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INTRODUCCION 

Hace mucho tiempo que en los ensay' ~ oficiales se piden subs ­

tancias de referencia. En los Últimos 20 a ños, se han introdu­

cido cientos de estas substancias que se emplean para pruebas 

químicas, así como para valoraciones tanto químicas como bio­

lógicas. 

Existen varias organizaciones que se han dedicado , desde hace 

muchos años, a la elaboración y distribución de patrones de re­

ferencia rec onocidos mundialmente, entre las que tenemos: 

El Comité de Substancias de Referenci a USP, el Code of Federal 

Regulations, el National Formulary , la F a rmac opea Británica y 

la Organización Mundial de la Salud . 

Las primeras substancias de referencia USP , fueron establecida s 

para los ensayos biológicos contenidos en la USP X, que apareció 

e n 1926 . En la US P XIV ( 1950 ) , ya aparecían 4 0 s ubs tancias de 

referencia, muchas de las cuales est aban indicadas para pruebas 

y valoraciones químicas . Desde entonc es el número s e ha ido incre­

mentando continuamente, y ya la USP XVIII m a r ,,_J ::24 0 patrones de 

referencia. 
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El desarrollo en el National Formulary ( NF ) ha si.do se­

mejante. En el NF IX ( 1950 ), el número de patrones de 

referencia fue de 5, aumentó a 42 en el NF IX ( 1960 ); a 

91 en el NF XII y a 238 en el NF XIII. 

En el Code of Federal Regulations se mencionan 50 patrones 

de referencia para antibióticos de la Food and Drug Admi.nis­

tration ( FDA ). A pesar de que algunos de ellos son idénticos 

a los patrones de referencia USP y NF, con ellos se llega a 

una cantidad de cerca de 500 substancias de referencia en los 

E.U.A. 

En la Bri.ti.sh Pharmacopoei.a se mencionaron por primera vez, 

substancias de referencia para pruebas químicas, en la edición 

de 1963. Los llamados especímenes auténticos, se introdujeron 

para las identificaciones con infrarrojo y posteriormente para los 

ensayos fotométricos de formas farmacéuticas. Los primeros 

especímenes se establecieron en 1964 y son di.stri.buídos por la 

Bri.ti.sh Pharmacopoei.a Commi.ssi.on. Actualmente hay más de 

260 especímenes. 

Las substancias químicas de referencia británicas, forman otra 
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clase de patrones de referencia que se mencionan en la 

Briti.sh Pharmacopoei.a. Estos patrones químicos de re­

ferencia son' materiales altamente purificados, con cada 

uno de los cuales se provee un protocolo completo de aná­

lisis. 

La Organización Mundial de la Salud ( OMS ) ha si.do, 

desde hace mucho tiempo, uno de los principales provee­

dores de substancias de referencia. Actualmente han sido 

establecidos más de 270 patrones biológicos de referencia 

internacionales y más de 40 patrones químicos de referencia 

internacionales. 

Por el desarrollo que han tenido las substancias de referencia 

y la importancia que han adquirido en los análisis farmacéuti­

cos , nos podemos dar cuenta que hay una tendencia evidente 

hacia un aumento en el número de estas substancias. Además, 

con la introducción de técnicas de valoración automatizadas, 

puede predecirse que se van a necesitar patrones de referencia 

para la mayoría de los fármacos . Es por esto que existe una 

necesidad obvia de aumentar la cooperación internacfonal en 

este campo. En los Últimos años se han desarrollado programas 

de colaboración entre las Comisiones Farmacopéicas nacionales, 
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las Instituciones que se dedican al establecimiento de 

substancias de referencia y la Organizaci6n Mundial de la 

Salud ( OMS ). 

Hace algunos años, que en varios países, se han venido 

desarrollando programas para establecer substancias de 

referencia nacionales. As{ tenemos el caso de India, Japón, 

Hungría, etc. , en cuyas Farmacopeas se mencionan ya varios 

patrones de referencia nacionales. 

En México también se ha desarrollado un programa para la 

elaboración de substancias de referencia nacionales, el cual 

está a cargo del Comité Mexicano de S ubstancias Farmacéu­

ticas de Referencia. ( COSUFAR ). Aunque todavía no existe 

ningún patrón de referencia nacional en el mercado, varias 

substancias están siendo sometidas a análisis exhaustivos para 

la comprobación de su identidad, estabilidad, pureza y actividad 

biológica, de modo que en un futuro cercano se tendrán ya en 

nuestro país estas substancias de referencia. 

Son varias las causas que originaron el desarrollo de este 

programa de elaboración de substancias de referencia nacionales, 

entre las principales tenemos el hecho de que el costo de adqui­

sici6n de las substancias de referencia USP, NF, FDA, etc., 
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es muy elevado, tanto por la naturaleza misma de estas 

substancias, como por los gastos que se real izan para 

su importaci6n; otra de las causas es el largo tiempo que 

tardan estos patrones de referencia en ser entregados y 

ahora también ha surgido el problema de que algunas de 

las organizaciones mencionadas, qL1e elaboran substancias 

-de referencia, ya no qui.eren o no pueden surtir algunos de 

ellos. Es por esto, que el logro de patrones de referencia 

nacionales se ha convertido en algo indispensable y urgente. 

En muchos laboratorios se obtienen patrones secundarios 

de trabajo, para uso particular de los mismos. Esta subs­

tancia de referencia de trabajo se obtiene a partir de materias 

primas que al anal izarse en el laboratorio, se ve que tengan 

una calidad superior a la común. Así por ejemplo, de un lote 

de materia prima, originalmente destinado a la producci6n de 

una forma farmacéutica definida, se separa una cantidad de­

terminada, con el fin de obtener una substancia de referencia 

de trabajo. 

Para que una substancia sea aceptada como referencia secun­

daria, es necesario que sus constantes físicas y químicas, así 
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como su actividad biológica se comprueben. La compro­

bación de éstas se hace comparando siempre con una 

substancia de referencia internacional, ya sea US P, NF, 

Británico, etc. 

El Objetivo de este estudio es determinar si el lote 23252W 

de Cefalotina sódica puede emplearse como una substancia 

de referencia secundaria en el laboratorio que auspició este 

estudio. El tamaño del lote es de 30 g. de cefalotina sódica. 

La comprobación de las constantes físicas, químicas y la 

potencia de este antibiótico, se harán comparando con el 

patrón de referencia US P. Las especificaciones obtenidas 

servirán de norma para establecer la substancia de referen­

cia secundaria de Cefalotina Sódica. 
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GENERALIDADES 

La Cefalotina sódica es un antibiótico semisintético de 

amplio espectro, del grupo de las cefalosporinas. 

Las cefalosporinas constituyen una clase de antibióticos 

lactámicos, derivados de la cefalosporina C, que es un 

producto metabólico del Cephalosporium acremonium. Este 

microorganismo produce varias clases de antibióticos lla­

mados: cefalosporina C, cefalosporina N y cefalosporina P. 

Estos antibióticos fueron identificados en el medio de culti­

vo, 1 O años después del aislamiento del C. acremonium rea­

lizado por Brotzu en 1948 y de la demostración subsecuente 

de su actividad contra bacterias gram positivas y gram ne­

gativas. 

La investigación de todos los antibióticos producidos por el 

Cephalosporium sp. empezó con un examen de la fracción 

obtenida mediante la extracción con solventes orgánicos del 

caldo de fermentación ligeramente acidulado. Se encontr6 que 

esta fracción tenía 5 antibióticos esteroidales llamados, ce­

falosporinas P 1 _ 5 . La cefalosporina P poseía actividad con­

tra organismos gram positivos, pero no tenía actividad contra 
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los gram negativos y por lo tanto no podía ser el Único 

antibi6tico observado por Brotzu con el extracto crudo. 

Los investigadores reexaminaron el caldo de cultivo y 

encontraron un antibi6tico no extraíble con actividad 

gram negativa. Esta substancia, denominada original­

mente como cefalosporina N, es la responsable de la 

actividad gram negativa descrita por Brotzu. Posterior­

mente se demostr6 que la cefalosporina N era idéntica a 

la sinnematina By se le rebautiz6 con el nombre de peni­

cilina N. 

Durante la purificaci6n de una muestra de penicilina N de­

gradada con ácido , Newton y Abraham ( 1955 ) aislaron una 

substancia que se movía más lentamente en una columna 

de intercambio ani6nico y que tenía un fuerte máximo de 

absorci6n ultravioleta a 260 nm. La substancia .. llamada 

cefalospori.na C, se demostr6 que era un nuevo antibi6tico 

/3-lactámico relacionado con la penicilina N. La cefalospo­

rina C se asemeja a la penicilina N, en que contiene un gru­

po acilo derivado del ácido O.....o(-amino adípico y difiere en que 

presenta la cadena lateral condensada con un anilloP -lactama 

dihidrotiazina, ácido 7-amino cefalosporánico ( 7-ACA ), en 

vez de un anilloj.3-lactama tiazolidina, ácido 6-amino peni-
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9. 

ci.lánico ( 6-APA). En un principio no se le dió importan-

cia a este antibiótico, ya que su espectro de acción es 

semejante al de la penicilina N, pero menos intenso. Aho-

ra se le da interés porque es posible eliminar por hidrólisis 

la cadenao<.-amino adipÍlica, para producir el ácido 7-amino 

cefalosporánico, del cual pueden obtenerse cefalosporinas 

semisintéticas con. actividades antibacteriales mayores. 

