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Puede decirse que solamente a partir de la década de los 60(sl, términos tales como 

contaminación del aire, contaminación del agua, medio ambiente, ecol1Jgia1
". etc. 

pasaron a ser palabras de uso común y de gran importancia en la actualidad. Por lo 

anterior, este trabajo trata específicamente la contaminación que producen las aguas 

residuales sobre el medio ambiente. Las aguas residuales se definen como los 

desechos líquidos que provienen de las actividades socio-económicas de una 

comunidad. municipio o ciudad y como tal es una dilución de materia fecal v otros 

componentes 121
• Dichas aguas contienen una diversidad de componentes quimicos, 

fisicos y biológicos lo cual las hace bastante complejas. 

Existen diferentes organismos que regulan y vigilan el tipo de desechos eliminados en 

las aguas residuales, ésto con el objetivo de que no sean un riesgo para los seres 

humanos y otros seres vivos. En México los organismos encargados de ello son: la 

SECRETARIA DE DESARROLLO SOCIAL !S,EOESOll y LA SECRETARIA DE SALUD. 

Los desechos industriales adquieren gran Importancia dado que éstos son los que 

tienden a perjudicar en mayor medida al medio ambiente. 

En el caso de la Industria farmacéutica, Salubridad pone gran atención a los 

antibióticos desechados en las aguas residuales debido a que µueclen generar 

resistencia en la flora microbiana existente en dichas aguas. corno es el caso de 

Bacillus, Pse11dan10nas, Coliformes. Enterobacterias, Salmone/las y Shigc!as 131 
• Estil 

flora bacteriana es causi1nte efe diversas enfermedades infecciosas en serns humanos, 

eJ conttol de estas enfermedades se lleva a cabo mediante la prescripción médica do 

antibióticos. si CJCisticrn algún tipo ele resistenciél hacia estos agentes terapéuticos tas 



enf•rmed•d•• no rendrl•n conrrol, gener6ndose un problema de salud importante. 

O. lo anterior surge la necesidad de controlar las descargas de aguas residuales que 

contienen antibióticos . Uno de los controles es la eliminación de la potencia biológica 

de los antibióticos mediante la transformación o destrucción Onactivaciónl de su 

••tructura qulmica. 

En este trabajo se trataron las aguas residu•les de una planta farmacéutica que 

produce 4 antibióticos Beta-lactllmicos fcefamezin, cefizóx, ampicilina y amoxicilinal, 

dichas aguas se traiaron con "hipoclorito de sodio": buscando co" ello la elimintción 

de la actividad biológica de los antibióticos, la cual se presenta por la p6rdida del aniffo 

betl lact6mlco. 

Para avaluar la p6rdldt de le actividad biológica de los •ntibióticos, 111 cual se da por 

la ruptura del anillo beta lact•mico, se utilizó el método de potencia a los tntiblóticos 

empleando S. 111"1• A TTC 9341 como microorganismo de prueba"·''· La evaluación 

se efectuó posterior al tratamiento de las aguas residuales con hipoclorito de sodio 

Para la inactiltación de antibióticos in vltro se encontró que para 1 O mg de mezcla de 

tntlbióticos fampicilina, amoxicilina, cefizó• y cefamezinl se requiere de 23.2 mg de 

hipoclorito de sodio. 

Para optimizar la técnica microbiológica de cuantificación de antibióticos se trab.¡ó con 

mezclas de antibióticos como estándar, variando la concentración del inóculo. Estos 

estudios mostraron resultados no reproducibles, debido a la falta en el conrrol de 

tiempos de inoculación y a la modificación del patrón de difusión normal estando los 
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antibióticos en mezcle. 

Dedo que los estudios con meiclas no proporcionaron rasult•dos reproducibles se 

trabajó con un ast6ndar de amplcillna. En los estudios con amplcilina se observó una 

respuesta lineal en un in1erv1lo de concentración de 0.08 - O. 182 mcglml. Este 

intervalo de cnncentracíón se utilizó para cuantificar la descarga diaria de antibiótlco1 

en la cisterna de tfltamlenlo; la cantidad de antibiótico activo encontrada fue de 

139.12 g. En base a esta cantidad se adicionaron para la inactivación 4 litros de 

hlpoclorito de sodio al 11. 7% durante 12 días. la inactivaclón se evaluó al 6,8 y 11 

día, logrtndose la lnactlvaclón sólo en los primeros 5 díH de los doce inactivados. 

En vista que la inactivaclón por 12 dlas no fue totalmente satisfactoria se adicionaron 

8 litros de hipoclorito de sodio al 10.9 % por 3 dias y en la evalu1ción efectuada el 

tercer dla se encontró que la inactivaclón fue satisfactoria • 

De lo anterior se concluyó que la técnica de potencia para antibióticos utilizando un 

esttndar ampicilina era adecuada para evaluar la inactivación y el contenido de 

antibiótico activo en la cisterna de tratamiento. 
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l FUNDAMENTACION DEL TEMA. 

1. Antecedentes 

Desde los allos cuarentas en que los antibióticos beta lactámicos fueron descubiertos 

por Fleming. éstos han adquirido gran importancia, primero por su gran eficiencia 

ter111>olutica y actualmente porque se han desarrollado compuestos sintéticos con un 

amplio espectro antibacteriano. Sin embargo, el uso indiscriminado y en ocasiones el 

mal uso de los mismos , ha motivado que diversos organismos oficiales, como FDA 

y SS establezcan diversas regulaciones dirigidas a prevenir la resistencia de los 

microorganismos hacia los antibióticos y a prevenir el dallo a personas sensibles o 

lllolrgicas a estos agentes. 

Concretamente en la industria farmacéutica las Guias Generales de Buenas Prácticas 

de Manufactura, establecen que los sitios donde se fabrican beta lactámicos no deben 

estar junto a áreas generales de producción, también establecen que el personal que 

labora en dichas áreas no debe ingresar a otras distintas a su sitio <'e trabajo. 

De esta manera para controlar el antibiótico residual presente en áreas. equipo, ropa 

y utensilios, los laboratorios donde se producen dichos antibióticos llevan a cabo su 

inactivación por diferentes métodos, por ejemplo, ·empleando ácido clorhldrico o 

hidróxido de sodio. Sin embargo el método más usado actualmente es a base de 

hlpoclorito de sodio, debido a que representa una alternativa sencilla y económica 

comparada con los métodos ya mencionados . 
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Asl con el fin de contribuir al control de las descargas de antibióticos en las aguas 

r111idu•les provenientes del lavado de áreas. equipo, ropa y utensilios empleados en 

la fabricación de antibióticos lf-lactilmicos deberA realizarse 111 lnactlvación qulmica de 

éstos. Dicha inacti11ación podrá efectuarse por ácido clorhídrico, hidró•ido de sodio o 

hipoclorito de sodio, dependiendo de las políticas, preferencias y caracterlstir.as de 

cada Industria que manufacture los antibióticos mencionados. 

En vista de que éste trabajo trata de la lnacti11ación de anlibiótlcos es necesario 

comenzar por definir dicho término. A continuación se presenta la dafinición actual 

propuesta por Waksman en 1942 1
•

1
, en la cual define a los antibióticos como el 

producto del metabolismo microbiano capaz de producir muerte o inhibición del 

crecimiento de otros microorganismos, siendo éste efectivo a bajH concentraciones. 

Actualmente e•isten una gran di11cr '.dad de antibióticos, diferentes en cuanto a su 

estructura qulmica, propiedades y efecto sobre los microorganimos. Para facilitar el 

manejo químico y cllnico de los mismos se les han clasificado de diferentes formas. 

Berdy 1
•

1 los clasifica de acuerdo a los siguientes criterios: 

-Según su origen. Basado en la naturaleza de los microorganismos productores del 

antibiótico. 

-Según su espectro de acción. Referido al número de microorganismos sobre los que 

acrúa. 



-Según 1u estructura. Estructura-efecto. Toma en cuenta la estructura química para 

lograr el afecto antlbactarl1no. 

Da los criterios anteriores el que tiene más importancia es el que clasifica a los 

antibióticos de acuerdo a su estructura química, ésto debido a que es responsable de 

las propiedades farmacológicas v clínicas del antibiótico 1
•"

1
• 

La clasificación de antibióticos de acuerdo a la estructura qulmica se subclasifica en: 

-Antibióticos que inhiben la síntesis de la pared bacteriana. Como es el caso de los 

antibióticos beta lactámicos. 

·Antibióticos que modifican la permeabilidad de la membrana celular bacteriana. 

·Antibióticos que inhiben principalmente la síntesis de proteínas por efecto sobre los 

ribosomas. 

·Antibióticos que afectan el metabolismo de los ácidos nucleicos. 

-Antibióticos que inhiben las rutas metabólicas. Esta última clasificación esta a.cluida 

por Berdy, pero es Igualmente importante. 



3. Anlilll6tlcas let•·l11Ct6mlcoa. 

A continuación se presentan algunos aspectos Importantes de los antibióticos que 

i.1hiben la slntesls de la membrana bacteriana como es el caso de los antibióticos beta 

lact6mlcos. 

Debe comenzarse por definir el término beta·lact6mlco . Químicamente se denomina 

antibiótico beta·lactámico debido a que está formado por una amida cíclica, a las 

cuales se les denomina lactamas, la unión cíclica de la amida es en pos:ción beta a un 

carbonllo justilicando la denominación beta·lact6mico, como se muestra en las 

estructuras generales de las figuras 1 v 2 respectivamente . 

L-CISTEINA 
H 
1 ,' 

R 'c/N,, .. ·a-;~ 
11 1.1·-- 1 
o .C+N --- -~--

_ 
-

o_ ·_, .. 1 . coo 
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FIG. 1 Penicilina Estructura 

General. 
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FIG. 2 Celalosporina Estructura 
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3.1.lhclnlsmo di Acc!6n. 

En le úhlme etapa de I• formación de la pared celular bacteriana se lleva a cabo una 

tr1nspeptidaclón 11
·•· 1º

1 ,esta transpeptidación se ilustra en la figura 3 . 

• 

li"tH3I H N~M H NAG H. 
L·Ala L·Ala 

1 
D-11oGln 

1 
D·olOGln 

1 
l·ltS·Gh Gll·Gh·Glt·Glo 

f 

1 
l·Lll·Gfi·Gfi·Gli·Gli·Gli 

1 
D·Ale 

1 
D·Ale 

D·Ala 
1 

D·Ala 
~anlciW-a 

Cefalo111orinaa 

_¡ [ NA~1--c~~~ -1 
1 1 

L·Ala L-Ala 
1 1 

D·olOGln D-oso-Gln 
1 1 

L·lis·Gfi·G~·Gfi·Gti·Glt·D Ala·L·lis·Gfi·Gfi·Gfi·Gfi·Gto 

o\~1. 
1 

D·Afa 

FIG. 3. al Etapa final de I• síntesis de la pared celular en Sr-~ot:c"s Mlrws. 



b 

,, 
O Al• 

" O oMIGI~ 

"'1 L·Lil 

' S·Gli, 

FIG. 3, b) Aspecto tridimensional de la estructura de parte de la pared celular 

terminada. 
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La transpeptldaclón consiste en una sustitución de un• unidad del dipéptido D·al•nin• 

por una porción pentapeptldlca de gllcln• como se •Precl• en I• figura anterior . 

L•s penicilinas v cefalosporinas estlin compuestas de L-cistelna v D-valina, semejante 

al dipéptldo D-alanlna. Esta semejanza se visualiza en la estructuras de la flg. 4 11
•
9

·10
1
• 

dlpéptido 

D-alanina 

H 

1 
11 2 N-,-Clll ¡11 3 

..--c-N- c-coc11 
o ,.... 1 1 

11 11 

Amplclfin• 

Cefizó• 

L·cistelna L-valina 

11 CH3 Clt • ·Cll;¡ 

1 
11;.:N- e-e H .. - Sil 

1 • 
ó~~.-011 

1 
H · -,N - C CQOlf 

1 
11 li 

Amo•lcllina 

Cel•mezin 

FIG. 4. Antibióticos v aminoácidos 
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SI se analizan las 7 estructuras anteriormente mostradas se concluirli que las 

penlcHines y cefalosporlnas Interfieren en la formación de le pered celul11 bacteriana, 

debido a que participan como un anAlogo del dipéptido D·alenlna. Como ya se dijo 

anteriormente en la formación de la pared celular se lleva a cabo una transpeptldaclón 

de emlnoácidos, de tal forma que, si estlin presentes los antibióticos no se llevará a 

cebo le trenspeptldación, y por lo tanto, no se formarli la pared celular en el 

microorganismo, quedando e•puesto a las condiciones amilientales adversas. 

3.2. Mecl!!ismo de rffittl!!CI• de mlcrO!!flM!llsmot • los 111tibi6tico1 bete

!KlL_rnii;n, 

El antibiótico ideal es el que tiene las siguientes características: estable en medios 

ácidos, resistente a las beta lactamas, tiene buena absorción, no produce reacciones 

alérgicas y tiene un amplio espectro bacteriano. Sin embargo, no eMiste hasta el 

momento un antibiótico que cumpla con todas estas caracterfstlcas , ... ,,,. 

la resistencia de los microorganismos hacia los antibióticos hace que éstos se alejen 

de la Idealidad ya descrita • Un microorganismo se considera "resistente", cuando es 

susceptible a concentraciones mayores a las que llega habitualmente un antibiótico 

a la sangre y otros tejidos del Individuo. 

En el caso contrario a la resistencia, un microorganismo sensible es aquel que resulta 

Inhibido o destruido en concentraciones que alcanza el antibiótico en suero u otros 

tejidos. 

11 



De manera general existen dos tipos de resistencia'"'· 

-Resistencia Natural: Es la que ofrecen las bacterias de una sola especie hacia algún 

antibiótico, sin haber tenido previo contacto con el mismo. 

-Resistencia Adquirida: Se desarrolla debido al contacto previo del antibiótico con el 

microorganismo. De esta forma el microorganismo adquiere material genético 

extracromosómico llevándose a cabo una mutación. 

En la resistencia a los antibióticos beta-lactámlcos, el microorganismo sufre una 

mutación que da como resultado la slntesis de enzimas líticas. 

De los dos grupos de a_ntlbióticos.expuestos aquí, las penicilinas son las más sensibles 

a las enzimas litica~11 ~1 , •· ¡;;5. ~~~¡ri;~'~\ 1r:l~a~'iriá~ comúnmente sintetizadas por lo 

microorganismos sorí la e!i~ l~c-Í~~~s~s; áciclasas ·(amidasasl y acetil estearasas. 

