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INTRODUCCION

Hace mucho tiempo que en los ensayr _ oficiales se piden subs—
tancias de referencia. En los Gltimos 20 afios, se han introdu-—
cido cientos de estas substancias que se emplean para pruebas
quimicas, asi como para valoraciones tanto quimicas como bio-

16gicas.

Existen varias organizaciones que se han dedicado, desde hace
muchos afos , a la elaboracidn y distribucidén de patrones de re-
ferencia reconocidos mundialmente, entre las que tenemos:

El Comité de Substancias de Referencia USP, el Code of Federal
Regulations, el National Formulary, 'la Farmacopea Briténica y

la Organizacidn Mundial de la Salud.

Las primeras substancias de referencia USP, fueron establecidas
para los ensayos bioldgicos contenidos en la USP X, que aparecid
en 1926. En la USP XIV ( 1950 ), ya aparecian 40 substancias de
referencia, muchas de las cuales estaban indicadas para pruebas

y valoraciones quimicas. Desde entonces el nGmero se ha ido incre-
mentando continuamente, y ya la USP XVIII mar .. 240 patrones de

referencia.




El desarrollo en el National Formulary ( NF ) ha sido se-
mejante. En el NF IX ( 1950 ), el nlmero de patrones de
referencia fue de 5, aumentd a 42 en el NF IX ( 1960 ); a

91 enel NF Xily a 238 en el NF XIII.

En el Code of Federal Regulations se mencionan 50 patrones
de referencia para antibibdticos de la Food and Drug Adminis—
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 British Pharmacopoeia se mencionaron por primera vez,
substancias de referencia para pruebas quimicas, en la edicidén
de 1963. Los llamados especimenes auténticos, se introdujeron
para las identificaciones con infrarrojo y posteriormente para los
ensayos fotométricos de formas farmacéuticas. Los primeros
especimenes se establecieron en 1964 y son distribuidos por la
British Pharmacopoeia Commission. Actualmente hay méas de

260 especimenes.

Las substancias quimicas de referencia britdnicas, forman otra



clase de patrones de referencia que se mencionan en la
British Pharmacopoeia. Estos patrones quimicos de re—
ferencia son materiales altamente purificados, con cada
uno de los cuales se provee un protocolo completo de ana—

lisis.

La Organizacién Mundial de la Salud ( OMS ) ha sido,
desde hace mucho tiempo, uno de los principales provee-
dores de substancias de referencia. Actualmente han sido
establecidos més de 270 patrones bioldgicos de referencia
internacionales y méas de 40 patrones quimicos de referencia

internacionales.

Por el desarrollo que han tenido las substancias de referencia

y la importancia que han adquirido en los andlisis farmacéuti-
cos, hos podemos dar cuenta que hay una tendencia evidente
hacia un aumento en el nlmero de estas substancias. Ademaés,
con la introduccidn de técnicas de valoracidn automatizadas,
puede predecirse que se van a necesitar patrones de referencia
para la mayorfia de los fArmacos. Es por esto que existe una
necesidad obvia de aumentar la cooperacidn internacional en
este campo. En los Gltimos afios se han desarrollado programas

de colaboracibén entre las Comisiones Farmacopéicas nacionales,




las Instituciones que se dedican al establecimiento de
substancias de referencia y la Organizacidn Mundial de la

Salud ( OMS ).

Hace algunos afios, que en varios pafses, se han venido
desarrollando programas para establecer substancias de
referencia nacionales. Asi tenemos el caso de India, Japdn,
Hungria, etc., en cuyas Farmacopeas se mencionan ya varios

patrones de referencia nacionales.

En México también se ha desarrollado un programa para la
elaboracidn de substancias de referencia nacionales, el cual
estd a cargo del Comité Mexicano de Substancias Farmacéu—
ticas de Referencia. ( COSUFAR ). Aunque todavia no existe
ningn patrdén de referencia nacional en el mercado, varias
substancias estén siendo sometidas a andlisis exhaustivos para
la comprobacién de su identidad, estabilidad, pureza y actividad
biolégica, de modo que en un futuro cercano se tendrén ya en

nuestro pafs estas substancias de referencia.

Son varias las causas que originaron el desarrollo de este
programa de elaboracibén de substancias de referencia nacionales,
entre las principales tenemos el hecho de que el costo de adqui-

sicidn de las substancias de referencia USP, NF, FDA, etc.,




es muy elevado, tanto por la naturaleza misma de estas
substancias, como por los gastos qQue se realizan para

su importacibn; 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, que elaboran substancias
de referencia, ya no quieren 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 analizarse en el laboratorio, se ve que tengan
una calidad superior a la com(m. As{ por ejemplo, de un lote
de materia prima, originalmente destinado a la produccidn 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 fisicas y quimicas, asf{




como su actividad bioldégica se comprueben. La compro—
bacién de éstas se hace comparando siempre con una
substancia de referencia internacional, ya sea USP, NF,

Briténico, etc.

El Objetivo de este estudio es determinar si el lote 23252W
de Cefalotina sbdica puede emplearse como una substancia
de referencia secundaria en el laboratorio que auspicid este

estudio. El tamafio del lote es de 30 g. de cefalotina sbdica.

La comprobacibén de las constantes fisicas, quimicas y la
potencia de este antibibtico, se har&n comparando con el
patrén de referencia USP. Las especificaciones obtenidas
servirdn de norma para establecer la substancia de referen—

cia secundaria de Cefalotina Sbédica.




I GENERALIDADES

La Cefalotina sbdica es un antibidtico semisintético de

amplio espectro, del grupo de las cefalosporinas.

Las cefalosporinas constituyen una clase de antibibticos
lactdmicos, derivados de la cefalosporina C, que es un
producto metabdlico del Cephalosporium acremonium. Este
microorganismo produce varias clases de antibidticos lla-
mados: cefalosporina C, cefalosporina N y cefalosporina P.
Estos antibibticos fueron identificados en el medio de culti-
vo, 10 afios después del aislamiento del C. acremonium rea-
lizado por Brotzu en 1948 y de la demostracidn subsecuente
de su actividad contra bacterias gram positivas y gram ne-—

gativas.

La investigacidn de todos los antibidticos producidos por el
Cephalosporium sp. empezd con un examen de la fraccién
obtenida mediante la extraccidn con solventes organicos del
caldo de fermentacidén ligeramente acidulado. Se encontrd que
esta fraccidn tenia 5 antibibticos esteroidales llamados, ce—
falosporinas P 4_g . La cefalosporina P posefa actividad con—

tra organismos gram positivos, pero no tenfa actividad contra




los gram negativos y por lo tanto no podia ser el Unico
antibibético observado por Brotzu con el extracto crudo.
Los investigadores reexaminaron el caldo de cultivo y
encontraron un antibibtico no extraible 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 demostrd que la cefalosporina N era idéntica a
la sinnematina B y se le rebautizdé con el nombre de peni-

cilina N.

