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Hijo mío, está atento a mis palabras; 
Inclina tu oído a mis razones. 
No se aparten de tus ojos; 
Guárdalas en medio de tu corazón; 
Porque son vida a los que las hallan, 
y medicina a tu cuerpo. 
Sobre toda cosa guardada, guarda tu corazón; 
Porque de él mana la vida. 
Aparta de ti la perversidad de la boca, 
y aleja de ti la iniquidad de los labios. 
Tus ojos miren reClO, 

y diríjanse tus párpados hacia lo que tienes delante. 
Examina la senda de tus pies, 
y todos los caminos sean rectos. 

No te desvíes a la derecha ni a la izquierda; 
Aparta tu pie del mal. 

Con el más profUndo amor; GRACIAS PAPA Y MAMA 
Gracias por ser mis hermanos; Marco, Guille, Roci, Angelita y Marlene. 

... 
.' ..... ' .. ;.: 

.. '~ 

Cuando sean mayores sigan sinedo niños felicez y hombres triunfadores: Max, Paulina,Leo, Andres, 

Fernanda, Alicia, Aida y Alejandra. 

QUERÉTARO,QRO., 12 DE ENERO DE 1999 
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I. INTRODUcaON 

Excreción mamaria 

o La persistencia de antibióticos, antiparasitarios y otros fármacos en la leche del ganado 
bovino ha suscitado muchas preocupaciones en el hombre, por lo que pudieran representar en términos de 
salud pública. Idealmente se procura detectar actividad antibiótica en leche y decomisarla si supera 
cierto nivel. Aunque la detección de antibióticos es posible mediante pruebas biológicas relativamente 
simples, aún no se ha logrado la detección de cualquier antibiótico del que aún no se haya estimado con 
justeza el peligro que sus residuos provocan, ya sea dando lugar a una resistencia bacteriana o induciendo 
hipersensibilidad a un antibiótico, así como otros efectos aún no bien determinados. Lo mismo se aplica a 
otras sustancias que se encuentran en leche de vacunoS , coma antihelmínticos, promotores del 
crecimiento, etc .. de los que se sabe aún menos. Debido a que el pH de la leche es ligeramente ácido 
(6.5-6.9), especialmente con respecto al plasma (7.4), los fármacos alcalinos tenderán a concentrarse en 
leche, llegando a estar 4.5 veces más concentrados en el tejido mamario que en el plasma. (21) 

En la actualidad dos de los grupos de antimicrobianos de más desarrollo farmaceútico son 
las fluoroquinolonas y los Beta-Iactámicos. Del primer grupo, se cuenta en la actualidad con más de 340 
compuestos con notable actividad antimicrobiana (20). En el caso de los compuestos Beta-Iactámicos, se 
experimenta un enorme desarrollo de compuestos biosintéticos y semisintéticos a partir de la 
caracterización de la molécula base en 1945 (4). En México, a la fecha, no se ha desarrollado ningún 
antimicrobiano hasta la fase de comercialización. Uno de los grupos de antimicrobianos que más ha 
evolucionado en este sentido eS el de la cefaquinolonas'. La idea inicial se basa en el acoplamiento del 
grupo 7-<1mino de un grupo B-Iactámico con el grupo carboxilo de la posición 3 del anillo quinolonico, como 
se muestra en la figura 1. lograndose un enlace carboxamido característico de las cefalosporinas 
perfectamente estable, que da lugar a una nueva molécula de potencia considerable. De esta reacción 
básica, se han generado múltiples opciones con mayor o menor actividad dependiendo de los precursores 
utilizados para Su síntesis. 

La estructura de la nueva molécula ha sido comprobada mediante: IR, RMN, MS. 

En diversos ensayos se ha detectado una actividad tóxica mínima o nula de esta molécula por lo 
que las autoridades de la Secretaría de Salud de la República Mexicana han autorizado y aceptaron los 
resultados de toxicidad aguda y subcránica de estos compuestos. 

Dentro del desarrollo de un medicamento, se requiere la elaboración de pruebas de 
fartnacocinética en individuos sanos, a fin de conocer con exactitud el destino del medicamento en el 

organismo problema (1). De tal suerte, es necesario llevar a cabo estudios en este sentido en cada una de 
las especies a las que se habrá de aplicar. Esto permitirá, entre otras cosas, establecer los tiempos de 
retiro de la leche y carne, distribución en el organismo, intervalos de dosificación, concentración de la 
molécula en tejidos sanos afectados, etc. 

, Premio CANIFARMA a tecnología farmacéutica. 
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El objetivo de Laboratorios Aranda es establecer con exactitud la farmacocinética de la nueva molécula: 
Absorción 
Distribución 
Biodisponibilidad 

Excreción: 
Excreción renal 
Absorción y reabsorción por difusión pasiva 
Transporte renal activo 
Filtración glomerular 
Excreción biliar 
Excreción pulmonar 
Excreción par saliva 
Excreción mamaria 

n. JUSTIFICAaON DEL PROYECTO 

Este proyecto solo se enfocara a excreción mamaria: 

2 

En función a lo anterior, se propone en este ensayo llevar a cabo un estudio en leche fresca 
entera de vaca y leche entera ultrapasteurizada libre de residuos B-Iactámicos usada como blanco. 
Esto permitirá entre otras cosas establecer los tiempos de eliminación del medicamento en la leche par 
excreción mamaria, se obtendrá información de distribución de la molécula en Suero y grasa de leche de 
vaca. 

In. HIPOTESIS 

Las variables de eliminación y distribución de la CQ-M-EPCA (molécula) pueden ser descritas 
utilizando cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) como método analítico en leche de vaca. 

IV. OBJETIVOS 

IV.A. GENERALES 
Establecer la distribución en leche bronca de vacas clínicamente sanas de una nueva molécula de 

las familia de las cefaquinolonas (CQ-M-EPCA) aplicada como inyección intramuscular y determinación 
por HPLC del tiempo de eliminación. 

IV.B. OBJETIVOS ESPECIFICOS 
a. Determinar mediante HPLC la pureza de la CQ-M-EPCA. 
b. Determinar mediante HPLC la compasición del medicamento CQ-M-EPCA 10% Solución Inyectable. 
c. Determinar mediante HPLC la estabilidad de la CQ-M-EPCA lO')'. en Solución Inyectable. 
d. Determinar mediante SNAP DE B-LACT AMICOS (KIT) residuos Beta-Iactámicos. 
e. Determinar mediante TLC la distribución de CQ-M-EPCA en leche entera ultrapasteurizada. 

f. Determinar cuantitativamente por HPLC la distribución de CQ-M-EPCA en leche entera 
ultrapasteurizada. 
g. Determinar mediante HPLC el comportamierlto de CQ-M-EPCA por excreción mamaria en vacas sanas 
inyectadas con CQ-M-EPCA 10%. 
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V. ANTECEDENTES 
CEFALOSPORINAS 

ORIGEN, 
En 1948, Brotzu, aisló por vez primera una cefalosporina a partir del hongo Cephalosporium 

acrenmonium. Los líquidos donde se cultiva este hongo contenfa tres tipos de antibióticos definidos: 
cefalosporina P, activa únicamente contra microorganismos grampositivos, cefalosporinas N, una 
estructura con la cadena lateral derivada del ácido D",lfaminoadipico, efectiva frente a bacterias 
gramnegatívas y gramposítívas y la cefalsoporína e menos potente que la cefalosporina N pero con igual 
gama de efectividad. (15) 

o 
11 

RoC-N 

ACERCA DE' ............ . 

PENICll.INAS y CEFALOSPORINAS 

Las cefalosporinas al igual que las pe.nici li nas son estrucruras be'hl-lactómicQs, poseen dos ahi lIos fusionados 105 

cuales I~ brinda su Qctividad biológico: El anillo beta-Iactómico y el ani 110 di hidronazino. Su actividad 

bactEriano e$ por e.1 mismo mecanismo svne.,iante 01 de las pe.nici linos: estas (lc1Úan de.s1nJye.ndo la estrtJcfura 

de la pared celular de la membrana del microorganismo en cuestión. 
Ref.13 

ESTRUCTURABASICA 

1 
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La cefolosporina e contiene una cadena Jatel'Ql derivada del ócido D-alfa-aminoadípico, que se condensa con un 
si mma de ani 1105 di tu droti azi no be1ulactómicos (óci do 7-ami nocefolospor'Ó.nico) 7 -ACA. Los compuestos que 
con1ienen es1E ácido tienen uno estnbi lidad relativo e el ácido diluido y uno resistencia elevada o lo penici Ii neso, 

i nde.pendi enternente de lo na1ureleza de su cadena laterol y su ofi ni dad por la enzi ma. 
Por hidrólisis de la Cefalospori na C puede o~nerse lo sepol"Qción de lo cadena lateral olifática unida 01 anillo 
Be10 10c1ámi co dando origUl a I dci do (l-ACA) 7 -ami nocefatosporoni co. EstE compuesto ha: si do 

modificado mEdiante el agregado de diferen1u cadenas laterales pare crear uno familia entero de antibióticos 
cefalosporino$. Parece que las modificaciones en lo posición 7 del anillo be1u.ldc1amico se asocian con olte.rociÓn 
de lo octi vi dad on1ibac~iano y que los suS'ti1uciones en lo posición 3 del oni 110 di hidratiozino están asociados con 
combi os en el metabolismo y en los propi edades farmacocj néti cas. 
Ret.9 
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Con el aislamiento del grupo básico de la cefalosporina C, al ácido 7-<1minocefalosporanico (7-ACA) 
y con el agregado de diferentes cadenas laterales fueron así obtenidos una gran diversidad de derillQdos 
semisintéticos con una actividad antibacteriana mucho mayor que la sustancia madre. 
Las modificaciones en la posición 7 están asociados a cambios en las propiedades antibacterianas y las 
sustituciones en la posición 3 del anillo di hidrotiazinico se asocian a cambios en el metabolismo yola 
farmacocinética del medicamento. 

ESTABILIDAD 
En general son tan inestables como las penicilinas y deben por ello manejarse con cuidado, 

evitando su mezcla con otras fármacos, con soluciones con iones, agentes oxidantes, metales pesados, luz, 
humedad, temperatura elellQda, etc. Desecadas y a temperatura ambiente puede durar uno o dos años en 
el almacén. La cefalosporina expuesta a estos agentes puede hidrólisarse abriendo el anillo betalactámico 
lo que praduce la inestabilidad. 

MECANISMO DE ACCION 
Las cefalosporinas actúan inhibiendo la síntesis de la pared celular de las bacterias y poseen de 

forma general una vida media larga, lo que resulta beneficioso a la hora de su administración. (9) (fig. 
Bacteria) 

FARMACOCINETICA 
Absorción: la existencia de gran número de cefalosporinas es un indicio de su variedad en 

absorción y su capacidad de irritación en el sitio de aplicación. Sin embargo se puede generalizar que, de 
acuerdo con la vía de administración especificada oral o parenteral difieren de uno a otro individuo 
significativamente; también a factores como su unión a las prateínas plasmáticas alcanzando niveles 
terapéuticos en un lapso de 30 a 60 minutos de su administración. 

Distribución: las cefalosporinas tienen mejor distribución que las penicilinas, cruzan fácilmente la 
barrera placentaria y se les encuentra en concentraciones terapéuticas en el pericarpio, el humor vítreo, 
el líquido Sinovial y la bilis. No obstante 1",; cefalosporinas se difunden muy difícilmente al SNC, por que 
no son aconsejables para el tratamiento de infecciones en este nivel. Se unen a las proteínas plasmáticas 
en porcentajes lIQriables. 

BiDtrYlnsfDrf/lQci6n: a diferencia de las penicilinas las cefalosporinas no parecen ser 
biotrasformadas en un porcentaje significativo, aún se sabe poco de la forma de biotrasformación de la 
mayor parte de ellas. 

Excreción: las cefalo5porinas se excretan básicamente por vía renal, mediante filtración renal y 
por secreción tubular actillQ, solo requieren de una moderada reducción de la dosis en pacientes con 
deterioro en la función renal. (9) 

ESPECTRO ANTIMICROBIANO. 
Tienen actividad contra grampositivas y gramnegativas y algunas bacterias productoras de 

beta-Iactámasas (tabla 5). (14) 

RESISTENCIA. 
Es de esperarse que por las similitudes estructurales de las penicilinas con las cefalosporinas 

existan Beta-Iactámasas capaces de destruir a estas últimas, Las llamadas cefalosporinasas son menos 
comunes que las Beta-Iactámasas específic,as para las penicilinas (penicilinasas). (21) 

REACCIONES ADVERSAS. 
Los pacientes que poseen una reacción leve o temporalmente distante a la penicilina, parecen poco 

propensos a correr riegos de sufrir reacciones alérgicas luego de la administración de una cefalosporina. 
La toxicidad provocada por las cefalosporirlOS se traduce en nefrotoxicidad.(14) 
(Tabla 3) 
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Son antibióticos de amplio espectro antibacteriano. Efectivas para el tratamiento de infecciones 
del tracto respiratorio y tejidos blandos; huesos y articulaciones, tracto urinario y torrente circulatorio, 
muy utilizados en cirugía para la profilaxis de la infección. (17) (6) 
Como antibiótico recomendado durante el embarazo y la lactancia para el tratamiento de las infecciones: 
Sacteriuria, Gonorrea, Ruptura prematura de membranas, profilaxis en cesóreas y mastitis. (7) (2) 
Utilización de ciclosporina y otras fármacos en trasplante renal. (2) 
(Tabla 4) 

CLASIFICAaON. 

Las cefalosporinas, se clasifican dentro de los antibióticos Betalactámicos de amplio espectra . 

Tabla 1- Col'r1cterlsticas de las genel'r1ciones de cefalosporinas.(13) 

Actividad t in vitro Suseptibilidad a 
Generación Aprobada US Grampasitivo Gramneqativo Beta-Iactámasa 

ler. 1960 Y 1970 Buena Moderada Relativamente 

susceptible 
2do. finales de 1970 Buena Buena, amplio Resistente 

espoeto 
30. 1980' s Moderado lkJy buena amplio Muy resistente 

espectro 
(Pseudomonas) 

4a 1980 Y 1990 lkJy buena lkJy buena Altamente 
resistente 

La clasificación de acuerdo a las generaciones se basa fundamentalmente en su actividad 
antimicrobiana. 

Tabla 2- Clasificación de las cefalaspor;nas. 

PRIMERA SEGUNDA TERCERA CUARTA GENERAOON 
GENERAOON GENERAOON GENERAOON o AMPLIO ESPEcrRO 

Cefalotina* Cefaclor** Cefotaxima* Cefepime* 
Cefalexina** Cefprozil""* Ceftizoxima* Cefpiroma'" 
Cefradina*** Cdamandol- Ceftriaxono* 
Cefadroxil** Cefuroxirna* Cefixima** 

Cefazolino* Cefonicid* Moxalactam * 
Cefapirina* Ceforanide* Ceftibuten* 

Cefoxitino* 

I 

Cef podoximo'" 
Cefmetazol* Cefetamet 
Cefotetam· Cefoperazono'" 
Loracarbef'" Ceftazidima* 

Cefodizimo-
Cefsulodino* 
Ceftiofur* 

., vio de admlnlstraclOn - parenteral ** = oral _ .. = oral y parenteral 
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Tabla 3- {leacciones adllflrstlS de las cefalo~rinas. 

Cefalosporinas HematolÓQlcas Gastrointestinales Otros 
Primera generación Anemia hernolftica, alteraciones plaquetárias, Alteraciones transitorias de I 

decuagulación, trombocitopenia, neutropenia. , enzimas hep6.ticas I 
Segunda generación Anemia hemolftica, alteraciones plaquetárias, Candida 

alteraciones de coagulación, trombocitopenia, I albicans 
neutropenia. 

Tercera y Cuarta 
'1 

, DiCll"rea. 
generación Colitis pseudomembranosa 

, 
Tabla 4- C/asifiC4citfn de las cefalosporinas dfacuerdo a su uso. 

Primera Qeneracl6n SeQunda Qeneracl6n Tercera Qeneracl6n Cuarta_ generacl6n 

Endocarditis, Infecciones: Faringitis, Infecciones: del Faringitis, Infecciones: del Faringitis, Infecciones; del 
respiratorios, urinarias, tracto respiratorio. tracto r:espiratorio, tracto respiratorio, 
gastrointestinales, urinarias, cut6nea, pélvicClS, sexuales, urinarias, urinarias, cutánea, en el 
cutáneas, articulares y ginecológicas, cutánea, en el sisteli\a sistema nerviso central, 
óseas, biliares, genitales, intra..a.bdominales nervioso central, articulares y óseas 
Septicemia, profilaxia Bronquitis aguda o aguda y articulares y óseas pélvicas, ginecológicas, 
pos-operatoria y neumonias, Septicj~mia, pélvicaS, ginecológicas, intra-abdominale.s. 
preoperatoria profilaxia preoperatoria intra-abdominales. 

Bronquitis aguda y 
neumonfas, Septicemia, 
profil~ia preoperatoria, 
Otitis media, Sinusitis. 

Tabla 5- ClasifiC4citfn de las cefalosporinas por su espectro anti",iclYlbiano 

Primera generación Segundo generación 
Cocos gram-posItlvosaerobios entre j~llos , Menos activas contra cocos gram-pos/tIVDS 
neumococos, Estreptococos beta-hemollticos del aeróblcDS: cepas productoras de beta-Iactamaso, 
grupoA, Estreptococos viridans. 5tophylococcus Staphylococos aureus, Staphylococos 
aureu5, 5taphylococcus epidermidis y contro epidermidis Streptococcus pneumoniae y 

cocos grom-negot'K'sadquiridos no C"munmenfe Streptococcus py6genes, S. agalactiae; pero 
ademas E. coli, Klebsiella spp, Cepas productoras de mucho mas activas contra bacterias aeróbicas 
penicilinasa, Proteus mirabilis, S.pneumollie, grtJI1I-negotltltlS Moraxella catarralis, 
Haemophilus influenza, Enterobacter spp., Haemophilus influenza. 
Morganella morganii, P. vulgaris, E. coli, Klcbsiella spp, Enterobacter sp., Proteus 

mirabilis. Proteus vulgaris, Morganella morganii, 
Neisseria gonorrea, P. «eruginosa, Providencia 
spP. Salmnella y Shigella spp. Citrobacter 
di~rsus, Propionibacteria acnes, Providencia 
ruttgeri, Serratia marcescens 
Anaerobios: cocos gram negativos y gram 
positivos; bacilos gram-positivos (Clostridium sp.) 
bacilos gr'OJ'n negativos no 
fermentodores(Bacteroides spp.) 
Prevotella bivia, Prevotella disiens, bacteroide.s 
fragilis, fTovotella melaninogenica, bacteroides 
vulgoatus, Fusobocterium spp. 
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Tabla 5- Clasificación de los cefaltlsporinos ptH' su espectro antimicl'tlbiantl 

T erara generación Cuarta generación o amplio espectro 
Son menos eficaces contra gram-positivos y tienen Estas cefalosporinas son de comercializaci6n resiente. 
mayor acción contra bacterias gram-negativos. Tienen un espectro de acción mayor; son mas 
Gratn-positivos ouobios: . resistentes a la betalactamasa. Tiene actividad 
Staphylococcus aureus, 5taphylococcus epidermidis, contra gran variedad de bacterias gram-positivas y 
Enterococcus spp., Streptococcus pyogenes, gram-negativos. 
Streptococcus Qgalactiae, Streptococcus Gram-positivos aeróbicos: 5taphylococcus aureus, 
pneumoniae. Streptococcus pyógenes, Streptococcus agalactiae, 
Gram-negatlvos aeróbicos: Citrobacter spp. Streptococcus pneumonioe, otros streptococcus 
Enterobacter spp. Enterobacter cloacae, beta-hemollticos y streptococcus viridans, 
Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Staphylococcus sp_ coagulosa negativo, 
Haemophilus parainfluenzae, Klebsiella spp_, Streptococcus faecaHs, Corynebacterium sp_ 
Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae Neisseria Gratn-l1t!!Jtlfivos aeróbicos: Citrobacter spp_ 
gonorrea, Neisseria meningitidis, Proteus mirabilis, Enterobacter spp_ Enterobacter cloacae, Escherichia 
Proteus vulgaris, Proteus inconstans grupo B, coli, Haemophilus influenzae, Haemophilus 
Morgonella morganii, Providencia ruttgeri, Serratia paroinfluenzae, Klebsiella spp_, Klebsiella oxytoca, 
spp., Serratia marcescens, Acinetobacter spp., M. Klebsiella pneumoniae Neisseria gonorrea, Neisseria 
catharralis, Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio meningitidis, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, 
cholerae. Proteus inconstans grupo B, Morganella morgonii, 
Anaerobios: Bacteroides spp., Bacteroides fragi¡is, Providencia nJttgeri, Serratia spp., Serratia 
Clostridium spp., Peptococcus spp. marcescens, Acinetobacter spp., M. catharralis, 
Peptostreptococcus spp. Fusobacterium spp. Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio cholerae_ 

Pseudomonas sp., Acinobacter calcoaceticus, 
Legionella sp., Yersinia enterocolitica. 
Anaerobios: Bacteroides sp., Clostridium perfringens, 
Fusobacterium sp., Peptostreptococcus sp., 
Enterococci, B. fragilis. 

CLASIFICASION DE LAS CEFALOSPORINAS DEACUERDO AL SUSTITUYENTE. 

(TABLA 6) 
Los diferencias de las cefalosporinas están dadas por los sustituyentes en la cadena lateral y el 
sustituyente de la posición 3 (9-22) nos permite clasificar las cefalosporinas en 4 grupos básicos: 
1.- Derilll1dos de 7-ACA que presentan un grupo acetoxilo en la posición tres. 
Ej. cefotaxima y Cefalotina. 
2.- Derilll1dos del 7 ADCA con un grupo metilo en la posición tres. 
Ej. Cefalexina y cefadroxil. 
3.- Cefalosporinas que presentan sustiturentes en C4 o sustiturente no carbonados. 
Ej. Cefaclor y Cefroxadina. 
4.- Cefalosporinas con sustiturentes heterocíc/icos en la posición tres. 

Ejemplo de grupos a introducir: 

Grupo piridinium 
Grupo tiadiazol 
Grupo triazol 
Grupo tetl'llzoJ 
Grupo triazi no 

(Cefaloridino) 
(Cefazolina) 
(Cefotriazino) 
(CefamandoJ) 
(Ceftriazono) 



CLASIFICASION DE LAS CEFALSOPORINAS DEAClJERDO AL SUSTITUYENTE 
Los diferencias de los cefalosporinos están dadas por los sustituyentes e~ la cadena Io.teral y el slt9tituyente en la posición 3 

nos permite clasificar las cefalosporinas en 4 9rupo~1 básicos. 

TABLA 6 

GENERAaON 

3a. 

la. 

la. 

la. la. 

2da. 

CEFALOSPORINA 

NOMBRE 

DERIVADOS Del 7-ACA 

Cefotaxima 

Cefalotina 

DERIVADOS Del 7- ADeA 

Cefalexina 

Cefadroxil 

SUSTITUYENTES EN El e4 O 

DERIVADOS NO CARBONADOS 

Cefaclor 

I 
RI 

Sustituyente en la cadena lateral 

Q-

HO 

"ClCH -
I 

NH2 

~CH-
I 

NH2 

R2 

Sustftuyente en la posisclón 3 

Grupo autoxilo 

eH20e-eH3 

11 

o 

CH2oc-eH3 

11 

O 

6rupo metilo 

-- eH3 

-- eH3 

-- el 

8 

-~ 



ClASIFICASION DE LAS CEF ALSOPORINAS DEACUEROO AL SUSTlTIJYENTE 

GENERAaON NOMBRE 

SUSTIT1NENTES 

HETEROCICUCOS 

3a. Cefaloridina 

la. Cefazolina 

2da. Cefotriazina 

2da. Cefamandol 

3a. Ceftriaxona 

, 

I 

I 
I 

I 
I 

I 

I 
1 

! 

I 
I 

Rl 

Sustituyente en lo cadena lateral 

S CH2 --

O 

N 

~~N 
I 

NlCH2-

HO--@-r-

NH2 

@-r-

NH2 

S~N 
Llc 

1I 

OH 

N -OCH3 

R2 
Sustituyente en la posisción 3 

Q. Grupo piridiniurn 

-CH2 N( O) 

b. Grupo tiadiazol 

N N 

-cH2-S O 
~ CH3 

S 

c. Grupo trfazol 

H 
NI 

GN I IIN 

-CH2-S 

d. Grupo tetrGzol 

C~3 
--

CH2-S"(N,, 

N ,1 II~ 
--

TMCA-7 

e. grupo triazina 

Na 

~:J'l 
o 

o 

9 
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También con el sustituyente metoxilo en la posición siete han sido sintetizadas las llamadas 
Cefamicinas. Estas fueron aisladas primeromente del hongo Streptomyces. De forma similar a las 
cefalosporinas también pueden ser variadas sintéticamente. 
El grupo 7 -metoxi es introducido de forma estereoselectiva en las cefalosporinas mediante diferentes 
métodos e imparte a esta una gran estabilidad frente a las enzimas Betalactámasas. (17) 

SINTESIS 

Por ser el enlace Betalactámico de una elevada sensibilidad frente a ácidos y bases, requieren 
todos los procesos de síntesis y semi síntesis donde esté involucrado el anillo betalactámico, de la 
presencia de agentes que actúen activando posiciones, grupos protectores que puedan ser eliminados 
fácilmente y temperaturas de reacción tan bajas como sea' posible. Estas condiciones son muy generales 
para la obtención de todas las cefalosporinas. 

SECUENCIA DE SINTESIS GENERAL. 

Ruptura química o enzimática de la cefalosporina Ca 7-ACA. 
Desplazamiento del residuo 3 ... cetoxi en eI7-ACA con nuc!eMilos S y N 
Síntesis de ácidos de la cadena lateral y si eS necesario la protección de grupos funcionales. 
Acoplamiento del ácido con la cadena lateral con el esqueleto 7 ... ",ino y si es necesario la remoción de 
los grupos protectores. 
Preparación de sales estables y fisiológicamente bien toleradas. 

Otras modificaciones en el anillo dihidrotiazínico y diferentes sustituciones en el anillo 
betalactámico conllevarían a la obtención de nuevas estructuras más potentes y específicas. 

