VALORACION DEL CLORAMFEENICOL Y SUS ESTERES
EN ESPECIALIDADES FARMACEUTICAS
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En la presente comunicacién exponemos dos métodos utilizados pa-
ra la valoracién del cloramfenicol (CAE) v sus ésteres cuando ellos es-
tan presentes en especialidades farmacéuticas: uno el método espectro-
fotomeétrico, v otro el microbicldgico de la Placa-disco-cultive que re-
quiere, para ¢l caso de los ésteres, hidrolisis previa de fas sales. Con am-
bos hemos obtenido resultados satisfactorios, teniendo el segundo, la
ventaja de hacernos conocer, ademas de la concentracién, la actividad
antimicrobiana de los diversos compuestos, lo gue no es posible precisar
por el método espectrofotométrico,

MATERIALES Y METODOS

Materiales.

Espectrofotémetro Beckman Medelo DL alcohol etilico dz 959; éter
de petrdleo, cloroformo, agua destilada; matraces aforados por 25, 50
y 100 ¢.c., embudos de separacion y Bltracién; pipetas graduadas; me-
dio de cultive: agar-triptosa, placas Petri de 15 x 100 mm.; tubos de
prueba de 16 x 125 mm.; sclucién tampén al 1% de fosfato con pH 6.0
preparado de acuerdo a la F.E. U.; discos antibidticos estandarizados:
discos de papel de filtro estériles; pinzas rectas de extremo afilado; sue-
ro fisioldgico al 9%. estéril, capsulas de Pantozyme “Wander” (con-
centrado de fermento de origen animal v vegetal: amilasa, celulasa, lipa-
sa, pepsina y proteasas).
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A, METODO ESPECTROFOTOMETRICO

Se ha utilizado este método aprovechando la propiedad que tienen
e} cloramlfenicel v sus #steres de presentar su mixima absorcién en de-
terminada longitud de onda de luz ultravicleta {Fig. 3), para cada ca-
so se¢ ha hecho la deferminacién de la curva espectral, junto <on la res-
pectiva curva standard v el Coeliciente de Extincion Especifico {E¥e,, ).

Las lecturas fueron hechas en el espectrofotdmetro Beckman Mo-
delo DL

Los calculos se hicieron de acuerdo a ia férmula.

& Densidad éptica

Fenr.

Concentracidn Gm.
Preparacidn de las Curvas Siandard.

Para el cloramfenico] levégiro se prepard una solucidn stock de 10
mg. en 100 ¢.c. de agua destilada, A partir de ella se hicieron las res-
pectivas diluciones que se indican en el cuadro L

En el caso de los ésteres, se tomé igualmente 10 mg. de cada una
de lag sales, =e disolvis en cantidad sufliciente de alcohel etilico 954k
v se completd el volumen final a 100 c.c., las diluciones posteriores se
hicieron fambién con aleohel utilizandose las concentraciones va indi-
cadas en el referido cuadro. Ademés las respectivas lecturas han sido
trasladadas a papel milimetrado {Fig, 1 v 2).

Aplicacion del método a las especialidades Farmacéuticas.

Para las especialidades faomacéuticas de tipo capsulas, grageas, po-
madas o supositorios gue tienen cloramfenicet levagiro, se procede a
iomar una parte alicuota v luege de extraer el principio active va sea
con alcohol etilico o utilizando éter de petréleo v agua cuande el ve-
hiculo graso no es miscible con esta 4ltima, como lo ha descrito une
de nosotros en frabajo anterior (Unourzo, 1957). Extraide el princi-
pio activo, sz hacen las diluciones convenientes con agua destilada la
cual se utiliza también como blanco para hacer la lectura espectrotomé-
frica. .