_- .. · •, ' '. ·:.\ :' '.'.ti!" \i=~~:::;;):;;\,.:j:i,:,~: 

Las beta la~tamasas hidroliz~n el anilÍo .beta iaci~,{¡;co,· ~on ·,~ IJ;bducción de 

antibiótico inactt~o (ácido penlciloico y celalosporlnoic()I. Lá!I a~iclas~~ hidrollzan el 

grupo N-acu()\~'a~etil estearasa es más específica ya que 'au~~ s~lecti~~,;,ente al C·J 
del grupo acetil en las celalosporinas 14·'º'· 

Para que tocias las enzimas descritas anteriormente sean liberadas por el 

microorganismo es indispensable la presencia del antibiótico como substrato . 

La pérdida de la actividad biológica de los antibióticos beta laclámicos puede evaluarse 

por ol consumo de yodo en una solución neutra de antibiótico, sin embargo esto 

método es poco sensible""· Otra metodología, la cual se fundamenta en el fenómeno 
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de difusión, puede ser empleada para determinar la pérdida del anillo beta lact6mico 

en los antibióticos flnactivaclónl. En el método de difusión un medio de cultivo es 

Inoculado con un microorganismo sensible al antibiótico, dicho microorganismo 

experimenta Inhibición de su crecimiento en presencia del antibiótico. Asi pues, el 

metodo de difusión puede ser empleado para evaluar la inaclivación de los antibióticos 

beta lactámicos, siendo más sensible que el método en el que se emplea yodo. 

Dado que en el presente trabajo se utilizó el método de difusión en placa para 

determinar la ruptura del anillo beta lactámico (inactivación), a continuación se 

presentan algunos aspectos teóricos importantes sobre la difusión, 

La difusión, en un contexto general, puede definirse como el proceso mediante el cual 

·existe movimiento _de materia d~un lugar a otro debld~:-al ~~\lf~f~~to azaroso de las 

moléculas. Matemáticamente es de~crit~ por la ley de di(usÍÓn dé Fick'~ ""141
· 

Donde: 

d rn - O a ru; dt 

dx 

D Constante de proporcionalidad de difusión. 

a = Arca entre las concentraciones C1 y C2 dada por la difusión 

del antibiótico. 

dc/dx = Gradiente de concentración. 

dt = intervalo de tiempo. 

¡ .· 



El fenómeno de la difusión de antibióticos en una suspensión inoculada de agar se rige 

por la ley de difusión ya descrita. En la difusión del antibiótico ocurren los siguientes 

fenómenos. 

a. El antibiótico difunde en la superficie del medio, produciéndose gradientes de 

concentración a medida que se difunde. 

b. Al mismo tiempo el microorganismo metaboliza el antibiótico, después de haberse 

iniciado la fase "lag" (latencia) del crecimiento, después de esta etapa el 

microorganismo crece a velocidad logarítmica. 

El resultado de los fenómenos ya descritos trae como resultado la inhibición en forma 

radial del crecimiento del microorganismo. 

Para que se lleve a cabo la inhibición del crecimiento microbiano se requiere de una 

concentración y tiempo especifico. En relación a estos dos aspectos se definen los 

siguientes conceptos. 

Concentración critica. Es la concentración a la cual el microorganismo empieza a ser 

sensible al antibiótico produciéndose una zona de inhibición. Matemáticamente este 

concepto se define como: 

Ln m' Ln m •• X 2 
/ 4 D T. 
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Donde: D= Coeficiente de difusión. 

T
0

= Tiempo critico. 

Ln m
0 
= logaritmo natural de la concentración de antibiótico en el 

reservarlo. 

X 2 = El cuadrado de la distancia existente desde el punto de 

apllc1ción h1St1 el borde donde termina la zona de 

Inhibición. 

n.tnpo critico. Es el tiempo necesario para que se manifieste la concentración critica, 

o bien el tiempo mediante el cual se da la inhibición de la densidad del crecimiento. 

Matem6tlc1mente se define como: 

Donde: 

T0 ·h X2 
/ 4D ln (m/m'I 

D= Coeficiente de difusión. 

T0 = Tiempo critico. 

h = horas de preincubación. 

X 2 = El cuadrado de la distancia existente desde el punto de 

aplicación hasta el borde donde termina la zona de inhibición. 

m' = Concentración del antibiótico al tiempo crítico. 

m. = Concentración del antibiótico en el reservorio . 

El tiempo critico es independiente de la concentración de antibiótico en el reservarlo. 

FactorH que efecten lee zona de lnhibici6n: A continuación se presentan los factore1 

que 1fectan 119 zon1 de inhibición. 
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a.Condiciones del microorganismo de prueba, forma vegelaliva o esporulada. 

b.Elección del microorganismo de prueba, se refiere a la sensibilidad del 

microorganismo de prueba al antibiótico. 

c .Densidad del lnóculo. Es el factor más Importante debido a que determina el tamaño 

de las zonas de inhibición. la densidad del lnóculo tiene una relación inversa con las 

zonas de inhibición. 

d.Formulación v condiciones del medio. la composición puede tener electo sobre la 

actividad del antibiótico, asl como difusión del mismo v puede afectar el crecimiento 

del microorganismo. 

e.El espesor del medio inoculado en la capa de agar puede Incrementar o disminuir las 

zonas de inhibición. 

l.Potencla de la solución de prueba. 

g.EI área cubierta por el .PªP.el o cilindro. 

h.Tlempo de aplicación de la solución de prueba. 

i. Temperatura ele Incubación. Puede aumentar o disminuir las zonas de inhibición. 
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UJ..11.l!bil!dld aulmlca dt!! l!!ilo bet•-llcttmlco 11111 

Como se mencionó anteriormente, lo que determina la actividad biológica de los 

antibióticos beta-lactámlcos, es el anillo del mismo nombre, el cual forma parte de su 

estructura química. Es importante discutir algunos aspectos sobresalientes de la 

estabilidad del anillo beta lactámico ante bases. 

Los dos yropos de antibióticos beta·lactámlcos·lmportantes son: las penicilinas v 
cefalosporlnas. En la estructura general de las penicilinas v cefalosporinas el anillo 

beta·lactámico se une a otro anillo llamado liazólico v dihidrotiazólico, 

respectivamente. La unión que forma el anillo beta·lactámico es de carácter bipolar, 

ésto lo hace muv susceptible a reaccionar con nucleófilos v electrólilos 1151.La 

conjugación con los aniilos de tlazolÍdona /dihldrotlazolidona hace- más reactivó al 

beta-lactámlco debido a que dlsminuve ,·,{¡or~;~ r'~;onan-te B con respecto a la forma 

resonante A (figura 5), ésto hace al carbonilo beta lactámlco semejante a un éster 

presentándose la hidrólisis del mismo ante nucleófilo~ y electrófÍlos 112·'ª'. 

A B 

FIGURA 5.Estructuras resonantes 
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El producto inicial en la degradación ante bases y agentes oxidantes es el 6cldo 

penlcllolco biológicamente Inactivo 11 º· "· '"'. 

A continuación ae presentan los mecanismos de reacción propuestos por Hou Poola 

y Namiky et al para penicilinas y celalosporinas respectivamente, en medio blisico"º'. 

ESQUEMA DEL MECANISMO DE DEGllADACION DE LAS PENICILINAS EN MEDIO 

BASICO. 

H 
1 ", ,l'l=L=( e , 

11 --º ~1.- coo· 
O \...OH 

~ "-V 
N-~- COOH + llCOMHCH1 CHO + CO 1 
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ESQUEMA DEL MECANISMO DE DEGRADACION DE CEFALOSPORINAS EN 

MEDIO BASICO. 

~ H 
R1 N 1 

e 11>- " / • 
11 --'-"'--+ e 

"- / }-(;:l R' N 

cf! CH 2 2 O ~ªJ CH /R2 
O - _¿:; _,..R 11 

coOH oHé::::::o .(~ 2 
COOH 

+ 
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blsten 3 métodos de cilindro placa pera determln1ción de porencie a los 

antibióticos, dichos método• son: bloques desbalenceedoa, bloques balanceados y 

cuadro l11ino1
•· 111 • 

De los Iras métodos menclon1doa el mis utilizado es el de bloques desbalenceados 

siempre y cuando se quiera determin11 una sola muesrra. Este método maneja rangos 

de concentración de 60 a 150 %, por lo que una muestre a analizar dificilmente se 

s.ie de ellos limites. 

El método de bloques deabalanceados maneja una curva de calibración de 5 dosis y 

le lnrerpolación de un punto que corre1ponde e la muestre, por esta caracterlstica es 

denominada tambUm cinco méa uno. 

las caracrerlsticas del método do bloques desbal1nceados son: 

al Se tiene un total (le 6 tratamientos, 5 niveles de dosis del patrón, igualmente 

espaciados en escala logarítmica y un nivel de dosis de muestre, equivalente en forma 

estimativa a la dosis intermedia del patrón. 

bl Se utilizan un rotal de 15 cajas perri divididas en 5 grupos de 3 cajas cada uno. 

el A cada caja del grupo se le asigna por lriplicado la dosis intermedia del patrón y la 

dosis del nivel correspondiente, repitiéndose esto mismo para la muesua. 
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di Las replicaciones da los tratamientos en cada caja se distribuyen en forma 

alternada. 

Antes de llevar cabo el método de bloques desbalanceados 5 + 1 es Indispensable 

realizar un tratamiento astadlstico a través de un análisis de varianza que determina 

las desviaciones del efecto lineal del logaritmo de la dosis sobre la respuesta. 

Propiamente para los objetivos de este trabajo lo que se busca no es tanto la 

cuantificación de la potencia del antibiótico, si no la pérdida de la misma, por lo que 

pudiera decirse que el término potencia de antibióticos no es aplicable en el método, 

sin embargo, se denominó de esta manera debido a que asl se conoce en las 

referencias oficiales como es el caso de CFR y las diferentes farmacopeas existentes 

en México. 

5. Metodos de inllc:tlvacl6n. 

Como ya se mencionó el anillo #·lactámico es susceptible de ser degradado por 

nucleólilos y electrófilos como lo determinan los estudios realizados por Finholt y 

colaboradores en la degradación de penicilina Gen medio ácido, neutro y alcalino""'. 

Asl la degradación de los antibióticos beta lactámicos ante bases y ácidos se 

aprovecha en la industria farmacéutica para eliminar el antibiótico residual presente 

en áreas, equipo, ropa y utensilios. 

Por lo que se puede decir que existen dos métodos para la lnactivaclón de antibióticos 

en la industria farmacéutica los cuales son: 

1. lnactivación con hidróxido de sodio 

2. lnactivaclón con ácido clorhldrlco. 
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Estos métodos tienen la desvantaja de requerir !les pasos en su realización los cuales 

son: in•ctlvaclón, neutralización y lavado, lo que los hace largos y costosos. Ante 

ellas desventajas, en los últimos 10 allos se está empleando el hipoclorito de sodio 

como agente inaclivante debido a que se utiliza a bajas concentraciones con 

resultados efectivos en cuanto a la inactivación151 
; la ventaja de este método es que 

no se práctica una neutralización por lo que es más económico y sencillo. 
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11.PLANTEAMIENTO DEL 
PROBLEMA 



•. /llANlEAM/ENTO DEL..PllOllU.MA. 

Lo11ntibi6ticos son medicamentos que se utilizan para aliviar dilerentes padecimientos 

lnfeecio1os. En particul•r. los •ntibióticos beta-lactámlcos son empleados para olllviar 

101 padeeimi•ntos broncorespir•torios. Asl, cuando estos antibióticos no se emplean 

en l•s dosis edecu•d•s. los microorganismos causantes de las Infecciones adquieren 

real1tanci• •los mismos. lo cual constituye un problema de salud debido a que las 

enfermedades infecciosas quedan fuere de control. 

Con el fin de avilar el desarrollo de resistencia de los microorg•nismos hacia los 

antibióticos, las Buenas Prácticas de Manufactura establecun que los antibióticos /l-

1Kt6micos deben ser in•ctivados de 6reas. equipos, ropa y utensilios o bien de las 

aguas residuales que se generen del lavado de estos. los métodos tradicionales de 

inactiv•ción en la industria farmacéutica son a base de ácido clorhldrico e hidró•ldo 

de sodio. dichos métodos tienen la desventaja de llevarse a cabo en tres pasos por lo 

que el proceso de inactivación se hace largo y costoso. En los ultimas ailos se esta 

emple•ndo el hipoclorito de sodio. el cual es un agente barato y de manejo senciHo 

en comparación con los agentes tradicionales. 

Por lo anterior, en un laboratorio farmacéutico se emplear.t el hipoclorito de sodio para 

destruir la actividad biológica de ampicilina,amo•icilina. celizó• y cefamezln. 

antibióticos beta-lactilmicos. descarg•dos y almacenados en una cisterna de 

tratamiento de aguas residuales, para lo cual es indispensable des.rrollar técnicas de 

cuantificación e inactivación de los antibióticos contenidos en dichas aguas, ya que 

hasta el momento n<> se cuenta con ellas. 
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111. OBJETIVO 



•. a&IEllVO. 

OBJETIVO GENERAL. lnac1ivulón de la aclividad microbiológica de anlibiólicos Bola· 

Lacllimlcos en aguas residuales provenienies de una planla farmacéulica, utilizando 

hipoclorito de sodio como agenle inac1ivan1e, en un sislema de 3 cislernas de 

•macenamiento y tra1amien10 de agua residual. 

1.0BJETIVOS PARTICULARES. 

1. 1. Determinar las condiciones óplimas de inac1ivación 

de anlibiólicos Beta·Lacllimicos. 

1.2. Evaluar y adecuar 
0 

la lécnica de potencia 

microbiológica para ampicilina, en la determinación de la 

inaclivación biológica de ampicilina,amoxicilina, celizó• 

y cefamezin con hipoclorilo de sodio. 

1.3. Evaluar la inaclivación de ampicilina, amoxlcilina, 

cefizó• y cefamezin en una mueslra de agua residual de 

una compañia farmacéulica que produce eslos 

antibióticos. Se utilizará la lécnica optimizada de potencia 

microbiológica para ampicilina. 

1.4. Desarrollar una metodologla que permita cuanlificar 

y neulralizar el hipoclorilo de sodio residual después de 

haber llevado a cabo el proceso de inaclivación, logrando 



ellmln•r el efecto b•ctericld• del hlpoclorlto en 11 t6cnlc• 

microbiolclgic•. 

1.5. Dl1eft•r y optlmizmr un sistem• autom•tiZldo de 

tr•t•miento de 1ntiblóticos Bet1-llctllmicos contenidos y 

.. m•cen1doa en tres claternH de tr .. •mlento de •11u• 

residuel, utiNzendo hlpoctorlto de sodio y evalu1ndo I• 

ln•ctivaclón con la técnica de potencia microbiológica para 

antibióticos. 
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IV. HIPOTESIS 



IV. HIPOTfSIS. 

El hipoclorito de sodio ha sido empleado a una concentración del 1.22 % para 

in•ctiv•r los antibióticos beta lactlimicos, por lo que si se emplea al 2 % serli c•paz 

de lnactlvar el anillo Beta·lactámico de amo•icilina, amplcilina cefizó• y cefamezin 

con1enldo1 en l.s aguas residuales de una planta farmacéutica. 
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1.CONDICIONES OPTIMAS DE 
INACTIV ACION 
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V. MATERIALES Y METODOS 



1.COND!CIONES OPTIMAS OE INACTIVACION DE ANTl.11!.QJJ@,lL_lff:.L~ 

!,ACTAMICOS . 