De los muchos ácidos cefalosporánicos, el primero de impor-

tanda médica fue la cefalotina ( Chauvette et. al. 1962 ) 

O- IT s 
s CHz-c-NH~ 

)-J, ~ 
o 

o 
11 

Clf¿_ - O - C - CH3 



Biosíntesis. 

La Cefalotina se prepara mediante la reacci.6n del cloruro 

de tiofeno-2-acetilo con el ácido 7-amino cefalosporáni.co 1 O. 

El núcleo cefalosporánico se obtiene de la cefalospori.na C, la 

cual es producida por un hongo i.denti.ficado como Cephalosporium 

acremoni.um Nº 49137 ( Instituto Mi.col6gi.co Imperial, Inglaterra), 

o por cepas de él. 

A pesar de que la cefalosporina C se puede fragmentar en ácido 

o<.-ami.no adípico, cisteína y valina, aún no ha si.do establecido 

el mecanismo real mediante el cual el Cephalospori.um sp. incor­

pora los 3 aminoácidos para dar la cefalospori.na C. 

Arnstein y Morri.s 11 aislaron la (o<. -amino adi.pil ) cistei.nil vali.­

na del micelio del Peni.cilli.um chrysogenum y sugirieron que el 

tripéptido es un precursor en la bi.osíntesi.s de todas las penici­

linas. Se ha encontrado este mismo tripépti.do en el l {qui.do intra­

celular del Cephalosporium sp. 1 2 . 

El Último paso postulado en la biosíntesis de la penicilina es una 

reacci.6n de transferencia de un acilo, o la producci.6n del ácido 

6-amino penicilánico, si es que no se adiciona el precursor. 
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El Cephalosporium sp. aparentemente no produce amidasas 

de cadenas laterales o acil transferasas, y no se ha reportado 

la existencia del 7-ACA en la fermentaci6n. Así pues, para 

obtener antibi6ticos clínicamente Útiles, es necesaria la mani­

pulaci6n química de la cefalosporina e. 

La síntesis de muchos 7-acil derivados fue posible una vez lo­

grada una reacci6n práctica de rompimiento de la cefalosporina 

e 13
, que producía grandes cantidades del 7-ACA. 

De estos derivados, la cefalotina sódica fue la primera que se 

lanzó al mercado ( Patente: Eli Lilly y Cía., por E. H. Flynn, 

Belg. 618, 663, Die. 7 , 1962; U. S. Appl. , Junio 8, 1961; Chem. 

Abstracts 59 , 51 76, 1963 ) . 

Síntesis Química. 

Después de que se reportaron los detalles estructurales de la 

cefalosporina C , muchos químicos intentaron su síntesis. Se 

dirigieron los esfuerzos hacia la fusi6n de un anillo,8-lactámico 

con un anillo dihidrotiazina 14 ; a la conversi6n de un núcleo de 

penicilina en un núcleo de cefalosporina 1 5 , y a la construcci.6n 

del anillo ,B-lactámico a partir de la L ( + ) cisteína como mono-
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ciclo inicial, para si.nteti.zar el núcleo de cefalospori.na 1 6 • 

Este Último esfuerzo logr6 la síntesis total estereoespecí-

fi.ca de la cefalospori.na C y de la cefaloti.na. 

Estabi. l i.dad y Degradaci.6n. 

La cefaloti.na s6di.ca en estado s6li.do y seco, almacenada en 

envases de vi.dri.o perfectamente cerrados y protegidos de la 

humedad, es estable por 3 años a 25 º e. 5 

Las soluciones acuosas mantenidas a 25 º e, por 24 horas, 

pierden aproximadamente el 8% de su acti.vi.dad y la velocidad 

de pérdida de acti.vi.dad fue casi. la misma en buffers con valo-

5 
res de pH entre 3 y 7 . 

La cefaloti.na en soluci6n acuosa s6lo se hi.drol i.za lentamente 

para producir deaceti.lcefalotina y bajo condiciones ligeramente 

ácidas, el compuesto deaceti.lado y la cefaloti.na se convierten 

en cefalotin lactona: 
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DEACETI LCEFALOTINA 

CEFALOTIN LACTONA. 



14. 

Las soluciones alcalinas con un pH arriba de 8, pierden 

rápidamente su actividad biológica cuando permanecen a 

temperatura ambiente 5 • 

Lap-lactama es más estable a los ácidos fuertes que a las 

bases fuertes, pero en condiciones vigorosas el núcleo en-

tero se rompe formando el tienil acetamido acetaldehido, que 

es biológicamente inactivo 17 • 

Se ha reportado que el núcleo de cefalosporina es lábil a la 

luz ultravioleta ( 260 nm. ) 1 8 . La descomposición de una so-

lución acuosa de cefalosporina C, medida por la pérdida de 

su actividad biológica, fue del 90% en un lapso de media hora. 

La actividad de la cefalotina en suero humano se mantuvo com-

pletamente, por un período de 1 4 días a -20° e. A una tempe-

ratura de 5° C, ocurrió una inactivación del 1 2% en 2 días, y 

del 50% en 14 días. A temperatura ambiente la inactivación fue 

rápida y sólamente se detectó un 15% de la actividad original 

después de 2 días. 

W . k 19 ,, 
lC reporto que la cefalotina y su metabolito deacetilado 

permanecieron estables en suero humano incubado a 37° C por 
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2.5 hrs. 

20 Lee et al., , reportaron haber encontrado muy poca 

cantidad, si es que ninguna, de deacetilcefalotina en suero 

y sangre entera heparinizada, después de incubarlas con 

cefalotina durante 1 hora a 37° C. Esto sugirió que ni el 

suero, ni la sangre entera, contenían una cantidad signifi-

cativa de estearasas capaces de hidrolizar la cefalotina. 

La degradación química de la cefalosporina C y de sus 

análogos no produjo equivalentes estructurales de los pro-

duetos de degradación de la penicilina 21 • Las cefalospo-

rinas no dieron los análogos esperados de los peniciloatos, 

ni de los penici l inatos, así como tampoco formaron penici-

lamina. Las reacciones con alcoholes, tanto en presencia 

como en ausencia de sales metálicas, no rompieron el ani-

l lo lactámico; mientras que la reacción con alcóxidos pro-

,; .,; 22 
duc1a la expulswn del grupo acetato 

El rompimiento del anillo ,B-lactámico de la cefalotina, con 

J3-lactamasas, se encontró que iba acompañado de la expulsión 

del grupo acetato y de cambios importantes en el espectro de 



absorción ultravioleta 23 . La reacción producía compuestos 

lábiles con un máximo de absorción a 230 nm, el cual desapa­

recía en varias horas. Las estructuras tentativas de los com­

puestos formados en la degradación hidrolítica con ,B-lactama­

sas o con amoníaco, han sido reportadas y sostenidas por va­

rios estudios hechos de los espectros de resonancia magnética 

de protones 25 . 

Las aci.l-estearasas pueden atacar la cefalotina en la función 

acetilo unida al metilo en C-3, produciendo deaceti.lcefalotina. 

A pesar de ser bastante estable bajo condiciones fisiológicas 19 , 

el compuesto deacetilado fue inestable cuando se le abrió el ani­

llo p-lactama 23 . Sin embargo, el comportamiento de la cefa­

lotin lactona fue excepcional;· la presencia de la lactona de 5 

miembros causó que la reacción con ,B-lactamasas prosiguiera 

como con las penicilinas y se produjo un producto de reacción 

estable 26 . 

Las amidasas fueron capaces de eliminar las cadenas laterales 

relativamente no polares de los cefalosporinatos 27- 28 . Sin 

embargo la amida ami.no adípica, que existe naturalmente en 

la cefalosporina C, fue resistente a las amidasas. 
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Productos metabólic os - F a rmacocinética. 

La cefalotina fue transformada parcialmente a deacetilcefalo-

tina después de ser administrada parenteralmente a animales 

de experimentación y al hombre 2º. En el perro, la excreción 

inicial contenía iguales cantidades de cefalotina y de su metabol ito 

deacetilado; una excreción posterior mostró una preponderancia 

del metabolito sobre el compuesto original. 

La cefalotina persistió durante un período más largo de tiempo, 

cuando se administró por vía intramuscular que cuando se dió 

por vía intravenosa. 

En el hombre, se midió la c a ntidad total excretada en la orina, 

después de la administración intramuscular de 1 g. de cefalotina. 

La recuperación de la cefalotina y de su metabolito deacetilado 

promedió 46 0 y 240 mg, respect ivamente; una relación de 2:1 en 

favor de la cefalotina. 

