posteriormente agregar 4 ml de la capa semilla
en cada caja tratando de distribuirla lo més 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) Colocacién de las diluciones de la curva: para ello se
requieren de 3 cajas por dilucién y cada caja con 6 penicilindros,

tres de ellos contienen la dilucién del punto medio de correccién y



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 incubacién medir los halos con el Antibiotic

. Reader o con un Vernier.

g) Método de recopilacién de los valores obtenidos y su
interpretacién: en una tabla como la que se muestr‘aA en la siguiente
pdgina se anotan los valores resultantes al medir los didmetros del
halo de inhibicién de cada penicilindro. Los valores obtenidos se
grafican en papel semilog, la concentracidn en el eje de las ordena-
das y el didmetro de inhibicién en milimetros en el eje de las abscisas. |,
Se efectlan las correcciones de cada uno de los puntos de la gr‘é.fiéa |
y el problema, usando para ello el punto medio correspondiente. Se
aplican las férmulas de punto alto y punto bajo especificadas anterior—
mente. Y se traza una lfri'éa uniendo estos dos puntos. Para interpre—
tar los resultados obtenidos de las muestras se ve donde corresponde
el didmetro del halo de inhibicién obtenido y extrapolando al eje de

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

mos.

\Y4 Efectividad del método microbiolégico.
Basandonos en el hecho de que la estructura fundamental de
las penicilinas comprende 3 dtomos asimétricos de carbono uno de

los cuales es compartido por los anillos tiazolidina y betalactamico,
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Nimero
placa

Dilu--
cion

Con-
trol

énl| trol

Con-
trol

u

Con-
trol

1

Promej
dio

Correc|
cidn

Ajus-

tado

PA =

3 E+ 2D + C-A

5

PB

_ 3A + 2B + C-E

5
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los cuales estén intimamente relacionados con la actividad micro—
biana de los compuestos. Cualquier tratamiento que cause ruptura
del arreglo de los tres d&tomos de carbono asimétricos ya sea rom-
piendo el anillo de la tiazolidina o el betalactdmico resulta en dis-—
minucién de la actividad éptica pero en especial en la-pér*dida
total de actividad antimicr\obiana;j

Se decidib efectuar una hidrdlisis basica en una muestra
previamente a su dilucién, para utilizarse en el método microbio-
légico. Esta hidrdlisis se efectud con Hidrdxido de Sodio 2 N que
fué neutr‘alizadc; con Acido Clorhidrico 2 N a los 15 minutos. Lo—
gréndose ver la total desaparicién de su capacidad inhibitoria al

desarrollo de Sarcina Lutea.
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Ng';]g’;g 0.064 |0.100(0.080(0.100 {0.125/ 0.100 |0.156{0.100
17.0 |19.6 [19.6 |19.8 |21.1]19.1 |[22.3 {21.
1 16.6 [19.6 119.0 [19.5 |21.2]20.5 {21.6 |19.
16.7 -{20.1 |18.9 {20.1 |21.1]20.1 |22.4 |20.
16.8 |20.3 |18.5 [20.3 |[21.5(19.8 |[22.8 |19.
2 16.8 |19.9 |19.2 |19.6 |22.0119.5 |23.0 |19.
16.7 [19.6 |19.2 |20.1 |21.5]20.5 [22.0 |19.
17.1 |19.5 |19.5 [19.5 {22.2]19.5 |23.0 |20.
3 116.8 [19.8 {19.6 {20.5 l21.7119.6 |[23.3 |20.
16.6 |19.6 [19.6 |20.5 |21.7]20.1 {22.3 |19.
Pg?g‘ﬁ 16.8 |19.8 [19.2 |20.0 |21.6|19.6 |22.5 |20.
Correcf 40,1 [+0.1 {-0.1 {-0.1 |[+0.3|+0.3 {-0.1 |-0.
cion
Ajus- 116.9 {19.9 {19.1 |19.9 [21.9]{19.9 |22.4 }19.
tado
pp = 3E*+ 2D+ C-A _ L,y pp < 3A + 2B ¥ C-E _ 4,

5

3
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Namero] 1 1.1001 2 0 0.100 ] 3q |0.100 | 4 q |0.100

placa
20.6 119.5 120.4 |21.4 |21.1120.0 |19.5 |19.8

1 20.1 l19.4 |20.5 |20.2 |19.8|22.1 |21.0 {19.5
18.7 |19.5 [19.5 |20.2 |21.5]20.5 [20.5 [20.1
19.3 118.6 |20.8 |19.6 |20.5]19.6 |20.4 {20.3