En la preparacidn de jarabes y suspensiones para uso oral, se uti-
lizan é&steres del cloramfenicol, debide al sabhor amargo del antibidtico



CuaDro 1,— Determinacién del Coeficiente de Extincion Especifico del Cloramfenicol Levdgiro
y cuatro de sus Esteres

| CAF Levégiro " Palmitato de CAF Estearato de CAF Cinamato de CAF Succinato de CAF
| __
Concen- ! |
tracion , Absor- Trasmi- ~ Absor- Trasmi- ~ Absor- | Trasmi- Absor- Trasmi- Absor- - Trasmi-
mg. % bancia | sién % I bancia sion % bancia ! sion % bancia sion % bancia ! sion %
i | | | ‘ 7
i | |
0025 s ; ! 0.1311 64.4 :
050¢ | 01404 709 00894 | 814 0.0904 812 . 03820 41.5 017 | 764
1000 | 0.2984 53 0 0198 662 0.1805 660 | 07620 | 173 0231 538
1500 | ; | | Po11430 | 7.2
2.000 ! 05970 | 253 i 0.3570 440 03600 437 1500 31 0.463 3.4
2500 | | | | - 18660 1.3 ‘
3000 ¢ 089%0 | 127 0530 291 05410 288 | | 0605 | 202
4000 | 11940 64 . 07120 19.4 0.7190 9.1 | (.928 118
5000 | 1480 | 33 | oss0 | 129 08960 127 L6t 69
6.000 L9 16, 10610 8.7 1.0710 85 . , 1387 | 4l
| | | | | | i
i | , o
| B 78 — 208 E'Y 271 = 18 E 10| E 278 — 760 B'% 276 = 231
‘ cm, ‘ cm. . lem. | lem, lem,
|
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cuando estd en su forma activa; para la valoracion de estas sales, se pro-
cedié a su extraccién utilizando el método indicado en las regulaciones
del Food and Drug Administration de los Estados Unidos de Norte
América (F.D.A.) para el palmitato (Compilation and Regulations for
Test and Methods of Assay and Certifications of Antibiotic and Anti-
biotic Containing Drugs 1: D1-D15. 1957).

Ya que todos los ésteres que mencionamos son solubles en cloro-
formo, no se encoutré dificultad en la aplicacién del procedimiento. Las
lecturas espectrofotométricas se hicieron a la longitud de onda corres-
pondiente para cada caso.

B. METODO MICROBIOLOGICO
Obencion de la curva standard del cloramfenicol.

Utilizamos con este objeto cloramfenicol F.D.A. de 1009% de po-
tencia antibidtica, previamente secado en estufa a 60°C por tres horas;
luego se pesd una parte alicuota, se disolvié en cantidad suficiente de
alcohol etilico v se diluyé con fosfato buffer al 19 de pH 6.0 hasta
obtener una concentracién de 10,000 mcg./c.c. A partir de esta solu-
cidn se prepararon otras, a concentraciones de 32, 16, 8, 4, 2, 1 v 0.5
mcg./c.c. siempre con la ayuda de la solucién de fosfato buffer de
pH 6.0. ,

En la preparacién de la curva standard (Fig. 4) usamos un total
de 12 placas, dos placas por cada dilucién, con excepcién de la de 4
mecg/c.c. que estd incluida en todas las placas y se le utiliza como
punto de referencia; en cada una de las dos placas se colocan tres dis-
cos imbibidos de la dilucién de 4 mcg./c.c. y las otras tres con otra
concentracién. La cepa usada fue la Ne 7 I.N.S. (Estafiloccus aureus,
coagulasa positiva).

Después de 16 o 18 horas de incubacién a 37°C se hacen las lectu-~
ras de los halos de inhibicién y los calculos correspondientes, tal co-
mo se ha descrito en trabajos anteriores {MORALES vy VELazcoO, 1957;
MorarLEgs, 1958).

Es sabido que los ésteres del cloramfenicol son inactivos si sobre
ellos no acttia una hidrélisis previa, de ahi que para la valoracién “in
vitro” de estas sales hemos recurrido a la liberacién del cloramfenicol
activo por medio de la hidrélisis enzimatica (CHioveE, M. y col. 1956;



VALORACION DEL CLORAMFENICOL Y SUS ESTERES 2

PaureTTA, 1952; TrROLLE-LASSEN, 1954). A continuacién indicamos la
técnica seguida por nosotros para cada caso.

Palmitato de CAF.