La investigación paro obtener antibióticos más potentes tendrá que permanecer como una tarea 
permanente del desarrollo quimioterapéutico, si querernos mantener un alto nivel en el 
trotamiento de las enfermedades infecciosas. Las nuevas drogas tendrán que ser seleccionadas y 
evaluadas deacuedo a la eficacia, tolerancia y necesidad de acuerdo a criterios muy estrictos 
antes de que sean usadas en la práctica clínica. 

NUEVAS SINTESIS DE CEFALOSPORINAS CON ACerON DUAL ANTIBACTERIANA. 

Durante la revisión bibliográfica realizada se encontró que en los últimos 8 años se han 
desarrollado síntesis con cefalosporinas combinadas con fluoroquinolonas llamados modelos de acción 
dual, para crear nuevoS antibióticos mas potentes. 

Figura la. 
Cefalotina-Ciprofloxacina. 

Enlace éster entre el sustituyente del C3' de la cefalotina (cefalosporina) y el grupo carboxilo 
del C3 de la ciprofloxacina (fluoroquinolona). 
La actividad antibacteriana in vitro ha resultado buena comparándola con cefalotina y ciprofloxacina, 
incluyendo actividad contro bacterias productoras de beta-Iactámasa. (11) 

Figura lb. 
Desaceti/cefotaxima-Fleroxacina. 

Enlace éster entre el sustituyente del C3' desacetilce1:otaxima (cefalosporina) y el grupo 
carboxilo del C3 de la fleroxacina (fluoroquinolona). 
La molécula presenta doble acción antioocteriana por la combinación del espectro de la cefalosporina y la 
quinolona. 
La actividad antibacteriana in vitro ha resultado buena contra Enterobacterias, Haemophilus. Neisseria, 
Staphylococcus, Streptococcus y Pseuclomonas aeruginosa. 
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La actividad antibacteriana in vivo en rotones ha sido evaluada en infecciones sistémicos 
producidas por grom-negativos y grom-positivos y comparoda por separodo con desacetilcefotaxima y 
fleroxacina. Pudiendo ser utilizado como un antibiótico de acción doble contro infecciones sistémicas. 
organismos específicos como grom-positivos que cousan neumonía y meningitis y bacterias grom-negativos 
como P. aeruginosa. (12) 

Figuro le. 
CefotaKÍI/IQ-Ciprofloxacina 
Enlace carboxamido entre el sustituyente del C3' del grupo éster de la cefotaxima 

(cefalosporina) y la omina cuaternaria de la posición 4' de la fleroxacina (fluoroquinolona). 
La molécula presenta doble acción antibacteriana por la combinación del espectro de la cefalosporina y la 
quinolona. 
Tiene actividad antibacteriana in vitro de 99% contro 363 bacterias grom-positivas y grom-negativas 
aeróbias, comparondo la actividad contro cefotaxima y ciprofloxacina del 77 y 97% respectivamente. 
La actividad antibacteriana in vivo en rotones ha sido evaluada en infecciones sistémicos producidas por 
grom-negativos y grom-positivos y comparoda por separodo con cefotaxima y Ciprofloxacina. Pudiendo ser 
utilizado como un antibiótico de acción doble contro infecciones sistémicos, organismos específicos como 

grom-positivos que cousan neumonía y meningitis y bacterias grom-negativos como P. aeruginosa. (12) 

T-ACA -Ciprofloxocina. 
Enlace carboxamido entre el sustituyente éster de la posición C3' de la cefalosporina 7-ACA y la 

amina cuaternaria de la posición 4' de quinolona ciprofloxacina. 
La molécula presenta doble acción antibacteriana por la combinación del espectro de la cefalosporina y la 
quinolona. 
Este compuesto ha demostrodo tener una actividad potente contro un amplio espectro de bacterias 
grom-positivas y grom-negativas incluyendo actividad contro bacterias productoros de beta-Iactámasa. 
(10) 

¿ Porr¡ue los nuevos compuestos sintetizados son antibióticos de acción dual? 

Mecanismo de acción doble: 
(figuro Id, bacteria) 
(Ver acerco de ... Quinolonas) 
Los nuevos compuestos están formados por cefalosporina y quinolona. La quinolona (X) se une a 

la cefalosporina en la posición C3' por un enlace éster o carboxamido. 
La bacteria produce la enzima betalactámasa esta inactiva al antibiótico abriendo el anillo betalactámico 
de la cefalosporina lo que produce que este se hidrolice y libere el sustituyente (X) de la posición C3', el 
sustituyente que libero es la quinolona que posee actividad antibacteriana, por lo cual es un modelo de 
acción dual. 
El objetivo de llevar a coba síntesis de modelos de acción dual es desarrollar antibióticos mas potentes 
(cefalosporina-quinolona) uniendo la cefalosporina a una quinolona y disminuir la toxicidad de la quinolona. 
Este mecanismo presenta una oportunidad de ampliar el espectro antibacteriano que incluye a organismos 
que resisten a cefalosporinas de tercero generoción . (10) 

··· .. ECANSMO DEACCtON DOBLE 

FG.1d 

~"'" , 

tri.' x 
o ,~ 

'"~ + HX 



NUEVAS SINTESIS DE CEFALOSPORINAS 

Estructura la CJPROFlOXACINA 

., 

Enlace éster 
Entre el sustttuyente del eJ' de la cefalosporina y el grupo carl;>oxilo del C3 de la qUinolona 

R1 Cefulotina 
R2 Ciprofloxacina 
R l' ciclopropilo 

Estructura lb 

OCH' 

1,-_-'C"EoeF"AL"OS""-PO"'R"',,NA"---_. 
DESACETILCEFOTAXlMA N 

., ~ 
A 

H2N ~ 
COOH 

Enlace éster 

FLUOROQUINOlONA 

R2 

Entre el sustituyente del C3' de la re'alosporina y el grupo cElI'boxilo del C3 de la quinolona 
R1 SUstituyente desacetilcefot<D'jma 
R2 Reroxacina 
R1' Metilo 
R2' Flúoroetllo 
R3' Flúor 

Estructura le CIPROFLOXAClNA 

CEFOTAXJMA NOCH3 

':"-z)' 
S 

Enlace carboxamido. 
Entre el sustituyente del C3' grupo é$tur y la amina cuaternaria de la posicu)o 4' de la quinolona. 

R1 Cefotaxima 
R2 Ciprofloxaciana 
R1' ciclopropiro 

12 

3 R1' 
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ACERCA DE ..... . 

QUINOLONAS y FLUOROQUINOLONAS 

o MECANISMO DE ACCION. 

Las quinolonas son utilizadas como quimioterapéuticos. 
El blanco bioquímico de las quinolonas es la girasa ADN, una enzima bacteriana con 4 subunidades que 
intervienen en diversas reacciones de ADN de suma importancia, dicha enzima bacteriana produce giros 
superhelicoidales negativos de ADN de doble cordón e introduce roturas en el DNA. 
¿Cuál eS la función que realizan las quinolonas sobre estas enzimas bacterianas? 

Ellas bloquean las actividades de dicha enzima, además al parecer interfieren en la reacción de 
reestructuración del ADN, de la acción de separación unión de la propia girasa. Es decir la quinolona 
afecta el metabolismo de los ácidos nucleicos y bloquea la replicación bacteriana. 

o CLASIFICACION. 

PRIMERA GENERACIÓN 
QUINOLONAS: 

Acido nalidíxico, que es una naftiridina, cuyas modificaciones en su estructura produjo agentes 
antibacterianos tales como, el ácido oxolínico, ácido pipemídico, ácido piromídico y la cinoxacina. (18) 
El desarrollo yel descubrimiento de los cambios en la estructura química de este grupo de compuestos 
modificaba de manera importante su actividad antibacteriana hizo que innumerables compañías 
farmacéuticas sintetizaran nuevoS agentes antimicrobianos. 

SEGUNDA GENERACION 
FLUOROOUINOLONAS: 

De ahí surgió la segunda generación de quinolonas llamadas ácidos QUINOLON-CARBOXILICOS o 
4-quinolonas. Este término ha sido usado como un nombre genérico para el esqueleto común 
4-oxo-I,4-dihidroquinolinas. 
La adición de un grupo piperacinil en posición 7 y un átomo de flúor en posición 6 produce un grupo de 
agente antibacterianos llamados piperacinilfluoroquinolonas o simplemente fluoroquinolonas. 
Ellos contienen un átomo de flúor que le confiere actividad contra especies grampositivas como 
estafilococos, y el anillo piperazinico con lo cual Su espectro de actividad es mas amplio contra especies 
gramnegativas aeróbias y Pseudo monas aeruginosas. 
La primera de esta segunda serie fue la Norfloxacina, a partir de ella por pequeños cambios estructurales 
surgieron la Enoxacina, Ciprofloxacina clorhidrato, Enrofloxacina, Perfloxacina, Ofloxacina y Amifloxacina 
las cuales tienen algunos usos veterinarios y otras para el consumo humano. Existen otras fluoroquinolonas 
tales como Dicloxacina y Plenoxacina están aun bajo investigación. 

o ESPECTRO 
Las quin%nos actúon como bactericidas frente a la mayoría de las bacterias comunes gramnegativas que 
causan infecciones urinarias, siendo la especie Pseudomonas, resistente a esta primera generación y 
menos activo contra microorganismos grampositivos. 
IJJs fluoroquin%nos san muy activas contra microorganismos aeróbios gramnegativos bacilli y cocci 
incluyendo el Enterobacteriaceae, Haemophilus influenzaes, y Neisseria gonorrea y son activos contra 
Pseudo monas aeruginosa. Son sin embargo mas activas contra microorganismos grampositivos tales como 
Staphylococos y Streptococos pero la actividad contra las bacterias anaerobias es generalmente pobre 
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o RESISTENCIA. 

Se demostró que el mecanismo de tal resistencia era la alteración de la girasa ADN. 
La alteración de la girasa ADN hace que aumente las concentraciones inhibitoriaS mínima (MICl de 
bacterias, pero tales incrementos por lo común llegan a niveles de un microgramo por mililitro, niveles que 
pueden obtenerse en la sangre con quinolonas tales como Ciprofloxacina y la Ofloxacina, y eS mucho menos 
que las concentraciones de todos 105 nuevos agentes en orina .. 
Con respecto a la segunda generación poseen desventajas y eS que no pueden usarse para tratar 
infecciones sistemáticas, ya que con dosis inocuas no se alcanzan conce.ntraciones plasmáticas efectivas, 
pero se concentran en 105 tubos renales, pelvis y vejiga; por lo tanto solo pueden usarse para tratar 
infecciones urinarias ya que alcanzan concerltraciones antibacterianas efectivas en ellos. Otro. desventaja 
es que durante el tratamiento se produce resistencia, adquirida rápidamente por mutación cromosomica al 
ácido nalidíxico. 

o A BSORCION. 

Se absorben bien por el tracto gastrointestinal y algunas poseen gran afinidad por las proteínas 
plasmáticas, además se excretan inmodificadas, mientras que otras poseen metabolitos que tienen mayor 
actividad antimicrobiana. 

o FARMACOLOGIA. 

Las fluoroquinolonas parecen ser absorbidas rápidamente cuando se administran oralmente. 
Poseen vidas medias relativamente prolongadas, las concentracione.s alcanzables en suero y tejidos, 
pulmones, hígado, corazón, hueso, prástata, secreciones salivales, mucosas nasales, epitelio bronquial, 
exceden las concentraciones inhibitorias n1<Íximas de la mayoría de 105 organismos gramnegativos y algunos 
grampositivos, lo que indica que estas sustancias Son de uso potencial en el tratamiento de infecciones 
del tracto urinario. 

o USOS. 

Pueden usarse en el tratamiento de una variedad de infecciones producidas a causa de organismos 
susceptibles incluyendo aquellos de los del tracto respiratorio y gastrointestinal, gonorrea y la septicemia. 
Son utilizadas en infecciones de vías urinarias ya que atacan a microorganismos resistentes a 
beta-Iactámasa, aminoglucosidos, enfermedades venéreas, todas las quinolonas han sido efiCaces en una 
sola dosis contra gonorrea, incluidas las cepas de Neisseria gonorrhoeae productoras de penicilinasa. Se 
ha determinado que no son apropiadas para la sífilis, son muy utilizadas, pero no son de primera línea, son 
activas para la otitis necrosante, sinusitis, bronquitis bac,teriana. y fibrosis quisticas. 

o EFECTOS ADVERSOS. 

El efecto adverso más común se ha localizado en vías gast,'ointestinales. Como todos los agentes 
un fenómeno siempre presente es la nauseas, incluyendo dolor abdominal, diarrea, la toxicidad en riñones 
no ha constituido un problema aunque se han reportado cristaluria, además se han señalado reacciones de 
fotosensibilidad cutáneas. La preocUJ!<lción por el posible 'daño articular es la máxima razón por la que no se , 
recomiendan el uso de quinolonas para combatir infeccioqes en niños. 
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CQ-M-EPCA 

La actividad microbiológica de compuestos formados por la unión de una cefalosporina y una 
fluoroquinolona (10) han sido evaluados contra bacterias grampositivas y gramnegativas, siendo 
denominados como agentes antimicrobianos o cefalosporinas de acción dual, con una actividad superior a la 
cefalosporina pero menor a la de la quinolona, sin embargo, su espectro es amplio y Su actividad eS mayor 
contra las bacterias probadas (11) 

En México, Laboratorios Aranda sintetizó un compuesto llamado CQ-M-EPCA (cefaquinolona) 
mediante formación de un híbrido de una cefalosporina y una fluoroquinolona, con buenos resultados a 
portir de 1992, siendo potentada a nivel nacional en abril de 1993, y a nivel Mundial en septiembre de 
1994. 

La nueva molécula tiene el nombre de CQ-M-EPCA por la siguiente razón: 
C = Cefalosporina 
Q = Quinolona (fluoroquinolona) 
M = Molécula 
EP = Enrofloxacina 
CA = Acido 7-<lminocefalosporanico (7-ACA). 

La molécula está formada por dos precursores; que corresponden a una porte cefalosporánica que 
es el 7 -ACA y la otra fluoroquinolónica que corresponde a Enrofloxacina. 

o PROCEDIMIENTO DE SINTESIS DE CQ-CARBOXAMIDOS 

La idea inicial se basa en el acoplamiento del grupo 7-<lmino de un grupo B-Iactámico con el grupo 
carboxilo de la posición 3 del anillo quinolónico, como se muestra en la figura lográndose un enlace 
carboxamido característico de las cefalosporinas perfectamente estable, que da lugar a una nueva 
molécula de potencia considerable. De esta reacción básica, se han generodo múltiples opciones con mayor 
o menor actividad dependiendo de los precursores utilizados para su síntesis. 
La pureza de la CQ-M-EPCA se determina por HPLC cuantificando la impureza de síntesis que puede 
corresponder a cualquiera de los precursores o a los dos; la pureza de la CQ-MEPCA varia dependiendo de 
la portida que va de 96 a 99%. 

La estructura de la nueva molécula ha sido comprobada mediante: IR, RMN, MS. 

o PROPIEDADES FISICAS: 

NOMBRE QUIMICO: 
Acido 7-[( 1-ciclopropi 1-6-fluor-7 -( 4-eti Ipiperazin-1-i 1-1- ,4-dihidro-4-0xoquinolin-3-i 1) carboxamido 1 

cefalosporanico. 
FORMULA CONDENSADA: C19H"SFN,O, 
PESO MOLECULAR: 613.72 
CLASIFICACIÓN: Producto obtenido a portir de 7-ACA y ENROFLOXACINA 
APARIENCIA: Polvo fino de color amarillo homogéneo sin portículas extrañas. 
SOLUBILIDAD: Soluble en soluciones alcalinas a pH 10.0, de trietilamina, NaOH, NH,OH; insoluble en 
agua y cloroformo. 
PUNTO DE FUSION: 162-180·C (descompone y funde) 
HUMEDAD K.F.:2.4% 



PROCEDIMIENTO DE SINTesIS DE CQ-CAABOXAMIDOS 

CEF .AL.05PORINA 
ACII>O 7-AMINOG'EFALOSPORANICO 

FLUOIlOQUINOLONA 
ENROR.OXACINA 
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¿ COOH 

CQ-M-EPCA 
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CQ-M-EPCA 

o MECANISMO DE ACCION : 

El mecanismo de acción en este momento se continúa estudiando, por lo que se tienen algunas 
hipótesis y preguntas sin respuesta aún. 

¿ La CQ-M-EPCA es un modelo de acción dual? 
¿ El mecanismo de acción corresponde al de una cefalosporina o a una quinolona? 

(Ver Dibujo: Bacteria) 
• Probablemente la cefalosporina actúa inhibiendo la síntesis de la pared celular de las bacterias y la 
quinolona afecta el metabolismo de los ácidos nucleicos y bloquea la replicación bacteriana.' 

o ESPECTRO ANTIMICROBIANO: 

La actividad antibacteriana de la CQ-M-EPCA in vitro ha resultado buena contra algunas bacterias 
gram-negativas aeróbias comparada con cefalosporinas de tercera generación como: Cefotaxima. 
Ceftiofur, Cefoperazona, Ceftriaxona obteniendo resultados comparables a Cefotaxima. 

La actividad antioocferiana in vivo en ratones ha sido evaluada en infecciones sistémicas 
producidas por gram-negativos comparada por separado con cefotaxima , ceftiofur y enrofloxacina 
obteniendo buenos resultados y comportamiento semejante a cefotaxima. 
Utilizando una cepa resistente a quino lonas supero a la enrofloxacina y su actividad fue menor al ceftiofur 
que eS una cefalosporina de cuarta generación. 
Pudiendo ser utilizado como un antibiótico de acción dual contra infecciones sistémicas. 

Surgen en este momento muchas preguntas acerca de este nuevo antibiótico que aun no tienen 
respuesta por lo cual en este momento el objetivo de Laboratorios Aranda es establecer con exactitud 
el espectro antimicrobiano, la toxicidad, el mecanismo de acción, usos y la farmacocinética. 

En Laboratorios Aranda desde 1990 hasta la fecha se estan realizando muchos estudios en el area 
de síntesis, microbiología y farmacología experimental. Estos estudios se están realizando en paralelo 
en Coordinación con la Facultad de Veterinaria de la UNAM y Blue Ridge Pharmaceuticals, Inc. en los 
U.S.A. 
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ENROFLOXACINA 
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Acido l-Ciclopropi 1-6-fluor-( ~tilpiperazin-l-i 1)1 ,+di hidro-4-0xo-3-<¡ui nolincarboxílico. 
FORMULA MOLECULAR: C¡,H"FN,O, 
PESO MOLECULAR: 359.44 
APARIENCIA: Polvo fino de color amarillo homogéneo sin partículas e,m-añas. 
PUNTO DE FUSION: 219-221°C (descompone y funde) , 
SOLUBILIDAD: Soluble en soluciones acuosas a pH 7.0, alcohol. 
VALORACION: 98.9% 

lB 

ESTABILIDAD: Es estable a cambios d. temperatura e influencias hidrolfticas. Ligera sensibilidad a 
exposiciones prolongadas e intensas de la luz, sin embargo no afecta su actividad. 
Materia prima para la síntesis de cefaquinolonas: EPCA' . 

La enrofloxacina es una quinolona de segunda generación derivada del ácido 
QUINOLIN-CARBOXILICO. 
El sitio de acción eS en el DNA gira50 o topoisomerasa II, enzima vital para la replicación del material 
genético bacteriano (actúo sobre los ácidos nucleicos ). De manera muy simplificada se puede decir que 
dicho material se encuentra conglomerado y la función del DNA gil'05O consiste en alinearlo y girarlo en 
sentido contrario a la torsión normal de lo doble hélice y de esta forma permitir que el material genético 
se replique, transcriba, repare y recombine : Así la inhibición de estos procesos genera el bloqueo de 
múltiples funciones celulares, muchas de ellas vitales, de ahí el carácter bactericida de las quinolonas. (6) 
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7 -ACA 

ACIDO 7- AMINOCEFALOSPORANICO 

H2N s 

r ___ N CH2OC0Cl-i3 

COOH 

Por hidrólisis de la Cefalosporina C puede obtenerse la seporación de la cadena lateral alifática 
unida al anillo betalactámico dando ori~n al (7-ACA) ácido 7-<1minocefalosporánico. 
7-ACA es un antibiótico betalactámico y es precursor de varias síntesis de cefalosporinas. 
Reacciones adversas: sensibilidad respiratoria, asma (3). 

o PROPIEDADES FISICAS 

NOMBRE QUIMICO: Acido [3-[acetoxi)metiI1-8-oxo-5-thia-1-<1zabiciclo[4.2.010ct-2~n-carboxílico. 
FORMULA MOLECULAR: C1oH"SN,O, 
PESO MOLECULAR: 272.30 
PUNTO ISOELECTRICO: pH 3.5 
Materia prima pora la síntesis de cefaquinolonas: EPCA 
APARIENCIA: Polvo fino de color amarillo homogéneo sin portículas extrañas. 
PUNTO DE FUSION: 162-180·C (descompone y funde) 
HUMEDAD K.F.: 0.5% 
VALORACION: 97.4 % 
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CONCLUSIONES GENERALES 

Los objetivos propuestos en este trabajo fueron cubiertos: 
Se determino por HPLC la pureza de la CQ-M-EPCA: 96 % 

Se determino la composición y la estabilidad de la CQ-M-EPCA AL 10'Y. por HPLC: A 4°C la 
cefaquinolona disminuye 17.46% y la quinolona aumenta 1.7%, a 25°C la cefalosporina disminuye 
27.42% y la quinolona aumenta 2.7%. Por lo tanto es más estable a 4°C. 
Se determino que leche no tenía residuos beta-Iac~ámicos pora poder ser usada como blanco. 

Se determino por HPLC, ABSORBANCIA y TLC 'la distribución del CQ-M-EPCA en leche: la 
CQ-M-EPCA se encuentra en mayor concentración en suero que en grasa. 

Se determino por HPLC el comportamiento y tiempo de eliminación del medicamento por 
excreción tnatnaria: 
La leche puede consumirse después de las 24 horas de haber administrado el medicamento. 
Por los resultados obtenidos hasta el momento podemos presumir que la CQ-M-EPCA actúo en el 
organismo como una CEFALOSPORINA y no se desdobla o hidroliza aumentando la actividad de la 
fluoroquinolona (enrofloxacina) como ocurrió en el estudio de estabilidad ya que no se detecto 
por HPLC la impureza y que probablemente no se trate de un modelo de acción dual. 

CQ-M-EPCA INYECTABLE AL 10% pretende dirigirse pora uso exclusivo en la linea veterinaria. 
Para Laboratorios Arando eS importante que la molécula actúe como una cefalosporina y no tenga 

acción dual es decir que por una porte actúe en el organismo la cefalosporina y por otro la 
fluoroquinolona ya que las quinolonas estan prohibidas pora usarlas en animales porque producen , 
daño articular. 
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CAPITULO II 

PUREZA DE CQ-M~EPCA' 

II. A OBJETIVO 
DETERMINACIÓN DE LA PUREZA DE LA CQ-M-EPCA' POR HPLC 

n.B REACTIVOS y MATERIAL 

II.B.l REACTIVOS 

Molécula CQ-M-EPCA' 
Precursor ENROFLOXACINA* 
Precursor 7-ACA* 
Buffer de fosfatos de amonio di básico I'H 3.5 HPLC, 0.04 M HPLC 
Buffer de fosfatos de amonio dibdsico pH 10.0,0.04 M I-lPLC 
Ácido acético glacial R.A 
Agua HPLC 
Acetonitrilo HPLC 
Metanol HPLC 

II.B.2 MATERIAL 

6 Motraz volumétrico 100 mi 
6 Motraz volumétrico 25 mi 
6 Pipeta volumétrica 1 mi 
6 Pipeta volumétrica de 4 mi 
6 Jeringas de 10 mi 
2 Probetas de 100 mi 
3 Filtros para jeringa Nylon Acrodisc, 0.45 um, 25 m"1 
1 Colum-na uBondapak C18 125 A 10 um, 3.9 x 150 mm 

Contenl\!o: Dimethyloctadecylsilyl bonded amorphous silica-<1cctonitrilo-<1gua 
10 Viales de 2 mi 

II.e EQUIPO 

Cromatografo de líquidos de alta resolución (HPLCl, Morca Hewlett Packard, Serie 1050. 
'tspectofotómetro marca Varian, modelo Cary lE UV-Visible 
Potenciómetro marca Bekman 
Balanza analítica marca Sartorios 

* Sintetizados en Laboratorios Aranda, S.A. de C.V. 
1 Patente Internacional Patent Bélgica. 
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CAPITULO U 

U-D PROCEDIMIENTO 

II-D.1 CONDICIONES PARA HPLC 

1.A BOMBA 
Fase móvil: Buffer de fosfato de amonio pH 3.5,0.04 M IMetanol 
Gradiente: 65"!.-35"!. 
Flujo: 1 mI/mi n 
Presión: 90 bar 
Tiempo: 10 minutos 

1.B INYECTOR 
Vol. inyección: 20 ul 
Tiempo: 10 minutos 

1.C DETECTOR 
Longitud de onda: 280 nm 
Tiempo: 10 minutos 

1.DINTEGRADOR 
ZERO=O 
ATT2=8 
CHTSP= 0.5 
AR REJ = 100000 
THRSH=7 
PKWD = 0.04 
TIME OINTG 8 

U-D.2 CONDICIONES DEL ESPECTROFOTOMETRO 

Lampara: UV-VISIBLE 
Modo: Nanometros 
Inicio: 800.00 nm 
Terminó: 200.00 nm 
Tipo de pico: Picos 
Threshold: 0.0200 

23 
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II-D.3 MÉTODO PARA HPLC y U.V. 

PREPARACIÓN DE LA MOLÉaJLA CQ-M-EPCA PARA DETERMINACIÓN DE UV y HPLC 

Pesar exactamente 100 mg de CQ-M-EPCA, adicionar a un matraz volumétrico de 100 mi y 
disolver con 4ml de buffer de fosfato de amonio di básico 0.04 M pH 10.0, aforar con una mezcla de 
agua/acetonitrilo 1:1. 
Tomar una alícuota de 1 mi y adicionar a un segundo matraz volumétrico y aforar a 25 mi con una mezcla de 
metano l/buffer de fosfato de amonio di básico pH 3.5, 0.04 M 1:1, para tener una concentración final de 
0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA. 