La deacetilcefa lotina e s biológicamente activa. Estudios in vitro 19 

demostraron que el metabolito tiene un espectro antimicrobiano 

semejante al de la cefalotina, pero se requieren de 2 a 16 veces 

más metabolito, para la inhibición de cultivos representativos de 
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organismos de prueba. A pesar de que no se tienen datos 

de la efectividad terapéutica de la deacetilcefalotina en el 

hombre, se han estudiado infecciones experimentales en 

ratones 19 , y se observ6 que el efecto curativo del meta­

bolito era menor que el de la cefalotina; este descubrimien­

to estaba de acuerdo con los resultados obtenidos de la eva-

luaci6n in vi tro. 

La excreci6n urinaria fue la ruta principal de el iminaci6n 

para la cefalotina, tanto en el hombre, como en el perro 20-29. 

De un 60 a un 90% de la dosis apareci6 en la orina durante las 

6 hrs. siguientes a la administraci6n. Estudios renales en pe­

rro indicaron que la actividad antibi6tica era secretada a tra­

vés de los túbulos renales y que esta secreci6n tubular podría 

ser completamente bloqueada por el Probenecid. 

El suero alcanz6 niveles máximos en la media hora sigui.ente 

a la admini.straci6n 20-29. La vida media mi.crobiol6gica en el 

suero de perro, fue de 42. 3 + 2. 5 min. para la cefalotina 20, 

comparada con 25.9+ 0.8 min. para la deaceti.lcefalotina 19 . La 

corta vida media en el suero fue atribuÍble a la rápida excreci6n 

urinaria 29 . 
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Lee y colaboradores 20-3o reportaron la distribuci6n de la 

cefalotina en sangre y tejidos, y su paso a los fluídos orgáni­

cos. Puesto que el volumen relativo de distribuci6n era ma-

yor de 1 ( 1 .413 ± 0.244 ml/g ), los autores sugirieron que 

la cefalotina se distribuía más allá del espacio extracelular 

y que se concentraba en los tejidos. 

Actividad farmacol6gica y Usos. 

Su espectro antibacteriano in vi.tro incluye gérmenes grampo­

sitivos y gramnegativos, cocos y bacilos. Es resistente a la 

penici l inasa. 

Su uso debe restringirse a las infecciones serias, especial­

mente cuando estaría indicada la ampicil ina o la bencilpenicili­

na, y los gérmenes son resistentes; pero no puede usarse cuando 

el paciente es alérgico a la penicilina, ya que puede haber aler­

genicidad cruzada entre la cefalotina y las peni.cil inas. 

Posiblemente la cefalotina actúa interfiriendo con la síntesis de 

la pared celular bacteriana en forma semejante a como lo hace 

la penicilina. 
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Las mínimas concentraciones inhibidoras para los cocos 

son de 0.05 mcg a 1 mcg/ml; es la más activa de las ce­

falosporinas contra los estafilococos, y hasta la fecha no 

se han encontrado estafilococos resistentes. Los Strepto­

coccus faecal is y otros enterococos y bacterias gramnega­

tivas susceptibles requieren de 1 O a 30 mcg/ml. 

Estas diferencias hacen ver claramente la necesidad de de­

terminar la sensibilidad bacteriana antes de instituir el 

tratamiento y determinar la dosis. 

La cefalotina se puede usar en el tratamiento de infecciones 

del conducto urinario, ya que es la vía principal de elimina­

ción de esta substancia. Este antibiótico, causa menor daño 

al riñón que la cefaloridina, es por esto que se prefiere para 

el tratamiento de pacientes con fallas renales o los que están 

siendo dial izados . 
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II ESPECIFICACIONES FUNDAMENTALES DE 
LA CEFALOTINA SODICA. 

Como ya se ha mencionado anteriormente, para que una subs-

tanda sea aceptada, generalmente, como patrón de referencia, 

es necesario que sus constantes físicas y químicas , así como su 

actividad biológica y estabilidad se comprueben cuidadosamente, 

con aparatos e instrumentos de precisión comprobada y en forma 

tal que los resultados obtenidos proporcionen una base estadísti-

ca adecuada para juzgar la nobleza y confiabilidad de tal substan-

cía. Para determinar esta nobleza y confiabilidad, las substan-

cías son sometidas a técnicas analíticas usuales como, absorción 

ultravioleta e infrarroja, rotación específica, cromatografía, 

pruebas de pureza, y determinaciones que muestren que la subs-

tanda se comporta adecuadamente al utilizarse en las pruebas para 

las que está destinada. 

Las pruebas que se real izan a una substancia para poder establecer 

un patrón de referencia, no son necesariamente, todas las especi-

ficadas en su monografía, ya que muchas de estas pruebas solo son 

de utilidad para cuando la substancia va destinada a la elaboración 

de un medicamento. Generalmente, las pruebas fundamentales que 
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se le hacen a la substancia, son aquél las necesarias para 

determinar la identidad, pureza , actividad biol6gica, y esta-

bilidad de la misma. 

A continuaci6n se especifican las pruebas fundamentales que 

deben hacerse a la Cefalotina s6dica para poder establecer 

una substancia de referencia. 

Cefalotina s6dica.- Sal s6dica del acetato del ácido 3( hidro-

ximeti.1) 8-oxo-7-2- ( 2-tieni.1) -acetamido -5-tía-1-azabiciclo 

4. 2. O oct-2-eno-2-carboxÍl ico, también conocido como la sal 

sódica del ácido 7-( tiofeno-2-acetamido) cefalosporánico. 

o 
11 

CH -o-C-CH 
2 3 

* e 1 6 H 1 5 N 2 Nao 6 s 2 *PM=418.43 

Descripción.- Es un polvo cristalino blanco o ligeramente amari.-

l lento, esencialmente inodoro. 



Solubilidad.- Es muy soluble en agua, formamida, dimetil 

sulf6xido, y en etilen y propilen glicol, es ligeramente soluble 

en alcoholes de bajo peso melecular , e insoluble en solventes 

orgánicos no polares. 

Espectro infrarrojo. - El espectro infrarrojo de la cefalotina 

s6dica presenta las siguientes bandas de absorci6n caracterís-

ticas: 

a) N - H : 3300 cm-1 
b ) carbonilo de la p-lactama: 1760 cm -1 
c ) carbonilo del éster: 1735 cm- 1 

d ) carbonilo de la amida: 2 ia : 166011535 cm-1 
e ) carbonilo del carboxilo: .1630 cm -=._ 1 
f ) C - O del (CH3 - C - O ) : 1 250 cm 

11 

o 

La regi6n del carbonilo que existe entre 1500 y 1800 cm- 1 , es la 

regi6n más característica en el espectro infrarrojo de la cefaloti-

na s6dica. En esta regi6n se pueden detectar cambios como: rompi­

miento del éster, formaci6n de lactona y apertura de la p-lactama 5 · 

Espectro ultravioleta.- El espectro ultravioleta de una soluci6n acuo-

sa de cefalotina s6dica ( 25 mcg/ml ), determinado de 220 a 31 O nm, 

present6 un máximo a 237 nm y otro a 265 nm. 

23. 
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1% 
E 1 cm ( 237 nm en agua ) 336 

1% 
E 1 cm ( 265 nm en agua ) = 204 

A ( 265 ) / A ( 237 ) = 

Cromatografía en capa fina.- Se deben realizar pruebas croma-

tográficas para detectar cualquier producto de degradaci6n o im-

pureza que pudiera existir en el lote de cefalotina s6dica en estu-

dio. 

Pérdida al secado. - La cefalotina sódica, secada a 60° C a presión 

reducida ( no mayor de 5 mm de Hg ) durante 3 hrs, no debe de per-

der más del 1 .5% de su peso. 

Metales pesados. - La cefalotina sódica no debe contener más de 30 

ppm. 

Rotación 6ptica .- La rotaci.6n específica de una solución acuosa de 

cefalotina sódica al 5% ( w/v ), es de: 

[_,,]25º --~ + 129° ± 5° ( en base seca ). 

Ensayo.- La potencia de la cefalotina sódica es de 945 mcg/mg. 

Los métodos que se emplean generalmente para valorar este anti-

bi6tico son: 



a) Método microbiológico de cilindro-placa. 

Yodométri.co. 
b ) Método químico: 

Co lori.métri.co. 

Estabil i.dad. - Es muy i. mportante conocer la estabi.l i.dad de la 

substancia que se qui.ere usar como un patr6n de referencia, ya 

que ella va a servir de base para la aceptación o el rechazo de 

otros lotes de cefalotina sódica y por lo tanto se debe estar se­

guro de cuál será la potencia anti.bi6tica de la futura substancia 

de referencia en el momento de usarla, para que de este modo 

se tenga un punto de comparaci6n correcto que 1 leve a la obten­

ci6n de resultados analíticos reales. 

Se realizan pruebas para determinar la estabilidad de la substan­

cia sólida, así como en soluci.6n, a temperatura ambiente y a tem­

peratura de refri.geraci6n. 