Durante la purificacién de una muestra de penicilina N de-
gradada con acido, Newton y Abraham ( 1955 ) aislaron una
substancia que se movia més lentamente en una columna

de intercambio anibnico y que tenfa un fuerte méximo de
absorcidn ultravioleta a 260 nm. La substancia, llamada
cefalosporina C, se demostrd que era un nuevo antibibtico
ﬁ—lactémico relacionado con la penicilina N. La cefalospo-
rina C se asemeja a la penicilina N, en que contiene un gru-—
po acilo derivado del &cido D—X-amino adipico y difiere en que
presenta la cadena lateral condensada con un anilloﬁ —lactama
dihidrotiazina, &cido 7-amino cefalosporénico ( 7-ACA ), en

vez de un anilloﬂ—lactama tiazolidina, &cido 6-amino peni-




cilédnico ( 6-APA). En un principio no se le did importan-
cia a este antibibtico, ya que su espectro de accién es
semejante al de la penicilina N, pero menos intenso. Aho-
ra se le da interés porque es posible eliminar por hidrdlisis
la cadenae&-amino adipflica, para producir el &cido 7-amino
cefalosporénico, del cual pueden obtenerse cefalosporinas

semisintéticas con actividades antibacteriales mayores.

De los muchos acidos cefalosporénicos, el primero de impor-

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

o
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Biosintesis.

La Cefalotina se prepara mediante la reaccidn del cloruro

de tiofeno—2-acetilo con el 4cido 7-amino cefalosporénico 10,

El nlcleo cefalosporénico se obtiene de la cefalosporina C, la
cual es producida por un hongo identificado como Cephalosporium
acremonium N° 49137 ( Instituto Micoldgico Imperial, Inglaterra),

o por cepas de él.

A pesar de que la cefalosporina C se puede fragmentar en &cido
e(-amino adipico, cisteina y valina, aln no ha sido establecido
el mecanismo real mediante el cual el Cephalosporium sp. incor-

pora los 3 aminoécidos para dar la cefalosporina C.

Arnstein y Morris 11 aislaron 1a (e¢ —amino adipil ) cisteinil vali-
na del micelio del Penicillium chryéogenum y sugirieron que el
tripéptido es un precursor en la biosintesis de todas las penici-
linas. Se ha encontrado este mismo tripéptido en el liquido intra—

celular del Cephalosporium sp. 12,

El Gltimo paso postulado en la biosintesis de la penicilina es una
reaccidn de transferencia de un acilo, o la produccidn del 4cido

6-amino penicilénico, si es que no se adiciona el precursor.

11




11.

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 fermentacidn. As{ pues, para
obtener antibibticos clinicamente Gtiles, es necesaria la mani-

pulacién quimica de la cefalosporina C.

La sintesis de muchos 7-acil derivados fue posible una vez lo-
grada una reaccibn préactica de rompimiento de la cefalosporina

013 , que producia grandes cantidades del 7-ACA.

De estos derivados, la cefalotina sddica fue la primera que se
lanzd al mercado ( Patente: Eli Lilly y Cfa., por E. H. Flynn,
Belg. 618, 663, Dic. 7, 1962; U.S. Appl., Junio 8, 1961; Chem.

Abstracts 59, 5176, 1963 ).
Sintesis Quimica.

Después de que se reportaron los detalles estructurales de la
cefalosporina C, muchos quimicos intentaron su sintesis. Se
dirigieron los esfuerzos hacia la fusibén de un anillo 8 -lactdmico
con un anillo dihidrotiazina 14 ; a 1a conversién de un nicleo de
penicilina en un nlcleo de cefalosporina 15, y a la construccibn

del anillo p—lactémico a partir de la L ( + ) cistefna como mono-




ciclo inicial, para sintetizar el nlcleo de cefalosporina 16 |

Este Gltimo esfuerzo logrd la sintesis total estereocespeci-

fica de la cefalosporina C y de la cefalotina.

Estabilidad y Degradacibn.

La cefalotina sbdica en estado sdlido y seco, almacenada en
envases de vidrio perfectamente cerrados y protegidos de la
humedad, es estable por 3 afios a 25° C. o
Las soluciones acuosas mantenidas a 25° C, por 24 horas,
pierden aproximadamente el 8% de su actividad y la velocidad
de pérdida de actividad fue casi la misma en buffers con valo-
res de pH entre 3y 7. &

La cefalotina en solucidn acuosa sblo se hidroliza lentamente
para producir deacetilcefalotina y bajo condiciones ligeramente

&cidas, el compuesto deacetilado y la cefalotina se convierten

en cefalotin lactona:

12,
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14.

Las soluciones alcalinas con un pH arriba de 8, pierden
répidamente su actividad biolégica cuando permanecen a

temperatura ambiente 5,

LapB-lactama es mas estable a los &cidos fuertes que a las
bases fuertes, pero en condiciones vigorosas el nGcleo en-
tero se rompe formando el tienil acetamido acetaldehido, que

es bioldgicamente inactivo 17 .

Se ha reportado que el nlcleo de cefalosporina es 1abil a la
luz ultravioleta ( 260 nm. ) 18, La descomposicién de una so-
lucidn acuosa de cefalosporina C, medida por la pérdida de

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

La actividad de la cefalotina en suero humano se mantuvo com-—
pletamente, por un periodo de 14 dias a -20° C. A una tempe-—
ratura de 5° C, ocurrid una inactivacién del 12% en 2 dias, y
del 50% en 14 dias. A temperatura ambiente la inactivacién fue
répida y sblamente se detectd un 15% de la actividad original

después de 2 dias.

: 19 L
Wick reportd que la cefalotina y su metabolito deacetilado

permanecieron estables en suero humano incubado a 37° C por




2.5 hrs.

Lee et al., 20 5 Peportaron haber encontrado muy poca
cantidad, si es que ninhguna, de deacetilcefalotina en suero
y sangre entera heparinizada, después de incubarlas con
cefalotina durante 1 hora a 37° C. Esto sugirid que ni el
suero, ni la sangre entera, contenian una cantidad signifi-

cativa de estearasas capaces de hidrolizar la cefalotina.

La degradacién quimica de la cefalosporina C y de sus
andlogos no produjo equivalentes estructurales de los pro-

=1 . Las cefalospo-

ductos de degradacién de la penicilina
rinas no dieron los anélogos esperados de los peniciioatos,
ni de los penicilinatos, asi como tampoco formaron penici-
lamina. Las reacciones con alcoholes, tanto en presencia

como en ausencia de sales metélicas, no rompieron el ani-
11o lactdmico; mientras que la reaccidn con alcbdxidos pro-

ducfa la expulsidn del grupo acetato e .

El rompimiento del anillo ﬁ—lactémico de la cefalotina, con

p—-lactamasas, se encontrd que iba acompafiado de la expulsidn

del grupo acetato y de cambios importantes en el espectro de

15




absorcidn ultravioleta 23 . La reaccibn producfa compuestos
lébiles con un méximo de absorcidén a 230 nm, el cual desapa-
recia en varias horas. Las estructuras tentativas de los com-
puestos formados en la degradacidn hidrolftica con p—lactama—
sas o con amonfaco, han sido reportadas y sostenidas por va-
rios estudios hechos de los espectros de resonancia magnética

de protones 25,

Las acil-estearasas pueden atacar la cefalotina en la funcién
acetilo unida al metilo en C-3, produciendo deacetilcefalotina.
A pesar de ser bastante estable bajo condiciones fisiolbgicas 19,
el compuesto deacetilado fue inestable cuando se le abrid el ani-

23

llo g-lactama . Sin embargo, el comportamiento de la cefa—

lotin lactona fue excepcional; la presencia de la lactona de 5
miembros causd que la reaccidén con B-lactamasas prosiguiera
como con las penicilinas y se produjo un producto de reaccidn

estable 26 "

Las amidasas fueron capaces de eliminar las cadenas laterales

relativamente no polares de los cefalosporinatos 27-28 . Sin
embargo la amida amino adfpica, que existe naturalmente en

la cefalosporina C, fue resistente a las amidasas.