U.V. 
Tomar 2 mi de la solución final y determinar ell"!rfil espectral, longitud de onda y absorbancia 
máxima. 
La determinación seré por triplicado y de cada una'se correré el espectro una vez. 

HPLC. 
Filtrar 1 mi de solución final y adidonar a un vial. 
Inyectar. 
Determinar: área y tiempo de retención 
La determinación seré por duplicado y de cada una se inyectaJ'<Í 3 veces 

PREPARACION DEL PREaJRSOR ENROFLOXACINA PARA DETERMINACION DEL UV y HPLC 

Pesar exactamente 100 mg de Enrafloxacina, adicionar a un matraz volumétrico de 100 mi 
aforar con una mezcla de agua/acetonitrilo 1:1. 
Tomar una alícuota de 1 mi y adicionar a un segundo matraz volumétrico y aforar a 25 mi con una mezcla de 
metano l/buffer de fosfato de amonio dibásico pH 3.5,0,04 M 1:1, para tener una concentroción'final de 
0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA. 

"", 
u.v. 
Tomar 2 mi de la solución final y determinar el perfil espectral, longitud de onda y absorbancia 
máxima. 
La determinación seré por triplicado y de cada una se correré el espectro una vez. 

HPLC. 
Filtrar 1 mi de solución final y adicionar a un vial. 
Inyectar. 
Determioor área y tiempo de retención. 
La determinación seré por triplicado y de cada una se inyectaré una vez. 

PREPARACION DEL PREaJRSOR 7-ACA PARA DETERMINACION DEL UV y HPLC 

Pesar exactamente 100 mg de 7-ACA, adicio~ a un matraz volumétrico de 100 mi para disolver 
la molécula con 4ml de buffer de fosfato de amonio di básico 0.04 M pH 10.0 , aforar con una mezcla de 
agua/acetonitrilo 1:1. 
Tomar una alícuota de 1 mi y adicionarla a un segundo It1"troz volumétrico y aforar a 25 mi con una mezcla 
de metano l/buffer de fosfato de amonio di básico pH 3.5, 0.04 M 1:1, para tener una concentración final de 
0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA. 
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U.V. 
Tomar 2 mi de la solución finol. 
Determinor·. el perfil espectral, longitud de onda yabsorbancia máxima. 
La determinoción será por triplicado y de cada uno se correrá el espectro una vez. 

HPLC. 
Filtrar 1 mi de solución final y adicionar a un vial. 
Inyectar. 
Determinar: área y tiempo de retención. 
La determinación será por triplicado y de cada una se inyectará uno vez. 

25 

De acuerdo a los tiempos de retención en la CQ-M-EPCA comparado con los tiempos de retención 
de los precursores, se determinará la pureza de la CQ-M-EPCA, en base a la materia no reaccionante de 
síntesis. 
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II-E RESULTADOS 

E.A AREA BAJO LA CURVA (HPU-") 

PRECURSORES 

ANEXO n-E.AI ENlOR.OXACINA 

I CORRII>A A.B.C. T,R, I I 

8 24180096 3.583 

9 24088160 3.585 

10 24067ge4 3.525 

MEDIA 24112080 ;U~636 

DESVIACION eSTAf\I>AR 50.981.663 0.1032 

COEFICIENTE VARIACIÓN 0.2U4· 2.6986 

ANEXO II-E.Al 7 AC" 

I CORRIDA Aac. T." I 

14 3508134 1.867 

1. 3064646 1.867 

lO 3630392 1.885 . 

MEDIA 356n;~4 1.873 : 

DESVIACION eSTAr-DAR 61.186.494 0.0103 
OOEFlaENTE VARIACIÓN 1.7250 0.5548 

MOLECUl.A 

ANEXO II-E.Al 

I CQ·M-EPCA ENROFLOXACINA 

I CORRIDA A.8.C. T." A.B.C. T." 

2 15290976 5.141 872943 3.200 , 1!558US92 4.877 888938 3.060 

4 153306n 4.846 850235 3.028 

• 15332616 4.840 860276 3.112 

O 1556!5000 4.946 81M4!5 3.041 

7 15188632 4.743 n1221 3.028 

MEDIA 1538Z71!5 4.8986 843176.17 3.0781 

DESIJIACrON ESTA~AR 159269.29 0.13"576 43.055.313 0.06733 

aJEFICIENTE VARIACIÓN 1.03!S3781 2.7671 5.1063 2.18 
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II.E RESULTADOS 

E.B LONGITUl DE ONDA (..,,) Y ABSORBANCIA 

fREO peOREs 

ANEXO II-E.B1 

I Espectros .... At. . I 
1 278.33 3.4506 

2 278.33 3.4506 

3 278.33 3.4506 
.~ 278.33 3.4506 

1lIE$Yl.IiClON UT ... ~ O O 

COfFlCll!NTt YMlL'GUJN O O 

ANEXO II-E.B2 TACA 

I Espectros .... At. . I 
1 265.54 1.4939 

2 265.54 1.4939 

3 265.54 1.4939 
.~ 265.54 1.4939 

IlIEIWlIIClON U.TA'lW. O O 
COfFll:lfNTt YI'lW'CION O O 

MOLElU..A 

ANEXO II-E.B3 eQ-M-E1'CA 

I Espectros .... At. I 
278.33 2.8294 

2 278.33 2.8294 
3 278.33 2.8294 

.~ 278.33 2.6294 
rxaVLCWN UT_ O O 

COfFlrllNT'E VAIIlIClÓN O O 
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II-F CALCULOS. 

II-F.1 FORMl.US 

a. Para dctcminar el" de i~za; 

b. Paro. ddcrtnlnor la Ptrc.za de la CQ-M-EPCA: 

I~ PurezJ:: CQ-M-EPCA 100);, Teórico - );, Impn'!ZJ :=J 

Donde: 

R" :: A.B.C. cid s1d. 

Ru;; A.B.C. de la imp.!1'UJ la la mues11'o. 

es:: Concmtrocién cid s1d. 01 mglml 

Cu :: Concartraci 6n de la mfra. en mglml 

0,1 Dctel"lTlinoción del "de bnpuNZG: 

);,IMPUREZA:: [( 843176.17/24112080) (0.04 M6/MoL 10.04 MG/tAL) ] 100:: 

% IMPUREZA ENROFLOXAaNA :: 3.49 

b.l Deturninacián de lo PuNza, de la ~-M-EPCA: 

'X. PUREZA CQ-M-EPCA:: lOO';' CQ-M-EPCA. TEoruCO -);, IMPUREZA ENROfLOXACINA 

,." PUREZA CQ-M-EPCA: 100%- 3.49);,= 96.51 'X. 

Por lo tonto: 

Pl.REZA DE CQ-M-EPCA • 96.51 lIo 

LW'IA'EZA QUE CClRRES'<lN>E A IHIOFLOXACINA • 3.49 lIo 

28 
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II-G INTERPRETACION DE HPLCS y U.V. 

ANALISIS DE PUREZA DE PICOS: 

El objetivo del análisis realizado fue el de comprobar que el pico que se encuentra en el 
cromatograma ( Anexo II-EA3) se trata de un solo compuesto y que no presenta ningún tipo de compuesto 
precursor que se encuentra coeluidido con el pico de interés. 

U.V. 
Se realizo un corte espectral del pico de interés y se verifico por perfil espectral llegando a 

obtener una máxima absorbancia 278.33 nm (Anexo II-EB3), lo mismo fue realizado para los precursores, 
llegando a obtener una máxima. absorbancia para enrofloxacina de 278.33 nm(Anexo II-EBI) y para 7-ACA 
de 265.54 nm (Anexo II-E.B2) 

HPLC 
En los cromatogramas de CQ-M-EPCA el análisis se realizó al retenido a los 3.0781 mino área 

843176.17 y al pico que se presenta a 4.8988 mino área 15382715 (Anexo II-EA3), los tiempos de 
retención fueron comparados con los tiempos de retención de los precursores que corresponde para 
Enrofloxacina 3.5636 mino área 24112080 (Anexo II-E.AI) y 7- ACA 1.873 mino área 3567724.(Anexo 
II-E.A2) 

Por lo tanto: 
Deacuerdo a los tiempos de retención: 

En los cromatogramas de CQ-M-EPCA (Anexo II-EA) el primer pico con t.r. 3.0781 mino es el 
resultado de una impureza de síntesis materia no reaccionante que corresponde a enrofloxacina y el pico de 
interés se presenta a los 4.8988 mino el cual corresponde a CQ-M-EPCA. 

II-H CONCLUCIONES 

Durante el procedimiento de síntesis de CQ-corboxamidos la sal de trietilamina de 7-ACA 
reacciona totalmente, sin embar90 el cloruro de ácido de enrofloxacina no reacciona completamente todo, 
por lo tanto la impureza de CQ-M-EPCA se debe a la materia no reaccionante de enrofloxacina 

EN ESTE CASO SE PUEDE DAR UN DATO PRESUNTIVO CON RESPECTO AL PICO DE 
SUSTANCIA NO REACCIONANTE (ENROFLOXACINA) COMO EL 3.49% 
POR LO ANTERIOR SE PUEDE ESTABLECER QUE LA PUREZA PRESUNTIVA DEL COMPUESTO 
PRINCIPAL PODRIA SER DE APROXIMADAMENTE 96.511'. 
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CONTENIDO DE CQ-M-EPCA 

nI.A OBJETIVO 
DETERMINACION EN HPLC DEL CONTENIDO DE CQ-M-EPCA' AL lO'ro COMO SOLUCION 

INYECTABLE 
nI-B REACTIVOS Y MATERIAL 

B.I REACTIVOS 

Molécula CQ-M-EPCA* 
Procoína. HCI 
Hidroxido de sodio 
Buffer de fosfatos de amonio dibósico pH 3.5 HPLC, 0.04 M HPLC 
Buffer de fosfatos de amonio dibósico pH 10.0,0.04 M HPLC 
Acido acético glacial R.A 
Aguo HPLC 
Acetonitrilo HPLC 
Metanol HPLC 

B.2 MATERIAL 
(Ver II-B.2) 

nI-C EQUIPO 
(Ver II-C.2) 

In-D CONDIaONES DEL EQUIPO 
!II D.1 CONDICIONES PARA HPLC 
(Ver II-D.I) 
III-D.1 CONDICIONES PARA U.V. 
(Ver II-D.2) 

III-E PROCEDIMIENTO 

E.l PREPARAaON DE LA SOWaON INYECTABLE CQ-M-EPCA lOS 

o Formulo: 
Codo 100 mi contiene: 

: POLVO PARA RECONSTI11JIR 
CQ-M-EPCA* 

Enrofloxacina* 
PROCAINA. HCL 
Equivale 
PROCAINA BASE 

DILUENTE =:=J 
HIDROXIDO DE SODIO 
AGUA c.b.p. 

* Pureza CQ-M-EPCA = 96.51')1. = 9.651 9 
* Impureza Enrofloxacina = 3.49 % = 0.349 9 

CONTENIt>O 
9.651g 
0.349 9 

0.87g 

0.615 9 
100 mi 
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E.2 DETERMINACION DEL HPLC y U.V DE LA SOLUCION INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 
10'7. 

Tomar 1 mi de la SOLUCION INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 10%, adicionar a un matraz 
volumétrico de 100 mi .aforar con una mezcla de agualacetonitrilo 1:1. 
Tomar una alícuota de 1 mi y adicionar a un segundo matraz volumétrico, aforar a 25 mi con una mezcla de 
metano l/buffer de fosfato de amonio dibásico pH 3.5,0.04 M 1:1, para tener una concentración final de 
0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA. 

U.V. 
Tomar 2 mi de la solución final y determinar el perfil espectral, longitud de onda yabsorbancia 
móxima. 
La determinación seró por triplicado y de cada una se correró el espectra una vez. 

HPLC. 
Filtrar 1 mi de solución final y adicionar a un vial. 
Inyectar. 
La determinación seró por duplicado y de cada una se inyectoró 3 veces 

La determinación seró cualitativo y cuantitativo. 
Por lo tanto, para identificar los picos en el cromatograma de la SOLUCION INYECTABLE 

CQ-M-EPCA 10% se correró en paralelo enrofloxacina y procaína.base. 
Determinar: área, % de área y tiempo de retención 

E.3 PREPARACION DE ENROFLOXACINA PARA DETERMINACION DEL UV y HPLC 

Pesar exactamente 100 mg de Enrofloxacina, adicionar a un matraz volumétrico de 100 mi , 
aforar con una mezcla de agualacetonitrilo 1:1. 
Tomar una alícuota de 1 mi y adicionar a un segundo matraz volumétrico y aforar a 25 mi con una mezcla de 
metano l/buffer de fosfato de amonio dibásico pH 3.5,0.04 M 1:1, para tener una concentración final de 
0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA. 

U.V. 
Tomar 2 mi de la solución final y determinar el perfil espectral, longitud de onda y absorbancia 
móxima. 
La determinación seró por triplicado y de cada una se correró el espectro una vez. 

HPLC. 
Filtrar 1 mi de solución final y adicionar a un vial. 
Inyectar. 
Determinar área, % área y tiempo de retención. 
La determinación seró por triplicado y de cada una se inyectaró una vez. 
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E.4 PREPARACION DE PROCAlNA.BASE PARA DETERMINACION DEL UV y HPLC 

Pesar exactamente 100 mg de Procafna,HCL, adicionar a un matraz volumétrico de 100 mi , aforar 
con una mezcla de diluente de NaOH/acetonitrilo 1;1. 
Tomar una alfcuota de 1 mi y adicionarla a un segundo matraz volumétrico y aforar a 25 mi con una mezcla 
de metanol/buffer de fosfato d~.amonio di básico pH 3.5,0.04 M 1:1, para tener una concentración final de 
0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA. . " 

u.v. 
Tomar: 2 mi de la solución final. . 
Determinar: el perfil espectral, longitud de onda yabsorbancia máxima. 
La determinación seró por triplic"do y de cada una se correró el espectro una vez. 

HPLC. 
Filtrar 1 mi de solución final-~'adicionar a un vial. 
Inyectar. 
Determinar: área y tiempo de retención. 
La determinación seró por triplir.ado y de cada una se inyectaró una vez. 

o De acuerdo a los tiempos de retención de los picos en el cromatograma de la SOLUCION 
INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 10'-, comparados con los tiempos de retención de enrofloxacina y 
procafna.base ,se determinaró cualitativamente y cuantitativamente las picos del cromatograma 
de SOLUCION INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 10%. 
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m-F RESULTADOS 

F.A RESULTADOS HPLC 

TABLA ill-F.Al SOWaON INYECTABLE CQ-M-EPCA AL lO"" 

I 
PROCAINA. BASE ENROFLOXAaNA CQ-M-EPCA -

"" AREA -RUN 1--- T.R AREA "" AREA T.R. AREA "" AREA T.R. AREA -
18 2.190 1302146 6.75723 2.999 1595076 8.27733 4.664 16373192 84.96544 

19 2.203 1278231 6.77242 2.984 1416269 7.50378 4.598 16179576 85.72381 

20 2.195 1256218 6.49876 2.996 1476087 7.63620 4.6202 16597816 85.86506 

21 2.189 1288770 6.64782 2.968 1581320 8.15687 4.595 16516264 85.19533 

22 2.190 1281246 6.57731 2.923 1675025 8.59878 4.479 16523528 84.82394 

23 2.203 1329429 6.81827 2.941 1682248 8.62778 4.494 16486360 84.55395 

6 

MEDIA 2.195 1289340 6.6786 2.9685 1571004.2 8.1334 4.5750 16446123 85.1879 

DESVIACION ESTANbAR 0.0065421 24.727.717 0.2939 0.0308 106613.32 0.4792 0.0730 133338.74 0.5156 

COEFICIENTE DE VARIACION+I- ZY. 0.2980 1.9178 4.4017 1.038 6.7863 5.8928 1.5963 0.8107 0.6052 



F.A RESULTAOOS tflLC 

TABLA m·F.AZ PROC.<INA BASE 

I h-. PROCAINA.8A5E .... I AlEA ~ ...... 

I 

2< 

I 
2.1n 11911.U2 U"OO 

25 2.1B3 1I72!l2!l6 '00.00 
2. 2.195 1I98l!l20 '0000 , _ I 2'806 11872736 100.00 

~5>1~E5TU)"" Q.oo!)2664 132439.23 ° «>EfICW,/l'to(VORl~·I·llIo Q.Z.c.09 ll1 O 

m·F .AS ENlOFLOXACINA 

ENROFlOXACINA 
AUN T.' AREA ~""A I 

11 "." 24000688 '00 
12 3.'l6O 24399824 '00 

" .... , 2<0 ...... '00 , -, 3.'5526 24161723 100.00 

flE5>1JaCt.1CSTU>AA 0.0087372 I 206~.49 ° caenae.rrt flE YARl<aCN./-~ O.Ze9 O.""" ° 

F.8 RESULTADOS U.V. 

TJJII.A m-F.81 SOWCION INYECTABLE 
CQ-M-B'CA Al. 10 .. 

-, 
t:E5>1JaCt.1~ST_ 

~t:EV....vaCN""~ 

-tES\II<aCUE5T_ 

a:>eFUIlNTEt:EY~.,-2'Il 

-, 
~~EST_"" 

(X;JEflaeolT~O(V_JaCt.l.,_21' 

L ... , 
2 , , 

-279.00 
279.00 
279.00 

27900 

° ° 

TABLA m·F.8ZI'ROCAINA8ASE 

POOCAINA. BASE 

OJN -228.91 

"091 , 228.91 , 
228.91 

° ° 

TABLA m·F.B3 Et-IlOF1.OXACINA 

.......... , .... 
" ... 
3 .... 

" ... 
° O 

.......... 
4.44tll . ...." . .." 

4.-«~1 

° ° 

[".. ENROflOXACINA - ........... 
279.91 3.4006-
279.91 ""'" 

I 
228.91 3.4'!106 

O O 
O O 

,.. 



CAPITULO III 

III-G ANALISlS DE RESULTADOS 

G.A INTERPRETACION DE HPLC 'S 
CQ-M-EPCA AL 10% 
SOL INYECTABLE 

ANAUSIS DE PUREZA DE PICOS: 

35 

El objetivo del análisis realizado fue el de obtener el cromatograma de la SOLUCION 
INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 10% e identificar cada pico. 
(ANEXO Ill-F.A1) 

En el cromatograma se observan tres picos: (Anexo Ill-F.A1) 
El análisis se realizó al primer pico retenido a 2.195 mino área = 1289340 Y % área = 6.6786. 
El segundo pico con un tiempo de retención de 2.9685 mino área = 1571004.2 Y % área = 8.1334. 
Y al pico de interés con un tiempo de retención de 4.5750 mino área = 16446123 % área = 85.1879. 
(TABLA Ill-F.A1) 

Para identificar cada pico se inyecto bajo las mismas condiciones por separado: 
Procaina.base registrando un tiempo de retención 2.1856 minutos ( ANEXO Ill-F.A2) (TABLA Ill­
F.A2) 
Enrofloxacina registra un tiempo de retención de 3.5526 minutos (ANEXO ill-F.A3 ) 
(TABLA Ill-F.A3) 

Por lo tanto el primer pico corresponde a procaina.base con un tiempo de retención de 2.195 
minutos. 
El segundo pico corresponde a enrofloxacina (resultado de una impureza de sintesis materia no 
reaccionante) con un tiempo de retención de 2.9685 minutos. 
El pico de interés se presenta a los 4.5750 minutos. El cual corresponde a la CQ-M-EPCA 
(Anexo llI-F.A1) 
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6.B INTERPRETAaON DE IN 
CQ-M-EPCA AL 10'11. 
SOL. INYECTABLE 

CAPITULO In 
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Se realizó un corte espectrol de la sol. Iny. CQ-M-EPCA 10% y se verificó por perfil 
espectrolllegando a obtener una máxima absorbancia a 279.00 nm (Anexo III-F.Bl) (Tabla III­
F.Bl), lo mismo fue realizado poro procarna.base llegando a obtener una móx. abs de 229.91 nm 
(Anexo III-F.B2) (Tabla III-F.B2) 'f paro enrofloxacina de 278.91 nm (Anexo III-F.B3 Y Tabla III­
F.B3) 

III-H CONClUSIONES 

CQ-M-EPCA AL 1~ 
SOL. INYECTABLE 

COMPOSIaON 
CQ-M-EPCA 

ENROFLOXAaNA 
PROCAINA. BASE 

AREA '" 
85.1879 % 
8.1334 ~o 
6.6786 % 

PESO (6) EQUIVALE 
9.6516 
0.3496 
0.87G 

En este caso se podrra da,' un dato presuntivo con respecto al % áreo para: 
procarna.base con un 6.6786 % de área que equivale a 0.87G de la composición de la formula. 
Enrofloxacina con un 8.1334% % de área equivule a 0.349 G de la compoSición de la formula 
(impureza de la CQ). 

POR LO ANTERIOR SE PUEDE ESTABLECER QUE EL ~o DE AREA HPLC PRESUNTIVA DEL 
COMPUESTO PRINCIPAL CORRESPONDE AL 85.1879 % QUE REPRESENTA EL 100% de CQ-M­
EPCA EQUIVALE A 9.651 G DE LA COMPOSICIÓN DE LA FORMULA. 

I 



CAPITULO IV 

ESTABILIDAD DE CQ-M-EPCA1 

IV.A OBJETIVO 

DETERMINAR LA ESTABILIDAD DE LA CQ-M-EPCA' AL 10% COMO SOLUCION INYECTABLE 

IV-B REACTIVOS Y MATERIAL 

IV-B.! REACTIVOS 
(Ver II-B.!) 

IV-B.2 MATERIAL 

6 Matraz volumétrico lO mi 
6 Matraz volumétrico lOO mi 
6 Matraz volumétrico 25 mi 
6 Pipeta volumétrica 1 mi 
6 Pipeta volumétrica de 4 mi 
6 Jeringas de 10 mi 
2 Probetas de lOO mi 
3 Filtros para jeringa Nylon Acrodisc, 0.45 um, 25 mm 
1 Columna uBondapak CIB 125 A 10 um, 3.9 x 150 mm 

Contenido: Dimethyloctadecylsilyl bonded amorphous silica~cetonitrilo~guo 
10 Viales de 2 mi 
12 Frascos ambor con tapa y retapa. 

IV-C EQUIPO 

Cromatografo de líquidos de alta resolución (HPLC), Marca Hewlett Packard, Serie 
1050, detector de longitud de onda corta 

Espectofotómetro marca Varian, modelo Cory lE UV-Visible 
Potenciómetro marca Bekman 
Balanza analítica marca Sartorios 
Cámara fría 

IV- D. CONDlaONES DEL EQUIPO 

IV-D.! CONDICIONES PARA HPLC 
(Ver II-D.I) 

IV-D.2 CONDICIONES DEL ESPECTROFOTOMETRO 
(Ver II-D.2) 

37 



CAPITULO IV 
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IV-E PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE LA SOLUCION INYECTABLE 
CQ-M-EPCA 10'" . 

(Ver III-El) 
Preparar 6 muestras con polvo pora reconstituir y 6 con diluente. 
Reconstituir el polvo con el diluente y realizar a cada muestra las siguientes determinaciones a 
diferentes temperaturas y tiempos: 
3 Frascos de solución inyectable a 25°C. 
3 Frascos de solución inyectable a 4°C. 

IV- F DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD 

F. A PROCEDIMIENTO 
• Las determinaciones de estabilidad se harán por triplicado pora cada 
temperatura empleando el siguiente método de análisis. 

TIEMPO TEMPERATURA DETERMINAOONES 

Horas 25°C 4°C HPLC U.V pH APARIENCIA 
+/- 5°C +/- 2°C 

O 3 feos. .3 feos. • • • • 
24 • • • • - -
48 • • • • - -
72 • • • • - -
96 • • • • - -

- 3 Frascos pora 25 oC y 4°C, de los frascos pora la determinación del tiempo cero se 
tomara muestra poro I"s determinaciones de los otros tiempos. 

F.A1 DETERMINACION DEL HPLC, U. Vy APARIENCIA DE LA SOLUCION INYECTABLE 
CQ-M-EPCA AL 10% 

Tomar 1 mi de la SOLUOON INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 10%, adicionar a un matraz 
volumétrico de 100 mi ,aforar con una mezcla de agua/acetonitrilo 1:1. 
Tomar una alícuota de 1 mi y adicionar a un segundo matraz volumétrico, aforar a 25 mi con una mezcla de 
metano l/buffer de fosfato de amonio dibdsico pH 3.5,0.04 M 1:1, para tener una concentración final de 
0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA. 

Apariencia: 
Observar la solución inyectable. 
Determinar: apariencia, color, brillo y transparencia 
U.V. 
Tomar 2 mi de la solución final. 
Determinar: el perfil espectral, longitud de onda y absorbancia máxima. 
La determinación será por triplicado y de cada una se co,'rerá el espectra una vez. 
HPLC 
Filtrar 1 mi de solución final y adicionar a un vial. 
Inyectar. 
La determinación será por duplicado y de cada una se inyectard 3 veces 
Determinar: área, % de área 'f tiempo de retención. 