Los sigui.entes datos de la estabi.l idad de la cefaloti.na s6di.ca han 

si.do tomados de la bi.bl i.ografía: 

1 • - La cefaloti.na s6dica en estado sólido, mantenida en recipientes 

perfectamente cerrados y protegidos de la humedad, es estable 

de 2 a 3 años a 25º c. 4- 5 . 
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2. - A temperatura de 25° C, las soluciones acuosas de cefa­

lotina sódica pierden aproximadamente el So/o de su activi­

dad en 24 hrs. La pérdida de actividad fue sensiblemente 

la misma en buffers de pH= 3.0 a pH - 7 .o. 5 

3.- Las soluciones de cefalotina sódica preparadas a partir 

de una substancia de referencia, pueden permanecer hasta 

5 días sin pérdida significativa de su potencia, cuando se 

preparan en soluciones amortiguadoras de pH apropiado y 

se conservan a temperatura de 4° c. 4 

26. 



I! [ PARTE EXPERIMENTAL. 

El lote 23252W de cefalotina sódica se sometió a todas las 

pruebas básicas que deben hacerse a esta substancia. 

En todas las pruebas se corrió al mismo tiempo la substan­

cia de referencia USP, ya que es indispensable, para poder 

establecer un patrón ~ecundario de referencia, comparar 

siempre la materia prima en estudio con un patrón primario, 

en este caso el patrón USP. 

A c0ntinuación se describen los métodos de prueba empleados 

en la determinación de las especificaciones fundamentales de la 

cefalotina sódica, y los resultados obtenidos . 

Descripción. - Revisión de las características organolépticas, 

aspecto, color y olor, de la cefalotina sódica , comparando la 

substancia de referencia USP con el lote 23252W de cefalotina 

sódica. 

Resultados.- Substancia de referencia USP: polvo cristalino 

blanco, inodoro. 

Lote 23252W : polvo cristalino ligeramente amarillento, inodoro. 
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Solubilidad.- Se determinó la solubilidad del lote 23252W de 

cefalotina sódica y de la substancia de referencia USP en los 

siguientes solventes: agua, formamida, etilengli.col, propilen­

glicol, etanol, cloroformo y éter. 

Resultados.-

Solvente. Subs. de Ref. USP. Lote 23252W. 

Agua. Muy scluble. Muy soluble. 

Formamida. Muy soluble. Muy soluble. 

Etilenglicol. Muy soluble. Muy soluble. 

Propilenglicol. Muy soluble. Muy soluble. 

Etanol. Poco soluble. Poco soluble . . 

Cloroformo. Insoluble. Insoluble. 

Eter. Insoluble. Insoluble. 

Espectro Infrarrojo.- Se prepararon pastillas de bromuro de 

potasio, con la substancia de referencia y el lote 23252W ( pre­

viamente secados a 60° C por 3 hrs. ), pesando aproximadamen­

te 3 mg. de cada una en 300 mg. de KBr y se procedió a deter­

minar el espectro infrarrojo d~ cada una de las substancias. 

28 



Se tomaron 3 espectros de cada una de las substancias en 

3 días consecutivos. 

Resultados.-

El espectro infrarrojo del lote 23252W fue idéntico al de la 

substancia de referencia US P. 

De los tres espectros obtenidos de cada substancia se escogió 

el más preciso, de acuerdo a los datos teóricos. 

Espectro infrarrojo de la substancia de referencia US P y del 

lote 23252W. 
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Espectro ultravioleta.- Se prepararon soluciones acuosas 

que contenían 25 mcg/ml ( 0.0025%) de cefalotina sódica, 

tanto de la substancia de referencia USP, como del problema. 

Una vez preparadas las soluciones se corrieron los espectro-

gramas desde 200 hasta 340 nm. 

Se determinaron tres espectros de cada una de las substancias 

en 3 días consecutivos. Se prepararon soluciones frescas cada 

día. 

1% 
Se calcularon, E 1 (237 nm), cm 

1% ; 
E 1 cm (265 nm) y la relacion 

A (265) /A (237), tanto para la substancia de referencia USP como 

para el problema. 

El valor de E 
1 % , se obtuvo con la siguiente fórmula: 
1cm 

1% 
E 1cm = A X 25 

w 

A - Absorbancia. 

X 100 
5 

w - mg de la substancia. 

X 1000 
100 

Resultados. - El espectro ultravioleta del lote 23252W, fue idén-

tico al de la substancia de referencia US P. Ambos presentaron 

dos máximos de absorción, uno a 265 nm y otro a 237 nm. 
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Espectros ultravioleta de la substancia de referencia USP 

y del lote 23252W .-

·v·s·n N1 

1 
1 

1 

' 1 ! 1 ' 1 ,¡ : ' ' 1-: i 

1 ; 1 

i i ' 
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Lecturas de las absorbancias ( A ) de las soluciones patr6n 

y problema, a 265 y 237 nm: 

Subs. de Ref USP Lote 23252W 

- -
nm Pesada A A Pesada A A 

12.45 mg 0.508 12.45 mg 0.058 
265 0.510 0.510 

12.47 0.511 12.48 0.510 

12. 51 0.511 12. 50 0.512 

12.45 0.836 12.45 0.837 

237 12.47 0.839 0.839 12.48 o. 841 0.839 

12. 51 0.843 12. 50 o. 841 

1 'Yo 
Valores de E 1 cm de las soluciones patr6n y problema, a 
265 y 237 nm: 

ISubs. de Ref. USP Lote 23252W 

nm E 1 % E 1 'Yo E 1 % E 1 'Yo 

204.1 204.1 

265 205.0 204.5 204.4 204.5 

204.4 205.5 

336.0 336.5 

237 336.5 336.5 337.0 336.7 

337.0 336.7 

Valores de la relaci6h A255/A 237 , de las soluciones patr6n y 
problema: 

Subs. de Ref. USP Lote 23252W 

34. 

A255/A237 A255/A237 A255/A 237 A255/A237 
Promedio Promedio 

0.607 0.606 
0.609 0.606 0.606 0.606 
0.604 0.608 



ROTACION OPTICA. 

A la substancia de referencia USP, no se le determinó la 

rotación específica, se tomó el dato reportado en el proto-

colo enviado con él. 

Se determinó la rotación específica de una solución acuosa 

al 5%, del lote 23252W de cefalotina sódica. 

Preparación de la Solución.- Se pesaron 500 mg de la subs-

tancia, previamente secada a 60°C por 3 hrs, y se llevaron 

a 1 O ml. con agua destilada. Se pasó la solución a una celda 

de 1 dm. y se leyó la rotación Óptica de la solución en el po-

larímetro, tomando varias lecturas . 

Resultados.-

a = 6.353 

t = 1 dm 

e = 4.929 g/100 ml. 

[ o< ] 25 ° = 1 00 X a 

{ X c 

[o<.] 25° = 100 X 6,353 

t. X 4.929 

= 128.9° 

[o<] 25° Subs. de Ref. USP [o<..] 25° Lote 23252W 

129.2° 128.9 o 
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PERDIDA AL SECADO. 

Se determinó la pérdida al secado de la substancia de refe­

rencia USP y del lote 23252W. Se pusieron a secar aproxi­

madamente 1 00 mg de cada una de las substancias en una es­

tufa de vacío a 60° C y a una presión de 5 mm de Hg, durante 

3 hrs. 

Resultados.-

Pérdida al Secado 

Subs. de Ref. USP Lote 23252W 

0.11 % 0.24% 

METAL ES PESADOS. 

Esta prueba sólo se le hi.zo a la substancia problema. 

Para la substancia de referencia USP se tomó el dato reportado 

en su protocolo. 

Reacti. vos • -

Amoníaco T .S. (Amoníaco al 10% ).- Se di.luyeron 400 ml de 

amoníaco al 29% con suficiente agua puri.fi.cada para hacer 1000 ml. 

Solución "madre" de ni.trato de plomo.- Se di.solvi.eron 159.8 mg 

de ni.trato de plomo en 1 00 ml de agua destilada a la que se le había 
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Añadido 1 ml de ácido nítrico al 70% y se di.luy6 a 1000 ml. 

Soluci6n patr6n de plomo.- Se tomaron 1 O ml de la soluci6n 

"madre" y se colocaron en un matrás volumétrico de 100 ml 

y se di.luy6 con agua. Cada ml de esta soluci6n contenía 1 O 

mcg. de plomo. 

Preparaci6n de la soluci6n patr6n. - Se prepararon varias so­

luciones patr6n, con 1 O, 20 y 30 ppm de plomo, para poder 

comparar cuantitativamente la cantidad de plomo que contenía 

el lote 23252W. 

En un tubo de Nessler se coloc6 un volumen de la soluci6n pa­

tr6n de plomo que contenía el equivalente de plomo deseado y 

se di.luy6 a 25 ml. Se ajust6 el pH de la soluci6n entre 3 y 4 

con ácido acético al 6% y/o amoníaco al 10%, usando papel 

pH de rango corto; se di.luyó a 40 ml con agua y se agitó bien. 