5z pesd 200 myg. de palmitato de CAT equivalente a 125 mg. de
CAF levogiro, se disolvié en 10 c.c. de alcohol etilico, se agregs 200
mg. de Pantozyme “"Wander” y luego se completé a 25 ¢.c. con solu-
cién tampoén de pH 6.0 preparada de acuerdo a la edicion XV Farma-
copea de Estados Unidos (F.E.U. ), se agité hasta obtener una mez-
cla homogénea y se dejé a la temperatura ambiente, Se prepar6é otra
solucion en la misma {orma, pero para su hidrélisis se le sometid a una
temperatura de 37°C,

Con ambas soluciones sz hicieron pruebas cada 30 minutos hasta
las cinco horas, observandose que en la primera media hora ya se ha-
bia producido una pequefia hidrélisis; de tres a cinco horas se obtuvo un
77.77% de actividad comparativamente con el standard de CAF levagi-
ro; a las 24 horas se llegé a obtener un 97% de hidrélisis. Se siguie-
ron haciendo ensayos después de las 24 horas, pero no se obtuve mo-
dificacion alguna.

Estearato de CAF.

Se prepard dos porciones de 228 mg. de estearato de CAF “Erba”,
equivalentz cada una a 125 mg. de CAF levadgiro, se procedié igual que
para el palmitato. A las tres horas se obtuvo 834, de hidrélisis v a las
24 horas 87%. Después de éste tiempo no se observé modificacién al-
guna.

Cinamato de CAF.

Se procedié como en los casos anteriores, variando sélo en la can-
tidad de sal tomada que fue de 180 mg. de cinamato de CAF equiva-
lente a 125 mg. de CAF levégiro y se utilizé solucién tampon de pH
8.0. A las tres horas se obtuvo un 40%, a las 24, 48 y 72 horas, 56.6%%,
a las 96 horas 71.6%. Después de este tiempo no hubo modificacion.

Succinato de CAF.

Se preparé una solucidn madre disolviendo el contenido de un fras-
co de invectable que contenia succinato sédico equivalente a 1 Gm. de
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CAF levégiro, en cantidad suficiente de solucién tampan de pH 6.9
para bacer 10 c.c. Después de hallar su concentracién exacta por el
método espectrofotoméirico, se tomd dos partes alicuctas equivalentes
a 250 mg. de CAF levogiro, ze agregd a cada una 400 mg. de Panto-
zyme ~Wander” v se siguié el procedimiente come en los casos ante-
riores.

Después de 30 minutos se obtuvo un 34.2% de actividad, a las 24
horas 03.5%, a las 48 horas 7%, a las 72 horas 73.3% . a laz %G ho-
ras 83%., a las 120 horas, B5%: se siguid con las pruehas hasta ohtcner
un méaximo de hidrolisis lo cual se consiguié a los 8 dias con un 92.5%
de actividad; a partivr de este tiempo, no se cbtuvo aumente alguno.

Aplicacion del método a las especialidades farmacéuticas.

Sz tomé en todos los casos una cantidad de muestra equivalente a
125 mg. de CAF levégiro v se hizo la extraccién del éster, agregando
primero 20 c.c. de cleroforme, se agité en un embuda de separacion
por varios minutos, Juego se agregd 10 c.c. de solucién de hidréxide
de sodio al 1074, se volvié a agitar por un Uempo igual al antetior, cui-
dando de no emulsionar las dos capas; se separd Ia capa cloroférmica a
un vaso de precipitado. La capa alcalina se volvio a agitar por dos ve-
ces mas con porciones de 20 ¢.c. de cloroformo; reunidas las soluciones
cloroférmicas. se evaporé el disolvente. El residuo se disolvié en 10 c.c.
de alcohol etilico; se agregd 200 myg. de enzima y se completé a 25 c.c.
con solucién tampén de pH 6.0 para las muestras con palmitato y es-
tearate, v con solucidn de pH 8.0 para las que llevaban cinamato.

Las cencentracionzs para las diluciones de los ensayos de activi-
dad de los ésteres hidrolizados fueron: 32, 16, 8. 4, 2 y 1 meg/c.c.