IV-F.A2 DETERMINACION DEL pH DE LA SOLUCION INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 10% 

pH 
T"!nc!r l(}ml de la solución inyectable y adicionarlos en un vaso de precipitado de 50 mi 

y deteéminclf.el pH de la solución':biyect'able CQ-MEPCA 



CAPITVLO IV 

IV-6 Rr:suL T ADOS 

IV-5.A ESTABILIOAD A 4°C +/- 2°C B 
ANEXO 

ANEXO 

ANEXO 

,"",,O 

""",,O 

VER. TABLA IV-5.A 

IV-6.A·H'LCl 
I!;UN ¡TIEMPOI PROCAINA.8ÁSE 

T.R. I ....A I ~ ..... ENOOFI.OXACINA 
r.lt 1 ....A I ~"'A 

.fg-M-EPCA 
T.R.. I AREA I 'JI. AREA 

1 O 1.940 974788 6.98869 ,,!lO 11762~ &43310 \5.872 11797040 64.57821 
2 O 1.939 9943\51 8.40943 3.140 1173167 8.40943 .... 11783096 6U6291 
3 O 1.930 9931\52 7.14030 3.109 1127949 8.10943 ."" 11789000 84.n!027 _u LO,. 987430 7.0~4 J.lJJ 11\59124 8.31732 \5.831 11789378 804.09713 

t>f5VI"'IONE.5'_" O~22 187430.33 0.011041184 0.02137 27.042,484 0.1804266 Q,Q!I020 7073,4946 0.146112 

roe'IECI"'" or O.2~2 lU0-4 L1S7! 0.6823 2.3330 2.1692 0.8610 O ..... 0.17041 
V .. ¡..:ICt>HoI_U 

IV-6.A-1-PLt'2 
'UN ITlEMPO¡-- ,QOCAINA.8ASe ENROFLOXACINA CQ-M-EPCA 

r--T:i:" ARE... ,.,AQEJ. T.R~ -1 AAEA::L'AoAItEA r.~A!L ITAREiJ 
24 3.323 31291\57 14.9Z~ J.9~ 1~39 8.46876 !!.I39 160610!16 76.60618 

~ 
•• u 

24 J.060 3296781 1!l.5~11 J.nz 1912271 8!l39BO 4.848 16112432 ~92\512 
_.- 3.192 3212969 1\5.2301 J.87. 17939O!:i 8!X).428 •. 99.--160867«" 76.26!)66!f 

~m_ 0.1"97 11"28.07 0 .• 313. 0.1.35-4 2M73.<t<f6 O.!!O232 0.20!176 36.328.318 0..81'8 
cQtHKIlNTf or '.8261 3.6890 2.8322 3.70!!3 1.4478 0.'906 4.12030 0.22'8 0.631. 
V"¡ACJ(»N' n 

IV-&.A_If'LCJ 
'UN ¡TIEMPO) PROCAINÁ.8ÁSE ENROFLOX.f.CD.IA. CQ-M-EPCÁ 

T.~. I AREÁ I "" ÁReÁ T.~. t ~ I =~~~t=~;=~.~.~~A~~~~A~~~. ~I ""AREÁ 
48 2.328 1244m 7.'J.t98 3.31' 28811'2 17.44'P.! '.!IOI 12389368 7!i.01980 
48 2.396 1242726 7.26133 1281 2918062 17.0!i043 '.179 12~3!512 7!i.6882~ 

48 2.1.' 1186000 6.78209 1163 ~73 1.7«.382 4.830 132'1360 7!I.n411 
2.290 1224390 7.1928 3.2'3 29.9929 17.3133 '.170 1286-4746 7!l.49387 

tlEMooClCNts"'NW 0.12981 33.214.188 0.3810 OD79n 72.7.3.8J.t 0.22767 0.3~ 43m7.92 0.41323 
aJe"1tOINn OE '.6688 2.7121 '.2982 Ll090 2.46!:19 LJI!50 6 .• 911 3.<t030 0.,",,73 
v."l.oo:I<:»W·n 

IV-5.Á-ff'LC" 
'UN 

"l:~IA 

tlEM.lCV<ESI".","" 

~ .. 
v..,...:Ja.H,!·n 

IV-6.Á-If'LC!!I 
'UN 

oou 
tlEM.lClCNtsl".","" 

COEFI>CIINTlON 

v"I.lCIO-»/_ .... 

T1EM1'01 PRQCAINÁ.8ÁSE ENAOfLOXA.CD4A. ~-M-EPCÁ 

I T.R. I AOEA j ""ÁReÁ T.R.=t=NlEÁ j ~""A T.R. A .... I ""AREÁ 
72 '.359 1193783 6.69249 1!':i26 3830904 2147649 6.021 12'87328 70.0660' 
72 '.390 1223066 6.m23 146!':i 3996638 21.'''36 '.881 131388!!16 ,." ... 
72 2.416 1331437 6.!l6201 "'" .!i61091 22.47941 0.00" 14162944 69.80227 

---2.388 1249.28 6.616!i7 3.4'8 412~. 2LB3!5753 '.802 13296376 -70.4O!i96 
0.028'3 72!!14.816 0.067808 0.07071 182807.18 O!!!l867 0.26684 799!131.6!i 0.""169 

1.1951 M038 1.02.8 2.Q.4!1O 9.2699 2-"8!i 4.59916 6.0131 0.7693 

¡TIEMPO! PROCAINA..8ÁSE - - - -I-~XACINA --r----CQ_M_EPCÁ 

.~Á "" AREÁ T.R. ÁREÁ I "" AREÁ i T.R. I ÁREÁ I "" AAEA T.R. 1.0 
96 1.9!l!l 1012'48 7.0P.!10 3.300 322!!16J.t 22-'3886 6.297 9968806 69.6!i629 
96 1.949 991976 7.02284 3.25!':i 3273413 23.17462 6.200 98!i9603 69.802'3 
96 1.9'56 975488 6.92887 1170 324m8 2a0403!5 '.932 98593~ 70.03078 

1.953 993337 7.0089 3.241 3247601 22.9179. 6.143 9895921 69.8298 
3.80788 18.!!I67.<f67 0.07409 0.06602 24.120.293 0.40742 1.t89O!l 63.120.38. 0.18873 
0.1949 1.1892 1.0!l72 2.0371 0.7.27 t.TTT7 10n6 0.6378 0.2702 
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IVwG RESULTADOS 

IVw&.A ESTABIUbAb" .oC·+-'_2-C I B 
VER TABLA IV-&.A 

A/'.EXO IV-6-.A-UVI 

[ilEMPó[ - LOI\I6ITVD DE ONDA 

L-n~. ___ --'MA=XIMA"'O;);( ""rwn) ABSORBANCIA 
O 279.00 3.1t64 
O 279.00 3.1t64 
O 2¡ -

-~ 
~ 

IIE~ .. ". 

AI'EXO IV-6.A-UV2 

o 
O 

O 
O 

¡TlEMJ>Oj LONGITUD DE ONDA 
, IM.'XJ.JM (.!!!0 ABSORBANCIA 

24 2'18.86 3.:4~~ .. 278.86 " ... .. 278.86 " ... _,. '7ll" 3.1 ... 
~ .... "Ja-lUTIt_ O O 
~~ O O 

úlY ... IAo:lCH·,·n. 

AN:XO IV-G.A-UV3 ¡mMPbj- 1.0N6!TUD DE ONDA 
MA'XJ.JM (rwn) ABSOR.BA.NCIA 

48 278.33 1~1 .. ,7ll33 30"47 .. 218.33 '''''' _,. 278..33 3.~7 
!>'!,..., .... ,""'u,_"" O O 
COI!/'lae-ne O O 
t>fVA01ACDI·¡.n 

AN:XO IV-6-.A-UV4 
'UN [TIEMPO I LONGITUD DE ONDA 

LL,,_L. ___ -'M"A"'XlN.~A (M'I) ABSOR.BA.NCIA 
72 219.00 2.9100 
72 279.00 2.9100 
12 279.00 2.9100 _,. 

!:eMACJ(r<elT_N> 

<X>B'1G18<1l! 

OfV-'.OI"1"l""·j·l .. 

279.00 2.9700 
O 
O 

O 
O 

'UN [TlEMPOI LON6ITUD DE ONDA 

L. "'.~. --_-'MA'""~J rm) ABSORBANCIA 
".u269 

92 278.33 3.0269 
92 278.33 3.0269 

"mI. 278.33 3.0269 
I>lSOo'fAl:lCNtsT_ O O 

-~ O O 
t>f".uolM:!<N,j·n 

o 
VER TABLA IV-5.A 

~,. 

_,. 

_,. 

_,. 

_,. 

NO. I TIEMPO .... l_," - ..J 
o 10.41 
O 10.47 
O 10.47 

10.47 

NO. 1 TIEMPO iiis.·I--p~ 
24 9.97 
24 9.97 

3 24 9.97 

NO. , 
2 
3 

NO. , 

NO. , 
2 

--- --------m 

1 TIEMPO HRS::;Lp!:l~ 
48 9.4' 
48 9.4' 
48 9.4' 

,." 

1 TIEAU'O HRS. p~ 
12 9.m 
72 9." 
72 ~1' ----------¡m 

ImMPO .-s. I pJ'LJ 
96 9.42 
96 9.42 
96 9.42 

-- 9.42 

., 



TABLA IY· G.A 

PRU~BM! D~ ~TABrUDAD 

T~MP~RATURA: 4-°C +/- 2°C 

CAPITULO IY 

______ 1- CQ-M-~PCA 
~ Al 10% ~Ol rNY~CTABl~ 

TI~MPO u. v. I-IPLC % AR[A 
I-IOR~ 11m Abs. PROCAltJA. B~~ I nIRO~LOXACINA I CQ-M-~PCA 

o 279.00 3.IB54- 7.Ol?55 l?3In l?4-.5971 

24- 27l?l?B 3.I4-BB 15.2301 l?504-2 7B.2B5B 

4-l? 27l?33 3.054-7 7.192l? 17.3133 75.4-93l? 

72 279.00 2.9700 MIB5 2t.l?357 70.4-059 

9B 27l?33 3.02B9 7.00l?9 22.9179 B9.l?29l? 

41 

~I-I APARI~NCIA 

10.4-7 l:0l. BRILLANH. COLOR AMARILLO 

9.97 l:0l. lIG~RAM~NH TURBIA 
COLOR AMARILLO AMBAR 

9.4-5 l:0l. TURBIA, COLOR AMARILLO 
AMBAR. 

9.15 l:0l. TURBIA, COLOR AMARILLO 
AMBAR. 

9.4-2 l:Ol. TURBIA, COLOR AMARILLO 
AfABAR. 



42 -1 
CAPITlII.O IV 

IV-6 RESULTADOS 

IV-6.S ESTABIUDAD A 2~·C +/-5·C B 
veA T AfILA IV -6.8 

ANEXO IV-6.B-H'LCl 
RUN ~MPO PAOCAINA.BÁSE ENROFLOXACDoIA t:q-M-El'CA 

T.R.. ..... ~ ..... T.R. ..... U". T.R. .... '" AIU:A 
O lO" 974788 6.98869 "!lO 11762!56 8.43310 !:!.B72 11797040 84"'7B21 
O lOJ9 1173167 8.40943 3.140 1173167 8.40943 5.846 11783096 84.46291 

3 O lO30 993152 7.1.4030 3.109 11279"9 8.10943 ,.= 11788000 84.7!Kl27 
lO36 987430 7.0~ 3.133 11"9124 a31732 15.831 11789378 84!!9713 

WV''''''O><EST''''''''' O.~22 187430.33 0.0941184 O.ozI37 27.042.484 0.1804266 O.~20 1073.49-46 0.146112 
O.28!!2 lUO<t 1.1871 0.6823 2.3330 2.1692 0.8610 0.01599 0.17041 

ANEXO lV-6.B-~LC2 

RUN ~ PROCAINA.BASE ENIIOFLOXACINA CQ-M-EPCA 
T.it I ..... ~ ..... TJt J .". I ~ ..... T.lt ...... 1 '" AREA 

24 2.416 1191115 '....,7 J.ZJ!:I -.. , 19.e78Zi 4.946 13343344 73.~!571 

" 2.3n 118132:3 6.58600 3.273 3!576712: 19.94~4 !5.246 1317B8!56 73.47347 
2.396 1186219 6.!57603 J.2!!" 389"" 19.90937 8.096 13261100 73.!H4!)9 

oaI:t.o:lot<O$t ........ o.OZ7!)86 6923.9896 0.01409 O.OZ687 20.708.329 0.0440739 0.21213 116J1MS 0.05815 
1.1~13 0.5S37 O.2J.U 0.S257 0!i766 0.2213 .. .1627 o,ano 0.0791 

... i.oa:"""",·n 

ANEXO IY-&.B-If'LC3 
'UN ",O PROCAINA.8ASE ENAOFLOXACINA ~.IA-EPCA 

TR. ..... ,,"AREA Tollo ..... ..... T.A . .". UlIE' .. 2.296 1128299 7.24038 1"01 39n421 25.~23"1 ~.822 1047770" 67,23619 
2 .. 2.312 1~26756 6.SS306 3."4~ ~66940S 25.~5933 M28 14985208 67.~763 

"S 2.293 1048900 6,94178 3.3!)2 3745792 Z4.79021 ~7J8 10~152n 68.26800 
----l.3003 lZJ4~1.7 70?174 3.399 .... 64207 . 25.29099 ~829-- 11926061 6i6S7273 

o"".üo:¡*",~, .. ~,,,·, 0.0102144 2~.92 0.19161 <>.04682 lOOOl40.!5 0.43404 0.(19521 2~50!)43.3 0!i2798 
<OOIotkl_oo 0._ 20.7399 z.nas 1.3687 n~23!'i 1.7162 1.6334 22..2248 0.7800 

ANEXO IY-&.8-1f't.C4 
'UN m",o PROCAlNA.8A5e """"LOXACINA C'Q-M-EPCA "A~ T.A. ..... ~ .... T.A. ..... ~ .... T.A. .RE' 

1 72 2 . .439 964678 15.96893 1399 4516141 27.943!i4 15.4153 10680840 M087!52 
2 72 2!i17 1012615~ 5.9"3157 3.498 15012163 29.41790 ~.319 11012992 64.63856 
3 72 2.499 112736" 6.56811 >236 ~250387 3O!i8918 4.786 10786 .... 8 62.8427¡ 

2.4" 1.034.899 6.16020 1378 4926230.3 29.31687 .186 1082670 64.5229; 
OUV, .. W,o;EST_ 0,0408411 83!i92,9 .... 0.35348!5 0.13229 374589.93 1.32571 0,35282 169705.72 1,621548 

-~- "'" 8.0n4 15.7382 3.9164 7.6039 4.15220 6.8035 0.6379 2!i192 
~ .. ,,,,,...-,,",,, 

'NEXO ·6.A-If't.C!5 
RUN 

L-I T.A. .". ~ ..... T.A • ..... 'AREA l~ ~"AAEA 
96 2.045 876006 8.32010 3.454 3315734 31.49208 .... 6337050 60.18784 
96 1.970 762526 7.041158 1333 ,,.,,,,,,, 31189841 6.370 6720416 62.06000 

3 96 1.972 7!i8174 7.08096 3.343 33330415 30.99706 ."0 666151515 61.95200_ .,. ,- 798902 7.47088 1376 33311579 31.12918 .", 61573007 61.J939 
O<S\'I.OCI.,.. ..... _ 

0.04Z743 66.809.469 0.73!)46 0.067163 15.165.237 0.31812" 0.~2777 2064153.22 1.0511 
"""'la ... ,.. .. 2.14215 8.3626 9.84"3 1.9894 0,4551 1.0219 0.8240 3.1409 1.7U8 
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TABLA IV-G.B 

PRU[B~ D[ ~TABIUDAD 
T[MP[RATURA: 25C +/- 5°C 

CAPITULO IV 

CQ-M-[PCA 
AL 10% ~OLUCIOtJ ItJY[CT ABLf 

'---

I TI~MPO U. V. J./PLC % AR~ d CQ-'HPCA 
J./ORM: nln Ab~. PROCAltJA. BA% ftJRorLOXACIIJA CQ·M·~PCA fqulv~l. 

o 279.00 3.IB54 7.0'i?55 'i?3In 'i?4.5971 too % 

24 27'i?'i?B 3.0702 B.57BO 19.9093 73.5145 'i?B.'i?9 % 

4'i? 27'i?33 2.9'i?75 7.0217 25.2909 B7.B'i?72 'i?0.00% 

72 2'i?0.00 2.9599 B.IB02 29.3IB'i? B4.5229 7B.27 % 

9B 2'i?0.00 3.0593 7.470'i? 31.1291 BI.3999 72.57% 
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~J./ APARI~NCIA 

10.4.7 gOL. BRILLA!JT~. COLOR AMARILLO 

9.'i?1 ~OL. UC~RAM~!JT~ TURBIA 
COLOR AMARILLO AMBAR 

9.05 gOL. TURBIA, COLOR AMARILLO 
AMBAR. 

9.45 gOL. TURBIA, COLOR AMARILLO 
AMBAR. 

9.Z0 gOL. TURBIA, COLOR AMARILLO 
AMBAR. 



4°C +/_2°C 4°C +/_2°C 
pH AREA(HPLC) 

10,2 
100 

10 ~ 80 
-. .. 9,8 --~ 

::l 60 
9,6 

\ 
A. 
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IV-H ANAUSIS bE RESULTADOS 

El objetivo del análisis realizado fue el de saber cual es el comportamiento de la 
Solución Inyectable CQ-M-EPCA 10'0 a 4°C +/- 2°C (Tabla IV-G.A) y a 25° C +/_5° C 
(tabla IV-G.B) durante una semana. 

Las pruebas de estabilidad realizadas fueron: 
U.v. 
HPLC 
pH 
Apariencia 

El análisis de la CQ-M-EPCA 10'0 fue realizado en un cromatágrafo de líquidos de 
alta resolución con detector de arreglo de diodos 991 con 512 diodos y de longitud de 
onda variable marca Watters 

TEMPERATURA: 4° e +/- 2° e 

TIEMPO: o HORAS 

HPLC: (Anexos IV-G.A-HPLCI) 
En el cromatograma observamos tres picos corresponde: 
El primero a procaína.base con 7.0 'o área. 
El segundo a enrofloxacina con 8.3 'o área. 
El tercero a CQ-M-EPCA con 84.5 'o área. 
U.V. 
Por otra parte se realizo un corte espectral de la sol. Iny. CQ-M-EPCA 10'0 y se verifico 
por perfil espectral la máxima longitud de onda 278.86 y absorbancia 3.0702 (Anexos IV­
G.A-UVI). 
pH es de 10.47 (Anexo VI-G.A-PHI) 
La apariencia de la solución brillante, color amarillo. 

TIEMPO: 24 HORAS 

HPLC: (Anexos IV-G.A-HPLC2) 
En el cromatograma obserwmos tres picos corresponde: 
El primero a procaína.base con 15.2 'o área. 
El segundo a enrofloxacina con 8.5 'o área. 
El tercero a CQ-M-EPCA con 74.2 'o área. 
U.V. 
Por otra parte se realizo un corte espectral de la sol. Iny. CQ-M-EPCA 10'0 y se verificó 
por perfil espectral la máxima longitud de onda 278.86 y absorbancia 3.14 (Anexos IV-G.A­
UV2). 
pH es de 9.97 (Anexo VI-G.A-PH2) 

Apariencia de la solución brillante, color amarillo. 
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TIEMPO: 48 HR 

HPLC: (Anexos IV-G.A-HPLC3) 
En el cromatograma observamos tres picos corresponde: 
El primero a procaína.base con 7.1 ')'0 área. 
El segundo a enrofloxacina con 17.3 ')'0 área. 
El tercero a CQ-M-EPCA con 75.4 'Yo área. 
U.V. 
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Por otra parte se realizo un corte espectral de la sol. Iny. CQ-M-EPCA 1O'Yo y se verifico 
por perfil espectral la máxima longitud de onda 278.33 y absorbancia 3.05 (Anexos IV­
G.A-UV3). 
pH es de 9.45 (Anexo VI-G.A-PH3) 
La apariencia de la solución es tu"bia, color amarillo ámbar. 

TIEMPO: 72 HR 

HPLC: (Anexos IV-G.A-HPLC4) 
En el cromatograma observamos tres picos corresponde: 
El primero a procaína.base con 6.6 'ro área. 
El segundo a enrofloxacina con 21.8 ')'0 área. 
El tercero a CQ-M-EPCA con 70.4 '7. área. 
U.V. 
Por otra parte se realizo un corte espectral de la sol. Iny. CQ-M-EPCA lO')'. y se verifico 
por perfil espectral la máxima longitud de onda 279.00 y absorbancia 2.97 (Anexos IV­
G.A-UV4). 
pH es de 9.15 (Anexo IV-G.A-PH4) 
La apariencia de la solución es turbia, color amarillo ámbar. 

TIEMPO: 96 HR 

HPLC: (Anexos IV-G.A-HPLC5) 
En el cromatograma observamos tres picos corresponde: 
El primero a procaína.base con 7.0 ')'. área. 
El segundo a enrofloxacina con 22.9 7. área. 
El tercero a CQ-M-EPCA con 69.8 ')'. área. 
Por otra parte se realizo un corte espectral de la sol. Iny. CQ-M-EPCA 10'7. y se verifico 
por perfil espectral la máxima longitud de onda 279.00 y absorbancia 2.97 (Anexo IV-G.A­
UV5). 
pH es de 9.42 (Anexo IV-G.A-PH5) 
La apariencia de la solución es turbia, color amarillo ámbar. 
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TEMPERATURA: 25° e +/- 5° e 

TIEMPO: o HORAS 

HPLC: (Anexos IV-G.B-HPLCI) 
En el cromatograma observamos tres picos corresponde 
El primero a procaína.base con 7.0 lo área. 
El segundo a enrofloxacina con 8.3 lo área. 
El tercero a CQ-M-EPCA con 84.5 lo área. 
U.V. 
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Por otra parte se realizo un corte espectral de la sol. Iny. CQ-M-EPCA 10/0 y se verifico 
por perfil espectral la máxima longitud de onda 278.86 y absorbancia 3.0702 (Anexos IV­
G.B-UVI). 
pH es de 10.47 (Anexo IV-G.B -PHI) 
La apCIriencia de la solución brillante, color amarillo. 

TIEMPO: 24 HR 

HPLC: (Anexos IV-G.B-HPLC2) 
En el cromatograma observamos tres picos corresponde 
El primero a procaína.base con 6.5 lo área. 
El segundo a enrofloxacina con 19.9 lo área. 
El tercero a CQ-M-EPCA con 73.5 lo área. 
Por otra parte se realizo un corte espectral de la sol. Iny. CQ-M-EPCA 10/0 y se verifico 
por perfil espectral la máxima longitud de onda 278.86 y absorbancia 3.0702 (Anexos IV­
G.B-UV2). 
pH es de 9.81 (Anexo IV-G.B -PH2) 
La apCIriencia de la solución brillante, color amarillo. 

TIEMPO: 48 HR 

HPLC: (Anexos IV-G.B-HPLC3) 
En el cromatograma observamos tres picos corresponde 
El primero a procaína.base con 7.02 lo área. 
El segundo a enrofloxacina con 25.29 lo área. 
El tercero a CQ-M-EPCA con 67.68 lo área. 
Por otra parte se realizo un corte espectral de la sol. Iny. CQ-M-EPCA 10/0 y se verifico 
por perfil espectral la máxima longitud de onda 278.33 y absorbancia 2.9875 (Anexos IV­
G.B-UV3). 
pH es de 9.05 (Anexo IV-G.B -PH3) 
La apariencia de la solución es turbia, color amarillo ámbar. 
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pH es de 9.05 (Anexo IV-G.B -PH3) 
La apariencia de la solución es turbia, color amarillo ómbar. 

TIEMPO: 72 HR 

HPLC: (Anexos IV-G.B-HPLC4) 
En el cromatograma observamos tres picos corresponde 
El primero a procaína.base con 6.16 "o área. 
El segundo a enrofloxacina con 2'9.31 "o área. 
El tercero a CQ-M-EPCA con 64.!>2 "o área. 
U.V. 
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Por otra parte se realizo un corte espectral de la sol. Iny. CQ-M-EPCA 10"0 y se verifico 
por perfil espectral la máxima longitud de onda 280.00 y absorbancia 2.9599 (Anexos IV­
G.B-UV4). 
pH es de 9.45 (Anexo IV-G.B -PH4) 
La apCIriencia de la solución es turbia, color amarillo ámbar. 

TIEMPO: 96 HR 

HPLC: (Anexos IV-G.B-HPLC5) 
En el cromatograma observamos tres picos corresponde 
El primero a procaína.base con 7.00 "o área. 
El segundo a enrofloxacina con 31.12 "o área. 
El tercero a CQ-M-EPCA con 61.39 "o área. 
U.V. 
Por otra parte se realizo un corte espectral de la sol. Iny. CQ-M-EPCA 10"0 y se verifico 
por perfil espectral la máxima longitud de onda 280.00 y absorbancia 3.0593 (Anexos IV­
G.B-UV5). 
pH es de 9.20 (Anexo IV-G.B -PH5) 
La apCIriencia de la solución es 'turbia, color amarillo ámbar. 
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IV-I CONCLUSIONES: 

EST ABIUDAD DE CQ-M- EPCA 10% 
TEMPERATURA: 4° e +/- 2° e 

51 

De acuerdo a los resultados obtenidos en los cromatogramas obserwmos que el 70 
de área de la CQ-M-EPCA disminuye: 

Ver TABLA IV-G.A 
Ver GRAFICAS 
IV-LA-HPLC 
IV-LA-UV 
IV-LA-Ph 

Tiempo 
(HORAS) 

o 
24 
48 
72 
96 

ENROFLOXACINA 
QUINOLONA 

%AREA 
8.3173 
8.5042 
17.3133 
21.8357 
22.9179 

CQ-M-EPCA 
CEFAQUINOLONA 

%AREA 
84.5971 
76.2656 
75.4938 
70.4059 
69.8298 

RELACION 

10.17 
8.96 
4.36 
3.22 
3.04 

A la primera hora la concentración de la cefaquinolona es de 84.570 equiwle al 100')'0 
A las 96 horas la concentración de la cefaquinolona es de 69.870 equiwle 0182.5470 
Por lo tanto la concentración disminuye un 17.46 70 

Por otra parte obserwmos que la concentración de enrofloxacina aumenta. 
A I tiempo cero la concentración de la quinolona es de 8.3 'Yo equivale al 1 'Yo 
A las 96 horas la concentración de la quinolona es de 22.91 'Yo equiwle al 2.7"!0 
Por lo tanto la concentración de la quino lona a las 96 horas aumenta 1.7'Yo. 

Por otro lado el comportamiento de la procaína.base no se ve afectado por la disminución de 
la concentración de la cefaquinolona y el aumento de la quinolona . 
. EI 'Yo área de la procaína.base a la primera hora es de 7.0870 y a las 96 horas de 7.0070 

¿ A que se debe que la concentración de la cefaquinolona disminuya y aumenta la de 
enrofloxacina? 
A que la CQ se encuentra en un medio básico de NaOH, por lo cual la carboxamida de la 
CQ-M-EPCA empieza a hidrolizarse en condiciones básica, hasta una ácido carboxilico o su 
sal como productos respectivas. 