Esta fue la solución A. 

Preparación de la muestra.- Se pesó 1 g de substancia y se 

colocó en una cápsula de porcelana. Se agregó suficiente ácido 

sulfúrico para mojar la muestra y se incineró . cuidadosamente 

hasta que la muestra estuvo bien quemada. Se adi.ci.onaron 2 ml 
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de ácido nítrico al 70°/o y 5 gotas de ácido sulfúrico al 96°/o 

y se calentó cuidadosamente hasta que se produjeron humos 

blancos, entonces se incineró en una mufla a 500-600° C has­

ta que se hubo quemado todo el carbono. Se enfrió y se agre­

garon 4 ml de ácido clorhídrico 1 en 2, se cubrió la cápsula 

y se digirió durante 1 5 min . en un baño de vapor. Después se 

humedeció el residuo con una gota de ácido clorhídrico al 37°/o, 

se agregaron 1 O ml de agua destilada cliente y se digirió por 

2 min, se agregó amoníaco al 1 O°/o, gota a gota hasta que la 

solución estuvo apenas alcalina al papel litmus, se diluyó a 25 

ml y se ajustó el pH entre 3 y 4 con ácido acético al 6°/o. Se 

filtró y se lavó, la cápsula y el filtro con 10 ml de agua, se 

diluyó el filtrado y los lavados a 40 ml. Se pasó esta solución 

a un tubo de Nessler. Esta fué la solución B. 

Comparación de color.- A los tubos que contenían las soluciones 

A y la B, se les agregaron 1 O ml de agua sulfhídrica, se mezcló 

y dejó reposar durante 5 min, se vieron hacia abajo los tubos 

contra un fondo blanco. Así se vió con cuál de las soluciones 

patrón se podía comparar el color de la solución problema, te­

niendo pues de este modo la ppm de plomo que contenía el lote 
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23252W de cefalotina sódica. 

Resultados.-

Metales Pesados 

Subs . de Ref. USP Lote 23252W 

1 O ppm. 20ppm. 

CROMA TOGRAFIA EN CAPA FINA. 

Para esta prueba se elaboraron 4 cromatoplacas en sílica gel, una 

por día y todas a diferente hora para obtener de esta manera datos 

más reales. 

Se preparó la cámara colocando un volumen adecuado del sistema 

de solventes acetona-á cido acético 20:1 y dejando saturar durante 

2 hrs. 

Se activa ron las placas de sílica gel en la estufa y después se pro­

cedió a marcar e l lugar de aplicación de la substancia USP y de la 

substancia problema, y se marcó el lugar a donde se quería que lle­

gara el frente del solvente . En cada placa se depositaron 3 cargas 

de la solución de referencia y 3 de la solución problema, intercalando 

una y una; l a carga fue de 2 mcl de una solución acuosa de 0.5 mcg/ml 
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( 12.5 mg en 25 ml ) tanto del patr6n de referencia como del 

lote 23252W, y la aplicaci6n de esta carga se hizo mediante 

un capilar graduado. Una vez depositadas las soluciones y ya 

que habían secado las manchas, se coloc6 la cromatoplaca en la 

cámara ya saturada y se dej6 correr el solvente hasta que lleg6 

a la posici6n marcada, entonces se sac6 la cromatoplaca de la 

cámara y se dej6 evaporar el solvente. Ya seca la cromatoplaca 

se aplic6 el revelador, que fue una soluci6n al 3% de vainillina 

en una mezcla de ácido fosf6rico - ·metanol 1 :1 , y se dej6 secar, 

después de lo cual se meti6 la cromatoplaca a una estufa a 1 05t. 

Ya visibles las manchas se determin6 el Rf de cada una de el las. 

Las cromatoplacas también se pudieron revelar usando una lám­

para de luz ultravioleta de onda corta, s6lo que en este caso hubo 

que marcar el centro de las manchas que solo permanecían visi­

bles bajo la luz ultravioleta, para después poder calcular el Rf. 

Resultados. -

En todas las cromatoplacas s6lo apareci6 la mancha correspondien­

te a la cefalotina s6dica, tanto para la substancia de referencia 

US P, como para la substancia en estudio. 
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En cada placa se tomó el Rf promedio de las 3 muestras 

del patrón USP y de las 3 muestras del lote 23252W. 

1 Subs. de Ref. USP Lote 23252W 

- -
Cromatoplaca Rf. Rf. Rf. Rf. 

1 0.60 0.60 

11 0.62 0.62 
0.617 0.620 

111 0.60 0.61 

IV 0.65 0.65 

ESQUE¡\.l\.t\ DE UNA DE LAS CROMA TO PLACAS. 

S - substancia de referencia. 

P - lote 23252W. 

-- - - - - - - - - - - - - - - - -- - - - - - - - - - - --

.... - - - ...... - - - - "'fl>- - - - - ....... - - - - - - - - - - _,,_ - - - - _,. - -- -
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METODOS DE VALORACION 

ENSAYO MICROBIOLOGICO. 

La potencia de la cefalotina sódica se determina en forma ruti­

naria por el método de difusión en agar ( cil indroplaca ), usando 

Staphylococcus aureus o Bacillus subtilis. 

La actividad biológica de la cefalotina sódica reside en el anillo 

lactama de la molécula. 

Las pruebas se realizaron por triplicado en 25 días consecutivos. 

De los resultados de cada día se tomaron los promedios para des­

pués efectuar el análisis estadístico. 

Preparación de la solución patrón. - Se pesó una cantidad adecuada 

de la substancia de referencia US P ( previamente secada a 60° C 

durante 3 hrs. ) para obtener una solución que contuviera 100 mcg/ 

ml. Se llevó al volumen apropiado con buffer de fosfatos pH=6 es­

téril. 

Preparación de la curva patrón.- A partir de la solución patrón se 

prepararon soluciones que contenían 4. O, 2. O, 1 . O y O. 5 mcg/ml, 

las diluciones se hicieron con la solución amortiguadora estéril de 

fosfatos pH=6. 
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Preparación de la muestra.- En base a la potencia estimada del 

material a probar, se pesó una cantidad adecuada para obtener 

una solución que contuviera 2. O mcg/ml. Todas las soluciones 

se hicieron con buffer pH=6 estéril. La substancia en estudio 

también se secó antes de ser usada. 

Cultivo "madre" de Staphylococcus aureus .- Se utilizó la cepa 

6538P. Se hicieron resiembras diariamente, para mantener el 

oul tivo fresco, se sembró sobre medio de agar Nº I, en tubo in­

clinado y se incubar'on a 37° C de 16 a 18 hrs. 

Preparación del inóculo.- El cultivo desarrollado en un tubo se 

recogió con 3 ml de agua estéril y de aquí se tomó 1 ml para ha­

cer una suspensión 1 :1 O en agua estéril. 

Preparación del medio inoculado.- El día del ensayo se inocula­

ron cada 1 00 m l de medio de agar N ° I , previamente fundido y 

enfriado a 48°C, con 2 ml de la suspensión 1 :1 O del inóculo. 

Procedimiento.- Se prepararon 1 O cajas de Petri para la curva 

P a-t r. Ó n- y 5 cajas para cada muestra a ensayar, de la forma si­

guiente: Se pusieron 20 ml del medio de agar Nº 2 en cada caja 
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y se dejaron enfriar. Después de que esta capa base hubo 

solidificado, se agregaron 5 ml del medio inoculado a cada 

caja, se taparon las cajas y se dej6 solidificar el medio a 

temperatura ambiente. 

Se colocaron 4 penicilindros simétricamente en cada una de 

las cajas. En las cajas de la curva p a t r 6 n , se l len6 un cil in­

dro de cada caja, con cada uno de los niveles de la curva patrón • 

. En las cajas del problema, se llenaron 2 cilindros opuestos 

de cada caja con la soluci6n de referencia e 2. o mcg/ml ), y se 

llenaron los cilindros restantes de las 5 cajas de muestra, con 

la diluci6n final de la substancia problema. Se cubrieron las 

cajas, se marcaron para identificarlas y se colocaron a incubar 

a 37°C por 1 6 - 1 8 hrs. Se midieron las zonas de inhibici6n con 

un aparato Fisher-Lilly. 

Cálculo de la potencia. - Se sac6 el diámetro promedio para cada 

uno de los niveles de la curva p a t r 6 n. Estos valores promedio 

se substituyeron en las f6rmulas siguientes para obtener la recta 

que mejor representa la curva de dosis - respuesta para el 

ensayo: 
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a ) Punto bajo = 7 (a ) + 4 ( b ) + c - 2 ( d ) 

10 

d ) Punto al to = 7 ( d ) + 4 ( c ) + b - 2 ( a ) 

10 

Donde el punto bajo ( a ) fue el valor calculado de la respues-

ta e en mm ) de l~ concentración más baja e o. 5 mcg ) y el pun-

to alto e d ) fue el valor calculado de la respuesta de la concen-

tración alta ( 4.0 mcg ). Donde a, b, c y d fueron los valores 

promedio de las respuestas observadas para cada concentración, 

yendo de la menor a la mayor. 