2 19.8 l20.0 {19.7 120.3. {21.7{20.4 |21.4 |19.6
19. 21.0 |20.5 |19.6 |19.5| 20.4 |20.5 |20.1
20. 19.1 |20.0 l20.5 |20.2020.3 l20.2 {19.5

3 20.1 121.5 119.9 | 20.0 ] 20.2| 21.0 |20.2 | 20.5
20. 19.9 120.1 [20.1 | 20.0]| 19.9 |21.4 [20.2

Prome | 19. 19.8 120.2 [|20.2 | 20.5] 20.5 |20.6 [20.0

dio

Corred - -

orred 4+, 0. 0.4 0.

Ajus- .

Adus-1 0.1 J20.1 |20.1|20.1 | 20.1| 20.1 |20.7 |20.1
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NgTigg 0.064 |0.10010.080}0.100 |0.125/0.100 {0.156|0.100

16.6 19.6]19.1 |19.5 |22.0]19.6 [23.0 [19.5

1 16.8 19.619.0 |19.8 21.9 ]19.5 22.5 119.6

16.7 19.7119.2 119.6 22.1119.6 23.0 |19.6

16.7 19.8]19.3 ;19.6 22.0119.6 22.5 119.5

:! 16.0 20.5{18.5 |19.5 20.8 1 19.6 22.5 }19.6

16.8 | 19.5|17.9 |19.6 2007 | 19.7 23.0 {19.6

16.8 19.5)18.1 (19.5 J20.7(19.6 22.5 [19.6 -

:; 16.7 19.6117.8 |19.6 | 21.6 ] 19.5 |22.5 |19.5

16.1 19.6(17.9 {19.8 21.5119.6 23.0 {19.6

prome-|{ 16.6 19.7118.5 {19.6 21.5119.6 22.7 119.7
dio

Correc| 0.0 0.0]+0.1 |+0.1 |+0.1]+0.1 | 0.0 0.0

Ajusta,
do 116.6

19.7118.6 [19.7 21.6 119.7 22.7 119.7

ppo 3E 2D+ C-A L, pp - 3A# 2B + C-E _ o

5 5
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Ndmero
placa 5 Q 0.100, 6Q 0.100( 7Q 0.100 8Q 0.100

19.6 19.5 | 20.0| 19.6 |20.0 [19.5 8.7 |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

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

E‘ 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

Correc| .
cién +0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 0.1

Ajggti 19.6 19.61 19.8| 19.6 l20.0 {19.6 l19.5 |19.6
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Nnggg 0.064 '0.100 0.080/0.100 [ 0.125 0.100 |0.156{0.100
10.7 |23.0 |23.0 |23.0 |25.5]22.8 |26.0 |24.0
1 19.5 |[22.7 |20.4 |25.0 [24.6|22.0 |26.0 |22.6
20.0 |22.0 |21.3 |[22.0 |24.5|22.0 |[25.8 |23.6
20.6 123.0 |22.6 |23,0 | 23.8]22.5 |25.8 |23.1
2 23.1 |24.0 |21.6 |23.0 |25.5|22.1 |25.8 |23.5
18.4 |27.0 {27.5 | 23.0 | 24.3| 23.1 |26.0 |22.4
20.1 |22.5 |21.0 {23.5 |22.9| 23.0 |27.0|22.8
3 21.0 |25.0 [22.0 |22.5 |22.9| 23.0 [27.0|23.3
18.1 |22.5 |23.5|23.0 | 23.0|21.6 |26.9|24.6
Pg‘i’g‘ﬂ 20.1 |23.5 |22.0|23.1 |24.1|22.5 |26.3]23.3
Correq 9.4+ | 0.4 | 0.0| 0.0 | 0.6/ 0.6 | 0.2 0.2
AJUS- 1 20.5 |23.1 |22.0 [23.1 |24.7| 23.1 |26.5|23.1
op = 3E£2D + C-A | o6 4 pp = 3A + 2B + C-E _ .4
5 5
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N;']“ggg 9 Q 0.100| 10Q |0.100 | 11Q [0.100 |12 0.100
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