Para la valoracién del CAF levégiro contenido en especialidades
tales como capsulas, grageas, pomadas, goias o supesitorios, se tomé
una cantidad determinada de muestra; se disolvié en un volumen ade-
cuado de alcchol v tampén de pH 6.0 para alcanzar una concentracién
de 10,000 mcg./c.c.: a partir de esta solucién se hicieron las diluciones
posteriores para obtener las concentracionss mencionadas mas arriba. En
caso de especialidades de tipo supositorio o pomada con vehiculo no wmis-
cible con agua. se extrajo el antibidtico fundiendo la muestra en canti-

dad conveniente de la mezcla akoholtampon pH 6.0 a baja tempera-
tura {50° a 60°C.}.
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Los resultados obtenidos con ambos métodos aplicados a diferen-
tes especialidades farmacéuticas se exponen en los cuadros Nos. 11 y L

DISCUSION

El método espectrofotométrico ha demostrade ser sencillo y sensi-
ble para hacer la valoracién del cloramfenicol y sus ésteres. Mediante
dicho métods se pueden valorar soluciomes cuyas concentraciones son
menores de 60 meg./c.c. para el cloramfenicol levégiro, 90 meg./o.c.
para el palmitato y estearatc, y menores de 25 meg./c.c. para el cina-
mato; concentraciones mayores gue las indicadas no revelan sensibilidad
al espectrofotdmetro.

El método microbiolagico utilizado manifiesta también gran sensi-
bilidad, puesto que las determinacicnes pueden hacerse hasta con con-
centraciones de 0.5 mcg./c.c.; ademas, e5 de facil manipulacién siendo
su emplec muy practico en los analisis de rutina,

La separacion de los écteres contenidos en las especialidades, se hi-
zo debido a la dificultad quz ofrecian las diversas combinaciones frente
a fa hidrélisis enzimatica: sélo en el caso del jarabe de microcetina se
obtuve ¢l mismo resultado haciendo la hidrolisis tanto con extraccién co-
mo sin eila; el vehiculo indicado en la férmuia de! producto era el ja-
rabe simple, a diferencia de los ofros cuyoes componentes eran mas ¢om-
plejos.

Fl cloroformo empleado como solvente en la extraccién, en la pro-
porcion indicada en el método operatorio, dio buen resuitado.

Entre los ésteres, e mas facil de hidrolizar, v que por consiguien-
te, da mayor liberacién de CAF activo, fue e! palmitato; le siguen en
orden decreciente, el estearato, cinamato v succinato. En la biblicgrafia
consultada (CErioTT1 v col. 1954}, indica que e} cinamato tiene accién
antimicrobiana aun sin hidrelizarse; nosatros no hemos Hegado a obte-
ner tal resultado.

Se ha comprobado también que Ia enzima empleada, no tiene efec~
ta contrario sobre el desarrollo del germen utilizado en el ensayo. Se
ha probado ademas la influencia que puede tener un aumento en la
cantidad de enzima llegando & la conclusién de que no da lugar a va-
riacion alguna en la velocidad de la reaccion hidrolitica.

Para el palmitato, estearato y succinato, se ha realizado la hidréli-
sis 3 un pH 3.5-6.0, lo gque nos hace suponer que ha sido la pepsina, del



Cuapro 11— Valoracion de algunas especialidades farmacéuticas que contienen esteres de cloramfenicol,
por el método espectrofotoméfrico y el microbiolégico.

\ Métods Espectrofotométrico Método Microbiolagico

|
Cantidad .. . _.. . e
Nombre del Producte | declarada i ! i 1
empleado | en CAF " Cantidad * Diferen- ‘ Resulta- ' Cantidad @ Diferen-  Activi-
‘ encontrada cia i do (%)  encontrada | cia ; dad (%)
I Quemicetina Succinato 1000 q.x fco. L1148 g. +01148 | 11148 0825 q. | —0.175 | 825
2 Palmitato de Cloromicetin | 3125 . x 100 cc | 3434,  -+0.009 L1003 2834, | —0291 | 907
3 Chlorostrep Liquido P 3125 % . . | 3070, 0055 . 983 | 2753, -0.372 881
4 Sintomicetina Jarcbe 2880, % ., . | 2885 . 0005 1002 ! 2583, | 0297 | 897
3 Cloramfen B - Gel 2083 ,x . , 230 . +0.217 1104 2120 ., +0037 0 1018
6 Anfomicin - Jarabe 1871, % . o, 12000 . 0230 | 1123 1790 ., | —0.081 95.7
7 Cleramfenicol Douglas | 2500, x ., , [297% . 40475 1190 . 2625, . 40125 105.0
8 Cloromisan Jarabe | 2500, x . | 2590 . H0040 o016 | 2207, 0293 | 883
9 Quemicetina [arabe L2500, x ., . | 2385 . 0015 954 2120, —0380 | 850
10 Microcetina Jarabe 2470 . x . . | 2230 ., 0240 | 904 1 2139, | —0331 | 866
{1 Farmicetina Jarabe 2500 . x . . | 2450 , | —0050 i 980 | 2087 ., | —0413 | 835
12 Tetracetina Jarabe ‘ 1660 ., x . . | 1839 i +0.199 | 1120 ! 1.547 ., : —0.113 ! 93.1
| i i i

