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Hijo mio, estd atento a mis palabras;

Inclina tu oido a mis razones.

No se aparten de tus ojos;

Guirdalas en medio de tu corazdn;

Porque son vida a los que las hallan,

Y medicina a tu cuerpo.

Sobre toda cosa guardada, guarda tu corazén;
Porque de él mana la vida.

Aparta de ti la perversidad de la boca,

Y aleja de i la iniquidad de los labios.

Tus ojos miren recto,

Y dirfjanse tus parpados hacia lo que tienes delante.
Examina la senda de tus pies,

Y todos los caminos sean rectos.

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

Con el mis profundo amor ; GRACIAS PAPAY MAMA

Gracias por ser mis hermanos; Marco, Guille, Roci, Angelita y Marlene.

Cuando sean mayores sigan sinedo nifios felicez y hombres triunfadores : Max, Paulina,Leo, Andres,
Fernanda, Alicia, Aida y Alejandra.

QUERETAROQ, QRO., 12 DE ENERO DE 1999
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CAPITULO I

I. INTRODUCCION
Excrecion mamaria

Q  La persistencia de antibidticos, antiparasitarios y otros férmacos en la leche del ganade
bovino ha suscitade muchas preocupaciones en el hombre, por lo que pudieran representar en términos de
salud publica. Idealmente se procura detectar actividad antibiética en leche y decomisarla si supera
cierto nivel. Aunque la deteccién de antibiéticos es posible mediante pruebas bioldgicas relativamente
simples, ain no se ha logrado la deteccidn de cualquier antibiético del que aiin 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 antibiético , asi como otros efectos ain no bien determinados. Lo mismo se aplica a
otras sustancias que se encuentran en leche de vacunos , como antihelminticos, promotores del
crecimiento, etc., de los que se sabe aun menos. Debido a que el pH de la leche es ligeramente dcido
(6.5-6.9), especialmente con respecto al plasma (7.4), los fdrmacos alcalinos tenderdn a concentrarse en
leche, llegando a estar 4.5 veces mds concentrados en el tejido mamario que en el plasma. (21)

En la actualidad dos de los grupos de antimicrobianos de mds desarrollo farmaceditico son
los fluorequinolonas y los Beta-lactdmicos. Del primer grupo, se cuenta en la actualidad con mds de 340
compuestos con notable actividad antimicrobiana (20). En el caso de los compuestos Beta-lactdmicos, se
experimenta un enorme desarrolle de compuestos biosintéticos y semisintéticos a partir de la
caracterizacién de la molécula base en 1945 (4). En México, a la fecha, no se ha desarrollado ningin
antimicrobiano hasta la fase de comercializacién. Uno de los grupos de antimicrobianos que mds ha
evolucionado en este sentido es el de la cefaquinolonas®. La idea inicial se basa en el acoplamiento del
grupo 7-aming de un grupo B-lactdmico con el grupo carboxilo de la posicién 3 del anille quinolonico, como
se muestra en la figura 1. lograndose un enlace carboxamido caracteristico de las cefalosporinas
perfectamente estable, que da lugar @ una nueva molécula de potencia considerable. De esta reaccién
bdsica, se han generado miltiples opciones con mayor o menor actividad dependiendo de los precursores
utilizados para su sintesis.

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

En diverses ensayos se ha detectado una actividad téxica minima o nula de esta molécula por o
que las autoridades de la Secretaria de Salud de la Repiiblica Mexicana han autorizado y aceptaron los
resultados de toxicidad aguda y subcrénica de estos compuestos.

Dentro del desarrollo de un medicamento, se requiere la elaboracidén de pruebas de
farmacocinética en individuos sanos, a fin de conocer con exactitud el destino del medicamento en el
arganismo problema (1). De tal suerte, es necesario llevar a cabo estudios en este sentido en cada una de
las especies a las que se habrd de aplicar. Esto permitird, entre otras cosas, establecer los tiempos de
retiro de la leche y carne, distribucién en el organismo, intervalos de dosificacién, concentracién de la
molécula en tejidos sanos afectados, etc.

? Premio CANIFARMA a tecnologia farmacéutica.
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El cbjetive de Laboratorios Aranda es establecer con exactitud la farmacocinética de la nueva molécula:

Absorcidn

Distribucién

Biodisponibilidad

Excrecidn:

Excrecién renal
Absorcidn y reabsorcién por difusién pasiva
Transporte renal activo
Filtracién glomerular
Excrecion biliar
Excrecidn pulmonar
Excrecién por saliva
Excrecién mamaria

II. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Este proyecto solo se enfocarg a _excrecidn mamaria:

En funcién 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-lactdmicos usada como blanco.
Esto permitird entre otras cosas establecer los tiempos de eliminacién del medicamento en la leche por
excrecién mamaria, se obtendrd informacion de distribucién de la molécula en suero y grasa de leche de
vaca.

III. HIPOTESIS

Las variables de eliminacién y distribucién de la CQ-M-EPCA (molécula) pueden ser descritas
utilizando cromatografia liquida de alta resclucién (HPLC) como método analitico en leche de vaca.

IvV. OBJETIVOsS

IV.A. 6ENERALES

Establecer la distribucidn en leche bronca de vacas clinicamente sanas de una nueva molécula de
las familia de las cefaquinolonas (CQ-M-EPCA) aplicada como inyeccidén intramuscular y determinacion
por HPLC del tiempo de eliminacidn,

IV.B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Determinar mediante HPLC la pureza de la CQ-M-EPCA.
b. Determinar mediante HPLC la composicién del medicamento CQ-M-EPCA 10% Solucién Inyectable.
c. Determinar mediante HPLC la estebilidad de la CQ-M-EPCA 10% en Solucién Inyectable.
d. Determinar mediante SNAP DE B-LACTAMICOS (KIT) residuos Beta-lactdmicos.
e. Determinar mediante TLC la distribucién de CQ-M-EPCA en leche entera ultrapasteurizada.

f. Determinar cuantitativamente por HPLC la distribucidn de CQ-M-EPCA en leche entera
ultrapasteurizada.
g. Determinar mediante HPLC el comportamiento de CQ-M-EPCA por excrecién mamaria en vacas sanas
inyectadas con CQ-M-EPCA 10%.




CAPITULO I

V. ANTECEDENTES
CEFALOSPORINAS

ORIGEN:

En 1948, Brotzu, aislé por vez primera una cefalosporing a partir del hongo Cephalosporium
acrenmonium. Los liquidos donde se cultiva este hongo contenia tres tipos de antibidticos definidos:
cefalosporina P, activa Unicamente contra microorganismos grampositivos, cefalosporinas N, una
estructura con la cadena lateral derivada del dcido D-alfamincedipico, efectiva frente a bacterias
gramnegativas y grampositivas y la cefalsoporina € menos potente que la cefalosporina N pero con igual
gama de efectividad. (15)

PENICILINAS Y CEFALOSPORINAS

, Las cefalosporinas o} igual que las penicilinas son estructuras beto-lactdmicas, poseen dos anillos fusionados los
' cuales les brinda su actividad bioldgica: El anillo betu-lactdmicoy elanillo dihidrotiazina. 5u actividad
bacteriana es por ¢l mismo mecanisme semejante al de les penicilinas: estas actian destruyendo lo estructura

de la pared celular de la membrana del microorgani smo en cuestién.

Ref. 13
ESTRUCTURA BASICA
Q (e}
] : u s
R-C-NH~_ cH3 R1-C-NH._ 1
CH3 7 8
1 2 1 3
N 6 N
o ~COOH a 5 Y.
COOH
PENICILINA CEFALOSPORINA
FLEMMING BROTZU
1928 1945
1 Anillo Beto-lactdmice
2 Anillo Tiazolidine
3 Anillo Dihydrotiezina

La cefalosporina C contiene una cadena lateral derivada del dcido D-alfe-aminoadipico, que se condensa conun
sistema de enillos dihidrotiazina betalactdimicos (dcido 7-aminocefalospordnico) 7-ACA. Los compuesios que
contfienen este dcido fienen una estobilidad relativa e el écido diluido y una resistencia eleveda a la penicilinasa,
independi entemente de la raturaleza de su cadena lateral y su afinidad por la enzima.

Por hidrélisiade  la Cefalosporina C puede obtenerse la separacidn de la cadena lateral alifdtica unida al anille
Betu lactimico dando origen a | dcide (7-ACA) 7-aminocefalosperanico. Este compuestot ha sido
modificade mediante el agregado de diferentes cadenas  laterales para crear una familia entera de antibidticos
cefalospori nas. Parece que las modificaciones en la posicién 7 del anillo betaldctamico se asocian con atteracién
de la actividad antibacteriana y que las sustitucicnes en la posicidn 3 del anillo dihidrotiazine estdn asociadas con
cambios en el metabolismo v en las propiedades farmacocinéticas,

Ref.9
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Con el aislamiento del grupo bdsico de la cefalosporina C, al deido 7-aminocefalosporanico (7-ACA)
y con el agregado de diferentes cadenas laterales fueron asi obtenidos una gran diversidad de derivados
semisintéticos con una actividad antibacteriana mucho mayor que la sustancia madre.
Las modificaciones en la posicién 7 estdn asociados a cambios en las propiedades antibacterianas y las
sustituciones en la posicién 3 del anillo dihidrotiazinico se asocien a cambios en el metabolismo y a la
farmacocinética del medicamento.

ESTABILIDAD

En gereral son tan inestables como las penicilinas y deben por ello manejarse con cuidado,
evitando su mezcla con otros fdrmacos, con soluciones con iones, agentes oxidantes, metales pesados, fuz,
humedad, temperatura elevada, etc. besecodas y a temperatura ambierite puede durar uno o dos afios en
el almacén. La cefalosporina expuesta a estos agentes puede hidrélisarse abriendo el anillo betalactdmico
lo que produce la inestabilidad.

MECANISMO DE ACCTON

Las cefalosporinas actdan inhibiendo la sintesis 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 administracién. (9) (fig.
Bacteria)

FARMACOCINETICA

Absorcién: la existencia de gran nimero de cefalosporinas es un indicio de su variedad en
absorcidn y su capacidad de irritacion en el sitio de aplicacidn. Sin embargo se puede gereralizar que, de
acuerdo con la via de administracidn especificada oral o parenteral difieren de uno a otro individuo
significativamente; también a factores como su union a las proteinas plasmdticas alcanzando niveles
terapéuticos en un lapso de 30 a 60 minutos de su administracidn.

Distribucion: las cefalosporinas tienen mejor distribucion que las penicilinas, cruzan fécilmente la
barrera placentaria y se les encuentra en concentraciones terapéuticas en el pericarpio, el humor vitreo,
el liquido sinovial y la bilis. No obstante las cefalosporinas se difunden muy dificilmente al SNC, por que
no son aconse jables para el tratamiento de infecciones en este nivel. 5e unen a les proteinas plasmdticas
en porcentajes variables.

Biotransformaciém. a diferencic de las penicilinas las cefalosporinas no parecen ser
biotrasformadas en un porcentaje significativo, ain se sabe poco de la forma de biotrasformacién de la
mayor parte de ellas.

Excrecion: las cefalosporinas se excretan bdsicamente por via renal , mediante filtracién renal y
por secrecidn tubular activa, solo requieren de una moderada reduccién de la dosis en pacientes con
deterioro en la funcién renal. (9)

ESPECTRO ANTIMICROBIANOG.
Tienen actividad contra grampositivas y gramnegativas y algunas bacterias preductoras de

beta-lactdmasas (tabla 5). (14)

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

existan Beta-lactdmasas capaces de destruir a estas (ltimas, Las llamadas cefalosporinasas son menos
comunes que las Beta-lactémasas especificas para las penicilinas (penicilinases). (21)

REACCIONES ADVERSAS.

Los pacientes que poseen una reaccién leve o temparalmente distante a la penicilina, parecen poco
propensos a correr riegos de sufrir reacciones alérgicas luego de la administracién de una cefalosporina.

La toxicided provocada por las cefalesporinas se traduce en nefrotoxicidad.(14)

(Tabla 3)
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Son antibiéticos 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 cirugia para la profilaxis de la infeccién. (17) (8)

Como antibiético recomendado durante el embarazo y la lactancia para el tratamiento de las infecciones:
Bacteriuria, Gonorrea, Ruptura prematura de membranas, profilaxis en cesdreas y mastitis. (7) (2)
Utilizacién de ciclosporina y otres fdrmacos en trasplante renal. (2)

(Tabla 4)

CLASIFICACION.

Las cefalosporinas, se clasifican dentro de los antibiéticos Betalactdmicos de amplio espectro .

Tabla 1- Caracteristicas de las generaciones de cefalosporinas(13)

Actividad | in vitro Suseptibilidad a
Generacidn Aprobada US Grampositivo Gramnegative Beta-lactdmasa
ler. 1960y 1970 Buena Moderada Relativamente
susceptible
2do. finales de 1970 Buena Buena, amplio Resistente
especto
3a 1980° s Moderada Muy buena amplio Muy resistente
espectro
(Pseudomonas)
4a 1980y 1950 Muy buena Muy buena Altamente
resistente

La clasificaciéon de acuerdo a las generaciones se basa fundamentalmente en su actividad

antimicrobiana.

Tabla 2- Clasificacion de las cefalosporinas.

PRIMERA SESUNDA TERCERA CUARTA 6ENERACION
6ENERACION GENERACION G6ENERACION O AMPLIO ESPECTRO
Cefalotina™ Cefaclor™* Cefotaxima™ Cefepime™
Cefalexina™* Cefprozil** Ceftizoxima* Cefpiroma*
Cefradina™** Cefamandol* Ceftriaxona*
Cefadroxil* Cefuroxima* Cefixima*™
Cefazoling® Cefonicid* Moxalactam™
Cefapirina™ Ceforanide* Ceftibuten*
Cefoxitina® Cefpodoxima*
Cefmetazol* Cefetamet
Cefotetam™ Cefoperazona®
Loracarbef* Ceftazidima®
Cefodizima®
Cef sulodina™
Ceftiofur*
via de administracidn * parenteral ** = oral *** = oral y parenteral
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Tabla 3- Reacciones adversas de las cefalosporinas.

Cefalosporinas Hematolégicas Gastrointestinales Otros
Primera generacién | Anemia hemolitica, alteraciones plaquetdrios, | Alteraciones transitories de
decuagulacién, trombocitopenia, neutropenia. ' | enzimas hepdticas
Sequnda generacién | Anemia hemolitica, alteraciones plaquetdrias, Candida
alteraciones de coagulacién, trombocitopenia, | afbicans
neutropenic
Tercera y Cuarta | , | Diarrea.
generacién Colitis pseudomembranosa
[
i
Tabla 4- Clasificacidn de las cefalosporinas deacuerdo a su uso.
Primera generacién Segunda generacidn Tercera generacién Cuarta generacidn

Endocarditis, Infecclones;
respiratorias, urinarias,
gastrointestinales,
cutdneas, articulares y
éseas, biliares, genitales,
Septicemia, profilaxia
pos-operatoria y
preoperatoria

Faringitis, Infecciones; del
tracto respiratorio,
urinarias, cutdnea, pélvicas,
ginecolégices,
intra-abdominales
Bronquitis aguda o aguday
neumonias, Septicemia,
profilaxia preoperatoria

Faringitis, Infecciones; del
tracto respiratorio,
sexuales, urinarias,
cutdnea, en el sistera
nervioso central,
articulares y éseas
pélvicad, ginecoldgicas,
intra-abdominales.
Bronquitis aguda v
neumonias, Septicemia,
profilaxia precperatoria,
Ctitis media, Sinusitis.

Faringitis, Infecciones; de!
tracto respiratorio,
urinarias, cutdnea, en el
sigtema nerviso central,
articulares y dseas
pélvicas, ginecolégicas,
intro-abdominales.

Tabla 5- Clasificacion de las cefalosporinas por su espectro antimicrobiano

Primera generacion

Sc_zgundn genemcién

Cocos gram-positivos aerobios entre ellos
neumococos, Estreptococos beta-hemoliticos del
grupoA, Estreptococos viridans. Staphyloceccus
aureus, Staphylococcus epidermidis y contra

cocos graom-negativos adquiridos no comunmente
ademas E. coli, Klebsiella spp, Cepas productoras de
penicilinasa, Proteus mirabilis, 5.pneumanie,
Haemophilus influenza, Enterobacter spp.,
Morganella morganii, P. vulgoris,

1 Menos activas contra cocos gram-positives
aerdbicos: cepas productoras de beta-lactamasa,
Staphylococos aureus, Staphylococes
epidermidis Streptococcus pneumoniae y
Streptococcus pydgenes, 5. agalactioe; perc
mucho mas activas contra bacterias aerdbicas
gram-negativas  Noraxella catarralis,
Haemophilus influenza.

E. coli, Klebsiella spp, Enterobacter sp., Proteus
mirabilis. Proteus wilgaris, Morganella morganii,
Neisseria gonorrea, P. agruginesa, Providencia
spp, Salmnellay Shigella spp. Citrobacter
diversus, Propionibacteria acnes, Providencia
ruttgeri, Serratia marcescens

Anaerabios: cocos gram negativos y gram
positivos; bacilos gram-positivos (Clostridium sp.)
bacilos gram negatives no
fermentadores(Bacteroides spp.)

Prevotella bivia, Prevotella disiens, bacteroides
fragilis, Provotella melaninogenica, bactercides
vulgaatus, Fusobacterium spp.
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Tabla 5- Clasificacion de las cefalosporinas por su espectro antimicrobiano
Tercera generacién Cuarta generacidn o amplio espectro

Son menos eficaces contra gram-positivosy tienen | Estas cefolosporinas son de comercializacién resiente.
mayor accién contra bacterias gram-negativos. Tienen un espectro de accién mayor, son mas
&ram-positives aerobios: . resistentes a la betalactamasa Tiene actividad
Staphylococeus aureus, Staphylococcus epidermidis, | contra gran variedad de bacterias gram-positivas y
Enteroceccus spp., Streptococcus pyogenes, gram-negativas.
Streptococcus agalactiae, Streptocaccus Gram-positives aerdbicos: Staphylococcus aureus,
pneumonioe. Streptococcus pyégenes, Streptococcus agalactioe,
&ram-negativos aerdbicos: Citrobacter spp. Streptococcus pneumoniae, otros streptocaccus
Enterobacter spp. Enterobacter cloacae, beta-hemoliticos y streptococcus viridans,
Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Staphylococcus sp. coagulasa negativa,
Haemophilus parainfivenzae, Klebsiella spp., Streptococcus faecalis, Corynebacterium sp.
Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae Neisseria | &ram-negativos aerdbicos: Citrobacter spp.
gonorrea, Neisseria meningitidis, Proteus mirabilis, | Enterobacter spp. Enterobacter cloacae, Escherichia
Proteus vulgaris, Prateus inconstans grupo B, coli, Haemaphilus influenzae, Haemophilus
Marganella morganii, Providencia ruttgeri, Serratia | parainfluenzae, 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 wilgaris,
cholerae. Proteus inconstans grupo B, Morganella morganii,
Anaerdbies: Bacteroides spp., Bacteroides fragilis, | Providencia ruttgeri, Serratia spp., Serratia
Clostridium spp., Peptacoccus 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: Bocteroides sp., Clostridium perfringens,

Fusobacterium sp., Peptostreptococcus sp.,

Enterococci, B. fragilis.

CLASIFICASION DE LAS CEFALOSPORINAS DEACUERDO AL SUSTITUYENTE.

(TABLA 6)

Las diferencias de las cefalosporinas estdn dadas por los sustituyentes en la cadena lateral y el
sustituyente de la posicién 3 (9-22) nos permite clasificar las cefalosporinas en 4 grupos bdsicos:

1.- Derivados de 7-ACA que presentan un grupo acetoxilo en la posicidn tres.

Ej. cefotaxima y Cefalotina.

2.~ Derivados def 7-ADCA con un grupo metilo en la posicidn tres.