P•ra Heg•r • I• metodologl• de condiciones óptimas de in•ctivación de antibióticos, 

se realizaron varios estudios previos, los cuales se resumen a continuación. 

Se tr•baj•ron varias muestras de 4 mi de una solución de celamezin a una 

concentración de 5 • 10» M, este •ntiblótico fue elegido al azar de los 4 fabricados 

por I• cornpallia en donde se efectuó este trabajo . Dichas muestras se trabajaron a 

dos pHs , pH 8 con solución regul•dora de fosfatos v pH 1 O con solución buffer 

comerci• IMerckl de licido bórico-cloruro de potHio·hidró•ido de sodio. 

A IH muestrH con diferentes pHs se les adicionó 20 mi de una solución de 

hipoclorito de sodio al 1.22% . Al adlcion•r el hipoclorito de sodio a l•s soluclo11es de 

antibiótico eSlas cambiaron de color v el pH se Incremento de neutro a •collino. Estos 

cambios flslco-quimicos tienen una perm•nencia de 10 minutos, por lo que se estimó 

bajo estas condiciones un tiempo de reacción de 15 minutos. mismo que se controló 

en los estudios subsecuentes. A las muestras que se e•perimentaron bajo estas 

condiciones no fue posible determinarles el hipoclorito de sodio en e•ceso. 

Se tr•bajo otra muestra a pH 7, con una mezcla de 10 mi de solución de cefamezin 

a la misma concentración que se utilizó inicialmente v 1 O mi de solución de hipnclorito 

de sodio al 1.22%. En éste estudio se corroboró el cambio de color de la solución v 
el cambio de pH al adicionar el hipoclorito de sodio a la solución de antibiótico. Al Igual 
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que en estudio con soluciones • diferentes pHs se detectó un tiempo d• rHcclón de 

10 minutos, y en este ceso si se cu•ntilicó el hipoclorito de sodio en ••cHo. 

A partir de! estudio en el ci.al se utilizaron los mismos volúmenes de 1oluclón de 

antibiótico e hipoclorito de sodio H rHlizaron otro• estudios pero empla•ndo 

soluciones con mezcl•• de antibióticos. De 101 estudios con mezcle••• determinaron 

les condiciones óptimas de inactiveclón. le t6cnica deHrroll•d• H presente • 

continuación 

MATERIAL. 

6 Matraces para yodo de 250 mi merca Pyrea 

2 Matraces aforados de 100 mi 

1 Pipeta volurn6trica 10 mi 

1 Pipeta volurn6tric• 1 mi 

1 Pipeta volumétrica 3 mi 

1 Bureta de 25 mi 

1 Bureta de 50 mi 

6 Magnetos para agitación. 

1 Pinzas para btueta. 

1 Soporte universal. 

EQUIPO 

ParriHa de agitación. 

Balanza analítica marca Mettler modelo AE·150. 
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REACTIVOS 

1 .Solución de antibióticos. Cefemezin, ceflzóx, amplclllna y amoxiclllne. 

2.Solución de hlpoclorlto de sodio el 3.37 % (v/vl. 

3.Yoduro de Potasio marca Merck. 

4.Soluclón de llcldo acético 6 N. 

&.Solución de almidón. 

6.Solución comercial valorada de tiosulfato de sodio O. 1N marca Merck. 

PREPARACION DE SOLUCIONES. 

1.Solución de antibióticos. Pesar 25 mg de cada uno de los siguientes antibióticos: 

Ceflzóx: Frasco vial inyectable de 1g (Promeco). 

Cefamezin: Frasco vial inyectable de 1 g (Promecol. 

Ampicilina sódica Cmateria primal. 

Amoxicillna ostándar secundario. 

Depositarlos en un matraz aforado de 100 mi, disolver y llevar al aforo con agua 

deatUeda. 

2.Soluci6n de hipoclorito de sodio al 3.37 % Cv/vl. Tomar con bureta 32 mi de 

solución comercial de hipoclorito de sodio al 11. 7 % y aforar a 100 mi. 

3.Y .... ro de Potasio marca Metcll. 
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4.Soluc:IOn de 6cldo lldtlc:o e N. En un matraz aforado de 500 mi, que contenga 

aproxlmad•mante 200 mi de agu• destilada, adicionar 172.1 mi de ácido acélico 

gl•clll marc• Merck. mezclar y alorar con agua destilada. 

5.llducl6n de allnld6n. Mezclar 1g de almidón soluble con 10 mg de yoduro de 

mercurio rojo y 1utlclente agu• tibia h•sta form•r un• pasta. Adicionar 200 mi de agua 

hirviendo y poner I• su1pen1ión en ebullición por 1 mln. con agitación constante. 

Dej•r enfri•r y utilizar únicamente la solución clara. 

l.Soluc:IOn c-clal valoflldll dll tio9ulfMo de 8Cldlo 0.1N 1118fca Merck. Resultado 

v•loración control de calidad Promeco 0.101 N. 

DESARROLLO EXPERIMENTAL. 

1.Depoiit•r con pipeta volumétrica 10 mi de solución de antibióticos en cuatro 

matr•ces para yodo. 

2.A c•da m•traz adicion•r 3 mi de solución de hipoclorito de sodiu 8' 3 .37 % (v/vl. 

3. A un quinto m•tr~ adicionar 10 mi de agua destHada y 3 mi de solución de 

·hlpoclorlto de sodio al 3.37 % lv/vl. Este último matraz es utilizado para determln•r 

el contenido total de hlpoclorito de sodio contenido en I• solución empleada. 

4.Agltar los m•tr•ces por un periodo de 15 minutos. 
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5. Pesar con Haclitud en 1• balanza analltica 1g de yoduro d• potasio y •ft•dirloa • 

cada uno de los cinco matraces. 

6. Agreg•r •cada uno de los m•traces 10 mi de solución de 6cldo •célico 6 N. Culd•r 

que los matraces estén perfectamente cerrados y controlar el tiempo de remcción en 

5mln. 

7. A los 5 minutos de reacción en medio ácido, agreg•r a cad• matraz 1.5 mi de 

solución indicadora de almidón. 

8. Valorar la solución del paso 7 con tiosulfato de sodio O. 1 N . El punto lln•I de 

reacción se detecta cuando se observa un cambio de color en I• solución élli• P•H 

de azul • Incoloro. 
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2.ESTUDIOS DE POTENCIA 
MICROBIOLOGICA CON MEZCLAS 



ESQUEMA 4. PREPARACION DEL 
MICROORGANISMO DE PRUEIA PARA MEZCLAS. 
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2. ESTUDIO DE POTENCIA M!CROBIOLOGICA CON MEZCLAS DE ANT!B!OJ!COS. 

MATERIAL. 

frHcoReux 

M•tru er!enm•r•r de 100 mi 

M•tru •rf•nm•r•r est•rH de 250 mi 

Pipet• est•rH de 5 mi 

REACTIVOS. 

Cloruro de sodio 

Medio número 1 p•re •ntibióticos marce Merck 

EQUIPO. 

Autoclave a presión de 22 psi y 121 ° C 

lncubedore • 37 ºC 

Balena merca M•Uler con euctitud de 0.001 g 

Vorte•. 
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2. 1 Preparación del microorganismo de prueba IS LUTEA ATCC 93411 

DESARROLLO EXPERIMENTAL. 

1 .Pesar 9. 1 g de medio No 1 para antibióticos v dispersar en un Irasco Reux que 

contenga aproximadamente 150 mi de agua destilada, agitar v dl1pers11 el medio de 

cultivo en este volumen, adicionar volúmenes de 50 mi halla completar 300 mi. 

Cuidar que el medio de cultivo se disuelva completamente. 

2.Esterilizar el medio preparado a una temperatura de 121 ºC v 22 psi de presión, 

durante 15 mln. 

3.Uni• vez esterilizado el medio del paso 2 se deja solidificar en el Irasco Reux en 

forma hPrlzontel. 

4. Preparar la solución salina isotónica, disolviendo 0.85 g de cloruro de sodio en 100 

mi de agua destilada. Esterilizar bajo las mismas condiciones del medio número 1. 

5.Tomar un tubo que contenga siembra reciente de S. lutH, suspender el 

microorganismo desarrollado en 5 mi de solución salin• estéril h1ciendo uso del 

vortu. 

6.Depositar v dispersar la suspensión obtenida en el paso 5 sobre la superficie del agar 

contenido en el Irasco Reux. 

7 .Incubar el medio inoculado del Irasco Reux a una temperatura de 37 ºC por 24 h. 
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8. ExtrHr el crecimiento desarrollado con un volumen de 10-15 mi de solución salina 

estéril. 

9.Preparar las siguientes suspensiones a partir del inóculo obtenido en paso 8. 

Transmitancias 1.2 %. 2.6%.4.0%. Para obtener estas llansmitancias tomar 1.2 mi 

de la suspensión resultante del punto 8 Csuspensión stock) y depositarlos en una celda 

para espectrofotómetro de 1 cm' ,diluir en la misma celda con 1.8 mi de solución 

salina estéril, agitar la celda au•iliándose de papel parafilm. leer la transmitancia 

obtenida a 580 nm • Si la transmitancia no es la especificada diluir la suspensión 

stock con la solución salina estéril y leer nuevameme en la celda como ya se indicó. 

Hacer las diluciones necesarias para obtener las transmitanclas especificadas. 

NOTA: Utilizar un blanco de solución salina para hacer el ajuste a 100 % de 

transmitancia. 

2.2. Pna.ac:i6n de MJ!uciOl!ts Plll CU'Y.LHIJ.DÜL 

MATERIAL. 

21 Cajas petri de vidrio de 10 cm de diámetro. 

Cilindros de acero ino•ldable con diámetro exterior de 8 mm + /· 0.1 mm y diámetro 

interior de 6 mm + I· O. 1 mm con longitud de 10 mm. 

Matraces volumétricos de 1000,500.100,50,25, y 10 mi. 

Bureta de 25 mi. 

Pipetas volumétricas de 1,2 y 5 mi. 

2 Pipetas graduadas estériles de 25 mi • 
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Termómetro de 0-100 ºC. 

Micropipetas para dosificar 200 microlitros. 

Cullivo reciente en tubo de S. lur.a ATCC 9341. 

REACTIVOS. 

Medio No 11 para antibióticos marca Merck. 

Sal de fosfato diblislco de potasio. 

Sal de fosfato monoblisico de potasio. 

EQUIPO. 

Autoclave a 121 ºC y 22 psi de presión. 

Colocador de cilindros marca Craft. 

Medidor de halos de inhibición marca Fisher lily. 

lncubador• a 37 °C. 

Balanza marca Mettler con e.actitud de 0.0001 g. 

Oes•rolo eaparimeftt.i. 

-Preparación curva tipo. 

1. Preparar 2 litros de solución buffer pH 8, disolviendo 33.46 g de fosfato dibásico 

de potasio y 1.04 g de fosfato monobásico de potasio, en 500 mi de agua destilada, 

llevar al aforo. 
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2.Prep1rar les siguientes soluciones, que se utilizan para establecer las curvas tipo de 

concentración para mezclas de antibióticos. 

al Pe11r 25 mg de cada uno de los siguientes antibióticos: ampicilina, amoxicilina, 

cefamezln y cafizóx • 

bl Dl1olver los cuatro antibióticos en un matraz volumétrico de 100 mi y aforar con 

agua destilada . 

clTomer una allcuota de 1 mi y diluirla en un matraz volumétrico de 10 mi con 

solución bullar pH 8 . 

dlTomar una allcuota de 1 mi y diluir a 100 mi, en un matraz volumétrico, con 

solución bullar pH 8. 

el Con esta última solución se elabora le siguiente curve tipo. 

Punto 

A 

• 
c 
D 

E 

Allcuota 

tomada 

lmll 

1.6 

2.0 

5.0 

6.3 

7.8 

Aforo buffer Concentración 

pH 8 (mcg/mll 

25 0.064 

25 0.080 

50 0.100 

50 0.126 

50 0.156 
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2.3 ,,..,ICIOn y """' dt nH!lltfU. 

1. Remover el contenido del depósito que colecta el agu1 descarg1da por la pl1nta de 

antibióticos , con la ayuda de una bare larga de aproximadamente 4 m da l1rgo. 

2. Introducir un frasco con capacidad para 100 mi 1 la cisterna y tomar la muestra de 

agua rasldu1I. 

3. Tomar con pipeta volumétrica 1 mi de muestra y diluirla en un matraz aforado de 

1000 mi con agua destilada. Esta es la solución problema a la cual se le determinar6 

el contenido de antibiótico activo. 

-Agar Base. 

1. Pesar 15.25g de medio de cultivo número 11 para antibióticos, disolver y dispersar 

en diferentes proporciones de agua destil1d11 hasta complet1r un volumen de 500 mi. 

2. Esterilizar el medio de cultivo en autoclave a 121 °C y 22 psi de presión por 15 

min. 

J. Con pipeta estéril de 25 mi depositar 20 mi del medio esterilizado en el paso 2, en 

cada una de las 21 caj1s perrl (esterilizadas previamente por calor seco a 170 ºC por 

dos horasl. 
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4. Solldific•r el medio en IH cajas petri. 

·Ag•r Semilla o lnóculo. 

1.PeHr 2.1 y 2.S2g de medio numero 11 para antibióticos dispersar y disolver en 

100 y 120 mi de agua destH•da, respectivamente. 

2. Esterillar los medios de cultivo a 121 ºC y 22 psi de presión por 15 min. 

3. Depositar 8 mi de suspensión del microorganismo preparada en el procedimiento 

3.1 ltr•nsmil•ncia 1.2%1 estando el agar del paso 2 a SO ºC + /· 1 ºC . 

4. Con pipeta estéril depositar 5 mi de agar inoculado del paso 3, a cada una de las 

21 caj1s que contienen el agarbase v homogenizar esta capa realizando movimientos 

en form• de ocho al depositar el inóculo. 

5. Dejar solidificar el agar depositado en las cajas. 

6. Deposit•r en cada una de las cajas 6 cilindros fpreviamente esterilizadosl utilizando 

el colocador de cilindros. 

7. los pasos 3.4,5 y 6 se repeliran para las suspensiones del procedimiento 2.1 

ajustadas a una transmltancla del 2.6 y 4 %. 
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-Prep•r•ción da cllj81 con e1tjnd1181 y mue1tr•1 de I• clstern•. 