18,



17,

Productos metabdlicos — Farmacocinética.

La cefalotina fue transformada parcialmente a deacetilcefalo—-
tina después de ser administrada parenteralmente a animales

de experimentacidon y al hombre 20 | Enel perro, la excrecidn
inicial contenia iguales cantidades de cefalotina y de su metabolito
deacetilado ; una excrecidn posterior mostrd una preponderancia

del metabolito sobre el compuesto original.

La cefalotina persistid durante un periodo més largo de tiempo,
cuando se administrd por via intramuscular que cuando se did

por via intravenosa.

En el hombre, se midid la cantidad total excretada en la orina,
después de la administracidén intramuscular de 1 g. de cefalotina.
La recuperacidn de la cefalotina y de su metabolito deacetilado
promedid 460 y 240 mg, respectivamente; una relacién de 2:1 en

favor de la cefalotina.

La deacetilcefalotina es bioldgicamente 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

méas metabolito, para la inhibicidn de cultivos representativos de




18

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 observd 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-

luacidn in vitro.

La excrecidn urinaria fue la ruta principal de eliminacibén

para la cefalotina, tanto en el hombre, como en el perro 20-29,
De un 60 a un 90% de la dosis aparecid en la orina durante las

6 hrs. siguientes a la administracidn. Estudios renales en pe-
rro indicaron que la actividad antibibtica era secretada a tra-
vés de los tlbulos renales y que esta secrecidn tubular podria

ser completamente bloqueada por el Probenecid.

El suero alcanzd niveles méximos en la media hora siguiente

a la administracién 2029, La vida media micbobiolégica en el
suero de perro, fue de 42.3 i 2.5 min. para la cefalotina 20,
comparada con 25.9+ 0.8 min. para la deacetilcefalotina 19. La

corta vida media en el suero fue atribuible a la rdpida excrecidn

urinaria 29.




20-30 reportaron la distribucidn de la

Lee y colaboradores
cefalotina en sangre y tejidos, y su paso a los fluidos orgéni-
cos. Puesto que el volumen relativo de distribucidn era ma-
yor ae 1(1.413+0.244 ml/g ), los autores sugirieron que

la cefalotina se distribufa méas alla del espacio extracelular

Yy que se concentraba en los tejidos.
Actividad farmacolbgica y Usos.

Su espectro antibacteriano in vitro incluye gérmenes grampo-
sitivos y gramnegativos, cocos y bacilos. Es resistente a la

penicilinasa.

Su uso debe restringirse a las infecciones serias, especial—
mente cuando estaria indicada la ampicilina 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 penicilinas.

Posiblemente la cefalotina actQa interfiriendo con la sintesis de
la pared celular bacteriana en forma semejante a como lo hace

la penicilina.




20,

Las minimas concentraciones inhibidoras péra los cocos
son de 0.05 mcg a 1 mcg/ml; es la més activa de las ce—
falosporinas contra los estafilococos, y hasta la fecha no
se han encontrado estafilococos resistentes. Los Strepto-
coccus faecalis y otros enterococos y bacterias gramnega—

tivas susceptibles requieren de 10 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 via principal de elimina-
cidn de esta substancia. Este antibibtico, causa menor dafio
al rifidn que la cefaloridina, es por esto que se prefiere para
el tratamiento de pacientes con fallas renales o los que estan

siendo dializados.
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I ESPECIFICACIONES FUNDAMENTALES DE
LA CEFALOTINA SODICA.

Como ya se ha mencionado anteriormente, para que una subs-—
tancia sea aceptada, generalmente, como patrdn de referencia,
es necesario que sus constantes fisicas y quimicas, as{ como su
actividad bioldgica y estabilidad se comprueben cuidadosamente,
con aparatos e instrumentos de precisibn comprobada y en forma
tal que los resultados obtenidos proporcionen una base estadisti-
ca adecuada para juzgar la nobleza y confiabilidad de tal substan-
cia. Para determinar esta nobleza y confiabilidad, las substan-
cias son sometidas a técnicas analfticas usuales como, absorcidn
ultravioleta e infrarroja, rotacidén especifica, cromatografia,
pruebas de pureza, y determinaciones que muestren que la subs-—
tancia se comporta adecuadamente al utilizarse en las pruebas para

las que est& destinada.

Las pruebas que se realizan a una substancia para poder establecer
un patrdn de referencia, no son necesariamente, todas las especi-
ficadas en su monografia, ya que muchas de estas pruebas solo son
de utilidad para cuando la substancia va destinada a la elaboracidn

de un medicamento. Generalmente, las pruebas fundamentales que
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se le hacen a la substancia, son aquéllas necesarias para
determinar la identidad, pureza, actividad biolégica, y esta-

bilidad de la misma.

A continuacidn se especifican las pruebas fundamentales que
deben hacerse a la Cefalotina sédica para poder establecer

una substancia de referencia.

Cefalotina sbdica.- Sal sbdica del acetato del acido 3( hidro-

ximetil ) 8-oxo—-7-2-( 2-tienil ) —acetamido -5-tfa-1-azabiciclo
4.2.0 oct-2-eno-2-carboxilico, también conocido como la sal

sbdica del acido 7-( tiofeno—2-acetamido ) cefalosporénico.

0
| l CH ﬂ NH ’ 0
2 —L = —
S |
O/-“_N 7 CH2—0~C—CH3
C00~ Na*
*Cyg HisNo Na0OS S, * PM = 418.43

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

llento, esencialmente inodoro.
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Solubilidad.- Es muy soluble en agua, formamida, dimetil

sulféxido, y en etilen y propilen glicol, es ligeramente soluble
en alcoholes de bajo peso melecular, e insoluble en solventes

orgénicos no polares.

Espectro infrarrojo.- El espectro infrarrojo de la cefalotina

sbdica presenta las siguientes bandas de absorcidén caracteris-
ticas:

a)yN-H: 3300 cm™!
b ) carbonilo de la B-lactama: 1760 cm ™
c ) carbonilo del éster: 1735.cm—1
d ) carbonilo de la amida: 2 12 : 1660y 1535 cm~ !
e ) carbonilo del carboxilo: 1630 cm ~
f)C-0O del (CHg-C-0O): 1250 cm”

O

1

1,esla

La regidn del carbonilo que existe entre 1500 y 1800 cm ™
regibn méas caracteristica en el espectro infrarrojo de la cefaloti-

na sbdica. En esta regidn se pueden detectar cambios como: rompi-

miento del éster, formacidn de lactona y apertura de la P—lactama

Espectro ultravioleta.— El espectro ultravioleta de una solucibén acuo-

sa de cefalotina sbdica ( 256 mcg/ml ), determinado de 220 a 310 nm,

presentd un méximo a 237 nm y otro a 265 nm.




1% ‘

E 1ém ( 2837 nm en agua ) = 336
1%

E1ecm (265 nm en agua ) = 204

Cromatografia en capa fina.— Se deben realizar pruebas croma-

togréficas para detectar cualquier producto de degradacidén o im-
pureza que pudiera existir en el lote de cefalotina sbdica en estu-

dio.

Pérdida al secado.- La cefalotina sbdica, secada a 60° C a presidn

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

der més del 1.5% de su peso.

Metales pesados.- | a cefalotina sbdica no debe contener més de 30

ppm.