Ej. Cefalexina y cefadroxil.

3.- Cefalosporinas que presentan sustituyentes en C4 o sustituyente no carbonados.

Ej. Cefaclor y Cefroxadina.

4.- Cefalosporinas con sustituyentes heterociclicos en lo posicion tres.

Ejemplo de grupos a introducir:

Grupo piridinium {Cefaloridina)
Grupo tiadiazal {Cefazolina)
Grupo triazol (Cefotriazina)
Grupo tetrazol (Cefamandol)

Grupo triazina (Cefiriazona)
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CLASIFICASION DE LAS CEFALSOPORINAS DEACUERDO AL SUSTITUYENTE
Las diferencias de las cefalosporinas estén dadas por log sustituyentes e la cadena laterat y el sustituyente en la posicién 3

nos permite clasificar las cefalosporinas en 4 grupos bésicos.

7
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CLASIFICASION DE LAS CEFALSOPORINAS DEACUERDO AL SUSTITUYENTE

GENERACION NOMBRE R1 R2
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También con el sustituyente metoxilo en la posicién siete han sido sintetizadas las Hlamadas
Cefamicinas. Estas fueron aisladas primeramente del honge 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 Betalactdmasas. (17)

SINTESIS
I
Por ser el enlace Betalactdmico de una elevada sehsibilidad frente a dcidos y bases, requieren
todos los procesos de sintesis y semisintesis donde esté involucrado el anillo betalactdmico, de la
presencia de agentes que actien activando posiciones, grupos protectores que puedan ser eliminados
fdcilmente y temperaturas de reaccién tan bajos como sea' posible. Estas condiciones son muy generales
para la obtencién de todas las cefalosporinas.

SECUENCIA DE SINTESIS GENERAL.

Ruptura quimica o enzimdtica de la cefalosporina C a 7-ACA.

Desplazamiento del residuo 3-acetoxi en el 7-ACA con nucleéfilos Sy N

Sintesis de dcidos de la cadena laterd! y si es necesario la proteccién de grupos funcionales.
Acoplamiente del dcido con la cadena lateral con el esquele‘fo 7-amino y si es necesario la remocién de
los grupos protectores.

Preparacion de sales estables y fisiolégicamente bien toleradas.

Otras modificaciones en el anillo dihidrotiazirico y diferentes sustituciones en el anillo
betalactdmico conllevarian a la obtencién de nuevas estructuras mds potentes y especificas.

La investigacién para obtener antibiéticos mds potentes tendrd que permanecer como una tarea
permanente del desarrollo quimioterapéutico, si queremos mantener un alto nivel en el
tratamiento de las enfermedades infecciosas. Las nuevas drogas tendrdn 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 prdctica clinica.

NUEVAS SINTESIS DE CEFALOSPORINAS CON ACCION DUAL ANTIBACTERIANA.

Durante la revisién bibliogrdfica realizada se encontré que en los dltimos B afios se han
desarrollado sintesis con cefalosporinas  combinadas ¢on fluoroquinolonas llamados modelos de accién
dual, para ¢rear nuevos antibidticos mas potentes.

Figura la.
Cefalotina-Ciprofioxacina.

Enlace éster entre el sustituyente del €3’ de la cefalotine (cefalosporina) y el grupo carboxilo
del €3 de la ciprofloxacina (fluoroguinolona).
La actividad antibacterigna in vitro ha resultade buena compardndola con cefaloting y ciprofloxacina,
incluyendo actividad contra bacterias productoras de beta-lactdmasa. (11)

Figura 1b.
Desacetilcefotaxima-Fleroxacina.

Enlace éster entre el sustituyente del C3' desacetilcefotaxima (cefalosporina) y el grupo
carboxilo del €3 de la fleroxacina (fluoroguinolona).
La molécula presenta doble accién antibacteriana por Ia combinacidn del espectro de la cefalosporina y la
quinolona.
La actividad antibacteriana in vitro ha resultado buena contra Enterobacterias, Haemophilus, Neisseria,
Staphylococeus, Streptococecus y Pseucdomonos aeruginosa.
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La actividad antibacteriana in vivo en ratones ha sido evaluada en infecciones sistémicas
producidas por  gram-negativos y gram-positivos y comparada por separado con desacetilcefotaxima y
fleroxacina. Pudiendo ser utilizado como un antibiético de accién doble contra infecciones sistémicas,
organismos especificos come gram-positivos que causan neumonia y meningitis y bacterias gram-negativos
como P, aeruginosa. (12)

Figura 1c.

Cefotaxima-Ciprofioxacina

Enlace carboxamido entre el sustituyente del C3' del grupo éster de la cefotaxima
(cefalosporina) y la amina cuaternaria de la posicién 4 de la fleroxacina (fluoroquinolona).
La molécula presenta doble accién antibacteriana por la combinacién del espectro de la cefalosporina y la
quinolona.
Tiene actividad antibacteriana in vitro de 99% contra 363 bacterias gram-positivas y gram-negativas
aerdbias, comparando la actividad contra cefotaxima y ciprofloxacina del 77 y 97% respectivamente.
La actividad antibacteriana in vivo en ratones ha sido evaluada en infecciones sistémicas producidas por
gram-negativos y gram-positivos y comparada por separado con cefotaxima y Ciprofloxacina. Pudiendo ser
utilizade como un antibiético de accién doble contra infecciones sistémicas, organismos especificos como
gram-positivos que causan neumonia y meningitis y bacterias gram-negativos como P. eeruginosa. (12)

7-ACA-Ciprofloxacina,

Enlace carboxamido entre el sustituyente éster de la posicién C3' de la cefalosporina 7-ACA v la
amina cuaternaria de la posicién 4' de quinolona ciprofloxacina.
La molécula presenta doble accin antibacteriana por la combinacidn del espectro de la cefalosporina y la
quinolona.
Este compuesto ha demostrado tener una actividad potente contra un amplio espectro de bacterias

gram-positivas y gram-negativas incluyendo actividad contra bacterias productoras de beta-lactdmasa.
(10

¢ Porque los nuewos compuestos sintetizados son antibidticos de accidn dual?

Mecanismo de accidn doble:

(figura 1d, bacteria)

(Ver acerca de... Quinolonas)

Los nuevos compuestos estdn formados por cefalosporina y quinclona . La quinolona (X) se une a
la cefalosporina en la posicién C3' por un enlace éster o carboxamido.
La bacteria produce la enzima betalactémasa esta inactiva al antibidtico abriendo el anillo betalactdmico
de la cefalosporina lo que produce que este se hidrolice y libere el sustituyente (X) de la posicién C3', el
sustituyente que libera es la quinolona que posee actividad antibacteriana, por lo cual es un modelo de
accidn dual.
€l objetivo de llevar a cabo sintesis de modelos de accidn dual es desarrollar antibidticos 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 tercera generacién . (10)

.. " MECANISMO DEACCION DOBLE
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ACERCA DE......
QUINOLONAS Y FLUOROQUINOLONAS
0 MECANISMO DE ACCION.

Las quinolonas son utilizadas como quimioterapéuticos.
El blanco bioquimico 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 cordén e introduce roturas en el DNA.
¢Cudl es la funcién que realizan las quinolonas sobre estas enzimas bacterianas?
Ellas bloquean las actividades de dicha enzima, edemds al parecer interfieren en la reaccién de
reestructuracién del ADN, de la accién de separacién unién de la propia girasa. Es decir la quinolona
afecta el metabolismo de los dcidos nucleicos y bloguea la replicacién bacteriana.

O CLASIFICACION.

PRIMERA GENERACION
QUINOLONAS:

Acido nalidixico, que es una naftiriding, cuyas modificaciones en su estructura produjo agentes
antibacterianos tales como, el dcido oxolinico, dcido pipemidico, dcido piromidico y la cinoxacina. (18)
El desarrollo y el descubrimiento de los cambios en la estructura quimica de este grupo de compuestos
modificaba de manera importante su actividad anfibacteriana hizo que innumerables compaiiias
farmacéuticas sintetizaran nuevos agentes antimicrobianos,

SEGUNDA GENERACION
FLUOROQUINOLONAS:

De ahi surgié la segunda generacién de quinolonas llamadas dcidos QUINOLON-CARBOXILICOS o
4-quinolonas. Este término ha sido usado como un nombre genérico para el esqueleto comin
4-oxo0-1,4-dihidroquinolinas.

La adicién de un grupe piperacinil en posicién 7 y un dtomo de flior en posicién 6 produce un grupo de
agente antibacterianos llamados piperacinilfluoroquinolonas o simplemente fluoroquinolonas.

Ellos contienen un dtomo de flior que le confiere actividad contra especies grampositivas comeo
estafilococos, y el anillo piperazinico con lo cual su espectro de actividad es mas amplio contra especies
gramnegativas aerdbias y Pseudomonas aeruginosas.

La primera de esta segunda serie fue la Norfloxacina, a partir de ella por pequefios 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 estdn aun bajo investigacion.

Q ESPECTRO

Las quinolonas actian como bactericidas frente a la mayoria de las bacterias comunes gramnegativas que
causan infecciones urinarias, siendo la especie Pseudomonas, resistente a esta primera generacién y
menos activo contra microorganismos grampositivos.

Las fluoroguinolonas son muy activas contra microorganismos aerdbios gramnegativos bacilli y cocci
incluyendo el Enterobacteriaceae, Haemophilus influenzaes, y Neisseria gonorrea y son activos contra
Pseudomonas 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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J RESISTENCIA. ,
|
Se demostro que el mecanismo de tal resistencia era la alteracicn de la girasa ADN.

La alteracién de la girasa ADN hace que aumente las concentraciones inhibitorias minima (MIC) de
bacterias, pero tales incrementos por lo comin llegan a niveles de un microgramo por mililitro, niveles que
pueden obtenerse en la sangre con quinolonas tales como Clprofloxacma y la Ofloxacina, y es mucho menos
que las concentraciones de todos los nuevos agentes en orina.
Con respecto a la sequnda generacidn poseen desvenTaJas Y es que no pueden usarse para tratar
infecciones sistemdticas, ya que con dosis inocuas no se alcanzan concentraciones plasmdticas efectivas,
pero se concentran en los tubos renales, pelvis y vejiga; por lo tanto solo pueden usarse para tratar
infecciones urinarias ya que alcanzan concertraciones antibacterianas efectivas en ellos. Otra desventaja
es que durante el tratamiento se produce resistencia, adquirida rdpidamente por mutacién cromosomica al
dcido nalidixico.

O ABSORCION.
Se absorben bien por el tracto gastrointestinal y algunas poseen gran afinidad por las proteinas
plasmdticas, ademds se excretan inmodificadas, mientras que otras poseen metabolitos que tienen mayor
actividad antimicrobiana.

O FARMACOLOGIA.

Las fluoroquinclonas parecen ser absorbidas rdpidamente cuando se administran oralmente.
Poseen vidas medias relativamente prolongadas, las concentraciones alcanzables en suero y tejidos,
pulmones, higado, corazdn, hueso, prdstata, secreciones salivales, mucosas nasales, epitelio bronquial,
exceden las concentraciones inhibitorias maximas de la mayoria de los organismos gramnegativos y algunos
grampositivos, lo que indica que estas sustancias son de uso potencial en el tratamiento de  infecciones
del tracte urinario.

 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 vias urinarias ya que atacan a microorganismos resistentes a
beta-lactdmasa, aminoglucosidos, enfermedades venéreas, todas las quinclonas 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 sifilis, son muy utilizadas, pero no son de primera linea, son
activas para la otitis necrosante, sinusitis, bronquitis bacteriana y fibrosis quisticas.

O EFECTOS ADVERSOS.

El efecta adverse mds comin se ha localizado en vias gastrointestinales. Como todos los agentes
un fendmeno siempre presente es la nauseas, incluyendo dolor abdominal, diarrea, la toxicidad en rifiones
no ha constituido un problema aunque se han reportado cristaluria, ademds se han sefialado reacciones de
fotosensibilidad cutdneas. La preocupacion por el posible 'dafio articular es la mdxima razén por la que no se

. ) e . ™
recomiendan el uso de quinolonas_para combatir infecciones en nifios,
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CQ-M-EPCA

La actividad microbioldgica de compuestos formados por la unién de una cefalosporina y una
fluoroquinolona (10) han sido evaluados contra bacterias grampositivas y gramnegativas, siendo
denominados como agentes antimicrobianos o cefalosporinas de accién dual, con una actividad superior a la
cefalosporina pere menor a la de la quinolona, sin embargo, su espectro es amplio y su actividad es mayor
contra las bacterias probedas (11)

En México, Laboratorios Aranda sintetizé un compuesto llamado CQ-M-EPCA (cefaquinolona)
mediante formacion de un hibrido de una cefalosporing y una fluoroquinclona, con buencs resultados a
partir de 1992, siendo patentada a nivel nacional en abril de 1993, y ¢ nivel Mundial en septiembre de
1994.

La nueva molécula tiene el nombre de CQ-M-EPCA por la siguiente razén:
C = Cefalosporina
Q = Quinolona (fluoroquinolona)
M = Molécula
EP = Enrofloxacina
CA = Acido 7-aminocefalosporanica (7-ACA).
La molécula estéd formada por dos precursores; que corresponden a una parte cefalospordnica que
esel 7-ACA y la otra fluoroquinoldnica que corresponde a Enrofloxacina.

0 PROCEDIMIENTO DE SINTESIS DE CQ-CARBOXAMIDOS

La idea inicial se basa en el acoplamiento del grupo 7-amino de un grupo B-lactdmico con el grupo
carboxilo de la posicién 3 del anillo quinolénico, como se muesira en la figura logrdndose un enlace
carboxamido caracteristico de las cefalosporinas  perfectamente estable, que da lugar a una nueva
molécula de potencia considerable. De esta recccidn bdsica, se han generado miiltiples opciones con mayor
o menor actividad dependiendo de los precursores utilizados para su sintesis.

La pureza de la CQ-M-EPCA se determina por HPLC cuantificando la impureza de sintesis que  puede
corresponder a cualquiera de los precursores o a los dos; la pureza de la CQ-MEPCA varia dependiendo de
la partida que va de 96 a 99%.

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

{J PROPIEDADES FISICAS:

NOMBRE QUIMICO:
Acido 7-{{ l-ciclopropil-6-fluor-7-(4—etilpiperazin-1-il-1- 4-dihidro-4-oxoquinolin-3-il)  carboxamido]
cefalosporanico.
FORMULA CONDENSADA: C5H25FN;O;
PESO MOLECULAR: 613,72
CLASIFICACION: Producto obtenido a partir de 7-ACA y ENROFLOXACINA
APARIENCIA: Polvo fino de color amarillo homogéneo sin particules extrafias.
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%
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CQ-M-EPCA
L MECANISMO DE ACCION :

El mecanismo de accidn en este momento se continta estudiando, por lo que se tienen algunas
hipétesis y preguntas sin respuesta adn.

¢ La CQ-M-EPCA es un modelo de accién dual?

¢ El mecanismo de accién corresponde al de una cefalosporina o a una quinolona?

(Ver Dibujo: Bacteria)
" Probablemente la cefalosporina actia inhibiendo la sintesis de la pared celular de las bacterias y la
quinolona afecta el metabolismo de los dcidos nucleicos y bloquea la replicacién bacteriana.”

O ESPECTRO ANTIMICROBIANO:

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

La actividad antibacteriana 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 quinolonas supero a la enrofloxacing y su actividad fue menor a! ceftiofur
que es una cefalosporing de cuarta generacidn,
Pudiendo ser utilizado comoe un antibidtico de accién dual contra infecciones sistémicas.

Surgen en este momento muchas preguntas acerca de este nuevo antibiético 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 accién, usosy la farmacocinética.

En Laboratorios Aranda desde 1990 hasta la fecha se estan realizando muchos estudios en el area
de sintesis, microbiologia y farmacologia experimental. Estos estudios se estdn realizando en paralelo
en Coordinacién con la Facultad de Veterinaria de la UNAM y Blue Ridge Pharmacevuticals, Inc. en los
US.A,
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ENROFLOXACINA
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NOMBRE QUIMICO:

Acido 1-Ciclopropil-6-fluor-(4-etilpiperazin-1-il)1 4-dihidro-4-oxo-3-quinolincarboxilico.
FORMULA MOLECULAR: Ci5Hz2FN:Oy

PESO MOLECULAR: 359.44

APARIENCIA: Polvo fino de color amarillo homogéneo sin particulas extrafias.
PUNTO DE FUSION: 219-221°C (descompone y funde)}

SOLUBILIDAD: Soluble en soluciones acuasas a pH 7.0, alcohol.
VALORACION: 98.9% -

ESTABILIDAD: Es estable a cambios de temperatura e influencias hidroliticas. Ligera sensibilidad a
exposiciones prolongadas e intensas de la luz, sin embarge ro afecta su nchwdud

Materia prima para la sintesis de cefaquinolonas: EPCA '
!

La enrofloxacina es una quinolona de segunda generacién derivada del dcido
QUINGCLIN-CARBOXILICO.
El sitio de accién es en el DNA girasa o topoisomerasa II, enzima vital para la replicacién del material
genético bacteriano (actia sobre los deidos nucleicos ). De manera muy simplificada se puede decir que
dicho material se encuentra conglomerado y la funcidn del DNA girasa consiste en alinearlo y girarlo en
sentido contrario a la torsién normal de la doble hélice y de esta forma permitir que el material genético
se replique, franscriba, repere y recombine : Asi la inhibicién de estos procesos genera el bloqueo de
miltiples funciones celulares, muchas de ellas vitales, de ahi el cardcter bactericida de las quinolonas. (6)

e |
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7 -ACA

ACIDO 7- AMINOCEFALOSPORANICO

HZN 5

N CHZOCOH3

COOH

Por hidrélisis de la Cefalosporina C puede obtenerse la separacién de la cadena lateral alifdtica
unida al anillo betalactdmico dando origen al (7-ACA) dcido 7-aminocefalospordnico.
7-ACA es un antibidtico betalactdmico y es precursor de varias sintesis de cefalosporinas.
Reacciones adversas: sensibilidad respiratoria, asma (3).

L] PROPIEDADES FISICAS

NOMBRE QUIMICO: Acido {3-[acetoxi)metil]-B-0xo-5-thia-1-azabiciclo[4.2.0Joct-2-en-carboxilico.
FORMULA MOLECULAR: CyoH;2SN,Os

PESO MOLECULAR: 272.30

PUNTO ISQOELECTRICO: pH 3.5

Materia prima para la sintesis de cefaquinolonas: EPCA

APARIENCTA: Poivo fino de color amarillo homogéneo sin particulas extrafias.

PUNTO DE FUSION: 162-180°C (descompone y funde)

HUMEDAD K.F.: 0.5%

VALORACION: 97.4 %
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CONCLUSIONES 6ENERALES

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

Se determino la composicidn y la estabilided de la CQ-M-EPCA AL 10% por HPLC: A 4°C la
cefequinolona disminuye 17.46% y la quinclona aumenta 1.7%, a 25°C la cefalosporina disminuye
27.42% y la quinolona aumenta 2.7%. Por lo tanto es mds estable a 4°C.

Se determino que leche no tenia residuos beta-lactdmicos para poder ser usada como blanco.

Se determino por HPLC, ABSORBANCIA ¥ TLC la distribucién del CQ-M-EPCA en leche: la
CQ-M-EPCA se encuentra en mayor concentracién én suerc que en grasa.

Se determino por HPLC el comportamiento y :fiempo de eliminacién del medicamento por
excrecion mamaria: ‘

La leche puede consumirse después de las 24 horas de haber administradoe el medicamento.

Por los resultados cbtenidos hasta el momento podemos presumir que la CQ-M-EPCA actia en el
organismo como una CEFALOSPORINA y no se desdobla o hidroliza aumentando la actividad de la
fluoroquinolona {enrofloxacina) como ocurrié en el estudio de estabilidad ya que ne se detecto
por HPLC la impureza y que probablemente no se trate de un modelo de accidn dual.