Se graficaron estos dos puntos en papel semilogarítmico, en 

donde las abscisas representaban los niveles de dosis del patrón 

de referencia y se traza u na línea recta. 

Se calculó el diámetro promedio de la zona de inhibición para la 

solución problema y para el patrón de referencia de 2. O mcg, de 

las cajas problema. 

Se corrigió el valor promedio de la zona de inhibición de la 

solución problema, s umándole o restándole la diferencia entre el 

valor promedio de la zona de inhibición del patrón de referencia 
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en las cajas problema y el valor teórico de este patrón de 

2. O mcg, obtenido de la gráfica. 

La pÜtencia de la solución problema se obtuvo extrapolando 

en la gráfica, la dosis que correspondía al diámetro promedio 

corregido de la muestra. El valor obtenido se multiplicó por 

el factor de dilución y se dividió entre la cantidad de muestra pe­

sada. 

Preparación de los medios de agar I y 11 y del buffer pH=6 

Medio Nº I de agar.-

Peptona . • ••• 6 g 

Digerido pancréati.co 

de caseína • • • . . • • 4 g 

Extracto de levadura 3 g 

Extracto de carne 1 . 5 g 

Dextrosa • • • • • • 1 g 

Agar . . . . . . . . . . . . . . . 1 5 g 

Agua destilada cbp 1000 ml 

Se disolvió calentando, se ajustó el pH a 6. 7 y el volumen a 1 

litro, se dej6 hervir unos minutos y esteril iz6 por 30 min a 1 5 
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lb de presión. 

Medio N º II de agar. -

Peptona • • . • • . . . • • • • • • • • 6 g 

Extracto de levadura. • • • • • . 3 g 

Extracto de carne . • . • 

Agar .•.......•........ 

1 .5 g 

15 g 

Agua destilada cbp • • . • • • • • • 1000 ml 

Se disolvió calentando, se ajustó el pH a 6. 7 y el volumen a 

1 litro, se dejó hervir unos minutos y se esterilizó por 30 min. 

a 1 5 lb de presión. 

Buffer de fosfatos pH ~ 6 

Fosfato de potasio dibásico 2 g 

Fosfato de potasio monobásico •• 8 g 

Agua destilada y estéril cbp • • • 1 000 ml 
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Resultados del ensayo microbiológico del lote 23252W de 

cefalotina sódica. -

X X (X-X) 2 

919.8 27.2 739.84 
943.2 3.8 14.44 
945.8 1 • 2 1 .44 
941 .1 5.9 34.81 
944.5 2.5 6.25 
943.6 3.4 11 .56 
948.1 1 • 1 1.21 
950.0 3.0 9.00 
944.28 4.2 17 .64 
045.6 1 .4 1.~6 

947.8 0.8 0.64 
945.5 1 • 5 2.25 
959.3 12.3 151 .29 
933.4 13.6 184.96 
952.1 5 .1 26.01 
922.0 25.0 625.00 
981 .2 34.2 1,169.64 
942.3 4.7 22.09 
950.0 3.0 9.00 
963.3 16.3 265.69 
930.0 17.0 289.00 
953.4 6.4 40.96 
948.1 1 .1 1 • 21 
977.0 30.0 900.00 
943.9 3 .1 9.61 

X= 947 .O 4,535.50 
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(X - X) 
2 

N - 1 

0--i 4535.5 
1 
~ = 13. 7 CT= 13.7 

24 

C.V.= v X 100 

M 

C • V. = 1 3 • 7 X 1 00 = 1 • 4466 

947.0 

C • V.= 1 • 4466 

P=1% 
t =2.80 

P=5% 
t = 2.06 

P=10% 
t = 1 • 71 

.e=13.7 =13.7=2.74 e= 2. 74 

(25' 5 

Límites de Confianza: 

L .C.= M + et 

94 7 • O + 2. 7 4 ( 2. 80 ) = 94 7 + 7 • 67 L • C • ( 939 • 3 - 954. 6 

94 7 • O + 2. 7 4 ( 2. 06 ) = 94 7 • O + 5. 64 L • C • (941 • 3 - 952. 6 

947 .o+ 2. 74 e 1. 71 ) = 947 .o+ 4.68 L .c. e 942.3- 951 .6 



ENSAYO YODOMETRICO.-

El ensayo yodométrico se usa como un método alternativo 

para determinar la potencia de la cefaloti.na. 

En este método se está determinando la cantidad de cefalotina 

presente, por medi.o de laj.1-lactama de la molécula, que es 

la parte bi.ológi.camente activa. 

La técnica yodométri.ca es segura, reproducible y se compara 

favorablemente con el ensayo mi.crobi.ológi.co de cilindro placa, 

si.empre y cuando se tenga la certeza de que la substancia en es­

tudio, no presente contaminantes que consuman yodo. 

Parte Experimental • -

Las pruebas se realizaron por duplicado en 25 días consecutivos . 

De los resultados de cada día se tomó el promedio para después 

efectuar el anál i.si.s estadístico. 
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Reactivos • -

Buffer de fosfato de potasio ( 1 % ) pH=6 .- Se disolvieron 2 g 

de fosfato de potasio dtbásico ( K2HPO 4 ) y 8 g de fosfato de 

potasio monobásico ( KH2 P04 ) en 750 ml de agua purificada. 

Se dtluy6 a 1000 ml con agua purificada y se mezcl6 bten. 

Hidr6xido de sodio 1 N.- Se disolvieron 45 g de hidr6xido de 

sodio en 950 ml de agua purificada. Se adici.on6 una soluci.6n 

saturada, recientemente preparada de hidr6xido de bario hasta que 

no se form6 más precipitado. Se mezcl6 perfectamente y se dej6 

reposar toda la noche en un recipiente cerrado. Se filtr6 la solu-

ci6n y se mezcl6 bien, se valor6 como sigue: Se secaron al rede-

dor de 5 g de biftalato de potasio mol ido, a 1 05° C por 3 hrs y se 

pesaron exactamente. Se disolvieron en 75 ml de agua libre de 
' 

C02, se agregaron dos gotas de fenoftaleína TS y se titul6 con la 

soluci.6n de hidr6xido de sodio hasta que se produjo un color rosa 

permanente. Se calcul6 la normalidad en base a que cada 204. 23 

mg de biftalato de potasio equivalen a 1 ml de hidr6xido de sodio 

1 N. Se ajustó la normalidad a como se requería y se revaloró. 
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Acido Clorhídrico 1 . 2N. - Se diluyeron 11 4 ml de ácido 

clorhídrico al 3 7 % en agua purificada para hacer 1 000 ml 

y se mezcló bien. Se valoró como sigue: 

Se pesaron 1 . 5 g de patrón primario de carbonato de sodio 

anhidro, previamente secado a 270° e por 1 hr. Se disol vie­

ron en 1 00 ml de agua y se agregaron 2 gotas de rojo de me­

tilo TS. Se tituló con el ácido lentamente, con agitación cons­

tante, hasta que la solución tuvo un color ligeramente rosa. 

Se calentó la solución a ebullición y se continuó la titulación 

hasta que el color rosa no se vió afectado por la ebullición. 

Se calculó la normalidad en base a que cada 63. 594 mg de 

carbonato de s odio anhidro equivalen a 1 ml de HC1 1 • 2N. Se 

a justó la normalidad y s e reva loró. 

Almidón TS .- Se trituró 1 g de almidón de papa con · 1 O ml de 

a g ua fría y se vació lentamente, con agitación constante, en 

200 ml de agua hirviendo. Se hirvió la mezcla hasta obtener un 

fluí do ligero y translúcido. Se dejó reposar y se usó solamente 

el líquido clar o sobrenadante. 

Yodo 0.1 N . - S e disolvieron alrededor de 14 g de yodo en una 

solución de 36 g de yoduro de potasio en 100 ml de agua, se 
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agregaron 3 gotas de HC1 ( 37% ), se diluyó a 1000 ml con agua 

y se mezcló bien. Se valoró así: 

Se pesaron exactamente alrededor de 150 mg de trióxido de ar--

sénico y se disolvieron en 20 ml de NaOH 1 N, se calentó cuando 

fue necesario. 

Se diluyó con 40 ml de agua, se agregaron 2 gotas de anaranjado 

de metilo TS y se agregó HC1 al 1 0% hasta que el color amarillo 

,, 
paso a rosa. 

Entonces se agregaron 2 g de bicarbonato de sodio, se diluyó con 

50 ml de agua y se agregaron 3 ml de almidón TS. Se tituló lenta-

mente con la solución de yodo hasta que se obtuvo un color azul 

permanente. Se calculó la normalidad en base a que cada 4.946 mg 

de trióxido de arsénico equivalen a 1 ml de yodo 0.1 N. 