Prome | 22.8 |23.2 [23.0|23.3 [23.0 | 23.3 |23.523.6
Correcl 9.2 | 0.2| 0.1| 0.1 | 0.1 | 0.1 | 0.2] 0.2
fdustal o3 0 |23.4 |23.1]23.4 [23.1 | 23.4 |23.3]23.4
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Nimerol 4 o4 l0.100{0.080/0.100 | 0.125/ 0.100 |0.156/0.100
placa
20.0 |21.3 119.9 {19.7 |19.5]19.8 |21.5 |19.9
1 19.5 (19.7 |19.9 |19.2 |21.0| 19.8 |21.4 |19.5
18.3 (19.7 |19.5 |19.7 |20.6] 19.9 |21.5 |20.0
19.0 [20.2 {19.9 |20.3 {21.0] 19.7 |21.4 {20.3
2 19.1 {19.0 |19.8 [20.7 |20.5: 21.7 {21.9 |19.5
19.5 |[20.2 [19.5 |19.2 |21.7] 20.0 |20.2 |19.5
18.5 120.7 {19.2 |20.2 |20.9]| 20.5 |23.0 |[20.6
3 .18.5 19.1 {19.5 {20.9 |21.5(19.9 |21.2 |20.3
18.3 |19.7 {19.7 |19.8 | 21.2| 19.9 |19.8 |20.3
Pg?'gﬁ 19.0 |20.0 |19.7 |20.9 | 20.9) 20.0 [21.3|19.9
Corred 0.0 0.0 | 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1] 0.1
clon
A(Jjusté 19.0 [20.0 |19.7 |20.0 | 20.9| 20.0 |21.4°20.0
0
pa = 3E* 2D *C-A _ 5y 4 pg = 3A ¥ 2B #C-FE . 4g
5 5
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N‘;‘{‘ggg 13 q | 0.104 14Q| 0.100| 150 [0.100 (160 |0.100
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
Prome-119.9 | 20.0| 20.1| 20.1 {20.1 [20.0 | 20.1 20.1
Correc| 0.1 0.1] 0.0] 0.0] 0.1] 0.1 0.0] 0.0
cion
Ajustalog g 20.1 20.1| 20.1 20.2 |20.1 20.1 20.1

do
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g‘]‘g"igo 0.064 | 0.10d0 0.08q 0.100/0.125/0.100 [0.156|g.100
17.1 18.6] 17.4] 19.0 |19.9 |18.5 |20.0 [18.5
1 16.5 | 18.4] 17.3] 18.5 [19.9 |18.6 [19.5 [18.2
17.0 18.71 17.1| 18.4 [19.5 |18.5 [20.0 [18.0
16.8 | 18.5! 17.5{ 18.4 {19.9 118.9 {20.6 (18.0
2 16.0 18.4| 17.6] 18.5 |19.7 |18.9 [21.0 [19.1
16.3 | 18.1| 17.4| 18.5 |19.8 |18.5 [19.5 |17.8
17.1 18.7) 18.0| 18.7 {19. 18.9 20.5 {18.9
3 17.1 18.7| 17.2| 18.1 |19.2 | 18.5 |21.2 |18.5
17.2 18.6| 18.0} 18.5 |19.5 |18.0 |20.1 |18.5
Prome-]| 16.8 18.5| 17.5] 18.5 |19.7 | 18.6 |20.3 |18.4
dio
Co ’
oiEns 0.0 0.0 0.0 0.0 o. 0.1 |o0.1] 0.1
Ajustal 16 g | 18.5( 17.5| 18.5 [19.6 | 18.5 |20.4 |18.5
pp o 3E £ 2D+ C-A _ Lo o pg - 3A+ 2B + C-E _ 14 4
5 5
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Nimera

blacq 170 0.100{18qQ |0.100]| 19Q {0.100 |20Q |o0.100
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 |19.0 [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 1 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

Pg?'g?- 18.7 |18.6 {18.5|18.3 [19.0 |18.9 18.5 | 18.6

Corred

ciont 0.0 0.0 0.3 0.3 | 0.3 | 0.3 0.0| 0.0

Ajus- .