Por otra parte el perfil espectral de la CQ-M-EPCA al lO'Yo tiene una máxima absorbancia 
de 278.86 nm a la primera hora y a las 96 horas de 278.33 nm por lo cual el perfil 
espectral sigue siendo el mismo. 
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El pH de la solución a la primera hora y a las 96 horas continua en condiciones 
básicas. 
A la hora tiene un pH de 10.47, a las 96 horas el pH es de 9.42 

La apariencia de la sol. Iny. CQ-M-EPCA al lO'Yo el primer día tiene un aspecto 
brillante, color amarillo, a las 96 horas la apariencia de la solución es turbia de color 
amarillo ámbar (esto se debe a la hidrólisis de la carboxamida de la CQ) 

ESTABIUDAD DE CQ-M-EPCA 10% 
TEMPERATURA: 250 C +/- 50 C 

De acuerdo a los resultados obtenidos en los cromatogramas observamos que el 'Yo 
de área de la CQ-M-EPCA disminuye: 

Ver TABLA IV-6.B 
Ver GRAFICAS 
IV-LB-HPLC 
IV-I.B-UV 
IV-LB-pH 

Tiempo 
(HORAS) 

o 
24 
46 
72 
96 

ENROFLOXACINA 
QUINOLONA 

%AREA 
6.3173 

19.9093 
25.2909 
29.3166 
31.1291 

I 
CQ-M-EPCA RELACION 

CEFAQUINOLONA 
')'.AREA 
64.5971 10.17 
73.5145 3.69 
67.6672 2.67 
64.5229 2 .20 
61.3999 1.97 

A la primera hora la concentración de la cefaquinolona es de 84.5'Yo equivale allOO'Yo 
A las 96 horas la concentración de la cefaquinolona es de 61.39'Yo equivale al 72.57'Yo 
Por lo tanto la concentración disminuye un 27.42 'Yo 

Por otra parte observamos que la concentración de enrofloxacina oumenta. 
A la primera hora la concentración de la quinolona es de 8.3'Yo equivale 011 'Yo 
A las 96 horas la concentración de la quinolona es de 31.12'Yo equivale al 3.7'Yo 
Por lo tanto la concentración de la quinolona a las 96 horas aumenta un 2.7'Yo 

Por otro lado el comportamiento de la procaína.base no se ve afectado por la 
disminución de la concentración de la cefaquinolona y el aumento de la quinolona . 
. EI 'Yo área de la procaína.base '1 la primera hora es de 7.08'Yo y a las 96 horas de 7.47'Yo 
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¿ A que se debe que la concentración de la cefaquinolona disminuya y aumenta la de 
enrofloxacina? 

A que la CQ se encuentra en un medio básico de NaOH, por lo cual la carboxamida 
de la CQ-M-EPCA empieza a hidrolizarse en condiciones básica, hasta una ácido carboxilico 
o su sal como productos respectivos. 

Por otra parte el perfi I espectral de la CQ-M-EPCA al 10'0 tiene una máxima absorbancia 
de 278.86 nm a la primera hora y a las 96 horas de 280.00 nm por lo cual el perfil 
espectral sigue siendo el mismo. 

El pH de la solución a la primera hora y a las 96 horas continua en condiciones 
básicas. 
A la hora tiene un pH de 10.47, a las 96 horas el pH es de 9.20 

La apariencia de la sol. Iny. CQ-M-EPCA al 10'0 el primer día tiene un aspecto 
brillante, color amarillo, a las 96 horas la apariencia de la solución es turbia de color 
amarillo ámbar (esto se debe a la hidrólisis de la carboxamida de la CQ) 

IV-I.A CONCLUSIONES GENERALES: 

La solución inyectable CQ-M-EPCA 10'0 no es estable 
Por lo tanto esto confirma que el polvo debe de reconstituirse en el momento de la 
aplicación. 

4°C +/_2°C 
La concentración de la cefaquinolona disminuye 100'0 a 82.54'0 y aumenta la 

concentración en la quinolona de 1'0 02.7 
Por lo tanto en la cefaquinolona la disminución es de un 17.46'0 
y la quinolona aumenta un 1.7'0 

25°C+/- 5°C 
La concentración de la cefaquinolona disminuye 100'0 a 72.57 y aumenta la 

concentración en la quinolona de 1'0 a 3.7 
Por lo tanto en la cefaquinolona la disminución es de un 27.42'0 
y la quinolona aumenta un 2.7'0 

Por lo tanto es más estable a 4°C que a 25°C 

El pH de la solución a 4°C y a 25°C se mantiene estable 

El aspecto de la solución es el mismo a 4°C ya 25°C 
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PRUEBA DE SNApTI
"- KIT DE BETALACTAMICOS 

V-A OBJETIVO 

DETERMINAR RESIDUOS B-LACT AMICOS EN LECHE ENTERA ULTRA PASTEURIZADA 

V.B MATERIAL 

Leche entera ultrapasteurizada (marca no. 1) 1 L 
Leche entera ultrapasteurizada (marca no. 2) 1 L 

V-C EQUIPO 

(Ver dibujo de componentes V-C) 
Equipo de prueba de betalactámicos KIT-SNApTA

\ 

Equipo de 20 pruebas: cada equipo listo para el uso, contiene el dispositivo SNApTl", tubos de 
prueba y pipetas. 
Calentador de una unidad: 
Marca Multi-Block, código: 98-13183-00 

Nota: E equipo para la prueba de beta lactámicos actúa por fijación y receptores de enlace 
enzimático. 
Uso: El kit test SNAP ha sido validado para detectar las siguientes drogas en leche de bovino el 
cual tiene un 90'1'0 a 95'1'0 de confianza: penicilina G a 5ppb, amoxilina a 10 ppb, ampicilina a 10 
ppb, cefapirina a 8ppb y ceftiofur a 50 ppb. 
Referencia: IDEXX Laboratories, Inc. 

V-D INSTRUCCIONES DE USO DEL KIT _SNAp™ 

o CALENTAR LA MUESTRA Y EL KIT SNApTl" 
Tomar una muestra de la leche (459 ul +/-50ul) que llega hasta la línea de indicación de 
la pipeta; verter en el tubo y colocarlo en el dispositivo del calentador durante 5 minuto 
a 45°C +/ - 5°C. 

O VERTER LA MUESTRA Y ACTIVAR 
Agregar la muestra al dispositivo. 
Observar el trayecto de la muestra hClcia el círculo de la activación. 
Presionar completamente cuando el círculo de activación comienza a desaparecer. 

O LEER 
Incubar durante 4 minutos y tomar lectura. 
(ver cuadro de orientación V-D) 



DIBUJO V-C COMPONENTES 

Tubo de p~ueba 

Bolita de reactivo 

/ 
Pipeta 

= 

El calentador y las cavidades de inserción del calentador SNAP son indispensables 

J 
I - I 

o 
O 

--

h 

55 



INSTRUCCIONES DE USO 

1 CALENTAR LA MUESTRA Y EL KIT SNAP 

l· 2 VERTER LA MUESTRA Y ACTIVAR 

o 

o' 

LEER 

~. 
I , 

r l 

VER CUADRO DE ORIENT ACION 
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Dispositivo 
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V-D CUADRO DE ORIENT ACION 

Control Círculo de activación 
Cavidad de muestra 

Ventana de resultados Muestra 
Activador 

SIEMPRE SE DEBE LEER EN ESTA ORIENT ACION 

Lectura visual 
RESULTADO NEGATIVO 
La muestra es i 001 o más oscura ue el control 

o 

-
RESULTADO~SITIVO 

La muestra es menos oscura 

-
D 



V -E RESULTADOS 

RESULTADO NEGATIVO 
Lectura visual La muestra es más oscura que el control Leche entera ultrapasteurizada no. 1 

control r"'Tl ..... 
~ 

muestra -
.. RESULTADO POSITIVO 

La muestra es menos oscura que el control Leche entera ultrapasteurizada no. 2 

I 
control ~ ~ 

muestra D ~ 

V -F ANAUSIS DE RESULTADOS 

Leche entera ultrapasteurizada no. 1 
No tiene residuos B-Iactamicos o tiene una concentración no mayor de lo que detecta el Kit-SNAP 
La cual es apta para el consumo humano. 

Leche entera ultrapasteurizada no. 2 
Tiene residuos B-Iactamicos de algun antibiotico 

58 
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V-G CONCLUSIONES 

Deacuerdo a los resultados obtenidos: 

Se utilizará la leche entera ultrapasteurizada que no tiene residuos b-Iactámicos. 

En los siguientes capítulos se utilizará como blanco comparada con la CQ-M-EPCA que 
tiene un anillo B-Iactámico en su estructura molecular. 

Deacuardo a las Normas de Calidad no se permite la venta al público de leche entera 
pasterizada: libre de calostro, conservadores (tales como formaldehído, agua 
oxigenada, hipoclorito, cloraminas, dicromato de potasio), adulterantes (tales como 
harina, almidones, sacarosa, cloruros), neutralizantes, colorantes, ANTIBIÓTICOS 
(residuos B-Iactamicos) dragas, materias extrañas y sabores u olores objetables o 

extrañas 

• BOLSA NACIONAL AGROPECUARIA S.A. 
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DISTRIBUCIÓN DE CQ-M-EPCA POR TLC 

VI-A OBJmVO 
Determinar cualitativamente y semicuantitativamente la distribución de la CQ-M-EPCA 

en suero o grasa de la leche por TLC. '. 

VI-S MOLECULAS, MATERIA y EQUIPO 

10m! 

10 mi 
100 mi 

VI-B.! MOLÉCULAS 
CQ-M-EPCA 
Enrofloxacina 
7-ACA 

VI-B.2 MATERIAL Y EQUIPO 

Metanol 
cloroformo 
aguo destilada 

2 tabletas 
lL 

Renina (enzima protelítica) 
Leche entera ultrapasteurizáda 
Trietilamina 10 mi 

5 
20 
1 
1 

Pipetas 1 mi 
Tubos para centrifuga 
Diluente para reconstituir 

Polvo CQ-M-EPCA 10'70 

VI-C PROCEDIMIENTO 

1 Cámara para cromatografía 
1 Gradilla 

10 CromatoplaCQS de silica gel 60 f'54 
Lompara de u.v. 

1 Jeringa para inyección 
1 Centrifuga " 
1 Balanzo analítica 
9 Matraz volumétrico de 25 mi 

" 

VI-C.A PREPARACIÓN DE LOS ESTÁNDARES. 

ENROFLOXACINA. 
Pesar 50 mg disolver con unas gotas de TEA y aforar con agua destilada a 25 mi , 
concentración final de 2 mg/ml. 

7-ACA 
Pesar 50 mg disolver con unas gotllS de TEA y aforar con agua destilada a 25 mi , 
concentración final de 2 mg/ml. 

CQ-M-EPCA 
Pesar 50 mg disolver con unas gotas de TEA y aforar con agua destilada a 25 mi , 
concentroción final de 2 mg/ml. 

CQ-M-EPCA AL 10'70 (SOL. INY.) 
Reconstituir el polvo con el diluente, tomar una alícuota de 0.5 mi que equivale 050 mg Y aforar 
con agua destilada a 25 mi , concentración final de 2 mg/ml. 
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VI-C.B PREPARAaÓN DEL BlANCO 

COAGULACIÓN 
Leche cuajada: Disolver la enzima proteo lítica (1 tableta) en 10 mi de agua y adicionar la a un 
litro de leche (precipitación de las proteínas de la leche: caseína y lactoalbúmina) 
Tomar 10 mi de leche y centrifugar a 7 RPM /15 MIN 
Separar el suero de la grasa* 
El volumen total de suero se afora a 25 mi con agua destilada. 
El pH del suero 7.4 

VI-C.C PREPARAaÓN DE LAS MUESTRAS PARA DETERMINAaÓN EN SUERO 

CQ-M-EPCA 
ENROFLOXACINA 
7-ACA 

Adicionar 50 mg Y unas gotas de TEA a un tubo de centrífuga (el TEA disuelVé la 
muestra) y 10 mi de leche cuajada. 
Centrifugar a 7 RPM /15 MIN 
Separar el suero de la grasa* 
Determinar al suero residuos B-Iactamicos (ver método Capitulo V) 
El volumen total de suero se afora a 25 mi con agua destilada. 
Inyectar 5 ul 

CQ-M-EPCA AL 107. 
Tomar una alícuota de 0.5 mi que equivale a 50 mg adicionar a 10 mi de leche cuajada. 
Centrifugar a 7 RPM /15 MIN 
Separar el suero de la grasa* 
Determinar al suero residuos B-Iactamicos (ver método Capitulo V) 
El volumen total de suero se afora a 25 mi con agua destilada. 
Inyectar 5 ul. 

VI-C.D PREPARAaÓN DE LAS MUESTRAS PARA DETERMINAaÓN EN 6RASA 

CQ-M-EPCA AL 107. 
CQ-M-EPCA 
ENROFLOXACINA 
7-ACA 
* Adicionar a la grasa unas gotas de TEA para asegurarse de que el compuesto este disuelto 
completamente y 10 mi de agua destilada, para tener una solución de grasa reconstituida 
Inyectar 5 ul. 



CAPITULO VI 

VI-C.E PR8'ARAaÓN CÁMARA DE CROMATOGRAFIA 
FASE MÓVIL. 
Metano/Agua/Cloroformo 
6:3:1 
Saturar la cámara con vapores 10 minutos antes de correr la placa. 

VI-C.F PROCEDIMIENTO DE INYECaÓN MUES~ VS. ESTÁNDAR 
(SUERO) 

o PLACA 1 
O PLACA 2 
O PLACA 3 
O PLACA4 

SUERO / CQ-M-EPCAEST ANDA' / CQ-M-EPCAMlFoSTRA 
SUERO/CQ-M-EPCA lOJoesTANOA./CQ-M-EPCA10JON.UESTRA 
SUERO/ENROFLOXACINAESTANOA./ENROFLOXACINAMUESTRA 
SUERO/7-ACAESTANDAR /7-ACAMUESTRA 

62 

O PLACA 5 
SUERO/CQ-M-EPCAESTANDARlCQ-M-EPCAMUEST1WCQ-M-EPCA10JoesTANoA./CQ-M-EPCA10JON.uES 
TOA /ENROFLOXACINAESTANOA' /ENROFLOXACINAMUESTRA /7 -ACAESTANt>A' /7 -ACAMUESTRA 

VI-C.G PROCEDIMIENTO DE INYECaÓN MUESTRA VS. ESTÁNDAR 
(GRASA) 

O PLACA 1 
O PLACA 2 
O PLACA 3 
O PLACA 4 

GRASA/CQ-M-EPCAEHANt>A./CQ-M-EPCAMUESTRA 
GRASA/CQ-M-EPCA lO'YoesTANoAR /CQ-M-EPCAlO'YOMUEsTRA 
GRASA/ENROFl.OXACINAESTANDA./ENROFLOXACINAMUEsTRA 

GRASA/7 -ACAESTANOAR /7-ACAMUESTRA 

VI-C.H PROCEDIMIENTO DE INYECaÓN GRASA VS. SUERO 
(MUESTRA) 

O PLACA 1 
O PLACA 2 ........ 

GRASA/CQ-M-EPCA"UESTRA / SUERO CQ-M-EPCAMUESTRA 
GRASA/CQ-M-EPCA lO'Yo MUEsTRA / SUERO CQ-M-EPCA10'YON.UESTRA 

. .' 

Después del procedimiento de inyección estándar vS. muestra en suero, grasa y suero 
vs. grasa en muestra. 
Secar la placa 1 minuto a 100°C. 
Introducir la placa en la cámara, la fose móvi I deberá correr toda la distancia de la placa. 
Sacar la placa y secar 2 minutos a 100°C. 
Observar con la lampara de UV 

DeteMnlnor: Cualitativa y semicuantitativamente la distribución de la CQ-M-EPCA en suero y 
grasa. 
Rf y características e intensidad de la mancha 



CAPITULO VI 

VI-E RESULTADOS 

Donde: 

VI-E.A RESULTADOS DETECCIÓN DE RESIDUOS B LACTAMICOS EN SUERO. 

Suero-CQ-M-EPCA 
Suero-CQ-M-EPCA 10')'0 

Suero-Enrofloxacina 
Suero-7-ACA 

Positivo 
Positivo 
Negativo 
Positivo 

VI-E.B RESULTADOS EN TLC DE SUERO Y GRASA 

VI-E.BI CÁLCULOS 

DISTANCIA RECORRIDA POR UN COMPUESTO DESDE EL ORIGEN = DRco 
DISTANCIA RECORRIDA POR EL FRENTE DE LA FASE MÓVIL DR,,1o\ 

DR FM= 6.6 cm 

o MUESTRA VS. ESTÁNDAR 

PLACA 1 

PLACA 2 

PLACA 3 

PLACA 4 

(SUERO) 

SUERO/CQ-M-EPCAESTANDA. /CQ-M-EPCAMUES"" 
DRco SUERO= O cm Rf= O 
DRcoCQ-M-EPCAESTANDAR= 4.8 cm Rf= 0.72 
DRco CQ-M-EPCA MUES""= 4.7 cm Rf= 0.71 
Impureza Enrofloxacinaen..,ondor= 2.2 cm Rf= 0.33 

SUERO/CQ-M-EPCA 10')' .. sTANDA. /CQ-M-EPCAIO')'oMUEs"" 
DRco SUERO= O cm Rf= O 
DRco CQ-M-EPCA lO')' .. sTANDA.= 5.4 cm Rf= 0.81 
DRcoCQ-M-EPCA lO')'oMUEs",,= 5.2 cm Rf= 0.78 
Impureza Enrofloxacina en..,ondor = 2.2 cm Rf= 0.33 

SUERO/ENROFLOXACINAESTANDA./ENROFLOXACINAMUES"" 
DRco SUERO= O cm Rf= O 
DRcoENROFLOXACINAESTANDA.= 2.7 cm Rf= 0.40 
DRcoENROFLOXACINA MUESTRA= 2.7 cm Rf= 0.40 

SUERO/7 -ACAESTANDA• /7 -ACAMUES"" 
DRco SUERO= O cm 
DRco 7-ACAESTANDA.= 5.9 cm 
DRco 7 -ACA MUES""= 5.9 cm 

Rf= O 
Rf= 0.89 
Rf= 0.89 
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CAPIlULO VI 

MUESTRA VS. ESTÁNDAR 
(GRASA) 

PLACA 1 

PLACA 2 

PLACA 3 

PLACA 4 

GRASAICQ-M-EPCAESTANDAR ICQ-M-EPCAMUEsTRA 
DRco GRASA= O cm Rf= O 
DRco CQ-M-EPCAESTANOAR= 5.2 cm Rf= 0.78 
DRcoCQ-M-EPCA MUESTRA= 5.1 cm Rf= 0.77 
Impureza Enrofloxacinaen.",odor= 2.3 cln Rf; 0.34 

GRASAlCQ-M-EPCA lO':'oesTANDAR ICQ-M-EPCAlO':'<>N.UESTRA 
DRco GRASA= O cm Rf= O 
DRco CQ-M-EPCA lO':'oesTANDAR= 5.1 cm Rf= 0.77 
DRcoCQ-M-EPCA 10':'0 MUESTRA= 5.0 cm Rf= 0.75 
Impureza Enrofloxacina en"'~d~ = 2.3 cm Rf= 0.34 

GRASAlENROFLOXACINAESTANDAR/ENROFLOXACINAMUESTRA 
DRco GRASA = O cm Rf= O 
DRco ENROFLOXACINA ESTANDAR= 2.5 cm Rf= 0.37 
DRco ENROFLOXACINA MUESTRA= 2.7 cln Rf= 0.40 

GRASA/7 -ACAESTANDAR /7 -ACAMUESTRA 
DRco SUERO= O cm 
DRco 7-ACAESTANDAR= 5.4 cm 
DRco 7 -ACA MUESTRA= 5.3 cm . 

Rf= O 
Rf= 0.81 
Rf= 0.80 

I:l GRASA VS. SUERO 
(MUESTRA) 

PLACA 1 GRASA CQ-M-EPCAMUESTRA I SUERO CQ-M-EPCAMUESTRA 
DRco GRASA CQ-M-EPCAMUETSRA= 5.2 cm Rf= 0.78 
DRco SUERO CQ-M-EPCA MUESTRA= 5.1 cm Rf= 0.77 

PLACA 2 GRASAlCQ-M-EPCA 10':'0 MUESTRA I SUERO CQ-M-EPCAlO':'<>N.UESTRA 
DRco GRASA CQ-M-EPCA 10':'0 MUES,,", = 5.1 cm Rf= 0.77 
DRco SUERO CQ-M-EPCA 10':'0 MUESTRA= 5.0 cm Rf= 0.75 

ó4 



PLACA 4 

PLACA 3 

PLACA2 

PLACA 1 

CAPITULO VI 
RESULTADOS EN CROMAT06RAFIA DE CAPA FINA (TLC) 

SUERO 

, 
I 

ORIGEN 

... SENTIDO DE MlGRACION Da SOlVENTE 

o MTRA.7-ACA 

o ESTAANDAR 7-ACA 

o 
L-_________________________________ I SU~o(~~) 

MTRA Et>.RROFLOCAClNA 
o 

o E5TANDAR E~OFLOXACIANA 

o 
SUERO (BLANCO) 

M~. CQ-M-EPCA AL 10'4 ... o 

o EST ANDAR CQ-M-EPCA AL 10% 

o 
SUERO (BlANCO) 

MTRA. CQ-M-EPCA 
o 

o ESTANDAR CQ-M-B'CA 

o 
SUERO (BlANCO) 

PLACA 4 

PLACA 3 

PLACA2 

PLACA 11 
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GRASA 

o o MTRA. 7-~,G¡I. 

o ESTAANDAR 7-/leA 

o 
SUERO (BlANCO) 

M TRA E/'.RROFLOCAClNA 
o - o ESTANOAR Ef\I1:0FlOXAClANA 

o 
SUERO (BLANCO) 

I MTRI.. CQ-M-EPCA AL 10% 
~ o 

o I EST ANDAR CQ-M-EPCA AL 10'4 
= 

o 
I SUERO (BlANCO) -----

~ o I MTRA. CQ-M-EPCA 

o I EST ANDAR CQ-M-EPCA 
= 

o 
! SVERO (BLANCO) 

IDENTIFICACION DE LA CQ-M-EPCA PRESENTE EN SUERO Y GRASA DE LECHE UL TRAPASTEURIZADA. DESPUES DE CROMATOGRAFIA ASCENDENTE EN PAPEL 

EN AGUA-CLOROFORMO y METANOL, LAS MANCHAS FUERON VISTAS CON LUZ UV 
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CAPITULO VI 

RESULTADOS EN CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA (TLC) 

MUETRA DE SUERO .;>. M//ESTRA DE GRASA 

CQ-M-EPCA CQ-M-EPCA AL 10~ 

I ~~ 
L 

o 
MUES'mA CQ-M-B'CJ. (GRASA) 

o I MUESIU. CQ-M-EPCA (SUERO) 

I o 
~ _________________ -"I SUERO(IllANCO) 

MUESTRA CQ-M-EPCA AL 10'.4 (GRASA) 

MUESTRA CQ-M-EPCA AL 10t. (SUERO) 

SUERO (BlANCO) 



VI-F ANÁLISIS DE RESULTADOS 

PLACA 1 

MUESTRA VS. ESTÁNDAR 
SUERO 

CAPITULO VI 

BLANCO. En la placa no se observa ninguna mancha. 
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CQ-M-EPCAESTANtlAR VS. CQ-M-EPCA MUESTRA: El estándar corre aproximadamente t de la placa en 
la que se observa una mancha grande e intensa con Rf= 0.72, la mancha de la muestra presenta las mismas 
características que el estándar y su Rf = 0.71. 
Estándar y muestra presentan la mancha de la impureza que corresponde a Enrofloxacina con Rf= 0.33 

PLACA 2 
BLANCO. En la placa no se observa ninguna mancha. 
CQ-M-EPCA 10% ESTANOAR VS. CQ-M-EPCA 10% MUESTRA: El estándar corre aproximadamente t de la 

placa en la que se observa una mancha grande e intensa con Rf= 0.81, la mancha de la muestra presenta las 
mismas características que el estándar y su Rf = 0.78. 
Estándar y muestra presentan la mancha de la impureza que corresponde a Enrofloxacina con Rf= 0.33 

PLACA 3 
BLANCO. En la placa no se observa ninguna mancha. 
ENROFLOXACINAESTAN1>AR VS. ENROFLOXACINA MUESTRA: El estándar corre aproximadamente í 

de la placa en la que se observa una mancha grande e intensa con Rf= 0.40, la mancha de la muestra 
presenta las mismas características que el estándar y su Rf = 0.40. 

PLACA 4 
BLANCO. En la placa no se observa ninguno mancha. 
7 -ACA ESTANDAR VS. 7 -ACA MUESTRA: El estándar corre casi toda la distancia de la placa en la que se 

observa uno mancha grande e intensa con Rf= 0.89, la mancha de la muestra presenta las mismas 
características que el estándar y su Rf = 0.89. 

MUESTRA VS. ESTÁNDAR 
(GRASA) 

PLACA 1 
BLANCO. En la placa no se observa ninguna mancha. 
CQ-M-EPCAESTANDAR VS. CQ-M-EPCA MUESTRA: El estándar corre aproximadamente t de la placa en 

la que se observa una mancha grande e intensa con Rf= 0.78, la mancha de la muestra es muy tenue y 
pequeña, su Rf = 0.77. 

PLACA 2 
BLANCO. En la placa no se observa ninguna mancha. 
CQ-M-EPCA 10% ESTANDAR VS. CQ-M-EPCA 10% MUESTRA: El estándar corre aproximadamente t de la 

placa en la que se observa una mancha grande e intensa con Rf= 0.77, la mancha de la muestra eS muy 
tenue, pequeña y su Rf = 0.75. 

PLACA 3 
BLANCO. En la placa no se observa ninguna mancha. 
ENROFLOXACINAESTANDAR VS. ENROFLOXACINA MUESTRA: El estándar corre aproximadamente í 

de la placa en la que se observa una mancha grande e intensa con Rf= 0.37, la mancha de la muestra es muy 
tenue, pequeña y su Rf = 0.40. 



CAPITULO vI 
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PLACA 4 
BLANCO. En la placa no se observa ninguna mancha. 
7 -ACA .STANOA. VS. 7 -ACA MUESTRA: El estándar corre casi toda la distancia de la placa en la que se 

observa una mancha grande e intensa con Rf= O.BI. la mancha de la muestra eS muy tenue, pequeña y su 
Rf = O.BO. 