TVILNFWINEIAXHE VNIDIFAW dd V.LSIAFTY



CuApro 1l.—- Valoracidn de algunas especialidades farmacéuticas con cloramfenicol levdgiro. por el
método especirofotométrico y el microbicldgico.

E
i

Metedo Espectrofotométrico

E Métade Microbiolégico

Cantidad —— R
Nombre del producto declarada i
empleado , en CAF Cantidad i Resuite- | Cantidad Diferen- Activie
encontrads - Diferencla ¢ do (%) encontrada cia o odad {55

CA?SUEJAS '

1 Sintomicetna 3250 g. feap, 0257 g, 20007 10085 0267 g, D017 1069

2 Chioromicetin 0250 . . 0.249 —ke AT 0.266 ,, 016 106.5

3 Chioostrep Lot 104075E 0125 ., . 0.133 0008 1083 26 ., 0 000 100.6

% Chlorcstrep Lot 200041H 0125 . ., . 0425, L I00 T 0d24, —0001 - 999
GRAGEAS. ; ‘_ ‘

5 Quemicetina 2250 g. fg; D043 g —0DW | 974 0267 g, +007 - 1070

6 Cloramfen B, 0.250 0.226 ., —0.014 * 04.4 L0272, P00 109.0
SUPOSITCRIOS, : : :

7 Sintemicetina 0.125 g./sup. 013 g 0006 0 1043 C032 g. +0.007 105.7

§ Cloromicetin 0258 ., (.245 —3005 08.3 0,242, w3008 969

9 Farmicetina D250, P0.24% —D.005 98.2 0.283 +0.033 1134

i |

POVIADAS. ; i

10 Ung, Ofwal. Chloromicetin 1 q. % S X +a.10 100 1 g 0.0 1100

11 Crema de Chloromicetin :1 o P07, 007 1078 104 004 4.0

12 Quemicetina Zww 19, {1 98.7 205 . +0.05 102.8

13 Sintomicetina ;2 b i 2.06 ,, £ 0.06 103.4 1.76 ,, [ el 24 88.3
GOTAS, . | !

14 Quemiceting. Qtolégica 1 g. % 097 . | —0.03 97.7 } 1os g. +005 | 1051
15 Quenicetina Antiocenn 9, £62 ., —3 95.8 ' 9 P13 1015

- s SRR AL A, S W L5
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producto utilizado como fuente hidrolizante, la que ha tenido acciéon pre~
ponderante; para el cinamato se obtuvo mejor resultado a un pH 7.5 -
8.0. En la bibliografia consul*ada (TrorLpLeE-LASSEN, 1954) indican un
margen de 30 - 8.0.

Entre las sales puras sometidas a digestidn enzimética, fue el ci~
namato el que dio un porcentaje de actividad por debajo del requeri~
miento minimo de potencia antibiética (5% ) zxigida por la F.E. L.
v las regulaciones del I'.ID.A., la causa podria ser la dificultad que
ofrece para hidrolizarse; sin embargo, el cinamato obtenido por extrac-
citn a partir de jarabes dic mejor resultado en ceanto a actividad, pues
se obtuve con una de las muestras hasta 93.2%. aunqgue este aumento
podria deberse al mayor contenido de sal en las muestras, conforme se
ve en el resultado obtenido por el método espectrofotométrico.

Las técnicas consultadas para llevar a cabo la hidrélisis enzimatica
{GuioNe vy FrorerTr 1956; Pauirerra, 1952; Trorrs-Lassen, 1954)
recomiendan no utilizar enzima de origen vegetal porque no da buen re-
sultado. Esto lo hemos podide comprobar haciendo actuar papaina so-
bre el palmitato, En lo que respecta a la hidrélisis acida (HC1) el ren-
dimiento es muy bajo conforme indica PaurLerra (1952); se corre ade~
mas el riesgo de escindir £l grupo —NH-CO— de la molécula con la
consiguiente pérdida de actividad.