CQ-M-EPCA INYECTABLE AL 10% pretende dirigirse para uso exclusivo en la linea veterinaria.
Para Laboratorios Aranda es importante que la molécula actie como una cefalosporina y no tenga

accién dual es decir que por una parte actide en el organismo la cefalosporina y por otro la
fluoroquinolona ya que las quinolonas estan prohibidas para usarlas en animales porque producen

dafio articular.




B BACTERIA

T NEWGENERATION
OF ANTIBACTIRIANS
DISCOVERFI} BY
*HASA"

mgn v S e o

v st

N . 4 3 PENHCOUNED

] wecisspereyatons - N s 3 TFPRATOAPCART S
: T - - e 2 BATSTAACYES

: VANLOMYDINT
CY LRI

Ry T e

o] esE enetabedton, Bhatont

L Bl e g

L i

Dm R A el
s L Gt e e -

FRINCHONES
KIFASEYTINFS

BACHIRATTVES
POIYARXINES

e TR ey
I el T

D 0 e,

ANTIRFQIICS
CHIDRARSMEA IO
FEMRACYOUNES

- UNCOMYCTY
AMINTHIUC QRS




PARTE EXPERIMENTAL

21




|
CAPLTULO IT,
PUREZA DE CQ-M-EPCA!

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

I1.B REACTIVOS Y MATERIAL

IL.B.1 REACTIVOS :

Molécula CQ-M-EPCA! ,
Precursor ENROFLOXACINA*

Precursor 7-ACA*

Buffer de fosfatos de amonio dibdsico pH 3.5 HPLC, 0.04 M HPLC
Buffer de fosfatos de amonio dibdsico pH 10.0, 0.04 M HPLC
Acido acético glacial R.A '

Agua HPLC

Acetonitrilo HPLC |

Metanol HPLC

I1.8.2 MATERTAL

Matraz volumétrico 100 ml

Matraz volumétrico 25 ml

Pipeta volumétrica 1 ml

Pipeta volumétrica de 4 ml

Jeringas de 10 ml

Probetas de 100 ml

Filtros para jeringa Nylon Acrodisc, 0.45 um, 25 mm

Columina uBondapak €18 125 A 10 um, 3.9 x 150 mm

Contentdo: Dimethyloctadecylsilyl bonded amorphous silica-acetonitrilo-agua
10 Vidlesde 2 ml

_-Ww NS00 O

1I.C EQUIPO

Cromatografo de liquidos de alta resolucién (HPLC), Marca Hewlett Packard, Serie
Espectofotémetro marca Varian, modelo Cary 1E UV-Visible

Potencidmetro marca Bekman

Balanza andlitica marca Sartorios

* Sintetizados en Laboratorios Aranda, $.A. de C.V.
' Patente  Internacional Patent Bélgica.

1050.
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CAPITULO II

II-D PROCEDIMIENTO

II-D.1 CONDICIONES PARA HPLC

1.A BOMBA

Fase mévil: Buffer de fosfato de amonio pH 3.5, 0.04 M /Metanol
Gradiente: 65%-35%

Flujo: 1 ml/min

Presidn: 90 bar

Tiempo: 10 minutos

LB INYECTOR
Vol. inyeccién: 20 ul
Tiempo: 10 minutos

1CDETECTOR
Longitud de onda: 280 nm
Tiempo: 10 minutos

1D INTEGRADOR
ZERO =0
ATT2:=8

CHT 5P=05

AR REJ = 100000
THRSH=7

PK WD =0.04
TIMEQINTG S8

I1-0.2 CONDICIONES DEL ESPECTROFOTOMETRO

Lampara: UV-VISIBLE
Modo: Nanometros
Inicio: 800.00 nm
Termind: 200.00 nm
Tipo de pico: Picos
Threshold: 0.0200
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II-D.3 METODO PARA HPLC Y ULV.

PREPARACION DE LA MOLECULA CQ-M-EPCA PARA DETERMINACION DE UV ¥ HPLC

Pesar exactamente 100 mg de CQ-M-EPCA, adicionar a un matraz volumétrico de 100 ml y
disolver con 4ml de buffer de fosfato de amonio dibdsico 0.04 M pH 10.0, aforar con una mezcla de
agua/acetonitrilo 1:1.

Tomar una alicuota de 1 ml y edicionar a un segundo matraz volumétrice y aforar a 25 ml con una mezcla de
metanol/buffer de fosfato de amonio dibdsico pH 3.5, 0.04 M 1:1, para tener una concentracién final de
0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA.

u.v. '

Tomar 2 m! de la solucidn final y determinar el perfil espectral, longitud de onda y absorbencia
md.xima. :

La determinacién serd por triplicado y de cada una'se correrd el espectro una vez.

HPLC.

Filtrar 1 m! de solucién final y adizionar a un vial.

Inyectar.

Determinar: drea y tiempo de retencién

La determinacién serd por duplicado y de cada una se inyectard 3 veces

PREPARACION DEL PRECURSOR ENROFLOXACINA PARA DETERMINACION DEL UV Y HPLC

Pesar exactamente 100 mg de Enrofloxacina, adicionar a un matraz volumétrico de 100 ml ,
aforar con una mezcla de agua/acetonitrilo 1:1.
Tomar una alicuota de 1 ml y adicionar a un segundo matraz volumétrico y aforar a 25 ml con una mezcla de
metanol/buffer de fosfato de amonio dibdsico pH 3.5, 0.04 M 1:1, para tener una concentracién final de
0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA.
uv. ‘
Tomar 2 ml de la solucidn final y determinar el perfil espectral, longitud de onda y absorbancia
mdxima, _
La determinacién serd por triplicado y de cada una se correrd el espectro una vez. "
HPLC.
Filtrar 1 ml de solucién final y adicionar a un vial.
Inyectar.
Determinar drea y tiempo de retencidn.
La determinacién serd por triplicado y de cadauna se inyectard una vez.

PREPARACION DEL PRECURSOR 7-ACA PARA DETERMINACION DEL UV Y HPLC

Pesar exactamente 100 mg de 7-ACA, adicionar a un matraz volumétrico de 100 ml para disolver
la molécula con 4ml de buffer de fosfato de amonio dibdsico 0.04 M pH 10.0 , aforar con una mezcla de
agua/acetonitrilo 1:1.

Tomar una alicuota de 1 ml y adicionarla a un segundo matraz volumétrico y aforar a 25 ml con una mezcla

de metanol/buffer de fosfato de amonio dibdsico pH 3.5, 0.04 M 1.1, para tener una concentracidn final de
0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA.
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u.v.

Tomar 2 mi de la solucién final.

Determinar: el perfil espectral, longitud de onda y absorbancia mdxima.

La determinacidn serd por triplicado y de cada una se correrd el espectro una vez.

HPLC.

Filtrar 1 ml de solucién final y adicionar a un vial.

Inyectar.

Determinar: drea y tiempo de retencidn.

La determinacién serd por triplicado y de cada una se inyectard una vez.

De acuerdo a los tiempos de retencién en la CQ-M-EPCA comparado con los tiempos de retencion

de los precursores, se determinard la pureza de la CQ-M-EPCA, en base o la materia no reaccionante de
sintesis.




II-E RESULTADOS
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E.A AREA BAJO LA CURVA (HPLL)

PRECURSORES
ANEXO II-E.AL ENROFLOXACINA \
| CORRIDA ABLC. TR, |
8 24180096 3583
9 24088160 3,585 -
10 24067584 3.52% |
MEDIA 24112080 3.5636
DESVIACION ESTAND AR 50.981.663 0.1032
COEFICIENTE VARTACION 0.2114 2.8986
ANEXO II-E.A2 T ACA
l CORRIDA ABC. TR
|
14 3508134 1867
15 3564646 1.867
16 3630392 1.8685°
MEDILA IBLTT24 1.873.
DESVIACION ESTAND AR 61.186 454 €.0103
COEFLIENTE VARIACION 1.7250 0.5548
i
MOLECULA
ANEXO II-E.A3 oQ-M-BPcA
CQ-M-EPCA ENROFLOXACINA
CORRIDA A.B.C. TR ABC. T.R
2 15290976 5.141 872943 3.200
3 15386392 4877 888938 3.060
4 15330672 4.846 850235 3.028
5 15332616 4,840 B60275 3112
[ 15565000 4,946 815445 3.041
7 15180632 4.743 771221 3.028
MEDIA 15382715 4.8988 843176.17 3.0781
DESVIACION ESTANDAR 159269.29 013856576 43.055.313 0.06733
COEFICIENTE VARTACTON 1.03537861 2.7671 5.1063 z.18




II.E RESULTADOS
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E.B LONGITUD DE ONDA (nm) ¥ ABSORBANCIA

PREQRSORES
ANEXQO IT-E.B1 ENROFLOXACINA
I Espectros nm Abs. l
1 278.33 3.4506
2 £78.33 3.4804
3 278.33 3.4506
MEDIA 278.33 3.4506
DESVIACTON ESTARDA [s] 0
COEFICIENTE VARLACEON 0 (¢}
ANEXO II-E.B2 7 Aca
|— Espectros nm Abs, __I
1 265.54 1.4939
2 265.54 1.4939
3 265.54 1.4939
etTA 265.54 14939
O SVLACLON EBT ANDUR [¢] QO
COEFICTENTE VARTACION o] Q
MOLEQAA
ANEXO II-E B3 a2-M-EPcA
Espectros nm Abs
1 278.32 2.82%4
2 278.33 2.829%4
3 278.33 2.8294
MELLA 278.33 2.8294
EISVIACTON EST ANDAR 0 4]
COEFIEIENTE VARLACION 0 [s]
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II-F CALCULOS.

II-F.1 FORMULAS

a. Para determinar ¢l % de impureza:

| % Impuren = [{ Ru/Rs) (Cs/Cu) 100 ]

b. Para determinar la Pure:m de la CQ-M-EPCA:

I% Purex = CQ-M-EPCA 100% Tedrico - % Impuren I

Donde: i
Rez A.BC. del std
Ru= A.B.C. de laimpurean la la muestra

Cs = Concerriracién del std en mg/ml
Cu = Concentraci én de la miva. en mg/mi

0.1 Determinacién del % de impureza:
% IMPUREZA = [ ( B43176.17/24112080) (0.04 M&/ML / 0.04 ME/ML) ] 100 =

% IMPUREZ A ENROFLOXACINA = 349

b.1 Determinacién de la Pureza de la OJ-M-EPCA:
% PUREZ A CQ-M-EPCA = 100% CQ-M-EPCA TEORICO - % IMPLRE:ZA ENROFL OXACINA

% PUREZA CQ-M-EPCA = 100%- 3.49 %= 96.51 % '

Por lo tamto:
PUREZA DE OQ-M-BPCA = 96 51 %

IMPUREZA QUE CORRESPONDE A BNROFLOXACINA = 3.49 %
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II-6 INTERPRETACION DE HPLCS Y ULV,

ANALISIS DE PUREZA DE PICOS:

El objetivo del andlisis realizado fue el de comprobar que el pico que se encuentra en el
cromatograma { Anexo II-E.A3) se trata de un solo compuesto y que no presenta ningin 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 mdxima absorbancia 278.33 nm {Anexo II-E.B3), lo mismo fue realizado para los precursores,
flegando a obtener una mdxima. absorbancia para enrofloxacina de 278.33 nm(Anexo II-E.B1) y para 7-ACA
de 265.54 nm (Anexo II-E.B2)

HPLC

En los cromatogramas de CQ-M-EPCA el andlisis se realizé al retenido a los 3.0781 min. drea
843176.17 y ol pico que se presenta a 4.8988 min. drea 15382715 (Anexc II-E.A3), los tiempos de
retencién fueron comparados con los tiempos de retencién de los precursores que corresponde para
Enrofloxacina 3.5636 min. drea 24112080 (Anexo II-E.Al)y 7- ACA 1873 min. drea 3567724 .(Anexo
II-E.A2)

Por lo tante:
Deacuerdo a los tiempos de retencidn:

En los cromatogramas de CQ-M-EPCA (Anexo II-E.A) el primer pico con tr. 3.0781 min. es el
resultado de una impureza de sintesis materia no reaccionante que corresponde a enrofloxacina y el pico de
interés se presenta a los 4.8988 min. el cual corresponde a CQ-M-EPCA.

II-H CONCLUCIONES

Durante el procedimiento de sintesis de CQ-caorboxamidos la sal de trietilamina de 7-ACA
reacciona totalmente, sin embargo el cloruro de dcide 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 96.51%
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CONTENIDO DE CQ-M-EPCA

III.A OBJETIVO
DETERMINACION EN HPLC DEL CONTENIDO DE CQ-M-EPCA' AL 10% COMO SOLUCION

INYECTABLE
III-B REACTIVOS Y MATERIAL

B.1 REACTIVOS

Moléeula CQ-M-EPCA*

Procaina. HCI

Hidroxido de sodio

Buffer de fosfatos de amonio dibdsico pH 3.5 HPLC, 0.04 M HPLC
Buffer de fosfatos de amonio dibdsico pH 10.0, 0.04 M HPLC
Acido acético glacial R.A

Agua HPLC

Acetonitrilo HPLC

Metanol HPLC

B.2 MATERIAL
(Ver I1-B.2)

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

III-D CONDICIONES DEL EQUIPO
ITI-D.1 CONDICIONES PARA HPLC
{Ver I1-D.1)
ITI-D.1 CONDICTIONES PARA U.V,
(Ver I1-D.2)

III-E PROCEDIMIENTO

E. 1 PREPARACION DFE LA SOLUCTON INYECTABLE CQ-M-EPCA 10%

U Formula:
Cada 100 ml contiene:

" POLVO PARA RECONSTITUIR | CONTENIDO

CQ-M-EPCA* 9.651 9
Enrofloxacina™ 0.349¢g

PROCAINA. HCL
Equivale
PROCAINA BASE 087 g

| DILUENTE ]
HIDROXIDO DE SODIO 0815g
AGUA cb.p. 100 ml

* Pureza CQ-M-EPCA =96.51%= 9.651 g
* Impureza Enrofloxacina = 3.49 % = 0.349 g
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E.2 DETERMINACION DEL HPLC Y U.V DE LA SOLUCION INYECTABLE CQ-M-EPCA AL
10%

Tomar 1 ml de la SOLUCION INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 10%, adicionar @ un matraz
volumétrico de 100 ml aforar con una mezcla de agua/acetonitrile 1:1.
Tomar una alicuota de 1 ml y adicionar a un segundo matraz volumétrico, aforar a 25 ml con una mezcla de
metanol/buffer de fosfato de amonio dibdsico pH 3.5, 0.04 M 1:1, para tener una concentracién final de
0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA,

u.Vv.

Tomar 2 ml de la solucién final y determinar el perfil espectral, longitud de onda y absorbancia
mdxima.

La determinacién serd por triplicado y de cada una se correrd el espectro una vez.

HPLC.

Filtrar 1 mi de solucién final y adicionar a un vial.

Inyectar.

La determinacién serd por duplicado y de cada una se inyectard 3 veces

La determinacién serd cualitativa y cuantitativa.

Por lo tanto, para identificar los picos en el cromatograma de la SOLUCION INYECTABLE
CQ-M-EPCA 10% se correrd en paralelo enrofloxacina y procaina base.

Determinar: drea, % de drea y tiempo de retencién

E.3 PREPARACTON DE ENROFLOXACINA PARA DETERMINACION DEL UV Y HPLC

Pesar exactamente 100 mg de Enrofioxacina, adicionar a un matraz volumétrico de 100 ml ,
aforar con una mezcla de agua/acetonitrile 1:1.
Tomar una alicuota de 1 ml y edicionar a un segundo matraz volumétrico y aforar a 25 ml con una mezcla de
metanol/buffer de fosfato de amonio dibdsico pH 3.5, 0.04 M 1.1, para tener una concentracidn final de
0.04 mg/m| de CQ-M-EPCA,

u.v.

Tomar 2 m! de la solucion final y determinar el perfil espectral, longitud de onda y absorbancia
mdxima.

La determinacién serd por triplicado y de cada una se correrd el espectro una vez.

HPLC.

Filtrar 1 ml de solucién final y adicionar a un vial.

Inyectar.

Determinar drea, % drea y tiempo de retencién.

La determinacién serd por triplicado y de cadauna se inyectarduna vez.
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E.4 PREPARACION DE PROCAINA.BASE PARA DETERMINACION DEL UV Y HPLC

Pesar exactamente 100 mg de Procaina:HCL, adicionar a un matraz volumétrico de 100 ml , aforar
con una mezcla de diluente de NaOH/acetonitrilo 1:1.
Tomar una alicuota de 1 ml y adicionarla a un segundo matraz volumétrico y aforar a 25 mi con una mezcla
de metanol/buffer de fosfato de.amonio dibdsico pH 3. 5 0.04 M 1:1, para tener una concentracién final de
0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA.

u.v. ‘.
Tomar. 2 ml de la solucién final. - - "
Determinar: el perfil espectral, longitud de onda y absorbancia mdxima.

La determinacién serd por friplicade y de cada una se correrd el espectro una vez.

B

HPLC. i
Filtrar 1 ml de solucién final -y-adicionar a un vial.
Inyectar.

Determinar: drea y tiempo de retencidn.
La determinacién serd por triplicado y de cada una se inyectard una vez.

Q De acuerdo a los tiempos de retencién de los picos en el cromatograma de la SOLUCION
INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 10% comparados con los tiempos de retencién de enrofloxacina y
procaina.base , se determinard cualitativamente y cuantitativamente las picos del cromatograma
de SOLUCION INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 10%.