pdus-118.7 |18.6 |18.2 | 18.6 [18.7 |18.6 18.5 | 18.6
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Nimero
placa | 0.064 |0.100[0.080{0.100 | 0.125 0.100 [0.156/0.100
16.5 |17.2 |17.0 |16.9 |18.7| 15.6 |20.0|16.6
1 15.5 |16.4 |16.0 [16.1 |18.7| 15.3 |21.5 |16.8
16.1 |15.1 |16.5 [16.0 | 18.6] 16.7 [20.1 |16.7
14.9 |16.9 [15.5 |17.1 | 18.9] 16.1 |19.4 |{16.7
2 14.0 {18.0 [17.1]16.9 | 19.6{ 14.1 |20.3 |16.0
14.0 (18.0 |16.6 |16.5 | 18.6| 16.6 19.0 | 16.8
14.8 |16.7 [16.1|16.5 | 18.6| 16.6 |17.5|16.8
3 15.0 |16.9 {17.1|16.5 | 18.7| 16.9 |[18.9] 16.7
14.6 |16.9|16.4|17.0 | 18.7| 16.3 |19.6| 16:1
P;‘i’fgi 14.8 |16.9|16.3|16.6 | 18.8] 16.6 | 19.5| 16.6
Correci” 0.3 0.6 | 0.0| 0.0 0.0{ 0.0 0.0 0.0
Ajg“i 14.5 |16.6|16.3| 16.6 | 18.8| 16.6 | 19.5| 16.6
pp = SE + 2D + C-A _ 19.6 pp = A+ 2B + C-E _ 4,

5
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g‘]";‘g;" 21 0.100] 22 q | 0.100] 23 q] 0.100 |24 ¢ ] 0.100
17. 17.0 |15.1 ] 17.0 |15.9| 16.9 |15.5 |16.5
1 17. 16.6 {13.8 [16.9 | 15.1| 16.5 |17.0 | 16.4
17. 16.7 |15.5 | 16.9 | 16.0] 17.0 |16.5 |16.4
16. 16.8 [14.5 [17.1 | 17.0| 17.3 [16.4 [15.6
2 17. 16.8 |15.7 {17.0 | 17.1] 16.8 |17.4 [17.0
17. 16.7 |13.5116.8 | 17. 1%.2 16.5 | 18.0
17. 17.1 |14.2 }16.4 | 17.5| 16.9 |16.2 | 16.1
3 17. 16.8 |14.2 | 16.6 | 17.2{ 17.0 [16.2 |16.5
17. 16.6 | 14.0|16.7 | 17.0] 16.7 |17.4 |16.9
Promel17.3 |16.8 |14.5|16.8 | 16.9| 16.9 |16.6 |16.8
Corced o, 0.0 0.0| 0.0 | 0.1{ 0.1 | 0.0 0.0
Austa 17, 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
Solucidén de Sulfato de Cobre: |

Este método estd fundamentado en el uso de una solucién
amortiguadora de Sulfato de Cobre responsable de la formacibn de
un compuesto colorido debido a la interaccién del ion cobre con el

anillo intacto betalactdmico de la molécula de Ampicilina.

I Pesar 15.22 g de Fosfato Dibdsico de Sodio (Merck) colo-
carlo en un matraz aforado de un litro, se agrega agua des;:ilada
suficiente hasta diso_chién total y adicionar una solucibén concen—
trada de dcido citrico para ajustar el pH de 5.15-a 5.2, poste—
riormente afadir 15 ml de una solucidén de Sulfato de Cobre (Baker)

al 0.4% y aforar a 1000 ml con agua destilada.*

o Se utilizd la técnica sefalada por la Farmacopea Briténica
de 1968 y la cual refiere:

Disélver* 120 mg de Ampicilina Trihidratada Estandar
exéctamente pesados, adicionar agua destilada suficiente para
completar 100 ml, tomar una alicuota de 2 ml y llevarla a 100 mil,
con una solucidén amortiguadora de Sulfato de Cobre; transferir
10 ml de la solucidn resultante a un tubo con tapa de plédstico, ca-
lentar a bafioc maria durante 30 minutos a 75%C enfriar répidamente

a temperatura ambiente y ajustar el volumen si es necesario a

Nota: Utilizar Buffer recientemente preparado.




10 ml con agua destilada; leer la extincién en una celda de 10 ml
Wi
a un méximo de 320 mM usando como blanco la misma solucidn
amortiguadora de Sulfato de Cobre con la Ampicilina sin calentar
previamente.
Calcular la cantidad de Ampicilina Trihidratada efectuando
la misma operacién con la muestra comparando:los resultados. gon

la siguiente férmula:

Absorcién de la muestra
Absorcidn del estandar

X 100

111 Desarrollando la técnica anterior para efectuar la valoracién
de Sulfato de Cobre se obtuvo una curva como la indicada en la gri-

fica 1. El espectrofotédmetro utilizado fué un Spectronic 505 de

- Bausch & Lomb.