GRASA VS. SUERO 
(MUESTRA) 

PLACA 1 
BLANCO. En la placa no se obserw ninguna mancha. 
CQ-M-EPCAsl.<RO VS. CQ-M-EPCA .... SA: El suero corre aproximadamente t de la placa en la que se 

observa una mancha grande e intensa con Rf= 0.78, la mancha de la grasa es muy tenue y pequeña, su Rf 
=o.n. 

PLACA 2 
BLANCO. En la placa no se observa ninguna mancha. 
CQ-M-EPCA 10% SUERO VS. CQ-M-EPCA 10')', .... SA : El Suero corre aproximadamente i de la placa 

en la que se observa una mancha grande e intensa con Rf= o.n, la mancha de la grasa es muy tenue, 
pequeña y su Rf = 0.75. 

VI-G CONCLUSIONES 

Por el kit se determina: 
El suero tiene residuos de B-Iactamicos, por lo tanto la CQ-M-EPCA, Enrofloxacina y 

7-ACA se queda en suero y probablemente muy poca cantidad en grasa 

En 1LC se determina: 

Cualitativa y semicuantita'~ivamente que la CQ-M-EPCA, Enrofloxacina y 7-ACA se 

distribuye en mayor concentración en suero que en grasa y proteínas (caseinágeno y 
lactoalbúmina) de leche entera ultrapasteurizada, porque la intensidad y el tamaño de la 

mancha en suero es mayor que en g.rasa que es una sombra lo que Se observa. 
Se identifican los compuestos (CQ-M-EPCA, enrofloxacina y 7-ACA) que quedan en suero y 
grasa porque los Rf son iguales a los estándares. 



CAPITULO VII 

DISTRIBUCIÓN DE CQ-M-EPCA EN LECHE ENTERA 

VII-A OBJETIVO 

A.l Determinación cuantitativa de CQ-M-EPCA en suero por HPLC 
A.2 Determinación cuantitativa de CQ-M-EPCA en grasa y suero por ABSORBANCIA 

VII-B MATERIAL Y REACTIVOS 

Polvo para reconstituir CQ-M-EPCA al 10')'. 
Diluente para reconstituir 
Enzima proteolítica 
Cloroformo 
(NH..), HPO, pH 3.5,0.04 M 
(NH..), HPO, pH 10.0, 0.04 M 

4 Matraz volumétri co 10 mi 
4 Matraz volumétrico 100 mi 
4 Matraz volumétrico 25 mi 
4 Pipeta volumétrica 1 mi 
4 Pipeta volumétri ca 4 mi 
4 Jeringa 10 mi 
2 Probetas 100 mi 
2 Filtros para jeringa Nylon Acrodisc, 0.45 um, 25mm 
1 Columna uBondapak C18 125 a 10 um, 3.9 x 150 mm 
2 Embudos de separación 
10 tubos para centrifuga 
1 L Leche entera ultrapasteurizada /Iibre de residuos beta-Iactamicos) 

VII-C EQUIPO 
(Ver II-C) 

VII-D CONDIaONEs DEL EQUIPO 

III-D.l CONDICIONES HPLC 
(Ver II-D.l) 

III-D.2 CONDICIONES DEL ESPECTROFOTOMETRO 
Absorbancia simple: 
Lampara: UV 
Modo: Nanometros 
Longitud de onda: 280 nm 
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CAPITULO VII 

m-E PROCEDIMIENTO 

A-U DETERMINACION DEL AREA DEL ESTANDAR (SOLUCION INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 
10%) POR HPLC 

Reconstituir el polvo con el diluente. 
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Tomar 1 mi de la SOLUCION INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 10%, adicionor a un matraz 
volumétrico de 100 mi ,aforar con uno mezcla de agua/acetonitrilo U. 
Tomar uno alícuota de 1 mi Y adicionar a un segundo matraz volumétrico, aforar a 25 mi con una mezcla de 
metanol/buffer de fosfato de amonio dibásico pH 3,5,0.04 M 1:1, para tener una concentración final de 
0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA. 

HPLC. 
Filtrar 1 mi de solución finol y adicionar a un vial. 
Inyectar. 
La determinación seró por duplicado y de cada una se inyectará 2 veceS 

La determinoción seró cuantitativa. 
Determinor: área y tiempo de retención de cada pico en el cromatograma, se 
calculara la media de proc.arna, enrofloxacino y CQ-M-EPCA que representa el 1oo'ro 

A-1.2 DETERMINACION DE AREA DE LA MUESTRA EN SUERO (SOLUCION INYECTABLE 
CQ-M-EPCA AL 10'ro) POR HPLC 

Reconstituir el polvo con el diluente. 
Tomar 1 mi de la SOLUCION INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 10%, adicionar a 10 mi de leche 

cuajada ( que se prepara disolviendo la enzima proteolítica (1 tableta) en 10 mi de aguo Y adicionorla a un 
litro de leche (precipitación de las proteínas de la leche: caseína y lactoalbúmina). 
Centrifugar a 7 RPM por 15 minutos. 
Separar el suero de la grasa. 
Lavar el suero 5 veces con un volumen de 10 mi 1:1 de aguo Y acetonitrilo, centrifugar y juntar las 
fracciones acuosas en un matraz volumétrico de 100 mi ,aforar con una mezcla de agua/acetonitrilo 1:1. 
Tomar uno alícuota de 1 mi y adicionar a un segundo matraz volumétrico, aforar a 25 mi con una mezcla de 
metanol/buffer de fosfato de amonio dibásico pH 3.5, 0.04 M 1:1, para tener una concentración final de 
0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA. 

HPLC. 
Filtrar 1 mi de solución finol y adicionar a un vial. 
Inyectar. 
La determinoción seró por duplicado y de cada uno se inyectaró 2 veces 

La determinaci6n será cuantitativa. 
Determinor: área y tiempo de retención de cada pico en el cromatograma, se 
calculara la media de procaína, enrofloxacina y CQ-M-EPCA. 

Calcular el rendimiento en sucro: 

Calcular Area tatal elel eSfandar. 
AREAESTANbAR = Mediaproeoíno. + Media.rnf\oxDcincr. + MediClcQ-M.EKA 

Calcular Area tatal de la muestra: 
AREA .. UE1OA = Media,......~+ Media......I_;~ + MediOcq.MI'CA 
AREA TOTAL MueS_ (100%)/ ilREA TOTAL ESTAND .... , RENDIMIENTO EN SUERO 
El % teórico para grasa se supone por diferencia. 



CAPITULO VII 

A-2.1 DETERMINACION DE LA ABSORBANCIA DEL ESTANDAR (SOLUCION INYECTABLE 
CQ-M-EPCA AL 10%) 

Reconstituir el polvo con el diluente. 
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Tomar 1 mi de la SOLUCION INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 10%, adicionar a un matraz 
volumétrico de 100 mi .aforar con una mezcla de agua/acetonitrilo 1:1. 
Tomar una alfcuota de 1 mi y adicionar a un segundo matraz volumétrico, aforar a 25 mi con una mezcla de 
metanal/buffer de fosfato de amonio dibósico pH 3.5, 0.04 M 1:1, para tener una concentración final de 
0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA. 

Absorbancío. 
Tomar 2 mi de solución final 
Determinar: Absorbancia simple 
Calibrar con metanol/buffer 
La determinación seró por duplicado. 

A-2.2 DETERMINACION DE LA ABSORBANCIA DE LA MUESTRA EN SUERO Y GRASA 
(SOLUCION INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 10%) 

Reconstituir el polvo con el diluente. 
Tomar 1 mi de la SOLUCION INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 10%, adicionar a 10 mi de leche 

cuajada ( que se prepara disolviendo la enzima proteolítica (1 tableta) en 10 mi de agua y adicionarla a un 
litro de leche (precipitación de las proteínas de la leche: caseína y lactoalbúmina). 
Centrifugar a 7 RPM po 15 minutos. 
Separar el suero de la grasa. 

SUERO.· adicionar a un matraz volumétrico de 100 mi .aforar con una mezcla de agua/acetonitrilo 1:1. 
Tomar una alfcuota de 1 mi y adicionar a un segundo matraz volumétrico, aforar a 25 mi con una mezcla de 
metano l/buffer de fosfato de amonio dibósico pH 3.5, 0.04 M 1:1, para tener una concentración final de 
0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA. 

GRASA: Reconstituir la grasa con cloroformo a un volumen de 100 mi . 
Tomar una alícuota de 1 mi y aforar a 25 mi con cloroformo, concentración final de 0.04 mg/ml de 
CQ-M-EPCA. 

Absorbancio. 
Tomar 2 mi de solución final: Suero y grasa 
Calibrar con agua para suero y con cloroformo para grasa 
Determinar: Absorbancia simple 
La determinación seró por duplicado. 



CAPITULO VII 

Calcular el rendimiento de CQ-M-EPCA en suero y grasa (CM en mg): 

Calcular C.. Y C .. 

Formula: 
Para suero mg/ml = A, CMS 

AM 
" 

C, 
Para gl'QSQ mg/ml = A, C"" 

AM " 
C, 

Donde: 
A ,= Absorbancia del estándar. 
AM = Absorbancia de la muestra. 
C~ = Concentración en mg de suero 
C"" = Concentración en mg de graSQ 
C, = Concentración del estandar ( 0.04 mg/ml) 

Entonces: 

Calcular mg/ml total = CMS mg/ml de suero + C"" mg/ml de graSQ 

En base a mg/ml total calcular el % que corresponde para suero y para gl'QSQ. 

VII-F RESULTADOS 

DETERMINAaON DE LA ABSORBANCIA DE ESTANDAR y MUESTRA EN SUERO Y GRASA 

ABSORBANCIA [RE'L.::R=EAc.:D~L...:Abs=--,_-"n::::m--, 
ESTAI\IDAA 

ABSORBANCIA 

MUESTRA 

3.9381 280.00 

2 3.8923 280.00 

SUERO 

G:EAO I Abs nm 

3.7986 280.00 

2 3.8271 280.00 

GRASA 

I~EAD I Abs nm 

0.1390 280.00 

2 0.1158 280.00 
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CAPInJLO VII 

VII-F RESULTADOS 

ANEXOS VIl-F.I DETERMINACION DEL AREA DEL ESTANDAR (HPLC) 

PROCAINA r ENROFLOXACINA 
RUN A.B.C. I T.R. A.B.C. :=c T.R. 

1077583 10935 19B0087 2.722 

2 1129452 10931 2046212 2.707 

3 1077066 10940 1956471 2.719 

4 1095861 1.943 1914440 2.684 

MEDIA 1094915.5 1.937 1974302.5 2.70B 

ANEXOS VIl-F.2 DETERMINACION DEL AREA DEL LA MUESTRA EN SUERO (HPLC) 

PROCAINA 

RUN A.B.C. I T.R. A.B.C. 

990B97 1.987 1791356 2.581 

2 1059123 1.984 1886873 2.535 

3 103766 1.995 1912785 2.490 

4 1069111 2.020 1917039 2.505 

MEDIA 1048224.3 1.996 1877013.3 2.528 

73 

r=. CQ-M-EPCA 

A.B.C. I T.R. 

12750880 

12516560 

12444640 

12596416 

12577124 

¡- CQ-M-EPCA 

4.444 

4.449 

4.389 

4.276 

4.3895 

~.C I T.R. 

11987624 3.816 

12087080 3.738 

12154032 3.600 

12429664 3.527 

12164600 3.670 
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VII-G CALCULOS 

DISTRIBUCION EN LECHE DE LA CQ-M-EPCA POR HPLC 

AREA TOTAL DEL 

ESTANDAR 

PROCAINA 

ENROFLOXACINA 

CQ-M-EPCA 

A.B.C. TOTAL 

1094915.5 

1974302.5 

12577124 

15646342 

RENDIMIENTO EN SUERO DE CQ-M-EPCA 

15089838 [ 100 % lo 
15646342 

AREA TOTAL DE LA 

MUESTRA EN SUERO 

PROCAINA 

~NROFLOXACINA 

CQ-M-EPCA 

A.B.C. TOTAL 

96.44 ,. SUERO 

1048224.3 

1877013.3 

12164600 

15089838 

POR LO TANTO POR DIFERENCIA EN GRASA SE SUPONE UN 3.56 ,. 

DISTRIBUCION EN LECHE DE LA CQ-M-EPCA POR ABSORBANCIA 

Suero mg/ml= 3.7986 X 0.04 mg/ml = 0.0385 mg/ml 

3.9381 

Grasa mg/ml= 0.1390 X 0.04 mg/ml = 0.00141 mg/ml 

3.9381 

mg totales: 0.0385 mg/ml suero DISTRIBUCION EN LECHE 

0.00141 mg/ml grasa 96.69 % suero 

0.0399 mg/ml 3.31 % grasa 

Suero mg/ml; 3.8271 X 0.04 mg/ml = 0.0393 mg/ml 

3.8923 

Grasa mg/ml= 0.1158 X 0.04 mg/ml = 0.00119 mg/ml 

3.8923 

mg totales: 0.0393 mg/ml sueL"O DISTRIBUCION EN LECHE 

0.00119 m9/ml grasa 97.06 1. suero 

0.04049 mg/ml 2.93 ,. grasa 
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VII-H ANALISIS DE RESULTADOS 

DISTRIBUCION EN SUERO DE LA CQ-M-EPCA POR HPLC (A.B.C.) 

AREA DEL ESTANDAR AREA DE LA MUESTRA Relación 

(en suero) 
15.646,342 15,089,838 0.96 

La concentración final de CQ-M-EPCA al 10 ')', como solución inyectable adicionada a los s 10 mi de leche 

fue 0.04 mg/ml 

15089838 área total de la muestra (0.04 ma/ml) = 0.0385772 mg/ml en Suero 
15646342 área total del estándar 

Por diferencia en grasa se supone un rendimiento de 0.00142 mg/ml. 

Por lo tanto: 
0.03858 mg/ml en suero 

0.00142 mg/ml en grasa 
0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA determinados en leche. 

DISTRIBUCION EN SUERO Y GRASA DE LA CQ-M-EPCA POR ABSORBANCIA 

ABSORBANCIA 

ESTANDAR 

3.92 

ABSORBANCIA 
MUESTRA (SUERO) 

3.81 

ABSORBANCIA 
MUESTRA 
(GRASA) 

0.12 

RELACION 

0.99 

La concentración final de CQ-M-EPCA al 10 % como solución inyectable adicionada a los s 10 mi de leche 
fue 0.04 mg/ml 
Por lo tanto: 

0.0389 mg/ml en Suero 

0.0013 mg/ml en grasa 
0.0402 mg/ mi de CQ-M-EPCA determinados en leche 

VII-I CONCLUSION 
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La distribución de la CQ-M-EPCA en leche entera no se puede determinar por HPLC por el tipo de 
columna (Cl,), para lo cual se necesitaría una columna paro grasas por lo cual se utilizo·HPLC para suero y 
absorbancia para suero y grasa. I ., 

La distribución de la CQ-M-EPCA en leche entera se determino solo en suero por HPLC. La 
concentración inicial de CQ-M-EPCA en leche fue de 0.04 mg/ml, obteniendo 0.03858 mg/ml en suero y 
por diferencia 0.00142 mg/ml en grasa. 
Por lo tanto 

En suero se obtiene un rendimiento que equil/Qle al 96.45 ')', de CQ-M-EPCA 
En grasa se obtiene un rendimiento que equil/Qle al 3.55 % de CQ-M-EPCA 

La distribución de la CQ-M-EPCA en leche entera se determino en suero y grasa por 

Absorbancia. La concentración inicial de CQ-M-EPCA en leche fue de 0.04 mg/ml, obteniendo 0.0389 
mg/ml en suero y en grasa 0.0013 mg/ml . 
Por lo tanto 
En suero se obtiene un rendimiento que equil/Qle al 97.25 % de CQ-M-EPCA 
En grasa se obtiene un rendimiento que equil/Qle al 3.25 ')', de CQ-M-EPCA 

Por lo tanto en Suero la distribución de la CQ-M-EPCA es del 96.4 al 97.2 ')', Y en grasa de 3.5 al 3.2%. 
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COMPORTAMIENTO DE CQ-M-EPCA POR EXCRECION MAMARIA 

VIII-A OBJETIVOS 

AJ Utilizando el Snap-Kit determinar en leohe entera de vaco antes y después de la administración a 
los diferentes tiempos de ordeña residuos B-Iactamicos. 
Determininar: 
A.2 Por HPLC y UVel tiempo de eliminación de la CQ-M-EPCA por excreción mamaria (en suero ) 
A3 Por HPLC y UV que compuestos de eliminan. 

VIII-B MATERIAL Y REACTIVOS 

(Ver VII-B) 

Vaco sana, peso aproximado 400 Kg 

10 Snap-Kit 

VIII-C EQUIPO 
(Ver II-C) 
Calentador para el Snap:kit 
Centrífuga clínica 

VIII-D CONDIaONES DEL EQUIPO 
(Ver II-D.1) 
(Ver II·D.2) 
Gradiente: 60':'.-40% 
Detector de longitud de onda variable 



VII-E PROCEDIMIENTO 

PREPARACION DE LOS ESTANDARES 

Solución inyectable CQ-M-EPCA AL 10')(, 
Reconstituir el polvo con el diluente y tomar 1 mi de la solución inyectable CQ-M-EPCA al 10%, 
adicionar a un matraz volumétrico de 100 mi .aforar con una mezcla de agua/acetonitrilo 1:1. 
Tomar una alícuota de 1 mi y adicionar a un segundo matraz volumétrico, aforar a 25 mi con una 
mezcla de metanol/buffer de fosfato de amonio dibósico pH 3,5,0.04 M 1:1, para tener una 
concentración final de 0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA. 
U.V. 
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Tomar 2 mi de la solución final y determinar el pérfil espectral, longitud de onda yabsorbancia 
máxima. 
HPLC. 
Filtrar 1 mi de solución final y adicionar a un vial. 
Inyectar. 
Determinar: tiempo de retención 
La determinación se haró una vez y se inyectaró 1 vez 

Enrof!oxocina 
Pesar exactamente 100 mg de Enrofloxacina, adicionar a un matraz volumétrico de 100 mi , 
aforar con una mezcla de agua/acetonitrilo 1:1. 
Tomar una alícuota de 1 mi y adicionar a un segundo matraz volumétrico y aforar a 25 mi con una 
mezcla de metanol/buffer de fosfato de amonio di básico pH 3.5,0.04 M 1:1. para tener una 
concentración final de 0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA. 
U.V. 
Tomor 2 mi de la solución final y determinar el pérfil espectral, longitud de onda y absorbancia 
máxima.. 
HPLC. 
Filtrar 1 mi de solución final y adicionar a un vial. 
Inyectar. 
Determinar: tiempo de retención. 
La determinación se haró una vez y se inyectaró 1 vez 

Procoíno c/orhidI'Dto 
Pesar exactamente 100 mg de procaína.HCL, adicionar a un matraz volumétrico de 100 mi . aforar 
con una mezcla de diluente de I\bOH/acetonitrilo 1:1. 
Tomar una alícuota de 1 mi y adicionarla a un segundo matraz volumétrico y aforar a 25 mi con una 
mezcla de metano l/buffer de fosfato de amonio dibósico pH 3.5,0.04 M 1:1, para tener una ' 
concentración final de 0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA. 
U.V. 
Tomar 2 mi de la solución final y determinar el perfil espectral, longitud de onda y absorbancia 
máxima. 
HPLC. 
Filtrar 1 mi de solución final y adicionar a un vial. 
Inyectar. 
Determinar: área, % área y tiempo de retención. 
La determinación se haró una vez y se inyectaró 1 vez 



CAPI1\JLO VDI 

PREPARACION DE LAS MUESTRAS 

Administración IM 

>------H P-
10 mg/kg de peso 
400kgdep~o----------------------1 

BLANCO, 

40 ML SOL INY. 
cQ-M-EPCA 10'7. 

Toma de muestro antes 

de lo administración de !o. 

sol. ¡ny. 

. .] 
... -:~ 

7}:-')-
:~ -" 

. , 
'.,-" 

., 

... ". 

i .. 
'.;o t . 
.. ':' .; 

I 

OHRS. 1 HR. 

1 

3 HRS 12 HRS. 24HRS 

Determinar a las nueve muestras residuos de 
Betalactamicos 
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TIEMPO DE ORDEÑA 

1-

36 HRS. 48 HRS. 60 HRS. 

~ ISNAP-ICITI 

72 HRS . 

10 mi de 
leche 
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PREPARACION DE LAS MUESTRAS 

Las nueve muestras Se prepararán y 
anal izarán igual 

SAfflA TESts Na DEBE 
BE LA BiiiH9TECA 

10ml 
leche CENTRIFUGAR 

~ 
8'0 
8'9, 

~ 
SUERO 

00 CON CQ-M-EPCA o o 
8'0 
8'9, 
o 15mn!7RPM GRASA 

VITAMINAS 

10 mi de leche con 10 gotas de renina* 
.. 1 tableta de renina en 10 mi agua. 

Leche cortada 

Adicionar los 10 mi aproximados de suero 
a un matraz volumetríco de 100 mi y afororar 
con una mezcla de aguo/acetonitrilo 1:1 ~ 

Tomar una alícuota de 1 mi del primer matraz 
y adicionarla a un segundo matraz y aforar Q 

25 mi con una mezcla de Buffer de fosfato 
L-______________ ~ de amonio~pH 3.5,0.04 Mlmetonoll:1 

Tomar una alícuota 

NOTAS: 

de I mi 

Tomar 2 mi de la muestro. y'-__ -'-___ _ 
adicionar a la celda 

~F5 
Detenninar: 
Longitud de onda 

Tomar 2 mi de la muestra y 
adicionar a un vial 

Inyectar 
I 

DeteMNnar: 
Area, "'0 Areo, T.R. 

Se tomaran 20 mi como volumen total de leche en cada ordeña a los diferentes tiempos 
distribuida en 2 tubos de 10 mi, ya que las determinaciones Se realizaran por duplicado. 
Se debe de asegurar que la vaca que se utilize para el experimento este sana y 
que no haya sido tratada recientemente con algun antibiótico que tenga residuos 
betalactámicos, porque podría dar "positivos falsos". 
La grasa que se separa del suero despues de centrifugar se elimina, solo se utiliza el 
suero. 
El blanco que se utilizara para el UV. será Buffer de fosfato de amonio dibásico pH 3.5 
0.04 Mlmetonoll:1 
VER TABLA 



CAPITULO VIII 

PREPARACION DE LAS MUESTRAS 

TABLA 

l DIA ¡ TIEMPO VACA ~E 3 ¡ MUESRAS ...... ¡ 
I ORDENOS 

*1 
**1 

2 

3 

* muestra antes del tratamiento. 

O 
1 
3 

12 
24 
36 
48 
60 
72 

x 
1 x 
2 x 
3 x 
4 x 
1 x 
2 x 
3 x 
1 x 

** Día 1, hora uno, es la hora despúes del tratamiento IM a la \/CIca con CQ-M-EPCA 
AL lO'}'o a 10 mg/kg. 
*** Prueba inicial con una \/CIca como base para estudios farmacocinéticos en un 
determinado número de vacas. 
x volumen total de ordeña para cada tiempo: 20 mi (2 tubos de 10 mi) 
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Nota. 
El primer día se realizaron 4 ordeñas. 
el segundo día 3 ordeñas y el tercer 
día solo una ordeña. 
El tercer día solo se pudo realizar un 
ordeño y no tres como se tenía planeado 
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VIII-F RESLl.TADOS 

i 
O .... 

i 
1 HR. 

i ..... 

i 
12 tiRS. 

i 
2 .. HRS. 

i 
.. HRS. 

i 
48 HRS. 

i 
.. HRS. 

i 
72 HRS. 

~ 

mu~ 

"""Anvo RE.5UI.TADO I 
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IOENTIFICACION DE RESIDUOS B-lACTANJCOS POlI: SNAP-KIT 
EN LAS MUESnv.S DE LECHE 

RESULTADO 

"""Anvo 

"""'" Al '@! 

• ....... 

• NEG .... TIVO 
c.. .... ; ....... 00 iit1 

""'Anvo 

• """"" ; 1 ....... @~-J 
P05I1lVO 

• """'" ~,,_WH - r I 

P05I1lVO 

• """"" ;:WW1 

....... r I 

NEGAnvO 

• """"" ~ I ....... WW\M.j 

""'Anvo 

• """"" ;;1 
biW#d 

t.E6A.TIVO 

""""" ~ 1 • -... lMm¡;.,."i' 

"""Auva 

I 
• """"" ....... itijiiii!íAAf!¡ 

LA MUESTRA ES IGUAl O MAS OSCURA. QUE LA MUESTRA ES MENOS 05CVRA QUE EL 
EL CONTAOL CONTROl. 

RE.5UI.TADOI """"" -... 1,;:;·'~~1~·l!. ;J 
P05I1lVO """"" ~i%""M 

au.str. r I 
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VIII-F RESULTADOS 

F.2 RESULTADOS DE HPLC y UV CORRESPONDIENTE A ESTANDAR 

HPLC [ UV 

T.R. 

PROCAINA 1.923 min 
VER ANEXO I I VER ANEXO 
F.2-HPLCI PROCAINA 1.923 min F.2-UVI 

F.2-HPLC2 ENROFLOXACINA I 2.811 min I F.2-UV2 ENROFLOXACINA 

F.2-HPLC3 CQ-M-EPCA AL lOro 

SOLUCION INYECTABLE 

Procaína 
Enrofloxac ina 

CQ-M-EPCA 

2.191 mino 

2.644 mino 

3.713 min 

F.2-UV3 

PROCAINA 

ENROFLOXACINA 

I 
CQ-M-EPCAAL 10% 

SOLUCION INYECTABLE 
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nm ab. 

228.91 4.4451 

278.33 3.4506 

I 

I 
279.00 3.1654 
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VIII-F RESULTADOS 

F.3-a RESULTADOS DE HPLC CORRESPONDIENTES A 

LAS MUESTRAS TOMADAS A DIFERENTES 

TIEMPOS DE ORDEÑA 

Ver anexos Ver Graficas F.3-HPLCl Area vs. Tiempo 

F.3-HPLC2 % Area vs. Tiempo 

F.3-HPLCl OHRS Ningun pico en lo corrido 

F.3-HPLC2 1 HR. Ningun pico en lo corrida 

F.3-HPLC3 3 HRS. Ningun pico en la corrido 

F.3-HPLC4 12 HRS. 