Dosificar con una micropipeta 200 microlitros de soluciones con conc•ntr•ción 

estllnd•r A,B,C.D y E en c•d• uno de los cilindros deposlt•dos en 181 clljH petri de I• 

siguiente menare: 

1. Depolit•r en tres clljH de form• •lterned• solución que corresponde • I• 

concentración del punto "A" y solución a la concentración "C" • t•I como se 

muHtr• en el siguiente Hqueme. 

2. H•car lo mismo con l•a 1oluciones de loa puntos 8,D y E . 

3. Deposit•r de m•nera 81tern•da 1• solución problem• y 1• solución d• concentrmción 

"C" de •cuerdo 81 siguiente esquema. 
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4. l•• c8jH H lncub•n por 24 hor•• • 37 ºC. 

5. leer los h81os de Inhibición con ayuda del lector. 

6. R•pelir loa pa1os 1.2.3.4 y 5 con I•• c•JH preparadas con microorganismos al 2.6 

y4%. 
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3.ESTUDIOS DE POTENCIA MICROBIOLOGICA PARA AMPICILINA. 

MATERIAL. 

Frasco Reux 

Matraz erlenmeyer de 100 mi 

Matraz erlenmeyer estéril de 250 mi 

Pipeta estéril de 5 mi 

REACTIVOS. 

Cloruro de sodio 

Medio número 1 para antibióticos marca Merck 

EQUIPO. 

Autoclave a presión de 22 psi y 121 ºC 

Incubadora a 37 ºC 

Balanza marca Mettler con exactitud de 0.001 g 

Vortex. 
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3.1 Pno••cl6n del m!crooranilmo c1t p!!!tl!I! IS. LUTEA ATcc 93411 

DESARROLLO EXPERIMENTAL. 

1.Pesar 9.1 g de medio No 1 para antibióticos v dispersar en un frasco Reux que 

contenga aproximadamente 150 mi de agua destilada. agitar v disparsar el medio de 

cultivo en este volumen. adicionar volúmenes de 50 mi hasta completar 300 mi. 

Cuidar que el medio de cultivo se disuelva completamente. 

2.Esterilizer al medio preparado a una temperatura de 121 ºC v 22 psi de presión, 

durante 15 min. 

3.Una vez esterilizado el medio del paso 2 se deja solidificar en el Irasco Reux en 

forma horizontal. 

4. Preparar la solución salina Isotónica, disolviendo 0.85 g de cloruro de sodio en 100 

ml de agua destilada. Esterilizar bajo las mismas condiciones del medio número 1. 

5.Tomar un tubo que contenga siembra reciente da S. lutfla, suspender al 

microorganismo desarrollado en 5 mi de solución salina estéril h1clendo uso del 

vortex. 

&.Depositar v dispersar la suspensión obtenida en el paso 5 sobre la superficie del agar 

contenido en el Irasco Reux. 

7.lncubar el medio inoculado del Irasco Reux a una temperatura de 37 ºC por 24 h. 
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8. E•tr•er el crecimiento deserrollado con un volumen de 1D·15 mi de solución salina 

eat6rll. 

9.Prep•r•r las siguiente suapenslón a partir del lnóculo obtenido en paso 8. 

Tren1mltancias 1.2·2.3 %. Para obtener esta transmitanci11 tomar 1.2 mi de la 

1uapenalón re1ullente del punto B 11u1penslón stockl y depositarlos en una celda p1ra 

eapectrofotómetro de 1 cm' ,dHulr en la misma calda con 1.8 mi de solución salina 

est6rll. •giter la calda au•ili6ndose de papel parafilm. Leer la transmitancia obtenida 

a 580 nm . Si I• tr•n•mitanci• no es la especiliceda diluir la suspensión stock con la 

1oluclón 1eNna 81t6rll y leer nuevamente en la celda como y11 se indicó. 

Hacer 181 diluciones neceHrias para obtener las transmit11ncla especificada. 

NOTA: Utilizar un blanco de solución SBlina par11 hacer el ajuste 11 100 % de 

transmit•ncl•. 

MATERIAL. 

21 Cajas petri de vidrio de 10 cm de diámetro. 

Cilindros de 11cero lno•ldable con di6metro e•terior de 8 mm + /. O. 1 mm y ditmetro 

interior de 6 mm + /. O. 1 mm con longitud de 10 mm. 

Matraces volumétricos de 1000.500, 100,50,25, y 10 mi. 

8urete de 25 mi. 

PipetH volumétricas de 1.2 y 5 mi. 

2 PipetH gr•duadas estériles de 25 mi . 
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Termómetro de 0-100 ºC. 

Micropipetas p•ra dosificar 200 microlitros. 

Cultivo reciente en tubo de S. lutH ATCC 9341. 

REACTIVOS. 

Medio No 11 p•r• •ntlbiólicos marca Merck. 

Sal de fosfato dib6slco de potasio. 

Sal de foaf•to monob•sico de potasio. 

EQUIPO. 

Autoclave a 121 ºC y 22 psi de presión. 

Coloc•dor de cilindros marca Cralt. 

Medidor de halos de inhibición marca Fisher lily. 

lncubador• a 37 ºC. 

Bal•nH marca Mettler con e•actitud de 0.0001 g. 

DesMroloe..,..... ... 

·Preparación curva tipo. 

1. Preparar 2 litros de solución buffer pH 8, disolviendo 33.46 g de fosfato dibásico 

de potasio y 1 .04 g de fosf•to monobbico de potasio, en 500 mi de agua destilada, 

llevar 81 aforo. 
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2.Preparar fas siguientes solucionea, que se utilizan para establecer fas curvas tipo de 

concentración para mezclas de antlblólicCJs. 

al Pesar 25 mg de amplcillna. 

bl Disolver en un matraz volumétrico de 25 mi y aforar con agua destilada . 

clTomar una allcuota de 1 mi y diluirla en un matraz volum6trico de 10 mi con 

solución buffer pH 8 . 

d)Tomar una allcuota de 1 mi y diluir a 100 mi, en un matraz volumétrico, con 

solución buffer pH 8. 

el Con esta última solución se elaboran las siguientes curvas tipo, que se utilizar•n 

para determinación de la linearidad entre fa dosis y la respuesta. 

Punto 

A 

e 
e 
D 

E 

Alicuota 

tomada 

5.00 

6.30 

7.80 

9.10 

10.0 

Aforo buffer Concentración 

pH8 lmcg/mll 

50 0.100 

50 0.126 

50 0.156 

50 0.182 

50 0.200 
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Punto Alícuota Aforo buffer Concentración 

tomada pH 8 lmcg/mll 

A 2.0 25 0.080 

8 5.0 50 0.100 

e 6.3 50 0.126 

D 7.8 50 0.156 

E 9.1 50 0.182 

3.3 l'rtferaciOn y toma de muutrn. 

1. Remover el contenido del depósito que colecta el agua descargada por la planta de 

antibióticos , con la ayuda de una bara larga de apro•imad•mente 4 m de largo. 

2. Introducir un frasco con capacidad para 100 mi a la cisterna y tomar la muestra de 

agua residual. 

3. Tomar con pipeta volumétrica 1 mi de muestra y diluirla en un m11traz alor•do de 

500 mi con agua destilada. Esta es la solución problema a la cual se le determinará el 

contenido de antibiótico activo. 
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3.4 ,,_!!Cl6n di ..., blH y 1911 ln6culo "'" la ll!llu1Ci6n dt la pottneit 

................. 
-Agar Bese. 

1. Pesar 15.25g de medio de cultivo número 11 para antibióticos, disolver y dispersar 

en diferentes proporciones de agua destilada hasta completar un volumen 500 mi. 

2. Esterilizar el medio de cultivo en autoclave a 121 ° C y 22 psi de presión por 15 

mln. 

3. Con pipeta estéril de 25 mi depositar 20 mi del medio esterilizado en el paso 2, en 

cada una de las 21 cajas petri (esterilizadas previamente por calor seco a 170 ºC por 

dos horas). 

4. Solidificar el medio en las cajas petrl. 

·Agar Semilla o lnóculo. 

1.Pesar 2. 1g de medio número 11 para antibióticos dispersar y disolver en 100 mi 

de agua destilada . 

2. Esterilizar los medios de cultivo a 121 ºC y 22 psi de presión por 15 min. 

3. Depositar 8 mi de suspensión del microorganismo preparada en el procedimiento 

J. 1 ltransmitancia 1.2·2.3% 1 estando el agar del paso 2 a 50 ºC + /- 1 ºC , 
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4. Con pipeta estlirll depositar 5 mi de agar inoculado del pe10 3, a cada una de In 

21 cejas que contienen el agar base v homogenizar esta capa realizando movimientos 

en forma de ocho al depositar el inóculo. 

5. Dejar solidificar el agar depositado en las cajas. 

6. Depositar en cada una de las cajas 6 cilindros (previamente esterilizados) utilizando 

el colocador de cilindros. 

-Preparación de cajas con estándares v muestras de la cisterna. 

Dosificar con una microplpeta 200 microlitros de soluciones con concentración 

estlindar (0.1-0.2 mcg/mll A.a.e.o v E en cada uno de los cilindros depositados en 

las cajas petri de la siguiente manera: 

1. Depositar en tres cajas de forma alternada solución que corresponde a la 

concentración del punto "A" y solución a la concentración "C" , tal como se 

muestra en el siguiente esquema. 

2. Hacer lo mismo con las soluciones de los puntos a.o v E , 
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3. Depositar de manera alternada la solución problema y la solución de concentración 

"C" de acuerdo al 1lgulente esquema. 

4. les c8jes se Incuban por 24 horas a 37 °C. 

5. leer los halos de inhibición con ayuda del lector. 

6. Repetir los pasos 1,2,3,4 y 5 con las cajas preparadH con la segunda serle de 

e1t6ndares 10.08·0.18 mcg/mll. 
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4.DETERMINACION DEL PATRON 
DE DESCARGA DIARIO EN 
PLANTA 
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4.DHERMINACION DEL PATRON DE DESCARGA DIARIO EN PLANTA. 

4.1 Tom1 d1 mu11tr11. 

Muestrear diariamente por 5 dlas consecutivos el agua descargada en la cisterna de 

1cuerdo a lo siguiente. 

1. Homogeniz1r el contenido de la cisterna auxiliéndose de una bara de 5 m de largo. 

2. Amarr1r un frasco de 100 mi a un hilo y depositarlo en la cisterna. remover el 

frtsco en zig zag y tom1r la muestra. 

3.Tapar e Identificar el Irasco con la fecha de toma de muestra. Refrigerar la muestra. 

4. Repetir los pasos 1,2 y 3 durante los cuatro dlas restantes. 

NOTA: L11 muestras fueron tomadas a las 7:00 am, antes de que 11 plant• inlci1ra sus 

operaciones normales. 

5.Analizar las muestras con el método para amplcilin1 tom1ndo I• curva de 

concentración 0.08-0. 18 mcg/ml. 
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5.INACTIVACION DEL 
ANTIBIOTICO ACTIVO CON 
HIPOCLORITO DE SODIO EN LA 
CISTERNA DE TRATAMIENTO. 
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5. INACTIVACION OEL ANTIBIOTICO ACTIVO CON HIPOCLORITO DE SODIO EN LA 

CISTERNA DE TRATAMIENTO. 

1. Introducir en la ci~tarna un tubo da aproxlm1damante 5 m de largo (aste tubo tiene 

contacto con el fondo de la cisterna). 

2. Por el orificio del tubo adicionar 2 litros de hlpoclorlto de sodio 11 11. 7 % , agitar 

el egue de 11 clatern¡i. 

3. Adicionar 1 litro de hipoclorlto de sodio al 1 1. 7% a la mitad de le cisterna v agitar 

el contenido de 11 cisterna. 

4. Finalmente 1dicion11r 1.5 da litros de hlpoclorlto de sodio el 11. 7 % en la parte 

superior de le cisterna: 

NOTA: Efectuar este mismo procedimiento por 12 días consecutivos v efectuar el 

análisis para ampicillna (concentración 0.08-0. 18 mcg/ml) el sexto.octavo v onceavo 

día de lnactivaclón. La toma de muestras se realiza de igual forma como se Indicó en 

4.1 pero realizando un.a dilución de 1 mi en 500ml de egua destilada. 

-Segunda fase se inactivaclón. 

5. lnactivar con ocho litros de hlpoclorito de sodio 11 10.9 % por 3 dílS consecutivos 

evaluando al 3 día por el método de amplcilina (concentración 0.08-0.18 mcg/mlJ. 

NOTA: Los volúmenes adicionados a los diferentes niveles de la cisterna fueron de 4, 

2 v 2 litros respectivamente. 
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6.DETERMINACION DEL 
HIPOCLORITO RESIDUAL EN LAS 
MUESTRAS INACTIVADAS. 





6.DETERMINACION DEL HIPOCLORITO RESIDUAL EN LAS MUESTRAS 

INACTIVADAS. 

MATERIAL. 

Papel liltro Whatman del número 1. 

Embudo de vidrio tallo corto. 

8ureta de 25 mi. 

4 matraces para titulación de yodo. 

Pipetas volumétricas de 5 mi v 1 mi. 

2 Pipetas graduadas de 5 mi. 

Magnetos de agitación. 

Matraz aforado de 100 mi. 

REACTIVOS. 

Sal de yoduro de potasio. 

Tiosullato de sodio 0.001 N (diluir 1 mi de solución de tiosulfato de sodio 0.1 N v 
atorar a 100 mi con agua destilada). 

Solución Indicadora de almidón. 

Acido acético 6 N. 
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DESARROLLO. 

1.Flllrar una muestra recién tomada de la cisterna con dos unidades de papel filtro 

Whatman del No 1. 

2. Transferir 5 mi del filtrado a 3 matraces para yodo. 

3. Agregar 1g de yoduro de potasio a cada uno de los matraces que contienen 

muestra de la cisterna. 

4. Agregar 5 mi de solución de ácido acético a los matraces v proteger de la luz las 

muestras, por un periodo de 10 mln. 

5. Después de 10 min agregar 3 mi de solución Indicadora de almidón ( cuando la 

solución contiene hipoclorito residual se torna de color oscura). 

6. Titular el contenido de cada uno de los matraces con solución de tiosullalo de sodio 

0.001 N gola a gota hasta que las soluciones queden Incoloras. 
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VI . RESULTADOS 



W. RESULTAQQ..S.. 

1.CONDICIONES OPTIMAS DE INACTIVACION DE BETA LACTAMICOS. 

PROPORCION 1:5 ANTIBIOTICO HIPOCLORITO DE SODIO. Cuando se adicionó 

hipoclorito de sodio a la solución de antibiótico ajustada a pH 8 , éste se incremento 

hasta un valor de 12 (papel tornasoll. El tiempo de reacción se efectuó en 2 horas. 

Después de este tiempo la solución el pH baja hasta un valor de 7. 

En esta proporción se encontró un e•ceso de hipoclorito de sodio que no pudo ser 

cuantificado. 