CAPITULO ITI
III-F RESULTADOS

F.A RESULTADOS HPLC

TABLA III-F.Al SOLUCION INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 10%
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r PROCAINA BASE ENROFLOXACINA CQ-M-EPCA
RUN . TR AREA % AREA T.R AREA % AREA T.R. AREA % AREA
18 2190 1302146 6.75723 2999 1695076 B8.27733 4664 16373192 8496544
19 2.203 1278231 6.77242 2984 1416269 750378 4598 16179576 85.72361
20 2.195 1256218 6.49876 2.996 1476087 7.63620 46202 16597816 85.86506
21 2.189 1288770 6.64782 2.968 1581320 8.15687 4 595 16016264 85.19533
22 2.190 1281246 657731 2923 1675025 8.59878 4479 16523528 8482394
23 2.203 1329429 681827 2941 1682248 862778 4,494 16486360 8455395
6
MEDIA 2.195 1289340 6.6786 2.9685 15710042 B.1334 45750 16446123 B5.1879
DESVIACION ESTANDAR 00065421 2472717 0.2939 0.03C8 106613.32 04792 0.0730 13333874 05156
COEFICIENTE DE VARIACION +/- 2% 0.2980 19178 44017 1,038 6,7863 58928 1.5963 0.8107 0.6052




F.A RESULTADOS HPLC

TABLA III-F.AZ PROCAINA  BASE
PROCATNA. BASE ]
RUN T.A AREA % AREA |
24 2173 11911432 100,00
25 2.183 117252845 100.00
26 219% 11981520 100,00
3
MEDTA 21856 11872756 100.00
BESYIACION EST MM 0.0052664 13243923 0
LSOCFILIGNTE DE VARTAICM /- 2% 02409 111 0
TABLA IH-F.A3 ENROFLOXACINA
ENRGFLOXACINA |
RN TR AREA % AREA |
11 anss 24050508 100
12 31560 24399824 100
13 A543 24034656 100
3
WEDIA 3ns2s 24161723 100.00
BESVIATIEN ESTADAR 00087372 206305649 0
COEFICTENTE DE YARIAZON /-2 | 0.243¢ 0.8540 Q
F.B RESULTADOS U.V.
T48LA TI-F.Bl SOLUCION IMNYECTABLE
CQ-R-EBPCAAL LD %
| SOL. INYECTABLE OQ-M-EPCA 10%
MM beorbonci
1 27900 21654
2 271900 31654
3 279.00 31604
3
MECTA 27900 31654
BESYIATIEN EST DA o [+}
OOEFILTENTE DE WARTACTION - 25 0 0
TABLA III-F.B2 PROCATNA BASE
PROCATNA. BASE
RN " absorbancia
1 22891 4.4451
? 228: 44451
3 22891 A 4451
3
METTA 22851 44451
DESYIACION EST DA ] ]
COEFTCTEMTE DE VARLACICH o~ 7% i ] 0
TABLA III-F.B3 ENROFLOXACINA
I ENROFLOXACINA
RN fm ebsorboncia
1 27881 34506
2 27891 34506
3
MERTA 3
EESVIACTON EST bl 22851 14506
OOEFITENTE DE VARLACIOM - B o Q
[+] ]
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III-6 ANALISIS DE RESULTADOS

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

ANALISIS DE PUREZA DE PICOS:

El objetivo del andlisis reclizado fue el de obtener el cromatograma de la SOLUCION
INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 10% e identificar cada pico.
( ANEXO III-F.AlL)

En el cromatograma se observan tres picos: (Anexo III-F.Al)
€l andlisis se realizé ol primer pico retenido a 2.195 min. drea = 1289340y % drea = 6.6786.
El segundo pico con un tiempo de retenciénde 2.9685 min. drea = 1571004.2 y % drea = 8.1334.
Y al pico de interés con un tiempo de retencidn de 4.5750 min. drea = 16446123 % drea = 85.1879.
(TABLA TII-F.Al1)

Para identificar cada pico se inyecto bajo las mismas condiciones por separado:

Procaina.base registrando un tiempo de retencidn 2.1856 minutos { ANEXO ITT-F.A2) (TABLA IXI-
F.A2)

Enrofloxacina registra un tiempo de retencionde 3.5526 minutos (ANEXO ITI-F.A3)

(TABLA III-F.A3)

Por lo tanto el primer pico corresponde a procaina.base con un tiempo de retencién de 2.195
minutos .
El segundo pico corresponde a enrofloxacina (resultado de una impureza de sintesis materia no
reaccionante) con un tiempo de retencién de 2.9685 minutos .
El pico de interés se presenta a los 4.5750 minutos. El cual corresponde a la CQ-M-EPCA
(Anexo ITI-F.Al)
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6.8 INTERPRETACION DE UV
CQ-M-EPCA AL 10%
SOL. INYECTABLE

Se realizé un corte espectral de la sol. Iny. CQ-M-EPCA 10% vy se verificé por perfil
espectral llegando a obtener una mdxima absorbancia s 279.00 nm (Anexe III-F.B1) (Tabla III-
F.B1), lo mismo fue realizado para procaina.base llegando a obtener una mdx. abs de 229.91 nm
(Anexo III-F.B2)(Tabla III-F.B2)y paraenrofloxacina de 278.91 nm (Anexo III-F B3 ¥ Tabla ITI-
F.B3)

III-H CONCLUSIONES

CQ-M-EPCA AL 10%
SOL. INYECTABLE

[ COMPOSICION AREA % PESO (6) EQUIVALE |
CQ-M-EPCA 85.1879 % 9.6516
ENROFLOXACINA 81334 % 0349 6
PROCAINA. BASE 6.6786 % 0876

En este caso se podria dar un dato presuntivo con respecto al % drea para:
Procaina.base con un 6.6786 % de drea que equivale a 0.876 de la composicién de la formula.
Enrofloxacing con un 8.1334% % de drea equivale a 0.349 6 de la composicién de la formula
(impureza de la CQ).

POR LO ANTERIOR SE PUEDE ESTABLECER QUE EL % DE AREA HPLC PRESUNTIVA DEL
COMPUESTO PRINCIPAL CORRESPONDE AL 85.1879 % QUE REPRESENTA EL 100% de CQ-M-
EPCA EQUIVALE A 9.651 6 DE LA COMPOSICION DE LA FORMULA.
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ESTABILIDAD DE CQ-M-EPCA'

IV.A OBJETIVO

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

IV-B REACTIVOS Y MATERIAL

—_- W NN O O

10
12

Iv-B.1 REACTIVOS
(Ver II-B.1)

IV-B.2 MATERIAL

Matraz volumétrico 10 m

Matraz volumétrico 100 mi

Matraz volumétrice 25 ml

Pipeta volumétrica 1 ml

Pipeta volumétrica de 4 mi

Jeringas de 10 mi

Probetas de 100 ml

Filtros para jeringa Nylon Acrodisc, 0.45 um, 25 mm
Columna uBondapak €18 125 A 10 um, 3.9 x 150 mm
Contenido: Dimethyloctedecylsilyl bonded amorphous silica-acetonitrilo-agua
Viales de 2 m)

Frascos ambar con tapa y retapa.

Iv-C EQUIPO

Cromatografo de liquidos de alta resolucidn (HPLC), Marca Hewlett Packard, Serie

1050, detector de longitud de onda corta

Espectofotémetro mareca Varian, modelo Cary 1€ UV-Visible
Potenciémetro marca Bekman

Balanza analitica marca Sartorios

Cdmara fria

IV- D. CONDICIONES DEL EQUIPO

IV-D.1 CONDICIONES PARA HPLC
(Ver IT-D.1)

IV-D.2 CONDICIONES DEL ESPECTROFOTOMETRO
(Ver II-D.2)
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IV-E PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE LA SOLUCION INYECTABLE

(Ver III-E.1)

CQ-M-EPCA 10%

Preparar 6 muestras con polvo para 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 solucidn inyectable a 25°C.
3 Frascos de solucién inyectable a 4°C.

IV- F DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD

F. A PROCEDIMIENTO
* Las determinaciones de estabilidad se hardn por triplicado para cada

temperatura empleando el siguiente métado de andlisis.

TIEMPO TEMPERATURA DETERMINACIONES
Horas 25°C 4°¢ HPLC uv pH APARIENCIA
+/- 5°C +«/-2°C

0 3 fcos. 3 fcos. * * * *
24 - - *

48 _ - * * ® E
72 - _ » * L] *
96 - - *® » * E

- 3 Frascos para 25 °Cy 4°C, de los frascos para la determinacién del tiempo cero se

tomara muestra para las determinaciones de los otros tiempos.

F.A1 DETERMINACION DEL HPLC, U.Vy APARTENCTIA DELA SOLUCTONINVEC TABLE
CQ-M-EPCA AL 107%

Tomar 1 ml de la SOLUCION INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 10%,
volumétrico de 100 ml aforar con una mezcla de agua/acetonitrilo 1:1.

adicionar a un matraz

Tomar una alicuota de 1 ml y adicionar a un segundo matraz volumétrico, eforar a 25 ml con una mezcla de
metanol/buffer de fosfato de amonio dibdsico pH 3.5, 0.04 M 1:1, para tener una concentracién final de

0.04 mg/m! de CQ-M-EPCA.

Apariencia:

Observar la solucién inyectable.
Determinar: apariencia , color, brillo y transparencia

uv.

Tomar 2 ml de la solucién final.
Determinar: el perfil espectral, longitud de onda y absorbancia mdxima.

La determinacién serd por triplicado y de cada una se correrd el espectro una vez.

HPLC

Filtrar 1 mi de solucién final y adicionar a un vial.

Inyectar.

La determinacidn serd por duplicado y de cada una se inyectard 3 veces

Determinar: drea, % de drea y tiempo de retencidn.

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

pH

Tomqr 10-mi de la solucidn inyectable y adicionarlos en un vaso de precipitado de 50 ml

y determinat-e! pH de la solucién’ Inyectable CQ-MEPCA
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IV-6 RESULTADOS

IV-G.A ESTABILIDAD A 4°C «/- 2°C

ANEXO

ANEXO

ANEXO

ANEXC

ANEXD

v-5.A4-HPLCL
RUN

1

4

3
MEDIA
BESVLACION ESTANDAR
COEFIECIENTEOF
VARTACIONNS /- 23

IV-6.A-HPLCR
RUK

1

2

HEDLA

DELATION ESTAMDAR
ODEFTECIBNTE bE
VARLACIONNS/- T

IV-6.A-HPLCD
RUN

L

2

3
MEDTA
BESVIACICN ESTANDAR
COEFIECTENTE B
VARLACIONNe/- 2%

IV-6.A-HPLCA
RUN

~

NEBIA

DESVTACIONM ESTANGAR
COETTECTRNTE BE
VARLACIONH S T

IV-6.A-HPLCY
RUN

1

2

3
HBLA
QESVIACION ESTAMDAR
COEFTECTENTE bE
VASTACTORbR/- 7%

HPLL
VER TABLA IV-6.4

TIEMPO| PROCAINA BASE I ENROFLOXACTNA | CQ-M-EPCA !
TR | AREA [ %AREA | TR | AREA | WAREA | TR. | AREA | % AREA |

0 1540 974788 658860 3150  LI762%6  BA30 5672 797040  B4BTE2:
0 1939 594351 840943 3140 U767 BAOS43  BB46 11783096  BA46291
0 1930 993152 714030 3109 1127949 840943 BYTS 1TBEOOC  84.78027
1936 987430 708554 3133 usSerz4 a3z Sadt 1789378 8459713

000522 18743033 O0BALIB4 002137 27042484 01804266 005020 70734946 146112

0.2852 L1104 11871 06823  233% 21692 08610 00899 017041
[TIEMPO] PROCATNA. BASE I ENROFLOXACINA | CQ-M-EPCA ]
L TR | AREA | %AREA | TR, | AREA | % AREA | T.R. AREA | % AREA_|

24 3323 229157 1452509 3970 1775839 B46876 51X 16061086 7660618
24 3060 3296781 1583311 3772 1812271 BO39B0 4848 16112432 7892512 _
3192 3212969 15,2301 3874 1753905 850428 4594 16088744 76.26D665

018997 11882807 043134 014354 25973446 050232 020976 35328318  Q4BISS

5.8261 36890 28322 37053 L4478 05906 412030 0.2258 0.6314
TIEMPO| FROCAINA.BASE I ENROFLOXACINA ] CQ-M-EPCA )
TR | AREA [ %AREA | T.R. | AREA | % AREA | TR | AREA | % AREA |

a8 2378 1244355 753498 3315 2881152 1744575 5.501 12369368  79.01980
48 2.396 1242726 7.26133 azal 2918062 17.05043 5179 12983812 B.68822
48 2.145 1186080 678209 3163 3080573 1744382 4830 13231360 7BT74l
2290 1224350 71928 3283 2949929  17.3133 B0 12664746 7849367

012981 33214188 0.3BI0 007977 7L743834 022767 033509  43ITTIT92 041323

86688 27127 5.2982 11090 24689 L3150 64911 14030 05473
TIEMPO| PROCAINA.BASE | ENROFLOXACINA | CQ-M-ERCA i
| ra 7] AREA ] ®aREA [ TR, AREA | MAREA | TR, | AREA | % AREA |

72 2359 193783 660249 3526 1830904 2147649 6021 12587328 7006602
72 2390 1223064 650523 3465 3956638 2155136 5.8B1 13138856 T0.B4960
72 2416 1331437 __ 556201 3385 4561091 _ 2247941 5505 14162944 __ 49.80227
2388 1249428 $561657 3458 4120D44 21839753 5802 13296376 7040556

002853 72514816 0067808 007071 38280718 095867 OC26684  7OUBILEE  OB4IEO

11951 5.8038 LCz48 20450 92699 25585 459916 60131 07693
TIEMPO] PROCAINA.BASE ] ENROFLOXACINA | CQ-M-EPCA |
I TR | AREA T %AREA | TR | AREA | %AREA | T.R. | AREA | % AREA

9 1955 1012548 707510 3300 3220634 2253885 6297 9968806 5965629
9 1949 991976 702284 3250 3273413 237462 6200 9859603  69.80253
9 1956 975488 652887 3170 3243708 2304035 5932 9859354 7003078
1953 $93337 70089 3241 3247601 2291794 6143 9895921 45.8298

3.80788 18067457 007409 0.06602 24120293 0.40742 118905 52.120.384 0188732

0.194% 11892 10872 203N 0.7427 17777 30776 06378 02702



IV-6 RESULTADOS

[ 1IV-6.A ESTABILIDAD A 4°C +/-2°C | wv.
VER TABLA 1V-6.4
ANEXO 1V-6A-Uv1
[nzm LONGITUD DE ONDA
MAXIMA { nen ) ABSORBANCTA
1] 27900 31654
o 27900 31654
4] 27900 31654
e, 27900 31654
DESVADION ESTAMCAR o] V]
COEFCENTE 0 °
BE VARALION + %
ANEXO IV-6.A-UY2
,nem! LONSITUD DE ONDA ,
1 MAXIMA ( nm ) ABSORBANCTA
24 278.86 31468
FY 276.86 33466
24 276.86 31466
AEDLA 278.85 31466
SEHTATITH ESTADAR a Q
OO [+] Q
DEVASIACION +/- IR
ANEXO IV-6.A-UV3
|Tmml LONGITUD DE ONDA I'
MAXTHA { nen ) ABSORSANCTA
48 278.33 30847
48 77812 30847
48 278.33 30847
anta 27833 30047
TEITATON ESTANDAD o o
coEmeTINTE 0 0
DE VARTACEON + /- %
ANEXD IV-5A-UV4
RUN FIEMPO| LONGITUD DE ONDA
MAXIMA { nm } ABSORBANCTA
72 27900 29700
72 27900 25700
7z 279.00 29700
Tt N 279.00 29700
DESVTACION ESTANSAD ] [+]
COEFICIBNTE [} 0
DEVARTACT M o/- 2%
ANEXO IV-GA-UVS
RUN l:uaml LONSITUD DE ONDA
MAXIMA ( nm ) ABSORDANCTA
92 270.33 30269
g2 278.33 20268
92 278.33 20269
#Ebla 278.33 10269
SESVIACICN ESTANDAD 1] 0
COEFICTENTE Q Q

TE VARLACTON o/ 24

VER TABLA IV-6.4

NQ.
1
H
k)
AEDIA
NOC.
1
2
3
MEBIA
NO.
1
2
3
MEDLA
NG,
1
2
3
MEDIA
NG,
1
2
3
AEDLA

| TIEMPO HRS. pH
[] 1047
0 10.47
0 10.47
1047

TIEMPO HRS. aH

24 957
24 97
24 997

997

LTEMG RS | pH_ |
43

9.45
43 9.45
43 9.45
4%

TIEWFO HRS, PH_ |

T2 919
T2 9.15
7z %15

2.1%

TIEMPO HRS. pH

96 942
96 942
96 .42

942

pH
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TABLA IV.G.A

PRUEBAS DE ESTABILIDAD 3
TEMPERATURA: 4°C +/- 2°C |

]

41

CQ-M-EPCA
AL 10% SOL INYECTABLE
TIEMPO u. v. HPLC % AREA
HORAS hm Abs. PROCAINA. BASE | ENROFLOXACINA | CQ-M-EPCA pH APARIENCIA
0 279.00  2.1854 7.055 €.3173 €4.5071 i0.47  QOL. BRILLANTE. COLOR AMARILLO
24 27¢.86  2.1486 15.2301 €.5042 76.2656 9.97  QOL LICERAMENTE TURBIA
COLOR AMARILLO AMBAR
4 27€.33  3.0547 7.192¢ 17,3128 75.493¢ 9.45  SOL. TURBIA, COLOR AMARILLO
AMBAR.
72 279.00  2.9700 6.6165 21.£357 70.4059 0.5  SOL TURBIA, COLOR AMARILLO
AMBAR.
96 27€.33  2.0269 7.00€9 22.9179 69.€29¢ 9.42  SOL. TURBIA, COLOR AMARILLO

AMBAR.




CAPITULD TV
IV-6 RESULTADOS

1¥-6.B ESTABILIDAD A 25°C +/-5°C

VER TABLA IV-6.0

ANEXC

ANEXOQ

ANEXO

ANEXO

ANEXQ

42

L
IV-6.9-HLEL
RUN Iﬁem’o! PROCAINA BASE | ENROFLOXACINA i CQ-M-EPCA |
[ Te T AREA | %AREA | TR | AREA | %AREA | T.R, | AREA_ | % AREA |
1 0 1940 974788 698859  31%0 117625  B43310  B.B72 1797040 457821
2 [+] 1939 1173147 040943 3140 173167 840943 58458 117830946 84.46291
3 [+ 1930 993182 714030 3109 1127949 B.10943 8775 11788000 B84.75027
v 1836 $87430 708584 3133 L9124 @373z 583 789378 BaDy7a
BESVIATON ESTANGAY Q.00522 18743033 COB41184 002137 27.042484 01904266 005020 TOT34946  OL4silz
coemecrzoE a.28%2 11104 11871 06823 23330 21692 08810 00899 017041
WARIACTOMNGS- IR,
IV-6.B-HPLC2 '
RUN  [TIEMPO] PROCATNA.DASE i EMROFLOXACTNA | €Q:-M-EPCA |
| | TR ] AREA | %AREA | T& | AREA | %AREA | TR | AREA | % AREA |
1 24 2.416 1191119 656607 3230 3600998  I19E7Ea 4536 13343344 7355071
2 24 23717 1181323 658500 3273 3NTSTIZ 1904084 D246 13178806 734THUT
AEBIA 2.396 1186219 657603 3254 3IBY13B5 19.90937 5096 13261100 7381489
SesvIAGION B8 TANAZ 0027586 59239696 G009 002687 20708329 00440739 021213 11631058 008815
coertestene oe 11513 05837 0.2143 08257 05766 02213 41627 0.68770 0.0791
VAHACION - 15
IV-6.B-HPLC3 _
RUN mo}k PROCATNA BASE T ENROFLOXACINA I CQ-M-EFCA 1
Tr | arsa %AREA |} TR | AnEA | wanca | TR AREA % AkEa |
1 18 2298 1128259 724638 2401  39/742]1 2552341 BBz2 10477704 6723619
z B 2312 1526756 688306 3445 0660408 2585933 5928 14968208 6755763
3 48 2293 1048900 BOAITE 3382 3TAS79R | 479022 573 1035272 6826800
2.3003 12346517 TO74 3399 4464207 25.29009 5.829 11926061 &7497273
00102144 25506592 019161 004652 10601405 043404 0OFOZL 25805433 052798
04440 207399 27268 L2887 235235 L7162 16334 222248 07800
IV-6.B-HLCA
RUN [TIEMPO] PROCATNA BASE I ENROFLOXACINA I CQ-M-EPCA
TR ] AREA [ %AREA | T, | AREA | WAREA | TR | AREA | % AREA
1 T2 2439 944678 596893 3399 4516141 27.94354 5493 10480840 S6.08T52
2 72 2517 1012655 594387 3498 S012163 2941790 B39 11012992 6453856
3 72 2499 1127364 686811 3236  B2B0387 J0BE91A 4786 IO7BS44D  62.84272
PN 2485 1034899 616020 31378 49262303 2031887 5186 1082670 6452293
BeSVIACION ESTinesan 00408411 83592944 0353485 013220 37458953 132571 035282 16970572 162048
comFracTEnTE B8 16435 BOTT4 5.7382 39164 76039 45220  6BO3B 06379 28192
[
6.A-HPLLS
RUN [TIEMPO] PROCAINA BASE ] ENROFLOXACINA I €Q-M-EPCA |
TR ] AREA [ %AREA [ TR | AREA | W AREA | TR | AREA | % AREA |
1 3 2045 B76006 B.32010 3454 3315734 3149208 6466 6337030 6018784
2 98 1970 762826 70488 3333 3345948 3089841 6370 6720416 6206000
3 9 1972 TH8IT4 TO5096 3343 3333045 3096706 6380 6661558 695200
ot 1995 798902 TAT0B8 3376 3331579 3112918 6408 6573007 513939
DESVLACION ESTAMOAN 0.042743 656.809.459 0.73548 Q067163 15.165.237 0318124 0052777 206453.22 10511
COEFTUCTENTE b8 21425 &3626 9.8443 19894 04501 10219 0.8240 31409 17118