Para hacer yodo 0.01N, se diluyeron 100 ml del yodo 0.1N a 1000 

ml con agua y se mezcló bien. 

Tiosulfato 0.1 N .- Se disolvieron 26 g de tiosulfato de sodio pentahi-

dratado ( Na2s 2o
3

• 5H20) y 200 mg de carbonato de sodio anhidro 

en 1000 ml de agua recientemente hervida y enfriada. Se mezcló 

bien y se valoró por titulación con el yodo 0.1 N. 

Tiosulfato de sodio 0.01 N .- Se diluyeron 11 O ml de tiosulfato 0.1 N 

a 1 000 ml con agua purificada y se mezcló bien. Se guardó 



en recipientes cerrados y se valoró por triplicado de la 

forma siguiente: 

Se colocaron exactamente 5 ml de dicromato de potasio 

O. 02N en un matraz de yodo de 1 25 ml. Se agregó 1 ml de 

ácido sulfúrico al 1 O'Yo y 5 ml de una solución de yoduro de 

potasio al 1 O'Yo, en este orden. Se tapó el matraz, se agitó sua-

vemente para mezclar, se selló con agua y se tituló con 

el tiosulfato O. 01 N, agregando 1 ml de almidón TS cerca del 

punto final. Se promediaron los valores obtenidos. Se corrió 

un blanco con 5 ml' de agua, 1 ml de ácido sulfúrico ( 1 O'Yo ) 

y 5 ml de yoduro de potasio (1 O'Yo), agregados en este orden y 

se hicieron las correcciones necesarias. 

Procedimiento. -

Preparación de la substancia de referencia. - Se preparó una 
• 

solución que contenía aproximadamente 2000 mcg/ml. La con-

centración debía de estar entre 1 600 y 2400. 

Se pesaron exactamente alrededor de 50 mg del patrón de refe-

rencia US P, previamente secado a 60° C por 3 hrs y se llevó a 

25 ml con buffer de fosfatos pH=6. Esta fue la solución ( S ) 
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Preparación de la muestra. - Se preparó una solución de 

2000 mcg/ml aproximada.mente. Se pesaron alrededor de 

20 mg de la materia prima, previamente secada, y se lle­

varon a 1 O ml con buffer de fosfatos pH=6. Esta fue la solu­

ción e p) 

Ya preparadas las soluciones se trataron igual la solución 

de referencia y la solución problema. 

Se tomaron, una alícuota de 2 ml que se colocó en un matraz 

de yodo de 125 ml y otra alícuota de 2 ml que se coloc6 en un 

matraz erlenmeyer de 125 ml que fue el blanco. A la alícuota 

en el matraz de yodo se le agregaron 2 ml de NaOH 1 N, se 

agitó suavemente y se tapó el matraz dejando reposar a tempe­

ratura ambiente durante 1 5 min. 

Al final de este tiempo se agregaron 2 ml de HC1 1 .2N, agi­

tando, e inmediatamente se agregaron 10 ml de yodo 0.01 N; se 

tapó el matraz, se agitó y se selló con agua, dejándolo otros 

1 5 min. Cumplido este tiempo se lavó el tapón y las paredes 

del matraz cuidadosamente con agua. El exceso de yodo se 
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titul6 con tiosulfato de sodio O. 01 N agregando 1 ml de 

almid6n TS cerca del punto final. 

A la alícuota en el matraz erlenmeyer se le agregaron 1 O 

ml de yodo 0.01 N e inmediatamente se titularon con el 

tiosulfato de sodio O. 01 N , agregando 1 m 1 de almid6n TS 

cerca del punto final. Este gasto fue el blanco. 

Soluci6n 

Soluci6n 

NaOH: 

HCL: 

YODO: 

P 1 = Soluci6n problema. 

P 2 = Blanco de la soluci6n problema. 

s 1 = Soluci6n de referencia. 

s 2 = Blanco de la soluci6n de referencia. 

P1 P2 S1 S2 

p 2 ml 2 ml - -

s - - 2 ml 2 ml 

1N 2 ml 2 ml 

Dejar en reposo 1 5 min ~ p1 y 51 

1 .2 N 2 ml 2 ml 

0.01 N 1 O ml 1 O ml 1 O ml 1 O ml 

Dejar en repos o 1 5 min. p1y 5 1 

Titular con tiosulfato O. 01 N 
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L~ potencia de la soluci6n problema se calcula con la siguiente 

fórmula: 

mcg/mg de cefalotina = V p 2 - V p 1 
s6dica 

X mg s X Potencia s X 2 X 1 o X 1 

VS2-. V 51 1 mgP 2 

donde: 

V P1 =volumen de Na2s 2o3 0.01 N consumido JX>r la soluci6n 
problema 

V =Volumen de Na S O 0.01 N, consumido por el blanco del 
P2 2 2 3 

problema. 

v
51 

=Volumen de Na S O 0.01 N consumido por la soluci6n de 
2 2 3 

referencia. 

V = Volumen de Na S O O. 01 N consumido por el blanco de la 
52 2 2 3 

soluci6n de referencia. 

mg 
5 

= mg pesados de la substancia de referencia. 

V S = Volumen al que se llevó la substancia de referencia. 

mg P = mg pesados de la substancia problema. 
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Resultados del ensayo yodométrico del lote 23252\/V de 

cefalotina s6dica. -

X X-X (X - X) 
2 

944.8 0.2 0.04 
944.3 0.3 0.09 
944.4 0.2 0.04 
945.7 1 • 1 1 • 21 
946.2 1 .6 2.56 
935.8 8.8 77.44 
945.7 1 • 1 1 • 21 
952.1 7.5 56.25 
945.1 0.5 0.25 
939.3 5.3 28.09 
946.0 1 .4 1 .96 
958.1 13 .5 182. 25 
950.1 5.5 30.25 
944.4 0.2 0.04 
931.7 12.9 166 .41 
940.5 4. 1 16. 81 
945.7 1 • 1 1 • 21 
954.0 9.4 88.36 
937.2 7.4 54.76 
944.9 0.3 0.09 
943.3 1 .3 1 .69 
945.0 0.4 0.16 
946.1 1 • 5 2.25 
945.3 0.7 0.49 
941 .2 3.4 611 • 56 

X= 944.6 725.47 
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u = /cx-x) 2 

V N-1 

725.47 

24 

= /so.22 
1
= 5.5 U-= 5.5 

c.v.= 0- X 100 

M 
c . V. = 5. 5 X 1 00 = o. 5825 c . V.= o. 5825 

944.6 

e= c;- e= 5.5= 5.5=1.1 e= 1 .1 

P=1% 
t = 2.80 

P= 5% 
t =-2.06 

P = 1 O'Yo 
t = 1 • 71 

F' ~ 5 

L Ímites de Confianza: 

L.C.=M+ et 

944. 6 + 1 • 1 ( 2. 80 ) = 944. 6 + 3 • 08 L • C • ( 941 • 5 - 94 7 • 6 

944. 6 + 1 • 1 ( 2. 06 ) = 944. 6 + 2. 26 L • C • ( 942. 3 - 946. 8 

944. 6 + 1 • 1 ( 1 • 71 ) = 944. 6 + 1 • 88 L • C • ( 942. 7 - 946. 4 

• 



ENSAYO COLORIMETRICO .-

La cefalotina s ódica se puede analizar mediante el complejo 

colorido que se forma con la adición de un reactivo férrico, 

al correspondiente ácido hidroxámico producido mediante el 

tratamiento con hidroxi lamina. 

En este método s e mide el contenido total de ,1.1-lactama, ya 

que ésta es la que reacciona con la hidroxilamina, para dar el 

ácido hidroxámico . 

En este método también se está valorando el grupo responsa­

ble de la actividad farmacológica de la substancia. 

Parte experimental.-

Las pruebas se real izaron por duplicado durante 25 días. 

De los resultados de cada día se tomó el promedio para después 

efectuar el análisis estadístico. 

Reactivos.-

Solución de clorhidrato de hidroxilamina.- Se disolvieron 350 g 
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de clorhidrato de hidroxilamina en suficiente agua destilada 

para hacer 1 1 i tro. 

Solución buffer.- Se disolvieron 173 g de hidróxido de sodio 

y 20.6 g de acetato de sodio en suficiente agua destilad& para 

hacer 1 litro. 

Hidroxilamina neutralizada.- Se mezcló un volumen de la so­

lución de clorhidrato de hidroxilamina con un volumen de bu­

ffer. Se determinó el pH y se ajustó cuando fue necesario a 

7. O + O. 1 , agregando una cantidad adicional de uno de los com­

ponentes. A un volumen de esta solución neutral izada se agre­

garon 8 volúmenes de agua destilada y 2 volúmenes de etanol 

del 95%. Esta solución sólo se podía usar en el mismo día de 

su preparación • 

Sulfato férrico amoniacal.- Se disolvieron 272 g de sulfato fé­

rrico amoniacal en una mezcla de 26 ml de ácido sulfúrico con-

centrado y suficiente agua destilada para hacer 1 litro. Este 

reactivo podía ser usado durante una semana si se mantenía en 

un frasco ámbar a la temperatura ambiente. 
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Preparación de la solución patrón.- Se disolvió una canti-

dad exactamente pesada de la substancia de referencia USP, 

en suficiente buffer de fosfato de potasio al 1 % , pH=6, para 

hacer una so lución que contenía 2. 5 mg de cefalotina sódica 

por mililitro. 