La solución ajustada a pH 1 O les condiciones observadas fueron las mismas que a pH 

8. 

PROPORCION 1:1 ANTIBIOTICO HIPOCLORITO. Al adicionar hlpoclorito de sodio a la 

muestra con pH 7, se incrementó hasta un valor de 12 (papel tornasoll y al final de 

la reacción el pH fue de 7. Al inicio de la reacción la solución se tornó de incolora a 

amarillo, el tiempo que permaneció esta coloración lue de 10 minutos. El exceso de 

hipoclorito de sodio si pudo ser cuantificado. 
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A continuación se presentan los resultados de la inactlvaclón con hipoclorito de sodio 

de la técnica optimizada utilizando mezcla de antibióticos. 

TAll.A 1. INACTIVACION CON HIPOCLORITO DE SOOfO. 

Muestra mi de Tiosullato Consumidos 

1 11.5 

2 11.3 

3 11.4 

Cl~C•ntidd deftf•CIO •dtcloned•"' 68.21 mg 
Ct,.Centlded de NeCIO , .. idu•I. 
C11.,.Centlded de N•CIO que IHcclon• con •l •nlibiólico. 
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Cr Ci·Cr=Crx 
(mgl (mgl 

43.26 22.94 

42.51 23.70 

42.89 23.32 



2. ESTUDIO DE POTENCIA MICROBIOLOGICA CON M~DE ANTIBIPTICOS~ 

las curvH se tr•b•j•ron en 5 niveles de concentración A,B,C,D V E. Se calcularon 

los valores promedio de le concentración intermedia (CI, presente en cada una de 

las cajas inoculadas. los valores obtenidos de "C" fueron promediados nuevamente 

pare obtener un promedio general. 

Ejemplo. 

c. +c. +c0 +e, Cp 

Se restó al gran promedio (Cp), el valor Ca de cada concentración, obteniéndose 

un• diferencia positiva o negativa. la diferencia resultante fue sumada o restada al 

V•lor promedio del halo de inhibición obtenido para cada nivel de concentración. 

Ejemplo. 

Cp-C.= +/- Cx , A +/- Cx= Halo de inhibición 

de la concentración A ajustado. 
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NOTA:Se tomó como referencia la transmltancla utilizada para et m6todo de 

potencia para amplcillna en todos los estudios. 

ESTUDIO 1 

llAl..O!l /JE JtlllJIHC.ºlON f-'.N n1111 F.NC'ON1'P/J.IOll A IHIA TRANmlJTAllCIA ÍJ~;¡, MlCPOOP.GANJSMO OEL l.;n·. 
ln'lf,J7.l.tlfl() tru f'.!1TM"1AP llE: ME?.r'LA llF. MrrlfffOTICO!:. 

10.r; 
to.a 
10.4 
'J,11 
11.0 

PROM. 10.52 

URAN PROMEDIO 

PUNTO 

• • e 
D 

• Pl 
I':? 

' 

CA 

11.:? ... 
10.2 ll.6 
11.4 11.2 
!1,2 10.8 
12.8 u.o 

'·' 11.4 

10.77 
10.77 

11.28 

e• 
J.• 12.8 
10.2 lJ.8 
11.i; 
11.2 
11.2 
11.li 

11.2'1 

y 
•~1 

11.1! 
10.fl 
12.:! 
12.'i 
ll.Q 
11.2 
12.2 

12.27 

11.04 
10.12 
tl.28 
12.00 
11.11.; 
11 64 
11. 17 

cP 

11.11 
12.0 
11.2 
11.4 
ll.O 
1),0 
10.2 
u.e 

11.ss 

CE Pl 

12.0 1J .6 12.4 
ll.O 10.a 12.4 
12.2 12.f; IJ.O 
11.8 12.4 12,0 
11 .2 I1 ... 11.6 
12.0 10.8 11.11 
u .a 11.11 11.6 
11.2 U.l.i 12.0 
11.2 11.4 12.11 

12.16 12.111 
11.s11 

X 
CONCE:N"rRACtON !CI 

0.01;4 
o.oao 
0.l('IO 
0.1~.-. 
IJ.lSli 
0.120 
0.110 

PCl 

ll.2 
Jl,8 
JJ,4 
11.0? 
11.11 
11.4 
U.4 
u.a 
11.4 

11.a2 

P2 

10.8 
11.4 
10.6 
11.6 
i:.-1 
u .o 
11.2 
1~.6 
11,4 

11.11 

·1.19 
·l.10 
·1.00 
-0.!iO 
• o .u 
-0.,1 

PC2 

11.:l 
12.4 
12.6 
10.8 
10.a 
12.4 
12.2 
11.11 
11.2 

11,?8 

CONC1'~N1"QACtON OF. t..os PHORU:HAS: 
Pl ' ;?67.12 g / 2;:26 LITROS CISTERNA 1 
l'2 • 281.ZB g / 2221> LITROS CISTERNA 2 

COF.1'"JCJE:NTF. DE: CORRE:LACJON (R) • 0.117 
PE:NDl!::NT1' lrnl • 2.% 
OROE:NAnA AL ORJOEN ibJ • 14 .]6 

DJLUCION l / 1000 
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ESTUDIO 1 
MEZCLA DE ANTIBIOTICOS TRANSMITANCIA 1.2 % 

HAl.0 OE llMllCION I"'"') 

LOG CONCENTPACION 0E MEZCLA DE ANTIBIOTIC09 
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ESTUDIO 2 

H.\l.OS DE JNIHUtCION Jm mm i::NCOtITPAOO!l A UNA TRAN!lMITANt'lt• DEI, M 1rROORr.MI1 !lMO vt:r. t.:: ' ut'H,JZMIDO UH ESTANDAR DE MF.ZCLA llE t.rrrmrartcon. 

CA Cll CD CE "' l'Cl I';! pe:: 

1::.0 u.:: "º ... :J.:! 9.2 11.a !1.8 12.4 11.8 11.'i !f.:: 
10.l 8.:: ... '·' 10.1 10.2 10.li 10.4 11.8 12.4 'J.8 10.1 
10. I l:J.2 ... '·' ... ... 10.l 10.0 u .. 1 12.8 !•.·1 . .. 
10,1) ... 10.'i 9.8 ... 7.8 9.2 !f.:? M.o 'J.4 ... tt.r. . ' JO,;'.' ... ... ... '·' 

,_. '.L1 'J,1 11.4 '1.:: :J.;! 
10.:: 7.• 'J.4 ... 10.-1 !f.:! to.o 'J.t; 10.8 10 .. 1 ªº·" 10 • .i ... 10,0 !f,•I 'J.·I 10.0 'J,'.t to.o ... . .. 

'·' 'J.6 11.6 ... 10.a ... u.a 10.8 JIJ.O 10.B 
·1.a ... ... ... '·' 10.6 '·' to.a 

10.0 10.i:; 
10.0 10.6 

'·' ... 
7.8 9.2 

'·º ... 
'.t.2 

rRoM. J0,]6 
8 ·ª~ !f.n 10.11 10.01 !f,ll'J 

9.62 9.2 'J,71 10,.)1 11>.::2 

!'lR/J/ PPammto ':t.56 

- ....raDal 

>UIITO y 
fmml 

A 10.H 

• ll.7'7 
e 
o to.v. 
E 9.'tl 
Pl 'J.25 
I':: 'J.:!:7 

CONC'ENTRAC'ION OF. LOS l'flOllLF.MA~: 
l•t • 69,QO <J / :!:!;!.-, 1.ITflO:-: C'l.'l'l'F.IHIA 1 
1'2 • fi4. ':>"> <J / 222.-. l.ITflO!l' Cl!l'TEl't/l, ;: 
lJJl,llC:JoN l / JOOO 
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X x· 
CONC't:fITPAClO!l ICI 

·~· 
e 

Q.Ofi4 -t.19 
o.Ollll i.10 
o.1no ·l.00 
o.126 ·O.'JO 
f},J'jlj <J.81 
O.OlJ ·t.50 
O.fl2<; t .5) 

(XJl:'.FIC'f~:rrrE liF. C'OflflEl.Ac.'JON lffl - 0.24 
rF .. Hltlt:Nn: !rn) 
ofl.m.ur..1111. :.r. r,flJ';Eu lhJ 10.·i., 



ESTUDI02 
MEZCLA DE ANTIBIOTICOS TRANSMITANCIA 1.2 

HALO 0E INHlllCION (mm) 

·1.1 ·1 ... ... 
LOG CONCENTRACION DE MEZCLA DE ANTIBIOTICOS 
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ESTUDIO 3 

llA~ DF. IHlllblCJO!I EN rrun onTENJDOn "tmA TRAW1MJTANCIA DEL HJC:ROOHGAflJSHO DEL 2.0. trrJLJZAHDO 
IJ?I EllT/.tlDl.R DF. m:?.CJ./. DF. AtrrlUIOTICO!J 

CA ce D CD e• "' FCI "' 
JO.O ... . .. ... '·' '·' 10.4 lll,0 ... ~.o ... ... ª·' ... . .. .., Jo.o ... ... ... 10.0 ... ,., 

~ .8 ... !1,8 ... ... u.2 10.Q 10.2 . .. ... 10,f, ... !;,O '·' 9,0 ... .. , '·' ... ... 
9.2 n.o !;,lli ... !1,4 ... ... ... '·' 10.2 '·' 10.0 '·ª ... ... ... '.1,0 ... ... ... 10.2 to.o 

~.8 ... .., 10.4 ... .., ... ... 9.2 '·' ... ... ... '·' 10.4 ... ... ... 10.2 10.2 11.6 

PROM. 9,3'1 9.37 9,78 9 .SS 9.36 9,9) 
9.67 11.90 9.01 9.56 

ORAN PROMEDIO : 9, JJ 

----
PONTO V 

·~· 
A 9.0l 

• 9.78 
e 9 .11 
D 10.07 
E ~ .1~ 

"' 'Lll 
P2 9.89 

CONC.'ENTRACJON IJF. LO!l PROJU,E:MAS: 
PI • l 1 '.i. B.:! g / .:!2;?i; LITROS Cl!l"TERNA 1 
P:? a 890.4 9 / 2;.!;:li Ll1'ROS Cl.!lTERNA 2 
Dll.tJCION 1 I 1 non 
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X X" 
OONCEtlTRACJON ICI t.., e 

0.064 •1.19 
o.,, .. o -1.10 
O.l'lO -1.00 
0.1..:1; ·0.9(1 
o. t~ .. ·O.al 
0.07¡) ·1.15 
0.040 

OOEl-'ICIEN"!'E DE CORRELACJON JRI 
PENDJEN't'f: lm) • 0,68 
ORDENADA AL. ORJClEN lb)• 10.14 

FC2 ... ... 
•.2 ... ... ... 
•.2 ... 
lo.o 

9.JS 



ESTUOI03 
MEZCLA DE ANTIBIOTICOS TRANSMITANCIA 2.11 % 

HALO DE INHIBICION (mm) 

LOG CONCENTRACION OE MEZCLA DE ANTIBIOTICOS 
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ESTUDIO 4 

l!.\Ul9 DE INHJDIC'IOll OBTENJOO!l A U?IA TRANSHJTAJlt'IA oer. MICROORCANlt\MO DEL 2.'> \. trrll,JZNIOO llll 

E!iTAJIDAR DE MEZCLA DE Mn'lDtOTlC0.9. 

CA en 
u.o ... ... 11.2 10.6 ... L:.2 ... 14 .2 10.S ... 10.::! 10.l ... 9.::! ... 10,lj '·' 10.li ... 
10,0 10.2 u .a to.a 10.2 ... tl.6 11.4 10,6 ... 
10.2 10.0 ... 10.0 ... 
9.2 '·' 11.2 '·' 10.0 ... to.o u.4 to.o 

rROM. 9.56 10.44 9.8S 
t0.6 10.ll 

OP/J/ f>RQHEDIO 1 10.ss 

,, 
e 

" " ,., 
I·:' 

i'...UNCE!n'J;t;.":"ION IJI,; f.0$ l'PCll!LE!Vt.'.:' 

y 

'"'"'' 
9.'.>'1 

10.Jr; 
in.•,., 

'•.!!: 
l-' .11 

l'l • lSS.82 g I ::~r; l.11'R0!1 r'ISTERN,\ 1 
t·: ~ ::22 ,¡; 'I I ::-:.2 .. LITP'~ c1·;TumA 2 
: ¡1,11c1ot1 1 : tr:ioo 

10.0 
10.2 , .. 
12.2 

.., 
10.0 

'·' ... 

10.0 
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CF. l'l 

10. 2 '.J,! , .. 
l0,2 }).r; '-' 
10,r; 10.2 '..l,r; 
10,Q 10.0 10.0 
10,8 10.4 ... 
12.6 ... 10.0 
12 ... 10.6 10.2 
1:!.0 11.a ... 
12.2 11.0 "' 

11.IJ 9,r;4 

X 
COU~EIITPACION IC'I 

o¡•, .. 

PCI 

10.2 
10.4 
10.2 
10.'2 
11.n 
u.e. 
t0.4 
to.e 
9.2 

t0.38 

"' 
!I .2 

~.o 
10.1 
!l.r. . .. 
"' ... 

x· 
loq e 

1.l't 
1.10 

º·'-'º 
<l.111 

1 • ·~ 

('l)~.J."!ClHITE o~; ('{) .. l·Wl.ltr'UJN IPI 
n:Nna:trn: rm. 1 1r; 
0RPENA!JA .',f. 01>1r;~.N \b1 • 11 .·lb 

l'f":! 

.... 11 
'J.;!. 
10.IJ 
'J.1) 

'·" '·' JO.:!. 
10,0 

'J,JI! 



ESTUDI04 
MEZCLA DE ANTIBIOTICOS .TRANSMITANCIA 2.e % 

HALO DE INHlltCION (mm) 

: . . . 

1 ........................... : ••• '. ............... : ••• >~-... ~.·--~· ....... · .... ~~ ... . 
. t . . 