VANLACIONS /- TR
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CAPITULO IV 44
TABLA TV-G.8
—
PRUEBAS DE ESTARILIDAD
TEMPERATURA: 25C +/- 5°C
CQ-M-EPCA
AL 10% SOLUCION INYECTARBLE
TIEMPO u. v. HPLC % AREA 0Q-M-EPCA
HORASQ hm Abe. PROCAINA. BASE | ENROFLOXACINA |  CQ-M.EPCA Equivale pH APARIENCIA
0 270.00 2.4654 7.0€55 £.2173 €4.5971 100 % 10.47  SOL BRILLANTE. COLOR AMARILLO
24 272.€6 2.0702 6.5760 19.9093 73.5145 £6.9 % 0.1 Q0L LICERAMENTE TURRIA
(DLOR AMARILLO AMBAR
48 27%.23 2.0275 7.0217 25.2909 67.6€72 £0.00% 9.05  QOL TURBIA, COLOR AMARILLO
AMBAR.
72 220.00 2.9500 6.1602 29.316¢ 64.5229 76.27% 045  SOL TURBIA, COLOR AMARILLO
AMBAR.
%6 920.00 2.0593 7.470 21.1201 61.2999 72.57% 9.20  SOL TURRIA, COLOR AMARILLO

AMBAR.
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IVIApH

4°C +/-2°C 4°C +/-2°C 4°C +/-2°C
pH AREA (HPLC) UV (nm)
100
10,2 2802
10¢
2 80 | 2809 ®
t. \ j
o8 'l‘-, 2798 |
! 0 e} !’ /
96 - | =y OPROCAINA 2796 F i
T ‘ < A ENROFLOXACINA § i @CQ-M-EPCA 10%
e . OCQM-EPCA 10% ; { \
94+ 5 40 - . @CQMEPCA 2794 - | \
-. < \ [
92f ! 2792 F \ f \
“ A . f
!
H 20 /‘ \ f! \
9t ¢ o -0 o Lo /‘ mt —e S
r"_.‘ \0'-‘—---~—o o
8,8 | ] 1 1 0 1 L I i 1 278,8 1 1 ! | -l
0O 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
TIEMPO (HRS) TIEMPO (HRS) TIEMPO (HRS)
IV-LA-UV
IV-LA-HPLC
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25°C +/-5°C 25°C+/-5°C 25°C +/-5°C
pH AREA (HPLC) UV (nm)
100
102 280,2
m? N 280 ®
ol 279.8
:‘ | g el PROCAIN. /
L ROCAINA
eI (CQM-EPCA 10% & @ 279.6 \ f I@CQM.EPCA 10%
& \ < AENROFLOXACINA g ;
i 2". % ys ©CQ-M-EPCA 2794 | If ‘\
.‘ | |
2 AR 2792 + / \
koo o o oobd
279 - —
38 L i 1 L 1 ?'"""0 """ O @ | | |
0 20 4 60 80 100 120 0 bt b 278,8
TIEMPO (HRS) 0O 20 40 60 80 I00 120 0 20 40 60 80 100 120
TIEMPO (HRS) TIEMPO (HRS)
VLBV
TV-iBpH IVIB-HPLC



CAPITULO IV
47

IV-H ANALISIS DE RESULTADOS

El objetivo del andlisis realizado fue el de saber cual es el comportamiento de la
Solucién Inyectable CQ-M-EPCA 10% a 4°C +/- 2°C (Tabla IV-G.A) y a 25° C +/-5° C
(tabla IV-6.B) durante una semana.

Las pruebas de estabilided realizadas fueron:
uVv.

HPLC
pH

Apariencia

El andlisis de la CQ-M-EPCA 10% fue realizado en un cromatdgrafo de liquides de
alta resolucion con detector de arreglo de diodos 991 con 512 diodos y de longitud de
onda variable marca Watters

TEMPERATURA: 4° C +/-2° C

TIEMPO: 0 HORAS

HPLC: (Anexos IV-6.A-HPLC1)

En el cromatograma observamos tres picos corresponde:

El primero a procaina.base con 7.0 % drea.

El segundo a enrofloxacina con 8.3 % drea.

El tercero a CQ-M-EPCA con 84.5 7% drea.

U.v.

Por otra parte se realizo un corte espectral de la sol. Iny. CQ-M-EPCA 10% y se verifico
por perfil espectral la mdxima longitud de onda 278.86 y absorbancia 3.0702 {Anexos IV-
6.A-UV1).

pH es de 10.47 (Anexo VI-G.A-PHI)

La apariencia de la solucién brillante, color amarillo.

TIEMPO: 24 HORAS

HPLC: (Anexos IV-G.A-HPLC2)

En el cromatograma observamos tres picos corresponde:

El primero a procaina.base con 15.2 % drea.

El segundo a enrofloxacina con 8.5 % drea.

El tercero a CQ-M-EPCA con 74.2 % drea.

u.v.

Por otra parte se realizo un corte espectral de la sol. Iny. CQ-M-EPCA 10% y se verificé
por perfil espectral la mdxima 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 solucion 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 procaina.base con 7.1 % drea.

El segundo a enrofloxacina con 17.3 % drea.

El tercero a CQ-M-EPCA con 75.4 % drea.

uyv.

Por otra parte se realizo un corte espectral de la sol. Iny. CQ-M-EPCA 10% y se verifico
por perfil espectral la maxima longitud de onda 278.33 y absorbancia 3.05 (Anexos TV-
G.A-UV3).

pH es de 9.45 (Anexo VI-G.A-PH3)

La apariencia de la solucidn es turbia, color amarillo dmbar.

TIEMPO: 72 HR

HPLC: {Anexos IV-6.A-HPLC4)

En el cromatograma observamos +res picos corresponde:

El primero a procaina.base con 6.6 % drea.

El sequndo a enrofloxacina con 21.8 % drea.

El tercero a CQ-M-EPCA con 70.4 % drea.

u.v.

Por otra parte se realizo un corte espectral de la sol. Iny. CQ-M-EPCA 10% y se verifico
por perfil espectral la mdxima longitud de onda 279.00 y absorbancia 2.97 (Anexos TV-
6.A-UV4).

pH es de 9.15 (Anexo IV-G.A-PH4)

La apariencia de la solucidn es turbia, color amarillo dmbar.

TIEMPO: 96 HR

HPLC: (Anexos IV-G.A-HPLCS)

En el cromatograma observamos tres picos corresponde:

El primero a procaina.base con 7.0 % drea.

El segundo a enrofloxacina con 22.9 % drea.

El tercero a CQ-M-EPCA con 69.8 % drea.

Por otra parte se realizo un corte espectral de la sol. Iny. CQ-M-EPCA 10% y se verifico
por perfil espectral la mdxima 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 solucién es turbia, color amarillo dmbar.
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TEMPERATURA: 25° C +/- 5° C

TIEMPO: 0 HORAS

HPLC: (Anexos IV-G.B-HPL(1)

En el cromatograma observamos tres picos corresponde

El primero a procaina.base con 7.0 % drea.

El segundo a enrofloxacina con 8.3 % drea.

El tercero a CQ-M-EPCA con 845 % drea.

uv.

Por otra parte se realizo un corte espectral de la sol. Iny. CQ-M-EPCA 10% y se verifico
por perfil espectral la mdxima longitud de onda 278.86 y absorbancia 3.0702 (Anexos TV-
6.8B-UV1).

pH es de 10.47 (Anexo IV-G.B -PH1)

La apariencia de la solucidn brillante, color amarillo.

TIEMPO: 24 HR

HPLC: (Anexos IV-G.B-HPLC2)

En el cromatograma observamos tres picos corresponde

El primero a procaina.base con 6.5 % drea.

Eil sequndo a enrofloxacina con 19.9 % drea.

El tercero a CQ-M-EPCA con 73.5 % drea.

Por otra parte se realizo un corte espectral de la sol. Iny. CQ-M-EPCA 10% y se verifico
por perfil espectral la maxima longitud de onda 278.86 y absorbancia 3.0702 (Anexas IV-
G.B-UV2).

pH es de 9.81 (Anexo IV-6.B -PH2)

La apariencia de la solucién brillante, color amarillo.

TIEMPO: 48 HR

HPLC: (Anexos IV-G.B-HPLC3)

En el cromatograma observamos tres picos corresponde

El primero a procaina.base con 7.02 % drea.

El segundo a enrofloxacina con 25.29 % drea.

El tercero a CQ-M-EPCA con 67.68 % drea.

Por otra parte se realizo un corte espectral de la sol. Iny. CQ-M-EPCA 10% y se verifico
por perfil espectral la maxima longitud de onda 278.33 y absorbancia 2.9875 (Anexos IV-
6.B-UV3).

pH es de 9.05 (Anexo TV-G.B -PH3)

La apariencia de la solucién es turbia, color amarillo dmbar-.
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pH es de 9.05 (Anexo IV-6.B -PH3)
La apariencia de la solucién es turbia, color amarillo dmbar.

TIEMPO: 72 HR

HPLC: (Anexos IV-6.B-HPLC4)

En el cromatograma observamos tres picos corresponde

El primero a procaina.base con 6.16 % drea.

El sequndo a enrofloxacina con 29.31 % drea.

El tercero a CQ-M-EPCA con 64.52 % édrea.

u.v.

Por otra parte se realizo un corte espectral de la sol. Iny. CQ-M-EPCA 10% y se verifico
por perfil espectral la mdxima longitud de onda 280.00 y absorbancia 2.9599 (Anexos IV-
6.8-UVA4).

pH es de 9.45 (Anexo IV-G.B -PH4)

La apariencia de la solucién es turbia, color amarillo dmbar.

TIEMPO: 96 HR

HPLC: (Anexos IV-6.B-HPLC5)

En el cromatograma observamos tres picos corresponde

El primero a procaina.base con 7.00 % drea.

El segundo a enrofloxacina con 31.12 % drea.

El tercero a CQ-M-EPCA con 61.39 % drea.

U.v.

Por otra parte se realizo un corte especiral de la sol. Iny. CQ-M-EPCA 10% y se verifico
por perfil espectral la méxima longitud de onda 280.00 y absorbancia 3.0593 (Anexos IV-
G.B-UV5).

pH es de 9.20 (Anexo IV-G.B -PHB5)

La apariencia de la solucién es turbia, color amarillo dmbar.
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IV-I CONCLUSIONES:

ESTABILIDAD DE CQ-M-EPCA 10%
TEMPERATURA: 4° C +/- 2°C

De acuerdo a los resultados obtenidos en los cromatogramas observamos que el %
de drea de la CQ-M-EPCA disminuye:

Ver TABLA IV-G.A

Ver GRAFICAS

IV-I.A-HPLC

IV-I.A-UV

IV-L.A-Ph

ENROFLOXACINA CQ-M-EPCA RELACION
Tiempo QUINOLONA CEFAQUINOLONA
(HORAS) % AREA % AREA

0 8.3173 84.5971 10.17
24 8.5042 76.2656 8.96
48 17.3133 75.4938 436
72 21.8357 70.4059 3.22
96 229179 69.8298 3.04

A la primera hora la concentracién de la cefaquinolona es de 84.5% equivale al 100%
A las 96 horas la concentracion de la cefaquinolona es de 69.8% equivale al 82.54%
Por lo tante la concentracién disminuye un 17.46 %

Por otra parte observamos que la concentracién de enrofloxacine aumenta.
Al tiempo cero la concentracién de la quinolona es de 8.3% equivale al 1%
A las 96 horas la concentracién de la quinolona es de 22.91% equivale al 2.7%
Por lo tanto la concentracion de la quinolona a las 96 horas aumenta 1.7 %.

Por otro lado el comportamiento de la procaina.base no se ve afectado por la disminucion de
la concentracidn de la cefaquinolona y el aumento de la quinolona.
El % drea de la procaina.base a la primera hora es de 7.08% y a las 96 horas de 7.00%

¢ A que se debe que la concentracién de la cefaquinolona disminuya y aumenta la de
enrofloxacina?

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

Por otra parte el perfil espectral de la CQ-M-EPCA al 10% tiene una mdxima 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 solucién a la primera hora y a las 96 horas continua en condiciones
bdsicas.

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 10% el primer dia tiene un aspecto

brillante, color amarillo, a las 96 horas la apariencia de la solucién es turbia de color
amarillo dmbar (esto se debe a la hidrélisis de la carboxamida de la CQ)

ESTABILIDAD DE CQ-M-EPCA 10%
TEMPERATURA: 25° C +/- 5° C

De acuerdo a los resultados obtenidos en los cromatogramas observamos que el %
de drea de la CQ-M-EPCA disminuye:

Ver TABLA IV-GB

Ver GRAFLICAS

IV-I1.B-HPLC

IV-LB-UV

IV-I.B-pH

ENROFLOXACINA CQ-M-EPCA RELACION
Tiempo QUINOLOMNA CEFAQUINOLONA

(HORAS) % AREA % AREA
0 8.3173 84.5971 10.17
24 199093 73.5145 3.69
48 25.2909 67.6872 2.67
72 29.3168 64.5229 2.20

96 311291 61.3999 197

A la primera hora la concentracién de la cefaquinolona es de 84.5% equivale al 100%
A las 96 horas la concentracion de la cefaquinolona es de 61.39% equivale al 72.57%
Por lo tanto la concentracion disminuye un 27.42 %

Por otra parte observamos que la concentracién de enrofloxacina aumenta.
A la primera hora la concentracién de la quinolona es de 8.3% equivale al 1%
A las 96 horas la concentracién de la quinclona es de 31.12% equivale al 3.7%
Por lo tanto la concentracién de la quinolona a las 96 horas aumenta un 2.7%

Por otro lado el comportamiento de la procaina.base no se ve afectado por la
disminucion de la concentracién de la cefaquinclona y el aumento de la quinolona.
El % drea de la procaina.base a la primera hora es de 7.08% y a las 96 horas de 7.47%
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¢ A que se debe que la concentracién de la cefaquinolona disminuya y aumenta la de
enrofloxacina?

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

Por otra parte el perfil espectral de la CQ-M-EPCA al 10% tiene una mdxima 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 solucién a la primera hora y a las 96 horas continua en condiciones
bdsicas.

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% el primer dia tiene un aspecto
brillante, color amarillo, a las 96 horas la apariencia de la solucidn es turbia de color
amarillo dmbar (esto se debe a la hidrélisis de la carboxamida de ke CQ)

IV-I.A CONCLUSIONES GENERALES:

La solucidn inyectable CQ-M-EPCA 10% no es estable
Por lo tanto esto confirma que el polvo debe de reconstituirse en el momento de la
aplicacidn .

4°C +/-2°C

La concentracion de la cefaguinolona disminuye 100% a 82.54% y aumenta la
concentracion en la quinolona de 1% a 2.7
Por lo tanto en la cefaquinclona la disminucion es de un 17.46%
Y la quinolona aumenta un 1.7%

25°C+/- 5°C
La concentracion de la cefaquinolona disminuye 100% a 7257 y aumenta la
concentracion en la quinolona de 1% a 3.7

Por lo tanto en la cefaquinolona la disminucién es de un 27 42%
Y la quinolona aumenta un 2.7%

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

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

El aspecto de la solucion es el mismo a 4°Cy a 25°C
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PRUEBA DE SNAP™. KIT DE BETALACTAMICOS

V-A OBJETIVO
DETERMINAR RESIDUOS B-LACTAMICOS EN LECHE ENTERA ULTRA PASTEURIZADA

V.B MATERIAL

Leche entera ultrapasteurizada (marcano. 1) 1L
Leche entera ultrapasteurizada (marcano. 2) 1L

vV-C EQUIPO

(Ver dibujo de componentes V-C)

Equipo de prueba de betalactdmicos KIT-SNA
Equipo de 20 pruebas: cada equipo listo para el uso, contiene el dispositivo SNAP™, tubos de
prueba y pipetas.

Calentador de una unidad:

Marca Multi-Block, cddigo: 98-13183-00

PTM

Nota: E equipo para la prueba de beta lactdmicos actia por fijacién y receptores de enlace
enzimdtico.

Use: El kit test SNAP ha sido validado para detectar las siguientes drogas en leche de bovino el
cual tiene un 90% a 95% 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™

U CALENTAR LA MUESTRA Y EL KIT SNAP™
Tomar una muestra de la leche (459 ul +/-50ul) que |lega hasta la linea de indicacién de
la pipeta; verter en el tubo y colocarlo en el dispositive 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 hacia el circulo de la activacion.
Presionar completamente cuando el circulo de activacién comienza a desaparecer.
O LEER
Incubar durante 4 minutos y tomar lectura.
(ver cuadro de orientacién V-D)




OIBUJO V-C COMPONENTES

Tubo de prueba

Bolita de reactivo

Pipeta

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

1 O
3 O

U




INSTRUCCIONES DE USO

CALENTAR LA MUESTRA Y EL KIT SNAP

Calentar 45°C +/-5°C

VERTER LA MUESTRA Y ACTIVAR

>

LEER

VER CUADRO DE ORIENTACION

Dispositive

56




CAPITULO V 57

V-D CUADRO DE ORIENTACION

Control Circulo de activacién
Cavidad de muestra /
\ /
/ !
/ N
/ \
Ventana de resultados Muestra
Activador

| SIEMPRE SE DEBE LEER EN ESTA ORIENTACION |

RESULTADO NEGATIVO
Lectura visual La muestra es igual 0 mds oscura que el control

-

RESULTADO POSITIVO
La muestra es menos oscura que el control




V-E RESULTADOS

Lectura visual

RESULTADO NEGATIVO
La muestra es mds oscura que el control

control

muestra -

“RESULTADO POSITIVO

La muestra es menos oscura que el control

control E | “

’_l

muestra

V-F ANALISIS DE RESULTADOS

Leche entera ultrapasteurizada no. 1

No tiene residuos B-lactamicos o tiene una concentracién 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-lactamicos de algun antibiotico

Leche entera ultrapasteurizada no. 1

Leche entera ultrapasteurizada no. 2

58
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V-6 CONCLUSIONES

Deacuerdo a los resultados obtenidos:

Se utilizara la leche entera ultrapasteurizada que no tiene residuos b-lactdmicos.

En los siguientes capitulos se utilizard como blanco comparada con la CQ-M-EPCA que
tiene un anillo B-lactdmico en su estructura molecular.

Deacuardo a las Normas de Calidad' no se permite la venta al piblico de leche entera
pasterizada: libre de calostro, conservadores (tales como formaldehido, agua
oxigenada, hipoclorito, cloraminas, dicromato de potasio), adulterantes (tales como
harina, almidones, sacaresa, cloruros), neutralizantes, colorantes, ANTIBIOTICOS
(residuos B-lactamicos) drogas, materias extrafias y sabores u olores objetables o
extraiias

"BOLSA NACTONAL AGROPECUARIA S.A.
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DISTRIBUCION DE CQ-M-EPCA POR TLC

VI-A OBJETIVO
Determinar cualitativamente y semicuantitativamente la distribucién de la CQ-M-EPCA
en suero o grasa de la leche por TLC. ’

b

VI-B MOLECULAS, MATERIA Y EQUIPO

VI-B.1 MOLECULAS
CQ-M-EPCA
Enrofloxacina
7-ACA

VI-B.2 MATERIAL Y EQUIPO

10mt Metanol 1 Cdmara para cromatografia

10 mi cloroformo 1 Gradilla

100 mi agua destilada 10 Cromatoplacas de silica gel 60 fy5,
2 tabletas Renina (enzima protelitica) Lampara de u.v.