Rotacidén dptica.— La rotacidén especifica de una solucidn acuosa de

cefalotina sbdica al 5% ( w/v ), es de:
25° .
[a(] = +129° + 5° ( en base seca ).
Ensayo.— La potencia de la cefalotina sddica es de 945 mcg/mg.
Los métodos que se emplean generalmente para valorar este anti-

bibético son:

oy,




a ) Método microbioldgico de cilindro-placa.
Yodométrico.

b ) Método quimico:
Colorimétrico.

Estabilidad.— Es muy importante conocer la estabilidad de la

substancia que se quiere usar como un patrdn de referencia, ya
que ella va a servir de base para la aceptacién o el rechazo de
otros lotes de cefalotina sbédica y por lo tanto se debe estar se-
guro de cull seri la potencia antibibtica de la futura substancia
de referencia en el momento de usarla, para que de este modo
se tenga un punto de comparacidn correcto que lleve a la obten—

cibébn de resultados analiticos reales.

Se realizan pruebas para determinar la estabilidad de la substan-—
cia sblida, asi como en solucidn, a temperatura ambiente y a tem-

peratura de refrigeracibn.

Los siguientes datos de la estabilidad de la cefalotina sbédica han

sido tomados de la bibliografia:

1.- La cefalotina sbdica en estado sblido, mantenida en recipientes

perfectamente cerrados y protegidos de la humedad, es estable

de 2 a 3 afos a 25° C. 4=8,

25,




2.- A temperatura de 25° C, las soluciones acuosas de cefa-
lotina sbédica pierden aproximadamente el 8% de su activi—
dad en 24 hrs. La pérdida de actividad fue sensiblemente

la misma en buffers de pH= 3.0 a pH = 7.0. 5

3.- Las soluciones de cefalotina sbddica preparadas a partir
de una substancia de referencia, pueden permanecer hasta
5 dfas 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




27.

I PARTE EXPERIMENTAL.

El lote 23252W de cefalotina sddica se sometid a todas las

pruebas basicas que deben hacerse a esta substancia.

En todas las pruebas se corrid al mismo tiempo la substan-
cia de referencia USP, ya que es indispensable, para poder
establecer un patrdén secundario de referencia, comparar

siempre la materia prima en estudio con un patrén primario,

en este caso el patrén USP,

A continuacidn se describen los métodos de prueba empleados
en la determinacidén de las especificaciones fundamentales de la

cefalotina sbdica, y los resultados obtenidos.

Descripcibn.— Revisidén de las caracteristicas organolépticas,

aspecto, color y olor, de la cefalotina sédica, comparando la
substancia de referencia USP con el lote 23252W de cefalotina

sbdica.

Resultados.- Substancia de referencia USP: polvo cristalino
blanco, inodoro.

Lote 23252W : polvo cristalino ligeramente amarillento, inodoro.




Solubilidad.- Se determind la solubilidad del lote 23252W de

cefalotina sbdica y de la substancia de referencia USP en los

siguientes solventes: agua, formamida, etilenglicol, propilen-

glicol, etanol, cloroformo y éter.

Resultados .-

Solvente.
Agua.
Formamida.

Etilenglicol.

Propilenglicol.

Etanol.

Cloroformo.

Eter.

Subs. de Ref. USP.

Muy scluble.
Muy soluble.
Muy soluble.

Muy soluble.

Poco soluble.

Insoluble.

Insoluble.

Lote 23252W.
Muy soluble.
Muy soluble.
Muy soluble.
Muy soluble.
Poco soluble.
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 procedib a deter-

minar el espectro infrarrojo de cada una de las substancias.

2€




Se tomaron 3 espectros de cada una de las substancias en

3 dias consecutivos.

Resultados .-

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

substancia de referencia USP.

De los tres espectros obtenidos de cada substancia se escogid

el més preciso, de acuerdo a los datos tebricos.

Espectro infr‘arr*ojo de la substancia de referencia USP y del

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

que contenfan 25 mcg/ml ( 0.0025% ) de cefalotina sddica,

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 dias consecutivos. Se pr*epar'“ar*on soluciones frescas cada

e

dia.

1% 1%

Se caleularon, E, (237 nm), E,_ _ (265 nm)y la relacién
A (265) /A (237) tanto para la substancia de referencia USP como

para el problema.

El valor de E ;lé’m , se obtuvo con la siguiente férmula:
1%
E 1 = A x 25 x 100 x 1000
cm s

wW 5 100
A - Absorbancia.

w — mg de la substancia.

Resultados.- El espectro ultravioleta del lote 23252W, fue idén-
tico al de la substancia de referencia USP. Ambos presentaron

dos méximos de absorcidén, 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, -
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Lecturas de las absorbancias ( A ) de las soluciones patrbén

y problema, a 265 y 237 nm:

34.

Subs. de Ref USP Lote 23252W

NnM 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 0.841 0.839
12.51 0.843 12.50 0.841

1%

Valores de E 1 cm de las soluciones patrdén y problema, a

265 y 237 nm:

Subs. de Ref. USP Lote 23252W
nm gl% | g% gl% | §1%
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 relacidn A ogs /A 37, de las soluciones patrén y

problema:
Subs. de Ref. USP Lote 23252wW
A2e5/A 037 Aoes/Aog7 | Aoes/ A 237 | Apes/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 determind la

rotacidn especifica, se tomd el dato reportado en el proto-

colo enviado con él.

Se determind la rotacidn especifica de una solucibdn acuosa

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

Preparacidon de la Solucibn.— Se pesaron 500 mg de la subs-

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

a 10 ml. con agua destilada. Se pasd la solucidn a una celda

de 1 dm. y se leyd la rotacidn éptica de la solucibdn en el po-

larimetro, tomando varias lecturas.

Resultados .-
a = 6.353
1T = 1dm
c = 4.929 g/100 ml.

[

100 X a

i1 %X ¢

[o(] 25°

100 x 6.353 =128.9°

{ x 4.929

[x] 25° Subs. de Ref. USP

[ o<J 25° |ote 23252wW

129.2°

128.9°
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PERDIDA AL SECADO.

Se determind la pérdida al secado de la substancia de refe-
rencia USP y del lote 23252W. Se pusieron a secar aproxi-—
madamente 100 mg de cada una de las substancias en una es—
tufa de vacio a 60° C y a una presién de 5 mm de Hg, durante
3 hrs.

Resultados .-

Pérdida al Secado

Subs. de Ref. USP Lote 23252W

0.11% 0.24%

METALES PESADOS.

Esta prueba sblo se le hizo a la substancia problema.
Para la substancia de referencia USP se tomd el dato reportado

en su protocolo.

Reactivos .-
Amonfaco T.S. ( Amonfaco al 10% ).— Se diluyeron 400 ml de

amoniaco al 29% con suficiente agua purificada para hacer 1000 ml.

Solucidn "madre!" de nitrato de plomo.- Se disolvieron 159.8 mg

de nitrato de plomo en 100 ml de agua destilada a la que se le habfa




AfRadido 1 ml de &cido nitrico al 70% y se diluyd a 1000 ml.

Solucidn patrén de plomo.— Se tomaron 10 ml de la solucidén
"madre' y se colocaron en un matras volumétrico de 100 ml
y se diluyd con agua. Cada ml de esta solucibén contenfa 10

mcg. de plomo.