•1.t ·• ... •.11 

LOG CONCENTRACION DE MEZCLA DE ANT1810TICOS 
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EDTUDIO 

llAl.09 n• INllWICIOU OHTENlOO:J A UNA TRAH::HJTANCIA 
E!JTAtll>AR nF. Ml-:?:rlJ, 11f: At1Trn1ar1CO!J 

C/1 CB 

u.o ll.8 '" ... IJ.4 
10.2 12.<t '.1.2 ... ti .o 
11.4 14 .... 11.2 . .. 1J.2 
11.4 12.6 ... ª·" l•l .O 
10.1 11.n J0.2 •1.·I 11.11 
11.11 12.() JU.:? 11.11 
'J,8 '"·" ... '.I,:? 12.:! ... 11.2 1.fo ·1,1, 14.2 
U.2 12.4 '.1.2 :i.4 to.o 

l'ROM, t1 ,Jli 9.42 12.85 
12.2Z 11.87 

GRAN PROM~:OIO : 11.17 

r 
PlllllO 

A 
B 
e 
o 

" PI 
1'2 

f'ONl_'~:m·P1tC'ION lll-: 1.on l'f!O~l.ElU\S: 

V 
1~1 

10.Sl 
11.91 
11.)7 
IJ.7<; 
1:.u 
JO.J7 
IO.<,I 

1>1 · •n. '14 q I 2;-21, 1.1TRon r1sn.RNA 1 
1'2 • ll'.f .n.1 ':t I 1L!& LITRO!l cznn:RNA ;;? 

llf LlJCJON 1 / 1 uou 

CD 

1J .8 
lJ.6 
14 .2 
12.1, 
10.4 
12.4 
1-1.2 

12.48 
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5 

DEL MIC.'~00.RU~~tnSMO DE~ _4 .o \ l11'1LJ.ZANDO UN 

CE Pl 

11.1; ... 14.& 
10.a JO,li 14.4 
lJ.4 10.R 13.4 
12.2 JO,:: 12.i; 
12,11, 12.t ll.8 
1•;.11 tJ,O u.2 
H.l'I 11.8 12.4 

1-4.8 10.1! 
u.o 

12.17 tl.04 
11.91 

X 
CONCl:.1ITJIAC10N ICj 

O.Clfi4 
o.oso 
0.100 
0.126 
O.J'H> 
0.044 
0.140 

PCl 

1s.: 
15.4 
ll.4 
12.a 
12 • .11 
11.6 
15.:? 
14.8 
1s.2 

14.04 

P2 

lJ.8 
10.e 
14.0 
14 .a 
tl.8 
IS.O ... 
'·' 11.li 

X' 
log e 

·1.19 
•1.10 
•l .00 
•Q,90 
•0.81 
·1.l'i 
•J.]0 

C'OEF'IClf'.NTfi: [lf; t'ORJIEl.ACION \RI 
r1::tmtwrE 11111 * 1.1::: 
ORN:NMA AL ORIGlo:N lb/ .. 14.88 

PC: 

a.J 
u.o 
u.o 
12.11 
lS.'i 
2:.:: 
11.0 
14.(1 



ESTUDIOS 
MEZCLA DE ANTIBIOTICOS TRANSMITANCIA 4.0 " 

HALO DE INHlalCION (mm) 

·1.1 ·• ... ... 
LOG CONCENT~CION CE MEZCLA DE ANTIBIOTICOS 
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3.ESJUDIOS DE PDTENCIA MICROBIOLOGICA PARA 
AMPICILINA. 

EaTUDI08 

11.\LO!; m-: Jflllllll<..'JON 1-:N mm OHTENJM!l tn"JLl?.IJillO '"' J.:r.TANDAR DE /J.ll'JC'll,JNA TIHlllPRhTAIJA /1 utlf. 
C'ONCf'JITP.1,CION UF. lJ1 C."URVA O.t/o.;! nwt1/ml. !lF. JN/,C'f'IVM~Otl IJ1!l AGUA!~ f1J.; l.A C:l:lTJ.:JfNA C.'f)U 1.'• 1 111·: 
lllf'OC'l.ORJ·ro flf.! !lO!llO Al, ti,?\. 

rn cu r·J.: l'I l'C:l 

IQ.11 lJ,8 IS.li 17.:? tll.li 14.4 11: •• 1 1·1 ... '·' 1·1.0 

1'>.;! 15.11 15,0 18 .2 1·1.n 18 .8 17.1; a,.1 17.0 10.a 
ll.4 IJ.11 1'>.4 14.6 17.R 17.2 lR.I 17.1 l?.ft tR.ti 
10.1 17.-1 15.8 17.4 Jll,:? l"j.0 IR,li 1º1.4 '"' 1r..11 
u.a 16.4 17.0 17.;:! 18.0 lft.4 111.11 ta.o ... ¡7,4 
9.2 17.li 16,2 17.8 15.6 17.0 19,2 l'i.2 '·º 16.li 
lli.4 Jf>.4 16.8 16.8 18.2 17.0 111.0 17.4 ... 17.2 

17 ·" 17.4 14.6 14.6 17.8 17.2 19.2 lli,O '·' n.2 
17.8 17.6 17,6 14 ·º 17.2 111,2 11;,4 8.2 17.2 11.li 

rROH. ll.:!8 11L20 17.42 18.80 8.60 
\6.20 16,ll 16.40 17.0A 17.tS 

'lRl.N PPOMIWIO: to;.i;n 

A . 
o 
o 

" PI 

C'ONf'E:NTHAtºION DE l..09 J>RODL"=HAS: 

., 
1~1 

ll.28 
16.18 
lli.~O 
17 ... ,:?_ 

17.81 
li.9S 

,,, • ;?t l. li q I :?2:!1; J,JTpon CISTEldiA 1 

011.urtON 1 I JQ•lC; 
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0.Jf)O 
ÍJ,J:?.fi 
o.¡t,o; 
O.IR.' 
Q.;!UIJ 

n.•I'•'• 

.. 
looJ C: 

-1.no 
-o.a•; 
·11.RO 
-Q.º11 
·0.lj'J 

1.01 

COEFJrJU4'rl·~ 11~: r"Of(lll::IJH'lON fffl • n .... ;? 

J•f:tl!JH:NTE h11I '" ll .~R 
(Jllllf'JlAflA AJ, ORIGEN lbJ • l':f.00 



ESTUDIOS 
AMPICILINA TRIHIORATADA.TRANSMITANCIA 1.3-2.3 % 0.1-0.2 mcgtml 

" 

.. 

. ... ·.•o •.11 ... 
LOO CONCENfAACION DE AMPICILINA 
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ESTUDto 7 

llALO.!J Df,; WlllUICJON EN 111111 ORTENIOO!I trl'ILJZANDO UN ESTAllDAR DE l\HPlClLINA A UNA CONCEHTRl..CJCN DE 
o.oa/o.u2 m<.."fJ/ml ILINEARIDAO DE LA c.'IJRVAI 

CA ca D ~ C.'Il 

Ju,2 12.a 11.2 ·12·.,. ·_u .• o ·:\ ll.2 
10,4 11.0 l:Z,O 12 • .;? lJ,6 
10.6 12.4 11.2 11.8 .14.11 
11.0 12.li 11.2-- 12.6 14 .o 
10.0 12.2 u.2 12.4 . tl.2 
10.4 12.4 11.4 11 • .;? 11.2 
to.a ll.O 11.6 12.2 14.2 

PROM. 10.77 11.40 
12.62 12.62 

ORAN PROMEDIO 1 12.S'i 

COEFICJEN'fF. DE CORREl.ACION (Rl 

y 

·~· 
10.·10 
11.411 
12.55 
11.fiol 
14 .14 

J>E:NllH:tn-:F. !mi a !t.94 
ORVENADA hL OHJGEN lbl .. 21. 5 

'lJ,2 
. ~ 12. 2 

12.0 -
12.6 
11.2 
u.o 
12.6 

IJ.71 
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E' CE 

14.4 ~12 .2 
14.4 , 12.4 
ll.6 12.a 
14.2 .,12.4 
14,6 .12.a 
u.a 12.a 
14.0 
14.2 

14 .15 
12.56 

X 
CONl"'f,:NTRACJON 

(mcg/mll 

º·ºªº 0.100 
n.12!> 
n.1'>6 
o .182 

x· 
log c 

·1.10 
-l .00 

O.'JO 
-C.81 
-0,74 



ESTUD107 
AMPICILINA TRI HIDRATADA TRANSMITANCIA , .3-2.3 " 0.08/0.112 mcgfml 

HALO DE INHIBICION {mm) 

•• 

•• 

" 

'º 

•t.O •O.to .0.11 •0.7' 

LOO CONCENTRACION DE AMPICIUNA 
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4.DETERMINACION DEL PATRON DE DESCARGA DIARIO EN PLANTA. 
UTUDto 8 

llf+.l.O!l DI:: UUIHHCJON EN 111111 OBTtNIIJO!I EN LA EVALUACION DEL COf.rrEHIDo OE AH'TIBIOTJC'O ACllVO F.U 
C.'JNCO UIAS OJFERENTE:J tn'JLIZAHDO UN E!ITAtlUAR DE AHPICILINA TIUllIDRATAbA A UNA COUCENTRACJON OE 
0.08/ll.182 meq/ml 

CA C8 CD CT. PI PCI ., PC2 

11.20 16.0 U.2 15.4 17.6 16.0 17.6 15.2 21.0 16.0 24 .o 15,6 
ll.6 15.2 14.2 JS,2 16.8 15.8 17.6 15.2 21.2 15.2 24.6 14 .2 
lJ.2 1S.8 u.a 15.6 17.4 16.4 u.o 15.1 21.8 15.6 21.0 15,4 
l;t.6 15.2 U.6 15.;: 17,4 15.6 17.8 ¡5,6 20.6 15.0 2J.8 15.2 
11.2 15.4 u.a 15.6 u .a 16 .4 111.2 15.6 .11.6 15.4 24.2 15.4 
ll.O l'i.6 u.a 15.8 16.8 16 .o 18.6 lli.O 21.6 J6.6 ::!4.l!i u.o 
ll.O 15,6 u.a 16.2 16.8 l'>.0 l?.2 16.2 22.0 15.2 l4 .2 u .a 
12.11 15.:Z IS.O 16.0 16.6 16.0 11L2 15.8 22.0 15,6 24.11 15.4 
15.li 15.6 15.8 111.2 20.8 15.11 

PROM. ll.65 14.65 17.02 17,9) 2J.4 21.17 
15,50 JS,&J 16.0J 15,61 JS.Sa 15.21 

ORAN PRClllEDlO ' 15.7 

02.tz.9l 0],12.93 04.U.9l 

Pl PCl P4 PC4 Ps ves 

10.2 14.a 12.a U.2 15.2 14.0 

'" u.o 10.2 U.4 15.2 ll.2 ... 14.4 10.0 u.o 15.a u ... 
10.a 14.2 10.2 14,2 ll.4 14 .2 

'·º 14.2 12.6 U,4 15.G 
to.o ll.8 10.0 JJ.4 ... 13,0 14.2 ... u.a ... 

PROM. 10.J1 11.91 11.'J 

14 ,Jl 13,91 ll.9 
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PI 

'" "' ,., 
rs 

y 
,~, 

:!.J ... 7 
14.60 
l'i,?O 
l'i,S1 
17.!1'
:?l.4'1 
:?4 .as 
10.17 
l!.O:? 
1s.·10 

COtlCENTRACJON DE 1,cm l'ROllLD!AS:CJSTF.PNA l 
Pl • 419.1"> g I 222~ LITROO 
!':? • 7'i ~, oa !J / 2:?26 LITROS 
í'l• !'.l.l'J g / 22:?6 LITROS 
N~ llJ.4º1 g / n:?li LITRO!l 
1'5• 119.12 g / :?:?:?li LITROS 

OIJ,IJCfON 1 I ~oo 

72 

X 
CONr'F.NTRACfON 

¡m,_"9/mll 

0.0110 

O. l:?'i 

!1.IRIJ 
o. no 
0.1\'.fl 
0.01 .. 
O.•or, 
o.12s 

x· 
)OOJ r. 

·l.10 
·1.1)0 

-U.RI 
·O.'M 
-0.'12 
.(J,t'i 
·t. ll 
-1.11 
-0.71i 

COf>FICH:N'n: flF. COllREl.f\CfOH IR) 
l'ENOI ~:rrrE fm) • 12 . ) 1 
ORDEtlAOA f,¡, Oll:JrJEN lllJ~ :?'i.R;? 

-



ESTUDIOS 
AMPICILINA TRIHIDRATADA 0.08(0.182 mcg/ml /PATRON DE DESCARGA DIARIO 

•f.O .O.IO "°·'' .0.1• 

LOO. CONCEMTMCION DE AMPICILINA 

73 



5. !NACTIVACION DEL ANTil!OJICO ACTIVO CON HIPOCLOAITO OE SODIO EN 
LA CmJUNA DE TBATAMIENTO . 

EITUDIO 9 

WJ..O'.J OE lNHlílJt.:'lON ORTENIOOZ Etl llll1I JlE LA EVAJ,UACION HASTA SEXTO DIA DE JNA~rJVACIOIJ C.'ON 4 L PI-: 
HIPOCWRITO DE SODIO, UTILJZNfOO UN F.!lTANUAR DE AMl'JCILINA TRJlllDRM'ADA EN lJHA CONC:EN'TRACION Uf-: 
0.08/().182 meq,ml 

CA CD CD CE PI ""' 
14 . .; ii;.2 is.a 111.2 18.6 16.2 17.4 16.2 7.8 17.4 
14 ... tlí.8 15.f 11.0 19.9 17,0 18.6 is.o 7.6 14.0 
14 •• p;.11 16.0 111.6 18.8 u.o ¡7,4 16.6 7.a 18,2 
1l.2 n.4 15.f 17.2 U.11 17.2 18.8 lli.6 7.6 111.6 
lJ .'.!. tli.li 15.4 16.8 18.2 16.f ta.a 17.2 7.6 17.6 
ll.2 1·1.2 U.4 111.4 JS.2 n.o 17,4 17.4 7.6 1111.4 

16,4 18.f 17,4 7.6 17.4 
17.4 11.0 7.6 17.2 

1802 7.0 
7.6 
7.6 
7.• 
7.• 
7.1 
7.8 

PROM. ll.H 15.7J 18,SJ JILOl!I 7.62 
16.l!IS 11.10 1'.'.J6 16.50 17,85 

"""" PRClllEDIO ' 17.00 

.._ ........ 
l'lll<1"0 

A 
B 
c 
D 

• PI 

CONtT.N'rAACION N: LOS PROULEMA!l: 

y 
1~1 

u.01 
ts.01 
17.l"IO 
18.57 
u.nJ 
fi. 70 

PI .. 28.'fl g I nzo; LITROS CISTERNA 1 

OIJ.IJCION 1 I 501) 
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' CONt'J.:ll'fRAt'ION 
f111c9/mll 

0.11110 
Q.100 
0.12'> 
O.lSli 
O.lll2 
0.026 

.. 
l•.g e 

·l.lO 
-1.00 
-1).90 
-O.Al 
·0.74 
·l.71 

<'OEFfCIUITf: f1f; CORPU.AC'ION IN) 
f'l'NtllF:trr~: tml ~ 14 .9'1 
ORDF.NAM AJ, OpJr:i.:N fl,I R lo n 



ESTUDIO 9 
AMPICILINA TAIHIDRATADA 0.08/0.112 mc:g/ml/INACTIVACION 4 L HIPOCLORtTO DE SODIO 

•• 
.. 
,, 

.1.0 .a.to -0.11 

LOO COM;ENTMCION DE Mll'tCIUNA 

75 



l&TUIMO 10 

llALO!l DE IHlllUICION EN INll OBTEN! 00!1 EN LA INAc:r'IVACTON AL OCTAVO DI/, CON • l OE IUPOC'LORJTO OE 
nonro. ~:HPl.l::AllM UN EOTMlllAR DE l\MPlC'IJ.JNA TRHUllRATADA CONCENTRACIOll OE 0.08/Q, 11!12 meg/ml. 