1L ' Leche entera ultrapasteurizdidd ° 1 Jeringa para inyeccién

10ml - Trietilamina 1 Centrifuga”

5 Pipetas 1 ml 1 Balanza analitica

20 Tubos para centrifuga 9  Matraz volumétrico de 25 ml

1 Diluente para reconstituir

1 Polvo CQ-M-EPCA 10% :

VI-C PROCEDIMIENTO

VI-C.A PREPARACION DE LOS ESTANDARES.

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

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

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

CQ-M-EPCA AL 10% (SOL. INY.)
Reconstituir el polvo con el diluente, tomar una alicuota de 0.5 ml que equivale a 50 mg y afarar
con agua destilada a 25 ml , concentracidn final de 2 mg/ml.
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VI-C.B PREPARACION DEL BLANCO

COAGULACION
Leche cuajada: Disolver la enzima proteolitica (1 tableta) en 10 m! de agua y adicionarla a un
litro de leche (precipitacién de las proteinas de la leche: caseina y lactoalbiimina)
Tomar 10 m| de leche y centrifugar a 7 RPM /15 MIN
Separar el suero de la grasa*

El volumen total de suero se afora a 25 ml con agua destilada.
El pH del suero 7.4

VI-C.C PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA DETERMINACION EN SUERO

CQ-M-EPCA
ENROFLOXACINA
7-ACA
Adicionar 50 mg y unas gotas de TEA a un tubo de centrifuga (el TEA disuelve la
muestra) y 10 ml de leche cuajade.
Centrifugar a 7 RPM /15 MIN
Separar el suero de la grasa™
Determinar al suero residuos B-lactamicos (ver método Capitulo V)
El volumen total de suero se afora a 25 ml con agua destilada.
Inyectar 5 ul

CQ-M-EPCA AL 10%

Tomar una alicuota de 0.5 mi que equivale a 50 mg adicionar a 10 m! de leche cuajada.
Centrifugar a7 RPM /15 MIN

Separar el suero de la grasa*

Determinar al suero residuos B-lactamicos (ver método Capitulo V)

El volumen total de suero se afora a 25 ml con agua destilada.

Inyectar 5 ul.

VI-C.D PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA DETERMINACION EN GRASA

CQ-M-EPCA AL 10%

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 m| de agua destilada, para tener una solucién de grasa reconstituida
Inyectar 5 ul.
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VI-C.E PREPARACION CAMARA DE CROMATOGRAFIA

FASE MOVIL.

Metano/Agua/Cloroformo

6:3:1

Saturar la cdmara con vapores 10 minutos antes de correr la placa.

VI-C.F PROCEDIMIENTO DE INYECCION MUESTRA VS. ESTANDAR

Q PLACAL
Q) PLACA 2
O PLACA 3
O PLACA 4
O PLACAS

(SUERO)

SUERQ/CQ-M-EPCAcsTanpan /CQ-M-EPCA W =sTaa
SUERO/CQ-M-EPCA 107%estannar /CQ-M-EPCA10%pestra
sUERO/ENROFLOXACINAESTANDAR /ENRO FLOXACINAMUESM
SUERQ/7-ACAestanoar / T-ACA s TRA

SU ERO / CQ-M-EPCA ESTANDAR/CQ'M' EPCAM[Esm/CQ'M'EPCA 1070ESTAN!)AR/ CQ-M- EPCA loymues
e /TENROFLOXACTNAsranpar /ENROFLOXACINAguesma /7-ACAesTANDAR / T-ACANUESTRA

VI-C.6 PROCEDIMIENTO DE INYECCION MUESTRA VS. ESTANDAR

PLACA 1
PLACA 2
PLACA 3

PLACA 4

ocooo

(6RASA)

GRASA/CQ-M-EPCAEsTANDAR /CQ-M-EPCAUESTRA
GRASA/CQ-M-EPCA 107¢stanpar /CQ-M-EPCA10Yopmuesma
GRASA/ENROFLOXACINAgsTanpar /TENROFLOXACINA e TRA
GRASA/T-ACAesTAwar / T-ACANEsT™RA

VI-C.H PROCEDIMIENTO DE INYECCION GRASA VS. SUERO

PLACA 1
PLACA 2

OO

(MUESTRA)

GRASA/CQ-M-EPCAnEsma / SUERO CQ-M-EPCANUESTRA
GRASA/CQ-M-EPCA 10% wuesma / SUERO CQ-M-EPCAL07ohuesmra

Después del procedimiento de inyeccién esténdar vs. muestra en suero, grasa 'y suero

v$. grasa en muestra.

Secar la placa 1 minuto a 100°C.

Introducir la placa en la cdmara, la fase mavil debera correr toda la distancia de la placa.
Sacar la placa y secar 2 minutos a 100°C.

Observar con la lampara de UV

Determinar: Cualitativa y semicuantitativamente la distribucion de la CQ-M-EPCA en suero y

grasa.

Rf y caracteristicas e intensidad de la mancha
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VI-E RESULTADOS

VI-E.A RESULTADOS DETECCION DE RESIDUOS 8 LACTAMICOS EN SUERO.

Suero-CQ-M-EPCA Positivo
Suero-CQ-M-EPCA 10% Positiva
Suero-Enrofloxacina Negativo
Suero-7-ACA Positive

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

VI-EB! CALCULOS

Rf =_DReo
DRru

Donde:
DISTANCIA RECORRIDA POR UN COMPUESTO DESDE EL ORISGEN = DRco
DISTANCIA RECORRIDA POR EL FRENTE DE LA FASE MOVIL DRey

DR FME 6.6 cm
Q MUESTRA VS. ESTANDAR
(SUERQ)
PLACA 1 SUERQ/CQ-M-EPCAesTanoar /CQ-M-EPCAuEsRA
DR SUERO= 0 cm Rf=0
DRcoCQ"M-EPCAESTANDAR: 48 cm Rf= 072
DReo CQ-M-EPCA yuesma= 4.7 cm Rf=0.71

Impureza Enrofloxacing enesenger= 2.2 cm  Rf=0.33

PLACA 2 SUERQ/CQ-M-EPCA 10%cstanpan /CQ-M-EPCA10%muestrn

DRco SUERO= O cm Rf=0
DRco CQ-M-EPCA loo/oesmngﬁ.n: 54 cm Rf= 0.81
DRco CQ-M-EPCA 10% muestra= 5.2 cm Rf=0.78

Impureza Enrofloxacing enestnder= 2.2 cm  Rf= 0.33

PLACA 3 SUERO/ENROFLOXACINAEstanpar /ENROFLOXACINA s A
DRco SUERQO= 0 cm Rf=0
DRco ENROFLOXACINA ESTANDAR= 2.7 em Rf= 0.40
DRCQ ENROFLOXACINA MUESTRA= 2.7 cm Rf'—' 040

PLACA 4 SUEROQ/7-ACAcsTanoar / T-ACAUESTRA
DR;o SUERQO= C cm Rf=0
DRCO T‘ACAESTANDAQ= 59 cm Rf= 0.89
DReo 7-ACA muestra= 5.9 em Rf= 0.89
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MUESTRA VS. ESTANDAR
(GRASA)

PLACA 1 GRASA/CQ-M-EPCAesTanpar / CQ-M-EPCA W EsTRA

DRco GRASA= 0 cm Rf=0
DRco CQ-M-EPCAESTANnmz b2 cm Rf=0.78
DRCO CQ-M-EPCA MUESTRA= 51 cm Rf=0.77

Impureza Enrofloxacingenesiondar = 2.3 cm  Rf= 0.34

PLACA 2 GRASA/CQ-M-EPCA 10%estanpar /CQ-M-EPCAL10%omuesra
DR¢o GRASA= 0 cm Rf=0
DRco CQ-—M-EPCA lo%esunnm: Blem Rf= 077
DReco CQ-M-EPCA 10% puesma= 5.0 cm Rf= 0.75
Impureza Enrofloxacing enesae= 2.3 cm  Rf= 0.34

PLACA 3 GRASA/ENROFLOXACINAgsTanoar /ENROFLOXACINAyyesma
DRco GRASA =0 cm Rf=0
DRco ENROFLOXACINA ESTANDAR= 25 cm Rf= 0.37
DRco ENROFLOXACINA MUESTRA= 2.7 cm Rf= 0.40

PLACA 4 GRASA/T-ACAgstanpar / T-ACAuesTRA

DR¢o SUERO= O em Rf=0
DRco T-ACAES'MNDAR= b4 cm Rf= 0.81
DRCO 7-ACA MUESTRA= 53cm . Rf= 0.80

U G6RASA VS, SUERO
(MUESTRA)

PLACA 1 GRASA CQ-M-EPCAnesTa / SUERC CQ-M-EPCAnUEsTRA
DRco GRASA CQ-M-EPCAueTsra= 5.2 cm Rf= 0.78
DRco SUERQD CQ-M-EPCA muesma= D1 cm Rf=0.77

PLACA 2 GRASA/CQ-M-EPCA 10% puesra / SUERO CQ-M-EPCA10%muesTra
DRco GRASA CQ-M-EPCA 10% MUESTRA = b.lcm Rf= 0.77
DRco SUERO CQ-M-EPCA 10% puesma= 5.0 cm Rf=0.75
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RESULTADOS EN CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA (TLC)

SUERO
ORTGEN
g t SENTIDO DE MIGRACTON DEL SOLVENTE
PLACA 4 9 MTRA. 7-ACA
O ESTAANDAR 7-ACA
o
SUBRO (BLANCO)
PLACA 3 MTRA ENRROFLOCACINA
SRRy o]
—— O | ESTANDAR ENROFLOXACIANA
Q
SUBRQ (BLANCO)}
PLACAZ MTRA, CQ-M-EPCA AL 10%
o (o]
- o [e) ESTANDAR CQ-M-EPCA AL 10%
0
SUERO (BLANCO)
PLACA 1 MTRA, CQ-M-EPCA

o ESTANDAR CQ-M-EPCA

SUERQ (BLANCO)

GRASA
PLACA 4 0
PLACA 3
<
PLACAZ
OIS

_ [
PLACA | )

- =
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MTRA. 7-ACA

ESTAANDAR 7-ACA

SUERO (BLANCO)

MTRA ENRROFLOCACINA

ESTANDAR ENROFLOXACTANA

SUERQ (BLANCO)

MTRA, CQ-M-EFCA AL 10%

ESTANDAR CQ-M-EPCA AL 10%

SUERG (BLANCO)

MTRA, CQ-M-EPCA

ESTANDAR CQ-M-EPCA

SUERO (BLANCO)

IDENTIFICACION DE LA CQ-M-EPCA PRESENTE EN SUERQO Y GRASA DE LECHE ULTRAPASTEURIZADA. DESPUES DE CROMATOGRAFTA 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 SUERC vs. MUESTRA DE 6RASA

CQR-M-EPCA CQ-M-EPCA AL 10%

NUESTRA CO-M-EPCA (6RASA) MUESTRA CQ-M-EPCA AL 10% (6RASA)

G MUESRA €Q-M-EPCA (SUERC) MUESTRA CQ-M-EPCA AL 10% (SUERC)

SUERO (BLANCO) SUERQ (BLANCO)
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VI-F ANALISIS DE RESULTADOS

MUESTRA VS. ESTANDAR
SUERC

PLACAL

BLANCQO. En la placa no se observa ninguna mancha.

CQ-M-EPCAcstanpan VS. CQ-M-EPCA wuesma: El estdndar corre aproximadamente 4 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
caracteristicas que el estdndar y su Rf = 0.71.

Estdndar 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% estanvan VS. CQ-M-EPCA 10% yuestes: El estdndar corre aproximadamente % 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 caracteristicas que el estdndar y su Rf = 0.78.

Estdndar 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.

ENROFLOXACINAgstanpar VS. ENROFLOXACINA yuesma: El estdndar corre aproximadamente 3
de la placa en la que se cbserva una mancha grande e intensa con Rf= 0.40, la mancha de la muestra
presenta las mismas caracteristicas que el estdndar y su Rf = 0.40.

PLACA 4
BLANCO. En la placa no se abserva ninguna mancha.
7-ACA egstanvar VS. 7-ACA uuesta: El estdndar corre casi toda la distancia de la placa en la que se

observa una mancha grande e intensa con Rf= 0.89, la mancha de la muestra presenta las mismas
caracteristicas que el estdndar y suRf = 0.89.

MUESTRA VS. ESTANDAR
(6RASA)

PLACA 1

BLANCO. En la placa no se observa ninguna mancha.

CQ-M-EPCAestancar VS. CQ-M-EPCA yuesma: El estdndar corre aproximedamente % de la placa en
la que se observa una mencha grande e intensa con Rf= 0.78, la mancha de la muestra es muy tenue vy
pequena , su Rf =0.77.

PLACA 2

BLANCO. En la placa no se observa ninguna mancha.

CQ-M-EPCA 10% estanpan VS. CQ-M-EPCA 10% wuesma: El estdndar corre aproximadamente 4 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, pequefiay suRf = 0.75.

PLACA 3
BLANCQ. En la placa no se observa ninguna mancha.
ENROFLOXACINAgstanpan VS. ENROFLOXACINA yuesma: El estdndar corre aproximadamente 7

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, pequefiay suRf =040,
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PLACA 4
BLANCO. En la placa no se observa ninguna mancha.
T-ACA estanoan VS. 7-ACA juesma: El estdndar corre casi toda la distancia de la placa en la que se

observa una mancha grande e intensa con Rf= 0.81, la mancha de la muestra es muy tenue, pequefa y su
Rf = 0.80.

6RASA VS, SUERO
(MUESTRA)

PLACA 1

BLANCO. En la placa no se abserva ninguna mancha.

CQ-M-EPCAsuero VS. CQ-M-EPCA grasa: El suero corre aproximadamente § 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 pequefia , su Rf
=0.77.

PLACA 2

BLANCO. En la placa no se observa ninguna mancha.

CQ-M-EPCA 10% sumo VS. CQ-M-EPCA 10% cnasa + El suero corre aproximadamente 4 de la placa
en la que se observa una mancha grande e intensa con Rf= 0.77, la mancha de la grasa es muy tenue,
pequeia y su Rf = 0.75.

VI-& CONCLUSIONES

Por el kit se determina:
El suero tiene residucs de B-lactamicos, por lo tanto la CQ-M-EPCA, Enrofloxacina y
7-ACA se queda en suero y probablemente muy poca cantidad en grasa

En TLC se determina:

Cualitativa y semicuantitativamente que la CQ-M-EPCA, Enrofloxacina y 7-ACA se
distribuye en mayor concentracion en suero que en grasa y proteinas (caseindgeno y
lactoalbimina) de leche entera ultrapasteurizada, porque la intensidad y el tamafio de la
mancha en suero es mayor que en grasa 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 estdndares.
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CAPITULO VII

DISTRIBUCION DE CQ-M-EPCA EN LECHE ENTERA

VII-A OBJETIVO

A.1 Determinacién cuantitativa de CQ-M-EPCA en suero por HPLC
A.2 Determinacién 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 proteolitica

Cloroformo

(NH,), HPO, pH 3.5, 0.04 M

(NH.). HPO, pH 10.0,0.04 M

Matraz volumétrico 10 ml

Matraz volumétrico 100 ml

Matraz volumétrico 25 mi

Pipeta volumétrica 1 ml

Pipeta volumétrica 4 ml

Jeringa 10 ml

Probetas 100 ml i
Filtros para jeringa Nylon Acrodisc, 0.45 um, 25mm
Columna uBondapak €18 125 a 10 um, 3.9 x 150 mm
Embudos de separacién

tubos para centrifuga

Leche entera ultrapasteurizada /libre de residuos beta-lactamicos)

VII-C EQUIPO
(Ver 11-C)

VII-D CONDICIONES DEL EQUIPO

III-D.1 CONDICIONES HPLC
(Ver II-D.1)

III-D.2 CONDICIONES DEL ESPECTROFOTOMETRO
Absorbancia simple:

Lampara : UV

Modo: Nanometros

Longitud de onda: 280 nm
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VII-E PROCEDIMIENTO

A-1.1 DETERMINACION DEL AREA DEL ESTANDAR (SOLUCION INYECTABLE CQ-M-EPCA AL
10%) POR HPLC

Reconstituir el polvo con el diluente.
Tomar 1 ml de la SOLUCTION INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 10%, adicicnar a un matraz
volumétrico de 100 ml .aforar con una mezcla de agua/acetonitrilo 1:1,
Tomar una alicuota de 1 ml y adicionar a un segundo matraz volumétrico, oforar a 25 ml con una mezcla de
metanol/buffer de fosfate de amonio dibdsico pH 3.5, 0.04 M 1:1, para tener una concentracién final de
0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA.

HPLC.

Filtrar 1 ml de solucidén final y adicionar a un vial.

Inyectar.

La determinacién serd por duplicado y de cada una se inyectard 2 veces
La determinacién serd cuantitativa.
Determinar: drea y tiempo de retencidn de cada pico en el cromatograma, se
calculara la media de procaina, enrofloxacina y CQ-M-EPCA que representa el 100%

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

Reconstituir el polvo con el diluente.

Tomar 1 mide la SOLUCION INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 10%, adicionar a 10 ml de leche
cuajeda ( que se prepara disolviendo la enzima proteolitica (1 tablete) en 10 ml de agua y adicionarla a un
litro de leche (precipitacidon de las proteinas de la leche: caseina y lactoalbimina).

Centrifugar a 7 RPM por 15 minutos.

Separar el suero de la grasa.

Lavar el suero 5 veces con un volumen de 10 m! 1:1 de agua y acetonitrilo, centrifugar y juntar las
fracciones acuosas en un matraz velumétrico de 100 ml .aforar con una mezela de agua/acetonitrilo 1.1.
Tomar una alicuota de 1 ml y adicionar a un segundo matraz volumétrico, aforar a 25 ml con una mezcla de
metanol/buffer de fosfato de amonio dibdsico pH 3.5, 0.04 M 1:1, para tener una concentracién final de
0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA.

HPLC.

Filtrar 1 ml de solucién final y adicionar a un vial.

Inyectar.

La determinacién serd por duplicado y de cada una se inyectard 2 veces
La determinacién serd cuantitativa.
Determinar: drea y tiempo de retencién de cada pico en el cromatograma, se
calculara la media de procaina, enrofloxacing y CQ-M-EPCA.

Caleular el rendimiento en suero:

Caleular Area total del estandar.
AREAcstanpan = MEdiﬂpmefm* Meditume fiomacing + Med iaCQ-M-EPCA

Calcular Area total de la muestra:

AREA yuema = Medidrocin, + Mediunofiperina + Meditcg . meca

AREA TOTAL amuestea (100%)/AREA TOTAL estanpar - RENDIMIENTO EN SUERO
El % tedrico para grasa se supone por diferencia.
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A-2.1 DETERMINACION DE LA ABSORBANCIA DEL ESTANDAR (SOLUCTION INYECTABLE
CQ-M-EPCA AL 10%)

Reconstituir el polvo con el diluente.

Tomar 1 ml de la SOLUCION INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 10%, adicionar a un matraz
volumétrico de 100 ml aforar con una mezcla de agua/acetonitrile 1.1,
Tomar una alicuota de 1 ml y adicionar a un segqundo matraz volumétrico, aforar a 25 ml con una mezcla de
metanol/buffer de fosfato de amonio dibdsico pH 3.5, 0.04 M 1.1, para tener una concentracién final de
0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA.

Absorbancia.

Tomar 2 ml de solucién final
Determinar. Absorbancia simple
Calibrar con metanol/buffer

La determinacién serd por duplicade.

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

Reconstituir el polvo con el diluente.

Tomar 1 ml de la SOLUCTION INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 10%, adicionar g 10 ml de leche
cuajada { que se prepara disolviendo la enzima proteolitica (1 tableta) en 10 m! de agua y adicionarla a un
litro de leche (precipitacién de las proteinas de la leche: caseina y lactoalbimina).

Centrifugar a 7 RPM po 15 minutos.
Separar el suero de la grasa.