Preparacidén de la solucidn patrdédn.— Se prepararon varias so—
luciones patrdén, con 10, 20 y 30 ppm de plomo, para poder
comparar cuantitativamente la cantidad de plomo que contenia

el lote 23252W.

En un tubo de Nessler se colocd un volumen de la solucidén pa-
trdn de plomo que contenia el equivalente de plomo deseado y
se diluyd a 25 ml. Se ajustd el pH de la solucidn entre 3 y 4
con &cido acético al 6% y/o amonfaco al 10%, usando papel

pH de rango corto; se diluyd a 40 ml con agua y se agitd bien.

Esta fue la solucidn A.

Preparacidén de la muestra.- Se pesb 1 g de substancia y se
colocd en una cépsula de porcelana. Se agregd suficiente acido

sulfrico para mojar la muestra y se incinerd cuidadosamente

hasta que la muestra estuvo bien quemada. Se adicionaron 2 ml

37
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de &cido nitrico al 70% y 5 gotas de acido sulflrico al 96%

y se calentd cuidadosamente hasta que se produjeron humos
blancos, entonces se incinerd en una mufla a 500-600°C has-
ta que se hubo quemado todo el carbono. Se enfrid y se agre-
garon 4 ml de &Acido clorhidrico 1 en 2, se cubrid la cipsula

y se digiridé durante 15 min. en un bafio de vapor. Después se
humedecid el residuo con una gota de &cido clorhidrico al 37%,
se agregaron 10 ml de agua destilada cliente y se digiribé por
2 min, se agregd amonfaco al 10%, gota a gota hasta que la
solucidén estuvo apenas alcalina al papel litmus, se diluyd a 25
ml y se ajustd el pH entre 3 y 4 con &cido acético al 6%. Se
filtrd y se lavd, la cipsulay el filtro con 10 ml de agua, se
diluyd el filtrado y los lavados a 40 ml. Se pasd esta solucibdn

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

Comparacidn de color.- A los tubos que contenfan las soluciones
Ay la B, se les agregaron 10 ml de agua sulfhidrica, se mezcld
y dejbd reposar durante 5 min, se vieron hacia abajo los tubos
contra un fondo blanco. Asf{ se vid con cuél de las soluciones
patrdén se podfa comparar el color de la solucidn problema, te-

niendo pues de este modo la ppm de plomo que contenfa el lote




23252W de cefalotina sbdica.

Resultados .-
Metales Pesados
Subs.de Ref. USP Lote 23252wW
10 ppm. 20ppm.

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

Para esta prueba se elaboraron 4 cromatoplacas en silica gel, una
por dia y todas a diferente hora para obtener de esta manera datos

Z
mas reales.

Se prepard la cAmara colocando un volumen adecuado del sistema
de solventes acetona-acido acético 20:1 y dejando saturar durante

2 hrs.

Se activaron las placas de silica gel en la estufa y después se pro-
cedid a marcar el lugar de aplicacidn de la substancia USP y de la
substancia problema, y se marcd el lugar a donde se queria que lle—
gara el frente del solvente. En cada placa se depositaron 3 cargas

de la solucidén de referencia y 3 de la solucidn problema, intercalando

una y una; la carga fue de 2 mcl de una solucidn acuosa de 0.5 mcg/ml
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(12.5 mg en 25 ml ) tanto del patrdn de referencia como del

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

un capilar graduado. Una vez depositadas las soluciones y ya

que habfan secado las manchas, se colocb la cromatoplaca en la
c&mara ya saturada y se dejd correr el solvente hasta que 1legd
a la posicidn marcada, entonces se sacd la cromatoplaca de la
cémara y se dejb evaporar el solvente. Ya seca la cromatoplaca
se aplicd el revelador, que fue una solucidn al 3% de vainillina
en una mezcla de &cido fosfbérico — metanol 1:1, y se dejd secar,
después de lo cual se metid la cromatoplaca a una estufa a 105T.
Ya visibles las manchas se determind el Rf de cada una de ellas.
Las cromatoplacas también se pudieron revelar usando una lam-
para de luz ultravioleta de onda corta, sdlo que en este caso hubo
que marcar el centro de las manchas que solo permanecian visi-

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

Resultados .-
En todas las cromatoplacas sblo aparecid la mancha correspondien-—
te a la cefalotina sédica, tanto para la substancia de referencia

USP, como para la substancia en estudio.




En cada placa se tomb el Rf promedio de las 3 muestras

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

41

Subs. de Ref. USP Lote 23252wW
Cromatoplaca| Rf. Rf. Rf. Rf.
I 0.60 0.60
II 0.62 0.62
0.617 0.620
111 0.60 0.61
v 0.65 0.65

ESQUEMA DE UNA DE LAS CROMATOPLACAS.,
S - substancia de referencia.

P - lote 23252W.

L e e e g e = = o = === e === - P mmm - Y == iy = -

S P S P S P




METODOS DE VALORACION

ENSAYO MICROBIOLOGICO.

La potencia de la cefalotina sbdica se determina en forma ruti-
naria por el método de difusién en agar ( cilindroplaca ), usando

Staphylococcus aureus o Bacillus subtilis.

La actividad bioldgica de la cefalotina sbédica reside en el anillo

lactama de la molécula.

Las pruebas se realizaron por triplicado en 25 dias consecutivos.
De los resultados de cada dia se tomaron los promedios para des—

pués efectuar el anilisis estadistico.

Preparacidn de la solucidn patrén.—- Se pesd una cantidad adecuada
de la substancia de referencia USP ( previamente secada a 60° C
durante 3 hrs. ) para obtener una solucidn que contuviera 100 mcg/
ml. Se llevd al volumen apropiado con buffer de fosfatos pH=6 es-

téril.

Preparacidén de la curva patrén.— A partir de la solucibén patrén se
prepararon soluciones que contenfan 4.0, 2.0, 1.0y 0.5 mcg/ml,
las diluciones se hicieron con la solucién amortiguadora estéril de

fosfatos pH=6.
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Preparacidon de la muestra.— En base a la potencia estimada del
material a probar, se pesd una cantidad adecuada para obtener
una solucidén que contuviera 2.0 mcg/ml. Todas las soluciones
se hicieron con buffer pH=6 estéril. La substancia en estudio

también se secd antes de ser usada.

Cultivo "madre" de Staphylococcus aureus .- Se utilizd la cepa
6538P. Se hicieron resiembras diariamente, para mantener el
cultivo fresco, se sembrd sobre medio de agar N° I, en tubo in—

clinado y se incubairon a 37° C de 16 a 18 hrs.

Preparacidén del inbculo.- El cultivo desarrollado en un tubo se
recogié con 3 ml de agua estéril y de aqui se tomd 1 ml para ha-

cer una suspensidn 1:10 en agua estéril.

Preparacidon del medio inoculado.- El dia del ensayo se inocula—
ron cada 100 ml de medio de agar N° I, previamente fundido y

enfriado a 48°C, con 2 ml de la suspensidn 1:10 del inbculo.

Procedimiento.— Se prepararon 10 cajas de Petri para la curva
patrdén y 5 cajas para cada muestra a ensayar, de la forma si-

guiente: Se pusieron 20 ml del medio de agar N° 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 dejd solidificar el medio a

temperatura ambiente.