Y Efectividad del método de Sulfato de Cobre.

Para hacer notar la efectividad de esta técnica y su compro-
bacién se ejecutd el siguiente experimento:

Tomar una mueétr*a de Ampicilina Trihidratada, previamente
hidrolizada en medio bésico y posteriormente neutralizado para
constatar si los derivados inactivos farmacolbgicamente, de la Am-
picilina Trihidrato, forman complejos con el cobre, los cuales serian
factibles de detectarse espectrofotométricamente. Ver gréfica 1

anterior.
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Al desarrollar lo anterior se observd que en la muestra
previamente hidrolizada, no hay absorcidén y por consiguiente no
existe la formacién del complejo Cobre—-Ampicilina hidrolizada.
En sintesis podemos suponer la gran efectividad del método usado,
debido a la formacidén del complejo, con el anillo intacto betalacté-
mico de la ampicilina; al cual al efectuarse la hidrdlisis por medio
del calor en presencia de cobre y como sabemos que es éste el
anillo responsable de la actividad antimicrobiana; concluimos la
conveniencia de efectuar esté método para valorar Ampicilina.

Como nota se recomienda eféctuar‘ un estandar cada vez que
se realice una valoracién debido a que la temperatura y el tiempo

de calentamiento afectan proporcionalmente a los valores de lec—-

tura.
\Y Reaccidn quimica del Sulfato de Cobre con la Ampicilina
intacta. i
P > cu,
—epyb__ . _ ~CH gy
Cc“5 CH—C —NH —CH —cl ~cu
i V) ‘ *
z & H
oo iy
+

2HOH + CuSOy — Cut? (oH): + H,S0,
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la

C Hg—CH—CO—NH —cl —eu” N\ M

<
/ L ' NeH
3+ — | 3
W CH—caoy
oP ;
Método Yodométrico F.D.A.
I 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 Merck.

a) Solucibén Buffer de Fosfatos al 1% y pH = 8 contenida:
Fosfato dibésico de potasio 2 g
Fosfato de potasio monobdsico 8 g

Agua destilada c.b.p. 1000 ml

B ’
b) Solucidén de Hidréxido de Sodio 1 N. Contenido:
. Hidréxido de Sodio 40 g

Agua destitada c.b.p. 1000 ml
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/
c) Solucibén de &cido clorhidrico 1.2 N contenido:

Acido Clorhidrico al 38.6%, se toma una

alicuota de 113.3 ml y se aforan a 1000 con agua destilada.

d) Solucién 0.01 N de Yodo. Contenido:
De acuerdo con la USP XVIII 100 ml de solucidn de Yqdo

valorado 0.1 N se aforan a 1000 ml con agua destilada.

e) Solucién valorada de Tiosulfato de Sodio 0.01 N
contenido:
De una solucidén valorada de Na25203 0.1 N tomar una

alicuota de 100 ml y aforarla a 1000 con agua destilada.

f) 'Solucién Indicadora de Almiddn:

Un gramo pulverizado de almidbén es disuelto en 10 ml de
agua destilada fria, agregar 200 ml de agua caliente y poner a
hervir hasta obtener una solucién translidcida, se deja sedimentar

y utilizar el liquido transparente.

I1I Técnica;

Se usd la sefalada por el FDA la cual dice: Diluir una muestra _

pesada (30 mg aprox) de Ampicilina Trihidratada en una solucién

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

.

de 1.2 mg por ml.
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Tomar dos matraces erlenmeyer yodométricos y adicionar a cada
uno 2 m'l de la solucidén anterior, marcarlos con el nimero uno y
dos.

Al nlmero uno agregar 2 ml de NaOH 1 N y dejarlo a
temperatura ambiente 15 minutos, pfotejido de la luz, al final de
este tiémpo adicional;‘ 2mlde HC1 1.2 N y 10 ml de solucidn de

,12

0.01 N (voldmenes iguales de Na OH 1 N y HC1 1.2 N dan

pH- = 1.0) después de 15 minutos titule el exceso de yodo usando
Na25203 0.01 N, cercano al final de la titulacién agregue una gota
de solucidn de »almidén; se continua titulando lentamente y se sus-
pende cuando la coloracién del complejo yodo—alrﬁidén desaparece. E
Al matraz ndmero dos que se utilizara como blanco se le \

agrega 10 ml de solucibén de yodo 0.01 N procediendo a titular

inmediatamente con Na25208 0.01 N.