PROCAINA CQ-M-EPCA 

T.R AREA ro AREA T.R AREA ! %AREA 

1.905 3683946 80.76618 3.256 877303 1 
19.23383 

1.925 3006149 82.75517 3.294 793139 17.24482 

1.915 3345047.5 I 81.760675 I 3.275 I 835221 I 
18.239325 

F.3-HPLC5 24 HRS. 

PROCAINA CQ-M-EPCA 

T.R AREA %AREA T.R AREA ro AREA 

1.880 2821109 62.85131 3.180 1667435 37.14870 

1.180 2656522 72.84176 3.228 990455 27.15825 

1.53 2738815.5 67.846535 I 3.204 1328945 I 32.153475 

F.3-HPLC6 36 HRS. 

PROCAINA CQ-M-EPCA 

T.R AREA %AREA T.R AREA ¡ ro AREA 

1.895 3618022 78.36352 3.371 998950 21.63647 

1.925 3801906 79.33158 3.376 990519 20.66842 

1.910 3709964 78.84755 3.373 994734.5 21.152445 

F.3-HPLC7 48 HRS. 

PROCAINA CQ-M-EPCA 

T.R AREA ro AREA T.R I AREA ro AREA 

1.915 6202611 85.92707 3.465 

I 
1015850 14.07294 

1.902 6516749 86.67075 3.431 1002223 13.32926 

1.9085 6359680 86.29891 3.448 I 1009036.5 13.7011 

F.3-HPLC8 60 HRS. I E.3-HPLC9 72 HRS 

PROCAINA i PROCAINA 

T.R AREA ro AREA I T.R 
, 

AREA roAREA 

1.880 2461230 100.00000 

1.857 2387397 100.00000 

1.870 

I 
1597197 100.00000 

1.879 1672678 100.00000 

1.868 I 24243135 100.00000 1.8745 I 1634937.5 100.00000 



Ver anexos 

F.3-UVl 

F.3-UV2 

F.3-UV3 

F.3-UV4 

F.3-UV5 

F.3-UV6 

F.3-UV7 

F.3-UV8 

CAPITULOvm 

vm-F RESULTADOS 

F.3-b RESULTADOS DE UV CORRESPONDIENTES A 

LAS MUESTRAS TOMADAS A DIFERENTES 

TIEMPOS DE ORDEt:lA 

Ver Grafica F.3-UVl 

OHRS Ningun pico en b. corrida 

1 HR. Ningun pico en la corrido 

3HRS. Ningun pico en la corrida 

12 HRS. =i PROCAINA CQ-M-EPCA 

nm ah •. I nm. ah. I 
236.67 3.2596 276.67 2.6972 

236.67 3.2596 276.67 2.6972 

236.67 3.2596 276.67 2.6972 

24 HRS. 

PROCAINA CQ-M-EPCA 

nm I ah •. nm. ah. 
237.23 3.2742 27719 2.721 

237.23 I 3.2742 277.19 2.721 

237.23 I 3.2742 277.19 2.721 

36 HRS. 

PROCAINA CQ-M-EPCA 

nm ob:!!. nm. I ah. 
238.33 3.7282 276.67 3.3893 

238.33 3.7282 276.67 3.3893 

238.33 3.7282 276.67 3.3893 

48 HRS. 

PROCAINA CQ-M-EPCA 

nm ab •. nm. I ah. 
236.67 3.2904 276.67 2.7559 

236.67 3.2904 276.67 2.7559 

236.67 3.2904 276.67 2.7559 

60 HRS. F.3-lIV9 --
PROCAINA 

nm obs. 
232.00 2.5003 

232.00 2.5003 __ 

232.00 2.5003 
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nmv:!!. Tiempo 

72HRS 

PROCAINA 

nm ah •. 
230.00 1.5267 

230.00 1.5267 

230.00 1.5267 
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TIEMPO VS. AREA 

TIEMPO (HORAS) AB.C. CQ-M-EPCA A.B.e. PROCAINA.BASE 

O O O 
1 O O 

3 O O 

12 835221 3345047.5 

gO 24 1328945 2738815.5 

36 994734.5 3709964 

48 l00CXl36.5 6359680 

60 O 24243135 

72 O 1634937.5 

25 

~ 
20 

~ J - " ;:¡ 15 

~ 

10 

5 

oV, q 
TIEMPO (HORAS DE EUMINAOON) 

• A.B.C. CQ_M_EPCA 

• A.B.C. PROCAINA.BASB GRAFICA F.J-HPLCI 
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TIEMPO VS. % AREA 

TIEMPO (HORAS) ARRA % (CQ.M.EPCA) ARRA % (PROC'.An'IA. RASE) 

O O O 
O O 

O O 

!2 18 81 

2+ 12 67 

1201- 1 J6 21 78 .. 13 86 

60 O 100 

72 O 100 

100 

<o 

U .... 
~ 

<S 
< 
lO 

'" <lO ..: 
*-

",' , 

'" 

V,' ~ 
O 1 

TIEMPO ( HORAS DE ELIMINACION) 

• AREA % (CQ-M-EPCA) 

• AREA % (PROCAINA, BASE) 

"""'CA P.J.HPlCl 



• ~ 
[j 
~ 
'" O 

~ 

/ 
'00 ,. 

200 

100 

o 

I 

I 
I I I I 

TIEMPO (HORAS) 

• =(CQ-M-EPCA) • = (pROCAlNABASE) 

87 

TIEMPO VS. ABSORBANCIA 

TIEMpq:HORAS nm(CQ-M-EPCA) nm (PROCAINA.BASE) 
O O O 

O O 
3 O O 
12 276 236 
2. 277 237 
36 276 238 
48 276 236 
60 O 232 
72 O 230 

GRAFICA F.3·UVI 
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VIII-G ANALISIS GRAFICO DE RESULTADOS. 

o Comportamiento gráfico de HPLC en las muestras: '" AREA VS. TIEMPO 
Procaína (producto de eliminación 1): A O, 1 Y 3 horas no se detecta, por lo tanto el 
70 área corresponde a 070, a 12 horas se detecta con 81.770, a 24 hrs. disminuye 
ligeramente a 67.870, a 36,48,60 Y 72 horas se observa un incremento de 78.870, 
86.270, 10070 Y 10070 respectivamente. 
A las 60 y 72 horas el 70área es 10070 porque se elimina solamente procaína ya que la 
CQ-M-EPCA se elimino completamente a las 60 horas. 
CQ-M-EPCA (producto de eliminación 2) : A O, 1 Y 3 horas no se detecta, por lo 
tanto el 70 área corresponde al 070, a las 12 y 24 horas se observa un incrementa de 
18.270 a 32.2570 respectivamente en este periodo se elimina mayor cantidad del 
producto, a las 36, 48, 60 Y 72 horas se observa una disminución en el 70 área de 
21.170,13.770,070 y 070 respectivamente. El producto se elimina a las 60 hrs. 

o Comportamiento gráfico de HPLC en las muestras: AREA BAJO LA CURVA VS. 
TIEMPO 
PI'OCQ!na (producto de eliminación 1) : A las O, 1 Y 3 horas no se detecta, por lo tanto 
el área corresponde a 070, a los 12 horas se detecta 3345047.5 de área, a las 24 hrs. 
dismuniye ligeramente a 2738815.5, de las 36 a las 48 horas se observa un incremento 
en el área de 3709964, 6359680m respectivamente, en este intervalo de horas se 
elimina mayor cantidad del producto 1 
De ¡as 60 a las 72 horas se observa una disminución en el área de 2424313.5 y 
1634937.5crespectivamente, que representa casi la eliminación completa del organismo. 
El comportamiento de la cu;:va es descendente, porque continua eliminandose el 
producto. 
CQ-M-EPCA (producto de eliminación 2) : A las O, 1)' 3 horas no se detecta, por lo 
tanto el área corresponde al 070, a las 12 y 24 horas se observa un incrementa de 
835221 a 1328945 respectivamente. A las 24 nrs. la eliminación del producto es mayor. 
A 36, 48, 60 Y 72 horas Se observo una disminución en el área de 994734.5, 
1009036.5, O y O respectivamente, A 60 hrs. se elimina todo el producto. 
El comportamiento de la curva es descendente .. 

. . . '" 

o El comportamiento gráfico de UV en las muestras: NM VS. TIEMPO 
Pl'OCQína (producto de eliminación l):A las O, 1 Y 3 horas no hay absorbancia. 
De las 12 a 48 horas la longitud de onda es 237.00 nm disminuyendo ligeramente a las 
60 y 72 hrs a 231.00 nm. 
El comportamiento de la curva es lineal porque no hay cambio en la longitud de onda. 
CQ-M-EPCA (Producto de elimación 2):A las O, 1 Y 3 horas no hayabsorbancia. 
De las 12 a 48 horas la longitud de onda es 276.00 nm. 
A las 60 y 72 horas no hay absorbancia. 
El comportamiento de lo curvo es lineal porque no hay cambio en la estructura del 
compuesto. 



CAPITULO VIII 

VIII-G ANALISIS DE RESULTADOS 

ESTANDAR 

Proca!na.base tiempo de retención 1.9 minutos (Anexo F.2-HPLCI) 
Enrofloxacina tiempo de retención 2.8 minutos (Anexo F.2-HPLC2) 
CQ-M-EPCA AL 10% Solución inyectable 
El primero corresponde a procaíno.base con un T.R 2.1 minutos 
El segundo corresponde a enrofloxacino con un T.R 2.6 minutos 
El tercero corresponde a CQ-M-EPCA con un T.R. 3.7 minutos 

(Anexo F.2-HPLC3) 

MUESTRAS 

ANTES DE LA ADMINISTRACION 
KIT. Negativo ( la leche no tiene residuos B-Iactamicos) 
UV. No se determina el perfil espectral, no hay absorbancia. (Anexo F.3-UVI) 
HPLC. En el cromatograma no obserwmos ningun pico. (Anexo F.3-HPLC1) 

TIEMPO DE ADMISNISTRACIÓN: 1 HORA 
KIT. Negativo ( la leche no tiene residuos B-Iactamicos) 
UV. No se determino el perfil espectrol, no hay absorbancia. (Anexo F.3-UV2) 
HPLC. En el cromatograma no obserwmos ningun pico. (Anexo F.3-HPLC2) 

TIEMPO DE ADMISNISTRACIÓN: 3 HORAS 
KIT. Negativo ( la leche no tiene residuos B-Iactamicos) 
UV. No se determino el perfil espectral, no hay absorbancia. (Anexo F.3-UV3) 
HPLC. En el cromatograma no obserwmos ningun pico. (Anexo F.3-HPLC3) 

TIEMPO DE ADMISNISTRACIÓN: 12 HORAS 
KIT. Positivo ( la leche tiene residuos B-Iactamicos) 
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UV. El corte espectral se verificó por el perfil espectral de la procaíno.base 236.67 nm y la 
CQ-M-EPCA 276.67"10 (Anexo F.3-UV4) 
HPLC. En el cromatograma obserllOmos dos picos que corresponden a: (Anexo F.3- HPLC4) 
Procaíno.base con un T.R.1.9 minutos, área 3345047.5, 'o área: 81.76 
CQ-M-EPCA con un T.R 3.2 minutos, área 835221 'o área : 18.24 
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TIEMPO DE ADMISNISTRACIÓN: 24 HORAS 
KIT. Positivo ( la leche tiene residuos B-Iactamicos) 
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UV. El corte espectral se verificó por el perfil espectral de la procaína.base 237.23 nm y la 
CQ-M-EPCA 277.19'0 (Anexo F.3-UV5) 
HPLC. En el cromatograma obserwmos dos picos que corresponden a: (Anexo F.3- HPLC5) 
Procaína.base con un T.R. 1.53 minutos, área 2738815.5, 'ro área = 67.84 
CQ-M-EPCA con un T.R 3.20 minutos, área 1328945 área = 32.15 

TIEMPO DE ADMISNISTRACI6N: 36 HORAS 
KIT. Negativo (Se identifican residuos B-lactamicos en le.che, pero el kit ya no los detecta 
porque su sensibilidad es de 5ppb, mucho menor a la sensibilidad del HPLC) 
UV. El corte espectral se verificó por el perfil e~ctral de la procaína.base 238.33 nm y la 
CQ-M-EPCA 276.6n (Anexo F.3-UV6) 
HPLC. En el cromatograma obserllQmos dos pico~ que corresponden a: (Anexo F.3-HPLC6) 
Procaína.base con un T.R. 1.8 minutos, área 3709964, 'o área = 78.84 
CQ-M-EPCA con un T.R 3.3 minutos, área 994734.5, 'o área = 21.15 

TIEMPO DE ADMISNISTRACIÓN: 48 HORAS 
KIT. Negativo. 
UV. El corte espectral se verificó por el perfil espectral de la procaína.base 238.67 nm y la 
CQ-M-EPCA 276.6n (Anexo F.3-UV7) 
HPLC. En el cromatograma obserwmos dos picos que corresponden a: (Anexo F.3-HPLC7) 
Procaína.base con un T.R. 1.9 minutos, área 6359680 'o área = 86.29 
CQ-M-EPCA con un T.R 3.4 minutos, área 1009036.5 'o área = 13.70 

TIEMPO DE ADMISNISTRACIÓN: 60 HORAS 
KIT. Negativo. 
UV. El corte espectral se verificó por el perfil espectral de la procaína.base 232.00 nm 
(Anexo F.3-UV8) 
HPLC. En el cromatograma obserwmos dos picos que cOI'responden a: (Anexo F.3-HPLC8) 
Procaína.base con un T.R. 1.8 minutos, área 24243135 % área = 100 

TIEMPO DE ADMISNISTRACIÓN: 72 HORA,S 
KIT. Negativo. 
UV. El corte espectral se verificó por el perfil espectral de la procaína.base 230.00 nm 
(Anexo F.3-UV9) 
HPLC. En el cromatograma obsel'lIQmos dos picos que corresponden a: (Anexo F.3-HPLC9) 
Procaína.base con un T.R. 1.8 minutos, área 1634937.5 "o área = lOO 
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VII-H CONa.USIONES. 

o Los compuestos que se eliminan por excreción momaria son. 
Procaína y CQ-M-EPCA, se identifican por el tiempo de retención y el perfil espectral 
comparados con los establecidos por los estándares, en los cromatogramas de todas 
las muestras de leche no aparece la impureza de síntesis (enrofloxacina). 

o ¿Porque no aparece en los cromatogramas Enrofloxacina? 
Probablemente el fármaco presente una biotransformación con respecto a su actividad 
farmacológica que pueda ser excretado sin que sufra alteración. 
Es decir: 
Probablemente el compuesto en el organismo de la vaca no se hidrolice y se comporte 
como una cefalosporina 

o ¿A que tiempo comienza a eliminanse CQ-M-EPCA INYECTABLE AL 10% (COMPUESTO 
2)? 
A las 12 hrs. después de su administración, alcanzando un punto máximo de eliminación a 
las 24 hrs. 

o ¿A que tiempo se elimina completamente del organismo CQ-M-EPCA INYECTABLE AL 
10% (COMPUESTO 2)? 
A las 60 hrs. después de su administración .. 

o ¿A que tiempo comienza a eliminanse Procaína (COMPUESTO 1)? 
A las 12 hrs. después de su administración, alcanzando un punto máximo de eliminación 
a las 48 hrs. 

o ¿A que tiempo se elimina completamente del organismo Procaína (compuesto 12)? 
Se tomaron muestras hasta las 72 horas, por esta razón no se determino a que tiempo 
se elimina. Pero la eliminación es prácticamente total después de las 72 horas. 

o Tiempo de eliminación de residuos betalactámicos en leche determinados por kit vs. 
HPLC (%área). 
Tiempos de eliminacion por HPLC: 
CQ-M-EPCA: comienzan a eliminarse por excreción mamaria a las 12 hrs despues de 
haber administrado el medicamento. La CQ-M-EPCA se elimina completamente por 
excreción mamaria a las 60 hrs 
Tiempos de eliminación por SNAP-KIT: 
A las 12 hrs y a las 24 hrs se detectan residuos betalactámicos en leche. 
Apartir de la sexta toma de muestra que corresponde a 36 hrs ya no se detectan 
residuos betalactámicos. 
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Por lo tanto, la sensibilidad de HPLC es mucho mayor comparada con la 
sensibilidad del SNAP-KIT que detecta hasta 5ppb (unidades americanas). 
Porque mientras por HPLC comienzan a detectarse residuos betalactámicos apartir de 
las 12 hrs hasta 48 hrs, el SNAP-KIT detecta los residuos en la cuarta y quinta toma 
de muestra que corresponde 1] 12 Y 24 horas respectivamente en donde la eliminación 
del medicamento fue mayor 

Deacuerdo a la Norma de Calidad de la Bolsa Nacional Agropecuaria S.A. la 
leche no debe superar cierto nivel de actividad antibiótica, el parámetro que se usa 
para medir el nivel de residuos betalactámicos es SNAP-KIT y no HPLC. 
Por lo tanto la leche se puede consumir después de las 24 hrs de haber administrado el 
medicamento. 

Como se menciono anteriormente en la investigación de esta nueva molécula el 
objetivo es establecer con exactitud el espectro antimicrobiano, la toxicidad, el 
mecanismo de acción, usos y la Farmacocinética principalmente. 

El proyecto realizado contemplo solo una parte de la investigación, la cual fue cubierta 
deacuerdo a los objetivos establecidos. 
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Control de Calidad 5.03198 10:54:55 AM . Page 1 of 1 

• ANEXO n-E.Bl 

Laboratorios Arando S.A. de c.v. 
Instrument Serial Number EL 9704 3194 

3 

(/12 
oC « 

1-

O-¡------------~~~._--------------,_----~~~~~~ 

200 400 
Wavelength (nm) 

Sean ReportJue 05 Mar 10:54:37 AM 1998 

Batch: 
Software verslon: 01.00(6) 
Operator: 

Sample Name: ENROFLOXACINA 
Collection Time 5/03/98 10:43:42 AH 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
Range 

Wavelength (nm) 

316.61 
278.33 
220.00 

Cary 1 E 

Abs 

1.3956 
3.4506 
0.5182 

Peales 
0.0200 
800.QDnm to 200.DOnm 

600 800 
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• ANEXO U-E.B2 

Laboralorlos Aranda S.A. de C.V. 
Instrument Serial Number EL 97043194 

1.4 

B «1.2 

1.0-

200 300 

Page 1 of 1 

~-.'-......_--_.----------_. 

400 500 600 700 800 
Wavelength (nm) 

Sean ReportJue 05 Mar 11 :05:02 AM 1998 

Balch: 
Software verslon: 01.00(6) 
Operaloc LORENA GARCIA TORRES 

Sample Name: 7 -ACA 
Collection Time 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
Range 

Wavelength (nm) 

265.54 
218.92 

Cary 1E 

Ab. 

1. 4 939 
1. 2712 

5/03/98 11:04:05 AH 

Peaks 
0.0200 
800.00nm to 198.94nm 
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ANEXO II-E.A3 
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ANEXO II-E.A3 
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ANEXO II-E.A3 
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Control de Candad s.o:ws 10:33:27 AM Paga 1 of 1 

• CQ-M-EPCA 

La~,fo~l<~}'\:H~ C.V 
Inslrument serlal Number EL 97043194 

3-

2 

1 

O+--------'r----~--r-------.--------.-------.-------. 

200 300 400 600 600 
Wavelength (nm) 

Sean ReportJue 05 Mar 10:17:17 AM 1998 

Batch: 
Software verslon: 01.00(6) 
Operator: LORENA GARCIA TORRES 

Sample Name: CQ-M-EPCA 
Collection Time 5/03/98 10:16:52 AH 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
Ranga 

Wavelength (nm) 

331.61 
319.33 
218.33 
220.00 

Cary lE 

Ahs 

0.8320 
0.9429 
2.8294 
0.6292 

Peaks 
0.0200 
500.00nm to 200.00nm 

700 800 
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CQ-M-EPCA SOL. INY. AL 10% 

ANEXO III-F.AI 
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CQ-M-EPCA SOL. INY. AL 10"1. 

ANEXO III-F.Al 

I T¡~·T. I T,-', 
:.....!.. -' ~ - ~.!. -' ! 

,-, I I r ,-. ,-, 
'.!!! .'! 

...... ,.... r,r' 
! ! 1', ! ~_.' 

-¡ lf 

n ,. 
-.;.' .. ' 
I () ,""l n •• ,' 

.!. ;:" ~''''.' ~-' 'l.' 

7 

,L '":' ;,.,/---C. t... - .!.. .' .' 

1',1 ,., ro 
: !! ~ !'. 

L ¿.'_:::l'~. 

- ------------.==-r=----
n~[n~:' 

ro' .'. I 

'; ,-, 
! .. '::..' 

,·,n ,., 
i::' ..... !! 

I ..•• r- .. ''":' t ,., 

.!. .' -:.... '-' 
j ,-\ r ,-, ,., .. , 
~.! "-' ~:! ~,.' ! 

nll 
~-' , . 
!![: 

1 7 

'1 1 

t ...,. 1,-1. "",.-/ 
.:. ! -..:. :. - ! 

-,-, f' : >, 
i! l. .• 

1°: '7 '-' - -
';' 3 c· O 

G ":: - O C. 1" 

110 



CQ-M-EPCA SOL. INY. AL 1O'l'. 

ANEXO III-F.A1 
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CQ-M-EPCA SOL. iNY. AL 10')1. 

ANEXO III-F.AI 
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CQ-M-EPCA SOL. INY. AL 10% 

ANEXO III-F.A1 
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ANEXO III-F.Bl • 
Labomlonos Aranda S.A. de C.V. 
Instrument Serial Number EL 9704 3t94 

3 

U/2 
.a 
oC( 

1~ 

O-I------------~~~------~------~------~----~ 
200 300 

Repar! changed 5/03/984:37:46 PM 
Repar! changed 5/03/984:37:25 PM 

400 500 600 
Wavelength (nm) 

Sean ReportJue 05 Mar 03:05:36 PM 1998 

Batch: 
Software verslon: 01.00(6) 
Operator: LORENA GARCIA TORRES 

Sample Name: SOLUCION INYECTABLE AL 10% DE CQ-M-EPCA 
Collection Time 5/03/98 2:00:53 PH 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
Ranga 

Wavelengt-h (nm) 

332.00 
279.00 
220.00 

CaIV tE 

Ahs 

0.8815 
3.1654 
0.6468 

Peaks 
0.0200 
eOO.aDnm to 200.0Dnm 

700 800 
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ANEXO III-F.A2 

PROCAINABASE 
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PROCAINA.BASE 
ANEXO III-F.A2 
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PROCAINA.BASE 
ANEXO III-F.A2 
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Control de Calidad t 9103196 6: 19:21 PM 

• PROCAINA.BASE 
ANEXO III-F.B2 

Laboralorles Aranda S.A. de C.V. 
In.trument Serlal Number EL 9704 3194 

5 

4 

3-
B 
c( 

2 

1 

page 1 011 . 118 

O-r-------r--~----.-------._------_.------_.------_, 

200 300 400 500 600 
Wavelength (nm) 

Report changed 19/03/98 6:19:19 PM 

Sean ReportLun 02 Feb 01:17:38 PM 1998 

Batch: A:IPROCAINA.BASE 
Software verslon: 01.00(6) 
Operator: LORENA GARCIA TORRES 

Sample Name: PROCAINA BASE 
Collection Time 2/02/98 1:16:41 PM 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
Ranga 

Wavelength (um) 

228.91 

Cary lE 

Abs 

4 . 4451 

Peaks 
0.0200 
BOO.DDnm to 19B.94nm 

700 800 



ENROFLOXACINA 119 
ANEXO III-F.A3 
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ENROFLOXACINA 
ANEXO III-F.A3 
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ENROFLOXACINA 121 
ANEXO III-F.A3 
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Control de Calidad 510319610:54:55 AM 

• ENROFLOXACINA 
ANEXO III-F.B3 

Leboratorlos Aranda S.A. de C.V. 
Inslrumenl Serial Number EL 9704 3194 

3 

1-

Page 1 of 1 

o-·~----------~,--------------r-------=====~ 
200 400 600 

Wavelength (nm) 

Sean RepOltJue 05 Mar 10:54:37 AM 1998 

Batch: 
Software ve",lon: 01.00(6) 
Operator: 

Sample Name: ENROFLOXACINA 
Collection Time 5/03/98 10:43:42 AH 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
Range .,' 
Wavelength lnm) 

316.67 
278.33 
220.00 

Cary lE 

Abs 

1.3956 
3.1506 
0.5782 

Peaks 
0.0200 
BOO.ODoro to 200.0Dnro 

800 .. 
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CQ-M-EPCA SOLUaON INYECfABLE AL 1011. 

TIEMPO: O HRS. 
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CQ-M-EPCA SOLUCION INYEcrABLE AL 10% 

TIeMPO: o HRS. 
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ANEXO IV-G A-UVI 
Control de Calload ~'W3198 2:19::36 PM 

ANEXO IV-G.B-UVI 

• 
Laboratorios Aranda S.A. de C.V. 
Inslrumenl Serial Number EL 9704 3194 

3 

2 

1 

Page 1 of 1 

--------.~--~~--.--------r--------,---------r-~====~ o 
200 300 400 500 600 

Wavelength (nm) 

Report changed 24/03/98 2: 19:20 PM by LORENA GARCIA TORRES 

Sean ReportMar 24 Mar 02:18:21 RM 1998 

Bslch: 
Sdll'Nare. """,Ion: 01.00(6) 
Opllrator: lORENA GARCIA TORRES 

Sample Name: SOLUCION INYECTABLE CQ-M-EfCA AL 10% 
TIEMPO = O HORAS 
Collection Time 

pealdable 
Peak Type 
Peak Threshold 
Range 

Wavelength (nm) 

332.00 
219.00 
220.00 

Cary 1 E 

Ahs 

0.8815 
3.1654 
0.6468 

5/03/98 2:00:53 PM 

Peaks 
0.0200 

. '. 

BOO.OOnm to 200.00nm 

700 800 
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CQ-'~\.t:t'CÁ sodJcroN INYECTABLE AL 1010 

TIMEPO,24 HRS. 