Preparación de la solución problema.- Se disolvió una cantidad 

exactamente pesada de la substancia en esb..ldio en suficiente 

buffer de fosfato de potasio al 1 % , pH=6, para hacer una solu­

ción que contenía 2.5 mg de cefalotina sódica por milÚitro. 

Procedimiento.- Se usó un volumen de 1 a 2 ml de la solución 

patrón y de la solución problema, se adicionó un volumen igual 

de agua y s e mez cló. 

Se agregaron los siguientes reactivos en las proporciones volu­

métricas especificadas con respecto a las soluciones patrón y 

problema: Se agregaron 1 .25 volúmenes del reactivo de hidroxi­

lamina neutral izada y se dejó que reaccionara por 5 min, se 

agregaron 1 .25 volúmenes de reactivo de sulfato férrico amonia­

cal, se mezcló y después de 3 min se determinó la absorbancia 

de la solución resultante a una longib..ld de onda de 480 nm, usan-
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do un espectrofotómetro adecuado y un blanco de reactivos 

preparado del modo siguiente: Se trató un volumen de agua 

de la m_isma manera que las soluciones patrón y problema. 

El tiempo transcurrido después de la adición del reactivo de 

sulfato férrico amoniacal y la lectura de la absorbancia debía 

ser precisamente el mismo e dentro de un lapso de 1 o seg ) 

para cada so lución • 

La potencia de la solución se calculó de la manera sigui.ente: 

Mi.crogramos por mg de muestra (A ) ( Potencia (en mcg/ml de la sol patrón _ 

( A2 ) ( mg de muestra por ml de sol. prob. _: 

( A 1 ) = Absorbancia de la solución problema. 

( A 
2 

) = Absorbancia de la solución patrón. 
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Resultados del ensayo colorimétrico con hidroxilamina del 

lote 23252\N de cefalotina sódica. -

- 2 
X X-X (X- X) 

946.5 0.5 0.25 
945.9 0.1 0.01 
942.8 3.2 1o.24 
944.1 1 .9 3.61 
949.3 3.3 1o.89 
956.2 10.2 104.04 
952.7 6.7 44.89 
944.8 1 • 2 1 .44 
950.9 4.9 24.01 
959.0 13.0 169.00 
943.3 2.7 7 .29 
931 .2 14.8 219.04 
944.3 1 • 7 2.89 
946.1 o. 1 0.01 
935.2 10.8 116.64 
950.2 4.2 17.64 
947.4 1 .4 1 .96 
948. 7 2.7 7 .29 
945.2 0.8 0.64 
944.7 1 .3 1 . 69 
940.0 6.0 36.00 
943.7 2.3 5.29 
944.9 1 • 1 1 . 21 
948.3 2.3 5.29 
945.0 1 .o 1 .00 

X= 946.0 792.26 



65. 

v =j 21 

=~=F=5.8 ~x-x¿ 

N - 1 24 

u- = 5.8 

c.v.= ()"'. X 100 C • V.= 5. 8 X 1 00 = 0.613 C.V.= 0.613 

M 946.0 

e= u e=5.8 = 5.8 =1.16 e= 1.16 

r v'25' 5 

p = 1% 
t =2.80 · 

p = 5% 
t = 2.06 

P= 10% 
t = 1 • 71 

Límites de Confianza: 

L.C. = M+ et 

946 • O + 1 • 1 6 ( 2. 80 ) = 946. O + 3. 24 L • C • ( 942. 7 - 949 • ~ 

946 • o ± 1 • 1 6 e 2 • 06 ) = 946. o + 2. 38 L • c . e 943 • 6 - 948. ~ 

946.0 + 1 .16 ( 1. 71 ) = 946.0 + 1 .98 L .C. (944.0--947 .~ 



PRUEBAS DE ESTABILIDAD.-

Sólo se verificaron pruebas de estabilidad en soluci.6n del 

lote 23252W de cefaloti.na sódica. 

Estas pruebas s 'e realizaron con el objeto de determinar, 

por cuánto tiempo se podría emplear, sin que presentara 

pérdida signifi.cati.va de su potencia, una solución patrón del 

lote 23252W de cefalotina sóclica, si se aceptara éste como 

substancia de referencia secundaria, para hacer las futuras 

valoraciones de otros lotes. 

Parte experimental.-

Para ver la estabilidad del lote 23252W de cefalotina sódica 

en solución, se determinó la pérdida de potencia en varias 

soluciones preparadas a partir de él. El método analítico 

que se empleó para medir esta pérdida de potencia fue el en­

sayo microbiológico de cilindro placa. 

Las soluciones de cefaloti.na sódica se hicieron en buffer de 

fosfatos pH=6 y se determinó la estabilidad de ellas a tempe­

ratura arnbiente y a temperatura de refrigeración. 
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Se prepararon 1 O soluciones con una concentraci6n de 2 mcg 

por ml y se les determin6 la potencia; después 5 de ellas se 

almacenaron en el refrigerador y las otras 5 se dejaron a tem­

peratura ambiente. A todas las soluciones se les determin6 la 

potencia diariamente durante los 4 días siguientes a su prepa­

ración y se promediaron los resultados de las soluciones some­

tidas a las mismas condiciones. 

Resultados.-

Los resultados reportados son los promedios de las potencias 

de las soluciones sometidas a las mismas condiciones. 

Potencia 

Tiempo Temp. ambiente. Temp. refrigeraci6n 

Recién preparada 946.1 947.2 

2° día 850.9 940.1 

3 er día. 740.5 931 .7 

4° d[a 600.3 910.5 

5° día 508.1 890. 7 

67 



68. 

IV e o Ne L u s I o N Es . 

I - Resultados de las pruebas a las que se someti6 el lote 

23252W de cefalotina s6dica. 

Pruebas. Resultados. 

Descripci6n: Las características organolépticas 

del lote 23252W fueron similares a las 

de la substancia de referencia US P. 

Solubilidad: Si mi lar la del lote 23252W, a la de 

la substancia de referencia USP. 

Espectro IR 
(En pastilla de KBr) El espectro del lote 23252W fue con-

sistente con la estructura de la cefa-

lotina s6dica, e idéntico al de la subs-

tancia de referencia US P. 

Espectro UV: El del lote 23252W fue idéntico al de la 

substancia de referencia US P. 

1% 
E 1 cm ( 265 nm ) Lote 23252W: 204.5 

Subs. Ref. USP: 204.5 

1% 
E 1 cm ( 237 nm ) Lote 23252W: 336.7 

Subs. Ref. USP: 336. 5 



A265 / A237 

Rotaci6n específica: 
e 5% en agua) 

Pérdida al secado 

( 3 hrs • 60°C, vacío ) 

Metales pesados: 

Cromatografía en 

capa fina. 

Ensayo microbiol6gico: 
e cilindro - placa ) 

Ensayo yodo métrico: 

Ensayo colorimétrico: 

Estabilidad: 
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Lote 23252W: 0.606 

Subs. Ref. USP: 0.606 

Lote 23252W: +128.9° 

Subs. Ref. USP: +129. 2° 

Lote 23252W: 0.24% 

Subs. Ref. USP: 0.11% 

Lote 23252W: 20 ppm 

Subs. Ref. USP: 1 O ppm 

En ambas substancias solo aparece 

una mancha.~ Lote 23252W: 0.620 

Rf Subs. Ref. USP: 0.617 

Potencia= 947 .O mcg/mg 

Potencia = 944. 6 mcg/mg 

Potencia= 946.0 mcg/mg 

A temperatura ambiente, las so lucio-

nes acuosas del lote 23252VV de cefalo-

tina s6dica, se descomponen rápidamente. 

A temperatura de refrigeraci.6n, las 

soluciones acuosas del lote 23252VV de 
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cefalotina sódica, se descomponen 

más lentamente, conservan su po-

tencia casi inalterada durante dos 

días. 

2 - Considerando los resultados recomiendo usar el lote -

23252W de cefalotina sódica como substancia de referencia 

secundaria , con potencia de: 

" Microbiologica 947 .O mcg/mg 

Yodométrica 944. 6 mcg/mg 

Calorimétrica 946.0 mcg/mg 

3 - Las soluciones acuosas del lote 23252W, usadas ya como 

soluciones de referencia, es conveniente que se preparen el 

mismo día en que van a utilizarse, para evitar posibles erro-

res. 

4 - El lote 23252W de cefalotina sódica, se deberá almacenar 

en viales de vidrio ámbar, herméticamente cerrados y en can-

tidades de 250 mg. Los viales del patrón secundario deberán 

mantenerse en refrigeración dentro de un desecador. 
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