ITI Célculos:

a) Tebricos

Diferencia.en titulo X potencia
Miligramos de. = del estandar en mg/rhl
Ampicilina Tri— Peso Muestra (mg)-en 2.0 ml X F
hidratada por ml.

Donde F es igual al nmero de ml. de Iy 0.01 N absorbi-
dos por 1 mg de Ampicilina Trihidrato Estandar.

b) Préacticos -

Standar x Mg Standar X Eq en mg X aforo del pr‘oblemi
Problema aforo del std. mg del problems

todo por 100.
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Ejemplo:

8:9 % 80 25 x 100 = 100%
3.9 25 " 30

Resultados:

Se efectud la misma operacién con 25 muestras de la misma

materia prima dando los siguientes resultados:

Muestra Blanco Problema Diferencia
Std. 9.1 3.9 5.2
1 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
14 9.1 3.9 5.2
156 8.95 3.9 5.05




Muestra Blanco Problema Diferencia
16 9.2 4.0 5.2
17 8.95 3.85 5.10
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
Peniciloico 4.4 4.45 0.0

Se comprobd asi que una ampicilina degradada ya no forma complejo

con el yodo de acuerdo con la Gltima valoracién efectuada.
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. .
Nétodo: die ’

,
F‘eréﬂé;\{:ﬁ -

L
totacion Ap{dYnEiHes deh Act
K

I  Solucidn valorada de Acido Perclérico 0.1 N

Se mezclan 8.5 ml de 4cido percldrico con 500 ml de &cido .
acético glacial, se deja enfriar y se le afiade anhidrido acético y
aforar a 1000 ml con &cido acético glacial. Valordndose de la
§iguiente manera: Pesar exactamente 700 mg de Biftalato de p(‘)ta—
sio, previamente molido y secado a 120* durante 2 horas, se disuel-
ve en 50 ml de &4cido acético glacial en un matraz erlenmeyer de
250 ml. Agregar 2 gotas de Indicador de Violeta Cristal :.S R, titu-
lando con la solucién de &cido percldrico hasta que el color violeta
cambie a verde esmer‘alda-. Se deduce el volumen de &cido percldrico
consumido por 50 ml de 4cido acético Qlacial, se calcula la nhormali——

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

&cido percldrico 0.1 N.

II Técnica:

De acuerdo con lo sefalado por el FDA, referente a titulacidn

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

Transfiera una cantidad exactamente pesada de 400-500 mg
de muestra a un erlenmeyer de 250 ml., agregue 50 ml de Acide
acético glacial, y mientras se agita, caliente en un bafo de agua a

» 70¥C hasta que la muestra esté completamente disuelta. Agregue 3
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gotas de una solucién al 0.5% de Violeta Cristal en Acido Acético
Glacial como indicador. Se titula con Acido Percldrico 0.1 N en
Acido Acético Glacial hésta el primer punto verde claro. Cada mili—
litro de Acido perclbrico 0.1 N es equivalente a 34.94 mg de Ampici-

lina. Clacule el contenido de Ampicilina en relacién a la base anhidra.

ITI Resultados:

Al efectuar las valoraciones resultd imposible ver el vire
correcto usando como indicador Violeta de Cristal pues dié en todos
los casos el doble o més de porciento de valor del verdadero, aunque
fué constante este error, se anctan a continuacién los valores obtenidos,

aungue no es correcto su resultado,

Muestra ml. gastados ' Muestra ml. gastados
1 5.2 14 5.1
2 5.1 15 5.1
3 5.1 16 5.4
4 5.1 17 ) 5.1
5 5.1 18 5.0
6 5.2 19 5.1
7 5.0 20 5.0
8 5.0 21 5.0



Muestra

10

11

12

13

ml.

- 80 -—
gastados

5.1

Muestra

23

24

25

ml. gastados
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| V4 Conclusiones:

Es un método ademdés 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 especifico
para medir el nlmero de grupos amino en una sustancia y sélo sirve
para cuantear su existencia, no mide la parte responsable de la ac—
tividad antimicrobiana de la ampicilina trihidratada pues reacciona
igualmente con el Acido peniciloico inactivo y la glicina,

on \ ;
CHy-COOH + HQIO, — CH;~c+ o~ 4

G
1)