CD co CE Pl PCl ., 
l!">.·1 Pl.<i 17,o, Jl!,lj :!O.O 18.0 21.8 lB • .; llL 11.2 l.2.2 
15 .2 ta.2 lli .:! u.o 20.2 18 .ri 22.0 19.8 NL 11!1.2 \l),li 
15 • .; 1:..0 11,,11 19.li l'l.!! u.o 20.4 JB.8 NL 19.0 llL 
lli.6 111.0 1·1.0 ta.o l!t.<i 111.4 ii .8 JB.8 HL 19.4 flL 
l'i.I) 18.<i 17,;! u.11 :!0.11 18.li 21.2 111.2 NL :!S.4 
lli.O 18.8 1·1.11 18.4 l~.I; J:..o .::ll.2 18.2 NL JI ,6 
IS.O 18.8 )r,,.; l8 .2 u.;- 18.6 :!2.0 18.4 26.6 
15.6 17.6 16.4 ltL6 u .• 19.6 18.0 21i.2 
16.4 18.2 NL 

PROM, 15.11 16.85 19.82 28,7fi 
111.65 18.6 18.60 18.70 

ORNt l'ROlllEUIO 1 18. S7 __ ...._ 

" " 1'1 
I':? 

t'UNCEtrrHAC!ON u¡.; !..OS rRUHl.F:HAn; 
PI • NO 1.EllXJ 
P.? • NO <'Al,t'Vl.ADO 
011..lJCION 1 I 2!'.10 

lS.11'-> 
lG .77 
18 .S7 
19.17 
21.11 
llL 
He 

X 
CONCENTRACIUN 

{11w.9/mlJ 

0.080 
0.100 
0.125 
O.lSli 
0, J8;: 
NL 
HC 

x· 
log e 

·1.1' 
·l.10 
-1.00 
·0.90 
·0.81 
NL 
NC 

COEFfCIENTE DE CORRELACION IR) '" 0,978 
PENDIEtn'E 111'11 • 14. 4 7 
ORDENA.DA AL ORIGEN lbl• Jl.50 
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PC2 

18.1.i 
2r..:: 
h.8 
18 .6 
1~ ,o 
18.li 
18.4 
19.t 
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ESTUDIO 10 
MIPICIUNA 1"1HtDllATADA o.oe/11.111! mcg/mlflNACTIVACION CON .. L DE HIPOCLORITO DE SODIO 

HALO DE INHlllCIOli f-

.. 
.t.o .o.ea ..0.81 ·0.74 

LOG CONCENTRACION DE AMPICILIN4 
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18TUDIO 11 

HALOS or;; JNHIRJCJON EN mm ORTl::NUJOS AL OOCEAVO DIA tJF. INAt.i'IVAC'lON CON 4 1 DE IUl'OCLORlTO m.: 
DODIO. tn'tl.ltAHDo UN EDTANDAR DE CONC'ENTRAC'ION 0,08/0.182 111 /ntl, OE AHPJCJLINA 'rHUllPRATAOA. 

CA C8 CD Cf.: Pl l'Cl 

IJ.4 17.0 l'i.ll 16.0 17.4 16.:? U.:? lli.O :?l.li tli.2 
1:?.0 lli.4 14.:? 17 .;!. 1"1.8 lli.6 JB,8 l'-.lí ;:·1.2 11,.;: 
12.0 1' .u 14 ... 1'1.li lfl.O 11>.6 18.2 11>.6 .a .2 16.2 
12.0 '"·º l4 .;: 1·1,,1 17.4 16.2 l'J.2 lli.li 

19 ·" 
16.ll 

11.0 Jli.0 ll.8 '"·" 17.0 17.ll l'LO 11.u ;!0.2 1r.A 
12.:? 1r;.2 JJ,li 1·1.0 17.0 lli.O lll.2 lli.4 :?4.8 11;,11 
l;!..4 l4 .3 1'1.6 :?4.0 11>.4 
15.6 14.0 14.4 21.2 17.li 

:?'i.li lli.'I 
25.6 lli,2 
25.4 16.2 
26.6 16.2 
20.0 U.4 
l'J,8 
21.A 
21,6 
24.6 

PRCff. 12,82 14.21 17.57 111.60 21.25 
JIS,26 16.90 16.S 16.SJ 16.40 

ORAN PROMEDIO 1 16.54 

'" 

y 
lmml 

ll.10 
IJ.!H 
llí.54 
11.61 
lll.61 
21. J9 

X 
CONG:NTRACION 

fmcg/111lJ 

0.080 
o .100 
o.12s 
O, 156 
o. 182 
0.2'J8 

CONC'EN'tRAC'JON DJ.; LOS PROht.EHA.9: OOEVIC-IFln"E" p~: rnRRl::l.ACION 
rl •"º l.F.HIO EN 1.1\ ctlHVA E~TANllAR. nJEPA. ni.: RANGO. rr:::Nlllf.N'l'F. 11111 1r..21 

x· 
log c 

· 1.10 
-1.0ll 
·O,':tO 
·0.81 
·0,'14 
-o.~.~ 

ORflF.NAIJA Al. OPIOP.N (b) • 10 11 
011.lJCJOU 1 I '100 
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ESTUDIO 11 
AMPICILINA TRIHIDRATADA 0.08/0.182 mcg/mlnNACTIVACION CON 4 L DE HIPOCLORITO DE SODIO 

HALO 111! INllllCMIN (-

n 

•t.0 •O.DO ·<Ut .0.74 

LOG CONCENTRACION DE AMPICILINA 
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. hlUDIO 12 

111,1.rnl {IF~ lllllJHICIOH EN """ DE LA UIACTIVACION CON UN VOLll'IEN DE ll LITROS DE HlPOCl.ORITO DE acoro 
t.I. 111.'J\. CONCENTRAClOll DE LA CURVA u.oa/0.1112 mc:g/ml. AL TERCER DIA DE INACTIVACJON. 
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ESTUDIO 12 
AMPtCILINA lRIHIDAATAOA O.Ol/0.182 mcg/ml~NllCTIVACION CON 8 L DE HIPOCLORITO DE SODIO 

HALO DE INHlllCION {fMI) 

-0.80 -0.11 .o.t• 
lOG CONCENTAACION DE AMPICILINA 
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6.DETERMINAC!ON DEL H!POCLORITO RESIDUAL EN LAS MUWRAS 
IHACTIVADAS. 

TABLA 11. An611sls da 3 muestras da •11u• r•sldu• 
deapu6a de 1• in•cliv•clón. 

Muestra Vol.de NaClO 
Na,S~O, residual 
O.OOlN lmgl 

Cona fmlJ 

l o.s 0.016 

2 0.3 o .011 

3 0.3 0.011 

82 



Vll.ANALISIS DE RESULTADOS 



W. ANAUSIS DE BESUl.TADQS. 

1. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE INACTIVACIQN • 

Para determiner fe proporción de reacci6n encre el hlpoclorlto de sodio r el 

antibiótico fue neceHrlo hacer varios estudios prellminerH. En un estudio Inicial 

H realizó une prueba con 20 mi de aolucl6n de hlpoclorito de sodio el 1.2 'llo tv/vl 

y 4 mi de solución de prueb• de cefemezin 5 • to·• M"". Este primer estudio 

determin6 que la cantidad de hipoclorlto de sodio era e•cesiva por lo cual no 

permhi6 cuanilfic•r la proporcl6n de reacci6n. 

En 0110 estudio se mezcl•ron volúmenes Igualas de loa componentes mancion•do• 

en el estudio inioial. Este estudio dl6 la pauta para determinar la metodologla que 

se eapona en este trab8jo. con le diferencia de que la solución emplHd• contenia 

un solo antibiótico, posteriormente se utüiz6 una mezcle de ceflz6•. cefamezin, 

ampicillna y amoaici!ina. En los resultados que se ilustran en la tabl• 1 se 

observa que p•ra lnaclivar 10 mg de mezcla de anlibióticos en solución se 

requieren en promedio 23.2 mg de hipoclorito de sodio, teniendo una relación 

aproaimada de reacción de 1 :2. 

Los mismos estudios preliminares determinaron que el tiempo de reacción entre 

el hipoc!orito de sodio y el antibiótico era de 15 min. teniendo como referenci• 

101 siguientes puntos: 

·Al adicionar el hipoclorito a la mezcla de antibióticos, ésta adquirla color amarillo, 

al mismo tiempo, el pH se incrementaba hasta ser alcalino 112-131. El color y el 
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pH c•mbl•n despu6s d• mproxlm•d•mente 10 mln, • verde opaco y neutro, 

re111ecllv•mente. En 1• determln•clón de le c•ntld•d necesarl• pare lnectlv•r el 

•ntlblótlco en solución fmezclel con hipoclorlto se realizó el siguiente an61isls: 

- l8 r.entid•d de hlpoclorito de sodio edlcioned• 166.21 mgl se tomó como 

1• c•ntlded tot•I ICil en le mezcl• de antibióticos. 

-El hlpoclorito cuantificado en cada una de 181 muestras que contenían 

•ntibl6tlco se conai.deró como residual, es decir, no reaccionó con el 

•ntlblótico presente ICrl. 

-Le centid•d de hlpoclorlto tot•I menos I• resldu.r, fue tomada como la 

neceHri• p•r• consumir todo el antibiótico presente en las muestras 

en811zadH fCl·Cr = Crx). 

2. !NACTIVACION DE LA POTENCIA QIOlOGICA DE ANTIBIOJ'J@s¿º"l! 

MEZCLAS Y AMPICILINA. 

2.1. Discusión de las curvas de potencia microbiológica. 

En los estudios 1 y 2 se tomó como referencia la curva estándar, utilizada por 

el departamento de mlcrobiologla del laborarorlo donde se realizó este trabajo, 

para la determinación de potencia microbiológica a los antibióticos. Inicialmente 

se empleó una mezcla de cuatro antibióticos: celamezln Irasco vial de un gramo, 

cellzóx Irasco vial de 1g, amoxlcili~~ patrón secundarlo y amplcilina materia 

prima. 
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Como se observa en las tablas v en las gr6flcas de los Htudlos 1.2 el coeficiente 

.,. correlación lineal est6 por debejo de 0.98 , liendo de 0.87 v 0.24 

respectivamente, estos valores indican una respuesta no lineal entre le dosis v la 

respuesta dada por el microorganismo, ésto debido probablemente a una baja 

sensibilidad de la S. futeus a la transmltancia empleada, por lo que se decidió 

trabajar a diferentes concentraciones da lnóculo. En los e11udios 1 y 2 se trabejó 

con un lnóculo al 1.2 % de transmitencia. 

Se evaluó la concentración de antibiótico activo en 1011 estudios 1 y 2 en las 

muestras tomadas de la cisterna en una dilución 1/1000, la concentración 

obtenida fue de 267.12, 281.28 y 69.0, 64.55 respectivamente, en un volumen 

de 2226 litros que contenfan las cisternas 1 v 2 . Concentración que debe 

tomarse con reserva dado que las curvas no son lineales. 

En los estudios 3 v 4 se probó el microorganismo a una menor concentración, 

tratando de aumentar su sensibilidad. Los resultados muestran una mala 

correlación lineal entre la dosls·respuesta. La correlación lineal para estos dos 

estudios fue de 0.24 v 0.91 respectivamente: También se evaluó en estos dos 

estudios la concentración de las muest'ías ~-~;;;adasde las.clslernas, la cual, como 

se muestra en los resultados, es vari~bl~ debÍdo''a qu~ las·do's curvas no tienen 

un comportamiento lineal. 

El esludio 5 representa el últlmóestudlo-cori -mezclas V del cual se observan los 

mismos resultado/qu~ 
0

en '1~~ ant,~rl~i~s es;udi~s co~ mezclas. La correlación .... "':_:-_ ... ', ··. - ": 

lineal de- este estudio es de o; 76 y una concentración en las muestrH de 97 .94 

V 89.04/2226 litros por cisterna: 
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Las posibles causas de que el trabajo con mezclas no haya proporcionado 

resultados satisfactorios son: La falta de control en el tiempo de inoculación, ya 

que las primeras cajas Inoculadas (orden allabétlcol se mantuvieron un mayor 

tiempo con la muestra por lo que pudo haber un mayor halo de Inhibición, que 

Igualó el electo de las concentraciones O y E. no encontnlndose una diferencia 

entre los diferentes nivelas. 

La Inhibición del crecimiento microbiano es un fenómeno netamente de difusión, 

este fenómeno se pudo haber manifestado de acuerdo a lo siguiente: los 

antibióticos probados tiene un núcleo similar, esto les confiere algunas 

propiedades químicas y físicas similares, sin embargo, los grupos que se unen al 

núcleo son diferentes, por lo que le proporcionarán propiedades específicas a 

cada antibiótico. Una de estas propiedades es la polaridad que se relaciona con 

la "difusión", la cual será modificada cuando los antibióticos se encuentren en 

mezcla, manifestándose ésto en el medio de cultivo con halos de difusión no 

uniformes. 

En el estudio 6 se probó una curva empleando únicamente. ampicilinatrihldratada 

en un intervalo de concentración de 0.1· 0.2 mcgÍ~I; Ta.;;blén;'.~n'el e~Íu,dlo 6, 
.;-:'.':~;;·-'-- -:,,_::-- ~ --=·,._ ·_--'-'- -

se procedió a adicionar a la cisterna 4.5 litros dé ttlpo.clorltÓ de sodlo'al.11.7%; 
- 1·:.; 

esta cantidad se calculó en base a la relación ·que se enéoritió de las cantidades 
·, .,:':.f' 

reaccionantes de hlpoc1éír1to de so.élio V 1a rnezc1a el& antiblótícos 'q1i8 túe <le . 
~ _ ~ _ ~ -~ ~-.;.~--,:-,;,.,;;~-~- ~~~~:. __ ~_,; __ ~-~-,~--,;'f."·-·. ""i~'::---c-·c:--

23.03 mg contra 10. "19•. respecUvaínente·; La .con~entraclón de antibiótico activo 

en la c.lsterna. que. se. tomó •. colnó base tué la • de el. estudio' 4 coñ mezclas 

1155 .Sg), ya ~~e f~~ la~~~ p;es~~tÓ~n .;;.;¡or~o~flcle~te; de r~~~~~ló~ lín~al. Así, 

para 155.Sg de antÍblÓfic~ ~ctÍJ~ s~r~~~·l~r~~ J llt~'os ~e hÍ~~~l~;it~ de sodl~ 'al 

11.7%, por IÓ c~;I se agtegar~n a I~ ~lstern~· 4.5 litro~ de hlpoclorlto de sodio, 
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con un exce10 1.5 Htro1. 