Se colocaron 4 penicilindros simétricamente en cada una de
las cajas. En las cajas de la curva patrdn, se llend un cilin-
dro de cada caja, con cada uno de los niveles de la curva patron.
. En las cajas del problema, se llenaron 2 cilindros opuestos
de cada caja con la solucidn de referencia ( 2.0 mcg/ml ), y se
llenaron los cilindros restantes de las 5 cajas de muestra, con
la dilucibén final de la substancia problema. Se cubrieron las
cajas, se marcaron para identificarlas y se colocaron a incubar
a 37°C por 16 — 18 hrs. Se midieron las zonas de inhibicién con

un aparato Fisher-L.illy.

Célculo de la potencia.— Se sacd el didmetro promedio para cada
uno de los niveles de la curva patrén, Estos valores promedio
se substituyeron en las férmulas siguientes para obtener la recta
que mejor representa la curva de dosis - respuesta para el

ensayo:

a4,
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a) Puntobajo = 7(a) + 4(b) + c - 2(d)
10

d) Puntoalto= 7(d) + 4(c) + b - 2(a)
10

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

ta (enmm ) de la concentracién més baja ( 0.5 mcg )y el pun-
to alto ( d ) fue el valor calculado de la respuesta de la concen—
tracidén alta ( 4.0 mcg ). Donde a, b, c y d fueron los valores
promedio de las respuestas observadas para cada concentracidn,

yendo de la menor a la mayor.

Se graficaron estos dos puntos en papel semilogaritmico, en
donde las abscisas representaban los niveles de dosis del patrén

de referencia y se traza una linea recta.

Se calculd el didmetro promedio de la zona de inhibicidén para la
solucidn problema y para el patrdn de referencia de 2.0 mcg, de

las cajas problema.

Se corrigid el valor promedio de la zona de inhibicidn de la
solucidén problema, suméndole o restandole la diferencia entre el

valor promedio de la zona de inhibicidn del patrdén de referencia
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en las cajas problema y el valor tedrico de este patrdn de

2.0 mcg, obtenido de la gréfica.

La potencia de la solucidn problema se obtuvo extrapolando

en la gréfica, la dosis que correspondia al diAmetro promedio
corregido de la muestra. El valor obtenido se multiplicé por

el factor de dilucién y se dividid entre la cantidad de muestra pe-

sada.

Preparacidon de los medios de agar 1 y II y del buffer pH=6

Medio N°1 de agar.-
Peptona. e o c e 0 0c s ssses e« BG

Digerido pancréatico

decaseina v v e e v eese.. 49
Extracto de levadura . ... 3g
Extractodecarne . ..... 1.5g
Dextrosa ¢« s ecvess0eee0 19
AGar ., ces esese0eesnsses 150

Agua destilada cbp 1000 ml

Se disolvid calentando, se ajustd el pH a 6.7 y el volumen a 1

litro, se dejbé hervir unos minutos y esterilizé por 30 min a 15
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1b de presidn.

Medio N° II de agar.-

PepONa& s v s s s o s smns snanme 60
Extracto de levadura. . . . . . .3g
Extractodecarne « . s «s s o5« 1:.89
AQar . e cceoceesosscesesss 15¢g

Agua destiladacbp . « . v e ¢ e o« 1000 Ml

Se disolvib calentando, se ajustd el pH a 6.7 y el volumen a

1 litro, se dejé hervir unos minutos y se esterilizé por 30 min.

a 15 1b de presidn.

Buffer de fosfatos pH = 6
Fosfato de potasio dibésico . ... 2g
Fosfato de potasio monobésico . . 8 g

Agua destilada y estéril cbp . . . 1000 ml




Resultados del ensayo microbiolégico del lote 23252W de

cefalotina sbédica.-

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 1.96
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 =947.0 4,535,50
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O = /4535.5 =/188.9=13.7 O =13.7
24

C.NV.=18.7 %100 = 1.4466 C-V.=1.4466
947.0

=13.7=2.74 e =2.74

il
—
ol @
\'

2 5

Limites de Confianza:

P=1%
t =2.80

P=5%
t =2.06

P=10%
t=1.71

947.0 +2.74 (2.80 ) =947 +7.67

L.C.=M+ et

L.Co (93908——_954.6

947.0+2.74 ( 2.06 ) = 947.0 + 5.64 L.C. (941.3 —952.6

947.0 +2.74 (1.71 )=947.0 + 4.68 L.C.( 942.3— 951.6
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ENSAYO YODOMETRICO.-

El ensayo yodométrico se usa como un método alternativo

para determinar la potencia de la cefalotina.

En este método se estd determinando la cantidad de cefalotina
presente, por medio de la ﬂ —lactama de la molécula, que es

la parte bioldgicamente activa.

La técnica yodométrica es segura, reproducible y se compara
favorablemente con el ensayo microbiolégico de cilindro placa,
siempre 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 dfas consecutivos.
De los resultados de cada dia se tomd el promedio para después

efectuar el anilisis estadistico.




Reactivos .-

Buffer de fosfato de potasio ( 1% ) pH=6.- Se disolvieron 2 g
de fosfato de potasio dibésico ( K,HPO 4) Y 8 g de fosfato de
potasio monobésico ( |<H2PO 4) en 750 ml de agua purificada.

Se diluyd a 1000 ml con agua purificada y se mezclb bien.

Hidrbxido de sodio 1 N.- Se disolvieron 45 g de hidrbxido de
sodio en 950 ml de agua purificada. Se adiciond una solucidn
saturada, recientemente preparada de hidréxido de bario hasta que
no se formd més precipitado. Se mezcld perfectamente y se dejd
reposar toda la noche en un recipiente cerrado. Se filtrd la solu-
cibn y se mezcld bien, se valord como sigue: Se secaron alrede—
dor de 5 g de biftalato de potasio molido, a 105° C por 3 hrs y se
pesaron exactamente. Se disolvieron en 75 ml de agua libre de
CO2, se agregaron dos gotas de fenoftaleina TS y se tituld con la
sol_ucién de hidrbéxido de sodio hasta que se produjo un color rosa
permanente. Se calculd la normalidad en base a que cada 204.23
mg de biftalato de potasio equivalen a 1 ml de hidrbéxido de sodio

1N. Se ajustd la normalidad a como se requerfa y se revalord.
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Acido Clorhidrico 1.2N.- Se diluyeron 114 ml de acido
clorhidrico al 37% en agua purificada para hacer 1000 ml

y se mezcld bien. Se valér*é como sigue:

Se pesaron 1.5 g de patrdn primario de carbonato de sodio
anhidro, previamente secado a 270° C por 1 hr. Se disolvie-
ron en 100 ml de agua y se agregaron 2 gotas de rojo de me-
tilo TS. Se tituld con el acido lentamente, con agitacién cons—

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

Se calentd la solucibn a ebullicidén y se continud la titulacién
hasta que el color rosa no se vid afectado por la ebullicibén.
Se calculd la normalidad en base a que cada 63.594 mg de
carbonato de sodio anhidro equivalen a1 ml de HC1 1.2N. Se

ajustd la normalidad y se revalord.

Almiddn TS.- Se triturd 1 g de almiddn de papa con 10 ml de
agua fria y se vacid lentamente, con agitacibén constante, en
200 ml de agua hirviendo. Se hirvid la mezcla hasta obtener un
flufdo ligero y translGcido. Se dejé reposar y se usd solamente

el l1iquido claro sobrenadante.