ANEXO IV-G.A-HPLC2 

.• "",',, ¡',~-r'-'¡.I r.'I¡r¡'~Tnr" f- r.ro¡-,,",\f/ 
--. -"-'!.-'-" • ...!.~'~: . .!.~~ ~ !.-'.: :::.'!..!.-- ~':',:_:::'. 

... 1 T ,·'t •• n r1.. " ,.', T ,-,,~ 
0, : ,!,~::: '~. f.. l . .'...!.!:.! 

í,f"\r',-.v 
l.' :'. ~_: : :'. 

nnrnl/ 
~:'.:"'::l"'. 

ZCf:O 0, S0.104 
,"11" T '")." 
:i:: :... 

r· 1''- r'n '. : :: .': 

r!( [--.!o 

Srf1PT 

Rr 
,. ¡"j " ,"1 .' . '.'~' ':'.' 

" r 
';.' .. ' 

, c· 
..!. .' 

1D122 ! 

"T ••. .'.!. 

1 ,o, ,", ,', 
.:.. .' .' '.' 

'1.0"'10 • '-j '::,: 

rornL f!RC0=2.1221[:07 

,·,,-,r .. ',,:-." 
! ::'.~::/: 

,., 1- '":'nr-,., 
'.' .. ' .' .' '.' \:..' 

127 



• I T r 'r. ¡ l' ,""'­
!....!.._'~. !...~-'~ 

C!lrnCIT\': 

, 11 n ,~' II 
! ! :P. _'!: 

r',IIU H 
1"". '.~': ~ ~ 

'H 
:'. ! 

3.323 
....... ,....,,... 
_' •• ' r .' 
r 1 "7,' -' . ~ -'.' 

13 

" ~ -.:...' - -' 

., , ., 
-" ~ , .-J -, 
" 

, , 
, 

L· " (. • '::.: 

ilr.:: 
" 

, 
-,- ~ 
-' -' , Q " 

n , , 
~ 

'1 

--

r,iU 
.' : ': : 

r , , 

TornL nRcn~2.8~GG[:ü7 
MUL F'nCTOR=1.0000[:80 

:!'. 

~) [ 

D! , , l! , 
, JD 

t ,-, ,., ,., 
..!. .' .' '.' 

" . .., 
L..: , 

!...l I D 
:2 
~ 

-' 

'l 

f , ... ",', 
.!,. ~' •• ' ' .• ' 

T , , 
" '} -
,) e 
2- e 

CQ-M-EPCA SOLUCION INYECTABLE AL 10% 

TIMEPO:24 HRS. 

ANEXO IV-G.A-HPLC2 
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Control de Calidad 27tr131f?13 7:22:12 PM 

• 
Laboratorios Aranda S.A. de e.v. 
Inslrument Serial Number EL 9704 3194 

3 

2 

1 

Page 1 011 

0-1-·-----
200 400 

CQ-M-EPCA SOLUCION INYECTABLE AL 10% 

TIMEPO:24 HRS. 

ANEXO IV-G.A-UV2 

600 
Wavelength (nm) 

Report changed 27/03/98 7:22:12 PM 

Sean ReportVie 27 Mar 07:14:34 PM 1998 

Batch: 
Software ve",lon: 01.00(6) 
Operator: 

Sample Name: CQ-M-EPCA 10%. TEMPERATURA:4°C. TIEMPO: 2 OlAS 
Collectlon Time 28/01/98 9:50:23 AM 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
Range 

Wavelength lnm) 

332.14 
317 .15 
278.86 

Cary 1 E 

Abs 

0.8349 
O. 9448 
3.1466 

Peaks 
0.0200 
800.0bnm to 200.0Dnm 

129 
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CQ-M-EPCA SOLUCION INYECTABLE AL 10% 

TIME PO: 48 HRS. 
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CQ-M-EPCA SOLUCION INYECTABLE AL 10% 

TIMEPO, 48 HRS. 

ANEXO IV-G.A-HPLC3 
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Control de calidad 29oUl,m 8:99:32 AM Pa¡¡e 1 01 1 

• 
Labol1ltOl1011 Al1Inda S.A. de C.V. 
Instrument Serial Number El 9704 3194 

3 

2-

CQ-M-EPCA SOWaON INYECTABLE AL 10% 

TIMEPO, 48 HRS. 

ANEXO IV-!7.A-UV3 

o-I----------~--,_------------,-------------~ 
200 400 

Wavelength (n m) 

Sean ReportJue 29 Ene 08:59:31 AM 1998 

Batch: 
Software ....... 100: 01.00(6) 
OperaIor. 

600 

Sample Name: CQ-M-EPCA 10%. TEMPERATURA:4"C. TIEMPO: 3 OlAS 
Collection Tima 29/01/98 9:50:23 AH 

PeakTable 
Peak Type 
Peak Threshold 
Range 

"lavelength (nm) 

331. 67 
278.33 
221. 6'7 

carv lE 

I\bs 

0.7912 
3.0547 
0.'7231 

Peaks 
0.0200 
SDO.DDnro to 200.00nm 

800 
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l. 

Control de calidad 2QQ1/96 2:18:03 PM Pagel 011 

• 
labonllorlos Arando S.A. de C.V. 

Instrument Serial Number EL 97043194 

3 

2 

1-

CQ-M-EPCA SOLUCION INYECTABLE AL 10% 

TIMEPO: 72 HRS. 

ANEXO IV-G.A-UV4 

0-
200 

------r----~--,---------,_------_,~------_,------__, 

300 400 500 600 
Wavelength (nm) 

Sean ReportJue 29 Ene 02:17:06 PM 1998 

Batch: 
Software Yen!""': 01.00(6) 
Opemtor: lORENA GARCIA TORRES 

Sample Name: Cq-M-EPCA 10%. TEMPERATURA: 4°C. TIEMPO: 4 OlAS 
Collection Time 29/01/98 2:15:57 PM 

PeakTable 
Peak Type 
Peak Threshold 
Ranga 

Wavelength (nm) 

332.00 
279.00 
218.00 

CarylE 

Abs 

0.7719 
2.9700 
0.5886 

Peaks 
0.0200 
aDO.ODnro to 20Q.OOnm 

700 800 
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CQ-M-EPCA SOLUCION INYECTABLE AL 10% 

TIME PO, 96 HRS. 

ANEXO IV-6.A-HPLC5 
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Control de Calidad 27.1J3196 7:29:11 PM 

• 
Laboratorios Arando S.A. de C. V. 
Instrument Serial Number EL 9704 3194 

3 

2-

111 .a 
c( 

1-

Page 1 011 

CQ-M-EPCA SOLUCION INYECTABLE AL 10r. 

TIMEPO, 96 HRS. 

ANEXO IV-G.A-UV5 

'-

o-~ _________ ~~~ ____ . ________ ~ ______________ ~ 
200 400 600 

Wavelength (nm) 

Report changed 27/03/98 7:29:11 PM by LORENA GARCIA TORRES 

Sean ReportVie 27 Mar 07:28:25 PM 1998 

Batch: 
Soflware veralon: 01.00(6) 
Operator: LORENA GARCIA TORRES 

Sample Name: CQ-M-EPCA 10%. 
TEMPERA TURA:4°C. 
TIEMPO: 5 OlAS 

Collection Time 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
Range 

Wavelength (nm) 

331.67 
278.33 
218.33 

Cary lE 

IIbs 

0.8321 
3.0269 
0.5963 

2/02/98 9:13:50 AH 

Peaks 
0.0200 
BOO.ODnm to 200.aDnm 

800 
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CQ-M-EPCA SOLuaON INYECTABLE AL 10% 

TlMEPO, 24 HAS. 

ANEXO IV-6.B-HPLC 2 
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Contról de Calidad 290U1/96 9:17:32 AM Page 1 011 

• 
Laborllorlotl A...m S.A. do C.V. 
InaIrUmonl Sorll!\ Number EL 9704 3194 

3 

2 

1.l 
ce 

1 

CQ-M-EPCA SOlUCION INYECTABLE AL 10% 

TIMEPO: 24 HRS. 

ANEXO IV~.8-UV2 

", 

O+-----------~~,_--------------._--------------, 

200 400 

Report changed 29/01/98 9:17:31 AM 
Report changed 29/01/98 9:16:26 AM 

Wavelength (om) 

Sean ReportJue 29 Ene 09:12:15 AM 1998 

Batch: 
Soflwore _: 01.00(6) 
Opema: lORENA GARCIA TORRES 

Sample Name: CQ-M-EPCA 10%. 
TEMPERATURA:25°C. 
TIEMPO: 2 OlAS 
Collection Time 27/01/99 9150:23 AH 

Peak Table 
Peak Typ~ 
Peak Threshold 
Range 

WavelenQth {nml 

332.14 
278.66 

Cary1E 

Ahs 

0.8349 
3.0702 

Peaks 
0.0200 
800.00nm to 200.00nm 

600 800 
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CQ-M-EPCA SOLUCION INYECTABLE AL 10% 

TIME PO: 48 HRS. 
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~:,r- r')"7,11 
.!.... -' •• '.!... •• :.!.. 
.r '""l .~ ~:;o r , ,-. 
\ ... :: _.!.....o '.''':' .' 

144 



ITr·r.1Tr'f· 
:.....!. .:: - !- .!. -' : 

r~,-,n(",,- T T'.'. 
'- ::: ::._,!, : : . 

n r T 2" 
r· r J T r' r. 
'- ::: -': 

n 
'-' 

~! . S 
1 ""nnl,rl 
.!. "";.... 'Co' '.:... ~.' <;... 

C' .-. .1 .... "-.' : 

.', ··,n-:;o 
::.. • t.... .' _' 

n r·'r·'-" .... :....:'.:....::1"-. 

1-"";'.,1,1 
.!.!.. : : 

r~ .., '"\" r', 

r -' • : -' '_o 

r r r,I"", .... : ' . .': 

'.' '7r'" _ •• _. _. t.... 

r' ry"")'n 
-' . : -' '-' 

? 

nF:cn 

"7~1,1'·""'') _.: : _. : _. t.... 

,n-:,: j-'~"'~J 
.!. '":!.' -'.!. -'.!.. : !.. 

Jr1N 

1" \ Ir": r­
: ! : ~. 

nr. 
!.: :....' 

JOrnL nrcn=1.S110[:D? 
~rUL fnC10R~1 .gODO[:QQ 

I'HI,nl Tr") 
.!. ::','1 ::.....!.!....' 

CQ-M-EPCA SOLUCION INYECTABLE AL 10r. 
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Control de Candad 27f1:131OO 7:52:C6 PM 

• 
Laboralorlos Aranda S.A. de C.V. 
InslfUment Serial Number EL 97043194 

2-

1 

Page 1 011 

CQ-M-EPCA SOLUCION INYECTABLE AL IOr. 
TIMEPO, 48 HRS. 

ANEXO IV-6.B-UV 3 

O+---------~==r==---------_.------------_. 
200 

Report changed 27/03/98 7:52:05 PM 
Report changed 27/03/98 7:44:02 PM 

400 
Wavelength (nm) 

Sean ReportVie 27 Mar 07:42:25 PM 1998 

Batch: 
Software verslon: 01.00(6) 
Operalor: LORENA GARCIA TORRES 

Sample Name: CQ-M-EPCA 10%. 
TEMPERATURA: 25°C 
TIEMPO: 3 DIAS 
Collcction Time 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
Ranga 

Wavelength (nm) 

331.67 
278.33 
221.67 

Gary lE 

Ahs 

0.7912 
2.9875 
0.7231 

28/01/98 9:19:24 AM 

Peaks 
O.OzOO 
BOO.ODnrn to ZOO.ODnm 

600 800 
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CQ·M·EPCA SOLUClON INYECTABLE AL 10% 
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ANEXO IV-G.B-HPLC 4 
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Control de Calidad 28.I:l3.96 11 :00:33 AM 

• 
LaboratOflos Aranda S.A. de C.V. 
Instrument Serial Number El 9704 3194 

2-

1 -

Page 1 of 1 

CQ-M-EPCA SOLUCION INYECTABLE AL IOr. 
TIMEPO, 72 HRS. 

ANEXO IV-6.B-UV 4 

0- ---------~-_.__------__r_------___. 

200 400 600 
Wavelength (nm) 

Report changed 28/03/98 11 :08: 16 AM by LORENA GARCIA TORRES 

Sean ReportSáb 28 Mar 11 :07:49 AM 1998 

Batch: 
Software v.""on: 01.00(6) 
OperatOf: lORENA GARCIA TORRES 

Sample Name: CQ-M-EPCA 10% 
TEMPERATURA: 25°C. 
TIEMPO: 4 DIAS 
Collection Time 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
Range 

Wavelength !nm) 

331. 67 
280.00 

Cary lE 

l\bs 

0.1996 
2.9599 

29/01/98 2:25:24 PM 

Peaks 
0.0200 
BOO.OOnm to 20D.OOom 

800 

'1:51 
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Control de Calidad 28.u3/00 11: 14:3:1 AM 

• 
Laboratorios Aranda S.A. de C.V. 
In.trumen! Serial Number EL 97043194 

3 

2-

1 

Page 1 of 1 

o -e----~~""'-__r_-
200 400 

CQ-M-EPCA SOLUCION INYECTABLE AL 101, 

TIMEPO, 96 HRS. 

ANEXO IV-6.B-UV 5 

600 
Wavelength (nm) 

Report changed 28/03/98 11: 14:30 AM by LORENA GARCIA TORRES 

Sean ReportSáb 28 Mar 11: 13:40 AM 1998 

Batch: 
Software verslon: 01.00(6) 
Operaior: LORENA GARCIA TORRES 

Sample Name: CQ-M-EPCA 10%. 
TEMPERATURA: 25°C. 
TIEMPO: 5 OlAS 

<":ollcction 'I'irne 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Thceshold 
Range 

Wavelength (nm) 

331.67 
280.00 
218.33 

Cary lE 

Abs 

0.8443 
3.0593 
0.6037 

2/02/98 9:20:54 AM 

Peaks 
0.0200 
BOO.QDnm to 20a.aDnm 
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Control de Callded 19.uw6 6:19:21 PM Page 1 of 1 

• 
Laboratorios /\randa S.A. de C.V. 

Instrumel1t Serial Number EL 9704 3191 

6-

4 

3-

~ 
2-

1 

o -------~,---
200 300 

Report changed 19/03/98 6:19:19 PM 

---¡ 

400 600 600 
Wavelength (nm) 

Sean ReportLun 02 Feb 01:17:38 PM 1998 

Batch: A:IPROCAINA.BASE 
Softwa", verslan: 01.(X)(6) 
Ope",tar: LORENA GARCIA TORRES 

Sample Name: PROCAINA BASE 
Collcctlon Time 2/02/98 1:16:41 PM 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
Range 

Wavelength (um) 

228.91 

Cary lE 

Ab8 

".4451 

Peaks 
0.0200 
OOQ.OOnm to 19B.94nm 

700 
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800 



.' 

f L.J'.::l: lo],'::! 
, . ,", ro ,", ,- 1" "r '. I • 
',;'! :;', . ..!- ' •• 

prf ~~.,. 

f_!~l (_:f' 

n0~ r~r~.r ~ 
1l ~r:~(_·q 
r~< L!U 

'!'. f,~ U!l g 
ST tH,~1 

-- -=.. 

'" !', ; 

r· tj ... , .,. 
.!.. • ~. ~ -' 

·..,n 
!.-'::.' 

(, ".-, 

Tc'rnL nf.:Cn"'l .f:.H.:Sl[1 87' 
~·I! !! r n e f e f.~ = 1 .~} e ~~ D [ : f) 1) 

~,' 

¿. '-' • 

OD • .1. (.(1 

t·,,-, r- l', ,~ 
1 : :'.!,..! ::: 

165 



Control de Calidad 5.U3/96 10:54:55 AM 

• 
Laboratorios Aranda S.A. de C.V. 
Instrument Serial Number EL 9704 3194 

3 

1 

Page 1 of 1 
166 

ANEXO f,<··UV2 

o-I------------~,-------------~------~~~~ 
200 400 

Wavelength (nm) 

Scan ReportJue 05 Mar 10:54:37 AM 1998 

Batch: 
Software verslon: 01.00(6) 
Operator: 

Sample Name: ENROFLOXACINA 
Collection Time 5/03/98 10:43:42 AM 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
Range 

Wavelength (nm) 

316.67 
278.33 
220.00 

CaIV lE 

Abs 

1. 3956 
3.4506 
0.5782 

Peaks 
0.0200 
aOO.ODnm to 200.00nm 

600 800 

• 
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Control de Calidad 5.IJ3I96 4:37:46 PM 

• 
laboratorios Aranda SA de C.V. 

Instrument Serial Number El 9704 3194 

3 

t/)2 
.c « 

1 

page 1 011 

ANEXO \:: 
; . 

.' -' F.Z-UV3 

o,. 

O+-------,---~-r------,,------,_----_,------~ 

200 300 

Report changed 5/03/98 4:37:46 PM 
Report changed 5/03/98 4:37:25 PM 

400 500 600 
Wavelength (n m) 

Sean ReportJue 05 Mar 03:05:36 PM 1998 

Batch: 
Software version: 01.00(6) 
Operetor: lORENA GARCIA TORRES 

Sample Name: SOLUCION INYECTABLE AL 10% DE CQ-M-EPCA 
Collection Time 5/03/98 2:00:53 PM 

Peak Tabla 
Peak:. Type 
Peak Threshold 
Range 

Wavelength (nro) 

332.00 
279.00 
220.00 

Cary lE 

1\bs 

0.8815 
3.1654 
0.6468 

Peaks 
0.0200 
800.00nm to 200.00nm 

700 800 

168 



r'Cf"!\< r'('onnr T T'.'. 
'_ 1 11 :! '_ .:.. ! ! • 

n T T "." 
l'!! .!-

..... 1 1" r' r, , ,,' _., 

r" T ro ro., 
-' ! ! ':'. , 

In 
.!.. ~. 

,-. T ."'tn 
-' ! ,~': 

"") 1,.."0 I 
.!... • .!. -'.!. 

,. .., 1 -~ 

-' . ! .:" -' 

T n T nI 
! '-' : ,!~-

r' r r~ I ,-,,-,,-, 
-' -' -'.!. ,'-' '-' 

.-,,-,.- n 1'-''-'''' 
.!... _"_'~'.l.. ',,''!:.''-' 

nnrr.v 
'.-'!'.:....!!!'. 

fTD 

!!!! 

, I '-',-;I~, 

..!., .l.~' _' ' •• ' 

I IT ro 'r I I 
~ .' .:.. '.-. ) !! 

Ir'., 
• .!. -' ! 

~nn 
• .!... -'~' 

MUL rnCTOR=1.0008[:Q8 

rororn~1 
'!:'.~!'.': 

1'"'1 I n ":o rr-
'_' • .!. _' 1 .:_, 

I ,1 " r,~{' r 
..!. ! . 'p': '._'-' 
":o"" -;on,'l,'o 
! : .... ':.:.' : '-''';..' 

ANEXO F.2-HPLC3 

169 

-::' "",, 
-' • : .!. -' 



Control de calidad 29.QMl6 6:19:17 AM Paga 1 011 

• 
Labol8loo1os Aranda S.A. de C.v. 

Instrument Serial Number EL 9704 3194 

1.0 

0.8 

0.6-

B 
«0.4 

0.2 -

0.0 

200 300 400 500 600 
Wavelength (nm) 

Sean ReportJue 29 Ene 08:19:15 AM 1998 

Batch: 
Software verslon: 01.00(6) 
Operator: 

170 

ANEXO 

. .... F.S-UVI 

700 800 

Sample Name: SUERO DE LECHE DE VACA (ANTES DE LA ADMINISTRACION DE LA ca 
AL 10%) 
Collection Time 21/01/98 9:40:46 AM 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
Range 

No peak found aboye threshold 

Cary lE 

Peaks 
0.0200 
80Q.QOnm to 200.QOnm 
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Control de Calidad =1100 8:23:29 AM Page 1 of 1 

• 
Laboratorios Aranda S.A. do C.V. 
Ins\rument Serlal Number EL 9704 31 94 

1.0 

0.8 

0.6 
111 .c 
<1:0.4 

0.2-

0.0-

200 300 

Report changed 29/01/98 8:23:29 AM 

400 500 600 
Wavelength (nm) 

Sean ReportJue 29 Ene 08:19:15AM 1998 

Batch: 
Software verslon: 01.00(6) 
Operator: 

Sample Name: SUERO DE LECHE DE VACA 
TIEMPO DE ADMINISTRACION: 1 HORA 
Collection Time 27/01/98 9:40:46 AM 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
Ranga 

No peak found above threshold 

Caryle 

Peales 
0.0200 
aoo.ooom te 20Q.QOom 
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Control de Calidad ~ /98 8:24:36 AM Page 1 01 1 

• 
labotatorlos AflInd4 S.A. de C.V. 
InslNment Serial Number EL 97043194 

1.0 

0.8 

0.6 

.a 
«0.4 

0.2 

0.0 

200 300 

Report changed 29101/98 8:24:36 AM 
Report changed 29/01198 8:23:29 AM 

400 600 600 
Wavelength (nm) 

Sean ReportJue 29 Ene 08:19:15 AM 1998 

Ba1ch: 
Software _: 01.00(6) 
operator: 

Ssmple Name: SUERO DE LECHE DE VACA 
TIEMPO DE ADMINISTRACION: 3 HORA 
Collection Time 27/01/98 9:40:46 AH 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
Range 

No peak found aboye threshold 

Cary lE 

Peaks 
0.0200 
BOO.OOnro te 200.DOnm 
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Control de Calidad 20lO5I96 7:29:50 PM 

• 
Laboratorios Aranda S.A. de C.v. 

Instrumenl Serial Number EL 9704 3194 

3-

2-
1/1 .a 
c( 

1 -

200 

Page 1 011 

400 600 
Wavelength (nm) 

Report changed 20/05/98 7:29:50 PM by LORENA GARCIA TORRES 

Scan ReportMié 20 May 07:28:44 PM 1998 

Batch: 
Softwara version: ot .00(6) 
Operator: LORENA GARCIA TORRES 
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.. . F.3-UV4 

'. 

800 

Sample Name: SUERO DE LECHE DE VACA. TIEMPO DE ADMINISTRACION: 12 HORAS 
Collection Time 2/02/98 11:05:45 AH 

PeakTable 
Peak Type 
Peak Threshold 
Ranga 

Wavelength (nm) 

276.67 
236.67 

Cary 1 E 

Ahs 

2.6972 
3.2596 

Peaks 
0.0200 
aDO.ODnro to 200.0Dnm 
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Control de Calidad 2OIIl5I96 7:19:38 PM 

• 
laboratorios Aranda S.A. de C.V. 
Instrument Serial Number EL 9704 3194 

3 

2-
111 .c 
c:( 

1-

Page 1 of 1 

1---.. ----.---,-

200 400 600 
Wavelength (nm) 

Report changed 20/05/98 7:19:37 PM by LORENA GARCIA TORRES 

Scan ReportMié 20 May 07:17:06 PM 1998 

Batch: 
Software verslon: 01.00(6) 
Operator: LORENA GARCIA TORRES 
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F.3-UV5 

800 

Sample Name: SUERO DE LECHE DE VACA. TIEMPO DE ADMINISTRACION: 24 HORAS 
Collection Time 2/02/98 11:21:32 AH 

Peak Table 
Peak: Type 
Peak Threshold 
Range 

Wavelength (nm) 

277.19 
237.23 

Cary 1 E 

/lbs 

2.7210 
3.2742 

Peaks 
0.0200 
800.00nm to 198.94nm 
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Control de Calidad 2/iWi!Id 12::l8:<Il PM Page 1 DI 1 184 

• 
laboratorio1l Aronda S.A. de C.V. 

Instrument SérlaI Number El 9704 3194 

3.5 

3.0 

1/)2.5-

c'i! 
2.0 

1.5 

1.01------------,---
200 400 

Wavelength (nm) 
600 

Report changed 2/02/9812:38:40 PM by LORENA GARCIA TORRE 
Repar! changed 2/02/9812:38:21 PM by LORENA GARCIA TORRE 
Repar! changed 2/02198 11 :57:52 AM by LORENA GARCIA TORRE 

Sean ReportLun 02 Feb 11 :56:36 AM 1998 

Batch: 
Software _: 01.00(6) 
operator: lORENA GARCIA TORRE 

Sample Name: SUERO DE LECHE DE VACA. 
TIEMPO DE ADMINISTRACION: 36 HORAS 

Collactlon Time 28/01/98 11:49:35 AH 

Peak Table 
Peak Type 
Peak 'l'hreshold 
Ran~e 

Wavelength (nm) 

216.67 
238.33 
208.33 

Cary lE 

IIbs 

3.3893 
3.7282 
1. 6351 

Peaks 
0.0200 
BOO.aDoro to 200.QOnm 

. ,,' F.3-UV6 

800 
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Control de Candad 2IJ2I¡iJ 12:58:49 PM Pago 1 011 

• 
LaboralortosArand. a.A. de C.V. 

Inslrument $ertal Number EL 9704 3194 

3 

1 

----

F.3-HPlC7 

0+-----,-----·--,,----·-,-----,-----,.-----, 
200 300 400 500 600 

Raport changed 2/02/9812:58:49 PM 
Report changed 2/02/9812:57:53 PM 

Wavelength (nm) 

Sean ReportLun 02 Feb 12:46:42 PM 1998 

Batch: 
Software ve",lon: 01.00(6) 
Opera\or: 

Sample Name: SUERO DE LECHE DE VACA. 
TIEMPO DE ADMINISTRACION: 48 HORAS 
Collection Time 28/01/98 12:45:56 PM 

PeakTable 
Peak Type 
Peak Threshold 
Range 

Wavelength (nm) 

276.67 
236.67 

C.ry lE 

lib. 

2.7559 
3.2904 

Peaks 
0.0200 
BOO.aDnm to 200.00nm 

700 800 
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Control de candad 2QI01198 3:15:21 PM Page 1 011 
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Sample Name: SUERO DE LECHE DE VACA. TIEMPO DE ADMINISTRACION: 60 HORAS 
Collect1.on Time 29/01/98 3:13:44 PM 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
Range 

Wavelength fnm) 

232.00 

CsrylE 

Ab. 

2.5003 

Peaks 
0.0200 
800.00nm to 20Q.OOnm 
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Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
Range 

Wavelength (nm) 

230.00 

CmylE 

Abs 

1. 5267 

Peaks 
0.0200 
eoo.QOnm to 205.QQnm 
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