R-NU, + C“J"'C\"' —3 CH,<o0H + &-NH,
AH

Aunque el &cido acético glacial es obviamente un solvente
acidico se puede considerar también anfiprético, a tal grado que es
protonado por el &cido percldrico. Otros indicadores que se pueden
utilizar son ademds del potenciométrico con electrodos de vidrio y
de cloruro de litio, el alfanaftobenceno, azul brillante de cresol,
rojo de cresol, tetrabromofenoltetraclorosulfonftaleina, tropelin 06,
azul de timol, xanthidrol y azul de bromo fenol. Higuchi y Bodin (31),

recomiendan el uso de Rojo de Quinaldina que vira de rojo a incoloro.
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Método con Hidréxido de Sodio del B, P Addendum 1964
4«

I Soluciones:
a) Hidréxido de Sodio 0.1 N
Es preparado a part.ir‘ del Hidréxido de Sodio 1 Normal o

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

b) Solucién de Acido Clorhidrico 0.1 N
Es preparada de la misma manera que la solucién anterior

usando en este caso Acido clorhidrico 1 N,

I1 Técnica:

Se disuelven aprox. 500 mg exactamente pesados de Tri-
hidrato de Ampicilina en 100 ml de agua libre de diéxido de carbono,
ajustando el pH electrométricamente a 9.60 a 25%C con Hidréxido
de Sodio, se sacan los electr‘édos de la muestra y se enjuagan escu-
rriendo en la muestra original con agua libre de diéxido de carbono.
A la solucidn obtenida se calienta durante 30 minutos en B, M, des-
pués de agregarle 50 ml de NaOH 0.1 N, evitando la absorcién de
COy, enfriar a 25*%C, Colocar otra vez los electrodos y se titula a
pH = 9.6 con &cido clorhidrico 0.1 N manteniendo la temperatura a
25*%C a través de la tit‘ulacién. Se repite la operacién con un blanco
li'l)‘r:e de Amp%c.ilina Trihidratada. I;a 'difer‘er‘w(‘:‘ia entre las titulacio-

nes representa la cantidad de Hidrdéxido de Sodio requerido. Cada



ml de Hidréxido de Sodio 0.1 N es equivalente a 0.03494 mg. de
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ESTUDIO ESTADISTICO

IV

Método Microbioldgico:

No.  Xn Xn-X (Xn - X )2
1 23.0 0.12 0.0144
2 23.1 0.02 0.0004
3 23.1 0.02 0.0004
4 23.3 0.18 0.324
T 92.5 0.34 0.3392
X 23.1 e =—L
V n-1
[ ve_%)2
_ T (Xn-X) -
g = n-1 — 0.106 e
: - -2
No. Xn Xn-X (Nx - X)
5 20.1 0.1 0.01
6 20.1 0.1 0.0%
7 20.1 0.1 0.01
8 20.7 0.5 0.25
z 81.0 0.8 0.28
X 20.2
o= 0.3054 e = 0.1098

0.0588
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No. Xn Xn - X (Xn - X)2
9 19.6 0.13 0.017
10 19.8 0.33 0.109
11 20.0 0.53 0.281
12 19.5 0.03 0.001
L 77.9 1.02 0.408
X 19.47
o = 0.3688 e = 0.2129
1

No. Xn Xn - X (Xn - 2)2
13 20.0 ©0.1 0.01

14 20.1 0.0 0.00

15  20.2 ‘ 0.1 0.01

16 20.1 0.0 0.00

r  80.4 0.2 0.02

X 20,1

~o= 0.08165 e = 0.04714
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No.|  xn Xn - X (Xn - X)?
17 | 18.7 0.18 0.032
18 | 18.2 0.32 0.102
19 | 18.7 0.18 0.032
20 | 18.5 0.02 0.000
| 74.1 0.70 0.166
X | 18.52
= 0.2352 e = 0.01363
vo. | Mx xn - % | (xn - )2
21 | 17.3 1.0 1.00
22 | 14.5 1.8 3.24
23 | 16.8 0.5 0.25
24 | 16.6 0.3 0.09
£ | 65.2 3.6 4.58
X 16.3 i
= 1.235 e = 0.7130
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Exp g n on -0 (on -5)2
1 0.1060 0.1158 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

L 1.3312 1.5124 1.0897

T 0.2218 +

o = 0.4667 e = 0.0424
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Método de Sulfato de Cobre:

N BN
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 0.002 0.0000
5 0.516 0.001 0.0000
6 0.504 0.013 0.0002
I 3.620 0.245 0.0034
X  0.517
o= 0.00752 ¢ = 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
REF 0.613 0.023 0.0005
5 3.153 0.090 0.0017
X 0.590
o= 0.01844 e = 0.00712
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No. Xn Xn - X (Xn - i)z
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 0.611 0.011 0.00012
17 0.590 0.010 0.00010
18 0.580 0.020 0.00040
19 0.577 0.023 0.00053
20 0.605 0.005 0.00025

L 5.405 0.111 0.001292
X 0.600

¢ = 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 0.011 0.00012
24 0.430 0.004 10.000016
25 0.422 0.012 0.000144
r 2.173 0.059 0.000824

X 0.434

‘o = 0.01435 e = 0.00717
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Exp. on on - @ (on -5)2
1 0.00752 0.0053 0.00003
2 0.01844 0.00519 0.00002
3 0.01270 0.00055 0.00000
4 0.01435 0.00110 0.00000
b 0.05301 0.91257 0.00005

= 0.004074

aj

g = 0.004074 e = 0.00238




IT% Método Yodométrico
No Xn Xn - X (xn = X)
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 0.10 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
12 5.05 0.10 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.%¥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 5.05 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
z 128. 88 1.73 0.1540
X 5.15

o = 0.00616 e = 0.00123
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1V Método Acidimétrico
No.  Xn Xn - X (xn - x)?
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 0.32 0.1024
17 5.1 0.02 0.0004
18 5.0 0.08 0.0064
19 5.1 0.02 0.0004
20 5.0 0.08 0.8064
21 5.0 0.08 0.0064
22 4.9 0.18 0.0324
23 5.1 0.02 0.004
24 5.2 0.02 0.0144
25 5.0 0.08 0.0064
£ 127.0 1.82 0.2400
X 5.08 o - &
BN C 105 P S0 DA



CONCLUSIONES

I Cromatografia en Placa Fina:

E¢te método es muy adecuado para determinar la pureza de
la Ampicilina y. al mismo tiempo sus impurezas, ya sea de sintesis
o degradacién, el problema en este método se presenta en la elucién

de ésta en el soporte; si no se tiene experiencia, los recobros no
L4

soh constantes.

11 Método Microbiolégico:

Es indudable que el mejor método de valorar los antibiéticos
en forma general es el método microbiolégico, ya que realmente se
‘pone de manifiesto la actividad de éste frente a un microorganismo
vivo. L_as limitaciones son: exceso de material, manipulaciones,
mantenimiento de la cepa, contar con un departamento de microbio—-
logia, personal experimentado en este tipo de operaciones y final—

mente la interpretacidén de los resultados.

I11 Método de Hidroxilamina:

Este en principio seria un método adecuado para la cuantifi—
cacién de la Ampicilina, pero presenta varias limitaciones, ya que

la preparacidén 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 continua y constante las lecturas.

v Método del Acido Perclérico:

Este, igual que el anterior, es un método muy inexacto, ya
que siendo un Mmétodo que se debe hacer en medio anhidro con la pre-
sencia de agua se pueden afectar grandemente los resultados, al mis—

mo tiempo que el vire del indicador es un purto que no es posible.

A\ Método de Hidréxido de Sodio:

De los métodos estudiados, es uno de los més inexactos, esto
es debido a los muchos factores; los que se tienen que controlar,
siendo uno de ellos el CO, ambiental y como la valoracién es de los

grupos carboxilos, es facil que se puedan cometer errores.

\VA Método Yodométrico:

Es, dentro de todos, el que se encuentra mdés difundido en .
cuanto a su uso, Yy casi se puede afirmar que cualquier laboratorio

tiene este método montado.

Las limitaciones que se pueden anotar al respecto son:

habilidad del personal para ver el vire, tiempo y condiciones de la



reaccién del yodo con la Ampicilina, preparacién del blanco, ya que
de ello depende que se detecte la Ampicilina farmacolbgicamente

activa, y los posibles excipientes presentes.

VII Método del Sulfato de Cobre:

Después de la sebie de estﬁdios realizados, se concluye que
es el més adecuado para la valoracién de la Ampicilina, con las va—
riantes de: aumentar el tiempo de reaccibn a 60 minutos y depender
del material adecuado para alcanzar la temperatura deseada para
poder‘ efectuar la lectura, sin embargo, se observd que se obtienen

los resultados en cuanto a densidad déptica constante, dando una idea

de la reproductividad del método. Ademés es una reaccidn especifica

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

responsable de la accibén farmacolbgica.
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