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

solucidn de 36 g de yoduro de potasio en 100 ml de agua, se

52




agregaron 3 gotas de HC1 (37%), se diluyd a 1000 ml con agua

y se mezcld bien. Se valord asf:

Se pesaron exactamente alrededor de 150 mg de triéxido de ar—
sénico y se disolvieron en 20 ml de NaOH 1N, se calentd cuando
fue necesario.

Se diluyd con 40 ml de agua, se agregaron 2 gotas de anaranjado
de metilo TS y se agregd HC1 al 10% hasta que el color amarillo
pasb a rosa.

Entonces se agregaron 2 g de bicarbonato de sodio, se diluyd con
50 ml de agua y se agregaron 3 ml de almidén TS. Se tituld lenta—
mente con la solucidn de yodo hasta que se obtuvo un color azul
permanente. Se calculd la normalidad en base a que cada 4.946 mg

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

Para hacer yodo 0.01N, se diluyeron 100 ml del yodo O.1N a 1000

ml con agua y se mezcld bien.

Tiosulfato 0.1N .~— Se disolvieron 26 g de tiosulfato de sodio pentahi-
dratado (Na25203. 5H20) y 200 mg de carbonato de sodio anhidro
en 1000 ml de agua recientemente hervida y enfriada. Se mezcld

bien y se valord por titulacibén con el yodo 0.1N.

Tiosulfato de sodio 0.01N.- Se diluyeron 110 ml de tiosulfato 0.1N

a 1000 ml con agua purificada y se mezcld bien. Se guardd
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en recipientes cerrados y se valord por triplicado de la
forma siguiente:

Se colocaron exactamente 5 ml de dicromato de potasio
0.02N en un matraz de yodo de 125 ml. Se agregd 1 ml de
acido sulflrico al 10% y 5 ml de una solucibén de yoduro de
potasio al 10%, en este orden. Se tapd el matraz, se agitd sua-
vemente para mezclar, se selld con agua y se tituld con

el tiosulfato 0.01N, agregando 1 ml de almiddn TS cerca del
punto final. Se promediaron los valores obtenidos. Se corrid
un blanco con 5 ml de agua, 1 ml de &cido sulfGrico ( 10% )

y 5 ml de yoduro de potasio (10%), agregados en este orden y

se hicieron las correcciones necesarias.

Procedimiento.-

Preparacidn de la substancia de referencia.— Se prepard una
solucidn que contenfa aproximadamente 2000 mcg/ml. La con-

centracidn debia de estar entre 1600 y 2400.

Se pesaron exactamente alrededor de 50 mg del patrdén de refe-
rencia USP, previamente secado a 60° C por 3 hrs y se llevd a

25 ml con buffer de fosfatos pH=6. Esta fue la solucibén ( S )
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Preparacidén de la muestra.— Se prepard una solucibn de
2000 mcg/ml aproximadamente. Se pesaron alrededor de
20 mg de la materia prima, previamente secada, y se lle-
varon a 10 ml con buffer de fosfatos pH=6. Esta fue la solu-

cién ( P)

Ya preparadas las soluciones se trataron igual la solucibdn

de referencia y la solucidn problema.

Se tomaron, una alicuota de 2 ml que se colocd en un matraz
de yodo de 125 ml y otra alicuota de 2 ml que se colocé en un
matraz erlenmeyer de 125 ml que fue el blanco. A la alicuota
en el matraz de yodo se le agregaron 2 ml de NaOH 1N, se
agitd suavemente y se tapbd el matraz dejando reposar a tempe-

ratura ambiente durante 15 min.

Al final de este tiempo se agregaron 2 ml de HC1 1.2N, agi-
tando, e inmediatamente se agregaron 10 ml de yodo 0.01N; se
tapd el matraz, se agitd y se selld con agua, dejadndolo otros
15 min. Cumplido este tiempo se lavd el tapdn y las paredes

del matraz cuidadosamente con agua. El exceso de yodo se




tituld con tiosulfato de sodio 0.01N agregando 1 ml de

almiddén TS cerca del punto final.

A la alicuota en el matraz erlenmeyer se le agregaron 10

ml de yodo 0.01N e inmediatamente se titularon con el

tiosulfato de sodio 0.01N, agregando 1 ml de almiddn TS

cerca del punto final.

P.I = Solucidén problema.

Este gasto fue el blanco.

Po= Blanco de la solucién problema.

Sy = Solucidn de referencia.

S, = Blanco de la solucidn de referencia.

P1 Po Sq So
Solucidn P 2 ml 2 ml - -
Solucidn S - - 2 ml 2 ml
NaOH: 1N 2 ml 2 ml
Dejar en reposo 16 min. P4y S,
HCL: 1.2N]2ml 2 ml
YODO: 0.01N|{10 ml 10ml | 10 mil 10 ml

Dejar en reposo 15 min. p1 y S

1

Titular con tiosulfato 0.01N
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La potencia de la solucidén problema se calcula con la siguiente

férmula:
mcg/mg de cefa.lotina = VF’Q =¥ Pl x mgS x PotenciaS x 2 x10 x 1
sbdica [ e
V52 - AV s1 VS 1 mgP 2
donde:

V= volumen de Na,S,04 0.01N consumido por la solucibn
problema

VP2 = Volumen de Na2520 0.01N, consumido por el blanco del
3

problema.

VS1 = Volumen de Na28-203 0.01N consumido por la solucién de
referencia.

V52 = Volumen de Na2$203 0.01N consumido por el blanco de la
solucibn de referencia.

mg o = Mg pesados de la substancia de referencia.

\"% s = Volumen al que se llevd la substancia de referencia.

mg P = mg pesados de la substancia problema.




Resultados del ensayo yodométrico del lote 23252W de

cefalotina sédica.-

x X -X (X =30y =
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 oD 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




Limites de Confianza:

Pz 19

t =2.80
= 5%
=2.06

10%
= 1.71

il
i

L.C.=M+ et

944.6 +1.1 (2.80)=944.6 +3.08 L.C,(941.5 ——047.6

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
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ENSAYO COLORIMETRICO .-

La cefalotina sbdica se puede analizar mediante el complejo
colorido que se forma con la adicidn de un reactivo férrico,
al correspondiente 4cido hidroxdmico producido mediante el

tratamiento con hidroxilamina.

En este método se mide el contenido total de /3 -lactama, ya
que ésta es la que reacciona con la hidroxilamina, para dar el

&cido hidroxémico.

En este método también se esta valorando el grupo responsa-

ble de la actividad farmacolbgica de la substancia.
Parte experimental .—

Las pruebas se realizaron por duplicado durante 25 dias.
De los resultados de cada dia se tomd el promedio para después

efectuar el anilisis estadistico.
Reactivos.—

Solucidn de clorhidrato de hidroxilamina.— Se disolvieron 350 g



de clorhidrato de hidroxilamina en suficiente agua destilada

para hacer 1 litro.

Solucidn buffer .- Se disolvieron 173 g de hidréxido de sodio
y 20.6 g de acetato de sodio en suficiente agua destilada para

hacer 1 litro.

Hidroxilamina neutralizada.- Se mezcld un volumen de la so-
lucidén de clorhidrato de hidroxilamina con un volumen de bu-
ffer. Se determind el pH y se ajustd cuando fue necesario a
7.0 + 0.1, agregando una cantidad adicional de uno de los com-
ponentes. A un volumen de esta solucidn neutralizada se agre-
garon 8 volimenes de agua destilada y 2 volimenes de etanol
del 95%. Esta solucidén sblo se podia usar en el mismo dfa de

su preparacidn.