SUERQ: adicionar a un matraz volumétrice de 100 mi aforar con una mezcla de agua/acetonitrilo 1:1.
Tomar una alicuota de 1 ml y adicionar a un sequndo matraz volumétrico, aforar a 25 ml con una mezcla de
metanol/buffer de fosfato de amonio dibdsico pH 3.5, 0.04 M 1:1, para tener una concentracién final de
0.04 mg/m! de CQ-M-EPCA.

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

Absorbancia.

Tomar 2 ml de solucién final: suero y grasa

Calibrar con agua para suero y con cloroformo para grasa
Determinar: Absorbancia simple

La determinacién serd por duplicado.
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Calcular el rendimiento de CQ-M-EPCA en suero y grasa (Cu en mg):

Calcular Cyus y Cyy

Formula :

Para suero mg/ml = _Ag . Cys
AM - CE

Para grasamg/ml= Ae . C.,
AM . CE

Donde:

A ¢ = Absorbancia del estdndar.

Ay = Absorbancia de la muestra.

Cra = Concentracién en mg de suero

Cuy = Concentracién en mg de grasa

Ce = Concentracién del estandar ( 0.04 mg/ml)

Entonces:

Caleular mg/ml total = Cus mg/ml de suero + Cyy mg?rn! de grasa

En base a mg/ml total caleular el % que corresponde para suero y para grasa.

VII-F RESULTADOS

DETERMINACION DE LA ABSORBANCIA DE ESTANDAR Y MUESTRA EN SUERO Y GRASA

asorBaNcIA | rEad [ abs | am |
ESTAND AR 1 39381  280.00
2 38923  280.00

ARSORBANCTA SUERO
MUESTRA

P reap | s | om |

1 3.7986  280.00

2 38271 280.00

6RASA
[ READ [ Abs am |
1 0.13%0  280.00

2 0.1158 280.00
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VII-F

ANEXOS

RUN

MEDIA

ANEXOS

RUN

MEDIA

RESULTADOS

VII-F.1 DETERMINACION DEL AREA DEL ESTANDAR (HPLC)

PROCAINA
ABC. TR
1077583 10935
1129452 10931
1077066 10940
1095861 1.943
1094915.5 1.937

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

'j ENROFLOXACINA
A.B.C. T.R.
1980087 2722
2046212 2707
1986471 2.719
1914440 2.684
19743025 2.708

PROCAINA
A.B.C. TR
990897 1.987
1089123 1.984
103766 1995
1069111 2.020
1048224.3 1996

ENROFLOXACINA
ABL, T.R.
17913566 2.581
1886873 2.535
1912785 2.490
1917039 2.505
1877013.3 2.528

73
CQ-M-EPCA
ABC. TR.
12750880 4.444
12616560 4.449
12444640 4389
12596416 4.276
12677124 4.3895
_ CQ-M-EPCA
aBc. | TR
11987624 3.816
12087080 3738
12154032 3.600
12429664 3.527
12164600 3.670
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OISTRIBUCION EN LECHE DE LA CQ-M-EPCA POR HFLC

VII-& CALCULOS
AREA TOTAL DEL
ESTANDAR
PROCAINA 1094915.5
ENROFLOXACINA 1974302 5
CQ-M-EPCA 12577124
AB.C. TOTAL 15646342

RENDIMIENTO EN SUERQ DE CQ-M-EPCA

15089838
15646342

[100% 1=

AREA TOTAL DE LA
MUESTRA EN SUERQ

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 =
3.9381
Grasa mg/mi= 0.1390 X 0.04 mg/ml =
3.9381
mg totales=  0.0385 mg/ml suero
0.00141 mg/ml grasa
0.0399 mg/ml

Suero mg/ml= 3.8271 X 0.04 mg/ml =
3.8923
Grasa mg/miz 0.1158 X 0.04 ma/ml =
3.8923
mg totales=  0.0393 mg/ml suero
0.00119 mg/m| grasa

0.04049 mg/m}

PROCAINA 1048224.3
'ENROFLOXACINA 1B77013.3
CQ-M-EPCA 12164600
AB.C. TOTAL 15089838
9644 % SUERO
0.0385 mg/ml
0.00141 mg/ml
DISTRIBUCION EN LECHE
96.65 % suero
331% grasa
0.0393 mg/ml
0.00119 mg/ml
DISTRIBUCION EN LECHE
97.06 % suero
293 % grasa
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VII-H ANALISIS DE RESULTADOS

DISTRIBUCION EN SUERO DE LA CQ-M-EPCA POR HFLC (A.8.C)

AREA DEL ESTANDAR AREA DE LA MUESTRA Relacidn
{en suero)
15,646,342 15,089,838 096

La concentracidn final de CQ-M-EPCA al 10 % como solucién inyectable adicionada a los s 10 ml de leche
fue 0.04 mg/ml

15089838 drea total de la muestra (0.04 mg/ml) = 0.0385772 mg/ml en suero
15646342 drea total del estdndar
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 SUERQ ¥ 6RASA DE LA CQ-M-EPCA POR ABSORBANCIA

ABSORBANCIA ABSORBANCIA ABSORBANCIA RELACION
ESTANDAR MUESTRA {SUERO) MUESTRA
(6RASA)
3.92 381 0.12 0.99

La concentracidn final de CQ-M-EPCA al 10 % como solucién inyectable adicionada a los s 10 ml 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/ ml de CQ-M-EPCA determinados en leche

VII-I CONCLUSION

La distribucién de la CQ-M-EPCA en leche entera no se puede determinar por HPLC por el tipo de
columna (C;5). para lo cual se necesitaria una columna para grasas por lo cual se utilizo-HPLC para suero y
absorbancia para suero y grasa. P

La distribucién de la CQ-M-EPCA en leche entera se determino solo en suero por HPLC. La
concentracién 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 equivale al 96.45 % de CQ-M-EPCA
En grasa se obtiene un rendimiento que equivale al 3,55 % de CQ-M-EPCA

La distribucién de la CQ-M-EPCA en leche entera se determino en suere y grasa por
Absorbancia. La concentracion 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 equivale af 97.25 % de CQ-M-EPCA
En grasa se obtiene un rendimiento que equivale al 3.25 % de CQ-M-EPCA

For lo tanto en suero la distribucion 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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COMPORTAMIENTQ DE CQ-M-EPCA POR EXCRECICN MAMARIA

VIII-A OBJETIVOS

A.1 Utilizandoe el Snap-Kit determinar en lechs entera de vaca antes y después de la administracién a
los diferentes tiempos de ordefa residucs B-lactamicos.

Determininar:

A.2 Por HPLCy UV el tiempo de eliminacién de la CQ-M-EPCA por excrecién mamaria {en suero )
A.3 Por HPLC y UV que compuestos de eliminan.

VIII-B MATERIAL Y REACTIVOS

(Ver VII-B)
Vaca sana, peso aproximado 400 Kg
10 Snap-Kit

VIII-C EQUIPO
(Ver II-C)
Calentador para el Snap-kit
Centrifuga clinica

VIII-D CONDICIONES DEL EQUIPO
(Ver I1I-D.1)
(Ver I1-D.2)
Gradiente: 60%-40%
Detector de longitud de onda variable
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VII-E PROCEDIMIENTO

PREPARACION DE LOS ESTANDARES

Solucion inyectable CQ-M-EPCA AL 10%
Reconstituir el polvo con el diluente y tomar 1 mi de la solucién inyectable CQ-M-EPCA al 10%,
adicionar a un matraz volumétrico de 1060 ml aforar con una mezcla de agua/acetonitrile 1:1.
Tomar una alicuota de 1 ml y adicionar a un segundo matraz volumétrico, aforar a 25 mi con una
mezcla de metanol/buffer de fosfato de amonio dibdsico pH 3.5, 0.04 M 1:1, para tener una
concentracién final de 0.04 ma/ml de CQ-M-EPCA.
uwv.
Tomar 2 ml de la solucién final y determinar el pérfil espectral, longitud de onda y absorbancia
mdxima.
HPLC.
Filtrar 1 ml de solucién final y adicionar a un vial.
Inyectar.
Determinar: tiempo de retencidn
La determinacién se hard una vez y se inyectard 1 vez

Enrofloxacina

Pesar exactamente 100 mg de Enrofioxacina, adicicnar a un matraz volumétrico de 100 ml ,
aforar con una mezcla de agua/acetonitrilo 1:1.

Tomar una clicuota de 1 ml y adicionar a un sequndo matraz volumétrico y aforar a 25 ml con una
mezcla de metanol/buffer de fosfato de amonio dibdsico pH 3.5, 0.04 M 1:1, para tener una
concentracion final de 0.04 mg/ml de CQ-M-EPCA.

Uv.

Tomar 2 ml de la solucién final y determinar el pérfil espectral, longitud de enda y absorbancia
mdxima.

HPLC.

Filtrar 1 ml de solucién final y adicionar a un vial.

Inyectar.

Determinar: tiempo de retencion.

La determinacién se hard una vez y se inyectard 1 vez

Procaina clorhidrato

Pesar exactamente 100 mg de procaina.HCL, adicionar a un matraz volumétrico de 100 ml , aforar
con una mezcla de diluente de NaOH/acetonitrilo 1:1.

Tomar una alicuota de I mi y adicionarla a un sequndo matraz volumétrico y aforar a 25 ml con una
mezcla de metanol/buffer de fosfato de amonio dibésice pH 3.5, 0.04 M 1:1, para tener una -
concentracion final de 0.04 mg/m! de CQ-M-EPCA.

U.v.

Tomar 2 ml de la solucién final y determinar el perfil espectral, longitud de onda y absorbancia
mdxima.

HPLC.

Filtrar 1 ml de solucién finel y adicionar a un vial.

Inyectar.

Determinar. drea, % drea y tiempo de retencién.

La determinacién se hard una vez y se inyectard 1 vez
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PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Administracién IM
10 mg/kg de peso

78

TIEMPO DE ORDENA

—H p— 400 kg de peso

40 ML SOL INY.

CQ-M-EPCA 10% r j
BLANCO: N [ T I
Toma de muestrg antes “ !
de la adminigtracién dz la
sol. iny.

0 HRsS. 1 HR, I HRS

PR

w7
e -
by e

by v

12 HRS.

F- Betalactamicos

24 HRS

Determinar a las nueve muestras residuos de

10 ml de
leche

36 HRs. 48 HRS. 60 HRS. 72 HRS.

- s
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PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las nueve muestras se preparardn y

anglizardn igual
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SAUR g

' 10 m!
leche CENTRIFUGAR
5o
§2 1 SUERO
£9 CON CQ-M-EPCA
830
&%
= 15mn/7RPM $ GRASA
VITAMINAS
10 ml de leche con 10 gotas de renina® Leche cortada

* 1 tableta de renina en 10 ml agua,

Adicionar los 10 ml aproximados de suero
@ un matraz volumetrico de 100 ml y afororar
con una mezcla de agua/acetonitrilo 1:1

Tomar una alicuota

de 1 ml

Tomar 2 ml de la muestray

Tomar una alicuota de 1 ml del primer matraz
y adicionarla a un sequndo matraz y aforar a
25 ml con una mezcla de Buffer de fosfato

de amonio pH 35, 0.04 M/metanel 111

Tomar 2 ml de la muestray

adicienar a la celda
Correr el espectro

Determinar:
Longitud de onda

NOTAS:

adicionar a un vial
Inyectar

L

Determinar:
Area, % Area, TR.

Se tomaran 20 ml como volumen total de leche en cada ordefic a los diferentes tiempos
distribuida en 2 tubos de 10 mi, ya que las determinaciones se realizaran por duplicado.
Se debe de asegurarque lavaca que se utilize parael experimento este sanay
que no haya side tratada recientemente conalgun antibiético que tenga residuos
betalactdmicos, porque podria dar "positivos falsos".

La grasa que se separa del suero despues de centrifugar se eliming, solo se  utiliza el

suero,

El blanco que se utilizara para el U V. serd Buffer de fosfato de amonio dibdsico pH 35

0.04 M/metanol 1:1
VER TABLA

ETRTESIS g ppgy

LA

BISLIGTECH




CAPITULO VIII

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

TABLA

',‘ DIA TIEMPO | VACADE 3 |MUESRAS*™*
ORDENOS
Nota.
*1 0 X El primer dia se realizaren 4 ordefias,
**1 1 1 x el sequndo dia 3 ordefias y el tercer
3 2 x dia solo una ordefia.
12 3 X El tercer dia solo se pudo realizar un
24 4 x ordefio y no tres como se tenia planeado
2 36 1 X
48 2 x
60 3 X
3 72 1 x

* muestra antes del tratamiento.

** Dia 1, hora uno, es la hora desplies del tratamiento IM a la vaca con CQ-M-EPCA
AL 10% a10 mg/kg.

*** Prueba inicial conuna  vaca como base para estudios  farmacocinéticos en un
determinado nimero de vacas.

x volumen total de ordefia para cada tiempo: 20 ml (2 tubos de 10 ml)
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CAPITULO VIII

VIII-F  RESULTADOS

F.2 RESULTADOS DE HPLC Y UV CORRESPONDIENTE A ESTANDAR
HPLC [ w
TR nm abs
VER ANEXO VER ANEXO
F.2-HPLCY PROCAINA 1.923 min F.2-Uvl PROCAINA 22891 44451
F.2-HPLC2 ENROFLOXACINA 2.811 min F.2-Uve ENROFLOXACINA 278.33 3.4506
F.2-HPLC3 CQ-M-EPCA AL 10% F.2-uv3
SOLUCION INYECTABLE CQ-M-EPCA AL 10%
Procaina 2.191 min, SOLUCION INYECTABLE 279.00 3.1654
Enrofloxacina 2.644 min.
CQ-M-EPCA 3.713 min




Ver anexos

F.3-HPLCL

F.3-HPLC2

F.3-HPLC3

F.3-HPLC4

F.3-HPLCH

F.3-HPLCH

F.3-HPLCY

F.3-HPLC8

CAPITULC VIII

VIII-F RESULTADOS

83

F3-a RESULTADOS DE HPLC CORRESPONDIENTES A
LAS MUESTRAS TOMADAS A DIFERENTES
TIEMPOS DE ORDENA
Ver Graficas  F.3-HPLCYI  Area vs. Tiempo
F.3-HPLCZ % Areavs. Tiempo
Ningun pico en la corrida
1 HR. Ningun pico en la corrida
Ningun pico en la corrida
12 HRS.
PROCAINA CQ-M-EPCA
TR AREA % AREA TR AREA l % AREA
1,505 3683946 80.76618 3.256 877303 19.23383
1925 3006149 82.755617 3.294 793139 | 17.24482
1915 33450475 81.760675 3.275 835221 | 18.239325
24 HRS.
PROCAINA CQ-M-EPCA
TR AREA % AREA TR AREA % AREA
1.880 2821109 62.85131 3180 1667435 37.14870
1.180 2656622 7284176 3.228 990455 27.15825
153 27388155 67.846535 3.204 1328945 32153475
36 HRS.
PROCAINA CQ-M-EPCA
TR AREA % AREA TR AREA % AREA
1.895 3618022 78.36352 337 998950 21.63647
1.925 3801906 79.33158 3.376 990519 20.66842
1.810 3709964 78.84755 3.373 9947345 21.152445
| 48 HRS.
| PROCAINA CQ-M-EPCA
TR AREA % AREA TR AREA % AREA
1915 6202611 85.92707 3.465 1015850 14.07254
1.902 6516749 B6.67075 3.431 1002223 13.32926
1.5085 6359680 86.29891 3.448 1009036.5 13.7011
60 HRS. | E3-HPLCS 72 HRS
PROCAINA ' PROCAINA
TR AREA % AREA TR [ AREA % AREA
1.880 2461230 100.00000 1.870 1597197 100.00000
1.857 2387397 100.00000 1.879 1672678 100.00000
1.868 24243135 100.00000 18745 16349375 100.00000




Ver anexos

F.3-uvi

F.3-Uv2

F.3-Uv3

F.3-Uv4

F.3-UvS

F.3-Uvé

F.3-Uv7

F.3-Uve

CAPTTULO VITI 84
VIII-F RESULTADOS
F.3-b  RESULTADGS DE UV  CORRESPONDIENTES A
LAS MUESTRAS TOMADAS A DIFERENTES
TIEMPOS DE ORDENA
Ver Grafica F.3-uvi nm vs. Tiempo
OHRS Ningun pico en | corrida
1HR. Ningun pico en la corrida :
3 HRS. Ningun pico en la corrida
12 HRS. ,
PROCAINA CQ-M-EPCA
nm abs. nm. abs
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 ] abs. nm. abs
237.23 3.2742 27719 27210
23723 | 3o742 277.19 2.7210
237.23 ] 3.2742 277.19 2.7210
36 HRS.
PROCAINA CQ-M-EPCA
nm abs. nm. | abs
238.33 37282 276.67 3.3893
238.33 3.7282 276.67 3.3893
238.33 37282 276.67 3.3893
48 HRS.
PROCAINA CQEM-EPCA
nm abs. am. L abg
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-Uve 72 HRS
PROCAINA PROCAINA
nm abs. nm abs.
232,00 2.5003 230.00 1.5267
23200 | 25003 230.00 1.5267
232.00 | 2.5003 230.00 1.5267




AREA BAJO LA CURVA

TIEMPO (HORAS DE ELIMINACION)

8 AB.C. CQ-M-EPCA

B AR.C. PROCAINABASE

TIEMPO VS. AREA

TIEMPO (HORAS) AB.C.CQ-M-EPCA ABC PROCAINA.BASE
0

NEEREE e~

GRAFICA

0
0 0
[y 0
B35221 3345047.5
1328945 2738815.5
964734.5 3709964
1009036.5 6359680
0 24243135
0 163493175
F.3-HPLCI



% AREA (HPLC)

120

20

g

TIEMPO ( HORAS DE ELIMINACION)

B AREA % (CQ-M-EPCA)

8 AREA % (PROCAINA. BASE)

TIEMPO VS. % AREA

TIEMPO (HORAS) AREA % (CQ-M-EPCA)

GRAFICA

0
0
1]
I8
iz
21
13
0
1]

P3-HPLC2

86

AREA % (PROCAINA. BASE)

Q

]

0
81
67
78
86
100
100



ABSORBANCIA (am)

300 f

200 |-

0 / | l |

TIEMPO (HORAS)

B nm(CQ-M-EPCA) 8 nm (PROCALNA.BASE)

TIEMPO VS. ABSORBANCIA

TIEMPO{HORAS
0

I
3
12
24
36
48
60
72

GRAFICA

nm(CQ—M-EPCA) nm (PROCAINA.BASE)
0 0

0
0
276
277
276
276
0
4]

F3.UVI

Q
Q
236
237
238
236
232
230

87




CAPITULO VIII
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VIII-G ANALISIS GRAFICO DE RESULTADOS.

U Comportamiento grdfico de HPLC en las muestras: % AREA VS. TIEMPO
Procaina (Producto de eliminacién 1): A O, 1 y 3 horas no se detecta, por lo tanto el
7% drea corresponde a 0%, a 12 horas se detecta con 81.7%, a 24 hrs. disminuye
ligeramente a 67.8%, a 36, 48, 60 y 72 horas se observa un incremento de 78.8%,
86.2%, 100% y 100% respectivamente.
A las 60 y 72 horas el 7%drea es 100% porque se elimina solamente procaina ya que la
CQ-M-EPCA se elimino completamente a las 60 horas.
CQ-M-EPCA (Producto de eliminacién 2) : A 0,1y 3 horas no se detecta , por lo
tanto el % drea corresponde al 0%, a las 12 y 24 horas se observa un incrementa de
18.2% a 32.25% respectivamente en este periodo se elimina mayor cantidad del
producto , a las 36, 48, 60y 72 horas  se observa una disminucién en el % drea de
21.1%,13.7%, 0% y 0% respectivamente. El producto se elimina a las 60 hrs.