Como Y• se mencionó interiormente sólo se utilizó •mplctNn• como •1t6nd•r y 

no I• mezcla como se h•bl• hecho •nterlormente, sin emb•r110 este estudio 

t•mpoco fue setlsf•ctorlo debido • que el coeficiente de corral•clón llne•I ea de 

0.52 en el r•n110 de concentr•clón utiliado. 

En el estudio 7 se probó otra curva utHlzando únicamente 1mplclNna trlhidr•t•d• 

en un rango de concentración de 0.08-0.182 mcg/ml y un• tr•n1mlt1nci1 de I• 

suspensión del microorganismo de 1.3-2.3 % . El coeficiente de correl•clón llne .. 

obtenido fue de 0.99, 6sto indlc• que Hlste un• respuesll lfnHI entre I• dosis 

y la Inhibición del microorganismo en este rango de concentración • Así pues, en 

lo sucesivo se utilizar6 esta curva para evaluar I• ln1ctiv•ción, misma que se 

muestra en el estudio 7. 

En el estudio 11 se ev.iuó el contenido de antibiótico •ctivo, una vez que se 

encontró una respuesta lineal en la curva (estudio 7). Se evaluó el contenido de 

•ntiblótico de la cisterna número 1 en 5 difarentes días consecutivos. la 

concentración más alta que se encontró corresponde el die 01. 12.94 con 769.08 

g/ 2226 litros. ésto se debe probablemente a que el día 27 y 28 de noviembre se 

llenó frasco vial, c6psulas v suspensión, por lo que, el antibiótico se pudo haber 

acumulado como resultado de todas las maniobras de limpieH, tanto del área 

como del equipo. Posteriormente. disminuyó la cantidad de antibiótico 

encontrada hasta 51.19 g/2226 litros el dla 02.12.93, siendo la concentración 

m6s baja que se encontró durante el estudio. 
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En el eatudlo 8 H tomó en cuenta I• concentr•ción mb •Ita que de •ntlblótlco 

•ctlvo podl• determln•rH en I• curv•. p•r• proponer un• c•ntid•d de •11ente 

ln•ctlvente. L• concentr•ción fue de 139. 12 g/2226 litros que correspondió al di• 

04.12.93. P•r• ln•ctiv•r est• c•ntid•d de antibiótico •ctivo se requirieron de 3 

Htro1 de hlpoclorlto de sodio •I 10.9 % . Asl pues, a 1• cisterna H le •diclonaron 

4 Htroa de •gente lnactlvante por di• (con un e•ce10 de 1 litrol. No se consideró 

1• concentración del di• 01.12.93 debido• que se Hiió del intervalo de linealidad 

de I• curva. Otro motivo por el cual, se tomó en cuenta la c•ntidad de antibiótico 

activo del die 04.12.93 es por que fue la últim• descerg• rHlizada. 

El eatudlo 9 muestra 101 result•dos después de la lnactiv•ción con 4 litros diarios 

de hipoclorlto de sodio al 10.9 % . Se inactiveron los dlas 16, 17, 19,21,22 de 

diciembre de 1993 le inactivación se ev.iuó el die 22.12.93. 

En el 11,;tudio 9 se logró la inactlvaclón debido a que los h.ios de Inhibición 

obtenidos son producidos • I• inmersión del cilindro en la placa de agar y no al 

efecto del antibiótico activo. 

En el estudio 10 se presenta el resultado de la inactivación efectuada el dla 

23.12.93, en el cual se observa que no se logró la lnactivaclón, ya que se 

encontraron cantidades elevadas de antibiótico activo y no fue posible calcular 

la concentración a través de la curva estándar. El aumento se debe probablemente 

al Incremento de la descarga de antibióticos en la cisternas. Se continuó la 

lnactivaclón con 4 litros diarios de hipoclorito de sodio al 10.9 % , v se realizó 

otra evaluación de la lnactlvación, la cual se muestra en el estudio 11, 
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En el estudio 11 se muestran los resultados de la inactlvación del 23 al 28 de 

diciembre de 1993. El estudio se realizó el die 29.12.93 y en el tampoco se logró 

la inactlvación con los 4 litros de hipoclorito de sodio diarios . Inicialmente se 

pensó que se podrla deber a un exceso de hipoclorito en la cisterna el cual 

producirla un efecto bactericida sobre el microorganismo de prueba . Para 

descartar esta posibilidad se realizó una valoración de las muestras con tiosulfato 

de sodio dando un resultado negativo en cuanto a la presencia de hipoclorito 

residual. A las muestras se les agregaron unas gotas de hipoclorito de sodio, 

éstas se tornaron de color amarillo, lo cual indicó que se trataba de antibiótico 

residual. Se pensó fo anterior debido a que en pruebas de laboratorio, al agregar 

hipoclorito a una solución de antibiótico, ésta se tornaba de color amarillo. 

A partir de los resultados del estudio 11 se decidió duplicar la cantidad de 

hipoclorlto de sodio. 

. .. 
En el estudio 12 se muestra el resultado de In inactlvaclón con 8 litros de 

hlpoclorito de_ sodio ;-at :~10.9 ·. 01o; ·. Erl ··01 é'uftÍ · ~~-:"ob'SEirv_~::::~~~-'!Í~ inactivación fue 
" ~,-,--.. ~· '""' ,_. . ' ' 

efectiva, ya que ios h~fos' de _lnhibÍ¡;iólÍ .~~ p~q~eñ~s y ~e deben··~· la l~merslón 
de los cilindr~s e~I~ ¿~~~'de ~~~r>: 

- : ' ' "' --~ - , .. 
los halos u~ inhibÍciÓ~~ obtenld~~ en el ~~Íudio-12 pueden ser apreciados en el 

anexo 1 en 'el ~u~I s~ ~bs~r~a f~ ~ran ~if~rc~~¡'~ d~ f~s ~;Íos.Íle,inhlbiclón entre 

las concentrnclon~s de fa curva y tasé ,;;uestra~ ~~~l~~d~~ ·de i~ clstern~ , 

Con los antece'dentes de los estudios 7~8,9,10, 1_1V1'2 se tratara do automallzar 

fa inactivación con 8 lit;os diarios de hipoclorlto de sodio. 
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3. QETERMINACION OEL HIPOCLORITO RESIDUAL DESP!J~_J!JJA 

INACTIVACION. 

Se evaluaron 3 muestras tomadas de las cisterna, con la finalidad de cuantificar 

el posible hlpoclorito residu•I después de I• inectiv•clón con 8 lltros de hlpoclorlto 

de sodio. Esto es imponente debido e que podría Interferir en el ensayo 

microbiológico, como lo ilustre Aparicio y colaboradores el verificar la actividad 

b•ctericida en S. IHlffHIS "". Los resultados de la tabla 11 muestran que el 

hlpoclorito residual fue mínimo, enconuándose como mbimo 0.016 mg . 
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VIII. CONCLUSIONES 



m. CONCLUSIONES,. 

1. En los estudios reelizedos con mezclas de antibióticos se utilizó como 

microorganismo de pruebe S. lut.,,:s, determinándose que este microorganismo 

no es susceptible a ser utilizado en la evaluación de mezclas ya que no se 

obtuvieron resultados reproducibles en cada uno de los estudios realizados. 

2. De acuerdo a los estudios efectuados en la determinación de la cantidad 

necesaria de hipoclorito de sodio para inactivar el antibiótico activo, se encontró, 

que para 10 mg de antibiótico activo se requieren 23.3 mg de hipoclorito de 

sodio. De acuerdo a esto no es aplicable lo que se mencionó en la hipótesis 

debido a que no es factible proponer una concentración de hipoclorito de sodio 

sin antes determinar I• proporción de reacción. 

3. Las curvas, en donde se utilizó amplcilina trihidratada como patrón, 

proporcionaron buenos resultados en cuanto a la linealidad observada a una 

concentración de 0.08 • 0.182 mcg/ml, siendo, en este rango, adecuada para 

determinar la concentración de antibiótico activo en la cisterna. 

4. En la determinación del patrón de descarga de antibiótico activo sobre la 

cisterna de tratamiento, evaluada en 5 días, se encontró que la concentración 

mhima encontrada es de 769.08 g/2226 1, el promedio es de 302.4 g/2226 1 v 
el minimo es de 51. 19 g/2226 1 • Con la limitante de que la concentración máxima 

reportada es relativa debido a que ésta no se encontraba dentro del intervalo 

lineal de la curva patrón. Con este rango de concentraciones, la cantidad de 

hipoclorito necesaria es cie 4·8 litros (en concentración 10.9 %1, dependiendo de 

la carga de trabajo de la planta de antibióticos. 
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IX. SUGERENCIAS 



IX. SUGERENCIAS. 

1. Realizar nuevemente I• eveluación de la potencia microbiol6glc• de mezclas 

utilizando otro microorganismo de prueba, por ejemplo esporas de B. •ubtills a 

una concentración de esporas al 10 % de transmltancia 12
11

• Este microorganismo 

tambi6n es utilizado para cuantificar P· lactémicos'211 
• 

Se debe probar Inicialmente 111 sensibilidad del microorganismo a cada uno de los 

antibióticos mediante un antibiograma, con el fin de asegurarse que el 

microorganismo es sensible a los 4 antibióticos (cefizó>c, cefamezin, ampicilina 

y amo>cicillna). 

2. Cuantificar, por un tiempo más prolongado, el antibiótico descargado por la 

planta a la cisterna de tratamiento, con la finalidad de tener un dato preciso de 

la cantidad de antibiótico activo descargada. Se recomiendan principalmente 

diciembre y enero debido a que en estos mesos se Incrementa la producción de 

la planta. 

3. Realizar pruebas de potencia microbiológica con un placebo, utilizando agua 

residual, con la finalidad de ver el efecto de otros componentes contenidos en el 

agua residual sobre los antibióticos y sobre el microorganismo de prueba. 

4. Realizar una caracterización de las aguas residuales antes y después de la 

inactlvaclón, con el fin de observar el efecto que produce el hipoclorito de sodio 

en las propiedades de las aguas residuales. 
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5. Identificar. por técnicas espectrofotométrices o crom•togr6flcH, los productos 

de degr•d•clón de los antibióticos estudi•dos •n este tr•blljo 113
· "' 

6. Debido a la falta de tiempo en I• realización del proyecto no ae pudo llegor •I 

autometlzeción del sistema de tr•t•miento por lo que se hace I• siguiente 

recomendación per• la autom•tlzeción de le inactivación en les cillern• de 

tratamiento, en el anexo 2 se plantea un sistema para estos fines. En este mismo 

anexo se ilustra la cisterna de tratamiento, el diseilo del sistema de rratamiento 

y le red de distribución de drenaje de la pl•nta de antibióticos. 
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ANEXO 

VERIFICACION DE LA INACTIVACION 

.. • 

D e 

M&llSntAI DI: LA ctaTE•lll& Y NIVEL 

·e·. llUNDAREI •••• e.o 
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ANEXOll 

DESCRIPCION DE LA CISTERNA. 

al El sistema de tratamiento cuenta actualmente con una cisterna divida en 

tres compartimentos de acuerdo a la siguiente figura. 

0.53 • t.85 .. 0.53 .. 

11 

Cisterna de tratamiento de agua residual de la planta de 

antibióticos 

Como se observa en la figura, la inter~omu.ni<:aclón entre. los tres compartimentos 

es por subniveles:L~s c~m~artim'enÍos 1 V 111 co~tienen u~a puerta ccínio acceso 

en tanto que el compa;t,lmento 11 ~o la llene, por lo que ~·enl ne~esario abrir una 

puerta para realizar la llmpleza ~·los tres depósitos. 
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DEICRIPCIOll DE LA AUTOMATIZACION. 

A continuación se describirá et proceso de automatización del sistema de 

tr•tamiento. 

El sistema se compone de un tanque de almacenamiento y dosificación de 

hipoclorito de sodio. bomba dosificadora y un• linea de aire comprimido. 

El tanque y la bomba dosificadora, así como la alimentación de aire comprimido, 

se situarán en la parte superior de la planta, en el área de energias y servicios. 

En el érea de servicios se instalarán dos tuberías de PVC tas cuales bajarán al 

compartimento 1 de la cisterna de tratamiento. Una de estas tuberfas o lineas se 

utilizará para suministrar aire comprimido, ésto ayudará a homogenizar el 

contenido de la cisterna, además colaborará con la inactivación por la aereación 

de las aguas residuales. La otra línea dosificará el hipoclorito de sodio al mismo 

compartimento. 

En el área de servicios la bomba dosificadora de hipoclorito de sodio 

suministrará al compartimento 1 hipoclorito de sodio. al mismo tiempo se 

inyectará aire comprimido. Se propone un sistema conjunto accionado por una 

válvula solonolde que al momento de dosificar suministre aire comprimido a las 

aguas almacenadas en el compartimento l. 

A continuación se describen tas características de ta bomba . 

·Bomba de caudal. 

·Marca: MIL TON ROV 
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-Tipo: M•croy 

-Modelo: M110-1-A02 

-Capacidad máxima: 2.6 l/h 

-Presión m41xim• de desc•rga : 155 psi 

-Elevación mll•. de succión : 1 .2 m 

-Di41metro de la luberla de succión y desc•rga: 1 /8 " 

-Le bomba contiene un diafragma y una bola tipo check en la 

succión y descarga. 

El material de construcción: El extremo que llene contacto con el 

liquido es de PVC. Bola check Pyre•. fuelle de hyp9'on, diafragma 

de lellón, resorte de contrapresión de Alloy "C". 

Todos los materiales son resistentes a la corrosión ocasionada por 

hipoclorito de sodio. 

Para la dosificación, se ajusta la bomba intermitentemente a 0.250 1 cada 15 

min, a lo largo del turno de trabajo de B horas. El encendido y apagado se 

eleclua~á por el personal que destine PI responsable de la planta de antibióticos. 

NOTA: La instalación de la linea de aire comprimido y sitio de la bomba, 

será determinado por el departamento de mantenimiento ya que no deberá 

afectar el funcionamiento normal de la planta. Antes de arrancar el sistema 

automáticamente se deberán lavar las cisternas. 
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En el siguiente esquema se presente el dlseilo de la Instalación de la cisterna de 

tr•t•mi•nto p•r• I• ln•ctlvaclón de antibióticos. 

ESQUEMA DEL SISTEMA DE TRATAMIENTO DE LA PLANTA DE ANTIBIOTICOS 

IETA LACTAMICOS. 

llNF.Aflf. 
AIRE COMPntMIOO 

TANQUE AUMENTADOR 
De N•CIO 

CISTl:nNA DE 
TnATAMIENTO 

r - . , 

1 1 

SISTEMA DE 
TRATAMIENTO 

LINEA DE 
OOSIFICl\CIClN 

------(:~ -------
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