Sulfato férrico amoniacal.- Se disolvieron 272 g de sulfato fé-
rrico amoniacal en una mezcla de 26 ml de &cido sulfirico con-
centrado y suficiente agua destilada para hacer 1 litro. Este

reactivo podia ser usado durante una semana si se mantenia en

un frasco A&mbar a la temperatura ambiente.
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Preparacidén de la solucidn patrén.- Se disolvid 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 solucidn que contenfa 2.5 mg de cefalotina sbédica

por mililitro.

Preparacidén de la solucién problema.- Se disolvid una cantidad
exactamente pesada de la substancia en estudio en suficiente
buffer de fosfato de potasio al 1%, pH=6, para hacer una solu-

cidn que contenia 2.5 mg de cefalotina sédica por mililitro.

Procedimiento.— Se usd un volumen de 1 a 2 ml de la solucidn
patrdn y de la solucidn problema, se adiciond un volumen igual
de agua y se mezclbd.

Se agregaron los siguientes reactivos en las proporciones volu-
métricas especificadas con respecto a las soluciones patrbén y
problema: Se agregaron 1.25 volimenes del reactivo de hidroxi-
lamina neutralizada y se dejé que reaccionara por 5 min, se
agregaron 1.25 volimenes de reactivo de sulfato férrico amonia—
cal, se mezcld y después de 3 min se determind la absorbancia

de la solucidn resultante a una longitud de onda de 480 nm, usan—
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do un espectrofotdémetro adecuado y un blanco de reactivos
preparado del modo siguiente: Se tratd un volumen de agua
de la misma manera que las soluciones patrdon y problema.
El tiempo transcurrido después de la adicibn del reactivo de
sulfato férrico amoniacal y la lectura de la absorbancia debfa
ser precisamente el mismo ( dentro de un lapso de 10 seg )

para cada solucibén.
La potencia de la solucidn se calculd de la manera siguiente:

Microgramos por mg de muestra ( AJ ) ( Potencia ( en mcg/ml de la sol patrdn
— s

(A, ) ( mg de muestra por ml de sol. prob. )

(A4 ) = Absorbancia de la solucidén problema.

(A a ) Absorbancia de la solucidén patron.
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Resultados del ensayo colorimétrico con hidroxilamina del

lote 23252W de cefalotina sbédica.-

x X -X (x—§)2
946.5 0.5 0.25
945.9 0.1 0.01
942.8 3.2 10.24
944.1 1.9 3.61
949.3 3.3 10.89
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 18.0 169.00
943.3 2.7 7.29
931.2 14.8 219.04
944.3 1.7 2,89
946.1 0.1 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 1.8 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 1.0 1.00

X= 946.0 792.26
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B /1
= (X =X) = 7/792.26 =/33.0 =5.8 U =5.8
N=-1 24

C.V.=_0 X100 C.v.=5.8 X100 = 0.613 C.V.= 0.613
946.0

e= 0O ©=5.8 = 5.8 =1.16 e=1.16

Limites de Confianza:

L.C.= M+ et

P=1% 946.0 +1.16 (2.80 )= 946.0 + 3.24 L .C.(942.7 —949.:
t =2080 = —
5=257:)6 946.0 +1.16 ( 2.06 ) = 946.0 + 2.38 L .C, (943.6 — 948.¢

oz 10;/: 946.0 +1.16 (1.71 )=946.0 +1.98 L .C.(944.0 — 947.




PRUEBAS DE ESTABILIDAD.-

Sblo se verificaron pruebas de estabilidad en solucibén del

lote 23252W de cefalotina sbdica.

Estas pruebas se realizaron con el objeto de determinar,
por cuéanto tiempo se podrfa emplear, sin que presentara
pérdida significativa de su potencia, una solucién patrén del
lote 23252W de cefalotina sbdica, 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 sbdica
en solucibén, se determind la pérdida de potencia en varias
soluciones preparadas a partir de él. E1 método analitico
que se empled para médir esta pérdida de potencia fue el en—
sayo microbioldgico de cilindro placa.

Las soluciones de cefalotina sddica se hicieron en buffer de
fosfatos pH=6 y se determind la estabilidad de ellas a tempe-

ratura ambiente y a temperatura de refrigeracidn.
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Se prepararon 10 soluciones con una concentracidn de 2 még
por ml y se les determind 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 determind la
potencia diariamente durante los 4 dias siguientes a su prepa-
racidn 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. refrigeracibn
Recién preparada 946.1 : 947 .2
2° dia 850.9 940.1
3 er dfia. 740.5 9381.7
4° dia 600.3 910.5
5° dia 508.1 890.7
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IV CONCLUSIONES.

-~

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

23252W de cefalotina sbdica.

Pruebas.

Descripcidn:

Solubilidad:

Espectro IR
(En pastilla de KBr)

Espectro UV:

1%

E1cm

( 265 nm )

1%

Eq1cm (237 nm)

Resultados .
Las caracteristicas organolépticas
del lote 23252W fueron similares a las
de la substancia de referencia USP,
Similar la del lote 23252W, a la de

la substancia de referencia USP.

E1l espectro del lote 23252W fue con-
sistente con la estructura de la cefa-
lotina sbdica, e idéntico al de la subs-
tancia de referencia USP.

El del lote 23252W fue idéntico al de la
substancia de referencia USP.

Lote 23252W: 204.5

Subs. Ref. USP: 204.5

Lote 23252W: 336.7

Subs. Ref. USP: 336.5




Aogs / Aog7

Rotacidn especifica:

( 5% en agua )
Pérdida al secado
( 3 hrs. 60°C, vacio )

Metales pesados:

Cromatografia en

capa fina.

Ensayo microbiolbgico:
( cilindro - placa )

Ensayo yodométrico:

Ensayo colorimétrico:

Estabilidad:

69.

L ote 23252wW: 0.606

Subs. Ref. USP: 0.606

Lote 23252w: +128.9°

Subs. Ref. USP: +129.2°

L ote 23252W: 0.24%

Subs. Ref. USP: 0.11%

Lote 23252W: 20 ppm

Subs. Ref. USP:10 ppm

En ambas substancias solo aparece
una mancha.Rf Lote 23252W: 0.620

Rf Subs. Ref. USP: 0.617

Potencia = 947 .0 mcg/mg

Potencia = 944 .6 mcg/mg

Potencia = 946.0 mcg/mg

A temperatura ambiente, las solucio-
nes acuosas del lote 23252W de cefalo-

tina sbédica, se descomponen rdpidamente.

A temperatura de refrigeracién, las

soluciones acuosas del lote 23252W de




cefalotina sbdica, se descomponen
méas lentamente, conservan su po—
tencia casi inalterada durante dos

dias.

2 — Considerando los resultados recomiendo usar el lote —
23252W de cefalotina sbédica como substancia de referencia

secundaria, con potencia de:

Microbioldgica - 947.0 mcg/mg
Yodométrica - 944.6 mcg/mg
Colorimétrica - 946.0 mcg/mg

3 — Las soluciones acuosas del lote 23252W, usadas ya como
soluciones de referencia, es conveniente que se preparen el
mismo dia en que van a utilizarse, para evitar posibles erro-

res.

4 — El lote 23252W de cefalotina sbdica, se deberéd almacenar
en viales de vidrio &mbar, herméticamente cerrados y en can—
tidades de 250 mg. Los viales del patrén secundario deberéan

mantenerse en refrigeracidn dentro de un desecador.
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