Realizando Ia hidrélisis con Pantoryme “Wander”, a 37°C. no sz
obtuvo incremento digno de tomarse en cuenta en la velocidad de la
reaccién, pues los resultados obtenidos fueron similares a los alcanzados
a temperatura ambiente; TrorLE-Lassen {1954) indica que la hidréli-
sis maxima se puede obtener a las 4 horas si la temperatura oscila en-
tre 35 v 40°C. En Ia realizacian del presente frabajo, 2! mavor por-
centaje de actividad se ha cbtenido con sales puras de palmitate v es-
tearato a las 24 horas; y a las 48 horas para las mismas sales extraidas
de especialidades farmacéunticas; 8 dias par 2l succinto; para el cinama-
to extraido de los jarabes fueron necesarias 144 horas, mientras que pa-
ra la sal pura de cinamato fueron 96 horas laz empleadas, tanto a tem-
peratura ambiente como a 37°C.

En las diferentes determinaciones se ha considerado tiempo sufi-
ciente aquel que dio lugar a ia primera lectura no variable, pues se rea-
lizaron ensayos hasta obtener lecturas constantes en el didmetro de las
zonas de inhibicién de desarrolic del germen sensible empleado en la
valoracién,
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Como se puede observar en los cuadros Il y IIl, ambos métodos
proporcionaron restltados satisfactorios, pero el método microbiolégico
es el gue precisa la actividad antibacteriana que es Jo gue interesa des-
de 2l punto de vista terapéutico,

SUMARIO

1.~ Hemos efectuado la valoracidén del cloramfenicol v cuatro de
sus ésteres en especialidades farmacéuticas, por los métodos espectro-
fotométrico v microbiolégico de la Placa-discocultivo, habiéndose obteni-
do en ambos casos resultados satisfactorios.

2.— Para llevar a cabo la determinacion espectrofotométrica se ha
establecido primeramente el Coeficiente de Extincion Especifico a Ia
longitud de onda correspondiente a cada sustancia, a base de cuyo da-
to se realizaron los calculos.

3.— Pl cloramfenicol levégiro presenta su maxima absorcién en
la zona de luz ultraviolets a 277-278 mu; el palmitato y estearato a 271
mu; el cinamato a 278 mu. y el succinato a 276 mu.

4, — Los coeficientes de extincidn especificos obtenidos a las lon-
gitudes de onda mencionadas, son los siguientes: 298 para el cloramfe-
nicol levégire; 178 para el palmitato, 180 para el estearato, 760 para el
cinamato y 231 para el succinato.

5.~ En cuanto al método microbiologico, anotamos gque previamen-
te se prepard una curva standard a base de cloramfenicol levégire, la
cual sirvié para efectuar por comparacién, la valoracién de los diversos
ésteres presentes en las muestras analizadas,

6. — Para obtener resultados satisfactorios en la determinacién de
Iz actividad de los ésteres presentes en especialidades, es necesario re-
currir primero a la extraccion de Ja sal y luego a la hidrolisis enziméa-
tica.

SUMMARY

1.— We have carried out the assay of Chloramphenicol and four
of his esters when they are present in pharmaceuticals, by spectropho-~
tometric and microbiologic plate —dise— culture method; the results
were satisfactory with two methods.

2.~ For spectrophotometric determinations wz have found previo-
usly the absorptivity for each substance on the respective wave lenght,
those absorptivities were used for calculations.

3.~ Chlorampheuicol presents his absorbance at 277 ~ 278 mu, pal-
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mitate and stearate at 271 mu, cinnamate at 278 mu and succinate at
276 mu.

4.~ The absorptivities at those wave lengths are: 298 for chloz~
amphenicol, 178 for palmitate, 130 for stearate, 760 for cinnamate and
231 for succinate.

5.~ For microbiclogical method, we have established previously
a standard curve in basis of chloramphenicol, this curve was used also
in order to realize the esters assay that are present in pharmaceuticals, by
comparison,

6.— In order to obtain satisfactory results in the antibacterial
action of esters when those are present in the samples, it is necessary
after to take off them, and subsequently enzimatic hydrolisis is applied.
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