O Comportamiento grdfico de HPLC en las muestras: AREA BAJO LA CURVA VS.
TIEMPO
Procaina (Producto de eliminacién 1) : A las O, 1y 3 horas no se detecta, por lo tanto
el drea corresponde a 0%, a las 12 horas se detecta 3345047.5 de dreaq, a las 24 hrs.
dismuniye ligeramente a 2738815.5, de las 36 a las 48 horas se observa un incremento
en el drea de 3709964, 6359680m respectivamente, en este intervalo de horas se
elimina mayor cantidad del producto 1
De las 60 a las 72 horas se observa una disminucién en el drea de 24243135y
1634937 5 respectivamente, que representa casi la eliminacién completa del organismo.
El comportamiento de la curva es descendente, porque continua eliminandose el
producto.
CQ-M-EPCA (Producto de eliminacién 2) : A las O, 1 y 3 horas no se detecta , por lo
tanto el drea corresponde al 0%, a las 12 y 24 horas se observa un incrementa de
835221 a 1328945 respectivamente. A las 24 hrs. la eliminacién del producto es mayor.
A 36, 48,60y 72 horas  se observa una disminucién en el drea de 9947345,
1009036.5, O y O respectivamente, A 60 hrs. se elimina todo el producfo
El compartamiento de la curva es descenden‘re

(J El comportamiento grdfico de UV en las muestras: NM VS. TIEMPO
Procaina (Producto de eliminacién 1):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
60y 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 elimacién 2):A las O, 1y 3 horas no hay absorbancia.
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 la curva es lineal porque no hay cambio en la estructura del
compuesto.
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VIII-6 ANALISIS DE RESULTADOS

ESTANDAR

Procaina.base tiempo de retencién 1.9 minutos (Anexo F.2-HPLC1)
Enrofloxacina tiempo de retencién 2.8 minutos (Anexo F.2-HPLC2)
CQ-M-EPCA AL 10% Solucién inyectable

El primero corresponde a procaina.base con un TR 2.1 minutos

El segundo corresponde a enrofloxacina con un TR 2.6 minutos

El tercero corresponde a CQ-M-EPCA con un T.R. 3.7 minutos
(Anexo F.2-HPL.C3)

MUESTRAS

ANTES DE LA ADMINISTRACION

KIT. Negativo ( la leche no tiene residuos B-lactamicos)

UV. No se determina el perfil espectral, no hay absorbancia. (Anexo F.3-UV1)
HPLC. En el cromatograma no observamos ningun pice. (Anexo F.3-HPLCL)

TIEMPO DE ADMISNISTRACION: 1 HORA
KIT. Negativo ( la leche no tiene residuos B-lactamicos)
UV. No se determina el perfil espectral, no hay abserbancia. (Anexo F.3-UV2)
HPLC. En el cromatograma no observamos ningun pico. (Anexo F.3-HPL(C2)

TIEMPO DE ADMISNISTRACION: 3 HORAS

KIT. Negativo ( la leche no tiene residuos B-lactamicos)

UV. No se determina el perfil espectral, no hay absorbancia. (Anexo F.3-UV3})
HPLC. En el cromatograma no observamos ningun pico. (Anexo F.3-HPLC3)

TIEMPO DE ADMISNISTRACION: 12 HORAS

KIT. Positivo ( la leche tiene residuos B-lactamicos)

UV. El corte espectral se verificé por el perfil espectral de la procaina.base 236.67 nm y la
CQ-M-EPCA 276.677% (Anexo F.3-UV4)

HPLC. En el cromatograma observamos dos picoes que corresponden a: (Anexo F.3- HPLC4)
Procainabase con un TR, 1.9 minutos, drea 33450475, % drea= 8176

CQ-M-EPCA con un TR 3.2 minutos, drea 835221 % drea = 18.24
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TIEMPO DE ADMISNISTRACION: 24 HORAS

KIT. Positivo  la leche tiene residuos B-lactamicos)

UV. El corte espectral se verificd por el perfil espectral de la precaina.base 237.23 nm y la
CQ-M-EPCA 277.19% (Anexo F.3-UV5)

HPLC. En el cromatograma observamos dos picos que corresponden a: (Anexo F.3- HPLCS)
Procaina.base con un TR. 1.563 minutos, drea 27388155, % drea = 67.84

CQ-M-EPCA con un TR 3.20 minutos, drea 1328945 drea = 32.15

TIEMPO DE ADMISNISTRACION: 36 HORAS |

KIT. Negativo (Se identifican residuos B-lactamicos en leche, pero el kit ya no los detecta
porque su sensibilidad es de 5ppb, mucho menor a la sensibilidad de! HPLC)

UV. El corte espectral se verificd por el perfil espectral de la procaina.base 238.33 nmy la
CQ-M-EPCA 276 .67% (Anexo F.3-UV6)

HPLC. En el cromatograma observamos dos picos que corresponden a: (Anexo F.3-HPLC6)
Procaina.base con un TR. 1.8 minutos, drea 3709964, % drea = 78.84

CQ-M-EPCA con un TR 3.3 minutos, drea 9947345, % drea = 21.15

TIEMPO DE ADMISNISTRACION: 48 HORAS

KIT. Negativo.

UV, El corte espectral se verific por el perfil espectral de la procaina.base 238.67 nm y la
CQ-M-EPCA 276.677% (Anexo F.3-UVT)

HPLC. En el cromatograma observamos dos picos que corresponden a: (Anexo F.3-HPLC7)
Procaina.base con un T.R. 1.9 minutos, drea 6359680 % drea = 86.29

CQ-M-EPCA con un TR 3.4 minutes, drea 1009036.5 % drea = 13.70

TIEMPO DE ADMISNISTRACION: 60 HORAS

KIT. Negativo.

UV. El corte espectral se verificé por el perfil espectral de la procaina.base 232.00 nm
(Anexo F.3-UV8) ,

HPLC. En el cromatograma observamos dos pices que corresponden a: (Anexo F.3-HPLCS)
Procaina.base con un TR. 1.8 minutes, drea 24243135 % drea = 100

TIEMPO DE ADMISNISTRACION: 72 HORAS

KIT. Negativo.

UV. El corte espectral se verifico por el perfil espectral de la procaina.base 230.00 nm
(Anexo F.3-UV9)

HPLC. En el cromatograma observamos dos picos que corresponden a: (Anexo F.3-HPLC9)
Procaina.base con un TR. 1.8 minutos, drea 16349375 7% drea =100

o
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VII-H CONCLUSIONES.

Los compuestos que se eliminan por excrecidn mamaria sor.

Procaina y CQ-M-EPCA, se identifican por el tiempo de retencion y el perfil espectral
comparados con los establecidos por los estdndares, en los cromatogramas de todas
las muestras de leche no aparece la impureza de sintesis (enrofloxacina).

¢Porque no aparece en los cromatogramas Enrofloxacina?

Probablemente el farmaco presente una biotransformacidn con respecto a su actividad
farmacoldgica que pueda ser excretado sin que sufra alteracién.

Es decir:

Probablemente el compuesto en el organismo de la vaca no se hidralice y se comporte
como una cefalosporina

¢A que tiempo comienza a eliminanse CQ-M-EPCA INYECTABLE AL 10% (COMPUESTO
2)?

A las 12 hrs. después de su administracién, alcanzando un punto méximo de eliminacidn a
las 24 hrs.

¢A que tiempo se elimina completamente del organismo CQ-M-EPCA INYECTABLE AL
107% (COMPUESTO 2)?

A las 60 hrs. después de su administracion..

CA que tiempo comienza a efiminanse Procaina (COMPUESTO 1)?

A las 12 hrs. después de su administracién, alcanzando un punto mdximo de eliminacién
a las 48 hrs.

€A que tiempo se elimina completamente del organismo Procaina (compuesto 12)?
Se tomaron muestras hasta las 72 horas, por esta razén no se determino a que tiempo
se elimina. Pero la eliminacion es prdcticamente total después de las 72 horas.

Tiempo de eliminacion de residuos betalactdmicos en leche detferminados por kit vs.
HPLC (Zadrea).

Tiempos de eliminacion por HPLC :

CQ-M-EPCA: comienzan a eliminarse por excrecion mamaria a las 12 hrs despues de
haber administrado el medicamento. La CQ-M-EPCA se elimina completamente por
excrecion mamaria a las 60 hrs

Tiempos de eliminacion por SNAP-KIT :

A las 12 hrs y a las 24 hrs se detectan residuos betalactdamicos en leche.

Apartir de la sexta toma de muestra que corresponde a 36 hrs ya no se detectan
residuos betalactdmicos.
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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 betalactdmicos apartir de
las 12 hrs hasta 48 hrs, el SNAP-KIT detecta los residucs en la cuarta y quinta toma
de muestra que corresponde a 12 v 24 horas respectivamente en donde la eliminacion
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 antibidtica, el pardmetro que se usa
para medir el nivel de residuos betalactdmicos 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 investigacion de esta nueva molécula el
objetivo es establecer con exactitud el espectro antimicrobiano, la toxicidad, el
mecanismo de accidn, usos y la Farmacocinética principalmente.

El proyecto realizado contemplo sclo una parte de la investigacién, la cual fue cubierta
deacuerdo a los objetivos establecidos.
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Control de Calided 5/03/98 10:54:55 AM P Page 1 of 1

u ANEXO I1-E.B1

Laboratorios Aranda S.A. de C.V.
Instrument Serlal Number EL 5704 3194

200 400 600
Wavelength (nm)

Scan ReportJue 05 Mar 10:54:37 AM 1998

Batch:
Software version: 01.00(6)
Operator:

Sample Name: ENROFLOXACINA

Collection Time 5/03/98 10:43:42 AM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshold 0.0200
Range 800.00nm to 200.00nm
Wavelength (nm) Abs

316.67 1.3956

278.33 3.4506

220.00 0.5782

Cary 1E

|
800

96
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Control de Calidad 50308 11:06:28 AM Page 1 of 1

u ANEXO II-EB2

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

1.4

r

1.0-

200 300 400 500 600 700
Wavelength (nm)

Scan ReportJue 05 Mar 11:05:02 AM 1998

Batch:
Software version: 01.00(8}
Operator: LORENA GARCIA TORRES

Sample Name: 7-ACA

Collection Time 5/03/98 11:04:05 AM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshold 0.0200
Range 800.00nm to 198.9%4nm
Wavelength {nm) nbs

265.54 1.4939

218.92 1.2712

Cary 1E

800

100
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CQ-M-EPCA
ANEXO I1-E.A3
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CQ-M-EPCA
ANEXO II-E.A3
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Control de Calidad S/03/98 10:33:27 AM Page 1 of 1

o CQ-M-EPCA

Laboralgrwsq(rgdys'ﬁgé cV.

Instrument Serial Number EL 9704 3194

3_

T 3 I I I
200 300 400 500 600 700
Wavelength (nm)

Scan ReportJue 05 Mar 10:17:17 AM 1998

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

Sample Name: CQ-M-EPCA

Collection Time 5/03/98 10:16:52 AM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshold 0.0200
Range 500.00nm to 200.80nm
Wavelength (nm) Abs

331.67 0.8320

31e8.33 0.9428

278.33 2.8294¢

220.00 0.6292

Cary 1E

800

107
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CQ-M-EPCA SOL. INY. AL 10%

ANEXO III-F.Al
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CQ-M-EPCA SOL. INY. AL 10%
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ANEXO IV-6.B-HPLC 5
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CQ-M-EPCA AL 10%

CAPITULO VII
ESTANDAR

ANEXO VII-F.1
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MUESTRA EN SUERO

CQ-M-EPCA AL 10%
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CAPITULO VII
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ANEXO VII-F.2
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ANEX F 2 V]

Control de Calldad 19/03/98 6:19:21 PM Page 1 of 1

Laboratorios Aranda S.A. de C.V.
instrument Serfal Number EL 8704 3194

0 -

200 300 400 500 600 700 800
Wavelength (nm) ,

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

Scan ReportLun 02 Feb 01:17:38 PM 1998

Batch: A\PROCAINA.BASE
Software version: (1 .00(6)
Operator; LORENA GARCIA TORRES

Sample Name: PROCAINA BASE

Collection Time 2/02/98 1:16:41 PM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshold R 0.0200
Range 900.00nm to 19B.94nm
Wavelength (nm) Abys
228.91 4.4451
-
Cary 1E

y
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Scan Reportdue 05 Mar 10:54:37 AM 1998

Batch:

Software version: 01.00{6)

Operator:

Sample Name: ENROFLOXACINA

Collection Time

Peak Table
Peak Type

Peak Threshold
Range

Wavelength (nm} Abs
316.67 1.3956
278.33 3.4506
220.00 0.5782

Cary 1E

5/03/98 10:43:42 AM

Peaks
0.0200
800.00nm to 200.00nm

Control de Calidad 5X3/08 10:54.55 AM Page 1 of 1
ANEXOC '-“‘UVZ
) !
Laboratorics Aranda S.A. de C.V.
Instrument Serial Number EL 9704 3194
3
w2’
£
<
14
0 1 ] 1
200 400 600 800
Wavelength (nm)
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ANEXO : ¥5'

: PR
. . - JF.2-uv3

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

T i T T T 1
200 300 400 500 600 700 800
Wavelength (nm)

Report changed 5/03/98 4.37.46 PM
Report changed 5/03/98 4:37:25 PM

Scan Reportdue 05 Mar 03:05:36 PM 1998

~ Batch:

Software version: 01.00(6)
Operator; LORENA GARCIA TORRES

Sample Name: SOLUCION INYECTABLE AL 10% DE CQ-M-EPCA

Collecticn Time 5/03/98 2:00:53 PM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshold 0.0200
Range 800.00nm to 2900.00nm
Wavelength (nm} Abs

332.00 0.8815

279.00 3.1654

220.00 0.6468

Cary 1E
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ANEXO

a RO -5 XV,

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

1.0

—

200 300 400 500 600 700 800
Wavelength (nm)

Scan ReportJue 29 Ene 08:19:15 AM 1998

Batch:
Software version: 01.00(6)
Operator:

Sample Name: SUERQ DE LECHE DE VACA (ANTES DE LA ADMINISTRACIONDE LA C

Al 10%)

Collection Time 27/Q1/99 9:40:46 AM
Peak Table

Peak Type Peaks

Peak Threshold 0.0200

Range 800.00nm to 200.00nm

No peak found above threshold

Cary 1E
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. : © F.3-uva2

Laboratorios Aranda S A. de C.V.
Instrument Serial Number EL 8704 3194

1.0

—

200 300 400 500 600 700 800
Wavelength {(nm)

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

Scan ReportJue 29 Ene 08:19:15 AM 1998

Batch:
Software version: 01.00(8)
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 Peaks

Peak Threshold R 0.0200

Range 800.00nm te 200.00nm

No peak found above threshold

Cary 1E
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Control de Calidad  20001/98 8:24:36 AM Page 1 of 1

Leboratorios Aranda S.A. de C V.
{nstrument Setlal Number EL 9704 3194

1.0

176

T e F3-UV3

-

200 300 400 500 600
Wavelength (nm)

Report changed 29/01/98 8:24:36 AM
Report changed 29/01/98 8:23:29 AM

Scan ReportJue 29 Ene 08:19:15 AM 1998

Batch:
Software version: 01.00(8)
Operator:

Sample Name. SUERQ DE LECHE DE VACA

TIEMP DMINIST {ON: 3 HO
Collaction Time 27/01/98 9:40:46 AM
Peak Table

Peak Type ’ Peaks

Pagk Thrashold 0.0200

Range 800.00nm to 200.00nm

No peak found above threshold

Cary 1E

T 1
700 800
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- - . F3-Uvq

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

3-
2-
0
r-1
<
1- N
200 400 600 800

Wavelength (nm)

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

Scan ReportMié 20 May 07:28:44 PM 1998

Batch:
Software version: 01 .00(€)
Cperator: LORENA GARCIA TORRES

Sample Name. SUERO DE LECHE DE VACA. TIEMPO DE ADMINISTRACION: 12 HORAS

Collection Time 2/02/98 11:05:45 AM
Peak Table
Peak Type . Peaks
Peak Threshold 0.0200
Range 800.00nm to 200.00nm
Wavelength {nm} Abs

276.67 2.6972

236.67 3.2596

Cary 1E
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n ’ F.3-UV5

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

i T ¥ |
200 400 600 800
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 version; 01.00(6)
Operator: LORENA GARCIA TORRES

Sample Name: SUERQO DE LECHE DE VACA. TIEMPO DE ADMINISTRACION; 24 HORAS

Collection Time 2/02/98 11:21:32 AM

Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshald 0.0200
Range 800.00nm to 198.94nm
Wavelength (nm) Abs
271.19 2.7210
237.23 3.2742

Cary 1E
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. : - .. F.3-UV6

Laboratorics Aranda S .A. de C.V.
instrument Serial Number EL 9704 3194

3.5

1.6

1.0 T T )
200 400 600 800
Wavelength (nm)

Report changed 2/02/98 12:38:40 PM by LORENA GARCIA TORRE
Report changed 2/02/98 12:38:21 PM by LORENA GARCIA TORRE
Report changed 2/02/98 11:57:52 AM by LORENA GARCIA TORRE

Scan ReportLun 02 Feb 11:56:36 AM 1998

Bateh:
Software version; 01.00(6)
Operator: LORENA GARCIA TORRE

Sample Name. SUERQ DE LECHE DE VACA.
_TIEMPO DE ADMINISTRACION: 36 HORAS

Collactlion Time 268/01/98 11:49:35 MM

Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshold 0.0200
Ransge BOO,0Onm to 200.00nm
Wavalength (nmj Abs
276,67 3.3893
238.33 3.7282
208.33 1.6351

Cary 1E
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Control de Calidad 2/02/98 12:58:49 PM Page 1 of 1

Laboratorics Aranda S.A. de C.V.
instrument Serial Number EL 9704 3194

© F.3-HALCT

13 1 | T
200 300 400 500 600
Wavelength (nm)

Report changed 2/02/98 12:58.49 PM
Report changed 2/02/98 12:57:53 PM

Scan ReportLun 02 Feb 12:46:42 PM 1998

Batch;
Software version: 01.00(8)

Operator:

Sample Name: SUERQ DE LECHE DE VACA.
TIEMPO DE ADMINISTRACGION: 48 HORAS

Collection Time 28/01/98 12:45:56 PM

Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threahold . 0.06200
Range 800,00nm to 200.00nm
Wavelength (nm) Abs
276.67 2.7559
236.67 3.2904

Cary 1E
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. . F.3-Uva

Laboratorios Aranda S.A. de C.V.
instrument Serial Number EL 8704 3194

3._
2+
i
a
g
1 .
\\\\ .
0 ¥ T ¥ T T i
200 300 400 500 600 700 800

Wavelength (nm)

Scan ReportJue 29 Ene 03:14:54 PM 1998

Batch:
Software version: 01,
Operator: LORENA GARCIA TORRES

Sample Name: SUERO DE LECHE DE VACA. TIEMPO DE ADMINISTRACION: 60 HORAS

Collection Time 29/01/58 3:13:44 PM
Peak Table
Peak Type Peaks
Paak Threshold 0.0200
Range 800.00nm to 200.00nm
Wavelength {nm} Absg

232.00 Z.5003

Cary 1E
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- T F3-UVe

Laboratorios Aranda S.A. de C.V.
Instrument Serial Number EL 6704 3194

3__

T 3 f 1 T 1
200 300 400 600 600 700 800
Wavelength (nm)

Scan ReportJue 29 Ene 03:27:12 PM 1998

Bateh:
Software version: 01.00(6)
Operator: LORENA GARCIA TORRES

m ame: SUERO DE LECHE DE VACA. TIEMPO DE ADMINISTRACGCION: 72 HO

Collection Time 29/01/98 3:26:26 PM
Peak Table
Peak Type Paaks
Peak Thresheld 0.0200
Range 800.00nm to 205.00nm
wWavelength {nm} Abs

330.00 1.5267

Cary 1E
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